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II

(Ikke-lovgivningsmeessige retsakter)

FORORDNINGER

KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) 2016/266
af 7. december 2015

om tilpasning til den tekniske udvikling af forordning (EF) nr. 440/2008 om fastleeggelse af
forsogsmetoder i henhold til Europa-Parlamentets og Ridets forordning (EF) nr. 1907/2006 om
registrering, vurdering og godkendelse af samt begrensninger for kemikalier (REACH)

(E@S-relevant tekst)

EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —
under henvisning til traktaten om Den Europziske Unions funktionsmade,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Radets forordning (EF) nr. 1907/2006 af 18. december 2006 om
registrering, vurdering og godkendelse af samt begrensninger for kemikalier (REACH), om oprettelse af et europaisk
kemikalieagentur og om @ndring af direktiv 1999/45/EF og ophavelse af Ridets forordning (EQF) nr. 793/93 og
Kommissionens forordning (EF) nr. 1488/94 samt Radets direktiv 76/769/E@F og Kommissionens direktiv 91/155/EQF,
93/67[EQF, 93/105/EF og 2000/21/EF ('), sarlig artikel 13, stk. 2, og

ud fra folgende betragtninger:

(1)  Kommissionens forordning (EF) nr. 440/2008 (3 indeholder de testmetoder, der skal anvendes til at bestemme
kemikaliers fysisk-kemiske egenskaber, toksicitet og ekotoksicitet i forbindelse med forordning (EF)
nr. 1907/2006.

(2)  Det er nedvendigt at opdatere forordning (EF) nr. 440/2008 med henblik pa at indarbejde de nye og opdaterede
testmetoder, som OECD indferte for nylig, for at tage hejde for den tekniske udvikling og for at begranse antallet
af dyr, der anvendes til dyreforsag, i overensstemmelse med Europa-Parlamentets og Radets direktiv
2010/63[EU (). De interesserede parter er blevet hort om dette forslag.

(3)  Tilpasningen omfatter 20 testmetoder, én ny metode til fastleeggelse af en fysisk-kemisk egenskab, 11 nye
testmetoder og tre opdaterede testmetoder til vurdering af ekotoksicitet og fem nye testmetoder til vurdering af
skabne og adferd i miljoet.

(4)  Forordning (EF) nr. 440/2008 ber derfor andres i overensstemmelse hermed.

(5)  Foranstaltningerne i narvaerende forordning er i overensstemmelse med udtalelse fra det udvalg, der er nedsat
ved artikel 133 i forordning (EF) nr. 1907/2006 —

() EUTL 396 af 30.12.2006,s. 1.

() Kommissionens forordning (EF) nr. 440/2008 af 30. maj 2008 om fastleeggelse af forsegsmetoder i henhold til Europa-Parlamentets og
Rédets forordning (EF) nr. 1907/2006 om registrering, vurdering og godkendelse af samt begransninger for kemikalier (REACH)
(EUTL 142 af 31.5.2008, s. 1).

(*) Europa-Parlamentets og Radets direktiv 2010/63[EU af 22. september 2010 om beskyttelse af dyr, der anvendes til videnskabelige formal
(EUTL 276 af 20.10.2010, 5. 33).
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VEDTAGET DENNE FORORDNING:

Artikel 1

Bilaget til forordning (EF) nr. 440/2008 @ndres i overensstemmelse med bilaget til denne forordning.

Artikel 2

Denne forordning treeder i kraft pa tredjedagen efter offentliggorelsen i Den Europeiske Unions Tidende.

Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og gelder umiddelbart i hver
medlemsstat.

Udferdiget i Bruxelles, den 7. december 2015.

Pi Kommissionens vegne
Jean-Claude JUNCKER

Formand
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BILAG

I bilaget til forordning (EF) nr. 440/2008 foretages folgende @ndringer:

1) En bemerkning indszttes i starten af bilaget for del A:

»Bemeerk:

Inden brug af en af folgende testmetoder til at teste multikonstituent stoffer (MCS), stoffer af ukendt eller variabel
sammensatning, komplekse reaktionsprodukter eller biologiske materialer (UVCB) eller blandinger — og hvis dennes
anvendelse til testning af MCS, UVCB eller blandinger ikke er angivet i den pdgaldende testmetode — ber det
overvejes, om metoden er egnet til det lovgivningsmassige anvendelsesformal.

Hvis testmetoden anvendes til at teste MCS, UVCB eller blandinger, skal der sd vidt muligt foreligge tilstrackkelige
oplysninger om sammensatning, f.eks. i form af bestanddelenes kemiske identitet, deres kvantitative forekomst og
bestanddelenes relevante egenskaber.«

2) Kapitel A.24 tilfgjes:

»A.24. FORDELINGSKOEFFICIENT (N-OCTANOL/VAND), HOJTRYKSVASKEKROMATOGRAH (HPLC)-
METODEN

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 117 (2004)

1. Fordelingskoefficienten (P) defineres som forholdet mellem ligevaegtskoncentrationerne af et stof, der er oplest i
et tofasesystem bestdende af to stort set ublandbare oplesningsmidler. I tilfaelde af n-octanol og vand:

C, — octanol
p, — - 9Cano

C vand

Fordelingskoefficienten, som er et forhold mellem to koncentrationer, er dimensionslas og opgives ofte som
titalslogaritmen.

2. P er en negleparameter i undersogelser af kemiske stoffers skabne i miljget. Der har vist sig at vere et starkt
signifikant forhold mellem P, for stoffers ikke-ioniserede form og bioakkumulering heraf i fisk. Det har
desuden vist sig, at P er en nyttig parameter i forudsigelsen af adsorption i jord og sedimenter og til
bestemmelse af kvantitative struktur/aktivitet-forhold for en lang rakke biologiske virkninger.

3. Det oprindelige forslag til denne testmetode var baseret pd en artikel af C. V. Eadsforth og P. Moser (1).
Udviklingen af testmetoden og OECD’s sammenlignende laboratorieundersggelse blev koordineret af Forbunds-
republikken Tysklands Umweltbundesamt i 1986 (2).

INDLEDENDE OVERVEJELSER

4. log P -vardier i omrddet — 2 til 4 (undertiden op til 5 og derover) (') kan bestemmes eksperimentelt med
rystekolbemetoden (kapitel A.8 i dette bilag, OECD Test Guideline 107). HPLC-metoden omfatter log P, i
omradet 0 til 6 (1)(2)(3)(4)(5). Denne metode kan kraeve en beregning af P, med henblik pa valg af egnede
referencestoffer og som underbygning for konklusioner draget af de data, der er genereret ved hjlp af testen.
Beregningsmetoderne beskrives kort i tillegget til denne testmetode. HPLC-operationsformen er isokratisk.

5. P, -vardierne athanger af miljgforholdene, sdsom temperatur, pH, ionstyrke osv., og disse ber defineres i
eksperimentet med henblik pd korrekt fortolkning af P, -data. For sd vidt angdr ioniserbare stoffer, kan en
alternativ metode blive tilgeengelig (f.eks. udkastet til OECD’s vejledning for den pH-metriske metode for
ioniserede stoffer (6)). Udkastet til OECD’s vejledning kan veare egnet til at bestemme P, for disse ioniserbare
stoffer, men i visse tilfeelde er det mere hensigtsmaessigt at bruge HPLC-metoden ved en miljorelevant pH-veerdi
(se punkt 9).

(") En evre granse opstar som folge af behovet for at opnd en fuld separationsfase efter justering af fordelingsligeveegten og inden udtagning
af prover til analyse. Hvis der udvises omhu, kan den gvre graense udvides til hgjere P

ow-vardier*
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METODENS PRINCIP

6. Omvendt fase-HPLC udferes péd analytiske kolonner pakket med en kommercielt tilgengelig fast fase
indeholdende lange kulbrintekaeder (f.eks. C8, C18), der er kemisk bundet til silica.

7. Et kemikalie, der indsprejtes pa en sadan kolonne, fordeles mellem den mobile oplesningsmiddelfase og den
stationaere kulbrintefase, efterhdnden som den mobile fase transporterer det gennem kolonnen. Stoffernes
retentionstid athaenger af deres kulbrinte/vand-fordelingskoefficient; hydrofile stoffer elueres forst, og lipofile
stoffer sidst. Retentionstiden beskrives ved kapacitetsfaktoren k, der er givet ved udtrykket:

R~
to

k=

hvor t, er teststoffets retentionstid, og t, er dedtiden, dvs. den tid det i gennemsnit tager et oplgsningsmiddel-
molekyle at komme gennem kolonnen. Der kraves ikke kvantitative analysemetoder, og det er kun nedvendigt
at bestemme retentionstiderne.

8. Et teststofs octanol/vand-fordelingskoefficient kan beregnes ved eksperimentelt at bestemme dets
kapacitetsfaktor k og indsette k i folgende ligning:

logP,, =a+Db x logk

hvor
a,b = linexre regressionskoefficienter.

Ligningen ovenfor kan opnds ved linemr regression af logaritmen for referencestoffernes octanol/vand-
fordelingskoefficienter mod logaritmen for referencestoffernes kapacitetsfaktorer.

9. Med omvendt fase-HPLC-metoden kan der skonnes fordelingskoefficienter i log P -omréadet fra 0 til 6, men
metoden kan udvides til undtagelsesvis at omfatte log P, -omradet fra 6 til 10. Det kan gore det nedvendigt at
@ndre den mobile fase (3). Metoden kan ikke benyttes til staerke syrer og baser, metalkomplekser,
overfladeaktive stoffer og stoffer, der reagerer med elueringsmidlet. Mélinger pa ioniserbare stoffer kan udferes
pa den ikke-ioniserede form (fri syre eller fri base) og kun ved anvendelse af en passende buffer med en pH-
vardi pd under pK, for en fri syre eller over pK, for en fri base. Hvis den pH-metriske metode til testning af
ioniserbare stoffer (pH-Metric Method for Ionisable Substances (6)) bliver tilgeengelig, vil den kunne benyttes
som en alternativ metode. Hvis log P, -vardien bestemmes med henblik pd miljefareklassificering eller miljorisi-
kovurdering, ber testen udferes inden for det pH-omrdde, der er relevant for det naturlige milje, dvs. i pH-
omradet 5,0-9.

10. T visse tilfeelde kan urenheder vanskeliggore fortolkningen af resultaterne pd grund af usikker tilforordning af
toppene. For blandinger, der giver et uoplest bind, anferes en evre og nedre grense for log P, og omride- %
af hver log P__-top. For blandinger, som er en gruppe af homologer, anfares ogsd det vagtede gennemsnit af log
P, (7), som beregnes pd grundlag af de enkelte P_ -vardier og de tilsvarende omrdde- %-vardier (8). Alle toppe,

oW

der bidrager med et omrade pa mindst 5 % til det samlede topareal, ber tages i betragtning i beregningen (9):

>_.(log P,,;)(acral %) > _(log P,,;)(areal %;)
samlet topareal % >, areal %

veegtet gns. af log P,, =

Det vagtede gennemsnit af log P, galder kun for stoffer eller blandinger (f.eks. tallolie), der bestdr af
homologer (f.eks. serier af alkaner). Blandinger kan maéles med relevante resultater, forudsat at den anvendte
analytiske detektor har samme folsomhed over for alle stoffer i blandingen og kan oplases i tilstrakkelig grad.

OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

11. Stoffets dissociationskonstant, strukturformel og opleselighed i den mobile fase skal vere kendt forud for
anvendelsen af metoden. Derudover er det nyttigt at have oplysninger om hydrolyseegenskaber.
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12.

13.

14.

15.

KVALITETSKRITERIER

For at gge tilliden til méalingen foretages der dobbeltbestemmelse.

— Repeterbarhed: Vardien for log P, beregnet ud fra gentagne maélinger foretaget under identiske betingelser
og med samme sat referencestoffer skal ligge inden for et interval pd 0,1 logenheder.

— Reproducerbarhed: Hvis malingerne gentages med et andet sxt referencestoffer, kan der forekomme andre
resultater. Typisk ligger korrelationskoefficienten R for sammenhangen mellem log k og log P, for et sat
teststoffer pd omkring 0,9, hvilket svarer til en octanol/vand-fordelingskoefficient pa log P, + 0,5
logenheder.

Den sammenlignende laboratorieundersegelse har vist, at der med HPLC-metoden kan opnds log P, -vardier pa
+ 0,5 enheder i forhold til de veerdier, der er opndet med rystekolbemetoden (2). Andre sammenligninger kan
findes i litteraturen (4)(5)(10)(11)(12). Korrelationskurver baseret pd strukturmassigt beslaegtede stoffer giver de
mest nejagtige resultater (13).

REFERENCESTOFFER

For at kunne korrelere den madlte kapacitetsfaktor k for et stof med dets P, skal der fastleegges en
kalibreringskurve, som er baseret pd mindst seks punkter (se punkt 24). Det er op til brugeren at valge
passende referencestoffer. Referencestoffet ber normalt have log P -verdier, der omfatter teststoffets log P,
hvilket vil sige, at mindst et referencestof skal have en P_ -verdi pd over teststoffets vardi og en anden P, -
vaerdi pd under teststoffets vardi. Ekstrapolation ber kun anvendes i serlige tilfaelde. Det foretrakkes, at
referencestofferne er strukturmessigt beslaegtet med teststoffet. log P, -vaerdierne for de referencestoffer, der
bruges til kalibreringen, skal veare baseret pa pélidelige forsegsdata. For stoffer med hej log P (normalt over 4)
kan der anvendes beregnede verdier, medmindre der foreligger palidelige forsegsdata. Hvis der bruges
ekstrapolerede vaerdier, skal der anferes en grenseveerdi.

Der foreligger omfattende lister med log P -vaerdier for mange grupper af kemikalier (14)(15). Hvis der ikke
foreligger data om fordelingskoefficienter for strukturmassigt beslagtede stoffer, kan der bruges en mere generel
kalibrering foretaget med andre referencestoffer. Anbefalede referencestoffer og deres P -verdier er anfert i
tabel 1. For ioniserbare stoffer galder de anferte vaerdier den ikke-ioniserede form. Vaerdierne blev kontrolleret
med hensyn til sandsynlighed og kvalitet under den sammenlignende laboratorieundersogelse.

Tabel 1

Anbefalede referencestoffer

CAS-nummer Referencestof log P, pKa
1 78-93-3 2-butanon 0,3
(methylethylketon)
2 1122-54-9 4-acetylpyridin 0,5
3 62-53-3 Anilin 0,9
4 103-84-4 Acetanilid 1,0
5 100-51-6 Benzylalkohol 1,1
6 150-76-5 4-methoxyphenol 1,3 pKa = 10,26
7 122-59-8 Phenoxyeddikesyre 1,4 pKa = 3,12
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CAS-nummer Referencestof log P, pKa
8 108-95-2 Phenol 1,5 pKa =9,92
9 51-28-5 2,4-dinitrophenol 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benzonitril 1,6
11 140-29-4 Phenylacetonitril 1,6
12 589-18-4 4-methylbenzylalkohol 1,6
13 98-86-2 Acetophenon 1,7
14 88-75-5 2-nitrophenol 1,8 pKa=7,17
15 121-92-6 3-nitrobenzoesyre 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-chloranilin 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitrobenzen 1,9
18 104-54-1 Cinnamylalkohol 1,9
(kanelalkohol)

19 65-85-0 Benzoesyre 1,9 pKa = 4,19
20 106-44-5 p-cresol 1,9 pKa =10,17
21 140-10-3 Kanelsyre 2,1 pKa = 3,89 (cis)

(trans) 4,44 (trans)
22 100-66-3 Anisol 2,1
23 93-58-3 Methylbenzoat 2,1
24 71-43-2 Benzen 2,1
25 99-04-7 3-methylbenzoesyre 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-chlorphenol 2,4 pKa=9,1
27 79-01-6 Trichlorethylen 2,4
28 1912-24-9 Atrazin 2,6
29 93-89-0 Ethylbenzoat 2,6
30 1194-65-6 2,6-dichlorbenzonitril 2,6
31 535-80-8 3-chlorbenzoesyre 2,7 pKa = 3,82
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CAS-nummer Referencestof log P,,, pKa
32 108-88-3 Toluen 2,7
33 90-15-3 1-naphthol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-dichloranilin 2,8
35 108-90-7 Chlorbenzen 2,8
36 1746-13-0 Allylphenylether 2,9
37 108-86-1 Brombenzen 3,0
38 100-41-4 Ethylbenzen 3,2
39 119-61-9 Benzophenon 3,2
40 92-69-3 4-phenylphenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Thymol 3,3
42 106-46-7 1,4-dichlorbenzen 3,4
43 122-39-4 Diphenylamin 3,4 pKa=0,79
44 91-20-3 Naphthalen 3,6
45 93-99-2 Phenylbenzoat 3,6
46 98-82-8 Isopropylbenzen 3,7
47 88-06-2 2,4,6-trichlorphenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Biphenyl 4,0
49 120-51-4 Benzylbenzoat 4,0
50 88-85-7 2,4-dinitro-6-sec-butylphenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-trichlorbenzen 42
52 143-07-7 Dodecansyre 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 Diphenylether 4,2
54 85-01-8 Phenanthren 4,5
55 104-51-8 n-butylbenzen 4,6
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CAS-nummer Referencestof log P,,, pKa
56 103-29-7 Dibenzyl 4,8
57 3558-69-8 2,6-diphenylpyridin 49
58 206-44-0 Fluoranthen 51
59 603-34-9 Triphenylamin 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

BESKRIVELSE AF METODEN
Forelobigt sken over fordelingskoefficienten

16. Om nedvendigt kan teststoffets fordelingskoefficient skennes enten ved beregning (se tilleg) eller i givet fald ud
fra teststoffets oplaselighed i de rene oplgsningsmidler.

Apparatur

17. Der kraeves en vaskekromatograf med pumpe med lav pulsation og passende detektionssystem. En UV-detektor,
der bruger en belgeleengde pd 210 nm, eller en Rl-detektor kan anvendes pd en lang rakke kemiske grupper.
Polare grupper i den stationare fase kan nedsatte HPLC-kolonnens ydeevne vasentligt. Derfor skal stationare
faser have det lavest mulige procentindhold af polere grupper (16). Der kan anvendes kommercielt
mikroniseret pakkemateriale med omvendt fase eller feerdigpakkede kolonner. Der kan eventuelt anbringes en
beskyttelseskolonne mellem injektionssystemet og analysekolonnen.

Mobil fase

18. Der anvendes methanol af HPLC-kvalitet og destilleret eller deioniseret vand til fremstilling af elueringsvaesken,
som afgasses for brug. Elueringen skal vere isokratisk (dvs. af ensartet styrke). Den anvendte methanol/vand-
blanding skal indeholde mindst 25 % vand. Til eluering af stoffer med en log P pd 6 pd en time ved en
flowhastighed pd 1 ml/min. vil en blanding af methanol og vand i forholdet 3:1 (v[v) typisk veere tilfreds-
stillende. For stoffer med en log P-veerdi pé over 6 kan det vaere nedvendigt at nedsatte elueringstiden (ogsé for
referencestofferne) ved at benytte en mindre poler mobil fase eller en kortere kolonne.

19. Bdde teststof og referencestoffer skal vaere opleselige i den mobile fase i en s hej koncentration, at de kan
pavises. Der md kun undtagelsesvis benyttes tilsetningsstoffer til methanol/vand-blandingen, da
tilseetningsstoffer vil eendre kolonnens egenskaber. I disse tilfeelde skal det kontrolleres, at retentionstiden for
teststof og referencestoffer er updvirket. Hvis en methanol/vand-blanding ikke er egnet, kan der anvendes andre
blandinger af vand og organiske oplgsningsmidler, f.eks. ethanol/vand, acetonitril/vand eller isopropylalkohol-
(2-propanol)/vand.

20. For ioniserbare stoffer er elueringsvaeskens pH kritisk. Det skal ligge inden for kolonnens pH-driftsomréde,
normalt fra 2 til 8. Det anbefales at anvende buffer. Man mé vare omhyggelig med at undgé saltudfaeldning og
odeleggelse af kolonnen, hvilket kan forekomme med visse blandinger af organisk fase og buffer. Det frarades
normalt at foretage HPLC-malinger med silicabaserede stationare faser med en pH over 8, da brug af en alkalisk
mobil fase kan fore til, at kolonnens ydeevne hurtigt falder.

Oplaste stoffer

21. Teststof og referencestoffer skal veere tilstreekkeligt rene til, at toppene i kromatogrammerne kan henfores til de
respektive stoffer. Til test- og kalibreringsformdl opleses stofferne om muligt i den mobile fase. Hvis der
anvendes et andet oplesningsmiddel end den mobile fase til at oplose test- og referencestofferne, skal den
mobile fase benyttes til slutfortyndingen forud for indsprejtningen.
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Testbetingelser
22. Under mélingen ma temperaturen ikke variere med mere end £ 1 °C.
Bestemmelse af dedtid t,

23. Dadtiden t, kan males med organiske stoffer, der ikke holdes tilbage (f.eks. thiourinstof eller formamid). En
mere pracis dedtid kan beregnes pa grundlag af de malte retentionstider eller et sat af ca. syv medlemmer af en
homolog razkke (f.eks. n-alkylmethylketoner) (17). Retentionstiderne t; (n. + 1) afbildes mod t; (n.), hvor n, er
antallet af kulstofatomer. Der frembringes en ret linje, t; (no + 1) = A t; (n) + (1 — A)ty,, hvor A, der
reprasenterer k(n. + 1)/k(n), er konstant. Dgdtiden t, bestemmes af skaeringspunktet (1 — A)t, og haldningsko-
efficienten A.

Regressionsligning

24. Naeste trin bestdr i at konstruere en korrelationskurve af log k mod log P for passende referencestoffer med log
P-veerdier i neerheden af den veerdi, der forventes for teststoffet. I praksis indsprojtes der 6-10 referencestoffer
samtidigt. Retentionstiderne bestemmes, helst med en integrationsskriver, der er koblet til detektionssystemet.
De tilsvarende logaritmer for kapacitetsfaktorerne, log k, afsattes som funktion af log P. Regressionsligningen
foretages regelmessigt, mindst en gang dagligt, sd der kan tages hgjde for eventuelle aendringer i kolonnens
ydeevne.

BESTEMMELSE AF TESTSTOFFETS P,

25. Teststoffet indsprojtes i den lavest paviselige meangde. Retentionstiden bestemmes dobbelt. Teststoffets
fordelingskoefficient fis ved interpolation af den beregnede kapacitetsfaktor pd kalibreringskurven. Ved meget
lave og meget hgje fordelingskoefficienter er det nedvendigt at ekstrapolere. Iseer i sddanne tilfelde mé& man
vaere serlig opmerksom pa regressionslinjens konfidensgranser. Hvis prevens retentionstid ligger uden for det
interval af retentionstider, der er opndet for standarderne, skal der anfores en grenseveardi.

DATA OG RAPPORTERING
Testrapport
26. Folgende skal anfores i rapporten:

— hvis de er bestemt i det forelgbige skan over fordelingskoefficienten, de tilneermede verdier og den anvendte
metode; og hvis en beregningsmetode blev anvendt, en fuld beskrivelse heraf, herunder identifikation af de
anvendte datas oprindelse og detaljerede oplysninger om valg af fragmenter

— test- og referencestoffer: renhedsgrad, strukturformel og CAS-nummer

— beskrivelse af udstyr og driftsbetingelser: analyse- og beskyttelseskolonne

— mobil fase, detektionssytem, temperaturinterval, pH

— elueringsprofiler (kromatogrammer)

— deadtiden og hvordan den er malt

— retentionsdata og litteraturvardier for log P, for referencestoffer benyttet ved kalibrering

— detaljerede oplysninger om den fittede regressionslinje (log k mod log P ) og linjens korrelationskoefficient,
herunder konfidensintervaller

— gennemsnitlige retentionsdata og interpoleret log P -verdi for teststoffet

— for blandinger: elueringsprofilkromatogram med anferte terskelverdier
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— log P, -verdier i forhold til omrade- % af log P -toppen
— beregning med en regressionslinje

— beregnede log P -verdier som vagtet gennemsnit, ndr det er relevant.
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Tilleg

P,y-beregningsmetoder

INDLEDNING

1. Dette tilleg indeholder en kort introduktion til beregningen af P_. Yderligere oplysninger kan findes i lerebeger

(1))

2. Beregnede vaerdier for P, bruges til at:

— beslutte, hvilken forsggsmetode der skal bruges: rystekolbemetoden for log P, pd mellem — 2 og 4 og
HPLC-metoden for log P pd mellem 0 og 6

— valge betingelserne for HPLC (referencestoffer, methanol/vand-forhold)
— kontrollere sandsynligheden af de vardier, der er opndet med forsegsmetoderne

— give et skon, i tilfelde hvor der ikke kan anvendes forsggsmetoder.

Princippet bag beregningsmetoderne

3. Alle de beskrevne beregningsmetoder er baseret pd teoretisk fragmentering af molekylet i passende
delstrukturer, for hvilke man har palideligt kendskab til log P -inkrementer. Log P, fds ved at summere
fragmentveerdierne og korrektionsudtrykkene for intramolekylere vekselvirkninger. Der foreligger lister over
fragmentkonstanter og korrektionsudtryk (1)(2)(3)(4)(5)(6). Nogle af dem ajourferes regelmessigt (3).

De beregnede verdiers pélidelighed

4. Samdvanligvis aftager beregningsmetodens palidelighed med, at det undersegte stofs kompleksitet stiger. For
simple molekyler med lav molekylvagt og en eller to funktionelle grupper kan der forventes en afvigelse pa 0,1
til 0,3 mellem resultatet af forskellige fragmenteringsmetoder og den madlte verdi for log P, . Fejlmargenen
athenger af, hvor pélidelige de anvendte fragmentkonstanter er, om intramolekylere vekselvirkninger (f.eks.
hydrogenbindinger) kan genkendes, og om korrektionsudtrykkene anvendes korrekt. Ved ioniserende stoffer skal
ladningen og ioniseringsgraden tages i betragtning (10).

Fujita-Hansch n-metoden
5. Konstanten for hydrofobe substituenter, n, som indfertes af Fujita et al. (7), defineres som:

"X = log P, (PhX) —log P, (PhH)

ow

hvor PhX er et aromatisk derivat, og PhH er moderstoffet.

feks. Cl =logP,  (CHCl) - log Pow (CH,)
=2,84-213
=0,71

n-metoden er primert relevant for aromatiske stoffer. Der foreligger n-vaerdier for en lang reekke substituenter

(4 5)-

Rekkers metode

6.  Efter Rekker (8) beregnes veardien af log P, sdledes:

LogP,, = Z afi + Z (vekselvirkningsudtryk)
j

i
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hvor a, er den hyppighed, hvormed et givet fragment forekommer i molekylet, og f, er fragmentets log P_ -
inkrement. Vekselvirkningsudtrykkene kan udtrykkes som et heltalsmultiplum af en enkelt konstant C, (den
sékaldte »magiske konstant«). Fragmentkonstanterne f, og C, er bestemt pd grundlag af en liste med 1 054
eksperimentelt bestemte P_ -vardier for 825 stoffer ved hjalp af flerdimensional regressionsanalyse (6)(8).
Vekselvirkningsudtrykkene bestemmes efter faste regler (6)(8)(9).

Hansch-Leos metode

7. Efter Hansch og Leo (4) beregnes vardien af log P saledes:
Log POW = Z aifi + Z b]F)
i j
hvor f; er en fragmentkonstant, F, er et korrektionsudtryk (faktor), og a, og b; er de dertil herende hyppigheder.
Ud fra eksperimentelt bestemte veardier af P, har man ved at prove sig frem kunnet opstille lister over atom-

og gruppefragmentvaerdier og over korrektionsudtryk F. Korrektionsudtrykkene er inddelt i flere forskellige
klasser (1)(4). Der er udviklet edb-programmer for at tage hejde for alle regler og korrektionsudtryk (3).

KOMBINERET METODE

8.  Beregningen af log P for komplekse molekyler kan forbedres betydeligt, hvis molekylet deles op i sterre
delstrukturer, som man har pélidelige log P, -verdier for, enten fra tabeller (3)(4) eller fra eksisterende malinger.
Sédanne fragmenter (f.eks. heterocykliske forbindelser, anthraquinon, azobenzen) kan dernzst kombineres med
Hansch-n-vaerdier eller Rekkers eller Leos fragmentkonstanter.

Bemeerkninger

i) Beregningsmetoderne kan kun anvendes pa helt eller delvist ioniserede stoffer, hvis de nedvendige korrektions-
faktorer tages i betragtning.

ii) Hvis der ma antages at forckomme intramolekylere hydrogenbindinger, md det hertil svarende korrektionsudtryk
(ca. + 0,6 til + 1,0 log P_ -enheder) laegges til (1). Modeller og spektroskopiske data kan afslere, om der kan veere

ow

tale om sddanne bindinger.
i) Hvis flere tautomere former er mulige, benyttes den mest sandsynlige form som grundlag for beregningen.

iv) Man skal neje folge med i revisioner af lister over fragmentkonstanter.
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3) Kapitel C.3 affattes sdledes:
»C.3. FERSKVANDSALGER OG CYANOBAKTERIER, VAKSTH AMNINGSTEST
INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 201 (2006, bilag berigtiget i 2011). Testmetoden ber
revideres, idet der indsattes yderligere arter, og opdateres, siledes at den opfylder behovene for vurdering af
kemikaliers farlighed og klassificering. Revisionen er foretaget pa grundlag af de omfattende praktiske erfaringer
med testen, den videnskabelige udvikling inden for algetoksicitetsundersggelser samt de kontrollerende
myndigheders udstrakte anvendelse af testen, siden denne oprindeligt blev indfert.

2. De anvendte definitioner er anfert i tilleg 1.

PRINCIP FOR TESTEN

3. Testens formdl er at bestemme kemikaliets péavirkning af vaksten af ferskvandsmikroalger og/eller
cyanobakterier. Testorganismer i eksponentiel vakst eksponeres for kemikaliet i batchkulturer i et tidsrum pa
normalt 72 timer. Til trods for testens forholdsvis korte varighed giver den mulighed for at vurdere
virkningerne pa flere generationer.

4.  Systemets respons er vaksthemningen i en rakke algekulturer (testenheder), der eksponeres for forskellige
koncentrationer af et testkemikalie. Responsen udtrykkes som funktion af eksponeringskoncentrationen og
sammenholdes med gennemsnitsvaksten i ikke-eksponerede replikatkontrolkulturer. For at systemets respons
pa toksiske virkninger kan komme fuldt til udtryk (optimal felsomhed), lader man kulturerne vokse uh@mmet
eksponentielt med tilstrakkelige naringsstoffer og kontinuerlig belysning, tilstraekkelig leenge til at haemningen
af den specifikke vaeksthastighed kan males.

5. Vaxkst og vaksth@mning bestemmes kvantitativt ved mdling af algebiomassen som funktion af tiden.
Algebiomasse defineres som tervagt pr. volumenenhed, f.eks. mg alger/liter testoplosning. Tervagt er imidlertid
vanskelig at méle, hvorfor der anvendes surrogatparametre. Af sidanne surrogater er celletal det mest anvendte.
Andre surrogatparametre er cellevolumen, fluorescens, optisk tethed mv. Omregningsfaktoren mellem den
mélte surrogatparameter og biomassen skal vaere kendt.

6. Endepunktet for testen er vaksthemning, udtrykt som den logaritmiske stigning i biomasse (gennemsnitlig
specifik vaksthastighed) i eksponeringsperioden. Ud fra de gennemsnitlige specifikke vaksthastigheder, der er
registreret i en rakke testoplesninger, bestemmes den koncentration, der frembringer en bestemt heemning pa
x % (f.eks. 50 %) af vaksthastigheden, og denne betegnes E C, (f.eks. E C;).

7. I denne metode anvendes udbytte som en supplerende responsvariabel, der kan vare nedvendig for at
efterkomme myndighedsbestemmelser i visse lande. Udbyttet defineres som biomassen ved eksponerings-
periodens slutning minus biomassen ved eksponeringsperiodens start. Ud fra det udbytte, der er registreret i en
rekke testoplesninger, bestemmes den koncentration, der frembringer en bestemt haemning pa x % (f.eks. 50 %)
i udbyttet, og denne betegnes E C, (f.eks. E Cy).
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8.  Derudover kan den laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) og nuleffektkoncentrationen (NOEC)
bestemmes statistisk.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

9. Med henblik pa fastsettelse af testbetingelser vil det vaere nyttigt at kende testkemikaliets strukturformel,
renhed, lysstabilitet, stabilitet under testbetingelserne, lysabsorptionsegenskaber, pKa og resultaterne af
omdannelsesundersegelser, herunder bionedbrydeligheden i vand.

10. Kemikaliets vandopleselighed, octanol/vand-fordelingskoefficient (P,,) og damptryk skal vare kendt, og til
kvantitativ bestemmelse af kemikaliet i testoplesningerne skal der foreligge en pélidelig analysemetode, hvis
restitutionsevne og detektionsgranse rapporteres.

TESTENS VALIDITET

11. Til afgarelse af, om en test er valid, anvendes folgende preestationskriterier:

— Biomassen i kontrolkulturerne skal veere steget eksponentielt med mindst en faktor 16 i lgbet af
testperioden pd 72 timer. Dette svarer til en specifik vaksthastighed pd 0,92 dag-'. For de oftest anvendte
arter er vaksthastigheden sedvanligvis betydeligt hgjere (se tilleg 2). Dette kriterium er ikke nedvendigvis
opfyldt for arter, der er mere langsomtvoksende end de i tilleg 2 anforte. I sd fald ma testperioden
forleenges, s& der opnds en vekst til mindst det 16-dobbelte i kontrolkulturerne, og s& vaksten er
eksponentiel i hele testperioden. For at opretholde uhammet eksponentiel vakst under testen kan
testperioden afkortes til ikke under 48 timer, ndr blot minimumsmultiplikationsfaktoren pa 16 nds.

— Den gennemsnitlige variationskoefficient af den trinvise specifikke vaksthastighed (ved 72-timers test, dag
0-1, 1-2 og 2-3) i kontrolkulturerne (se tilleg 1 under »variationskoefficient ma ikke vare over 35 %.
Vedrgrende beregning af trinvis specifik vaksthastighed: se punkt 49. Kriteriet gealder for
gennemsnitsvardien af variationskoefficienterne for kontrolkulturreplikater.

— Variationskoefficienten for de gennemsnitlige specifikke vaksthastigheder i hele testperioden i kontrolkultur-
replikater mé ikke veare over 7 % i test med Pseudokirchneriella subcapitata og Desmodesmus subspicatus.
For andre, mindre hyppigt benyttede testarter ma veerdien ikke veere over 10 %.

REFERENCEKEMIKALIE

12. Til kontrol af testmetoden kan der testes et eller flere referencekemikalier, f.eks. 3,5-dichlorphenol, som er
anvendt i den internationale ringtest (1). Kaliumdichromat kan ligeledes anvendes som referencekemikalie for
gronalger. Det er gnskeligt, at der et referencekemikalie testes mindst to gange arligt.

TESTMETODENS ANVENDELIGHED

13. Metoden er bedst anvendelig pd vandopleselige kemikalier, som under testbetingelserne forventes at forblive i
vandet. Til testning af kemikalier, der er flygtige, staerkt adsorberende, farvede eller tungtopleselige i vand, eller
som kan endre tilgeengeligheden af nearingsstoffer eller mineraler i testsubstratet, kan visse aendringer af den
beskrevne fremgangsmade veare nedvendige (f.eks. lukket system eller konditionering af testbeholderne).
Anvisninger for sddanne aendringer er givet i (2), (3) og (4).

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

Apparatur

14. Bagerglas og andet apparatur, der kommer i kontakt med testoplesningerne, skal vere fremstillet af rent glas

eller andet kemisk inert materiale. Det pdgaldende udstyr skal vere omhyggeligt vasket, for at sikre at ingen
organiske eller uorganiske kontaminanter kan forstyrre algevaksten eller testoplgsningernes sammensatning.
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15. Som testbeholdere anvendes sadvanligvis glaskolber af en sterrelse, der giver tilstraekkeligt kulturvolumen til
malingerne under testen og tilstreekkelig masseoverforsel af CO, fra atmosfaeren (se punkt 30). Bemerk, at der
skal veere tilstraekkeligt veeskevolumen til de analytiske bestemmelser (se punkt 37).

16. Derudover kan der vare brug for felgende udstyr eller en del deraf:

— dyrkningsapparatur: Det anbefales at benytte et kabinet eller kammer med mulighed for fastholdelse af den
valgte inkubationstemperatur inden for + 2 °C.

— instrumenter til lysméling: Man md vere opmarksom p4, at den anvendte metode til lysintensitetsméling,
specielt den anvendte type detektor (kollektor), kan péavirke maleverdien. Til malingerne skal fortrinsvis
benyttes en sferisk detektor (4 n-detektor) (som reagerer pad direkte og reflekteret lys fra alle vinkler over og
under maleplanet) eller en 2 n-detektor (som reagerer pé lys fra alle vinkler over méaleplanet).

— apparatur til bestemmelse af algebiomasse: Celletal, der er den oftest anvendte surrogatparameter for
algebiomasse, kan bestemmes med en elektronisk partikelteller, et mikroskop med twllekammer eller et
flowcytometer. Andre biomassesurrogater kan males med flowcytometer, fluorimeter, spektrofotometer eller
kolorimeter. Det er hensigtsmaessigt at beregne en omregningsfaktor fra celletal til torvagt. Ved spektrofo-
tometrisk bestemmelse af lave biomassekoncentrationer kan det vare nedvendigt at bruge kuvetter med en
lysvej pd mindst 4 cm for at f& brugbare mélinger.

Testorganismer

17. Der kan anvendes forskellige arter af ikke-fastsiddende mikroalger og cyanobakterier. De i tilleg 2 opferte
stammer har vist sig velegnede ved brug af fremgangsmaéden i denne testmetode.

18. Benyttes andre arter, skal stamme ogfeller oprindelse angives. Det kontrolleres, at der kan opretholdes
eksponentiel vakst af de valgte testalger i hele testperioden under de givne betingelser.

Neeringssubstrat

19. To alternative naringssubstrater, OECD-substratet og AAP-substratet, anbefales. Substraternes sammensatning
er angivet i tilleg 3. Bemeerk, at de to substraters initiale pH-vaerdi og bufferkapacitet (som regulerer pH-
stigningen) er forskellige. Testen kan derfor give forskelligt resultat athengigt af substratet, specielt ved testning
af ioniserende kemikalier.

20. Til visse formdl kan det vaere nedvendigt at modificere substratet, f.eks. ved testning af metaller og chelaterende
midler, eller ndr testning finder sted ved afvigende pH-verdier. Modificerede substrater skal beskrives i detaljer
og deres anvendelse begrundes (3)(4).

Initial biomassekoncentration

21. Den initiale biomasse i testkulturerne skal vere ens i alle testkulturer og tilstreekkelig lav til at muliggere
eksponentiel vakst i hele inkubationsperioden, uden risiko for at neringsstofferne opbruges. Den initiale
biomasse md ikke udgere mere end 0,5 mg/l som tervagt. Felgende initiale cellekoncentrationer anbefales:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 103 — 10* celler/ml

Desmodesmus subspicatus 2-5 x 103 celler/ml
Navicula pelliculosa 10* celler/ml
Anabaena flos-aquae 10* celler/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 10* - 105 celler/ml
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Testkemikaliekoncentrationer

22. Der kan udferes indledende test til at fastleegge det koncentrationsomréde, hvor der kan forventes en effekt. Til
den endelige test skal der valges mindst fem koncentrationer, der er ordnet i en geometrisk serie med en faktor
pd hejst 3,2. For testkemikalier med flad koncentrationsresponskurve kan en hejere faktor vaere berettiget.
Koncentrationsserien skal fortrinsvis dakke det omrdde, der medferer 5-75 % h@mning af algevakstha-
stigheden.

Replikater og kontroller

23. Testens design skal indeholde tre replikater ved hver testkoncentration. Hvis der ikke kraves bestemmelse af
NOEC, kan testens design @ndres, sd der anvendes flere forskellige koncentrationer og faerre replikater for hver
koncentration. Der skal vaere mindst tre replikater af kontrollerne, og ideelt dobbelt s& mange som antallet af
replikater for hver testkoncentration.

24. Der kan fremstilles et separat sat testoplgsninger til analytisk bestemmelse af testkemikaliekoncentrationerne (se
punkt 36 og 38).

25. Anvendes der et oplesningsmiddel til at bringe testkemikaliet i oplesning, skal testen omfatte ekstra kontroller
indeholdende oplesningsmidlet i samme koncentration som i testkulturerne.

Fremstilling af podekultur

26. For at lade de testede alger tilpasse sig til testbetingelserne og sikre, at algerne er i den eksponentielle vakstfase,
ndr de benyttes til podning af testoplasningerne, fremstilles en podekultur i testsubstratet, 2-4 dage for testen
begynder. Maengden af algebiomasse skal tilpasses, sd der bliver eksponentiel vakst i podekulturen, indtil testen
begynder. Podekulturen skal inkuberes under samme betingelser som testkulturerne. Stigningen i biomasse i
podekulturen skal madles, for at sikre at vaksten er inden for normalomrédet for den pdgazldende teststamme
under dyrkningsbetingelserne. Et eksempel pa fremgangsmaden ved dyrkning af alger er beskrevet i tilleg 4. For
at undgd synkrone celledelinger under testen kan et ekstra trin til formering af podekulturen vare nedvendigt.

Fremstilling af testoplesninger

27. Alle testoplesninger skal indeholde samme koncentration af neringssubstrat og initial biomasse af testalger.
Testoplosningerne af de valgte koncentrationer fremstilles sadvanligvis ved, at en stamoplosning af
testkemikaliet opblandes med neeringssubstrat og podekultur. Stamoplesningerne fremstilles normalt ved
oplesning af testkemikaliet i testsubstrat.

28. Oplesningsmidler, f.eks. acetone, t-butylalkohol og dimethylformamid, kan bruges som baremedier, nér
kemikalier med ringe vandopleselighed skal tilsaettes testsubstratet (2)(3). Koncentrationen af oplesningsmiddel
md ikke vaere over 100 plfl, og det skal tilsattes i samme koncentration til alle kulturer (ogsd kontrollerne) i
testserien.

Inkubation

29. Testbeholderne lukkes med luftgennemtrangelige propper. Testbeholderne omrystes og anbringes i dyrknings-
apparatet. Under testen skal algerne holdes opslemmet og CO,-overforslen lettes. Kontinuerlig omrystning eller
omrering er derfor ngdvendig. Kulturerne skal vaere reguleret til en temperatur i omradet 21 til 24 °C, og den
fastsatte temperatur skal holdes inden for + 2 °C. Til andre arter end de i tilleg 2 anferte, f.eks. tropiske arter,
kan hejere temperaturer vaere hensigtsmassigt, forudsat at validitetskriterierne kan opfyldes. Det anbefales at
placere kolberne i vilkdrlig rackkefolge og dagligt bytte rundt pa dem i inkubatoren.

30. Kontrolmediets pH ma hgjst stige med 1,5 enheder under testen. For metaller og kemikalier, der kun er delvist
ioniseret ved pH-verdier omkring testens pH, kan det vare nedvendigt at begrense pH-afvigelsen for at fa
reproducerbare og veldefinerede resultater. Begraensning af afvigelsen til < 0,5 pH-enhed er teknisk mulig og
kan opnds ved at sikre tilstrekkelig CO,-masseoverforsel fra den omgivende luft til testoplgsningen, f.eks. ved at
gge omrystningshastigheden. En anden mulighed er at nedswtte CO,-behovet ved enten at reducere den initiale
biomasse eller testens varighed.
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31. Den overflade, som kulturerne inkuberes p4, skal have kontinuerlig, ensartet fluorescerende belysning, f.eks. af
typen »cool-white« eller »daylight«. Forskellige stammer af alger og cyanobakterier har forskelligt lysbehov. Der
skal vaelges en passende lysintensitet i forhold til den anvendte organisme. Til de anbefalede arter af grenalger
skal lysintensiteten i testoplesningernes niveau velges i omrddet 60-120 pE - m~2 - s~ !, mélt i det fotosyntetisk
effektive belgelengdeomrdde 400-700 nm med en egnet detektor. Visse arter, navnlig Anabaena flos-aquae,
vokser godt ved lavere lysintensitet og kan tage skade af hgjere intensitet. Til sidanne arter ber valges en
gennemsnitlig lysintensitet i omrddet 40-60 pE - m~2 - s~ 1. (For lysméleinstrumenter kalibreret i lux vil den
anbefalede lysintensitet pd 60-120 pE - m~2 - s~ ! med cool-white-lys tiln@rmelsesvis svare til omrddet 4 440-
8 800 lux). Lysintensiteten md ikke afvige mere end % 15 % fra den gennemsnitlige lysintensitet i hele inkubati-
onsomrédet.

Testens varighed

32. Testens varighed er normalt 72 timer. Kortere eller leengere varighed kan dog anvendes, forudsat at alle
validitetskriterierne i punkt 11 kan opfyldes.

Malinger og analytiske bestemmelser

33. Algebiomassen i hver kolbe bestemmes mindst en gang dagligt i hele testperioden. Hvis mélingerne foretages pa
sma volumener, der er udtaget af testoplgsningen med pipette, ber disse ikke erstattes.

34. Maling af biomasse foretages enten ved manuel celletelling i mikroskop eller med en elektronisk partikelteeller (i
celletal ogfeller biovolumen). Andre teknikker kan anvendes, f.eks. flowcytometri, in vitro eller in vivo
chlorophyl-fluorescens (5)(6) eller optisk densitet, hvis der kan pavises tilfredsstillende korrelation med
biomasse i hele det biomasseomréde, der forekommer under testen.

35. Oplesningernes pH skal males ved testens start og slutning.

36. Hvis der foreligger en analysemetode til bestemmelse af testkemikaliet i det anvendte koncentrationsomrade,
skal testoplesningerne analyseres til efterprovning af startkoncentrationerne og af, at eksponeringskoncentra-
tionerne overholdes under testen.

37. Hvis eksponeringskoncentrationerne under testen forventes at afvige mindre end 50 % fra de nominelle veerdier,
kan det vere tilstrakkeligt at bestemme en hej og en lav testkemikalieckoncentration og en koncentration
omkring den forventede EC;, ved testens begyndelse og slutning. Nér koncentrationen ikke kan forventes at
holde sig inden for 80-120 % af den nominelle koncentration, anbefales analytisk bestemmelse af alle
testkoncentrationer ved testens begyndelse og slutning. Til flygtige, ustabile eller staerkt adsorberende
testkemikalier anbefales det at udtage supplerende prover til analyse med 24 timers mellemrum i hele
eksponeringsperioden for bedre at bestemme tabet af testkemikaliet. For disse kemikalier kan der vare brug for
supplerende replikater. I alle tilfeelde behaver testkemikaliekoncentrationen kun bestemmes pa en testbeholder-
replikat ved hver testkoncentration (eller indholdet af de poolede beholdere for hver replikat).

38. Testsubstrater, der er fremstillet specielt til analyse af eksponeringskoncentrationerne under testen, skal
behandles péd samme médde som dem, der anvendes til testning, dvs. podes med alger og inkuberes ved identiske
betingelser. Hvis koncentrationen af oplest testkemikalie kraeves analyseret, kan det vare nedvendigt at separere
algerne fra substratet. Separationen skal fortrinsvis ske ved centrifugering med lav g-kraft, som er tilstraekkelig
til at f4 algerne til at bundfelde.

39. Hvis det kan konstateres, at testkemikaliekoncentrationen har varet holdt tilfredsstillende inden for + 20 % af
den nominelle eller malte startkoncentration under hele testen, kan analysen af resultaterne baseres pd
nominelle eller malte startvaerdier. Er afvigelsen fra den nominelle eller malte startkoncentration sterre end
+ 20 %, skal analysen af resultaterne baseres pd den geometriske middelkoncentration under eksponeringen
eller pd modeller, der beskriver faldet i testkemikaliekoncentrationen (3)(7).

40. Algevakstheemning er et mere dynamisk testsystem end de fleste andre korttidstest for akvatisk toksicitet. De
faktiske eksponeringskoncentrationer kan derfor veare vanskelige at fastlegge, navnlig for adsorberende
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kemikalier, der testes ved lav koncentration. I sddanne tilflde er testkemikaliets forsvinden fra oplesningen ved
adsorption til den voksende algebiomasse ikke ensbetydende med, at det forsvinder fra testsystemet. Ved analyse
af testresultatet skal det kontrolleres, om et fald i testkemikaliekoncentrationen under testen ledsages af et fald i
vaeksthemningen. Hvis det er tilfeldet, kan det overvejes at benytte en egnet model, der beskriver faldet i
testkemikaliekoncentrationen (7). Hvis ikke, kan det vere hensigtsmaessigt at basere analysen af resultaterne pad
de initiale (nominelle eller malte) koncentrationer.

Andre observationer

41. Der skal foretages mikroskopisk undersegelse for at verificere, at podekulturen fremtreeder normal og sund, og
konstatere, om algernes udseende er unormalt ved testens slutning (som en mulig felge af eksponeringen for
testkemikaliet).

Gransetest

42. Under visse omstendigheder, f.eks. ndr en indledende test viser, at testkemikaliet er uden toksiske virkninger i
koncentrationer pd op til 100 mg/l, dog ikke over stoffets oplaselighed i testsubstratet, kan der udferes en
grensetest, hvor reaktionen i en kontrolgruppe sammenholdes med reaktionen i en behandlingsgruppe
(100 mg/l eller en koncentration lig med opleselighedsgransen). Det anbefales kraftigt, at dette understottes ved
analyse af eksponeringskoncentrationen. Alle de beskrevne testbetingelser og validitetskriterier gelder for
gransetesten, bortset fra at antallet af behandlingsreplikater skal vaere mindst seks. Responsvariablene i kontrol-
og behandlingsgruppen kan analyseres med en statistisk test til ssmmenligning af middelvardier, f.eks. Students
t-test. Er variansen i de to grupper uens, skal der anvendes en t-test justeret for forskel i varians.

DATA OG RAPPORTERING
Optegning af vaekstkurver

43. Biomassen i testbeholderne kan angives i enheder svarende til den til milingen anvendte surrogatparameter (f.
eks. celletal eller fluorescens).

44. Der opstilles en tabel over den beregnede biomassekoncentration i testkulturer og kontroller sammen med
teststofkoncentrationer og maletidspunkter, malt med en mindste oplesning pa hele timer, og derudfra optegnes
vaekstkurverne. Bide logaritmisk og linear afbildning kan veare nyttig pd dette forste trin, men logaritmisk
afbildning er obligatorisk og giver seedvanligvis en bedre fremstilling af variationerne i vaeekstmensteret i lobet af
testperioden. Bemaerk, at eksponentiel vakst frembringer en ret linje, ndr den afbildes pd en logaritmisk skala,
og at linjens haldning angiver den specifikke vaksthastighed.

45. Ud fra kurverne underseges det, om kontrolkulturerne vokser eksponentielt med den forventede hastighed
igennem hele testen. Alle datapunkter og kurvernes udseende kontrolleres kritisk, og rddata og de anvendte
metoder gas efter for eventuelle fejl. Navnlig kontrolleres alle datapunkter, der synes at afvige med en
systematisk fejl. Det er indlysende, at hvis metodefejl kan konstateres ogfeller ma anses for staerkt sandsynlige,
mé det pdgzldende punkt markeres som afvigende og udelades af den efterfolgende statistiske analyse. (En
algekoncentration pd nul i den ene af tre testbeholderreplikater kan tyde pa, at beholderen enten ikke er blevet
podet korrekt eller ikke har veret tilstraekkelig rengjort.) Begrundelsen for at afvise et datapunkt som afvigende
skal klart angives i testrapporten. Som begrundelse godtages kun (sjeeldne) metodefejl, ikke blot ringe precision.
Til identifikation af afvigende verdier har statistiske metoder kun begraenset verdi ved problemer af denne art
og kan ikke erstatte en faglig vurdering. Afvigende vardier (market som sddanne) skal helst bibeholdes blandt
de datapunkter, der vises ved efterfolgende fremstilling af data i grafer eller tabeller.

Responsvariable

46. Testens formdl er at bestemme testkemikaliets virkninger pd vaksten af alger. I narvarende testmetode
beskrives to responsvariable, da praferencer og myndighedskrav er forskellige fra land til land. For at
testresultaterne skal kunne godtages i alle lande, skal virkningerne vurderes ved hjelp af begge de nedenfor
beskrevne responsvariable a) og b).

a) gennemsnitlig specifik vaksthastighed: Denne responsvariabel beregnes pd grundlag af den logaritmiske
stigning i biomasse i lobet af testperioden, angivet pr. degn

b) udbytte: Denne responsvariabel er biomassen ved testens slutning minus biomassen ved testens start.



L 54/20 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

47. Det skal bemarkes, at toksicitetsvaerdier beregnet ved hjelp af disse to responsvariable ikke er sammenlignelige,
og at forskellen mellem dem mé haves for gje ved anvendelse af testens resultater. ECx-vaerdier baseret pad
gennemsnitlig specifik vaksthastighed (ErCx) vil sadvanligvis vaere hejere end resultater baseret pd udbytte
(EyCx), ndr testbetingelserne i denne metode er overholdt, hvilket folger af det matematiske grundlag for de to
beregningsmdder. Dette md ikke opfattes som en forskel i felsomhed mellem de to responsvariable, men kun, at
der er tale om to matematisk forskellige storrelser. Begrebet gennemsnitlig specifik vaksthastighed bygger pa
det generelle eksponentielle vakstmeonster for alger i ikke-begraeensede kulturer, mens toksicitet vurderes pa
grundlag af virkningerne péd vaksthastigheden og ikke afhanger af kontrollens absolutte specifikke
vaksthastighed, koncentrationsresponskurvens haldning eller testens varighed. Resultater, der er baseret pa
responsvariablen for udbytte, afth@nger derimod af alle disse @vrige variable. E C, afthanger af den specifikke
vaksthastighed af de algearter, der anvendes i hver test, og af den maksimale specifikke vaksthastighed, som
kan variere mellem forskellige arter og endda algestammer. Denne responsvariabel ber ikke anvendes til at
sammenligne folsomheden over for giftstoffer hos forskellige algearter eller -stammer. Skent det videnskabeligt
foretrukne grundlag til vurdering af toksicitet er den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed, indeholder
nervaerende testmetode toksicitetsvurderinger baseret pd udbytte for at imedekomme de aktuelle
myndighedskrav i visse lande.

Gennemsnitlig vaeksthastighed

48. Den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed for en given periode beregnes som den logaritmiske stigning i
biomassen ved hjlp af ligningen for hver enkelt testbeholder med kontrol- og behandlingsprever [1]:

711‘1X,-‘1HX1-

-1
i = T (dag™) [1]

hvor:

p; er den gennemsnitlige specifikke vaeksthastighed fra tiden i til j
X, er biomassen ved tiden i

X; er biomassen ved tiden j.

For hver behandlings- og kontrolgruppe beregnes en gennemsnitlig vaksthastighed samt estimater for
variansen.

49. Den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed i hele testperioden (saedvanligvis dag 0-3) beregnes ved at bruge
den nominelt podede biomasse som startveerdi i stedet for en mélt startvaerdi, da der herved sadvanligvis opnis
sterst pracision. Hvis udstyret til biomasseméling tillader tilstreekkelig nejagtig bestemmelse af den lille
meangde podede biomasse (f.eks. med flowcytometer), kan den mdlte initiale biomassekoncentration anvendes.
Desuden foretages trinvis beregning af den specifikke vacksthastighed for hver dag af testen (dag 0-1, 1-2 og 2-
3), og det undersoges, om vaksthastigheden i kontrollen forbliver konstant (se validitetskriterierne i punkt 11).
Er den specifikke veksthastighed vesentligt lavere pd dag et end den totale gennemsnitlige specifikke
vaksthastighed, kan dette tyde pd, at der er tale om en lag-fase. Mens en lag-fase i kontrolkulturerne kan
minimeres og i praksis elimineres ved korrekt formering af forkulturen, kan en lag-fase i eksponerede kulturer
tyde pd, at der er tale om restitution efter indledende toksisk stress, eller at eksponeringen efter den initiale
eksponering er mindsket pd grund af tab af testkemikalie (herunder sorption pd algebiomassen). Trinvis
beregning af vaksthastigheden kan derfor anvendes til at vurdere testkemikaliets virkninger i eksponerings-
perioden. Vesentlige forskelle mellem den trinvist beregnede vaksthastighed og den gennemsnitlige
vaksthastighed tyder pd en afvigelse fra konstant eksponentiel vakst, og neje granskning af vakstkurverne er
da nedvendig.

50. Den procentuelle heemning af vaeksthastigheden beregnes for hver behandlingsreplikat af ligningen [2]:

%I, :”CH_”T X100 [2]
C
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hvor:

%1 = procent hemning af den gennemsnitlige specifikke vaeksthastighed

pe = middelverdi af den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed () i kontrolgruppen
i = gennemsnitlig specifik vaksthastighed for behandlingsreplikaten.

51. Nar der anvendes oplesningsmiddel til fremstilling af testoplgsningerne, skal heemningen i procent beregnes ved
hjelp af oplesningsmiddelkontroller i stedet for kontroller uden oplesningsmiddel.

Udbytte

52. Udbytte beregnes som biomassen ved testens slutning minus biomassen ved testens start for hver enkelt
beholder med kontrol- eller behandlingspreve. For hver testkoncentration og kontrol beregnes en
gennemsnitsvardi af udbyttet samt estimater for variansen. Udbyttehaemningen i procent ( % 1) kan beregnes
for hver behandlingsreplikat som felger:

%I, = w x 100 [3]

c

hvor:

%1, = udbytteheemning i procent

Y. = gennemsnitligt udbytte i kontrolgruppen

Y = storrelsen af udbyttet for behandlingsreplikaten.

Optegning af koncentrationsresponskurve

53. Hemningen i procent afsettes som funktion af logaritmen til testkemikaliekoncentrationen, og grafen
undersgges ngje, idet der ses bort fra alle datapunkter, der er udpeget som afvigende i forste fase. Der leegges en
jeevn linje gennem datapunkterne, enten i fri hind eller med computerinterpolation, for at fa et forste indtryk af
sammenhzngen mellem koncentration og respons, hvorefter der fortsattes med en mere dybtgdende metode,
fortrinsvis en computerbaseret statistisk metode. Afhaengigt af den patenkte anvendelse af data, dataenes
kvalitet (preecision) og mangde samt adgangen til dataanalysevarktgjer kan det blive besluttet (undertiden med
god grund) at standse dataanalysen pd dette trin og blot aflese negletallene EC,;, og EC,, (ogfeller EC,,) pa
frihdndskurven (se ogsd afsnittet nedenfor om stimulerende virkninger). Af gyldige grunde til ikke at benytte en
statistisk metode kan navnes:

— Dataene er ikke egnede til at give mere palidelige resultater ved hjalp af computermetoder end ved et fagligt
sken — nogle computerprogrammer kan i sddanne situationer endda vare ude af stand til at finde en
palidelig losning (f.eks. hvis iterationen ikke konvergerer).

— Stimuleret vakstrespons kan ikke behandles fyldestgorende med de forhindenvarende computer-
programmer (se nedenfor).

Statistiske metoder

54. Malet er at formulere den kvantitative ssmmenhang mellem koncentration og respons ved hjalp af regressi-
onsanalyse. Der kan anvendes vagtet linear regression efter forudgdende lineariserende transformation af
responsdataene — til f.eks. probit-, logit- eller Weibull-enheder (8), men det ma foretrackkes at benytte ikke-
linezere regressionsmetoder, da de hdndterer de uundgéelige uregelmessigheder i data og afvigelser fra jevne
fordelinger bedre. I omradet tt pd enten ingen hemning eller total heemning kan sddanne uregelmessigheder
blive forstorret ved transformation og derved gribe forstyrrende ind i analysen (8). Det md bemarkes, at
standardanalysemetoder, hvor der bruges probit-, logit- eller Weibull-transformerede variable, er bestemt til brug
pd kvantale data (f.eks. ded eller overlevelse) og méd modificeres for at kunne héndtere vakst- eller
biomassedata. Seerlige metoder til bestemmelse af EC -verdier ud fra kontinuerlige data findes i henvisning (9),
(10) og (11). Brugen af ikke-lineaer regressionsanalyse er nermere beskrevet i tilleg 5.



L 54/22 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

55. For hver responsvariabel, der skal analyseres, anvendes sammenhzngen mellem koncentration og respons til at
beregne punktestimater for EC -vardier. Nar det er muligt, skal der bestemmes 95 % konfidensgranser for hvert
estimat. Responsdataenes tilpasningsgrad til regressionsmodellen vurderes enten grafisk eller statistisk. Regressi-
onsanalysen skal foretages pd responsveerdierne for de enkelte replikater, ikke pd behandlingsgruppegennemsnit.
Hvis ikke-lineaer kurvetilpasning er vanskelig eller umulig pd grund af for stor spredning i dataene, kan
problemet omgds ved udferelse af regressionen pd gruppegennemsnittet som en praktisk made at mindske
indflydelsen fra formodet afvigende verdier pd. Nar denne mulighed udnyttes, skal det i testrapporten anferes,
at der her er afveget fra den normale procedure, fordi kurvetilpasning med de enkelte replikater ikke har givet et
godt resultat.

56. Hvis de tilgaengelige regressionsmodeller eller -metoder er uegnede til dataene, kan estimater og
konfidensgranser for ECy, desuden fés ved linear interpolation med bootstrapping (13).

57. For at beregne et estimat for LOEC og dermed NOEC og testkemikaliets virkninger pd vaksthastigheden ma
middelverdierne for behandlingerne sammenholdes ved hjelp af variansanalyse. Gennemsnittet for hver
koncentration sammenholdes derefter med gennemsnittet for kontrollerne ved hjalp af en egnet multisammen-
lignings- eller trend test-metode. Dunnetts eller Williams’ test kan eventuelt bruges (12) (14) (15) (16) (17). Det
md vurderes, om variansanalysens forudsatning om varianshomogenitet er opfyldt. Denne vurdering kan
foretages grafisk eller ved en formel test (17). Hertil kan Levenes eller Bartletts test anvendes. Manglende
opfyldelse af forudsetningen om varianshomogenitet kan undertiden afthjelpes ved logaritmisk transformation
af dataene. Hvis variansen er ekstremt heterogen og ikke kan korrigeres ved transformation, méd analyse med
step-down Jonkheere trend test overvejes. Supplerende vejledning for bestemmelse af NOEC er givet i (11).

58. Den senere tids videnskabelige udvikling har fert til en anbefaling om, at NOEC-begrebet afskaffes og erstattes
med regressionsbaserede punktestimater EC,. Der er ikke fastlagt en passende veerdi for x til denne algetest. Et
omrade pd 10 til 20 % synes at vaere passende (athangigt af den valgte responsvariabel), og det mé foretrackkes
at rapportere bade EC,, og EC,,,.

Vakststimulation

59. Ved lave koncentrationer ses undertiden vakststimulation (negativ hemning). Dette kan enten skyldes hormese
(toksisk stimulation«), eller at der er tilsat stimulerende vekstfaktorer sammen med testmaterialet til det
anvendte minimalsubstrat. Bemark, at tilsetning af uorganiske nzaringsstoffer ikke skulle have nogen direkte
virkning, da testmediet skal indeholde overskud af nearingsstoffer under hele testen. Sadvanligvis kan der ses
bort fra lavdosisstimulation i EC, -beregninger, medmindre den er ekstrem. Er den ekstrem, eller skal der
beregnes en EC -vardi for en lav x-vaerdi, kan sarlige procedurer dog vere ngdvendige. Om muligt ber det
undgds at lade stimulerende responsverdier udgd af dataanalysen, og kan den forhdndenvarende kurvetilpas-
ningssoftware ikke acceptere en lav grad af stimulation, kan der anvendes linesr interpolation med
bootstrapping. Hvis stimulationen er ekstrem, kan det overvejes at anvende en hormese-model (18).

Ikke-toksisk vakstheemning

60. Lysabsorberende teststoffer kan nedsette vaksthastigheden, fordi de ved at skygge mindsker den tilgengelige
lysmaengde. Sddanne fysiske virkninger ma adskilles fra toksiske virkninger ved @ndring af testbetingelserne og
skal rapporteres serskilt. Vejledning findes i (2) og (3).

TESTRAPPORT

61. Testrapporten skal indeholde folgende:
Testkemikalie:
— fysisk tilstand og relevante fysisk-kemiske egenskaber, herunder vandopleselighed
— kemiske identifikationsdata (f.eks. CAS-nr.), herunder renhed (urenheder).
Testede arter:

— stamme, leverander eller kilde og anvendte dyrkningsbetingelser.
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Testbetingelser:

— startdato og varighed for testen

— beskrivelse af testens design: testbeholdere, kulturvolumen, biomassetathed ved testens start
— substratets sammensatning

— testkoncentrationer og replikater (f.eks. antal replikater, antal testkoncentrationer og den anvendte
geometriske progression)

— beskrivelse af fremstillingen af testoplesningerne, herunder brug af oplesningsmiddel osv.

— dyrkningsapparatur

— lysintensitet og -kvalitet (kilde, homogenitet)

— temperatur

— testede koncentrationer: de nominelle testkoncentrationer og alle resultater af bestemmelser af testkemikalie-
koncentrationen i testbeholderne. Metodens genfindingsgrad og kvantificeringsgraense i testmatrixen skal
rapporteres

— alle fravigelser af nervarende testmetode

— metode til bestemmelse af biomasse og pavisning af korrelation mellem den malte parameter og tervagten.

Resultater:

— pH-veardi ved testens start og slutning for alle behandlinger

— biomasse for hver kolbe ved hvert mélepunkt samt metode til maling af biomasse

— vakstkurver (biomasse som funktion af tiden)

— beregnede responsvariable for hver behandlingsreplikat, med gennemsnitsveardier og variationskoefficient for
replikaterne

— grafisk fremstilling af sammenhangen mellem koncentration og virkning

— estimater for toksiciteten for responsvariablene, f.eks. EC,,, EC,,, EC,, med tilherende konfidensintervaller.
LOEC og NOEC (hvis disse er beregnet) og de statistiske metoder, der anvendt til at bestemme dem

— hvis variansanalyse er anvendt, sterrelsen af den virkning, det er muligt at pavise (f.eks. mindst signifikante
forskel),

— enhver vakststimulation, der er fundet ved nogen behandling
— eventuelle andre observerede virkninger, f.eks. morfologiske andringer af algerne

— diskussion af resultaterne, herunder den eventuelle betydning af fravigelser fra denne testmetode.
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Tilleg 1

Definitioner

Folgende definitioner og forkortelser anvendes i denne testmetode:

Biomasse er torvagten af levende materiale, som er til stede i en population, i et givet volumen, f.eks. mg alger/liter
testoplosning. »Biomasse« defineres saxdvanligvis som masse, men skal i denne test forstds som masse pr.
volumenenhed. I denne test anvendes typisk malinger af surrogater for biomasse som f.eks. celletal, fluorescens mv.,
hvorfor betegnelsen »biomasse« ligeledes daekker disse surrogatmaleverdier.

Kemikalie betyder et stof eller en blanding.

Variationskoefficient er et dimensionslost mal for variabiliteten af en parameter, defineret som forholdet mellem
standardafvigelsen og middelverdien. Den kan ogsd angives i procent. Middelverdien af variationskoefficienten for
den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed i kontrolkulturreplikater beregnes som folger:

1. Variationskoefficienten beregnes som % af den gennemsnitlige specifikke vacksthastighed ved hjalp af de trinvist
beregnede daglige vaekstrater for den pagaldende replikat.

2. Der beregnes et gennemsnit af alle veerdier beregnet i punkt 1. Deraf fis den gennemsnitlige variationskoefficient
for den beregnede trinvise daglige specifikke vekstrate i kontrolkulturreplikater.

EC, er den koncentration af testkemikalie oplest i testsubstratet, der medferer en vaeksthemning pa x % (f.eks. 50 %)
af testorganismen inden for en angiven eksponeringsperiode (som angives udtrykkeligt, hvis den er forskellig fra den
fulde eller normale testperiode). For klart at skelne mellem EC-vardier afledt af henholdsvis vaksthastighed og
udbytte anvendes betegnelsen »E C« for vaksthastighed (rate) og »E C« for udbytte (yield).

Neeringssubstrat er det komplette, syntetiske neringssubstrat, hvori algerne vokser, nir de eksponeres for
testkemikaliet. Normalt er testkemikaliet oplest i testsubstratet.

Vaeksthastighed (gennemsnitlig specifik vaksthastighed) er den logaritmiske biomasseforagelse i eksponerings-
perioden.

Laveste koncentration med observeret effekt (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC) er den laveste
testede koncentration, ved hvilken kemikaliet har vist statistisk signifikant (p < 0,05) vakstnedsattende virkning i
forhold til kontrollerne inden for en given eksponeringsperiode. Alle testkoncentrationer over LOEC skal dog have en
skadelig virkning, der mindst svarer til den, som iagttages ved LOEC. Kan disse to betingelser ikke opfyldes, skal der
fyldestgerende redegares for, hvordan den pagzldende LOEC (og dermed NOEC) er valgt.

Nuleffektkoncentration (No Observed Effect Concentration, NOEC) er testkoncentrationen umiddelbart under
LOEC.

Responsvariabel er en variabel, som anvendes til vurdering af den toksiske virkning og er afledt af vilkdrlige maélte
parametre, der beskriver biomassen ved andre beregningsmetoder. I nzrvarende testmetode er vaksthastigheder og
udbytte responsvariable, der er afledt ved méling af biomasse direkte eller af et af de naevnte surrogater.

Specifik vaksthastighed er en responsvariabel, der er defineret som forholdet mellem @ndringen i den naturlige
logaritme for en observationsparameter (i nerverende testmetode, biomasse) og det tilsvarende tidsrum.

Testkemikalie betyder et stof eller en blanding, som testes ved hjalp af denne testmetode.

Udbytte er verdien af en maélevariabel ved eksponeringsperiodens slutning minus verdien af variablen ved
eksponeringsperiodens start, dvs. stigningen i biomasse under testen.
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Tilleg 2
Stammer, der er pavist at vaere velegnede til testen
Gronalger

Pseudokirchneriella subcapitata (tidligere benaevnt Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81

SAG

Desmodesmus subspicatus (tidligere benavnt Scenedesmus subspicatus), 86.81 SAG

Diatoméer

Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cyanobakterier

Anabaena flos-aquae, UTEX 1444, ATCC 29413, CCAP 1403/13A

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Kilder til stammer

De anbefalede stammer fis som monokulturer fra felgende samlinger (i alfabetisk rekkefolge):

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

Det Forenede Kongerige

SAG: Collection of Algal Cultures
Inst. Plant Physiology

University of Gottingen
Nikolausberger Weg 18

37073 Gottingen

TYSKLAND

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
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Udseende og karakteristika af anbefalede arter

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Krumme, skrue- | Ovale, hovedsa- Keeder af ovale
Udseende formede enkelt- |  gelig enkelt- Stave I v Stave
celler celler cetier
Sterrelse (L x W) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5x%x3 6 x1
Cellevolumen (pm?/celle) 40-60 (V) 60-80 (1) 40-50 (V) 30-40 (1) 2,5()
Torvaegt af celle (mg/celle) 2-3 x 10-¢ 3-4 x 108 3-4 x 10-8 1-2 x 10-8 2-3 x10°°
Vaksthastighed (%) (dag) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

() Malt med elektronisk partikeltaller
(3 Beregnet af storrelsen
(®) Hyppigste observerede vaksthastighed i OECD-substrat ved en lysintensitet pa ca. 70 pE m~2s™! og 21 °C

Sarlige anbefalinger for dyrkning og hindtering af de anbefalede testarter
Pseudokirchneriella subcapitata og Desmodesmus subspicatus

Disse gronalgearter er sadvanligvis lette at holde i forskellige neeringssubstrater. Oplysninger om egnede substrater
kan fis fra kultursamlingerne. Cellerne er normalt solitere, og maling af celleteetheden kan let foretages med
elektronisk partikeltaller eller i mikroskop.

Anabaena flos-aquae

Stamkulturer kan holdes med forskellige neeringssubstrater. Det er iser vigtigt at undgd, at batchkulturen kommer ud
af den logaritmiske vakstfase, ndr den udskiftes, da restitution pd dette punkt er vanskelig.

Anabaena flos-aquae udvikler aggregater af sammentfiltrede keeder af celler. Storrelsen af aggregaterne kan veere
forskellig, afhengigt af dyrkningsbetingelserne. Det kan veare nedvendigt at bryde sddanne aggregater op, for
biomassen kan bestemmes ved talling i mikroskop eller med en elektronisk partikeltaller.

For at nedstte variabiliteten af tallingerne kan kaderne brydes op ved sonikering af delprover. Hvis sonikeringen
fortsaettes leengere end nedvendigt for at bryde kaderne til kortere leengder, kan cellerne blive adelagt. Intensitet og
varighed af sonikeringen skal veere ens for alle behandlinger.

For at medvirke til at kompensere for variabiliteten skal der talles et tilstrackkeligt antal felter pd hamocytometeret
(mindst 400 celler). Derved fis mere palidelige teethedsbestemmelser i mikroskop.

Til bestemmelse af det totale cellevolumen af Anabaena kan en elektronisk partikelteeller anvendes efter forudgdende
forsigtig sonikering for at bryde cellekaederne. Sonikeringsenergien skal tilpasses, sd bristning af celler undgas.

Ved hjalp af hvirvelomrerer eller en tilsvarende velegnet metode skal det sikres, at den anvendte algesuspension til
podning af testbeholderne er godt opblandet og homogen.

Testbeholderne anbringes pa et roterende eller frem- og tilbagegdende rystebord ved ca. 150 omdr./min. I stedet kan
der anvendes intermitterende omrystning for at mindske Anabaenas tilbgjelighed til sammenklumpning. I tilfelde af
sammenklumpning skal der drages omsorg for, at preverne til biomassebestemmelse bliver reprasentative. Energisk
omrystning kan vare nedvendig for prevetagning for at skille algeklumperne ad.



L 54/28 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

Synechococcus leopoliensis

Stamkulturer kan holdes med forskellige neaeringssubstrater. Oplysninger om egnede substrater kan fds fra kultursam-
lingerne.

Synechococcus leopoliensis vokser som solitere, stavformede celler. Cellerne er meget smé, hvilket komplicerer
teelling i mikroskop til biomassebestemmelse. Elektroniske partikeltallere, der er udstyret til teelling af partikler ned til
ca. 1 pm, er gode. In vitro fluorometrisk maling kan ligeledes anvendes.

Navicula pelliculosa

Stamkulturer kan holdes med forskellige naringssubstrater. Oplysninger om egnede substrater kan fés fra kultursam-
lingerne. Bemaerk, at substratet skal indeholde silikat.

Navicula pelliculosa kan danne aggregater under visse vakstbetingelser. P4 grund af dannelse af lipider vil
algecellerne undertiden have tendens til at akkumulere i overfladefilmen. Under sddanne omstaendigheder mé der ved
udtagning af delprover til biomassebestemmelse traffes sarlige foranstaltninger for at sikre, at preverne er
reprasentative. Det kan vare ngdvendigt med kraftig omrystning, f.eks. med en hvirvelomrorer.
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Tilleg 3

Neeringssubstrater

Et af nedenstdende to naringssubstrater kan anvendes:

— OECD-substrat: Det oprindelige substrat fra OECD TG 201, ogsé i henhold til ISO 8692

— US. EPA-substrat AAP, ligeledes i henhold til ASTM.

Til fremstilling af sédanne substrater skal anvendes kemikalier af reagens- eller analysekvalitet og deioniseret vand.

Sammensztning af AAP-substratet (US. EPA) og OECD TG 201-substratet.

Komponent AAP 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
Mg(l, - 6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl, - 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
Zn(], 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
Co(l, - 6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO, - 2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
Cudl, - 2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 81
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Det molere forhold mellem EDTA og jern er lidt over 1. Derved undgds udfeldning af jern, samtidig med at
chelatering af tungmetalioner minimeres.

I testen med diatoméen Navicula pelliculosa skal begge substrater suppleres med Na,SiO; - 9H,0 til en koncentration

pa 1,4 mg Sifl.

Substratets pH opnds ved ligevaegt mellem substratets carbonatsystem og partialtrykket af CO, i atmosfeerisk luft. En
omtrentlig sammenhzang mellem pH ved 25 °C og den molzre bicarbonatkoncentration er givet ved:

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

Ved 15 mg NaHCO,/l er pH,, = 7,5 (U.S. EPA-substrat), og ved 50 mg NaHCO, /I er pH,, = 8,1 (OECD-substrat).

Testsubstraternes sammensatning af grundstoffer

Grundstof AAP 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

Fremstilling af OECD-substrat

Koncentration i stamoplesning

Stamoplesning 1:

makronzringsstoffer

NH,(Cl 1,5 gfl
MgCl, - 6H,0 1,2 gfl
CaCl, - 2H,0 1,8 gfl
MgSO, - 7H,0 1,5 g/l
KH,PO, 0,16 g/l
Stamoplesning 2:

jern

FeCl, - 6H,0 64 mg/l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg|l
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Neeringsstof

Koncentration i stamoplesning

Stamoplesning 3:

sporstoffer

H,BO, 185 mg|l
MnCl, - 4H,0 415 mg|l
Zn(l, 3 mg/l
CoCl, - 6H,0 1,5 mg/l
CuCl, - 2H,0 0,01 mgl
Na,MoO, - 2H,0 7 mg/l
Stamoplesning 4:

bicarbonat

NaHCO, 50 g/l

Na,SiO, - 9H,0

Stamoplesningen steriliseres ved membranfiltrering (middelporediameter 0,2 pm) eller autoklavering (120 °C, 15
min). Oplesningerne opbevares i marke ved 4 °C.

Stamoplesning 2 og 4 ma ikke autoklaveres, men skal steriliseres ved membranfiltrering.

Neringssubstrater fremstilles ved tilsetning af et passende volumen stamoplesning 1-4 til vand:

Til 500 ml steriliseret vand tilseettes der:
10 ml stamoplesning 1

1 ml stamoplesning 2

1 ml stamoplesning 3

1 ml stamoplesning 4

Der tilsattes steriliseret vand til 1 000 ml.

Giv substratet tid til at akvilibrere med atmosferens CO,, om nedvendigt ved nogle timers gennembobling med

sterilfiltreret luft.

Fremstilling af U.S. EPA-substrat

1. 1 ml af hver stamoplesning i 2.1-2.7 tilsattes til ca. 900 ml deioniseret eller destilleret vand og fortyndes

derefter til 1 liter.

2. Stamoplesninger af makronaringsstoffer fremstilles ved oplesning af nedenstdende i 500 ml deioniseret eller
destilleret vand. Reagens 2.1, 2.2, 2.3 og 2.4 kan kombineres til en stamoplesning.

2.1 NaNoO,

2.2 MgCl, - 6H,0

12,750 g
6,082 ¢
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2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

CaCl, - 2H,0 2,205 ¢

Stamoplesning af mikronaringsstoffer (se 3).

MgSO, - 7H,0 7,350
K,HPO, 0,522 g
NaHCO, 7,500 g
Na,Sio, - 9H,0 Se bemaerkning 1.

Bemerkning 1: Anvendes kun til diatomé-testarter. Kan tilsattes direkte (202,4 mg) eller som stamoplesning til
en endelig Si-koncentration i substratet pd 20 mg|l.

Stamoplesningen af mikronaringsstoffer fremstilles ved oplesning af nedenstdende i 500 ml deioniseret eller
destilleret vand:

H,BO, 92,760 mg

Mndl, - 4H,0 207,690 mg

Zn(l, 1,635 mg

FeCl, - 6H,0 79,880 mg

CoCl, - 6H20 0,714 mg

Na2MoO, - 2H,0 3,630 mg

CuCl, - 2H,0 0,006 mg

Na,EDTA - 2H,0 150,000 mg [dinatrium-(ethylendinitrilo)-tetraacetat]
Na,SeO, - 5H,0 0,005 mg, se bemarkning 2.

Bemaerkning 2: Bruges kun i substrat til stamkulturer af diatoméarter.
pH justeres til 7,5 + 0,1 med 0,1 N eller 1,0 N NaOH eller HC.

Substratet filtreres over i en steril beholder, enten gennem et 0,22 pm membranfilter, hvis der skal bruges
partikelteller, eller et 0,45 pm filter, hvis der ikke skal bruges partikelteller.

Substratet opbevares i merke ved ca. 4 °C, til det skal bruges.
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Tilleg 4

Eksempel pd fremgangsmide ved dyrkning af alger

Almindelige bemzerkninger
Formdlet med dyrkningen efter folgende metode er at fremstille algekulturer til toksicitetstest.

Det skal ved hjelp af egnede metoder sikres, at algekulturerne ikke er inficeret med bakterier. Axeniske kulturer kan
vare onskeligt, men der skal fremstilles og anvendes monokulturer af alger.

Alle operationer skal udferes med steril teknik for at undgd kontaminering med bakterier og andre alger.

Udstyr og materialer

Se under testmetode: Apparatur

Metode til fremstilling af algekulturer
Fremstilling af neeringssubstrater (medier)

Alle naringssalte i substratet fremstilles som koncentrerede stamoplesninger, der opbevares merkt og koldt. Disse
oplesninger steriliseres ved filtrering eller autoklavering.

Substratet fremstilles ved, at den korrekte mangde stamoplesning sattes til destilleret vand, idet der udvises omhu
for at undgd kontaminering. Til faste substrater tilsettes 0,8 procent agar.

Stamkultur

Stamkulturerne er smd algekulturer, som regelmassigt overfores til frisk substrat, og som benyttes som
udgangsmateriale til testen. Hvis disse kulturer ikke anvendes regelmaessigt, stryges de ud péd skrdagar. Sddanne
kulturer overfores til frisk substrat mindst hver anden maned.

Stamkulturerne dyrkes i koniske kolber med et egnet substrat (volumen ca. 100 ml). Dyrkes algerne ved 20 °C med
kontinuerlig belysning, er overforsel en gang ugentligt pakravet.

Ved overferslen overfores en mangde af den »gamle« kultur med sterile pipetter til en kolbe med frisk substrat, sd
startkoncentrationen for hurtigtvoksende arter er ca. 100 gange mindre end i den gamle kultur.

En arts vaeksthastighed kan bestemmes ud fra veekstkurven. Hvis denne kendes, kan man skenne, ved hvilken tethed
kulturen ma overferes til et nyt substrat. Dette skal gares, for kulturen nar dedsfasen.

Forkultur

Forkulturen har til formadl at give en passende algemaengde til podning af testkulturerne. Forkulturer inkuberes under
testbetingelserne og tages i anvendelse, medens vaksten stadig er eksponentiel, normalt efter 2-4 dage. Algekulturer,
der indeholder deforme eller abnorme celler, kasseres.
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Tilleg 5

Dataanalyse ved ikke-linezer regression
Generelle betragtninger

Responsen i algetest og andre test af mikrobiel vaekst — vaekst af biomasse — er i sig selv en kontinuert eller metrisk
variabel — en proceshastighed, nir vaksthastigheden anvendes, og integralet af vaksthastigheden med hensyn til
tiden, nir biomasse valges. Begge henfores til den tilsvarende gennemsnitsrespons for ikke-eksponerede kontrolre-
plikater, der udviser maksimal respons ved de anvendte betingelser — med lys og temperatur som de primere
bestemmende faktorer i algetesten. Systemet er distribueret eller homogent, og biomassen kan betragtes som en
helhed uden hensyn til enkeltceller. Variansfordelingen for den type respons, der ses i et sddant system, afhanger
udelukkende af eksperimentelle faktorer (dette beskrives typisk ved, at fejlen er log-normalfordelt eller normalfordelt).
Dette er modsat typiske bioassay-responser med kvantale data, hvor det dominerende bidrag til variansen ofte
antages at vaere de enkelte organismers tolerance (der typisk er binomialfordelt). Responsen fra kontrollerne er her
nulniveau eller baggrundsniveau.

I det ukomplicerede tilfaelde aftager den normaliserede eller relative respons, r, monotont fra 1 (ingen hamning) til 0
(100 procents hamning). Bemark, at der til alle responser er knyttet en fejl, og at tilsyneladende negative
haemningsveerdier ved beregningen kan tilskrives tilfaeldige fejl alene.

Regressionsanalyse

Modeller

Med regressionsanalyse tilstraebes det at beskrive koncentrationsresponskurven som en matematisk regressions-
funktion Y = f (C) eller oftere F(Z), hvor Z = log C. Med den omvendte funktion C = f! (Y) kan der beregnes EC -
vardier, herunder EC,,, EC,, og EC,, med tilherende 95 % konfidensgranser. Flere forskellige enkle matematiske
funktioner har vist sig velegnede til at beskrive den koncentrationsresponssammenhang, der optrader i veeksthaem-
ningstest med alger. Af sddanne funktioner kan navnes den logistiske ligning, den asymmetriske Weibull-ligning og
log-normalfordelingsfunktionen, der alle er S-formede kurver, der asymptotisk gdr mod nul for C — 0, og mod en
for C — uendeligt.

Anvendelse af modeller med kontinuerte terskelfunktioner (f.eks. »the Kooijman model for inhibition of population
growth« Kooijman et al. 1996) er for nylig blevet foresldet som et alternativ til asymptotiske modeller. I denne model
antages, at der ikke er nogen virkninger ved koncentrationer under en bestemt teerskel, EC;+, som estimeres ved at
ekstrapolere responskoncentrationsforholdet til skeering med koncentrationsaksen ved hjelp af en simpel kontinuert
funktion, der ikke er differentiabel i udgangspunktet.

Bemark, at analysen kan bestd i en simpel minimering af summer af residualkvadrater (nir variansen forudszttes
konstant) eller af veegtede kvadrater, ndr der kompenseres for variansheterogenitet.

Fremgangsmdde

Fremgangsmdden kan sammenfattes sdledes: Der valges en passende funktion, Y = f (C), som tilpasses til dataene ved
ikke-linezer regression. Det md foretrakkes at anvende malinger fra hver enkelt kolbe frem for gennemsnitsvardier
for replikaterne, da man derved fir mest mulig information fra dataene. Hvis variansen derimod er hgj, tyder
praktisk erfaring pa, at der ved brug af gennemsnitsverdier af replikaterne fis en mere robust matematisk beregning,
der er mindre pavirkelig af systematiske fejl i data end bibeholdelse af de enkelte datapunkter.

Den tilpassede kurve og de malte data afsattes, og det underseges, om tilpasningen af kurven er tilfredsstillende.
Analyse af residualer kan vare et sardeles nyttigt redskab til dette formdl. Hvis den valgte funktion for koncentrati-
onsresponssammenhzangen ikke beskriver hele kurven eller en vigtig del af denne som f.eks. responsen i koncentrati-
onslavpunktet, valges en anden mulighed for kurvetilpasning — f.eks. en ikke-symmetrisk kurve som Weibul-
funktionen i stedet for en symmetrisk. Negativ hemning kan vare et problem ved brug af f.eks. log-normalfordelings-
funktionen, sd der ogsd her er brug for en alternativ regressionsfunktion. Det kan ikke anbefales at tildele en nulveerdi
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eller en lille positiv veerdi til sddanne negative veardier, da det forvreenger fejlfordelingen. Det kan vere
hensigtsmeassigt at foretage separate kurvetilpasninger, f.eks. p& den del af kurven, hvor h@mningen er lille, for at
beregne et estimat for EC, , -vardierne. Af den tilpassede ligning beregnes (ved »omvendt beregning¢, C = f (Y))
karakteristiske punktestimater EC,, og som minimum rapporteres EC,-vardien og et eller to estimater for EC,, ,. De
praktiske erfaringer fra testene har vist, at algetesten sedvanligvis er tilstraekkelig precis til at give et rimelig nejagtigt
estimat ved 10 % hamning, hvis der er tilstraekkeligt med datapunkter — medmindre der ved lave koncentrationer
optraeder stimulation som konfunderende faktor. Ngjagtigheden af et estimat for EC,, er ofte betydeligt bedre end af
en EC,-vardi, da EC,, sedvanligvis ligger pad den tilnermelsesvis linezre del af den centrale del af koncentrationsre-
sponskurven. Undertiden kan EC,, vare vanskelig at fortolke pd grund af vakststimulation. Selv om EC,, siledes
normalt fds med tilstraekkelig nejagtighed, anbefales det saledes, at man desuden altid rapporterer EC,;-veerdien.

Veegtningsfaktorer

Den eksperimentelle varians er sedvanligvis ikke konstant, men indeholder typisk en proportional komponent,
hvorfor rutinemaessig brug af vagtet regression vil vare en fordel. Vaegtningsfaktorerne til en sddan analyse antages
normalt at veere omvendt proportionale med variansen:

W, = 1/Var(r)

Mange regressionsprogrammer kan bruges til vagtet regressionsanalyse med vagtningsfaktorer angivet i en tabel. For
nemheds skyld ber vegtningsfaktorerne normaliseres ved multiplikation med n/S w, (hvor n er antallet af
datapunkter), sdledes at deres sum bliver lig en.

Normalisering af respons

Normalisering med gennemsnitsresponsen i kontrollerne medferer visse principielle problemer foruden en ret
kompliceret variansstruktur. Nar responsvardierne divideres med kontrollernes gennemsnitsrespons for at fa
hamningen i procent, indferes derved en ekstra fejl, der skyldes fejlen pd middelvardien for kontrollerne. Medmindre
denne fejl er ubetydelig, skal vaegtningsfaktorerne i regressionen og konfidensgraenserne korrigeres for kovarians med
kontrollen (Draper og Smith, 1981). Bemark, at det er vigtigt med en hgj pracision af estimatet for middelvaerdien
af responsen i kontrollerne, for at den samlede varians af den relative respons kan blive minimeret. Denne varians
kan angives séledes:

(indeks i henviser til koncentrationsniveau i og indeks 0 til kontrollerne)

Yi = Relativ respons = r,/r, = 1 - I = f(C)

med variansen Var(Y ;) = Var (1,r)) = (0 Yi [ O r)? - Var(r) + (O Y,/ O r,)? - Var(r,)

og, eftersom (O Y,/ O r) = 1[r,, 0g O Y,/ O 1) = 1)/t

med normalfordelte data og replikaterne m, og m,: Var(r; ) = 0?/m,

i

bliver den totale varians af den relative respons Y;

Var(Y) = 0?/(r, 2+ m) + 1,2 - 0%[r,* - m,

Fejlen pd middelvaerdien for kontrollerne er omvendt proportional med kvadratroden af det antal replikater af
kontrollerne, som gennemsnittet er beregnet af, og undertiden kan det veare berettiget at medtage historiske data for
pd denne méde at mindske fejlen sterkt. En alternativ metode er at undlade normalisering af dataene og i stedet
tilpasse de absolutte responsvardier, ogsd responsdata for kontrollerne, men herved indferes responsverdien for
kontrollerne som en ekstra parameter, der skal indga i tilpasningen ved ikke-linezr regression. Med en sadvanlig to-
parameters regressionsligning kraever denne metode tilpasning af tre parametre og dermed flere datapunkter end
ikke-lineser regression pa data, der er normaliseret med en forud fastlagt respons for kontrollerne.
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Omvendte konfidensintervaller

Beregning af konfidensintervaller i ikke-lineser regression ved hjelp af omvendt estimation er ret kompliceret og
herer ikke til standardvalgene i almindelige statistikprogrampakker. Tilnermede konfidensgranser kan beregnes med
standardprogrammer til ikke-lineaer regression med re-parameterisering (Bruce og Versteeg, 1992), hvorved den
matematiske ligning omskrives med de gnskede punktestimater, f.eks. med EC,, og EC,, som de parametre, der skal
estimeres. (Lad funktionen vare I = f (a, p, koncentration), og benyt definitionsrelationerne f (a, p, EC,,) = 0,1 og f (q,
B, EC,, ) = 0,5 til at erstatte funktionen f (a, P, koncentration) med den @kvivalente funktion g (EC,, ECs,
koncentration).

En mere direkte beregning (Andersen et al, 1998) foretages ved at bibeholde den oprindelige ligning og bruge
Taylor-udvikling omkring middelverdierne af r, og r,,

Pé det seneste har »boot strap«--metoder vundet udbredelse. I sddanne metoder estimeres en empirisk variansfordeling
ved hjelp af de mélte data sammen med hyppig resampling, der styres af en generator af vilkdrlige tal.
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4) Kapitel C.11 affattes sdledes:

»C.11. AKTIVERET SLAM — RESPIRATIONSHAEMNINGSTEST (KULSTOF- OG AMMONIUMILTNING)

INDLEDNING

1.  Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 209 (2010). Den beskrevne testmetode er en metode til
at bestemme virkningen af et kemikalie pd mikroorganismer fra aktiveret slam (hovedsagelig bakterier) ved
méling af respirationshastigheden (kulstof- og/eller ammoniumiltning) under fastsatte betingelser ved forskellige
koncentrationer af testkemikaliet. Denne testmetode er baseret pd ETAD-testen (Ecological and Toxicological
Association of the Dyestuffs Manufacturing industry) (1)( 2), pa det tidligere OECD TG 209 (3) og pd den
reviderede I1SO-standard 8192 (4). Formdlet med metoden er at give en hurtig screening-metode til vurdering af
virkningen af kemikalier pd mikroorganismerne i det aktiverede slam i spildevandsanlaggets biologiske (acrobe)
fase. Resultatet af testen kan ogsd indikere passende ikke-hemmende koncentrationer af testkemikalier til
anvendelse i bionedbrydelighedstest (f.eks. kapitel C.4 A-F, C.9, C.10, C12 og C.29 i dette bilag, OECD
TG302Q). I dette tilfelde kan testen udferes som en screeningstest, som ligner en test til bestemmelse af
dosisinterval eller en greensetest (se punkt 39), hvor kun den samlede respiration tages i betragtning. Der ma
dog udvises omhu med at bruge disse oplysninger til test for let bionedbrydelighed (kapitel C.4 A-F og C.29 i
dette bilag), hvor inokulumkoncentrationen er betydeligt lavere end den, der bruges i denne testmetode. Fravar
af hemning i denne respirationshamningstest indebzrer ikke automatisk ikke-heemmende betingelser i testen
for let bionedbrydelighed i kapitel C.4 A-F eller C.29 i dette bilag.
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2. Generelt lader det til, at respirationsheemningstesten er blevet anvendt med succes, siden den blev offentliggjort,
men der er i nogle tilfelde indberettet falske resultater, f.eks. (2)(4)(5). Der forekommer undertiden tofasede
koncentrationsrelaterede respirationskurver, forvreengede dosis/respons-kurver og uventet lave EC, -vaerdier (5).
Undersogelser har vist, at sddanne resultater fis, nir det aktiverede slam, der bruges i testen, nitrificerer i
betydelig grad, og testkemikaliet har stgrre virkning pa iltningen af ammonium end pa den generelle heterotrofe
iltning. Disse falske resultater kan derfor afhjelpes ved yderligere testning med en specifik nitrifikationsheemmer.
Ved at maéle iltoptagelseshastigheden med og uden en sddan heemmer, f.eks. N-allylthiourinstof (ATU), kan de
enkelte samlede iltoptagelseshastigheder ved henholdsvis heterotrof iltning og nitrifikation beregnes (4)(7)(8). Et
testkemikalies hemmende virkninger pd de to processer kan sdledes bestemmes, og EC,-verdierne for bade
iltning af organisk kulstof (heterotrof) og ammoniumiltning (nitrifikation) kan beregnes pé saedvanlig vis. Det
skal bemrkes, at N-allylthiourinstofs hemmende virkning i sjzldne tilfelde kan ophaves helt eller delvist som
folge af kompleksdannelse med testkemikalier eller tilsat substrat, f.ks. Cu**-ioner (6). Cu**-ioner er af
afgerende betydning for Nitrosomonas, men er toksiske i hgjere koncentrationer.

3. Der er opstdet et presserende behov for nitrifikation i den aerobe behandling af spildevand i europziske lande
som et nedvendigt trin i fjernelsen af kvealstofforbindelser fra spildevand ved denitrifikation til gasformige
produkter; EU har nu fastsat nedre graenser for koncentrationen af kvelstof i behandlet spildevand, der udledes
til modtagende vand ().

4. Metoden til vurdering af virkningen pé iltning af organisk kulstof er tilstraekkelig til de fleste formadl. I visse
tilfelde er det dog nedvendigt med en undersegelse af virkningen pé nitrifikation alene, eller pd bade
nitrifikation og iltning af organisk kulstof hver for sig, for at kunne fortolke resultaterne og forstd virkningerne.

TESTMETODENS PRINCIP

5. Respirationshastigheden for praver af aktiveret slam tilfort syntetisk spildevand males i en indkapslet celle, der
indeholder en iltelektrode, efter en kontakttid pd tre timer. Lengere kontakttider kan veare hensigtsmessige for
at opnd et realistisk eksponeringsscenarie. Hvis testkemikaliet er hurtigt nedbrydeligt, f.cks. abiotisk ved
hydrolyse, eller er flygtigt, og koncentrationen ikke kan opretholdes i tilstreekkelig grad, kan der desuden
anvendes en kortere eksponeringsperiode, f.eks. 30 minutter. Folsomheden af hvert parti aktiveret slam bar
kontrolleres med et passende referencekemikalie pd eksponeringsdagen. Testen bruges typisk til at bestemme
testkemikaliets EC, (f.eks. EC,) og/eller koncentrationen uden observeret effekt (NOEC).

6. Haemningen af iltoptagelsen i mikroorganismer, der ilter organisk kulstof, kan udtrykkes sarskilt fra
iltoptagelsen i mikroorganismer, der ilter ammonium, ved maéling af iltoptagelseshastigheden med og uden N-
allylthiourinstof, som er en specifik inhibitor af de nitrificerende bakteriers iltning af ammonium til nitrit i
forste fase. I dette tilfeelde beregnes hamningen i procent af iltoptagelseshastigheden ved sammenligning af
iltoptagelseshastigheden med et testkemikalie med den gennemsnitlige iltoptagelseshastighed for de tilsvarende
kontroller, der ikke indeholder noget testkemikalie, bdde med og uden den specifikke inhibitor, N-
allylthiourinstof.

7. Iltoptagelse som felge af abiotiske processer kan pédvises ved at bestemme hastigheden i blandinger af
testkemikalie, syntetisk spildevandssubstrat og vand, idet aktiveret slam udelades.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

8.  Testkemikaliets identifikation (fortrinsvis CAS-nummer), navn (IUPAC), renhed, vandopleselighed, damptryk,
flygtighed og adsorptionsegenskaber skal vare kendt, for at resultaterne kan fortolkes korrekt. Normalt kan
flygtige kemikalier ikke testes korrekt, medmindre der traffes sarlige forholdsregler (se punkt 21).

(') Radets direktiv 91/271/EQF af 21. maj 1991 om rensning af byspildevand, (EFT L 135 af 30.5.1991, s. 40).
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TESTMETODENS ANVENDELIGHED

9.  Testmetoden kan anvendes pd vandopleselige, tungt opleselige og flygtige kemikalier. Der er dog ikke altid
muligt at opnd EC,;-verdier med kemikalier med begranset opleselighed, og der kan kun opnds gyldige
resultater med flygtige kemikalier, hvis storstedelen (> 80 %) af testkemikaliet er til stede i reaktionsblandingen
ved udlebet af eksponeringsperioden/-perioderne. Yderligere analytiske stottedata skal forelegges for at
preacisere EC -koncentrationen, ndr der er usikkerhed om testkemikaliets stabilitet eller flygtighed.

REFERENCEKEMIKALIER

10. Referencekemikalier skal testes periodisk, for at sikre at testmetoden og -betingelserne er pélidelige, og for at
kontrollere felsomheden af hvert parti aktiveret slam, der er brugt som mikrobielt inokulum pa
eksponeringsdagen. Kemikaliet 3,5-dichlorphenol (3,5-DCP) anbefales som hammende referencekemikalie, da
det vides at hamme respiration og bruges i mange typer hemnings-/toksicitetstest (4). Ogsd kobber-(IT)-
sulfatpentahydrat kan bruges som referencekemikalie til haemning af samlet respiration (9). N-methylanilin kan
bruges som specifik nitrifikationshemmer (4).

VALIDITETSKRITERIER OG REPRODUCERBARHED

11. Itoptagelseshastigheden for blindkontrollerne (uden testkemikalie eller referencekemikalie) ma ikke vaere under
20 mg ilt pr. gram aktiveret slam (torvegt af opslemmet faststof) pr. time. Hvis hastigheden er lavere, skal
testen gentages med vasket aktiveret slam eller med slam fra en anden kilde. Variationskoefficienten for
iltoptagelseshastigheden i kontrolreplikater ma ikke overstige 30 % ved den endelige tests afslutning.

12. 1 den internationale ringtest, der blev tilrettelagt af ISO (4) i 2004, og hvor der blev anvendt aktiveret slam
fremstillet af husholdningsspildevand, viste EC,, for 3,5-DCP sig at ligge i intervallet 2 mg/l til 25 mg/l for
samlet respiration, 5 mg/l til 40 mg/l for heterotrof respiration og 0,1 mg/l til 10 mg/l for respiration ved
nitrifikation. Hvis EC;, for 3,5-DCP ikke ligger i det forventede omréde, skal testen gentages med aktiveret slam
fra en anden kilde. ECy, for kobber-(Il)-sulfatpentahydrat ber ligge i omrédet 53-155 mg/l for den samlede
respiration (9).

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Testbeholdere og -apparatur

13. Der skal anvendes sedvanligt laboratorieudstyr og felgende udstyr:
a) Testbeholdere — f.eks. 1 000 ml bagerglas, som skal indeholde 500 ml reaktionsblanding (se 5 i figur 1)

b) Celle og tilbeher til maling af koncentrationen af oplest ilt, en passende iltelektrode, en indkapslet celle, som
skal indeholde proven, uden headspace og med en skriver (f.eks. 7, 8, 9 i figur 1 i tilleg 2); alternativt kan
der bruges en BOD-kolbe med en passende muffeadapter til forsegling af iltelektroden pé kolbens hals (se
figur 2 i tilleeg 3). For at forhindre tab af vaske, der fortranges, ndr iltelektroden indseattes, tilrddes det forst
at indsette en tragt eller et glasror gennem muffen eller bruge beholdere med tragtformet dbning. I begge
tilfelde ber der anvendes en magnetomrerer eller en anden omreringsmetode, f.eks. en selvomrgrende
sonde

¢) Magnetomrgrere og stangmagneter, som er overtrukket med inert materiale, til brug i mélekammeret og/
eller testbeholderne

d) Beluftningsapparatur: Komprimeret luft ledes om nedvendigt gennem et passende filter for at fjerne stov og
olie og gennem vaskeflasker, der indeholder vand, for at fugte luften. Beholderens indhold ber beluftes med
pasteurpipetter eller beluftningsapparater, der ikke adsorberer kemikalier. En orbitalryster, der kerer med
orbitale hastigheder pd mellem 150 og 250 omdr./min., med kolber med en kapacitet pa f.eks. 2 000 ml
kan bruges til at daekke slammets iltforbrug og lgse problemer med kemikalier, der frembringer staerk
skumning, er flygtige og derfor gir tabt eller er vanskeligt dispergerbare, nir de beluftes ved
luftgennembobling. Testsystemet er typisk et antal bagerglas, der beluftes kontinuerligt i sekvenser (f.eks.
med intervaller pd ca. 10-15 minutter) og derefter underkastes en sekventiel analyse. Der kan ogsd anvendes
validerede instrumenter, der giver mulighed for samtidig beluftning og maling af iltforbrugshastigheden i
blandingerne
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e) pH-meter

f) Centrifuge, almindelig bordcentrifuge til slam med en kapacitet pd 10 000 m/s.

Reagenser

14. Der bor anvendes reagenser af analysekvalitet i hele testen.

Vand

15. Der ber kun bruges destilleret eller deioniseret vand, som indeholder under 1 mg/l oplest organisk kulstof,
medmindre ledningsvand uden chlor er specificeret.

Syntetisk spildevand

16. Substratet skal fremstilles siledes, at det indeholder folgende bestanddele i de angivne mangder:

— pepton 16 g
— keodekstrakt (eller et sammenligneligt planteekstrakt) 11¢g
— urinstof 3g
— natriumchlorid (NaCl) 0,7 ¢
— calciumchloriddihydrat (CaCl,, 2H,0) 04g
— magnesiumsulfatheptahydrat (MgSO,, 7H,0) 02¢g
— dikaliummonohydrogenphosphat (K,HPO,) 28¢g

— destilleret eller deioniseret vand til 1 liter

17. Denne oplesnings pH skal vare 7,5 + 0,5. Hvis det fremstillede substrat ikke anvendes straks, skal det
opbevares i morke ved 0 til 4 °C, dog ikke lengere end en uge og under forhold, som ikke andrer
sammensatningen. Det skal bemarkes, at dette syntetiske spildevand er 100 gange sd koncentreret som det, der
er beskrevet i OECD Technical Report »Proposed method for the determination of the biodegradability of
surfactants used in synthetic detergentse, 11. juni 1976, med tilsetning af dikaliumhydrogenphosphat.

18. Alternativt kan substratets komponenter steriliseres sarskilt forud for opbevaringen, eller der kan tilsattes
pepton og kedekstrakt, kort tid for testen udferes. Substratet skal blandes grundigt inden brug, og pH skal om
nedvendigt justeres til pH 7,5 * 0,5.

Testkemikalie

19. Der skal fremstilles en stamoplgsning til de let vandopleselige teststoffer, dog kun op til den maksimale
vandopleselighed (udfeldning accepteres ikke). Stoffer med ringe vandopleselighed, blandinger med
komponenter med forskellig vandoplaselighed og adsorptive stoffer skal afvejes direkte i testbeholderne. I disse
tilfelde kan brug af stamoplesninger vare et alternativ, hvis opleste koncentrationer af testkemikalierne
bestemmes analytisk i testbeholderne (inden tilseetning af aktiveret slam). Hvis der fremstilles Water
Accommodated Fractions (WAF — den andel af stoffet, der opleses i vandet), er det desuden afgerende at
foretage en analytisk bestemmelse af de opleste koncentrationer af testkemikalierne i testbeholderne. Det ber
undgds at bruge organiske oplesningsmidler og dispergeringsmidler/emulgatorer for at forbedre opleseligheden.
Sonikering af stamoplesninger og suspensioner inden omrering, f.eks. natten over, er mulig, ndr der foreligger
tilstreekkelige oplysninger om testkemikaliets stabilitet under sddanne betingelser.

20. Testkemikaliet kan have skadelig indvirkning pd pH i testsystemet. De testkemikaliebehandlede blandingers pH
skal bestemmes inden forsggsopsatningen i et indledende forseg, for at konstatere om det er nedvendigt at
justere pH inden den endelige test og igen pd dagen for den endelige test. Oplgsninger/suspensioner af
testkemikalie i vand ber om nedvendigt neutraliseres inden tils@tning af inokulum. Eftersom neutralisering kan
@ndre kemikaliets kemiske egenskaber, kan der dog, afthengigt af undersegelsens formadl, foretages yderligere
test for at vurdere testkemikaliets virkning pa slammet uden pH-justering.
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21. Flygtige kemikaliers toksiske virkning, navnlig i test, hvor systemet gennembobles, kan give forskellige
effektniveauer, der forekommer som folge af tab af stof i eksponeringsperioden. Der ber udvises forsigtighed
med sddanne stoffer ved at foretage stofspecifikke analyser af kontrolblandinger, som indeholder stoffet, og
andre beluftningssystemet.

Referencekemikalie

22. Hvis 3,5-dichlorphenol bruges som referencekemikalie, skal der fremstilles en oplesning af 1,00 g 3,5-
dichlorphenol i 1 000 ml vand (15). Varmt vand og/eller sonikering ber bruges til at fremskynde oplesningen
og bringe oplesningen op til volumen, nér den er afkelet til stuetemperatur. Det skal dog sikres, at referenceke-
mikaliet ikke har @ndret sig strukturmassigt. Oplesningens pH skal kontrolleres og om nedvendigt justeres
med NaOH eller H,SO, til pH 7-8.

23. Hyvis der bruges kobber-(Il)-sulfatpentahydrat som referencekemikalie, bruges koncentrationer pd 58 mgll,
100 mg/l og 180 mg/l (en faktor pa 1,8). Stoffet afvejes direkte i testbeholderne (29/50/90 mg med henblik pa
et samlet volumen pd 500 ml). Det oploses derefter med 234 ml autoklaveret ledningsvand. Kobber-(II)-
sulfatpentahydrat er let opleseligt. Nér forseget pdbegyndes, tilsaettes 16 ml syntetisk spildevand og 250 ml
aktiveret slam.

Specifik nitrifikationsheemmer

24. Der ber fremstilles en stamoplesning pa 2,32 g/l af N-allylthiourinstof (ATU). Tilseetningen af 2,5 ml af denne
stamoplesning til en inkubationsblanding med et slutvolumen p& 500 ml giver en slutkoncentration pa
11,6 mg ATU/l (10~ “mol/l), som vides at vere tilstrackkelig (4) til at fordrsage 100 % nitrifikationshemning i
nitrificerende aktiveret slam, som indeholder 1,5 g/l opslemmet faststof.

Abiotisk kontrol

25. Under visse sjeldne betingelser kan et testkemikalie med staerkt reducerende egenskaber fordrsage et malbart
abiotisk iltforbrug. I sddanne tilfeelde er abiotiske kontroller nedvendige for at skelne mellem testkemikaliets
abiotiske optagelse og mikrobiel respiration. Abiotiske kontroller kan fremstilles ved at udelade inokulum fra
testblandingerne. Abiotiske kontroller uden inokulum kan ogsd anvendes, nir der udferes underbyggende
analytiske malinger for at bestemme den opndede koncentration i testens eksponeringsfase, f.eks. nar der bruges
stamoplesninger af kemikalier med ringe vandopleselighed med komponenter med forskellig vandopleselighed.
I specifikke tilfeelde kan det vare nedvendigt at fremstille en abiotisk kontrol med steriliseret inokulum (f.eks.
ved autoklavering eller tilsaetning af steriliserende toksiske stoffer). Visse kemikalier producerer eller forbruger
kun ilt, hvis overfladearealet er stort nok til reaktion, selv om de normalt kraver en langt hgjere temperatur
eller et langt hgjere tryk hertil. I denne henseende skal der isar fokuseres pd peroxy-stoffer. Et steriliseret
inokulum giver et stort overfladeareal.

Inokulum

26. Til almindelig anvendelse ber aktiveret slam indsamles fra beluftningstankens udleb eller i narheden af tankens
udleb i et velfungerende spildevandsrensningsanlaeg, der primert modtager husholdningsspildevand. Afhaengigt
af testens formdl kan der ogsd anvendes andre passende kilder til aktiveret slam, f.eks. slam fremstillet i
laboratoriet, 1 passende opslemmet faststof-koncentrationer pd 2 g/l til 4 g/l. Slam fra forskellige
rensningsanlaeg vil dog sandsynligvis havde forskellige karakteristika og forskellig felsomhed.

27. Slammet kan bruges, som det er, men grove partikler ber fjernes ved kortvarig bundfeldning, f.eks. 5-15
minutter, og dekantering af det gverste lag af finere slampartikler eller sigtning (f.eks. maskestorrelse pd 1 mm?).
Alternativt kan slammet homogeniseres i en blender i ca. 15 sekunder eller derover, men der skal udvises
forsigtighed i forhold til de forskydningskreefter og temperaturaendringer, der kan forekomme ved lange
blandingsperioder.
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28. Det er ofte nedvendigt at vaske slammet, f.eks. hvis den endogene respirationshastighed er lav. Slammet skal
forst centrifugeres i en periode for at producere en klar supernatant og en masse af faststof fra spildevandet, f.
eks. i 10 minutter ved ca. 10 000 m/s% Supernatantvesken kasseres, og slammet genopslemmes i ledningsvand
uden chlor under omrystning, hvorefter vaskevandet fjernes ved gencentrifugering og kasseres. Vaske- og
centrifugeringsprocessen gentages om nedvendigt. Termassen af et kendt volumen genopslemmet slam
bestemmes, og slammet koncentreres ved fjernelse af vaeske eller yderligere fortynding i ledningsvand uden
chlor for at opnd den nedvendige koncentration af slamfaststoffer pd 3 g/l. Det aktiverede slam ber beluftes
kontinuerligt (f.eks. 2 1/minut) ved testtemperaturen og om muligt bruges pa indsamlingsdagen. Hvis det ikke er
muligt, ber slammet dagligt tilferes syntetisk spildevand (50 ml syntetisk spildevand/l aktiveret slam) i
yderligere to dage. Slammet bruges herefter til testen, og resultaterne accepteres som gyldige, hvis der ikke er
forekommet nogen betydelig andring i dets aktivitet, vurderet ved dens endogene heterotrofe respirations-
hastighed og respirationshastighed ved nitrifikation.

29. Der kan opsta problemer, hvis der forekommer skumdannelse under inkuberingen i en sddan grad, at skummet
og slamfaststofferne, som beares pd skummet, fortreenges fra beluftningsbeholderne. Det forekommer, at
skumdannelse blot skyldes tilstedevearelse af syntetisk spildevand, men skumdannelse ber forventes, hvis
testkemikaliet er eller indeholder et overfladeaktivt stof. Tab af slamfaststoffer fra testblandingerne vil medfere
kunstigt nedsat respirationshastighed, som fejlagtigt kan fortolkes som et resultat af hamning. Derudover
koncentrerer beluftningen af oplesningen med overfladeaktivt middel det overfladeaktive middel i skumlaget;
tab af skum fra testsystemet vil senke eksponeringskoncentrationerne. Skumdannelsen kan kontrolleres med
enkle mekaniske metoder (f.eks. lejlighedsvis manuel omrering med en glasstav) eller ved at tilfgje et
antiskummiddel uden overfladeaktivt middel baseret pé silikoneemulsion ogfeller bruge rystekolbemetoden.
Hvis problemet hanger sammen med tilstedevaerelsen af det syntetiske spildevand, ber spildevandets
sammensatning @ndres ved at tilsette et reagens mod skumdannelse ved en hastighed pd 50 pl/l. Hvis
testkemikaliet fordrsager skumdannelse, skal den mengde, der er nedvendig for athjalpning heraf, bestemmes
ved den maksimale testkoncentration, og derefter skal alle individuelle beluftningsbeholdere behandles pa
samme mdde (herunder beluftningsbeholdere, f.eks. beholdere med blindkontroller og referencekemikalie, uden
skumdannelse). Hvis der bruges antiskummidler, ma der ikke vare nogen interaktion med inokulum og/eller
testkemikalie.

TESTFREMGANGSMADE

30. Hwemningen for tre forskellige iltoptagelser kan bestemmes: samlet, kun heterotrof og som felge af nitrifikation.
Normalt ber malingen af hemningen af den samlede iltoptagelse vaere tilstraekkelig. Virkningerne pd den
heterotrofe iltoptagelse som folge af iltning af organisk kulstof og iltning af ammonium skal bestemmes, ndr der
er et specifikt krav om sddanne to sarskilte endepunkter for et bestemt kemikalie, eller (frivilligt) for at forklare
atypiske dosis/respons-kurver i forbindelse med heemning af den samlede iltoptagelse.

Testbetingelser

31. Testen skal udferes ved en temperatur pa 20 °C £ 2 °C.

Testblandinger

32. Testblandinger (F; som i tabel 1), der indeholder vand, syntetisk spildevand og testkemikaliet, fremstilles for at
opnd forskellige nominelle koncentrationer af testkemikaliet (tabel 1 indeholder et eksempel pd volumener af
bestanddele). pH justeres om nedvendigt til 7,5 £ 0,5; blandingerne fortyndes med vand, og inokulummet
tilseettes med henblik pd at opn lige store endelige volumener i beholderne og pdbegynde beluftningen.

Referenceblandinger

33. Blandinger (F;) fremstilles med referencekemikaliet, f.eks. 3,5-dichlorphenol, i stedet for testkemikaliet pa
samme made som testblandingerne.
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Blindkontroller

34. Blindkontroller (F,) fremstilles ved begyndelsen og slutningen af eksponeringsperioden i test, hvor testbage-
rglassene er opstillet sekventielt i intervaller. I test gennemfert med udstyr, der giver mulighed for samtidig
méling af iltforbruget, ber der indgd mindst to blindkontroller i hvert parti til samtidig analyse. Blindkontroller
indeholder et tilsvarende volumen aktiveret slam og syntetisk substrat, men intet test- eller referencekemikalie.
De fortyndes med vand til samme volumen som test- og referenceblandingerne.

Abiotisk kontrol

35. Der fremstilles om nedvendigt — f.eks. hvis et testkemikalie vides eller formodes at have sterkt reducerende
egenskaber — en blanding F, med henblik pd maéling af det abiotiske iltforbrug. Blandingen skal indeholde
samme mengder testkemikalie og syntetisk spildevand og have samme volumen som testblandingerne, men
indeholder ikke aktiveret slam.

Generel fremgangsmide og malinger

36. Testblandingerne, referenceblandingerne, blindkontrollerne og de abiotiske kontroller inkuberes ved
testtemperaturen under betingelser med tvungen beluftning (0,5 til 1 1/min.) for at holde koncentrationen af
oploest ilt over 60-70 % af matningen og holde slammet i suspension. Det er ogsd nedvendigt at omrere
kulturerne for at holde slammet i suspension. Inkuberingen anses for at begynde med den forste kontakt
mellem inokulummet af aktiveret slam og de ovrige bestanddele af den ferdige blanding. Efter endt inkubering,
dvs. efter den angivne eksponeringstid pd normalt tre timer, udtages der prever for at maéle hastigheden,
hvormed koncentrationen af oplest ilt aftager i den celle, der er udformet til formalet (figur 2 i tilleg 3), eller i
en helt fuld BOD-kolbe. Den mdde, hvorpd inkuberingerne begynder, athenger ogsd af det anvendte udstyrs
kapacitet til at méle iltforbrugshastigheden. Hvis udstyret f.eks. omfatter en enkelt iltsonde, foretages malingerne
individuelt. T dette tilfelde fremstilles de forskellige blandinger, der skal bruges til testen i syntetisk spildevand,
men uden inokulum, og de nedvendige portioner slam tilsettes til de enkelte beholdere i serien. Hver
inkubering pabegyndes successivt med passende intervaller pd feks. 10-15 minutter. Alternativt kan
mélingssystemet omfatte flere sonder, hvilket giver mulighed for flere samtidige mélinger; i givet fald kan
inokulum tilszttes samtidig til passende grupper af beholdere.

37. Koncentrationen af aktiveret slam i alle blandinger — testblanding, referenceblanding og blindkontrolblanding
(men ikke den abiotiske kontrol) — er nominelt 1,5 g/l opslemmede faststoffer. lltforbruget males efter tre
timers eksponering. Der udferes yderligere 30-minutters eksponeringsmalinger efter behov som beskrevet i
punkt 5.

Slammets nitrifikationspotentiale

38. Der fremstilles blandinger (F,) som blindkontrolblandingerne og de yderligere »kontrolblandinger« (F), men som
ogsd indeholder 11,6 mg/l N-allylthiourinstof, for at afgere om slammet nitrificerer og med hvilken hastighed.
Blandingerne beluftes og inkuberes ved 20 °C £ 2 °C i tre timer. Herefter madles iltoptagelseshastigheden, og
iltoptagelsen som folge af nitrifikation beregnes.

Testdesign

Test til bestemmelse af dosisinterval

39. Der anvendes om ngdvendigt en indledende test til at bestemme det koncentrationsomrédde for testkemikaliet,
der er nedvendigt i en endelig test til bestemmelse af h@mningen af iltforbrug. Alternativt kan fraveret af
testkemikaliets hemning af iltforbruget i en indledende test indikere, at en endelig test er unedvendig, men der
skal gennemfores tre forseg i den indledende test ved den hgjeste testede koncentration (typisk 1 000 mg/l,
men afhaengigt af datakrav).
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Tabel 1

Eksempler pé blandinger til den indledende test

Reagens Oprindelig koncentration
Stamoplesning af testkemikalie 10 g/l
Stamoplesning af syntetisk substrat Se afsnit 16.
Stamoplesning af aktiveret slam 3 g/l opslemmede faststoffer
Dosering i testbeholdere (%)
Komponenter i blandinger

FTI FT2 FT3-5 FB1-2 FA
Stamoplesning af testkemikalie (ml) 0,5 5 50 0 50
(punkt 19-21)
Stamoplesning af syntetisk spildevand (ml) 16 16 16 16 16
(punkt 16)
Stamoplesning af aktiveret slam (ml) 250 250 250 250 0
(punkt 26-29)
Vand 233,5 229 184 234 434
(punkt 15)
Blandingernes samlede volumen (ml) 500 500 500 500 500

Koncentrationer i blandingen

Testsuspension (mg/l) 10 10 1 000 0 1 000
Aktiveret slam
(opslemmede faststoffer) (mg/l) 1 500 1 500 1 500 1 500 0

(") Der anvendes samme fremgangsmide med referencekemikaliet til indholdet i kolbe Fy, ,

40. Testen udferes med mindst tre koncentrationer af testkemikaliet, f.eks. 10 mg/l, 100 mg/l og 1 000 mg/l med
en blindkontrol og om nedvendigt mindst tre abiotiske kontroller med de hgjeste koncentrationer af
testkemikaliet (se eksempel i tabel 1). Ideelt har den laveste koncentration ingen virkning pd iltforbruget.
ltoptagelseshastigheden og, hvis det er relevant, nitrifikationshastigheden beregnes; herefter beregnes
haemningen i procent. Afheaengigt af testens formal kan man dog ogsd blot bestemme en graensekoncentrations
toksicitet, f.eks. 1 000 mg/l. Hvis der ikke forekommer nogen statistisk signifikant toksisk virkning ved denne
koncentration, er det ikke nedvendigt at gennemfere yderligere test ved hgjere eller lavere koncentrationer. Det
skal bemarkes, at stoffer med ringe vandopleselighed, blandinger med komponenter med forskellig
vandopleselighed og adsorptive stoffer skal afvejes direkte i testbeholderne. I dette tilfelde erstattes det
volumen, der er forbeholdt stamoplesningen af teststof, med fortyndingsvand.

Endelig test
Hamning af samlet iltoptagelse

41. Testen udferes ved en rakke koncentrationer, der er udledt af den indledende test. I de fleste tilfelde anbefales
seks kontroller og fem behandlingskoncentrationer i en geometrisk serie med fem replikater for at opnd bade
NOEC og EC, (f.eks. ECy,). Det er ikke nedvendigt at gentage den abiotiske kontrol, hvis der ikke forekom
iltoptagelse i den indledende test, men hvis der forekommer signifikant optagelse, foretages abiotisk kontrol for
hver enkelt koncentration af testkemikalie. Slammets folsomhed kontrolleres med referencekemikaliet 3,5-
dichlorphenol. Slammets folsomhed kontrolleres for hver testserie, da folsomheden vides at svinge. Der udtages
i alle tilfeelde prover fra testbeholderne efter tre timer, og om nedvendigt efter yderligere 30 minutter, med
henblik pd maling af iltoptagelseshastigheden i iltelektrodecellen. Den specifikke respirationshastighed i kontrol-
og testblandingerne beregnes pa grundlag af de indsamlede data; hemningen i procent beregnes derefter ud fra
ligning 7 nedenfor.
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Sondring mellem hemning af heterotrof respiration og nitrifikation

42. Brugen af den specifikke nitrifikationsinhibitor, ATU, giver mulighed for direkte vurdering af testkemikaliers
inhibitoriske virkninger p& den heterotrofe iltning og for beregning af virkningerne pé nitrifikationshastigheden
ved at treekke iltoptagelseshastigheden med ATU fra den samlede optagelseshastighed (uden ATU). Der
fremstilles to sat reaktionsblandinger i henhold til de testdesign for EC, eller NOEC, der er beskrevet i punkt
41, men ATU tilswttes desuden til hver blanding i et szt til en slutkoncentration p& 11,6 mg/l, som har vist sig
helt at hemme nitrifikation i slam med koncentrationer af opslemmede faststoffer pa op til 3 000 mg/l (4).
ltoptagelseshastigheden madles efter eksponeringsperioden; disse direkte veardier reprasenterer kun den
heterotrofe respiration, og forskellene mellem disse og den tilsvarende samlede respirationshastighed
repraesenterer nitrifikation. Derefter beregnes de forskellige hemningsgrader.

Mailinger

43. Efter eksponeringsperioden/-perioderne overfores en preve fra den forste beluftningsbeholder til iltelektro-
decellen (figur 1 i tilleg 2), og koncentrationen af oplest ilt méles straks. Hvis et system med flere elektroder er
tilgeengeligt, kan malingerne foretages samtidig. Det er afggrende, at omroringen (ved hjelp af en overtrukket
magnet) foregdr ved samme hastighed, som ndr elektroden kalibreres, med henblik pé at sikre, at sonden
reagerer med minimal forsinkelse pd andringer i iltkoncentrationerne, og give mulighed for regelmassige og
reproducerbare iltmélinger i malebeholderen. Normalt er visse iltelektroders system med en selvomrerende
sonde tilstreekkeligt. Cellen ber skylles med vand mellem malingerne. Alternativt kan preven fyldes i en BOD-
kolbe (figur 2 i tilleg 3) udstyret med en magnetomrerer. En iltsonde med en muffeadapter indsettes derefter i
kolbens hals, og magnetomrareren startes. I begge tilfeelde males koncentrationen af oplest ilt regelmaessigt og
registreres i en periode, normalt 5-10 minutter eller indtil iltkoncentrationen falder til under 2 mg/l. Elektroden
fjernes, blandingen healdes tilbage i beluftningsbeholderen, og beluftningen og omreringen fortseettes, hvis det
er ngdvendigt med maling efter leengere eksponeringsperioder.

Kontrol af testkemikaliekoncentrationen

44. Til nogle formdl kan det vare nedvendigt at méle testkemikalickoncentrationen i testbeholderne. Det skal
bemzerkes, at hvis der bruges stamoplesninger af:

— stoffer med ringe vandopleselighed,
— blandinger med komponenter med forskellig vandopleselighed eller

— stoffer med god vandopleselighed, men hvor koncentrationen af stamoplesning ligger taet pd den maksimale
vandopleselighed,

er den opleste andel ukendt, og den reelle koncentration af testkemikaliet, som overfores til testbeholderne, er
ikke kendt. Der er brug for en analytisk vurdering af testkemikaliekoncetrationen i testbeholderne for at
bestemme eksponeringen. For at forenkle proceduren foretages den analytiske vurdering inden tilsetning af
inokulummet. Fordi kun opleste andele overfores til testbeholderne, kan de malte koncentrationer vare meget
lave.

45. For at undgd tidskreevende og dyre analyser anbefales det blot at afveje testkemikaliet direkte i testbeholderne og
bruge den oprindelige afvejede nominelle koncentration i efterfolgende beregninger. Det er ikke nedvendigt at
sondre mellem opleste, uoploste og adsorberede andele af testkemikaliet, fordi alle disse andele forekommer
under faktiske betingelser i et spildevandsrensningsanleg, og andelene kan variere athangigt af spildevandets
sammensatning. Formdlet med testmetoden er at give et realistisk skon over en ikke-h@mmende koncentration,
og metoden er ikke hensigtsmeassig til detaljeret undersggelse af, hvilke andele der bidrager til haemningen af
organismerne i det aktiverede slam. Endelig ber adsorptive stoffer ogsé afvejes direkte i testbeholderne, og der
ber anvendes beholdere i silancoatet glas for at minimere tab ved adsorption.



1.3.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 54/45

DATA OG RAPPORTERING
Beregning af iltoptagelseshastighederne

46. Itoptagelseshastighederne beregnes pd grundlag af gennemsnittet af de malte veerdier, f.eks. den linesre del af
kurverne over iltkoncentration som funktion af tid, hvilket begrenser beregningerne til iltkoncentrationer
mellem 2,0 mg/l og 7,0 mg/l, eftersom hgjere og lavere koncentrationer i sig selv har indvirkning pé forbrugs-
hastighederne. Udsving ind i koncentrationsomrdder under eller over disse verdier er af og til uundgéelige og
nedvendige, f.eks. ndr respirationen er voldsomt haemmet og dermed meget langsom, eller hvis aktiveret slam
respirerer meget hurtigt. Det kan accepteres, hvis optagelseskurvens forlengede dele er lige, og deres gradienter
ikke andrer sig, ndr de passerer 2,0 mg/l- eller 7,0 mg/l O,-greenserne. Eventuelle buede dele af kurven
indikerer, at malingssystemet stabiliserer sig, eller at optagelseshastigheden andrer sig, og mé derfor ikke bruges
til beregning af respirationshastigheden. Iltoptagelseshastigheden udtrykkes i milligram pr. liter pr. time (mg/l/t.)
eller milligram pr. gram terslam pr. time (mg/g/t.). lltforbrugshastigheden, R, i mg/l/t. kan beregnes eller
interpoleres fra den linezre del af den registrerede kurve over iltfald i henhold til ligning 1:

R=(Q, - QZ)/At x 60 1)

hvor:

Q, er iltkoncentrationen i begyndelsen af den udvalgte del af den linezre fase (mg/l)
Q, er iltkoncentrationen i slutningen af den udvalgte del af den lineare fase (mg/l)

A, er tidsrummet mellem disse to mélinger (min).

47. Den specifikke respirationshastighed (R) udtrykkes som den mengde ilt, der forbruges pr. gram slam (tervagt)
pr. time (mg/g/t.) i henhold til ligning 2:

hvor SS er koncentrationen af opslemmede faststoffer i testblandingen (g/l).
48. De forskellige indekser for R, der kan kombineres, er:

S specifik hastighed

T samlet respirationshastighed

N hastighed som felge af respiration ved nitrifikation
H hastighed som felge af heterotrof respiration

A hastighed som felge af abiotiske processer

B hastighed baseret péd blindprever (gennemsnit)

Beregning af iltoptagelseshastigheden som felge af nitrifikation

49. Forholdet mellem samlet respiration (R,), respiration ved nitrifikation (Ry) og heterotrof respiration (R,) er givet
ved ligning 3:
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hvor:

Ry er iltoptagelsen som folge af nitrifikation (mg/l/t.)
R, er den malte hastighed for blindkontrollens iltoptagelse uden ATU (F,) (mg/l/t.)

R, er den malte hastighed for blindkontrollens iltoptagelse med ATU (F,) (mg/l/t.).

50. Dette forhold galder for blindvardier (R, Ry Ryy), abiotiske kontroller (Ry,, Ry, Ry, og prever med
testkemikalier Ry, Ry, Ry (mg[gft.). Den specifikke respirationshastighed beregnes pa grundlag af:

51. Hvis Ry er uden betydning (f.eks. < 5 % af R, i blindkontroller) i en indledende test, md det antages, at den
heterotrofe iltoptagelse er lig med den samlede optagelse, og at der ikke forekommer nitrifikation. En alternativ
kilde til aktiveret slam ville vaere nedvendig, hvis testene skulle anvendes til at vurdere virkningerne pa
heterotrofe og nitrificerende mikroorganismer. Der udferes en endelig test, hvis der konstateres hammede
iltoptagelseshastigheder med forskellige testkemikaliekoncentrationer.

Beregning af hzmningen i procent

52. Hemningen i procent, I, af det samlede iltforbrug ved hver koncentration af testkemikaliet er givet ved ligning

I =[1- Ry~ Rp)Reg] x 100 %  7)

53. Tilsvarende er hemningen i procent af den heterotrofe iltoptagelse, I;, ved hver koncentration af testkemikaliet
givet ved ligning 8:

Iy = [1 - Ry — Ry)Rygl X 100 %  8)

54. Endelig er heemningen i procent af iltoptagelsen som felge af nitrifikation, IN, ved hver koncentration givet ved
ligning 9:

Iy = [1 - Ry — Ry)/Rpy — Ryp)] x 100 % 9)

55. Hemningen 1 procent af iltoptagelsen afbildes mod logaritmen for testkemikaliekoncentrationen
(heemningskurve, se figur 3 i tilleg 4). Hemningskurver afbildes for hver beluftningsperiode pé tre timer eller
yderligere efter 30 min. Den testkemikaliekoncentration, der hammer iltoptagelsen med 50 % (EC,,), skal
beregnes eller interpoleres pd grundlag af kurven. Hvis der foreligger passende data, kan man beregne eller
interpolere 95 % konfidensgranser for EC,,, kurvens haldning og veerdier, som er egnede til at markere
begyndelsen af hemningsintervallet (f.eks. EC,, eller EC,,) og slutningen af heemningsintervallet (f.eks. EC,, eller
EC,,).

56. Det skal bemarkes, at det i lyset af den variabilitet, der ofte konstateres i resultaterne, i mange tilfeelde kan vare
vanskeligt ogsd at udtrykke resultaterne i storrelsesorden, f.eks.:

EC,, <1mgl
EC,, 1 mg/ltil 10 mg/l
EC,, 10 mg/l til 100 mg/l

EC,, > 100 mg/l
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Fortolkning af resultaterne

EC,

57. EC,vardier, herunder deres ovre og nedre 95 % konfidensgranser for parameteren, beregnes med passende
statistiske metoder (f.eks. probabilistisk analyse, logistisk funktion eller Weibull-funktion, Trimmed Spearman-
Karber-metoden eller simpel interpolation (11)). En EC -verdi opnds ved at indsatte en veardi, der svarer til x %
af kontrolgennemsnittet, i den fundne ligning. For at beregne EC,, eller enhver anden EC -vardi skal
middelveardierne for hver behandling (x) underkastes regressionsanalyse.

Beregning af NOEC

58. Hvis NOEC skal bestemmes ved statistisk analyse, er det nedvendigt med statistikker pr. beholder (individuelle
beholdere anses for replikater). Passende statistiske metoder anvendes i overensstemmelse med OECD Document
on the Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application (11).
Generelt underseges negative virkninger af testkemikaliet sammenlignet med kontrollerne ved hjlp af en
ensidet (mindre) hypotesetest ved p < 0,05.

Testrapport

59. Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Testkemikalie
— generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, renhed

— testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber (f.eks. log K ., vandopleselighed, damptryk, Henrys konstant (H)

og eventuelt oplysninger om testkemikaliets skabne, f.eks. adsorption til aktiveret slam)
Testsystem

— kilde, driftsforhold i spildevandsrensningsanleegget og indlgbet hertil, koncentration, forbehandling og
vedligeholdelse af det aktiverede slam

Testbetingelser

— testtemperatur, pH under testen og eksponeringsfasens/-fasernes varighed
Resultater

— kontrollernes specifikke iltforbrug (mg O2/(g slam x t.)

— alle malte data, hemningskurve(r) og metode til beregning af EC50

— EC50 og om muligt 95 % konfidensgranser, eventuelt EC20, EC80; eventuelt NOEC og anvendt statistisk
metode, hvis EC50 ikke kan bestemmes

— resultater for samlet haemning og, hvis det er relevant, for heterotrof haemning og hemning ved nitrifikation
— abiotisk iltoptagelse i eventuel fysisk-kemisk kontrol
— referencekemikaliets navn og resultater med dette kemikalie

— alle observationer og afgivelser fra standardproceduren, som kan have haft indflydelse pé resultatet.
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Tilleg 1

Definitioner

I denne testmetode anvendes folgende definitioner:
Kemikalie betyder et stof eller en blanding.

ECx (effektkoncentration for x % virkning) er den koncentration, der har en virkning pd x % pé testorganismer
inden for en angiven eksponeringsperiode sammenlignet med en kontrol. ECy, er fieks. en koncentration, der
skennes at have en virkning pd testen endepunkt hos 50 % af en eksponeret population i en defineret
eksponeringsperiode.

NOEC (nuleffektkoncentration, No Observed Effect Concentration) er den testkemikaliekoncentration, hvor der
ikke observeres nogen virkning. I denne test har NOEC ingen statistisk signifikant virkning (p < 0,05) inden for en
given eksponeringsperiode sammenlignet med kontrollen.

Testkemikalie betyder et stof eller en blanding, som testes ved hjalp af denne testmetode.
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Fig. 1: Eksempel pd méleenhed
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Tilleg 3
Fig. 2: Eksempel pd mileenhed med en BOD-kolbe
3
"
\ 2

Il

i
TF
v

Signaturforklaring

1 Testbeholder
2 iltelektrode

3 instrument til iltmdling



L 54/52 Den Europziske Unions Tidende 1.3.2016

Tilleg 4

Fig. 3: Eksempler pd haemningskurver
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5) Kapitel C.26 affattes saledes:

»C.26 LEMNA SP. VEKSTHAMNINGSTEST

INDLEDNING

1.  Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 221 (2006). Den anvendes til at vurdere kemikaliers
toksicitet for akvatiske ferskvandsplanter af sleegten Lemna (andemad). Den er baseret pa eksisterende metoder
(1)(2)(3)(4)(5)(6), men der er foretaget andringer, som afspejler den senere tids forskning og dreftelser
vedrerende en rakke vigtige punkter. Testmetoden er blevet valideret ved en international ringtest (7).
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2. I denne testmetode beskrives toksicitetstestning med Lemna gibba og Lemna minor, der begge har veeret
genstand for omfattende undersegelser og er omhandlet i ovennavnte standarder. Taksonomien for Lemna spp.
er vanskelig, idet den kompliceres af, at der findes en bred vifte af feenotyper. Genetisk variation i Lemnas
respons pa giftstoffer kan forekomme, men de aktuelt foreliggende oplysninger om denne kilde til variation er
utilstreekkelige som grundlag for at anbefale en bestemt klon til brug i n®rvarende testmetode. Det skal
bemerkes, at testen ikke udferes axenisk, men nogle af testprocessens trin er foranstaltninger, der skal holde
kontamineringen med andre organismer nede pd et minimum.

3. Der gives en narmere beskrivelse af testning med udskiftning af testoplesningen (semistatisk test og
gennemstremningstest) og uden udskiftning (statisk). Afhangigt af malsaetningen for testen og myndighedernes
krav anbefales det at overveje brug af den semistatiske metode og gennemstremningsmetoden f.eks. til
kemikalier, der hurtigt forlader oplesningen ved fordampning, fotonedbrydning, udfeldning eller
bionedbrydning. Neermere anvisninger er givet i (8).

4. De anvendte definitioner er anfort i tilleg 1.

PRINCIP FOR TESTEN

5. Eksponentielt voksende plantekulturer af slegten Lemna dyrkes som monokultur ved forskellige
koncentrationer af testkemikaliet i syv dage. Testens formdl er at kvantificere kemikalierelaterede virkninger pa
den vegetative vackst i dette tidsrum, baseret pd vurdering af udvalgte malevariable. Bladantallet er den primare
mélevariabel. Der males desuden mindst en anden mélevariabel (totalt bladareal, torvagt eller frisk veaegt), da
nogle kemikalier kan pavirke andre malevariable langt mere end bladantallet. De kemikalierelaterede virkninger
kvantificeres ved, at vaksten i testoplesningerne sammenholdes med vaksten i kontrollerne, hvorudfra man
bestemmer den koncentration, som frembringer en bestemt haemning pd x % (f.eks. 50 %) af vaksthastigheden,
og som betegnes EC_ (f.eks. EC,,).

6. Testens endepunkt er hemning af vaksten, der er udtrykt som den logaritmiske stigning i mélevariablen (den
gennemsnitlige specifikke vaksthastighed) i eksponeringsperioden. Ud fra de gennemsnitlige specifikke
vacksthastigheder, der er registreret i en rakke testoplesninger, bestemmes den koncentration, der frembringer
en bestemt haemning pa x % (f.eks. 50 %) af vaksthastigheden, og denne betegnes E C, (f.eks. E.C,).

7. 1 denne metode anvendes udbytte som en supplerende responsvariabel, der kan veere nedvendig for at
efterkomme myndighedsbestemmelser i visse lande. Udbyttet defineres som vardien af maélevariablene ved
eksponeringsperiodens slutning minus verdien af variablene ved eksponeringsperiodens start. Ud fra det
udbytte, der er registreret i en rakke testoplesninger, bestemmes den koncentration, der frembringer en bestemt
hamning pa x % (f.eks. 50 %) af udbyttet, og denne betegnes E C, (f.eks. E Cj).

8. Derudover kan den laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) og nuleffektkoncentrationen (NOEC)
bestemmes statistisk.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

9. Der skal foreligge en tilstreekkeligt folsom analysemetode til kvantitativ bestemmelse af kemikaliet i
testsubstratet.

10. Af oplysninger om testkemikaliet, der kan vare nyttige ved fastswttelse af testbetingelserne, kan navnes

strukturformel, renhed, vandopleselighed, stabilitet i vand, lysstabilitet, pK, K, damptryk og bionedbry-
delighed. Vandopleseligheden og damptrykket kan bruges til at beregne Henrys konstant, som angiver, om der
kan forventes veasentligt tab af testkemikalie i lobet af testperioden. Derved fis en indikation af, om der skal
treeffes sarlige skridt til at kontrollere sidanne tab. Er oplysningerne om testkemikaliets opleselighed og
stabilitet usikre, anbefales det at vurdere disse under testbetingelserne, dvs. med samme nzringssubstrat,

temperatur og belysning som i testen.
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11. Nar regulering af testsubstratets pH er sarlig vigtig, f.eks. ved testning af metaller eller hydrolytisk ustabile
kemikalier, anbefales det at tilsette en buffer til naringssubstratet (se punkt 21). I (8) findes der yderligere
vejledning i testning af kemikalier, hvis fysisk-kemisk egenskaber vanskeligger testning.

TESTENS VALIDITET

12. For at testen er valid, skal fordoblingstiden for bladantallet i kontrollen vere mindre end 2,5 dage (60 t.),
tilneermelsesvis svarende til en syvdobling pd syv dage eller en gennemsnitlig specifik vaksthastighed pa
0,275 d-'. Med de testsubstrater og testbetingelser, der er beskrevet i denne testmetode, kan dette kriterium
opfyldes ved at gennemfore testen under statiske betingelser (5). Kriteriet forventes desuden at kunne opfyldes
under semistatiske forhold og med gennemstremning. Beregningen af fordoblingstiden er vist i punkt 49.

REFERENCEKEMIKALIE

13. Til kontrol af testmetoden kan der testes et eller flere referencekemikalier, f.eks. 3,5-dichlorphenol, som er
anvendt i den internationale ringtest (7). Det tilrddes, at testning af et referencekemikalie finder sted mindst to
gange drligt eller, hvis testningsfrekvensen er lavere, sidelobende med toksicitetsbestemmelsen af et
testkemikalie.

BESKRIVELSE AF METODEN
Apparatur

14. Alt udstyr, der kommer i bergring med testsubstraterne, skal vere udfert helt i glas eller et andet kemisk
inaktivt materiale. Glasapparatur, der anvendes til dyrkning og testning, skal vere renset for kemiske
kontaminanter, der kan udvaskes i testsubstratet, og skal vare sterilt. Testbeholderne skal vere tilstrakkeligt
vide til, at blade fra forskellige kolonier i kontrolbeholderne kan vokse uden at overlappe hinanden ved testens
slutning. Redderne ma gerne rere bunden af testbeholderen, men en mindste dybde pd 20 mm og et mindste
rumfang pd 100 ml i hver testbeholder tilrddes. Valget af testbeholder er ikke afgerende, ndr blot disse krav er
opfyldt. Baegerglas, krystallisationsskéle eller petriskale af glas med passende mal har alle vist sig velegnede.
Testbeholderne skal have 1dg, der nedsatter fordampning og utilsigtet kontaminering til et minimum og
samtidig tillader det nedvendige luftskifte. Testbeholderne, og isar disses 1dg, ma ikke skygge eller @ndre lysets
spektrale sammenszatning.

15. Kulturerne og testbeholderne ma ikke opbevares sammen. Dette opnds bedst ved, at vakstkamre, inkubatorer
eller lokaler er separate. Belysning og temperatur skal kunne reguleres og holdes pé et konstant niveau (se
punkt 35-36).

Testorganisme

16. Som testorganisme anvendes i denne test enten Lemna gibba eller Lemna minor. Tilleg 2 indeholder en kort
beskrivelse af de arter af andemad, der er blevet anvendt til toksicitetstestning. Plantemateriale kan fds fra en
kultursamling, fra et andet laboratorium eller i felten. Er planterne indsamlet i felten, skal de opbevares i mindst
otte uger i kultur i samme substrat, som benyttes til testningen, for de anvendes. Indsamlingssteder for
startkulturer i felten skal vere fri for dbenlyse forureningskilder. Hvis de leveres fra et andet laboratorium eller
en kultursamling, skal de opbevares pé tilsvarende made i mindst tre uger. Kilden til plantematerialet og den
testede art og klon (hvis denne kendes) skal altid rapporteres.

17. Der skal anvendes monokulturer, som er fri for synlig kontaminering med andre organismer sdsom alger og
protozoer. Sunde planter af L. minor bestdr af kolonier pd mellem to og fem blade, mens sunde kolonier af L.
gibba kan bestd af op til syv blade.

18. De testede planters kvalitet og ensartethed har stor indflydelse pa testresultatet, hvorfor de ber udvalges ngje.
Der skal anvendes unge, hurtigtvoksende planter uden synlige forandringer eller misfarvning (chlorose). Kulturer
af god kvalitet er kendetegnet ved en hej andel af kolonier med mindst to blade. Et stort antal enkeltblade er
tegn pd miljebelastning som f.eks. begranset adgang til neringsstoffer, og plantemateriale fra sddanne kulturer
ber ikke anvendes til testning.
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Dyrkning

19. For at undgd at skulle vedligeholde kulturerne sd ofte (f.eks. nir Lemna-test ikke pétenkes anvendt i en
periode), kan kulturerne opbevares ved reduceret belysning og temperatur (4-10 °C). En narmere beskrivelse af
dyrkningen er givet i tilleg 3. Hvis der er tydelige tegn pa kontaminering med alger eller andre organismer, kan
det vaere nedvendigt at udtage en delprove af Lemna-blade, som overfladesteriliseres og derefter overfores til
frisk substrat (se tilleeg 3). I s fald kasseres resten af den kontaminerede kultur.

20. Mindst syv dage for testning overfores et tilstraekkeligt antal kolonier aseptisk til frisk, sterilt substrat og dyrkes i
7-10 dage under testbetingelserne.

Testsubstrat

21. Der anbefales forskellige substrater til Lemna minor og Lemna gibba som beskrevet nedenfor. Det ma neje
overvejes, om der skal anvendes pH-buffer i testsubstratet (MOPS (4-morpholinpropansulfonsyre, CAS-Nr.:
1132-61-2) i L. minor-substrat og NaHCO3 i L. gibba-substrat), hvis det mistankes for at kunne reagere med
testkemikaliet og pavirke tegnene pd dets toksicitet. Steinberg-substrat (9) er ligeledes acceptabelt, ndr blot
validitetskriterierne er opfyldt.

22. Til dyrkning af og testning med L. minor anbefales en modificeret version af Lemna-naringssubstratet efter
svensk standard (SIS). Sammensatningen af dette substrat er givet i tilleg 4.

23. Til dyrkning af og testning med L. gibba anbefales naringssubstratet 20X-AAP, som er beskrevet i tilleg 4.

24. Steinberg-substratet, som beskrives i tilleg 4, er ogsd velegnet til L. minor og kan desuden bruges til L. gibba,
ndr blot validitetskriterierne er opfyldt.

Testoplesninger

25. Testoplosninger fremstilles sadvanligvis ved fortynding af en stamoplesning. Stamoplesningerne af
testkemikaliet fremstilles normalt ved oplesning af kemikaliet i naeringssubstrat.

26. Den hgjeste testede koncentration af testkemikaliet skal sadvanligvis ikke vere storre end kemikaliets
vandopleselighed under testbetingelserne. Det skal dog bemrkes, at Lemna spp. flyder ovenpd og kan blive
eksponeret for kemikalier, som samler sig i grensefladen mellem vand og luft (f.eks. kemikalier, der er
tungtopleselige i vand, hydrofobe eller overfladeaktive). Under sddanne omstaendigheder vil eksponeringen
skyldes andet materiale end det opleste materiale, og alt efter testkemikaliets egenskaber kan testkoncentra-
tionerne vare storre end opleseligheden i vand. For testkemikalier med lav vandopleselighed kan det veare
nedvendigt at fremstille en koncentreret stamoplesning eller -dispersion af kemikaliet ved hjalp af et organisk
oplesnings- eller dispergeringsmiddel for at lette tilsaetning af nejagtige maengder testkemikalie til testsubstratet
og medvirke til, at det dispergeres eller opleses. Brug af sddanne midler ber pd enhver méade soges undgaet.
Brug af siddanne hjelpeoplosnings- og dispergeringsmidler méd ikke medfore fytotoksisk virkning. Som
eksempler pd almindeligt anvendte oplesningsmidler, der er uden fytotoksisk virkning i koncentrationer pa op
til 100 pl/l, kan nzvnes acetone og dimethylformamid. Hvis der anvendes et oplesnings- eller disperge-
ringsmiddel, skal dets slutkoncentration rapporteres og holdes sd lav som mulig (< 100 pl/l), og der skal vare
samme koncentration af oplesnings- eller dispergeringsmiddel i alle behandlings- og kontrolgrupper. Neermere
anvisninger kan findes i (8).

Test- og kontrolgrupper

27. Det vil lette valget af passende testkemikaliekoncentrationer, hvis man pa forhdnd kender til teststoffets
toksicitet for Lemna, f.eks. fra en test til bestemmelse af dosisinterval. I den endelige toksicitetstest skal der
normalt vere mindst fem teststofkoncentrationer, der danner en geometrisk rakke. Kvotienten mellem
testkoncentrationerne skal helst ikke vaere over 3,2, men kan dog veare storre, nir koncentrationsresponskurven
er flad. Anvendes farre end fem koncentrationer, skal dette begrundes. Der skal anvendes mindst tre replikater
for hver testkoncentration.
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28. Ved fastsettelse af omrddet for testkoncentrationerne (i det indledende forseg ogfeller i den endelige
toksicitetstest) skal folgende tages i betragtning:

— En EC_-vaerdi skal ligge i det omréde, testkoncentrationerne dakker, for at den kan bestemmes med et
tilstraekkeligt konfidensniveau. Ved beregning af en EC,,-veerdi skal den hejeste testkoncentration saledes
vare storre end EC,-vardien. Ligger EC,-vardien uden for testkoncentrationernes omrdde, bliver de
tilherende konfidensintervaller store, s det kan blive umuligt at foretage en pélidelig vurdering af modellens
statistiske fit.

— Hvis mélet er at bestemme en LOEC-/NOEC-vaerdi, skal den laveste testkoncentration vare sé lav, at vaeksten
ikke er vasentligt lavere end i kontrollen. Desuden skal den hgjeste testkoncentration vere sd hgj, at
vaksten er vesentligt mindre end i kontrollen. Er det ikke tilfaeldet, ma testen gentages med et andet
koncentrationsomrade (medmindre den hgjeste koncentration svarer til opleselighedsgransen eller til den
maksimalt kraevede graensekoncentration, f.eks. 100 mg/l).

29. Hver test skal omfatte kontroller med samme neringssubstrat, ssamme antal blade og kolonier og samme
miljgbetingelser og procedurer som testbeholderne, men uden testkemikalie. Hvis der anvendes et oplesnings-
eller dispergeringsmiddel, skal der indgd en ekstra kontrolbehandling med samme koncentration af oplesnings-|
dispergeringsmiddel som i testbeholderne med testkemikalie. Antallet af kontrolreplikater (og, i givet fald,
prover med oplesningsmiddel) skal mindst vere lig antallet af beholdere for hver testkoncentration, og ideelt
dobbelt sd stort.

30. Hvis der ikke kraves bestemmelse af NOEC, kan testens design endres, si der er flere forskellige
koncentrationer og ferre replikater for hver koncentration. Der skal dog vare mindst tre replikater af
kontrollerne.

Eksponering

31. Kolonier bestdende af 2 til 4 synlige blade overfores fra podekulturen i vilkarlig rakkefelge til testbeholderne
under aseptiske betingelser. Hver testbeholder skal indeholde i alt 9 til 12 blade. Der skal vare samme antal
blade og kolonier i hver testbeholder. Erfaringerne med brugen af metoden og oplysninger fra ringtest har vist,
at tre replikater pr. behandling med 9 til 12 blade som startvaerdi i hver replikat er tilstrackkeligt til at pavise
vakstforskelle mellem behandlingerne svarende til en hamning pé 4 til 7 %, beregnet som vaksthastighed (10
til 15 %, beregnet som udbytte) (7).

32. Testbeholdernes placering i inkubatoren skal vare randomiseret for at minimere indflydelsen af rumlige
forskelle i lysintensitet eller temperatur. Desuden skal testen enten have blokdesign, eller ogsd skal
testbeholderne omplaceres vilkdrligt ved hver observation (eller hyppigere).

33. Huvis en indledende stabilitetstest viser, at testkemikalickoncentrationen ikke kan opretholdes (dvs. den madlte
koncentration kommer ned under 80 % af den malte startkoncentration) gennem hele testperioden (syv dage),
anbefales et semistatisk testregime. Dette gennemfores ved, at kolonierne eksponeres for friskfremstillede test-
og kontroloplesninger mindst to gange i lobet af testen (f.eks. pd dag 3 og 5). Hyppigheden af eksponeringen
for frisk substrat athanger af testkemikaliets stabilitet. Meget ustabile eller flygtige kemikalier kan kreaeve
hyppigere eksponering, for at koncentrationerne kan holdes tilnermelsesvis konstante. I visse tilfeelde kan det
vaere nedvendigt at bruge en gennemstremningsmetode (8)(10).

34. Eksponeringsscenariet ved pafering pd bladene (spray) er ikke omhandlet i denne metode. Der henvises i stedet
il (11).

Inkuberingsbetingelser

35. Belysningen skal vere konstant og komme fra lysstofrer med »warme eller »cool white« lys med en styrke, der
valges i omradet 85-135 pE - m2 - s~ !, mélt i det fotosyntetisk aktive spektrum (400-700 nm) i punkter med
samme afstand fra lyskilden som bladene af Lemna (svarende til 6 500-10 000 lux). Lysstyrken over
testomrddet md ikke afvige mere end £ 15 % fra den valgte lysstyrke. Den anvendte metode til lysdetektion og
-méling, specielt den anvendte type sensor, vil pavirke malevardien. Sfaeriske sensorer (som reagerer pé lys fra
alle vinkler over og under maleplanet) og cosinus-sensorer (som reagerer pd lys fra alle vinkler over maleplanet)
mé foretraekkes frem for retningsbestemte sensorer og vil give hgjere aflesninger fra en lyskilde bestdende af
mange punkter som den her beskrevne.
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36. Temperaturen i testbeholderne skal vaere 24 °C + 2 °C. Kontrolsubstratets pH ma hgjst stige med 1,5 enhed
under testen. Dog vil en afvigelse pd mere end 1,5 enhed ikke gore testen ugyldig, hvis det kan dokumenteres,
at validitetskriterierne er opfyldt. I serlige tilfelde, f.eks. testning af ustabile kemikalier eller metaller, md der
udvises ekstra opmarksomhed over for pH-afvigelse. Naermere vejledning er givet i (8).

Varighed

37. Testen afsluttes syv dage efter, at planterne er overfort til testbeholderne.

Milinger og analytiske bestemmelser

38. Ved testens begyndelse telles og registreres antallet af blade i testbeholderne, idet der sorges for, at fremstdende,
klart synlige blade medtages. Antal blade med normalt og unormalt udseende bestemmes ved testens
begyndelse, mindst hvert tredje degn i lebet af eksponeringsperioden (dvs. mindst to gange i lebet af
testperioden pd syv dage) samt ved testens slutning. Zndringer i planternes udvikling, f.eks. i bladsterrelse,
udseende, tegn pd nekrose, chlorose eller opsvulmethed, opbrydning af kolonierne eller tab af disses flydeevne,
samt i reddernes lengde og udseende skal registreres. Swrlige kendetegn ved testsubstratet (f.cks. uoplest
materiale i testbeholderen eller algevakst pd denne) skal ligeledes registreres.

39. Foruden at bladantallet registreres under testen, vurderes testkemikaliets virkninger pa en (eller flere) af folgende
madlevariable:

i) totalt bladareal
ii) torvaegt
iii) frisk veegt.

40. Bestemmelse af det totale bladareal har den fordel, at det kan bestemmes for hver testbeholder og
kontrolbeholder bade ved testens start, under testen og ved dens slutning. Den torre og friske vagt bestemmes
ved testens start pa en prove af podekulturen, der er reprasentativ for den, der anvendes til at igangsette testen,
samt ved testens slutning med plantemateriale fra hver test- og kontrolbeholder. Hvis der ikke males bladareal,
er torvagt at foretraekke frem for frisk vaegt.

41. Bestemmelse af totalt bladareal, torvaegt og frisk veegt kan foretages siledes:

i) Totalt bladareal: Det totale bladareal af alle kolonier kan bestemmes ved billedanalyse: Der kan afbildes en
silhuet af testbeholder og planter med et videokamera (idet beholderen anbringes pa en lyskasse), og det
resulterende billede digitaliseres. Derefter kan det totale bladareal i testbeholderen bestemmes ved
kalibrering med flade former med kendt areal. Det skal sikres, at interferens udelukkes fra testbeholderens
rand. En alternativ, men mere omstendelig metode er at fotokopiere testbeholdere og planter, klippe den
resulterende silhuet af kolonierne ud og bestemme arealet med en bladareal-analysator eller ved hjlp af
millimeterpapir. Ogsé andre teknikker kan anvendes (f.cks. vejning af papiret svarende til silhuetten og
sammenholdelse med et enhedsareal).

ii) Tervegt: Alle kolonier indsamles fra hver testbeholder og skylles med destilleret eller deioniseret vand. De
duppes fri for overskydende vand og terres derefter ved 60 °C, til vagten er konstant. Eventuelle
rodstumper skal medtages. Torvagten skal angives med en ngjagtighed p& mindst 0,1 mg.

iii) Frisk veegt: Alle kolonier overfores til pa forhind vejede ror af polystyren (eller andet inert materiale), hvis
afrundede bund er forsynet med et lille hul (1 mm). Rerene centrifugeres derefter ved 3 000 omdr./min. i
10 minutter ved stuetemperatur. Rerene, der indeholder de nu terrede kolonier, vejes igen, og den friske
vaegt beregnes ved fratrekning af vagten af de tomme ror.

Hyppighed af malinger og analytiske bestemmelser

42. Hvis testen udferes statisk, skal pH for hver behandling males ved testens start og slutning. Udferes testen
semistatisk, foretages pH-maéling pd hver portion »frisk« testoplesning fer hver udskiftning foruden pa de
tilsvarende »brugte« oplgsninger.
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43. Lysintensiteten skal méles i vaekstkammeret, inkubatoren eller lokalet i punkter med samme afstand til lyskilden
som Lemna-bladene. Malingerne foretages mindst en gang i lobet af testen. Mindst en gang dagligt males
temperaturen af substratet i en surrogatbeholder, der opbevares ved samme betingelser i vakstkammeret,
inkubatoren eller lokalet.

44. Under testen bestemmes testkemikaliekoncentrationerne med passende intervaller. Mindstekravet i statistiske test
er bestemmelse af koncentrationerne ved testens start og slutning.

45. 1 semistatiske test, hvor testkemikalickoncentrationen ikke forventes at forblive inden for + 20 % af den
nominelle koncentration, er det nedvendigt at analysere alle friskfremstillede testoplesninger, og de samme
oplesninger analyseres ved hver udskiftning (se punkt 33). For de test, hvor den maélte startkoncentration af
testkemikaliet ikke ligger inden for + 20 % af den nominelle veerdi, men hvor der kan fremlaegges tilstraekkelig
dokumentation for, at startkoncentrationerne er repeterbare og stabile (dvs. inden for omrddet 80-120 % af
startkoncentrationen), kan det godtages, at der kun foretages kemisk bestemmelse af den hgjeste og laveste
testkoncentration. [ alle tilfelde behever testkemikaliekoncentrationen for udskiftning kun bestemmes pa en
testbeholderreplikat ved hver testkoncentration (eller pd indholdet af de poolede beholdere for hver replikat).

46. For gennemstromningstest vil det veere hensigtsmassigt med en preovetagningsplan svarende til den, der er
beskrevet for semistatiske test, herunder analyse ved testens start, undervejs og ved testens slutning, men maling
af »brugte testoplosning er ikke hensigtsmaessig i dette tilfeelde. I sddanne test skal flowhastigheden af
fortyndingsmiddel og testkemikalie eller testkemikaliestamoplasning kontrolleres dagligt.

47. Hvis det kan konstateres, at testkemikaliekoncentrationen har veeret holdt tilfredsstillende inden for + 20 % af
den nominelle eller mélte startkoncentration under hele testen, kan analysen af resultaterne baseres pa
nominelle eller malte startvaerdier. Er afvigelsen fra den nominelle eller maélte startkoncentration sterre end
+ 20 %, skal analysen af resultaterne baseres pd den geometriske middelkoncentration under eksponeringen
eller pd modeller, der beskriver faldet i testkemikaliekoncentrationen (8).

Gransetest

48. Under visse omstaendigheder, f.eks. ndr en indledende test viser, at testkemikaliet er uden toksiske virkninger i
koncentrationer pa op til 100 mg/l, dog ikke over stoffets opleselighed i testsubstratet, kan der udferes en
grensetest, hvor reaktionen i en kontrolgruppe sammenholdes med reaktionen i en behandlingsgruppe
(100 mg/l eller en koncentration lig med opleselighedsgransen). Det anbefales kraftigt, at dette understottes ved
analyse af eksponeringskoncentrationen. Alle de beskrevne testbetingelser og validitetskriterier finder anvendelse
pd en grensetest, bortset fra at antallet af behandlingsreplikater skal fordobles. Vaksten i kontrol- og
behandlingsgruppen kan analyseres med en statistisk test til sammenligning af middelverdier, f.eks. Students t-
test.

DATA OG RAPPORTERING

Fordoblingstid

49. Til bestemmelse af fordoblingstiden (T,) for bladantallet og forsegets overensstemmelse med dette validitetskriterium
(punkt 12) anvendes folgende formel pa de data, der er indsamlet for kontrolbeholderne:

T,=1n2/pn

hvor 1t er den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed, der bestemmes som beskrevet i punkt 54-55.
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Responsvariable

50. Testens formdl er at bestemme testkemikaliets virkninger pd den vegetative vakst af Lemna. I narvarende
testmetode beskrives to responsvariable, da praferencer og myndighedskrav er forskellige i forskellige lande. For
at testresultaterne skal kunne godtages i alle lande, skal virkningerne vurderes ved hjelp af begge de nedenfor
beskrevne responsvariable a) og b).

a) Gennemsnitlig specifik veeksthastighed: Denne responsvariabel beregnes pé grundlag af den logaritmiske &ndring
i bladantallet samt den logaritmiske @ndring i en anden maleparameter (totalt bladareal, torvaegt eller frisk
vaegt) med tiden (udtrykt pr. dag) i kontrollerne og i hver behandlingsgruppe. Den kaldes undertiden relativ
vaksthastighed (12).

b) Udbytte: Denne responsvariabel beregnes pd grundlag af @ndringen i bladantallet og desuden @ndringen i en
anden méleparameter (totalt bladareal, tarveegt eller frisk vaegt) i kontrollerne og i hver behandlingsgruppe
indtil testens slutning.

51. Det skal bemarkes, at toksicitetsverdier beregnet ved hjalp af disse to responsvariable ikke er sammenlignelige,
og at forskellen mellem dem ma haves for gje ved anvendelse af testens resultater. EC -vardier baseret pd
gennemsnitlig specifik vaksthastighed (E.C)) vil sadvanligvis vare hgjere end resultater baseret pa udbytte
(E,C), ndr testbetingelserne i denne metode er overholdt, hvilket folger af det matematiske grundlag for de to
beregningsmdder. Dette md ikke opfattes som en forskel i felsomhed mellem de to responsvariable, men kun, at
der er tale om to matematisk forskellige storrelser. Begrebet gennemsnitlig specifik vaksthastighed bygger pa
det generelle eksponentielle vaekstmeonster for andemad i ikke-begransede kulturer, idet toksiciteten vurderes pa
grundlag af virkningerne pd veksthastigheden og ikke afhaenger af den absolutte storrelse af den specifikke
vacksthastighed af kontrollen, koncentrationsresponskurvens haldning eller testens varighed. Resultater, der er
baseret pd responsvariablen for udbytte, athenger derimod af alle disse @vrige variable. E ,C, afh@nger af den
specifikke vaksthastighed af de arter af andemad, der anvendes i hver test, og af den maksimale specifikke
vaeksthastighed, som kan variere mellem de forskellige arter og endda kloner. Denne responsvariabel ber ikke
anvendes til at sammenligne felsomheden over for giftstoffer mellem forskellige arter af andemad, endsige
forskellige kloner. Skent det videnskabeligt foretrukne grundlag til vurdering af toksicitet er den gennemsnitlige
specifikke vaksthastighed, indeholder naervarende testmetode toksicitetsvurderinger baseret pa udbytte for at
imedekomme de aktuelle myndighedskrav i visse lande.

52. Beregningen af toksicitet skal baseres pd bladantal og mindst en anden mélevariabel (totalt bladareal, torvagt
eller frisk vaegt), da visse kemikalier kan pavirke andre malevariable langt mere end bladantallet. Denne virkning
ville ikke blive opdaget ved beregning af bladantallet alene.

53. Bladantallet og eventuelle andre registrerede malevariable, dvs. totalt bladareal, torvaegt eller frisk vaegt, samles i
en tabel sammen med testkemikaliekoncentrationerne for hvert mélepunkt. Den efterfolgende dataanalyse, f.eks.
beregning af estimater for LOEC, NOEC eller EC,, skal baseres pa vardierne for de enkelte replikater og ikke
beregnede gennemsnit for hver behandlingsgruppe.

Gennemsnitlig specifik vaeksthastighed

54. Den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed for en given periode beregnes som den logaritmiske stigning i
vackstvariablene — bladantal og en anden madlevariabel (totalt bladareal, torvaegt eller frisk veegt) — ved hjalp
af nedenstdende udtryk for hver replikat af kontrol og behandlingsprave:

In (N)) - In (N,)
Bo ="

hvor:

— 1, er den gennemsnitlige specifikke vaeksthastighed i tidsrummet fra i til j

— N, er vardien af milevariablen i test- eller kontrolbeholderen til tiden i



L 54/60 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

— N, er vaerdien af malevariablen i test- eller kontrolbeholderen til tiden j

— t er tidsrummet fra i til j.

For hver behandlings- og kontrolgruppe beregnes en gennemsnitlig veksthastighed samt estimater for
variansen.

55. Den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed skal beregnes for hele testperioden (tiden »i« i ovenstdende formel
er testens starttid, og tiden »j« er testens sluttid). For hver testkoncentration og kontrol beregnes en
gennemsnitsvaerdi af den specifikke vaeksthastighed samt estimater for variansen. Derudover foretages en trinvis
beregning af veaksthastigheden for at vurdere testkemikaliets virkninger i eksponeringsperioden (f.eks. ved
betragtning af logaritmisk transformerede vakstkurver). Vasentlige forskelle mellem den trinvist beregnede
vacksthastighed og den gennemsnitlige vaksthastighed tyder pd en afvigelse fra konstant eksponentiel vakst, og
neje granskning af vaekstkurverne er da ngdvendig. I sé fald kan et forsigtigt sken opstilles ved at sammenholde
de specifikke vaksthastigheder fra behandlede kulturer i det tidsrum, hvor hemningen er maksimal, med de
tilsvarende veardier for kontroller i samme tidsrum.

56. Hemningen i procent af vaksthastigheden () kan derefter beregnes for hver testkoncentration
(behandlingsgruppe) ved hjalp af felgende formel:

C-uT
%1,:(”7(?”)“00

hvor:

— % L: er procent heemning af den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed
— P er gennemsnitsveerdien af p i kontrollen

— pp er gennemsnitsveerdien af p i behandlingsgruppen.

Udbytte

57. Virkningerne pd udbyttet bestemmes pd grundlag af to malevariable, bladantallet og en anden mélevariabel
(totalt bladareal, torvagt eller frisk veagt) i hver testbeholder ved testens start og slutning. For tervagt og frisk
vagt bestemmes startbiomassen pd grundlag af en preve af blade, der tages fra samme parti som det, der er
anvendt til at pode testbeholderne (se punkt 20). For hver testkoncentration og kontrol beregnes en
gennemsnitsvardi af udbyttet samt estimater for variansen. Udbyttehamningen i procent (% 1) kan beregnes
for hver behandlingsgruppe som felger:

(bc _ bT)

%, ==

x 100

hvor:

— %1, er udbyttereduktionen i procent
— b, er slutbiomasse minus startbiomasse for kontrolgruppen

— by er slutbiomasse minus startbiomasse for behandlingsgruppen.

Optegning af koncentrationsresponskurver

58. Der afsattes koncentrationsresponskurver over sammenhangen mellem den gennemsnitlige haemningsprocent
for responsvariablene (I, eller I, beregnet som vist i punkt 56 eller punkt 57) og logaritmen for testkemikalie-
koncentrationen.
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Beregning af EC,

59. Estimaterne for EC, (f.eks. EC,,) baseres pd gennemsnitsverdien dels af specifik vaksthastighed (E,C), dels af
udbytte (E,C), der hver iser er baseret pd bladantal og en anden malevariabel (totalt bladareal, torvaegt eller
frisk vaegt). Dette skyldes, at der findes testkemikalier med forskellig virkning pd bladantallet og pé de evrige
malevariable. Som parametre for toksicitet er der derfor fire EC -veerdier for hvert beregnet haemningsniveau x:
EC, (bladantal), E,C, (totalt bladareal, torvaegt eller frisk vagt), E C, (bladantal) og E,C, (totalt bladareal, torvagt
eller frisk vagt).

Statistiske metoder

60. Malet er at formulere den kvantitative koncentrationsresponssammenhang ved hjalp af regressionsanalyse. Der
kan anvendes vagtet linear regression efter forudgdende lineariserende transformation af responsdataene, til f.
eks. probit-, logit- eller Weibull-enheder (13), men det méd foretrakkes at benytte ikke-lineare regressi-
onsmetoder, da de bedre hindterer de uundgéelige uregelmessigheder i data og afvigelser fra jeevne fordelinger.
[ omrédet taet pd enten ingen haemning eller total hemning kan sddanne uregelmaessigheder blive forsterret ved
transformation og derved gribe forstyrrende ind i analysen (13). Det md bemrkes, at standardanalysemetoder,
hvor der bruges probit-, logit- eller Weibull-transformerede variable, er bestemt til brug pd binare data (f.cks.
ded eller overlevelse) og mé modificeres for at kunne benyttes til data for vaeksthastighed eller biomasse. Serlige
metoder til bestemmelse af EC -vaerdier ud fra kontinuerte data findes i henvisning (14),(15) og (16).

61. For hver responsvariabel, der skal analyseres, anvendes sammenhzngen mellem koncentration og respons til at
beregne punktestimater for EC -vaerdier. Nar det er muligt, skal 95 % konfidensgreenser bestemmes for hvert
estimat. Responsdataenes tilpasningsgrad til regressionsmodellen vurderes enten grafisk eller statistisk. Regressi-
onsanalysen skal foretages pd responsvardierne for de enkelte replikater, ikke pd behandlingsgruppegennemsnit.

62. Hvis de tilgaengelige regressionsmodeller eller -metoder er uegnede til dataene, kan estimater og
konfidensgrenser for ECy, desuden fas ved lineaer interpolation med bootstrapping (17).

63. Til beregning af et estimat for LOEC og dermed NOEC md middelvardierne for behandlingerne sammenholdes
ved hjelp af variansanalyse. Gennemsnittet for hver koncentration sammenholdes derefter med gennemsnittet
for kontrollerne ved hjelp af en egnet multisammenlignings- eller trend test-metode. Dunnetts eller Williams’
test kan veere nyttig (18)(19)(20)(21). Det ma vurderes, om variansanalysens forudsetning om variansho-
mogenitet er opfyldt. Denne vurdering kan foretages grafisk eller ved en formel test (22). Hertil kan Levenes
eller Bartletts test anvendes. Manglende opfyldelse af forudsatningen om varianshomogenitet kan undertiden
afhjelpes ved logaritmisk transformation af dataene. Hvis variansen er ekstremt heterogen og ikke kan
korrigeres ved transformation, md analyse med step-down Jonkheere trend test overvejes. Supplerende
vejledning for bestemmelse af NOEC er givet i (16).

64. Den senere tids videnskabelige udvikling har fert til en anbefaling om, at NOEC-begrebet afskaffes og erstattes
med regressionsbaserede punktestimater EC. Der er ikke fastlagt en passende verdi af x til denne Lemna-test. Et
omrade pd 10 til 20 % synes imidlertid at vere passende (athangigt af den valgte responsvariabel), og det ma
foretraekkes at rapportere bade EC,, og EC,,.

Rapportering

65. Testrapporten skal indeholde folgende:
Testkemikalie:
— fysisk tilstand og fysisk-kemiske egenskaber, herunder vandopleselighed

— kemiske identifikationsdata (f.eks. CAS-nr.), herunder renhed (urenheder).
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Testede arter:

— videnskabeligt navn, klon (hvis den kendes) og kilde.

Testbetingelser:

— den anvendte testmetode (statisk, semistatisk eller gennemstremningstest)
— startdato og varighed for testen

— testsubstrat

— beskrivelse af forsegsdesign: testbeholdere og lig, oplesningsvolumener, antal kolonier og blade pr.
testbeholder ved testens start

— testkoncentrationer (nominelle eller malte) og antal replikater for hver koncentration

— metoder til fremstilling af stam- og testoplesninger, herunder eventuelle oplesnings- og dispergeringsmidler
— testtemperatur

— lyskilde, lysintensitet og -homogenitet

— test- og kontrolsubstraternes pH-vaerdi

— testkemikaliekoncentrationer og analysemetoder med fyldestgerende oplysninger om kvalitetsvurdering
(valideringsundersegelser, standardafvigelser eller konfidensgranser for analyserne)

— metoder til bestemmelse af bladantal og andre mélevariable, f.eks. torvaegt, frisk vagt og bladareal
— alle fravigelser af narvaerende testmetode.
Resultater:

— radata: antal blade og andre malevariable i hver test- og kontrolbeholder ved hver observation og hver
analyse

— gennemsnit og standardafvigelse for hver mélevariabel

— vakstkurver for hver koncentration (brug af logaritmisk transformerede malevariable anbefales, se punkt
55)

— fordoblingstid/vaksthastighed i kontrollen, baseret pa bladantal

— beregnede responsvariable for hver behandlingsreplikat, med gennemsnitsvardier og variationskoefficient for
replikaterne

— grafisk fremstilling af sammenhangen mellem koncentration og virkning

— estimater for toksicitetsendepunkter for responsvariablene, f.eks. EC;,, EC,,, EC,,, med tilherende konfiden-
sintervaller. LOEC og/eller NOEC (hvis disse er beregnet) og de statistiske metoder, der anvendt til at beregne
dem

— hvis variansanalyse er anvendst, storrelsen af den virkning, det er muligt at pavise (f.eks. mindste signifikante
forskel)

— enhver vakststimulation, der er fundet ved nogen behandling
— ethvert visuelt tegn pé fytotoksicitet samt observationer af testoplgsningerne

— diskussion af resultaterne, herunder den eventuelle betydning af fravigelser fra denne testmetode.
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Tilleg 1
Definitioner
Folgende definitioner og forkortelser anvendes i denne testmetode:

Biomasse er torvaegten af det levende materiale, som er til stede i en population. I denne test méles typisk surrogater
for biomasse, f.eks. bladantal eller bladareal, og betegnelsen »biomasse« benyttes siledes ogsd for sidanne surrogat-
malinger.

Kemikalie betyder et stof eller en blanding.
Chlorose er gulning af bladvayv.

Klon er en organisme eller celle, der er opstdet af en enkelt celle ved vegetativ formering. Individer fra samme klon
er derfor genetisk identiske.

Koloni er en samling af moder- og datterblade (sadvanligvis 2 til 4), der sidder fast p& hinanden. Betegnes
undertiden en plante.

EC, er den koncentration af testkemikalie oplest i testsubstratet, der medferer en vaksthemning pa x % (f.eks. 50 %)
af Lemna i lobet af en narmere bestemt eksponeringsperiode (som udtrykkeligt skal angives, hvis den er forskellig fra
den fulde eller normale testperiode). For klart at skelne mellem EC-verdier afledt af henholdsvis vaksthastighed og
udbytte anvendes betegnelsen »E C« for vaksthastighed (rate) og »E,C« for udbytte (yield), efterfulgt af den anvendte
mélevariabel, f.eks. »E,C (bladantal)«.

Gennemstrgmningstest er en test, hvor testoplesningen udskiftes kontinuerligt.

Blad er en individuel/enkelt »bladlignende« struktur hos andemadplanten. Det er den mindste individuelle enhed, der
kan formere sig.

Opsvulmethed er blade, der fremtrader udbulede eller opsvulmede.
Vaekst er en stigning i en malevariabel i labet af testperioden, f.eks. bladantal, tervagt, vidvegt eller bladareal.

Vaksthastighed (gennemsnitlig specifik vaeksthastighed) er den logaritmiske biomasseforegelse i eksponerings-
perioden.

Laveste koncentration med observeret effekt (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC) er den laveste
testede koncentration, ved hvilken kemikaliet har vist statistisk signifikant (p < 0,05) vekstnedsattende virkning i
forhold til kontrollerne inden for en given eksponeringsperiode. Alle testkoncentrationer over LOEC skal dog have en
skadelig virkning, der mindst svarer til den, der iagttages ved LOEC. Kan disse to betingelser ikke opfyldes, skal der
fyldestgerende redegares for, hvordan den padgzldende LOEC (og dermed NOEC) er valgt.

Milevariable er enhver type variabel, der méles for at udtrykke endepunktet for en test ved hjelp af en eller flere
forskellige responsvariable. I denne metode er bladantal, bladareal, frisk vaegt og tervagt mélevariable.

Monokultur er en kultur med en planteart.
Nekrose er dadt (dvs. hvidt eller gennembledt) bladvay.

Nuleffektkoncentration (No Observed Effect Concentration, NOEC) er testkoncentrationen umiddelbart under
LOEC.

Faenotype er de observerbare kendetegn for en organisme, som er bestemt af samspillet mellem dens gener og dens
omgivelser.

Responsvariable er variable, som anvendes til vurdering af den toksiske virkning og er afledt af mélte parametre,
der beskriver biomassen ved forskellige beregningsmetoder. I nervarende testmetode er vaksthastighed og udbytte
responsvariable, der er afledt af mdlevariable som bladantal, bladareal, frisk veegt eller torvagt.
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Semistatisk test (udskiftningstest) er en test, hvor testoplesningen udskiftes med bestemte intervaller i lobet af
testen.

Statisk test er en testmetode, hvor testoplasningen ikke udskiftes under testen.
Testkemikalie er stoffer eller blandinger, der testes med denne testmetode.

Endepunkt for en test er den generelle faktor, som testkemikaliet fremkalder en andring af i forhold til kontrollen
som mal for testen. I denne testmetode er endepunktet vaksthemning, som kan udtrykkes ved forskellige
responsvariable, der er baseret pé en eller flere malevariable.

Testsubstrat er det komplette, syntetiske neringssubstrat, hvorpd testplanterne vokser, ndr de eksponeres for
testkemikaliet. Normalt er testkemikaliet oplest i testsubstratet.

Udbytte er verdien af en mélevariabel for biomasse ved eksponeringsperiodens slutning minus veerdien af samme
variabel ved eksponeringsperiodens start.
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Tilleg 2

Beskrivelse af Lemna spp.

Vandplanten med trivialnavnet andemad, Lemna spp., tilherer familien Lemnaceae, der omfatter en rakke arter, som
er udbredt over hele verden og bestdr af fire slagter. Deres respektive udseende og taksonomi er beskrevet
udtemmende (1)(2). Lemna gibba og L. minor er reprasentative arter fra tempererede omrader og finder almindelig
anvendelse i toksicitetstest. Begge arter har flydende eller nedsenket skiveformet stilk (blad) og en meget tynd rod,
der udgdr fra midten af undersiden pd hvert blad. Lemna spp. danner sjeldent blomster, og planterne formerer sig
vegetativt ved at skyde nye blade (3). De unge planter er blegere og har kortere redder end de «ldre planter og bestar
af to-tre blade af forskellig storrelse. Lemnas enkle struktur, ukennede formering og korte generationstid ger planten
meget velegnet til laboratorietest (4)(5).

Pd grund af artsbetingede forskelle i folsomhed er sammenligning af folsomhed kun gyldig inden for samme art.
Eksempler pd arter af Lemna, der er blevet anvendt til testning (henvisninger vedrerende de forskellige arter):

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

Lemna_minor: United States Environmental Protection Agency (US EPA) (1996), OPPTS 850.4400 Aquatic Plant
Toxicity Test Using Lemna spp., »Public draft«, EPA 712-C-96-156, s. 8 ff.

Association Francaise de Normalisation (AFNOR). (1996), XP T 90-337: Détermination de [linhibition de la
croissance de Lemna minor, s. 10 ff.

Swedish Standards Institute (SIS) (1995), Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor,
duckweed, SS 02 82 13, s. 15 ff. (pd svensk).

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 (US EPA) (1996), OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test Using
Lemna spp., »Public draft¢, EPA 712-C-96-156, s. 8 ff.

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

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

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

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

Kilder til Lemna-arter

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa
Department of Botany, University of Toronto
Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

TIf.: +1-416-978-3641

Fax: +1-416-978-5878

E-mail: jacreman@botany.utoronto.ca
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Tilleg 3

Opbevaring af stamkulturen

Ved lavere temperatur (4-10 °C) kan stamkulturer holdes i leengere tid uden at skulle gendannes. Neeringssubstratet til
Lemna kan vaere det samme som det, der anvendes ved testning, men andre naringsrige substrater kan anvendes til
stamkulturer.

Med jevne mellemrum udtages et antal unge, lysegronne planter og overferes aseptisk til nye dyrkningsbeholdere
med frisk substrat. Under de her foresldede keligere forhold kan dyrkning af subkulturer ske med op til tre maneders
mellemrum.

Der skal anvendes kemisk rene (syrevaskede) og sterile dyrkningsbeholdere af glas samt aseptisk handtering. Hvis en
stamkultur bliver kontamineret med feks. alger eller svampe, md der foretages indgreb til at eliminere
kontaminanten. For algers og de fleste andre kontaminanters vedkommende kan dette opnds ved overfladesteri-
lisation. Der udtages en prove af det kontaminerede plantemateriale, og redderne klippes bort. Materialet omrystes
derefter kraftigt med rent vand, efterfulgt af nedsaenkning i en 0,5 % (v/v) oplesning af natriumhypochlorit i mellem
30 sekunder og 5 minutter. Plantematerialet skylles derefter med sterilt vand og overferes i et par portioner til
dyrkningsbeholdere indeholdende frisk neeringssubstrat. Mange af bladene vil dg som felge af denne behandling,
specielt hvis der anvendes lengere eksponeringsperioder, men nogle af de overlevende vil seedvanligvis veere fri for
kontaminering. Disse kan derefter bruges til podning af nye kulturer.
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Tilleg 4

Substrater

Der anbefales forskellige naringssubstrater til L. minor og L. gibba. Til L. minor anbefales et modificeret substrat efter
Swedish Standard (SIS), mens substratet 20X AAP anbefales til L. gibba. Nedenfor er sammensetningen af de to
substrater angivet. Til fremstilling af sddanne substrater skal anvendes kemikalier af reagens- eller analysekvalitet og
deioniseret vand.

Lemna-neeringssubstrat efter Swedish Standard (SIS)

— Stamoplesning [-V steriliseres ved autoklavering (120 °C, 15 min.) eller ved membranfiltrering (porediameter ca.

0,2 pm).

— Stamoplesning VI (og valgfrit VII) steriliseres kun ved membranfiltrering og ma ikke autoklaveres.

— Sterile stamoplesninger skal opbevares keligt og merkt. Stamoplesning I-V skal kasseres efter seks mdneder,
mens holdbarheden for stamoplesning VI (og valgfrit VII) er en méned.

Stamop- Koncentration i Koncentration i
lesning Stof stamoplesningen feerdigt substrat Feerdigt substrat
nr. @/ (mgf+D
Grundstof Koncentration
(mg]+])
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
II MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4; 9,8
11 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 0,17
MndCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
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
VI FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,-EDTA - 2H,0 0,28 1,4 — —
VII MOPS (buffer) 490 490 — —
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Til fremstilling af en liter SIS-substrat tilseettes folgende til 900 ml deioniseret vand:

— 10 ml stamoplesning I

— 5 ml stamoplesning 1I

— 5 ml stamoplesning III

— 5 ml stamoplesning IV

— 1 ml stamoplesning V

— 5 ml stamoplesning VI

— 1 ml stamoplesning VII (valgfrit)

Bemeerk: Til visse testkemikalier kan der yderligere vare brug for en stamoplesning VII (MOPS-buffer) (se punkt 11).

pH justeres til 6,5 + 0,2 med enten 0,1 M eller 1 M HCl eller NaOH, og der fyldes op til en liter med deioniseret
vand.

20X AAP-neringssubstrat

Stamoplesninger fremstilles i sterilt, destilleret eller deioniseret vand.

Sterile stamoplesninger skal opbevares keligt og merkt. Under disse betingelser vil stamoplgsningerne have en
holdbarhed pa mindst 6-8 uger.

Der fremstilles fem neeringssubstrat-stamoplesninger (A1, A2, A3, B og C) til 20X-AAP-substrat, idet der anvendes
kemikalier af reagenskvalitet. Naeringssubstratet fremstilles ved, at der tilsettes 20 ml af hver neringssubstrat-
stamoplesning til ca. 850 ml deioniseret vand. pH justeres til 7,5 £ 0,1 med enten 0,1 M eller 1 M HCl eller NaOH,
og der fyldes op til en liter med deioniseret vand. Substratet filtreres gennem et membranfilter med en porediameter
pd ca. 0,2 pm over i en steril beholder.

Det neeringssubstrat, der skal bruges til testningen, skal fremstilles 1-2 dage for brug, for at pH kan stabiliseres.
Neringssubstratets pH skal kontrolleres for brug og om nedvendigt justeres igen med 0,1 M eller 1 M NaOH eller
HCl som beskrevet ovenfor.
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Stamop- Koncentration i Koncentration i
lgsning Stof stamopl@sning feerdigt substrat Feerdigt substrat
or. (8/*h ¢ (mg/*D ()
Koncentration
Grundstof (mg/*) (9
Al NaNO, 26 510 Na; N 190; 84
Mgdl, - 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
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Stamop- Koncentration i Koncentration i
lgsning Stof stamoplesning feerdigt substrat Feerdigt substrat
nr. &/*D () (mg/*D) ()
Grundseof | Kencentation
B H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MndCl, - 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 — —
Zn(l, 3,3 mg/l 66 ng/l Zn 31 pgfl
CoCl, - 6H,0 1,4 mg(l 29 pg/l Co 7,1 pgfl
Na,MoO, - 2H,0 7,3 mg/l 145 pgfl Mo 58 pg/l
CudCl, - 2H,0 0,012 mg/l 0,24 ug/l Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

(*) Medmindre noteret

NB: Den teoretisk mest passende endelige bicarbonatkoncentration (som vil overflediggere navnevardig pH-justering) er 15 mg]l,
ikke 300 mg/l. Den traditionelle brug af 20X-AAP-substrat og ringtesten i forbindelse med denne vejledning er imidlertid base-
ret pd 300 mg/l. (I Sims, P. Whitehouse og 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-substrat (efter ISO 20079)

Koncentrationer og stamoplesninger

Det modificerede Steinberg-substrat anvendes i ISO 20079 til Lemna minor alene (da der deri kun tillades brug af

Lemna minor), men ogsd med Lemna gibba er der opndet gode testresultater.

Til fremstilling af substratet skal der anvendes kemikalier af reagens- eller analysekvalitet og deioniseret vand.

Neringssubstratet fremstilles af stamoplesninger eller af det 10-dobbelt koncentrerede substrat, som har den

maksimale koncentration af substrat ude

n udfeldning.

Tabel 1

pH-stabiliseret STEINBERG-substrat (modificeret efter Altenburger)

Komponent Neringssubstrat
Makronzringsstoffer Molvagt 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
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Komponent Neringssubstrat

Mikronaringsstoffer Molveegt 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

Tabel 2
Stamoplesninger (makronaeringsstoffer)
1. Makronearingsstoffer (50 gange koncentreret) g/l
Stamoplesning 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63
Stamoplesning 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Stamoplesning 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
Tabel 3
Stamoplesninger (mikronzaringsstoffer)

2. Mikronzaringsstoffer (1 000 gange koncentreret) mgfl
Stamoplesning 4:
H,BO, 120,0
Stamoplgsning 5:
ZnS0, - 7H,0 1800
Stamoplesning 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Mikronzringsstoffer (1 000 gange koncentreret) mg|l

Stamoplesning 7:

MnCl, - 4H,0 180,0

Stamoplesning 8:

FeCl, - 6H,0 760,00

EDTA-dinatrium-dihydrat 1 500,00

— Stamoplesning 2 og 3 og 4 til 7 kan pooles hver for sig (idet de nedvendige koncentrationer tages i betragtning).

— For at fi opnd laengere holdbarhed autoklaveres stamoplesningerne ved 121 °C i 20 min., eller sterilfiltreres
(0,2 pm) som alternativ. Brug af sterilfiltrering (0,2 pm) tilrddes kraftigt til stamoplesning 8.

Fremstilling af den endelige koncentration af STEINBERG-substratet (modificeret)

— Der tilsaettes 20 ml stamoplosning 1, 2 og 3 (se tabel 2) til ca. 900 ml deioniseret vand for at undgd udfeldning.
— Der tilsettes 1,0 ml stamoplesning 4, 5, 6, 7 og 8 (se tabel 3).

— pH skal vare 5,5 +/- 0,2 (justeres ved tilsaetning af mindst mulig NaOH-oplesning eller HCI).

— Der fyldes op med vand til 1 000 ml.

— Hvis stamoplesningerne er steriliseret, og det anvendte vand er af den korrekte kvalitet, kreeves ingen yderligere
sterilisering. Hvis steriliseringen finder sted pd det endelige substrat, skal stamoplesning 8 tilsattes efter
autoklavering (ved 121 °C i 20 min.).

Fremstilling af det 10-dobbelt koncentrerede STEINBERG-substrat (modificeret) til midlertidig opbevaring

— Der tilsaettes 20 ml stamoplesning 1, 2 og 3 (se tabel 2) til ca. 30 ml vand for at undga udfeldning.
— Der tilsaettes 1,0 ml stamoplesning 4, 5, 6, 7 og 8 (se tabel 3). Der fyldes op med vand til 100 ml.

— Hvis stamoplesningerne er steriliseret, og det anvendte vand er af den korrekte kvalitet, kraves ingen yderligere
sterilisering. Hvis steriliseringen finder sted pd det endelige substrat, skal stamoplesning 8 tilsttes efter
autoklavering (ved 121 °C i 20 min.).

— Substratets pH (i den endelige koncentration) skal veere 5,5 * 0,2.«

6) Folgende kapitler C.31 til C.46 indsettes:
»C.31. LANDPLANTETEST: FROPLANTESPIRINGS- OG FROPLANTEVAKSTTEST
INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 208 (2006). Testmetoderne bliver med mellemrum
gennemgdet pd baggrund af den videnskabelige udvikling og deres anvendelse til lovgivningsformdl. Denne
opdaterede testmetode har til formdl at vurdere kemikaliers potentielle virkninger pa freplantespiring og -vaekst.
Den omfatter sdledes ikke kroniske virkninger eller virkninger pd reproduktionen (dvs. fresatning, blomster-
dannelse, frugtmodning). Der skal tages hejde for eksponeringsbetingelser og egenskaber for det kemikalie, der
skal testes, for at sikre at der anvendes passende testmetoder (f.eks. ber der tages hejde for virkningerne af pH-
vardien og associerede modioner i forbindelse med testning af metaller/metalforbindelser) (1). Denne
testmetode omhandler ikke planter, der eksponeres for dampe fra kemikalier. Denne testmetode anvendes til
testning af almindelige kemikalier, biocider og plantebeskyttelsesmidler (ogsd kendt som pesticider). Den er
udviklet pd grundlag af eksisterende metoder (2)(3)(4)(5)(6)(7). Andre henvisninger med relevans for
plantetestning blev ogsé taget i betragtning (8)(9)(10). De anvendte definitioner er anfert i tilleg 1.
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PRINCIP FOR TESTEN

2. Testen vurderer virkningerne pd hejerestdende planters froplantespiring og tidlige vakst efter eksponering for
testkemikaliet i jord (eller en anden passende jordmatrix). Fre bringes i kontakt med jord, der er behandlet med
testkemikaliet, og vurderes med hensyn til virkninger efter normalt 14-21 dage efter fremspiring af 50 % af
froplanterne i kontrolgruppen. De madlte endepunkter er visuel bedemmelse af froplantespiring, torvaegt for
skud (alternativt vadvegt for skud) og i visse tilfelde skudhejde samt en vurdering af synlige skadelige
virkninger pd forskellige dele af planten. Disse malinger og observationer sammenlignes med madlinger og
observationer for ubehandlede kontrolplanter.

3. Atheengigt af den forventede eksponeringsvej indarbejdes testkemikaliet enten i jorden (eller eventuelt i en
syntetisk jordmatrix) eller paferes pad jordoverfladen, hvilket svarer til kemikaliets potentielle eksponeringsve;j.
Indarbejdelse i jorden sker ved at behandle bulkjord. Efter tilsetning fyldes jorden i potter, og fre af den
angivne planteart plantes i jorden. Paforing af kemikaliet pd jordoverfladen sker pd pottejord, hvori freene
allerede er plantet. Testenhederne (kontroller og behandlet jord plus fre) placeres derefter under betingelser, der
er egnede til at fremme planternes spiring/vekst.

4. Testen kan udferes for at bestemme dosis/respons-kurven eller ved en enkelt koncentration/mangde som en
graensetest i henhold til formalet med undersogelsen. Hvis resultater fra den enkle test af koncentrationen/
meangden overstiger et vist toksicitetsniveau (f.eks. hvis der observeres virkninger, som overstiger x %), udferes
der en test til bestemmelse af dosisinterval med henblik pé at bestemme en evre og nedre granse for toksicitet
efterfulgt af flere test af koncentration/mangde med henblik pa en dosis/respons-kurve. Der bruges en passende
statistisk analyse til at opnd en effektiv koncentration EC,_ eller effektiv tilsat maengde ER (f.eks. EC,;, ER,;, ECy,
ER;,) for det eller de mest folsomme betragtede parametre. Nuleffektkoncentrationen (NOEC) og den laveste
koncentration med observeret effekt (LOEC) kan ogséd beregnes i testen.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

5.  Felgende oplysninger er nyttige til identifikation af den forventede vej til eksponering for kemikaliet og til
design af testen: strukturformel, renhed, vandopleselighed, opleselighed i organiske oplesningsmidler, 1-
octanol/vand-fordelingskoefficient, sorptionsadfeerd i jord, damptryk, kemisk stabilitet i vand og lys og
bionedbrydelighed.

TESTENS VALIDITET

6.  Hvis en test skal betragtes som valid, skal folgende resultatkrav opfyldes af kontrollerne:
— froplantespiringen er mindst 70 %

— froplanterne udviser ikke synlige fytotoksiske virkninger (f.eks. chlorose, nekrose, visnen, deformation af
blade og stilke), og planterne udviser kun variation i vakst og morfologi, som er normal for den specifikke
art

— den gennemsnitlige overlevelse for de fremspirede kontrolfreplanter er mindst 90 % i hele undersegelsens
varighed

— miljeforholdene for en specifik art er identiske, og vakstsubstrater indeholder samme mangde jordmatrix,
baremedie eller substrat fra samme kilde.

REFERENCEKEMIKALIE

7. Et referencekemikalie kan testes med regelmessige intervaller, for at kontrollere at udferelsen af testen og de
specifikke testplanters respons og testbetingelserne ikke har endret sig signifikant over tid. Alternativt kan
historisk méling af biomasse eller vakst for kontroller bruges til at vurdere testsystemet i specifikke laboratorier
og bruges som en foranstaltning til intern kvalitetskontrol i laboratorier.
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BESKRIVELSE AF METODEN

Naturlig jord — syntetisk substrat

8.  Planter kan dyrkes i potter med sandet jord (sandy loam), silt- og lerholdigt sandjord (loamy sand) eller sandet
lerjord (sandy clay loam), der indeholder op til 1,5 % organisk kulstof (ca. 3 % organisk stof). Kommerciel
pottejord eller syntetisk jordblanding, der indeholder op til 1,5 % organisk kulstof, kan ogsd bruges. Lerjord ber
ikke bruges, hvis testkemikaliet vides at have hej affinitet for ler. Markjord sigtes til en partikelstorrelse pa
2 mm for at gere jorden ensartet og fjerne grove partikler. Den endelige fremstillede jords type og tekstur, %
organisk kulstof, pH og saltindhold samt elektrisk konduktivitet anferes i rapporten. Jorden skal veare
klassificeret i henhold til et standardklassifikationsskema (11). Jorden kan pasteuriseres eller varmebehandles for
at mindske jordpatogeners virkning.

9.  Naturlig jord kan vanskeliggere fortolkningen af resultaterne og @ge variabiliteten pa grund af forskellige fysisk-
kemiske egenskaber og mikrobielle populationer. Disse variable @ndrer vandkapaciteten, evnen til kemisk
binding, iltningen og indholdet af naringsstoffer og sporstoffer. Ud over variationerne i disse fysiske faktorer vil
der ogsd vare variationer i de kemiske egenskaber, sdsom pH and redoxpotentiale, som kan pévirke
testkemikaliets biotilgengelighed (12)(13)(14).

10. Syntetiske substrater bruges typisk ikke til testning af plantebeskyttelsesmidler, men de kan bruges til testning af
almindelige kemikalier, i tilfeelde hvor det onskes at minimere den naturlige jords variabilitet og gere
testresultaterne mere sammenlignelige. Anvendte substrater ber bestd af inerte materialer, der minimerer
interaktionen med testkemikaliet, oplgsningsmidlet eller begge. Surt vasket kvartssand, mineraluld og glaspellets
(f.eks. 0,35 til 0,85 mm i diameter) har vist sig at vere egnede inerte materialer, der adsorberer testkemikaliet
minimalt (15), hvilket sikrer, at kemikaliet er maksimalt tilgengeligt for froplanten ved optagelse gennem
redderne. Uegnede substrater er f.eks. vermiculit, perlit eller andre staerkt absorberende materialer. Der tilfores
naringsmidler, for at sikre at planterne ikke stresses som folge af mangel pd naringsstoffer, hvilket om muligt
vurderes ved kemisk analyse eller visuel vurdering af kontrolplanterne.

Kriterier for udvalgelse af testarter

11. Der ber sikres en tilstraekkelig bred udvalgelse af arter, f.eks. ud fra deres taksonomiske mangfoldighed i
planteriget, fordeling, abundans, artsspecifikke livscykluskarakteristika og omrade for deres naturlige forekomst,
sdledes at der udvikles et responsomrdde (8)(10)(16)(17)(18)(19)(20). Folgende karakteristika for de eventuelle
testarter ber tages i betragtning i forbindelse med udvzalgelsen:

— arterne har ensartede frg, som er umiddelbart tilgengelige fra pélidelige standardfrekilder, og som
producerer konstant, palidelig og ensartet spiring samt ensartet freplantevakst

— planten er egnet til testning i laboratorium og kan give pélidelige og reproducerbare resultater i og pé tvers
af testfaciliteter

— testarternes felsomhed skal stemme overens med responser hos planter i miljget, der eksponeres for
kemikaliet

— de har i en vis udstrekning veare brugt i tidligere toksicitetstest, og deres brug i f.eks. herbicidbioassays,
screening for tungmetaller, salt- eller mineralbelastningstest eller allelopatiundersegelser indikerer folsomhed
over for en lang rakke stressfaktorer

— de er forenelige med testmetodens dyrkningsbetingelser
— de opfylder testens validitetskriterier.

Nogle af de testarter, der historisk har vaeret brugt mest, er opfert pé listen i tilleg 2, og potentielle vilde arter
er opfort pd listen i tilleg 3.
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12. Det antal arter, der skal testes, athaenger af de relevante lovgivningskrav og er derfor ikke angivet i testmetoden.

Applikation af testkemikaliet

13. Kemikaliet skal tilsaettes i et passende substrat (f.eks. vand, acetone, ethanol, polyethylenglycol, gummi
arabicum, sand). Blandinger (formulerede produkter eller formuleringer), som indeholder aktive bestanddele og
forskellige adjuvanser, kan ogsd testes.

Indarbejdelse i jord/syntetisk substrat

14. Kemikalier, der er vandopleselige eller opslemmede i vand, kan tilsattes til vand, hvorefter oplesningen blandes
med jord ved hjalp af en passende blander. Denne type test kan vare velegnet, hvis eksponeringen for
kemikaliet foregdr gennem jord eller jordporevand, og kemikaliet misteenkes for at blive optaget gennem
redderne. Jordens vandholdende evne ber ikke overstiges med tilsetningen af testkemikaliet. Det tilsatte
volumen vand skal vare det samme for hver testkoncentration, men skal udelukkende forhindre, at jorden
klumper sammen som et agglomerat.

15. Kemikalier med lav vandopleselighed opleses i et egnet flygtigt oplesningsmiddel (f.eks. acetone, ethanol) og
blandes med sand. Oplesningsmidlet kan derefter fjernes fra sandet ved hjalp af en luftstrom under konstant
blanding af sandet. Det behandlede sand blandes med forsegsjorden. Der klargeres en anden kontrol, som kun
tilseettes sand og oplesningsmiddel. Der tilsattes lige dele sand, iblandet oplesningsmiddel, som fjernes, til alle
behandlingsniveauer og den anden kontrol. Nér der er tale om faste, uoplaselige testkemikalier, blandes ter jord
og kemikaliet i en passende blander. Herefter tilsattes jorden til potterne, og fraene sds straks.

16. Nar der anvendes et syntetisk substrat i stedet for jord, kan kemikalier, der er opleselige i vand, opleses i
naringsoplesningen umiddelbart inden testens begyndelse. Kemikalier, der ikke er opleselige i vand, men som
kan opslemmes i vand med et oplosningsmiddel som bearestof, tilsettes med barestoffet til neeringsop-
lgsningen. Vanduopleselige kemikalier, for hvilke der ikke forefindes noget ikke-toksisk vandopleseligt baerestof,
opleses i et passende flygtigt oplasningsmiddel. Oplesningen blandes med sand eller glaspellets, anbringes i et
roterende vakuumapparat og inddampes, hvilket giver en ensartet beleegning af kemikalie pé sand eller pellets.
En afvejet mangde pellets ekstraheres med det samme organiske oplesningsmiddel, og kemikaliet analyseres,
inden potterne fyldes.

Overfladepdforing

17. Nar der er tale om plantebeskyttelsesmidler, pafores testkemikaliet ofte ved sprejtning pd jordoverfladen. Alt
udstyr, der anvendes til testene, herunder udstyr til klargering og tilforsel af testkemikaliet, skal vaere udformet
sdledes, at test med udstyret kan udferes ngjagtigt og giver en reproducerbar dakning. Dakningen skal vare
ensartet pd alle jordoverflader. Det skal sikres, at kemikalier ikke adsorberer til eller reagerer med udstyr (f.eks.
plastslanger og lipofile kemikalier eller stdldele og -elementer). Testkemikaliet sprojtes pa jordoverfladen, idet
pafering med en almindelig marksprojte efterlignes. Generelt ber sprojtemangden ligge inden for det interval,
der er normal praksis inden for landbruget, og volumenerne (mangden af vand osv.) anferes i rapporten. Der
valges en dysetype, som giver ensartet dekning af jordoverfladen. Hvis der péferes oplesningsmidler og
barestoffer, klargores en anden gruppe af kontrolplanter, som kun modtager oplesningsmidlet/barestoffet. Det
er ikke nedvendigt i forbindelse med plantebeskyttelsesmidler, der testes som formuleringer.

Kontrol af koncentrationen/maengden af testkemikalie

18. Paferingskoncentrationerne/-mangderne skal kontrolleres under anvendelse af passende analytisk kontrol. Nér
der er tale om opleselige kemikalier, kan kontrollen af alle testkoncentrationer/-mangder bekraftes ved analyse
af den testoplesning, der har den hgjeste koncentration, med dokumentation af efterfolgende fortynding og
brug af kalibreret udstyr (f.eks. kalibreret analyseudstyr i glas, kalibreret sprojteudstyr til pafering). Nér der er
tale om uopleselige kemikalier, skal kontrol af forbindelser foregd ved vejning af det testkemikalie, der tilsattes
til jorden. Hvis der stilles krav om pévisning af homogenitet, kan analyse af jorden vere nedvendig.
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FREMGANGSMADE

Testdesign

19. Fre af samme art plantes i potter. Antallet af frg, der plantes pr. potte, atheenger af art, pottestarrelse og testens
varighed. Antallet af planter pr. potte ber vere saledes, at der sikres hensigtsmassige vakstbetingelser, og
planterne ikke kommer til at std for tet i testperioden. Den maksimale planteteethed er pé ca. 3-10 frg pr.
100 cm? athangigt af freenes storrelse. Det anbefales f.eks. at anvende en til to majs-, sojabgnne-, tomat-,
agurke- eller sukkerroeplanter pr. beholder pa 15 cm; tre raps- eller @rteplanter pr. beholder pd 15 cm og 5-10
logfre, hvedefre eller andre sma fre pr. beholder pd 15 cm. Antallet af fro og replikatpotter (replikaten
defineres som en potte, og planter i samme potte udger derfor ikke en replikat) ber vare tilstreekkeligt til
optimal statistisk analyse (21). Det skal bemearkes, at variabiliteten vil veere storre for testarter, hvor der bruges
feerre store fro pr. potte (replikat), end for testarter, hvor det er muligt at bruge et storre antal sma fre pr. potte.
Denne variabilitet kan minimeres ved at plante samme antal frg i hver potte.

20. Der bruges kontrolgrupper, for at sikre at de observerede virkninger kun er knyttet til eller kan tilskrives
eksponeringen for testkemikaliet. En hensigtsmaessig kontrolgruppe skal pd alle mader veere identisk med
testgruppen, bortset fra eksponeringen for testkemikaliet. Inden for en given test skal alle testplanter, herunder
kontrollerne, vare fra samme kilde. For at forhindre bias stilles der krav om vilkarlig tildeling af test- og
kontrolpotter.

21. Fro belagt med et insekticid eller et fungicid (dvs. »behandlede« frg) ber undgas. Visse tilsynsmyndigheder
tillader dog brug af visse ikke-systemiske kontaktfungicider (f.eks. captan, thiram) (22). Hvis frebdrne patogener
er et problem, kan freene dyppes kortvarigt i en svag 5 %-hypochloritoplesning og efterfolgende skylles
grundigt i rindende vand og terres. Afhjalpende behandling med andre plantebeskyttelsesmidler er ikke tilladt.

Testbetingelser

22. Testbetingelserne skal ligne de betingelser, der er nedvendige for testarternes og -varieteternes normale vaekst
(tilleg 4 indeholder eksempler pé testbetingelser). De spirende planter skal opbevares i henhold til god praksis
for havebrug i kamre med kontrolleret miljo, klimakamre eller drivhuse. Nér der bruges sddanne vakstrum,
omfatter en sddan praksis normalt kontrol og registrering med passende hyppighed (f.eks. dagligt) af
temperatur, luftfugtighed, kuldioxidkoncentration, lys (intensitet, belgeleengde, fotosyntetisk aktiv straling) og
lysperiode, vanding osv. for at sikre fornuftig plantevakst som bedemt ved kontrolplanterne af de udvalgte
arter. Temperaturen i drivhuse skal kontrolleres ved hjelp af ventilations-, varme- ogfeller kelesystemer.
Folgende betingelser anbefales generelt ved testning i drivhus:

— temperatur: 22 °C £ 10 °C
— fugtighed: 70 % + 25 %
— lysperiode: mindst 16 timers lys

— lysintensitet: 350 = 50 pE/m?[s. Det kan vare nedvendigt med supplerende belysning, hvis intensiteten
falder til under 200 pE/m?s, bolgelaengde 400-700 nm, bortset fra visse arter, der har mindre behov for lys.

Miljgforholdene skal overvdges og registreres under undersegelsen. Planterne dyrkes i ikke-porese plastpotter
eller glaserede potter med en bakke eller underskal under potten. Potterne kan flyttes med jevne mellemrum
for at minimere variabiliteten i planternes vakst (som folge af forskelle i testbetingelserne i vakstrummet).
Potterne skal vaere store nok til at tillade normal vaekst.

23. Jorden kan tilseettes neeringsstoffer efter behov for at bevare en fornuftig vaekstkraft. Behovet og tidspunkterne
for tilsetning af naringsstoffer kan vurderes ved iagttagelse af kontrolplanterne. Bundvanding af testbeholdere
(f.eks. ved at bruge glasfibervager) anbefales. Topvanding kan dog bruges indledende for at fremme frospiring
og letter desuden kemikaliets bevagelse ned i jorden, ndr det paferes pa jordoverfladen.
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24. De specifikke vakstbetingelser skal vare egnede til testarterne og det undersegte testkemikalie. Kontrolplanter
og behandlede planter skal opbevares under samme miljeforhold, men der skal treeffes passende forholdsregler
for at forhindre krydseksponering (f.eks. for flygtige kemikalier) mellem forskellige behandlinger og
kontrolplanters eksponering for testkemikaliet.

Testning ved en enkelt koncentration/meengde

25. Med henblik pd at bestemme den passende koncentration/mangde af et kemikalie til udferelse af en test ved en
enkelt koncentration eller mangde (provokations-/greensetest) skal der tages hejde for en rakke faktorer. I
forbindelse med almindelige kemikalier er der bla. tale om kemikaliets fysisk-kemiske egenskaber. I forbindelse
med plantebeskyttelsesmidler skal der tages hgjde for testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber og anvendel-
sesmenster, dets maksimale koncentration eller spredemangde, antal paferinger pr. seeson ogleller persistens.
For at bestemme om et almindeligt kemikalie har fytotoksiske egenskaber, kan det vare hensigtsmassigt at teste
ved et maksimalt niveau pd 1 000 mg/kg tor jord.

Test til bestemmelse af dosisinterval

26. Om nedvendigt kan en indledende test til bestemmelse af dosisinterval udferes, for at finde ud af hvilke
koncentrationer/mangder, der skal testes i dosis/respons-hovedundersggelsen. I forbindelse med den indledende
test skal der vere stor afstand mellem testkoncentrationerne/-mangderne (f.eks. 0,1, 1,0, 10, 100 og
1 000 mg/kg ter jord). I forbindelse med plantebeskyttelsesmidler kan koncentrationerne/mangderne vare
baseret pd den anbefalede eller maksimale koncentration eller spredemangde, f.eks. 1/100, 1/10, 1/1 af den
anbefalede/maskimale koncentration eller spredemangde.

Testning ved flere koncentrationer/meengder

27. Formdlet med testen ved flere koncentrationer/meengder er at fastlagge et dosis/respons-forhold og bestemme
en EC - eller ER -vaerdi for spiring, biomasse ogleller visuelle virkninger sammenlignet med ikke-eksponerede
kontroller i henhold til tilsynsmyndighedernes krav.

28. Antallet af og afstanden mellem koncentrationerne eller meangderne skal vere tilstraekkelig til at fastleegge et
palideligt dosis/respons-forhold og en regressionsligning og beregne EC, eller ER . De udvalgte koncentrationer/
mangder skal omfatte de EC - eller ER -verdier, som skal bestemmes. Hvis der f.eks. skal bestemmes en EC,,-
veerdi, vil det vere onskeligt at teste ved mengder, som har en virkning pd 20-80 %. For at opnd dette er det
anbefalede antal testkoncentrationer/-mangder mindst fem i en geometrisk serie plus ikke-behandlet kontrol
med en afstandsfaktor, som ikke overstiger tre. Der skal vere mindst fire replikater og i alt 20 fre pr.
behandlings- og kontrolgruppe. Det kan vare nedvendigt med flere replikater af visse planter med lav spireevne
eller varierende vakstformer for at @ge testens statistiske styrke. Hvis der bruges et storre antal testkoncen-
trationer/-mangder, kan antallet af replikater reduceres. Hvis NOEC skal beregnes, kan det vare nedvendigt
med flere replikater for at opnéd den enskede statistiske styrke (23).

Observationer

29. Under observationsperioden, dvs. 14-21 dage efter at 50 % af kontrolplanterne (ogsd eventuelle kontrolplanter
med oplesningsmiddel) har spiret, iagttages planterne hyppigt (mindst ugentligt og om muligt dagligt), for at
konstatere om der forekommer spiring og visuel fytotoksicitet og dedelighed. Ved testens afslutning registreres
mélingen af den procentvise spiring og de overlevende planters biomasse samt synlige skadelige virkninger pa
forskellige dele af planten. Sidstnavnte omfatter abnormiteter i de spirede froplanters udseende, hemmet vekst,
chlorose, misfarvning, dedelighed og pévirkning af planternes udvikling. Slutbiomassen kan males ved hjalp af
de overlevende planters endelige gennemsnitlige torveaegt for skud ved at heste skuddet ved jordoverfladen og
torre det til konstant vegt ved 60 °C. Alternativt kan slutbiomassen maéles ved hjelp af vidvegt for skud.
Skuddets hgjde kan vare et andet endepunkt, hvis tilsynsmyndighederne kraver det. Der kan anvendes et
ensartet scoringssystem for visuelle skader til evaluering af de observerbare toksiske responser. Eksempler pa
kvalitative og kvantitative visuelle bedemmelser findes i henvisning (23) (24).



L 54/80 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

DATA OG RAPPORTERING
Statistisk analyse
Test ved en enkelt koncentration/maengde

30. Data for hver planteart analyseres ved hjalp af en passende statistisk metode (21). Effektniveauet ved
testkoncentrationen/-mangden anferes i rapporten, eller det anferes, at der ikke er opndet en given effekt ved
testkoncentrationen/-mangden (eksempel: < x % effekt observeret ved koncentration eller mzngde y)

Test ved flere koncentrationer/meengder

31. Et dosis/respons-forhold beregnes ved hjelp af en regressionsligning. Der kan bruges forskellige modeller: Logit-
, probit-, Weibull-, Spearman-Karber- og Trimmed Spearman-Karber-metoderne kan f.eks. vare hensigtsmessige
metoder til beregning af EC, eller ER_ (f.eks. EC,,, ER,;, EC,,, ER;,) og vaerdiens konfidensgranser som kvantale
data. [ forbindelse med froplanternes vakst (vagt og hejde) som kontinuerte endepunkter kan EC,_ eller ER  og
vaerdiens konfidensgranser beregnes ved hjalp af en passende regressionsanalyse (f.eks. Bruce-Versteegs ikke-
lineaere regressionsanalyse (25)). R? skal om muligt veere 0,7 eller hgjere for de mest folsomme arter, og de
anvendte testkoncentrationer/-mangder skal omfatte effekter pd 20-80 %. Hvis NOEC skal beregnes, foretrakkes
anvendelse af staerke statistiske test, som udvelges pa grundlag af datafordeling (21)(26).

Testrapport

32. Testrapporten skal indeholde en prasentation af resultaterne af undersggelsen og en detaljeret beskrivelse af
testbetingelserne, en grundig diskussion af resultaterne samt analyser af dataene og de konklusioner, der er
draget af analyserne. Rapporten skal indeholde et resume i tabelform og et sammendrag af resultaterne.
Rapporten skal indeholde folgende:

Testkemikalie:

— kemisk identifikation, relevante egenskaber for det testede kemikalie (f.cks. log P, vandopleselighed,
damptryk og oplysninger om skabne og adferd i miljeet, hvis de foreligger)

— oplysninger om klargering af testoplesningen og kontrol af testkoncentrationer, jf. punkt 18.

Testede arter:

— oplysninger om testorganismer: arter/sorter, plantefamilier, videnskabelige og generiske navne, kilder og
froets historie beskrevet si udferligt som muligt (dvs. leveranderens navn, spiringsprocent, frostorrelse,

klasse, parti- eller batchnummer, fredr eller vakstsaeson, hvor det er indsamlet, dato for spiringsbe-
dgmmelse), levedygtighed osv.

— antal testede mono- og di-cotyledon-arter

— begrundelse for valg af art

— beskrivelse af opbevaring, behandling og vedligeholdelse af fre.

Testbetingelser:

— testfacilitet (f.eks. vakstkammer, klimakammer eller drivhus)

— beskrivelse af testsystem (f.eks. pottedimensioner, pottemateriale og jordmangde)

— jordegenskaber (tekstur eller jordtype: jordpartikelfordeling og -klassifikation, fysisk- kemiske egenskaber,
herunder % organisk stof, % organisk kulstof og pH)

— klargering af jord/substrat (f.eks. jord, syntetisk jord, sand mv.) inden testen

— beskrivelse af eventuelt naringssubstrat
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— anvendelse af testkemikaliet: beskrivelse af anvendelsesmetode, beskrivelse af udstyr, eksponeringshastighed
og -mangde, herunder kontrol af kemikaliet, beskrivelse af kalibreringsmetode og beskrivelse af
miljeforhold under anvendelsen

— vakstbetingelser: lysintensitet (f.eks. fotosynteseaktiv solindstraling), lysperiode, maks./min. temperaturer,
vandingstidspunkter og -metode, gadning

— antal fre pr. potte, antal planter pr. dosis, antal replikater (potter) pr. eksponeringsmangde

— type og antal kontroller (negative og/eller positive kontroller, eventuel oplesningsmiddelkontrol)

— testens varighed.

Resultater:

— tabel over alle endepunkter for hver replikat, testkoncentration/-mangde og art

— spiringer, antal og procent, sammenlignet med kontroller

— biomassebestemmelse (tervaegt eller vadvegt for skud) af planterne som procentdel af kontrollerne

— skudhgjde for planterne som procentdel af kontrollerne, hvis mélt

— procent visuelle skader og kvalitativ og kvantitativ beskrivelse af visuelle skader (chlorose, nekrose, visnen,
deformation af blade og stilke samt ingen virkninger) fordrsaget af testkemikaliet sammenlignet med

kontrolplanterne

— beskrivelse af den bedemmelsesskala, der bruges til at vurdere visuelle skader, hvis der foretages en visuel
bedommelse

— ved undersggelser med en enkelt mangde skal skaderne anferes i rapporten i procent

— EC,- eller ER -vaerdier (f.eks. ECy, ER,, EC,;, ER);) og tilherende konfidensgreenser. Nar der foretages
regressionsanalyser anfores standardfejl for regressionsligningen og standardfejl for individuelle vurderinger
af parametre (f.eks. heldning, skeering)

— NOEC-veerdier (og LOEC-vaerdier), hvis de er beregnet

— beskrivelse af de anvendte statistiske metoder og forudseaetninger

— grafisk visning af data og dosis/respons-forhold for testarterne.

Afvigelser fra de procedurer, der er beskrevet i denne testmetode, og eventuelle usaeedvanlige haendelser under

testen.
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Tilleg 1

Definitioner

Aktiv bestanddel (eller aktivstof) er et materiale, der er beregnet til at sikre en specifik biologisk effekt (f.eks.
insektbekaeempelse, plantesygdomsbekaempelse eller ukrudtsbekaempelse i behandlingsomradet), kaldes ogsd aktiv
bestanddel/aktivstof af teknisk kvalitet.

Kemikalie betyder et stof eller en blanding.

Plantebeskyttelsesmidler eller pesticider er materialer med en specifik biologisk aktivitet, som bruges bevidst til at
beskytte planter mod skadeggrere (f.eks. svampesygdomme, insekter og konkurrerende planter).

EC, -koncentration med x % effekt eller ER -mangde med x % effekt er den koncentration eller mangde, der
fordrsager en ugnsket @ndring pa x % i det endepunkt for en test, der males i forhold til kontrollen (eksempelvis ville
en reduktion pd 25 % eller 50 % i froplantespiring, skudvagt eller endeligt antal planter eller en stigning pa 25 %
eller 50 % i visuelle skader give en verdi pd henholdsvis EC,,/ER; eller EC,,[ER,).

Spiring er, ndr skuddet eller kimbladet viser sig over jordoverfladen.

Formulering er det kommercielt formulerede produkt, der indeholder den aktive bestanddel — kaldes ogsé det
endelige praparat (') eller »typical end-use product« (TEP).

LOEC (laveste koncentration med observeret effekt, Lowest Observed Effect Concentration) er den laveste
koncentration af testkemikaliet, hvor der observeres en virkning. I denne test har LOEC ingen statistisk signifikant
virkning (p < 0,05) inden for en angiven eksponeringsperiode sammenlignet med kontrollen og er hgjere end NOEC-
vardien.

Planter, der ikke er madlarter: De planter, der ikke tilherer méilgruppen. Ved plantebeskyttelsesmidler er der
seedvanligvis tale om planter uden for behandlingsomradet.

NOEC (nuleffektkoncentration, No Observed Effect Concentration) er den testkemikaliekoncentration, hvor der
ikke observeres nogen virkning. I denne test har NOEC ingen statistisk signifikant virkning (p < 0,05) inden for en
given eksponeringsperiode sammenlignet med kontrollen.

Fytotoksicitet: Skadelige afvigelser (ved maéling og visuelle bedommelse) fra planternes normale menster for
udseende og vakst som reaktion pé et givet kemikalie.

Replikat er den forsegsenhed, der repraesenterer kontrolgruppen ogfeller behandlingsgruppen. I disse undersegelser
defineres potten som replikaten.

Visuel bedemmelse: Bedommelse af visuelle skader baseret pd iagttagelse af plantetathed, vaekstkraft, misdannelse,
chlorose, nekrose og generelt udseende sammenlignet med en kontrol.

Testkemikalie: Alle stoffer eller blandinger, der testes ved hjalp af denne testmetode.

(") Endeligt preeparat: det kommercielt tilgeengelige formulerede produkt, som indeholder det aktive kemikalie (den aktive bestanddel).
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Tilleg 2
Liste over arter, der historisk har vaeret anvendt til plantetestning
Familie Art Generisk navn
DICOTYLEDONAE
Apiaceae (Umbelliferae) Daucus carota Gulerod
Asteraceae (Compositae) Helianthus annuus Solsikke
Asteraceae (Compositae) Lactuca sativa Salat
Brassicaceae (Cruciferae) Sinapis alba Gul sennep
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica campestris var. chinensis Kinakal
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica napus Raps
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica oleracea var. capitata Kal
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica rapa Majroe
Brassicaceae (Cruciferae) Lepidium sativum Havekarse
Brassicaceae (Cruciferae) Raphanus sativus Radise
Chenopodiaceae Beta vulgaris Sukkerroe
Cucurbitaceae Cucumis sativus Almindelig agurk
Fabaceae (Leguminosae) Glycine max (G. soja) Sojabgnne
Fabaceae (Leguminosae) Phaseolus aureus Mungbenne
Fabaceae (Leguminosae) Phaseolus vulgaris Havebgnne

Fabaceae (Leguminosae)

Pisum sativum

Almindelig ert

Fabaceae (Leguminosae) Trigonella foenum-graecum Bukkehornsfre
Fabaceae (Leguminosae) Lotus corniculatus Kellingetand
Fabaceae (Leguminosae) Trifolium pratense Radklgver
Fabaceae (Leguminosae) Vicia sativa Fodervikke
Linaceae Linum usitatissimum Heor
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Boghvede
Solanaceae Solanum lycopersicon Tomat
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Familie Art Generisk navn
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa Log
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Havre
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Byg

Poaceae (Gramineae)

Lolium perenne

Almindelig rajgrees

Poaceae (Gramineae)

Oryza sativa

Ris

Poaceae (Gramineae)

Secale cereale

Rug

Poaceae (Gramineae)

Sorghum bicolor

Sorghum, durra

Poaceae (Gramineae)

Triticum aestivum

Hvede

Poaceae (Gramineae)

Zea mays

Majs




Tilleg 3

Liste over potentielle vilde arter

OECD — vilde arter, der kan anvendes til testning af toksicitet for planter.

Bemerk: Nedenstdende tabel indeholder oplysninger om 52 vilde arter (henvisninger er anfert i parentes for hver art). De angivne spiringshastigheder stammer fra offentliggjort litteratur
og er blot angivet som generel vejledning. Individuelle erfaringer kan variere athaengigt af frekilden og andre faktorer.

FAMILIE

Lysperiode til

: . Vagt af fro L Plantedybde | Tid til spiring . . Toksicitets- | Leverander af | Andre henvis-
I?J;Ergls( l;grtle;rrl;:llzenz‘a;zl;l Levetid (') og levested (mg) sp;;rﬁgte(il)er (mm) () (dage) () Sarlige behandlinger (%) test (°) fre () ninger (%)
APIACEAE A, B forstyrrede omra- | 1,7-1,9 (14, | L=D (14) 0 5(50 %) |kold stratificering (7, | POST (5)
g der, hakke, grasarealer 19) (19) 14, 18, 19) modning
T 1,1
orilis japdnica (16, 19) (1. 19) kan vare nedvendig
(hvas randfre) (19) spiring hemmes af
morke (1, 19) ingen
sarlig behandling (5)
ASTERACEAE P 0,09-0,17 | L=D (14) 0 3(50 %) | spiring ikke pavirket af | POST (4) A D,F 7
Bellis perennis greasarealer, agerjord, (4, 19) 4) (19) Slt';é)ﬂmi%jglg;ensslateertlig (1135’
(almindelig tusindfryd) grasplener (16, 19) 11 ((1l (;;) % | han dling (4, 14)
Centaurea cyanus A 4,1-4,9 (4, L=D (14) 0-3 (2, 4, 14-21 ingen sarlig behandling | POST (2, 4) A, DEF 7
(kornblomst) marker, vejkanter, dbne 14) 14) (10& %) (2. 4)
omrader (16) (14)
Centaurea nigra P 2,4-2,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3 (50 %) | modning kan vare ned- | POST (5, A
(sort knopurt) marker, vejkanter, dbne 19) (19) ;/lendlg (l8,f 19) Eplring 22, 26)
omrader (16, 19) 4(97 %) |hemmes af morke (19)
(18) ingen sarlig behandling
(5, 14, 26)
Inula helenium P 1-1,3 (4, 0 ingen sarlig behandling | POST (4) A F
(leegealant) fugtige, forstyrrede om- 14, 29) (4, 29) )
rader
(16)

910C°¢’L

[va ]

apuapi] suorup aysiedomny usq
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FAMILIE

Lysperiode til

: - Vgt af fro L Plantedybde | Tid til spiring . . s Toksicitets- | Leverander af | Andre henvis-
1(\5;:]1511?: I;;t;lg:llzenzz;\;; Levetid (') og levested mg) sp;;lﬁgt%l)er (mm) () (dage) () Sarlige behandlinger (%) test (9) fro () ninger (%)
Leontodon hispidus P 0,85-1,2 L =D (14) 0(19) 4 (50 %) | spiring haemmes af | POST (5,
(stivharet borst) marker, vejkanter, for- (14, 19) (19) morke (117 ’ 1b8,h19c)11'm- 22, 23)
styrrede omrdder (16, 7 (80 %) gen2 sarlig - behandiing
19) (18) (5, 23)
Rudbeckia hirta B, P forstyrrede omrdder | 0,3 (4, 14) | L =D (14) 0 <10 ingen sarlig behandling | POST (4, C,D,EF
(héret solhat) (16) 4, 33) (1(0303)%) 4, 14, 33) 33)
Solidago canadensis P 0,06-0,08 L=D(11) 0 14-21 blandes med lige dele | POST (4) E F
i<k ovldenri ler. 4 5 (4,14 4 11 sand, og gennembled i
(canadisk gyldenris) graesareezl :;, (e;t;r)le omrd ) (11) 500 ppm Ga i 24 timer
(11) ingen serlig be-
handling (4)
Xanthium pensylvanicum A 25-61 (14, 0(1) spiring kan hemmes af | PRAE & A
(almindelig brodfre) marker, dbne omrader 29) 5(29) mor'ke (1) genn?mblq— POST (31)
(16) des i varmt vand i 12 ti-
mer (29)
Xanthium spinosum A 200 (14) L =D (14) 10 ardannelse (14) ingen PRAE & A
(tornet brodfre) dbne omrdder (16) L>D (6) 6) serlig behandling (6) POST (6)
Xanthium strumarium A 67,4 (14) L =D (14) 10-20 (6, ingen seerlig behandling PRAE & A
(skraeppe-brodfre) marker, dbne omrader 21) (6, 14, 21) POST (6,
(16) 21, 28, 31)

88/tS T
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FAMILIE Lysperiode til g - .
Artens botaniske navn Levetid (') og levested V&%t af) fro spiring eller Ple(mtec)ly(k;)de Tl(% dt i s§)1(£)1ng Seerlige behandlinger (°) TOESI?(E?S_ Levefr ang;ar af | Andre he?;)ns—
(dansk generisk navn) mg vaekst (3) mm age e e ninger
BRASSICACEAE P 0,6 (14,19) | L=D (14) 0 (19) 5 (50 %) spiring  hemmes af | POST (5, F
Cardamine pratensis marker, vejkanter, grae- (19) ;21:;;1;6 ge%anld?i)ngmg(e; 22)
0, ’
(engkarse) splaener (16, 19) 1> ((1988) %) 14,22)
CARYOPHYLLACEAE p 0,21 (14) L =D (14) <14 modning kan vere ngd- | POST (5, F
: ~ : (100 %) (14, | vendig (18) ingen serlig | 15, 22-26)
Lychnis flos-cuculi (16) 25) behandling (5, 14, 15,
(traevlekrone) 22-26)
CHENOPODIACEAE A 0,7-1,5 (14, | L =D (14) 0 2 (50 %) | behandling varierer af- PRA & A 32
Chenopodium album markkanter, forstyrrede 19, 34) (1, 19) (19) haenglgt af frofarve (19) | POST (28,
i . omrader (16, 19) dvaletilstand ved tor op- 31, 34)
(hvidmelet gdsefod) ’ bevaring (19) spiring
hemmes af merke (I,
18, 19) kold stratifice-
ring (18) ingen sarlig
behandling (14, 34)
CLUSIACEAE p 0,1-0,23 L=D 0 3 (19) spiring  haemmes  af POST AEF
Hypericum perforatum marker, agerjord, dbne (14, 19) (14) (1, 19) 11 (90 %) morke (1, 18, 19) (5, 15, 25,
: : omrédder (16, 19) (18) ingen sarlig behandling 27)
(prikbladet perikon) (5:14, 15, 35, 27)
CONVOLVULACEAE A 28,2 L>D 10-20 4 (100 %) | spiring ikke pavirket af | PRAE & A
Ipomoea hederacea vejkanter, dbne omrédder, (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) strdlingsintensitet (1) POST
kornmarker (16) ingen sarlig behandling | (6, 12, 21,
(vedbendpragtsnerle) (6. 21) 28)
CYPERACEAE p 0,2 L=D 0 (1) 12 (91 %) | spiring hemmes af PRA & B 7
Cyperus rotundus agerjord, grasarealer, (14) (14) 10-20 (6, (10) morke (1) POST
(rund fladaks) vejkanter (16, 30) 10) ingen sarlig behandling | (6, 28, 31)

(6, 10, 14)

910C°¢’L
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FAMILIE

Lysperiode til

: - Vgt af fro L Plantedybde | Tid til spiring . . s Toksicitets- | Leverander af | Andre henvis-
1(\5;:]15115( ZZ:;IE:I]ECHI;?’XI)] Levetid (') og levested mg) sp;;lﬁgteél)er (mm) () (dage) () Sarlige behandlinger (%) test (9) fro () ninger (%)
FABACEAE P 1-1,67 L=D (14) 1(50 %) | ardannelse (14, 19) POST A D,EF
Lotus corniculatus greasarealer, vejkanter, (14, 19) (19) spiring ikke pévirket af | (5, 23, 25)
(almindelig kellingetand) dbne omrader (16, 19) stréliggsintensitet' (18,
19) ingen sarlig be-
handling (23, 25)
Senna obtusifolia A 23-28 L =D (14) 10-20 fre  gennemblodes i POST A
(kassia, sicklepod) fugtige skove (16) 9) L>D(9) (6, 9) vand i 24 timer (9) (6, 9)
ardannelse (14) froenes
levedygtighed  varierer
athengigt af farve (1)
ingen sarlig behandling
(6)
Sesbania exaltata A 11-13 L>D (9) 10-20 fre  gennembledes i PRAE & A
(hamp) alluvial jord (16) 9, 14) 9, 21) vand i 24 timer (9) POST
spiring ikke pavirket af | (9, 21, 28,
strilingsintensitet (1) in- 31)
gen sarlig behandling
(21)
Trifolium pratense p 1,4-1,7 L=D (14) 1 (50 %) | ardannelse (14, 18) POST AEF
(redklgver) marker, vejkanter, ager- (14, 19) (19) modning kan vare ned- 5)
jord (16, 19) vendig (19) spiring ikke
pavirket af strdlingsin-
tensitet (1, 19) ingen
seerlig behandling (5)
LAM IACE AE P 0,75-1,0 L=D (14) 0 ingen serlig behandling POST F
Leonurus cardiaca dbne omréader (16) (4, 14) 4) (4, 14) 4)
(almindelig hjertespand)
Mentha spicata P 2,21 0 ingen serlig behandling POST F
(gren mynte) fugtige omrader (16) 4) 4) 4) 4)

06/¥S 1
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FAMILIE

Lysperiode til

: - Vgt af fro L Plantedybde | Tid til spiring . . s Toksicitets- | Leverander af | Andre henvis-
1(\5;:]15115( ZZ:;IE:I]ECHI;?’XI)] Levetid (') og levested mg) sp;;lﬁgteél)er (mm) () (dage) () Sarlige behandlinger (%) test (9) fro () ninger (%)
Nepeta cataria P 0,54 L=D (14) 0 ingen sarlig behandling POST F
(almindelig katteurt) forstyrrede omrader 4, 14) 4) (2, 4,14) (2, 4)
(16)
Prunella vulgaris P 0,58-1,2 L=D (14) 0 5(50 %) | spiring hemmes af POST A F
(almindelig brunelle) agerjord, grasarealer, (4,14, 19) (4, 19) (19) morke (18, 19) (4, 22)
forstyrrede omréder (16, 7(91 %) |bedre spiring med
19) (18) sterre fre (1 ) ingen
serlig  behandling (4,
14, 22)
Stachys officinalis P 14-18 L=D (14) 7 (50 %) | ingen serlig behandling POST F
(leegegaltetand) grasarealer, markkanter (14, 19) (19) (5, 14, 22) (5, 22)
(19)
MALVACEAE A 8,8 L=D (14) 10-20 4 (84 %) | ardannelse (14) PRAE & AF
Abutilén theophrasti marker, dbne omrader (14) (6, 10, 21) (10) ingen sarlig behandling POST
(kinajute) (16) (5,10, 21) (6, 22, 28,
31)
Sida spinosa A 3.8 L=D (14) 10-20 ardannelse (14) PRA & A F
(tornet sida) marker, vejkanter (16) (14) (6, 21) spiring ikke pévirket af POST
strdlingsintensitet (1) in- | (6, 21, 28,
gen serlig behandling 31)
(6, 21)
PAPAVERACEAE A 0,1-0,3 L=D (14) 0 4 (50 %) | kold stratificering og ar- POST A, D, EF
Papaver rhoeas marker, agerjord, for- 4, 14, 19, 4, 29) (19) dannelse (1, 19, 32) 4) G
styrrede omréder (16, 29) ingen serlig behandling

(kornvalmue)

19)

(4, 14, 29)

910C°¢’L
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FAMILIE

Lysperiode til

: - Vgt af fro L Plantedybde | Tid til spiring . . s Toksicitets- | Leverander af | Andre henvis-
1(\5;:]15115( ZZ:;IE:I]ECHI;?’XI)] Levetid (1) og levested mg) sp;;lﬁgteél)er (mm) () (dage) () Serlige behandlinger (°) test (9) fro () ninger (5)
POACEAE grasplener, gresarealer | 0,07 (14) L > D (10) 20 (10) 10 (62 %) | spiring hammes af | POST (10) AE
Agrostis tenuis (16) (10) mgrke 1, 17-.1 9) ingen
serlig behandling (10)
(almindelig hvene)
Alopecurus myosuroides A 0,9-1,6 L =D (14) 2 < 24 (30 %) | ardannelse (14) behand- PRA & A 32
(agerravehale) marker, dbne omrader (29, 34) (29) (34) les med 101 mg/l POST
(16) ’ KNO3 (14) varm strati- (28, 34)
ficering (1)  spiring ’
haemmes af morke (1)
ingen sarlig behandling
(34)
Avena fatua A 7-37,5 (14, | L=D (14) 10-20 (6, 3(70 %) | ardannelse (7, 32) PRA & A
(tlyvehavre) dyrkede omrader, dbne 30) L>D (6) 10) (18) morke hemmer spiring | POST (6,
omrader (16) (1) 10, 28, 31)
kold stratificering (1,
18) ingen sarlig be-
handling (6, 10, 14)
Bromus tectorum A 0,45-2,28 L =D (14) 3 (29) modningsperiode (1, 7, PRA & A
(taghejre) marker, vejkanter, ager- (14, 29) 32) Spring haemmes af | POST (28,
jord (16) lys (1) ingen serlig be- 31)
handling (14)
Cynosurus cristatus P 0,5-0,7 (14, | L =D (14) 0 (29) 3 (50 %) | spiring ikke pévirket af | POST (5) A
19, 29) (19) strilingsintensitet  (19)

(almindelig kamgraes)

marker, vejkanter, dbne
omréder (16, 19)

ingen sarlig behandling
(14, 29)
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FAMILIE

Lysperiode til

; . Vagt af fi B Plantedybd Tid til spiri . . Toksicitets- | L der af | Andre henvis-
1(\5;::5115( Zzltlillelzenl‘;ilv;; Levetid (') og levested ae%mag) " SP‘;Zlﬁfte(ger é(1rrr11ren)y(3) : 1(d;ggn(f)mg Swrlige behandlinger () et 1(6? s evefrr?an(;ar ’ nnirrfgere 1(18‘),ls
Digitaria sanguinalis A 0,52-0,6 L=D (14) | 10-20 (21) 7 (75 %) | ardannelse, kold stratifi- PRA & A
lodhi k 1 (14, 30) 14 (94 9 cering og modning (1, | POST (18,
plodhe e s o PN e R
med 101 mg/l KNO3
(14) spiring haemmes af
morke (1) ingen sarlig
behandling (21)
Echinochloa crusgalli A 1,5 (14) L =D (14) 10-20 (7, ardannelse (7, 32) spi- PRA & A
T 21) ring ikke pévirket af | POST (3,
(@lmindelig hanespore) (16) L>D0) stralingsintensitet (1) in- | 21, 28, 31)
gen sarlig behandling
(3,14, 21)
Elymus canadensis p 4-5(14,30) | L=D (11) 1 14-28 ingen serlig behandling POST (2) CD,E
(canadisk hundekvik) bredomrader, forstyr- (11) (11) (2,11)
rede omrader (16)
Festuca pratensis p 1,53-2,2 =D (14) 20 (10) 9 (74 %) | ingen sarlig behandling | POST (10) A 7
(engsvingel) marker, fugtige omrader (16, 19) L>D (10) (10) (10, 19)
(16, 19) 2(50 %)
(19)
Hordeum pusillum A 3,28 (14) varm stratificering (1) | PRAZ (31) 7
(liden byg) greasarealer, vejkanter, SpIng %kke Pawrket af
Sbne omrader (16) stralingsintensitet (1)
Phleum pratense P 0,45 (14, L>D (10, 0-10 (10, 2 (74 %) | spiring hammes af | POST (10) AE
(engrottehale) graesarealer, agerjord, 19) 14) 19) (10) mogrklf (1 9)f spxrlrlx.g 1k}<e
forstyrrede omréder (16, 8 (50 %) | Ppavirket al stralingsin-
19) (19) tensitet (17) ingen seerlig

behandling (10, 14, 17,
19)

910C°¢’L

[va ]

apuapi] suorup aysiedomny usq

€6/¥S 1



FAMILIE

Lysperiode til

: - Vgt af fro L Plantedybde | Tid til spiring . . s Toksicitets- | Leverander af | Andre henvis-
1(\5;:]1511?: I;;t;lg:llzenzz;\;; Levetid (1) og levested mg) sp;;lﬁgt%l)er (mm) () (dage) () Serlige behandlinger (°) test (9) fro () ninger (5)
POLYGONACEAE A 5-8 (4, 14, L =D (20) 0-2 (4, 29) kold stratificering i 4-8 PRAE & A 32
. . , 29) uger (1, 2, 4, 20, 29) | POST (1, 2,
Polygonu'm convolvulus dbne omraz(lleg;, vejkanter spiring ikke pavirket af | 20, 28, 31)
(snerlepileurt) strilingsintensitet (1)
Polygonum lapathifolium A 1,8-2,5(14) | L>D (6) 5(94 %) | spiring ikke pédvirket af | PRAE & AE
. L 1 (18) strélingsintensitet (1) | POST (6)
(knudet pileurt) fugtig jord (16) spiring  hemmes  af
marke (18) kold stratifi-
cering (1) ingen sarlig
behandling (5)
Polygonum pennsylvanicum A 3,6-7 (14, 2 (29) kold stratificering i 4| PRA (31) AE
(pennsylvansk pileurt) marker, dbne omrader 29) uger ved 0-5 °C (1, 29)
(16) spiring  haemmes  af
morke (1)
Polygonum periscaria A 2,1-23 L>D (13) 0 (19) <14 (13) | ardannelse, kold stratifi- | POST (13) A 32
(ferskenpileurt) forstyrrede omréder, (14, 19) 2(50 %) | cering Ga-behz'lndl'mg
agerjord (16, 19) (19) (14) kold stratificering,
modning (17-19) spi-
ring hemmes af morke
(19) ingen sarlig be-
handling (13)
Rumex crispus P 1,3-1,5(4, | L=D (14, 0 3 (50 %) |spiring hemmes af | POST (4, AE 32
(kruset skraeppe) agerjord, vejkanter, dbne 14,19) 33) (4,19, 33) (19) “?‘Z’rki (18, 19) Crlnod- 33)
omréder (16, 19) 6 (100 %) |1ng Xan vre nedven-
(33) dig (18) ingen sarlig be-

handling (4, 14, 33)
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FAMILIE

Lysperiode til

: - Vgt af fro L Plantedybde | Tid til spiring . . s Toksicitets- | Leverander af | Andre henvis-
1(\5;:]1511?: ZZ:;IE:ECHI;XI)] Levetid (') og levested mg) sp;;ﬁgteél)er (mm) () (dage) () Sarlige behandlinger (%) test (9) fro () ninger (%)
PRIMULACEAE A 0,4-0,5 (4, | L=D (14 1(50 %) |kold stratificering, Ga-| POST (2, 4) A, F
Anagallis arvensis agerjord, dbne omréder, 14,19) (19) ll)ghanczlhng L 1;:’ 18,
d forstyrrede omrader (16, , 3 ), Spiring  Kreever
(red arve) 19) lys (1) ingen sarlig be-
handling (2, 4)
RANUNCULACEAE P 1,5-2 (14, L =D (14) 1 41-56 (19, | ingen sarlig behandling POST (5, 32
Ranunculus acris agerjord, vejkanter, dbne 19, 29) (29) 29) (5, 14, 22, 24-26) 22, 24-26)
(bidende ranunkel) omrder (16, 19)
ROSACEAE p 0,8-1,5 (14, | L =D (14) 0 (19) 5(50 %) |spiring hemmes af | POST (5, A
Geum urbanum hakke, fugtige omrader 19) (19) I’I’l@I‘l.{f.) (18, 19) varm | 22,25, 26)
16 (79 %) stratificering (1) ingen
(febernellikerod) (16, 19) (18) | serlig  behandling (5,
14, 22, 25, 26)
RUBIACEAE A 7-9 (14,19) | L=D (14) 5(50 %) |kold stratificering (1, PRA & A 32
Galium aparine agerjord, fugtige omra- (19) ‘lliii(eltg;fSg;%?fggfgfﬂ?;_ Poig) (©,
. o -
(burresnerre) der, fors?lrrgecllg)omrader 6 (:10 2?) %) tet (18, 19) spiring
' hemmes af meorke (1)
ingen sarlig behandling
(6, 14)
Galium mollugo P 7 L=D (14) 2 ingen sarlig behandling | POST (5, A
(hvid snerre) levende hegn, dbne om- (29) (29) (5, 14, 22, 24, 26, 29) 22, 24, 26)
rader (8)
SCROPHULARIACEAE | B, P hekke, dbne omrd- | 0,1 -0,6 (4, | L =D (14) 0 6 (50 %) | spiring haemmes af | POST (4, D,G,F
Digitalis purpurea der (16, 19) 14, 19) (4, 19) (19) m@r.ke {1, 17—1?) ingen 22-26)
8 (99 %) serlig  behandling (4,
(almindelig fingerbel) (18) > 22-26)
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FAMILIE Lysperiode til g - .
Artens botaniske navn Levetid (') og levested Vagt af fro spiring eller Plantedyk;de Tid il sp1£mg Serlige behandlinger (%) Toks1c1tﬁets— Leverand;ar af And}“e hengws—
(dansk generisk navn) (mg) vaekst (3) (mm) () (dage) () test (9 fro () ninger (*)
Veronica persica A 0,5-0,6 (14, | L =D (14) 0(19) 3 (19) spiring  haemmes  af PRA & A 32
(storkronet arenpris) agerjord, dbne omrader, 19) 5 (96 %) mgrl,(f'? (,1 8, 113) ) kold | - POST (28)
forstyrrede omrader (16, (18) stratificering (18) ingen

19)

serlig behandling (14)

[S)

A,\,\AA
<
==

A = endrige (Annuals), B = todrige (Biennials), P = flerdrige (Perennials).
Henvisning 11, 14 og 33 henviser til det forhold mellem lys (L = light) og merke (D = darkness), der er nedvendigt for spiring. Henvisning 3, 6, 9, 10, 13 og 20 henviser til vakstbetingelser i drivhuse.
0 mm indikerer, at freene blev sdet pa jordoverfladen, eller at frgene har brug for lys for at kunne spire.
Det angivne antal er det antal dage, inden for hvilket en procentdel af freene spirede i henhold til den angivne henvisning, f.eks. tre dage (50 %) spiring (henvisning 19).
Varigheden af modning ogeller stratificering ikke altid tilgengelig. Bortset fra krav om kuldebehandling er temperaturbetingelser ikke angivet, eftersom der er begranset temperaturkontrol i forbindelse

med testning i drivhus. De fleste fro spirer ved de almindelige temperaturudsving, der er i drivhuse.

=

—_~——
=
=2

Indikerer, at arter blev anvendt i en test af herbiciders toksicitet for planter for (PR&) og/eller efter (POST) spiring.
Et eller flere eksempler pd kommercielle leverandarer af fro.
To alternative anvendte henvisninger.
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Angivne leverandorer af fro

Leverandor-

D Leverandgrinformation

A Herbiseed
New Farm, Mire Lane, West End, Twyford RG10 ONJ ENGLAND +44 (0) 1189 349 464
www.herbiseed.com

B Tropilab Inc.

8240 Ulmerton Road, Largo, FL 33771-3948 USA
(727) 344-4050

www.tropilab.com

C Pterophylla — Native Plants & Seeds
#316 Regional Road 60, RR#1, Walsingham, ON NOE 1X0 CANADA (519) 586-3985

D Applewood Seed Co.
5380 Vivian St., Arvada, CO 80002 USA (303) 431-7333
www.applewoodseed.com

E Ernst Conservation Seeds

9006 Mercer Pike, Meadyville, PA 16335 USA
(800) 873-3321

www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds

Bortree Stile, Ulverston, Cumbria LA12 7PB ENGLAND
+44 1229 581137 (0)1256 6022668
www.chiltemseeds.co.uk

G Thompson & Morgan
P.O. Box 1051, Fort Erie, ON L2A 6C7 CANADA (800) 274-7333
www.thompson-morgan.com

ANGIVNE KILDER:

(1) C. C. Baskin og J. M. Baskin (1998), Seeds, Academic Press, Toronto.

(2) L. G. Blackburn og C. Boutin (2003), Subtle effects of herbicide use in the context of genetically modified crops:

a case study with glyphosate (Round-Up®), Ecotoxicology, 12:271-285.

(3) C. Boutin, H-B. Lee, T. Peart, P. S. Batchelor og R. J. Maguire (2000), Effects of the sulfonylurea herbicide
metsulfuron methyl on growth and reproduction of five wetland and terrestrial plant species, Environmental

Toxicology & Chemistry, 19(10):2532-2541.

(4) C. Boutin, N. Elmegaard og C. Kjer (2004), Toxicity testing of fifteen non-crop plant species with six herbicides

in a greenhouse experiment: implications for risk assessment, Ecotoxicology, 13:349-369.

(5) V. Breeze, G. Thomas og R. Butler (1992), Use of a model and toxicity data to predict the risks to some wild

plant species from drift of four herbicides, Annals of Applied Biology, 121:669-677.

(6) R. A. Brown og D. Farmer (1991), Track-sprayer and glasshouse techniques for terrestrial plant bioassays with
pesticides, in: Plants for toxicity assessment: 2nd volume. ASTM STP 1115, J. W. Gorsuch, W. R. Lower, W.

Wang og M. A. Lewis, eds., American Society for Testing & Materials, Philadelphia, s. 197-208.
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(7) D. D. Buhler og M. L. Hoffman (1999), Anderson’s guide to practical methods of propagating weeds and other
plants, Weed Science Society of America, K. Lawrence.

(8) A. R. Clapham, T. G. Tutin og E. F. Warburg (1981), Excursion flora of the British Isles, 3rd ed., Cambridge
University Press, Cambridge.

(9) P. A. Clay og J. L. Griffin (2000), Weed seed production and seedling emergence response to late-season
glyphosate applications, Weed Science, 48:481-486.

(10) J. E. H. Cole og L. Canning (1993), Rationale for the choice of species in the regulatory testing of the effects of
pesticides on terrestrial non-target plants, BCPC — Weeds, s. 151-156.

(11) M. Fiely (Ernst Conservation Seeds) (2004), personlig samtale (www.ernstseed.com).

(12) J. S. Fletcher, F. L. Johnson og J. C. McFarlane (1990), Influence of greenhouse versus field testing and
taxonomic differences on plant sensitivity to chemical treatment, Environmental Toxicology & Chemistry,
9:769-776.

(13) J. S. Fletcher, T. G. Pfleeger, H. C. Ratsch og R. Hayes (1996), Potential impact of low levels of chlorsulfuron and
other herbicides on growth and yield of nontarget plants, Environmental Toxicology & Chemistry, 15(7):1189-
1196.

(14) S. Flynn, R. M. Turner og J. B. Dickie (2004), Seed Information Database (release 6.0, Oct 2004), Royal Botanic
Gardens, Kew (www.rbgkew.org.uk/data/sid).

(15) J. Franzaring, C. Kempenaar og L. J. M. van der Eerden (2001), Effects of vapours of chlorpropham and
ethofumesate on wild plant species, Environmental Pollution, 114:21-28.

(16) H. A. Gleason og A. Cronquist (1991), Manual of vascular plants of northeastern United States and adjacent
Canada, 2nd ed., New York Botanical Garden, Bronx, NY, USA.

(17) J. P. Grime (1981), The role of seed dormancy in vegetation dynamics, Annals of Applied Biology, 98:555-558.

(18) J. P. Grime, G. Mason, A. V. Curtis, ]. Rodman, S. R. Band, M. A. G. Mowforth, A. M. Neal og S. Shaw (1981), A
comparative study of germination characteristics in a local flora, Journal of Ecology, 69:1017-1059.

(19) J. P. Grime, J. G. Hodgson og R. Hunt (1988), Comparative plant ecology: a functional approach to common
British species, Unwin Hyman Ltd., London.

(20) C. Kjar (1994), Sublethal effects of chlorsulfuron on black bindweed (Polygonum convolvulus L.), Weed
Research, 34:453-459.

(21) T. E. Klingaman, C. A. King og L. R. Oliver (1992), Effect of application rate, weed species, and weed stage of
growth on imazethapyr activity, Weed Science, 40:227-232.

(22) R. H. Marrs, C. T. Williams, A. J. Frost og R. A. Plant 1989, Assessment of the effects of herbicide spray drift on
a range of plant species of conservation interest, Environmental Pollution, 59:71-86.

(23) R. H. Marrs, A. J. Frost og R. A. Plant (1991), Effects of herbicide spray drift on selected species of nature
conservation interest: the effects of plant age and surrounding vegetation structure, Environmental Pollution,
69:223-235.

(24) R. H. Marrs, A. J. Frost og R. A. Plant (1991), Effects of mecoprop drift on some plant species of conservation
interest when grown in standardized mixtures in microcosms, Environmental Pollution, 73:25-42.

(25) R. H. Marrs, A. J. Frost, R. A. Plant og P. Lunnis (1993), Determination of buffer zones to protect seedlings of
non-target plants from the effects of glyphosate spray drift, Agriculture, Ecosystems, & Environment, 45:283-
293.
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(26) R. H. Marrs og A. J. Frost (1997), A microcosm approach to detection of the effects of herbicide spray drift in
plant communities, Journal of Environmental Management, 50:369-388.

(27) E.J. P. Marshall og J. E. Bernie (1985), Herbicide effects on field margin flora, BCPC — Weeds, s. 1021-1028.

(28) R. A. McKelvey, J. P. Wright og J. L. Honegger (2002), A comparison of crop and non-crop plants as sensitive
species for regulatory testing, Pest Management Science, 58:1161-1174.

(29) S. Morton (Herbiseed) (2004), personlig samtale (http://www.herbiseed.com).

(30) USDA, NRCS (2004), The Plants Database, version 3.5. (http://plants.usda.gov), National Plant Data Centre,
Baton Rouge, LA 70874-4490 USA.

(31) USEPA (1999), One-Liner Database, [U.S. EP.A.[Office of Pesticide Programs/Environmental Fate and Effects
Division/Environmental Epidemiology Branch].

(32) R. H. Webster (1979), Technical Report No. 56: Growing weeds from seeds and other propagules for
experimental purposes, Agricultural Research Council Weed Research Organization, Oxford, England.

(33) A. L. White og C. Boutin (National Wildlife Research Centre, Environment Canada) (2004), personlig samtale.

(34) P. Zwerger og W. Pestemer (2000), Testing the phytotoxic effects of herbicides on higher terrestrial non-target
plants using a plant life-cycle test, Z. PflKrankh, PflSchutz, Sonderh., 17:711-718.
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Tilleg 4

Eksempler pa passende vekstbetingelser for visse plantearter

Folgende betingelser har vist sig egnet til ti plantearter og kan bruges som retningslinjer for test i vakstkamre —
ogsd med visse andre arter:

Kuldioxidkoncentration: 350 £ 50 ppm

Relativ fugtighed: 70 + 5 % i lyse perioder og 90 = 5 % i merke perioder
Temperatur: 25 °C + 3 °C om dagen, 20 °C £ 3 °C om natten

Lysperiode: 16 timers lys/8 timers morke, idet der forudsattes en gennemsnitlig bolgeleengde pé 400-700 nm
Lys: lysstyrke pd 350 = 50 pE/m?[s, mélt everst i kammeret.
Plantearterne er folgende:

— tomat (Solanum lycopersicon)

— agurk (Cucumis sativus)

— havesalat (Lactuca sativa)

— sojabenne (Glycine max)

— hvidkal (Brassica oleracea var. capitata)

— gulerod (Daucus carota)

— almindelig havre (Avena sativa)

— almindeligt rajgras (Lolium perenne L.)

— majs (Zea mays)

— log (Allium cepa).
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C.32. FORMERINGSTEST — ENCHYTRAEIDER
INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 220 (2004). Den er beregnet til vurdering af kemikaliers
virkninger pd reproduktionen hos enchytraeider, Enchytraeus albidus Henle 1873, i jord. Den er hovedsagelig
baseret pd en metode, der er udviklet af Umweltbundesamt, Tyskland (1), og som er blevet ringtestet (2). Andre
metoder til testning af kemikaliers toksicitet for enchytraeider og regnorme er ogsé taget i betragtning (3)(4)(5)

(6)(7)(8).

INDLEDENDE OVERVEJELSER

2. Jordboende annelider af slagten Enchytraeus er okologisk relevante arter til ekotoksikologisk testning.
Enchytraeider forekommer ganske vist ofte i jord med regnorme, men de er ogsd ofte hyppigt forekommende i
jord uden regnorme. Enchytracider kan bade bruges i laboratorietest og i tilnermede feltforsag og rene
feltforseg. Fra et praktisk synspunkt er mange Enchytraeus-arter lette at hédndtere og avle, og deres
generationstid er betydeligt kortere end regnormens. Varigheden af en formeringstest med enchytraeider er
derfor kun 4-6 uger, mens den for regnorme (Eisenia fetida) er otte uger.

3. Grundleggende oplysninger om enchytraeiders okologi og ekotoksikologi i jordmiljget kan findes i (9)(10)(11)
(12).

PRINCIP FOR TESTEN

4. Voksne enchytraeider udsattes for en raekke koncentrationer af testkemikaliet blandet i syntetisk jord. Testen
kan inddeles i to trin: a) en test til bestemmelse af dosisinterval, sdfremt der ikke foreligger tilstreekkelige
oplysninger, hvori dedeligheden er det primeare endepunkt, der vurderes efter to ugers eksponering, og b) en
endelig formeringstest, hvor forzldredyrets samlede antal unger og foraldredyrets overlevelse vurderes. Den
endelige tests varighed er seks uger. Efter de forste tre uger fjernes de voksne orme, og morfologiske andringer
registreres. Efter yderligere tre uger twlles ungerne, der klakkes af de kokoner, de voksne orme har frembragt.
Reproduktionen for de dyr, der blev eksponeret for testkemikaliet, sammenlignes med reproduktionen for
kontrollen/kontrollerne for at fastlaegge i) koncentrationen uden observeret effekt (NOEC) ogleller ii) EC, (f.eks.
EC,,, EC,,) ved at bruge en regressionsmodel til at ansld, hvilken koncentration der ville fordrsage x % reduktion
i reproduktionen. EC, skal ligge i det omrdde, testkoncentrationerne dakker (f.eks. EC,,, EC,), sdledes at EC,
opnas ved interpolation og ikke ved ekstrapolation.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

5. Testkemikaliets vandopleselighed, log K, fordelingskoefficient mellem jord og vand (f.cks. kapitel C.18 eller
C.19 i dette bilag) og damptryk skal helst vere kendt. Yderligere oplysninger om testkemikaliets skaebne i jord,
sdsom fotolyse- og hydrolysehastighed, er enskelige.

6. Denne testmetode kan benyttes til vandopleselige eller -uopleselige kemikalier. Dog vil tilforselsmaden for
testkemikaliet variere som folge heraf. Testmetoden kan ikke anvendes pé flygtige kemikalier, dvs. kemikalier,
for hvilke Henrys konstant eller luft-/vandfordelingskoefficienten er storre end en, eller kemikalier, for hvilke
damptrykket overstiger 0,0133 Pa ved 25 °C.

TESTENS VALIDITET

7. Hvis en test skal veare valid, skal felgende resultatkrav opfyldes af kontrollerne:

— Dedeligheden blandt voksne orme mé ikke overstige 20 % ved afslutningen af testen til bestemmelse af
dosisinterval og efter de forste tre uger af formeringstesten.

— Under forudsatning af at der blev brugt ti voksne orme pr. beholder ved opstilling af testen, skal der
gennemsnitligt mindst vére frembragt 25 unger pr. beholder ved testens afslutning.

— Variationskoefficienten for det gennemsnitlige antal unger md ikke overstige 50 % ved formeringstestens
afslutning.
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Hvis en test ikke opfylder ovenstdende validitetskriterier, skal den afsluttes, medmindre der kan fremlegges en
begrundelse for at fortswtte testen. Begrundelsen skal fremga af testrapporten.

REFERENCEKEMIKALIE

8.  Et referencekemikalie bor enten testes med jevne mellemrum eller eventuelt indga i hver test, for at kontrollere
at testorganismernes respons ikke har andret sig signifikant over tid. Et egnet referencekemikalie er
carbendazim, som har vist sig at pavirke enchytraeiders overlevelse og formeringsevne (13)(14), men der kan
ogsd anvendes andre kemikalier, hvis toksicitetsdata er velkendte. En formulering af carbendazim, som er kendt
under handelsnavnet Derosal™, og som leveres af AgrEvo Company (Frankfurt, Tyskland) og indeholder 360 g/l
(32,18 %) aktiv bestanddel, blev brugt i en ringtest (2). Den EC,,-vaerdi for formering, der blev bestemt i
ringtesten, 14 i omradet 1,2 * 0,8 mg aktiv bestanddel/kg termasse (2). Hvis en positiv toksisk standard er
inkluderet i testserien, anvendes der en koncentration, og antallet af replikater skal vare det samme som i
kontrollerne. Hvis der anvendes carbendazim, anbefales test af 1,2 mg aktivt stof/kg tervagt (testet som en
flydende formulering).
BESKRIVELSE AF TESTEN
Udstyr

9.  Testbeholderne skal vere udfert helt i glas eller et andet kemisk inert materiale. Glas (f.eks. volumen: 0,20-0,25
liter; diameter: = 6 cm) er egnede. Beholderne ber have gennemsigtige 1ag (f.eks. glas eller polyethylen), der er
designet til at reducere vandfordampning, samtidig med at der kan ske en gasudveksling mellem jord og
atmosfare. Ligene ber vare gennemsigtige for at sikre lysgennemtraengelighed.

10. Der kraves normalt laboratorieudstyr, specielt folgende:
— torreskab
— stereomikroskop
— pH-meter og fotometer
— egnede nojagtige vaegte
— passende udstyr til temperaturkontrol
— passende udstyr til luftfugtighedskontrol (ikke vasentligt, hvis eksponeringsbeholderne har 1ag)
— inkubator eller lille rum med klimaanlag
— pincetter, kroge eller spiraler
— fremkalderkar.
Klargering af den syntetiske jord

11. Den syntetiske jord, der bruges i testen (5)(7), har folgende sammensatning (baseret pé tervaegt, terret til en

konstant vagt ved 105 °C):

— 10 % sphagnum, luftterret og findelt (en partikelstorrelse pd 2 £ 1 mm er acceptabel ); det anbefales at
kontrollere, at jord klargjort med et frisk parti sphagnum er egnet til dyrkning af ormene, inden den bruges
ien test

— 20 % kaolinholdigt ler, helst med over 30 % kaolinit
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— ca. 0,3-1,0 % calciumcarbonat (CaCO,, pulveriset, analysekvalitet) for at f en pH pd 6,0 £ 0,5. Hvor meget
calciumcarbonat der skal tilsettes, athaenger primeert af sphagnummens kvalitet/art

— ca. 70 % luftterret kvartssand (afhengigt af den nedvendige mangde CaCO,), overvejende fint sand med
over 50 % af en partikelstorrelse pd 50-200 pm.

Det anbefales at pavise egnetheden af syntetisk jord til at dyrke ormene og til at opfylde testvaliditetskriterierne,
for jorden anvendes i en endelig test. Det anbefales isar at foretage en sddan kontrol, for at sikre at udferelsen
af testen ikke kompromitteres, hvis den syntetiske jords organiske kulstofindhold reduceres, f.cks. ved at seenke
sphagnumindholdet til 4-5 % og ege sandindholdet tilsvarende. Ved en sidan reduktion af det organiske
kulstofindhold kan mulighederne for, at testkemikaliet adsorberes til jorden (organisk kulstof), reduceres, og
testkemikaliets tilgeengelighed for ormene foreges. Det er blevet pévist, at Enchytraeus albidus kan opfylde
validitetskriterierne for reproduktion ved test i feltjord med lavere organisk kulstofindhold end det nzvnte (f.
eks. 2,7 %) (15), og erfaringer — omend begransede — viser, at dette ogsd kan opnds i syntetisk jord med 5 %
torv.

Bemerk: Nar der bruges naturlig jord i supplerende test (f.eks. péd efterfolgende trin), skal det ogsd
dokumenteres, at jorden er egnet, og at validitetskriterierne er opfyldt.

12. De torre bestanddele i jorden blandes grundigt (f.eks. i stor laboratorieblander). Dette gores, mindst en uge
inden testen pdbegyndes. Den blandede jord opbevares i to dage for at akvilibrere den/stabilisere surhedsgraden.
Til bestemmelse af pH anvendes en blanding af jord og en oplesning pad 1 M kaliumchlorid (KCI) eller 0,01 M
calciumchlorid (CaCl,) i forholdet 1:5 (se (16) og tilleg 3). Hvis jorden er mere syreholdig end det krevede
omrade (se punkt 11), kan den justeres ved tilsetning af en passende mangde CaCO,. Hyvis jorden er for basisk,
kan den justeres ved tilsaetning af mere af blandingen i henhold til punkt 11, men uden CaCO,.

13. Den syntetiske jords maksimale vandholdende evne (WHC) bestemmes i overensstemmelse med procedurerne
beskrevet i tilleg 2. En eller to dage for testens start fugtes den torre syntetiske jord pd forhind ved at tilsatte
deioniseret vand nok til at opnd omkring halvdelen af det endelige vandindhold, dvs. 40-60 % af den
maksimale vandholdende evne. Ved testens start opdeles den fugtede jord i portioner svarende til antallet af
testkoncentrationer (og eventuelt referencekemikalie) og kontroller, der benyttes til testen. Vandindholdet
justeres til 40-60 % af den maksimale vandholdende evne ved tilsetning af testkemikalieoplasningen og/eller
ved tilsetning af destilleret eller deioniseret vand (se punkt 19-21). Vandindholdet bestemmes ved testens
begyndelse og slutning (ved terring til konstant vagt ved 105 °C) og skal ligge inden for det optimale omrade
for ormenes overlevelse. Jordens vandindhold kan bestemmes omtrentlig ved forsigtigt at presse jorden i
handen. Hvis vandindholdet er korrekt, viser smd vanddraber sig mellem fingrene.

Udvalgelse og klargering af forsegsdyr

14. Den anbefalede testart er Enchytraeus albidus Henle 1837 (hvid kompostorm), som tilhgrer familien
Enchytraeidae (orden: Oligochaeta, reckke: Annelida). E. albidus er en af de storste arter af enchytraeider, og der
er registreret individer pa op til 35 mm i leengden (17)(18). E. albidus findes i hele verden pd marine, limniske
og terrestriske levesteder, primert i organiske materialer under nedbrydning (tang og kompost) og sjeldent i
engomrdder (9). Dens brede skologiske tolerance og visse morfologiske variationer kan tyde pd, at arten
omfatter forskellige racer.

15. Enchytracus albidus szlges som fiskefoder. Det ber undersoges, om bestanden er kontamineret af andre,
normalt mindre arter (1)(19). Hvis kontaminering forekommer, ber alle orme skylles med vand i en petriskal.
Store voksne individer af Enchytraeus albidus udvelges derefter (ved hjalp af et stereomikroskop) for at starte
en ny bestand. Alle andre orme kasseres. E. albidus kan let dyrkes i en lang reekke organiske materialer (se tilleeg
4). Ormens livscyklus er kort, da den ndr sin modenhed mellem 33 dage (ved 18 °C) og 74 dage (ved 12 °C)
(1). Kun bestande, der har veeret i laboratoriet i mindst fem uger (en generation) uden problemer, ber anvendes
ien test.
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16. Andre arter af Enchytraeus-slegten kan ogsd anvendes, f.eks. E. buchholzi Vejdovsky 1879 eller E. crypticus
Westheide & Graefe 1992 (se tilleg 5). Hvis andre arter af Enchytraeus anvendes, skal de identificeres klart, og
begrundelsen for valget af art skal anferes i rapporten.

17. De dyr, der bruges til test, er voksne orme. De skal have @g (hvide pletter) i balteomradet, og de skal have
omtrent samme storrelse (ca. 1 cm i leengden). Synkronisering af dyrkningskulturen er ikke nedvendig.

18. Hvis enchytraeiderne ikke dyrkes i den samme jordtype og under samme betingelser (herunder fodring) som for
den endelige test, skal de akklimatiseres i mindst 24 timer og op til tre dage. Et storre antal voksne individer
end det, der er ngdvendigt for udferelsen af testen, akklimatiseres for at give mulighed for afvisning af skadede
individer eller individer, der er uegnede af andre drsager. Ved afslutningen af akklimatiseringsperioden udvzlges
kun orme med @g, som ikke udviser unormal adferd (f.eks. forseger at slippe vak fra jorden), til testen.
Ormene udtages omhyggeligt med pincet, krog eller spiral og anbringes i en petriskél, der indeholder en lille
meangde ferskvand. Kunstigt fremstillet ferskvand, jf. kapitel C.20 i dette bilag (Daphnia magna formeringstest),
foretraekkes til dette formdl, eftersom deioniseret eller demineraliseret vand eller ledningsvand kan vere
skadeligt for ormene. Ormene underseges i et stercomikroskop, og eventuelle orme uden ag frasorteres.
Eventuelle mider eller springhaler, der métte have inficeret kulturerne, frasorteres omhyggeligt. Sunde orme, der
ikke bruges til testen, returneres til stamkulturen.

Klargering af testkoncentrationer

Vandoploseligt testkemikalie

19. En oplesning af testkemikaliet klargeres i deioniseret vand i en maengde, der er tilstrakkelig til alle replikater af
en testkoncentration. Det anbefales at bruge en passende mangde vand for at opnd det nedvendige
vandindhold, dvs. 40-60 % af den maksimale vandholdende evne (se punkt 13). Hver oplesning af
testkemikaliet blandes grundigt med et parti forhdndsfugtet jord, for det tilsettes til testbeholderen.

Vanduoploseligt testkemikalie

20. For kemikalier, der er uopleselige i vand, men opleselige i organiske oplesningsmidler, kan testkemikaliet
oploses i det mindst mulige volumen af et egnet barestof (f.eks. acetone). Der ber kun anvendes flygtige
oplesningsmidler. Barestoffet sprojtes pd eller blandes med en lille mangde, feks. 2,5 g, fint kvartssand.
Berestoffet fjernes ved afdampning i et stinkskab i mindst en time. Denne blanding af kvartssand og
testkemikalie tilsettes den fugtede jord og blandes grundigt, efter at der er tilsat en passende mengde
deioniseret vand for at opnd det kravede fugtindhold. Den fardige blanding overfores til testbeholderne.

21. 1 forbindelse med kemikalier, der er tungtopleselige i vand og organiske oplesningsmidler, blandes 2,5 g
fintformalet kvartssand pr. testbeholder med testkemikaliet for at opnd den enskede testkoncentration. Denne
blanding af kvartssand og testkemikalie tilsattes den fugtede jord og blandes grundigt, efter at der er tilsat en
passende meangde deioniseret vand for at opna det kreevede fugtindhold. Den ferdige blanding fordeles mellem
testbeholderne. Proceduren gentages for hver testkoncentration, og der klargores ogsd en passende
kontrolgruppe.

22. Kemikalier ber normalt ikke testes ved koncentrationer pd over 1 000 mg/kg termasse jord. Det kan dog i
overensstemmelse med en specifik tests mal vere nedvendigt at teste ved hgjere koncentrationer.

UDFORELSE AF TESTEN

Testgrupper og kontrolgrupper

23. For hver testkoncentration anbringes en mangde testjord svarende til 20 g tervagt i testbeholderen (se
punkt 19-20). Kontroller uden testkemikaliet klargores ogsd. Hver beholder tilsattes foder i overensstemmelse
med fremgangsmdden i punkt 29. Ormene fordeles vilkirligt, sdledes at der er ti i hver testbeholder.
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Ormene overfores forsigtigt til hver testbeholder og placeres pé jordoverfladen ved hjelp af f.eks. en pincet, en
krog eller en spiral. Antallet af replikater for testkoncentrationer og for kontroller athaenger af det anvendte
testdesign (se punkt 34). Testbeholderne placeres vilkrligt i testinkubatoren, og disse placeringer randomiseres
pd ny en gang om ugen.

24. Hvis der bruges et barestof til tilforsel af testkemikaliet, testes en kontrolserie indeholdende kvartssand
pasprajtet eller iblandet oplosningsmidlet ud over testserierne. Koncentrationen med oplesnings- eller disperge-
ringsmiddel skal vere den samme som den, der bruges i testbeholderne med testkemikaliet. En kontrolserie
indeholdende kvartssand (2,5 g pr. beholder) ber testes for kemikalier, der kreever administration i
overensstemmelse med fremgangsmaden i punkt 21.

Testbetingelser

25. Testtemperaturen er 20 °C + 2 °C. For at sikre at ormene ikke forlader jorden, udferes testen under
kontrollerede lys-/merkecyklusser (helst 16 timers lys og 8 timers merke) med belysning pd 400-800 lux i
testbeholdernes omrade.

26. For at kontrollere jordfugtigheden vejes beholderne i begyndelsen af testen og efterfolgende en gang om ugen.
Vagttab erstattes ved tilsaetning af en passende mangde deioniseret vand. Det skal bemarkes, at vandtabet kan
reduceres ved at opretholde en hgj luftfugtighed (> 80 %) i testinkubatoren.

27. Fugtindholdet og pH males i begyndelsen og slutningen af bdde den indledende test og den endelige test.
Malinger foretages i kontrollen og behandlede (alle koncentrationer) jordprever, der er klargjort og opbevaret pa
samme mdde som testkulturerne, men uden orme. Foder tilsettes kun til disse jordprever i begyndelsen af
testen for at fremme mikrobiel aktivitet. Den tilsatte maengde foder skal vare den samme som den, der tilsattes
til testkulturerne. Det er ikke ngdvendigt at tilseette yderligere foder til beholderne under testen.

Fodring

28. Der kan bruges foder, som er i stand til at opretholde populationen af enchytraeider. Valsede havregryn, om
muligt autoklaveret inden brug for at forebygge mikrobiel kontaminering (opvarmning er ogs hensigtsmaessig),
har vist sig at vare egnet foder.

29. Foder gives forst ved at blande 50 mg formalede valsede havregryn i jorden i hver beholder, inden ormene
tilseettes. Derefter tilsattes der foder ugentligt frem til dag 21. Der tilsettes ikke foder pd dag 28, da de voksne
individer er blevet fjernet pd dette trin, og deres afkom har brug for forholdsvis lidt supplerende foder efter
dette tidspunkt. Fodring under testen omfatter 25 mg formalede valsede havregryn pr. beholder, som forsigtigt
anbringes pd jordoverfladen for at undgd at skade ormene. For at undgd svampevakst skal havreflagerne
begraves i jorden ved at dakke dem med smd mangder jord. Hvis foder ikke bliver spist, skal rationen
reduceres.

Design af testen til bestemmelse af dosisinterval

30. Nér det er ngdvendigt, udferes der en indledende test til bestemmelse af dosisinterval med f.eks. fem testkemika-
liekoncentrationer pd 0,1, 1,0, 10, 100 og 1 000 mg/kg (terveagt af jord). En replikat pr. behandling og kontrol
er tilstraekkelig.

31. Varigheden af den indledende test er to uger. Ved afslutningen af testen vurderes dedeligheden for ormene. En
orm registreres som ded, hvis den ikke reagerer pd en mekanisk pavirkning af bagenden. Andre oplysninger end
dedelighed kan ogsd veare afgarende for fastleeggelsen af koncentrationsomradet i den endelige test. £ndringer i
de voksne individers adfaerd (f.eks. manglende evne til at grave sig ned i jorden; orme, der ligger ubevagelige op
ad testbeholderens glasvaeg) og morfologi (f.eks. bne sér) registreres derfor ogsd sammen med tilstedevarelsen
af eventuelt afkom. Sidstnaevnte kan bestemmes ved anvendelse af farvningsfremgangsmaden i tilleg 6.
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32. LC,, kan bestemmes omtrentligt ved at beregne det geometriske gennemsnit af dedelighedsdataene. Ved
fastleggelsen af koncentrationsomrédet for den endelige test antages virkningerne pd reproduktionen at vare
lavere end LC,, med hgjst en faktor 10. Der er dog tale om en empirisk sammenhang, som ikke nedvendigvis
er den samme i alle specifikke tilfelde. Yderligere observationer foretaget i den indledende test, sisom
forekomsten af afkom, kan bidrage til at pracisere det koncentrationsomréde for testkemikaliet, der skal bruges
til den endelige test.

33. Med henblik pa ngjagtig bestemmelse af LC,, anbefales det at udfere testen med mindst fire replikater af hver af
testkemikaliekoncentrationerne og et tilstreekkeligt antal koncentrationer til at give mindst fire statistisk
signifikante forskellige gennemsnitsresponser ved disse koncentrationer. Der bruges et tilsvarende antal
koncentrationer og replikater til eventuelle kontroller.

Design af den endelige formeringstest

34. Der foreslds tre design pa grundlag af anbefalingerne som folge af en ringtest (2):

— For at fastlegge NOEC skal der testes mindst fem koncentrationer i en geometrisk serie. Der anbefales
fire replikater for hver testkoncentration plus otte kontroller. Koncentrationerne ber vealges med en
afstandsfaktor, som ikke overstiger 1,8.

— For at bestemme EC_ (f.eks. EC,,, ECs,) skal der testes mindst fem koncentrationer, og EC, skal ligge i det
omrdde, testkoncentrationerne dakker, séledes at EC_ opnds ved interpolation og ikke ved ekstrapolation.
Der anbefales mindst fire replikater for hver testkoncentration og fire kontrolreplikater. Afstandsfaktoren
kan variere, f.eks. under eller lig med 1,8 i det forventede effektomrdde og over 1,8 ved hejere og lavere
koncentrationer.

— En kombineret metode giver mulighed for at bestemme badde NOEC og EC,. Der anvendes otte behandlings-
koncentrationer i en geometrisk serie. Der anbefales fire replikater for hver behandling plus otte kontroller.
Koncentrationerne ber valges med en afstandsfaktor, som ikke overstiger 1,8.

35. Der bruges ti voksne orme pr. testbeholder (se punkt 23). Foder tilswttes ved begyndelsen af testen og herefter
en gang om ugen (se punkt 29) frem til og med dag 21. P4 dag 21 underseges jordpreverne omhyggeligt med
handerne, levende voksne orme observeres og talles, og @ndringer i adferd (f.eks. manglende evne til at grave
sig ned i jorden; orme, der ligger ubevagelige op ad testbeholderens glasvaeg) og morfologi (f.eks. dbne sar)
registreres. Alle voksne orme fjernes derefter fra testbeholderne og testjorden. Testjord, der indeholder
eventuelle kokoner, der mdtte vare frembragt, inkuberes i yderligere tre uger under samme testbetingelser,
bortset fra at fodring kun finder sted pd dag 35 (25 mg formalede valsede havregryn pr. beholder).

36. Efter seks uger talles de nyudklakkede orme. Denne metode, som er baseret pd Rose Bengal-farvning (se tilleg
6), anbefales, men andre vadekstrations- og vidflotationsteknikker (uden varme) (se tilleeg 6) har ogsa vist sig at
vare egnede (4)(10)(11)(20). Bengal Rose-farvning anbefales, fordi vddekstraktion fra et jordsubstrat kan
heemmes af turbiditet fordrsaget af opslemmede lerpartikler.

Gransetest

37. Hvis der ikke observeres virkninger ved den hgjeste koncentration i testen til bestemmelse af dosisinterval (dvs.
1 000 mg/kg), kan formeringstesten udferes som en gransetest med 1 000 mg/kg, for at pavise at NOEC for
formering er storre end denne veerdi.
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Resume og tidsplan for testen

38. De enkelte trin i testen kan opsummeres som folger:

Tidspunkt

Test til bestemmelse af dosisinterval

Endelig test

Dag — 7 eller tidligere

— Klarger syntetisk jord (blanding af
torre bestanddele)

Klargor syntetisk jord (blanding af
torre bestanddele)

Dag -5 — Kontroller den syntetiske jords pH Kontroller den syntetiske jords pH
— Mal jordens maksimale vandhol- Mil jordens maksimale vandholdende
dende evne evne
Dag - 5 til - 3 — Sorter orme med henblik pd akkli- Sorter orme med henblik pé akklima-
matisering tisering
Dag - 3 til 0 — Akklimatiser orme i mindst 24 ti- Akklimatiser orme i mindst 24 timer
mer
Dag - 1 — Fugt den syntetiske jord, og fordel Fugt den syntetiske jord, og fordel
den i partier den i partier
Dag 0 — Klarger stamoplesninger Klarger stamoplesninger
— Tilseet testkemikalie Tilsat testkemikalie
— Afvej testsubstrat i testbeholdere Afvej testsubstrat i testbeholdere
— Ibland foder Ibland foder
— Tilseet orme Tilset orme
— Mal jordens pH og fugtindhold Mil jordens pH og fugtindhold
Dag 7 — Kontroller jordens fugtindhold Kontroller jordens fugtindhold
Fodr ormene
Dag 14 — Bestem dedelighed for voksne indi- Kontroller jordens fugtindhold
vider Fodr ormene
— Bestem antal unger
— Maél jordens pH og fugtindhold
Dag 21 Observer de voksne individers adferd
Fjern voksne individer
Bestem dedelighed for voksne indivi-
der
Kontroller jordens fugtindhold
Fodr ormene
Dag 28 Kontroller jordens fugtindhold

Ingen fodring
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Tidspunkt Test til bestemmelse af dosisinterval Endelig test

Dag 35 — Kontroller jordens fugtindhold

— Fodr ormene

Dag 42 — Tel unger
— Mil jordens pH og fugtindhold

DATA OG RAPPORTERING

Behandling af resultater

39. Tilleg 7 indeholder en oversigt, men testmetoden giver ingen endelig statistisk vejledning i analyse af
testresultaterne.

40. I testen til bestemmelse af dosisinterval er det primare endepunkt dedelighed. £ndringer i de voksne individers
adfeerd (f.eks. manglende evne til at grave sig ned i jorden; orme, der ligger ubevagelige op ad testbeholderens
glasvaeg) og morfologi (f.eks. bne sdr) registreres dog ogsd sammen med tilstedevarelsen af eventuelle unger.
Der bruges normalt probabilistisk analyse (21) eller logistisk regression til at bestemme LC,,. I tilfeelde hvor
denne analysemetode er uegnet (f.eks. hvis der er feerre end tre koncentrationer med delvis dedelighed) kan der
bruges alternative metoder. Disse metoder kan omfatte glidende gennemsnit (22), Trimmed Spearman-Karber-
metoden (23) eller simpel interpolation (f.eks. geometrisk gennemsnit af LC, og LC,,, som beregnet ved
kvadratroden af LC, ganget med LC, ).

41. I den endelige test er endepunktet for testen frugtbarhed (dvs. antal unger). Som i testen til bestemmelse af
dosisinterval skal alle andre tegn pd skade dog anferes i den endelige rapport. I forbindelse med den statistiske
analyse er der brug for det aritmetiske gennemsnit og standardafvigelsen pr. behandling og pr. kontrol for at
beregne reproduktionen.

42. Hvis der er foretaget en variansanalyse, kan standardafvigelsen, s, og frihedsgraderne, df, erstattes af henholdsvis
det samlede variansestimat fra variansanalysen og frihedsgraderne herfra — forudsat at variansen ikke afhanger
af koncentrationen. I dette tilfaelde bruges kontrollernes og behandlingernes individuelle varianser. Disse vaerdier
beregnes normalt med kommerciel statistisk software, der bruger resultater pr. beholder som replikater. Hvis det
skennes mere hensigtsmassigt at samle data for de negative kontroller og oplesningsmiddelkontrollerne end at
teste dem hver for sig, skal de testes, for at konstatere at de ikke er signifikant forskellige (punkt 45 og tilleg 7
indeholder beskrivelser af egnede test).

43. Yderligere statistisk testning og felgeslutning afthanger af, hvorvidt replikatveerdierne er normalt fordelt og er
homogene med hensyn til varians.

Beregning af NOEC

44. Anvendelse af staerke statistiske test foretrakkes. Der ber bruges oplysninger fra f.eks. tidligere erfaring med
ringtest eller andre historiske oplysninger om, hvorvidt data er nogenlunde normalt fordelt. Varianshomogenitet
(homoskedasitet) er mere afgorende. Erfaringer viser, at variansen ofte stiger med stigende gennemsnit. I disse
tilfelde kan transformation af data medfere homoskedasitet. En sidan transformation ber dog veare baseret pa
erfaring med historiske data snarere end pd data, der undersgges. Med homogene data udferes flere t-test,
sdsom Williams’ test (@ = 0,05, ensidet) (24)(25) eller i visse tilfeelde Dunnetts test (26)(27). Det skal bemarkes,
at t-vaerdierne i tabellen — i tilfeelde af ulige replikation — skal korrigeres i henhold til Dunnett og Williams.
Nogle gange stiger/falder responserne ikke regelmassigt pd grund af stor variation. I dette tilfeelde, hvor der er
tale om en kraftig afvigelse fra monotoni, er Dunnetts test mere velegnet. Hvis der er afvigelser fra
homoskedasitet, kan det vare fornuftigt at undersege mulige virkninger pa varians narmere, for at beslutte om
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45.

46.

47.

48.

der kan bruges t-test uden at miste betydelig styrke (28). Alternativt kan der bruges flere U-test, f.eks.
Bonferroni-U-test ifolge Holm (29), eller ndr dataene udviser heteroskedasticitet, men ellers svarer til et
underliggende monotont dosis/respons-forhold, en anden ikke-parametrisk test [f.eks. Jonckheere-Terpstra
(30)(31) eller Shirley (32)(33)], som generelt ville vare at foretraekke frem for t-test justeret for forskel i varians
(se ogsa figuren i tilleg 7).

Er der udfert en grensetest, og forudsatningerne for parametriske testprocedurer (normalitet, homogenitet) er
opfyldt, kan den parvise Student-t-test bruges eller alternativt Mann-Whitney-U-testen (29).

Beregning af EC_

For at beregne enhver EC -veerdi bruges middelvardierne pr. behandling til regressionsanalyse (lineer eller ikke-
linezr), ndr der er opndet et passende dosis/respons-forhold. For ormenes vakst som en kontinuerlig respons
kan ECx-vardier estimeres ved hjalp af passende regressionsanalyse (35). Blandt egnede forhold for kvantale
data (dedelighed/overlevelse) og afkom er normale sigmoidforhold, logistiske forhold eller Weibull-forhold, som
omfatter to til fire parametre, hvoraf nogle ogsd kan modellere hormetiske responser. Hvis et dosis/respons-
forhold blev bestemt ved line@r regressionsanalyse, ber en signifikant 12 (determinationskoefficient) og/eller
haldning findes ved regressionsanalyse, inden EC, bestemmes ved at indsette en vaerdi, der svarer til x % af
kontrolgennemsnittet, i den ligning, der er fundet ved regressionsanalyse. 95 % konfidensgranser beregnes
ifolge Fieller (nevnt i Finney (21)) eller andre moderne passende metoder.

Alternativt modelleres responsen som en procentdel eller andel af modelparametre, hvilket fortolkes som
kontrollernes gennemsnitsrespons. I disse tilfelde kan den normale (logistiske, Weibull-) sigmoidkurve ofte let
tilpasses til resultaterne ved hjalp af den probabilistiske regressionsmetode (21). I disse tilfaelde skal veegtnings-
funktionen justeres for metrisk respons, jf. Christensen (36). Hvis der er konstateret hormese, ber den
probabilistiske analyse erstattes af en logistisk funktion med fire parametre eller Weibull-funktion tilpasset med
den ikke-linewre regressionsmetode (36). Hvis et passende dosis/respons-forhold ikke kan tilpasses til dataene,
kan der bruges andre metoder til at bestemme EC,, og vardiens konfidensgranser, f.eks. glidende gennemsnit i
henhold til Thompson (22) og Trimmed Spearman-Karber-metoden (23).

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Testkemikalie:

— fysiske egenskaber og, ndr det er relevant, relevante fysisk-kemiske egenskaber (f.eks. opleselighed i vand,
damptryk)

— kemisk identifikation af testkemikaliet ifelge IUPAC-nomenklaturen, CAS-nummer, parti, batch,
strukturformel og renhed

— provens udlgbsdato.

Testede arter:

— anvendte testdyr: art, videnskabeligt navn, herkomst af organismer og dyrkningsbetingelser.
Testbetingelser:

— bestanddele og klargering af den syntetiske jord

— tilseetningsmetode for testkemikaliet

— beskrivelse af testbetingelserne, herunder temperatur, fugtindhold, pH osv.

— fuldstaendig beskrivelse af forsggsdesign og fremgangsmader.
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Testresultater:

— dodelighed for voksne orme efter to uger og antal unger ved afslutningen af testen til bestemmelse af
dosisinterval

— dedelighed for voksne orme efter tre ugers eksponering og fuld fortegnelse over afkom ved afslutningen af
den endelige test

— eventuelle observerede fysiske eller patologiske symptomer og adfeerdsendringer hos testorganismerne

— LC,,, NOEC og/eller EC, (f.eks. ECy,, EC,,) for formering, hvis nogle af verdierne er udtrykt med konfiden-
sintervaller, og en graf for den tilpassede model, der blev benyttet til beregning heraf, samt alle oplysninger
og bemearkninger, som kan vere til hjalp ved fortolkning af resultaterne.

Afvigelser fra de procedurer, der er beskrevet i denne testmetode, og eventuelle usaedvanlige haendelser under
testen.
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Tilleg 1

Definitioner

I forbindelse med denne testmetode anvendes folgende definitioner:
Kemikalie betyder et stof eller en blanding.

EC, (effektkoncentration for x % virkning) er den koncentration, der har en virkning pé x % pd testorganismer inden
for en angiven eksponeringsperiode sammenlignet med en kontrol. I denne test udtrykkes effektkoncentrationerne
som en masse af testkemikalie pr. termasse testjord.

LC, (ikke-dedelig koncentration) er den koncentration af et testkemikalie, der ikke dreeber nogen af de eksponerede
testorganismer inden for et givet tidsrum. I denne test udtrykkes LC, som en masse af testkemikalie pr. termasse
testjord.

LC,, (dedelig koncentration 50 %) er den koncentration af et testkemikalie, der draber 50 % af de eksponerede
testorganismer inden for et givet tidsrum. I denne test udtrykkes LCy, som en masse af testkemikalie pr. tormasse
testjord.

LC,,, (dodelig koncentration 100 %) er den koncentration af et testkemikalie, der dreeber 100 % af de eksponerede
testorganismer inden for et givet tidsrum. I denne test udtrykkes LC,,, som en masse af testkemikalie pr. termasse
testjord.

LOEC (laveste koncentration med observeret effekt, Lowest Observed Effect Concentration) er den laveste testkemika-
liekoncentration, som ved sammenligning med kontrollen har en statistisk signifikant effekt (p < 0,05). I denne test
udtrykkes LOEC som en masse testkemikalie pr. tormasse testjord. Alle testkoncentrationer over LOEC ber normalt
udvise en effekt, der er statistisk forskellig fra kontrollen. Eventuelle afvigelser fra ovenstiende i forbindelse med
identifikation af LOEC skal begrundes i testrapporten.

NOEC (nuleffektkoncentration, No Observed Effect Concentration) er den hgjeste testkemikalickoncentration
umiddelbart under LOEC, hvor der ikke observeres nogen virkning. I denne test har NOEC ingen statistisk signifikant
virkning (p < 0,05) inden for en given eksponeringsperiode sammenlignet med kontrollen.

Reproduktionsrate er det gennemsnitlige antal unger, der er produceret pr. antal voksne individer i lgbet af
testperioden.

Testkemikalie er stoffer eller blandinger, der testes med denne testmetode.
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Tilleg 2

Bestemmelse af den maksimale vandholdende evne

Bestemmelse af den syntetiske jords vandholdende evne
Folgende metode har vist sig at vaere hensigtsmassig. Den er beskrevet i bilag C til ISO DIS 11268-2.

Der opsamles en bestemt mangde (f.eks. 5 g) testjordsubstrat ved hjelp af en egnet anordning (sneglebor el.lign.).
Bunden af reret dekkes med et stykke filterpapir, og reret placeres herefter — efter pafyldning af vand — pd et stativ
i et vandbad. Reret s@nkes gradvist, indtil vandstanden star over jordhejde. Det stdr herefter i vandet i omkring tre
timer. Da ikke alt vand, som absorberes af jordens kapillerer, kan bindes, dranes jordpreven i to timer ved at
anbringe roret pd et leje af meget vadt fintformalet kvartssand i en lukket beholder (for at forhindre udterring).
Proven vejes herefter torret til en konstant masse ved 105 °C. Den vandholdende evne (WHC) kan derefter beregnes

som folger:

WHC (i % af termasse) = % x 100
Hvor:
S = vandmettet substrat + rermasse + filterpapirmasse

= tara (rermasse + filterpapirmasse)
D = termasse af substrat
KILDER:

ISO (Den Internationale Standardiseringsorganisation) (1996), Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida), Del 2: Determination of effects on reproduction, No. 11268-2, I1SO, Genéve.
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Tilleg 3

Bestemmelse af jordens pH

Folgende metode til bestemmelse af en jordpreves pH er baseret pd beskrivelsen i ISO 10390 (Soil Quality —
Determination of pH).

En bestemt mangde jord terres ved stuetemperatur i mindst 12 timer. En suspension af jorden (indeholdende mindst
5 gram jord) fremstilles herefter i fem gange sin mangde af enten 1 M kaliumchlorid (KCl) i analysekvalitet eller en
0,01 M oplesning af calciumchlorid (CaCl,) i analysekvalitet. Suspensionen omrystes derefter grundigt i fem minutter.
Efter omrystning henstdr suspensionen i mindst to timer, men ikke over 24 timer. Vaskefasens pH males herefter ved
hjalp af et pH-meter, der er kalibreret for hver méling i en passende serie bufferoplesninger (f.eks. pH 4,0 og 7,0).

KILDER:

ISO (Den Internationale Standardiseringsorganisation) (1994), Soil Quality — Determination of pH, No. 10390, ISO,
Geneve.
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Tilleg 4

Dyrkningsbetingelser for Enchytraeus Sp.

Enchytraeider af arten Enchytraeus albidus (og andre Enchytraeus-arter) kan dyrkes i store plastkasser (f.eks. 30 x 60
x 10 cm) fyldt med en 1:1 blanding af syntetisk jord og naturlig, uforurenet havejord. Kompostmateriale skal undgds,
da det kan indeholde toksiske kemikalier, f.eks. tungmetaller. Fauna fjernes fra jorden inden brug (f.eks. ved
dybfrysning). Et substrat, som udelukkende bestar af syntetisk jord, kan ogsd bruges, men reproduktionen kan vere
lavere end den, der opnés med blandet jordsubstrat. Det substrat, der bruges til dyrkning, skal have en pH pd 6,0 =
0,5.

Kulturen opbevares i morke ved en temperatur pd 15-20 °C £ 2 °C. Temperaturer pd over 23 °C skal undgds. Jorden
ber vare fugtig, men ikke vdd. Det korrekte fugtindhold i jorden er opndet, nir smé vanddrdber viser sig mellem
fingrene, ndr jorden presses forsigtigt sammen. Iltfattige betingelser skal undgds, ved at sikre at ldg pd dyrknings-
beholdere tillader passende gasudveksling med atmosfaren. Jorden skal brydes omhyggeligt hver uge for at fremme
beluftning.

Ormene kan fodres med valsede havregryn. Havregrynene opbevares i lukkede beholdere og autoklaveres eller
opvarmes inden brug for at undgd infektion med melmider (f.eks. Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina) eller
rovmider (f.eks. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina). Efter varmebehandling formales foderet, sd det
nemt kan strgs ud pa jordoverfladen. Fra tid til anden kan de valsede havregryn suppleres med vitaminer, malk og
torskelevertran. Andre egnede foderkilder er bagegzr og fiskefoderet »TetraMin«.

Fodring finder sted ca. to gange om ugen. En passende mangde valsede havregryn stros ud pa jordoverfladen eller
iblandes omhyggeligt i substratet, ndr jorden brydes for at fremme beluftning. Den absolutte mangde uddelt foder
afthanger af antallet af orme i substratet. Som hovedregel eges mangden af foder, hvis alt foderet er spist inden for
en dag efter fodring. Omvendt reduceres mangden af foder, hvis der stadig er foder pa overfladen pa tidspunktet for
den anden fodring (en uge senere). Foder med svampevakst fjernes og erstattes. Efter tre méaneder flyttes ormene til
et frisk fremstillet substrat.

Dyrkningsbetingelserne anses for tilfredsstillende, hvis ormene: a) ikke forseger at forlade jordsubstratet, b) bevager
sig hurtigt gennem jorden, c) har en blank overflade uden fastsiddende jordpartikler, d) er mere eller mindre hvide, e)
forekommer i forskellige aldre i kulturerne og f) formerer sig lobende.
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Tilleg 5
Gennemforelse af test med andre Enchytraeus-arter
Valg af art

Der kan bruges andre arter end E. albidus, men testmetoden og validitetskriterierne skal tilpasses i overensstemmelse
hermed. Eftersom mange Enchytraeus-arter er umiddelbart tilgeengelige og let kan holdes i laboratoriet, er det
vigtigste kriterium for at valge andre arter end E. albidus egkologisk relevans og desuden sammenlignelig felsomhed.
Der kan ogsd vere formelle arsager til at skifte art. I lande hvor E. albidus ikke forekommer og ikke kan importeres
(f.eks. pa grund af karantenemassige begraensninger), vil det f.eks. vare nedvendigt at bruge en anden Enchytraeus-

art.

Eksempler pd egnede alternative arter

— Enchytraeus crypticus (Westheide og Graefe 1992): I de senere dr er denne art ofte blevet anvendt i skotoksi-

kologiske undersogelser pd grund af ukompliceret formering og testning. Den er dog lille, og det ger den
vanskeligere at hdndtere end E. albidus (iser pa trin forud for brug af farvningsfremgangsmdden). Det er ikke med
sikkerhed dokumenteret, at E. crypticus findes i det fri, og den er kun blevet beskrevet fra dyrkede regnorme-
bestande. Dens gkologiske behov kendes derfor ikke.

Enchytraeus buchholzi (Vejdovsky 1879): Navnet dakker sandsynligvis over en gruppe nart beslegtede arter, som
det er morfologisk vanskeligt at skelne imellem. Det frarddes at bruge denne art til testning, for de individer, der
bruges i en test, kan identificeres som arter. E. buchholzi findes sadvanligvis i enge og forstyrrede omréder, f.eks.
vejkanter.

Enchytraeus luxuriosus: Denne art var oprindeligt kendt som E. »minutus¢, men er for nylig blevet beskrevet (1).
Den blev forst fundet af U. Graefe (Hamburg) i en eng tat pa St. Peter-Ording (Schleswig-Holstein, Tyskland). E.
luxuriosus er ca. halvt sd stor som E. albidus, men storre end de andre arter, der er beskrevet her; den kan derfor vere et godt
alternativ til E. albidus.

Enchytraeus bulbosus (Nielsen og Christensen 1963): Der har indtil nu vearet beretninger om denne art i
mineraljord i Tyskland og Spanien, hvor den er almindelig, men normalt ikke sarligt hyppigt forekommende.
Sammenlignet med andre sma arter af denne slaegt er den forholdsvis let at identificere. Man ved intet om dens
adfeerd i laboratorietest eller dens folsomhed over for kemikalier. Den har dog vist sig at vare let at dyrke (E.
Belotti, personlig samtale).

Dyrkningsbetingelser

Alle fornzvnte Enchytraeus-arter kan dyrkes i samme substrater som E. albidus. Deres mindre sterrelse betyder,

at

dyrkningsbeholderne kan vere mindre, og at der kan bruges samme foder, men at rationssterrelsen skal justeres.

Disse arters livscyklus er kortere end E. albidus’ livscyklus, og de skal fodres oftere.

Testbetingelser

Testbetingelserne er generelt de samme som dem, der gelder for E. albidus, bortset fra at:

— testbeholderne kan (men skal ikke nedvendigvis) veere mindre

— varigheden af formeringstesten kan (men skal ikke nedvendigvis) vaere kortere, dvs. fire i stedet for seks uger;

varigheden af den indledende test ber dog ikke @ndres
— brug af farvningsfremgangsmaden i lyset af ungernes begraensede storrelse pd det kraftigste anbefales til teelling

— kriteriet om »antal unger pr. testbeholder i kontrollen« ber andres til »50«.



1.3.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 54117

LITTERATUR

1) R. M. Schmelz og R. Collado (1999), Enchytraeus luxuriosus sp.nov., a new terrestrial oligochaete species
(Enchytraeidae, Clitellata, Annelida), Carolinea 57, 93-100.



L 54/118 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

Tilleg 6

Detaljeret beskrivelse af ekstraktionsteknikker

Bengal Rose-farvning

Denne metode, der oprindeligt blev udviklet inden for limnisk skologi (1), blev forst foresldet til talling af unger af
enchytraeider i Enchytracidae-formeringstesten af W. de Coen (Universiteit Gent, Belgien). En @ndret version (Bengal
Rose blandet med formaldehyd i stedet for ethanol) blev udviklet uathaengigt af RIVM Bilthoven (2)(3).

Ved afslutningen af den endelige test (dvs. efter seks uger) overferes jorden i testbeholderne til en lav beholder. En
Bellaplast-beholder eller et fremkalderkar med ribbet bund er velegnet til dette formal, sidstnavnte fordi »ribberne«
begreenser ormenes bevagelse i observationsomrddet. Ungerne fikseres med ethanol (ca. 5 ml pr. replikat).
Beholderne fyldes derefter med vand til et lag pd 1-2 cm. Et par draber (200 til 300 pl) Bengal Rose (1 % oplesning i
ethanol) tilsettes (0,5 % eosin er et alternativ), og de to komponenter blandes grundigt. Efter 12 timer fir ormene en
rodlig farve og ber vere nemme at talle, fordi de ligger pd substratets overflade. Alternativt kan substratet/
alkoholblandingen skylles gennem en sigte (maskestorrelse: 0,250 mm), inden ormene telles. Med denne
fremgangsméde vil kaolinit, terv og noget af sandet blive skyllet ud, og de redligt farvede orme vil vare nemmere at
se og telle. Brugen af linser med lys (linsestorrelse pd mindst 100 x 75 mm med en forstorrelsesfaktor pé 2 til 3) vil
ogsd lette teellingen.

Farvningsteknikken reducerer telletiden til et par minutter pr. beholder, og som hovedregel skal det veere muligt for
en person at vurdere alle beholderne fra en test pa hejst to dage.

Vadekstraktion

Véadekstraktionen ber indledes umiddelbart efter afslutningen af testen. Jorden fra hver testbeholder anbringes i
plastsigter med en maskestorrelse pd ca. 1 mm. Sigterne ophanges i plastskdle uden at rgre bunden. Skélene fyldes
forsigtigt op med vand, indtil preverne i sigterne er helt under vandoverfladen. For at sikre en genfindingsprocent pa
over 90 % af ormene ber der anvendes en ekstraktionsperiode péd tre dage ved 20 °C £ 2 °C. Ved afslutningen af
ekstraktionsperioden fjernes sigterne, og vandet (bortset fra en lille mangde) dekanteres langsomt, idet det s& vidt
muligt undgds at forstyrre sedimentet i bunden af skalene. Plastskdlene omrystes derefter let for at suspendere
sedimentet i det overliggende vand. Vandet overferes til en petriskdl, og ndr jordpartiklerne er bundfeldet, kan
enchytraeider identificeres, fjernes og talles med et stereomikroskop og teenger af bledt stil.

Flotation

En metode baseret pad flotation er beskrevet i et notat af R. Kuperman (4). Efter fiksering af indholdet i en
testbeholder med ethanol oversvemmes jorden med Ludox (AM-30-siliciumdioxid, 30 vagtprocent suspension i
vand) op til 10-15 mm over jordoverfladen. Efter grundig blanding af jorden med flotationsmiddel i 2-3 minutter
kan de unger, der flyder pa overfladen, let telles.

Litteratur

(1) J. Korinkova og J. Sigmund (1968), The colouring of bottom-fauna samples before sorting, Vestnik
Ceskoslovensko Spolecnosti Zoologicke 32, 300-305.

(2) E. Dirven-Van Breemen, R. Baerselmann og J. Notenboom (1994), Onderzoek naar de Geschiktheid van de
Potwormsoorten Enchytraeus albidus en Enchytraeus crypticus (Oligochaeta, Annelida) in Bodemecotoxicologisch
Onderzoek, RIVM Rapport Nr. 719102025. s. 46 ff.
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Tilleg 6

Oversigt over den statistiske vurdering af data (bestemmelse af NOEC)
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C.33. FORMERINGSTEST (EISENIA FETIDA| EISENIA ANDRE]I)

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 222 (2004). Den er beregnet til vurdering af
virkningerne af kemikalier i jorden pd reproduktionen (og andre subletale endepunkter) hos regnormearten
Eisenia fetida (Savigny 1826) eller Eisenia andrei (Andre 1963) (1)(2). Testen har veret genstand for en ringtest
(3). Der findes en testmetode for testen for akut toksicitet for regnorme (4). Der er offentliggjort en rakke andre
internationale og nationale vejledninger til test for akut og kronisk toksicitet for regnorme (5)(6)(7)(8).

2. Eisenia fetida/Eisenia andrei betragtes som en reprasentant for jordbundsfauna og is@r regnorme. Der foreligger
baggrundsinformation om regnormes gkologi og deres brug i gkotoksikologisk testning (7)(9)(10)(11)(12).

PRINCIP FOR TESTEN

3. Voksne orme udszttes for en raeekke koncentrationer af testkemikaliet enten blandet i jord eller, ndr der er tale
om pesticider, tilsat i eller pd jorden med fremgangsmaéder, der stemmer overens med kemikaliets anvendel-
sesmonster. Tilsetningsmetoden er specifik for testens formdl. Testkoncentrationsintervallet velges, sdledes at
det dakker koncentrationer, der sandsynligvis har bdde subletale og letale virkninger over en periode pa otte
uger. Dodelighed og vakstvirkninger hos de voksne orme bestemmes efter fire ugers eksponering. De voksne
orme fjernes derefter fra jorden, og indvirkningen pd reproduktionen vurderes efter yderligere fire uger ved at
telle antallet af unger i jorden. Reproduktionen for de orme, der blev eksponeret for testkemikaliet,
sammenlignes med reproduktionen i kontrollen/kontrollerne for at fastleegge i) koncentrationen uden observeret
effekt (NOEC) ogleller ii) EC, (f.eks. EC,, EC,,) ved at bruge en regressionsmodel til at ansld, hvilken
koncentration der ville fordrsage x % reduktion i reproduktionen. EC, skal ligge i det omréde, testkoncentra-
tionerne dakker (f.eks. EC,, EC,), sdledes at EC, opnds ved interpolation og ikke ved ekstrapolation
(definitioner er anfort i tilleg 1).

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

4.  Folgende oplysninger om testkemikaliet bor foreligge med henblik pd design af passende testprocedurer:
— vandopleselighed
— logK,,
— damptryk

— og om muligt oplysninger om skabne og adferd i miljeet (f.cks. fotolyse- og hydrolysehastighed, hvis det er
relevant for anvendelsesmenstrene).

5. Denne testmetode kan anvendes pé alle kemikalier uanset deres opleselighed i vand. Testmetoden kan ikke
anvendes pa flygtige kemikalier, der her defineres som kemikalier, for hvilke Henrys konstant eller luft-/vand-
fordelingskoefficienten er storre end en, eller pd kemikalier, for hvilke damptrykket overstiger 0,0133 Pa ved
25 °C.

6. I denne testmetode tages der ikke hensyn til eventuel nedbrydning af testkemikaliet i lobet af testperioden. Det
kan saledes ikke antages, at eksponeringskoncentrationerne bevarer de oprindelige vardier i hele testen. Det
anbefales i givet fald at foretage en kemisk analyse af testkemikaliet ved begyndelsen og afslutningen af testen.
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REFERENCEKEMIKALIE

7. NOEC ogleller EC, for et referencekemikalie skal bestemmes, for at give sikkerhed for at laboratorietestbetin-
gelserne er tilstrekkelige og kontrollere, at testorganismernes respons ikke @ndrer sig statistisk over tid. Det
tilrddes, at testning af et referencekemikalie finder sted mindst en gang arligt eller, ndr testningsfrekvensen er
lavere, sidelobende med toksicitetsbestemmelsen af et testkemikalie. Carbendazim eller benomyl er egnede
referencekemikalier, der har vist sig at pavirke reproduktionen (3). Der skal observeres signifikante effekter ved
a) 1-5 mg aktiv bestanddel/kg termasse eller b) 250-500 g/ha eller 25-50 mg/m2 Hvis en positiv toksisk
standard er inkluderet i testserien, anvendes der en koncentration, og antallet af replikater skal vaere det samme
som i kontrollerne.

TESTENS VALIDITET

8.  Folgende kriterier skal vaere opfyldt i kontrollerne, hvis testresultatet skal anses for gyldigt:

— Hver replikat (som indeholder ti voksne individer) skal have frembragt = 30 unger ved afslutningen af
tester.

— Variationskoefficienten for reproduktion skal vare < 30 %.
— Dedeligheden for voksne individer i testens fire forste uger skal vare <10 %.

Hvis en test ikke opfylder ovenstdende validitetskriterier, skal den afsluttes, medmindre der kan fremlagges en
begrundelse for at fortsatte testen. Begrundelsen skal fremga af testrapporten.

BESKRIVELSE AF TESTEN
Udstyr

9.  Der bruges testbeholdere af glas eller et andet kemisk inert materiale med en kapacitet pd 1-2 liter. Beholderne
skal have et tversnitsareal pd ca. 200 cm?, sdledes at der opnds en dybde for det fugtige substrat pa ca. 5-6 cm,
ndr der tilsettes 500-600 g tormasse substrat. Beholderens ldg skal give mulighed for gasudveksling mellem
substratet og atmosferen og adgang til lys (f.eks. kan ldget vare perforeret og gennemsigtigt) og samtidig
forhindre ormene i at slippe ud. Hvis den anvendte mangde testsubstrat er vaesentligt storre end 500-600 g pr.
testbeholder, skal antallet af orme foreges tilsvarende.

10. Der kraves normalt laboratorieudstyr, specielt folgende:
— torreskab
— stereomikroskop
— pH-meter og fotometer
— egnede nojagtige vegte
— passende udstyr til temperaturkontrol
— passende udstyr til luftfugtighedskontrol (ikke vasentligt, hvis eksponeringsbeholderne har lag)
— inkubator eller lille rum med klimaanleg
— pincetter, kroge eller spiraler

— vandbad.

Klargering af den syntetiske jord

11. Den syntetiske jord, der bruges i testen (5)(7), har folgende sammensatning (baseret pé torvagt, terret til en
konstant vagt ved 105 °C):

— 10 % sphagnum (sd tet pd pH 5,5-6,0 som muligt, uden synlige planterester, findelt og terret til malt
fugtindhold)

— 20 % kaolinholdigt ler, helst med over 30 % kaolinit
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— 0,3-1,0 % calciumcarbonat (CaCO,, pulveriseret, analysekvalitet) for at opnd en initial pH-verdi pd 6,0 *
0,5.

— 70 % lufttorret kvartssand (athangigt af den nedvendige mangde CaCO,), overvejende fint sand med over
50 % af en partikelstorrelse pd 50-200 pm.

Bemarkning 1: Den nedvendige mangde CaCO, vil athenge af jordsubstratets komponenter, herunder foder, og
bestemmes ved at mdle delprover umiddelbart for testen. pH-veerdien males i en blandet prove i en 1 M
kaliumchloridoplesning (KCl) eller en 0,01 M calciumchloridoplesning (CaCl,) (13).

Bemerkning 2: Jordens organiske kulstofindhold kan reduceres, f.eks. ved at seenke sphagnumindholdet til 4-5 %
og ege sandindholdet tilsvarende. Ved en sddan reduktion af det organiske kulstofindhold kan mulighederne for,
at testkemikaliet adsorberes til jorden (organisk kulstof), reduceres, og testkemikaliets tilgeengelighed for ormene
forages. Det er blevet pavist, at Eisenia fetida kan opfylde validitetskriterierne for reproduktion ved test i feltjord
med lavere organisk kulstofindhold (f.eks. 2,7 %) (14), og erfaringer viser, at dette ogsd kan opnds i syntetisk
jord med 5 % terv. Det er derfor ikke ngdvendigt — inden brug af en sddan jord i en endelig test — at pavise
egnetheden af den syntetiske jord, for at sikre at testen opfylder validitetskriterierne, medmindre tervindholdet
er lavere end angivet ovenfor.

Bemerkning 3: Nar der bruges naturlig jord i supplerende test (f.eks. pd efterfolgende trin), skal det ogsd
dokumenteres, at jorden er egnet, og at validitetskriterierne er opfyldt.

12. De torre bestanddele i jorden blandes grundigt (f.eks. i stor laboratorieblander) i et godt ventileret omréde. For
testens start fugtes den torre syntetiske jord ved at tilsatte deioniseret vand nok til at opnd omkring halvdelen
af det endelige vandindhold, dvs. 40-60 % af den maksimale vandholdende evne (hvilket svarer til tormasse
med et fugtindhold pd 50 £ 10 %). Det giver et substrat uden stdende eller frit vand, ndr det presses sammen i
handen. Den syntetiske jords maksimale vandholdende evne (WHC) bestemmes i overensstemmelse med
procedurerne beskrevet i tilleg 2, ISO 11274 (15) eller en tilsvarende EU-standard.

13. Hvis testkemikaliet paferes pd jordoverfladen eller blandes i jord uden vand, kan den endelige mangde vand
blandes i den syntetiske jord i forbindelse med klargeringen af jorden. Hvis testkemikaliet blandes i jorden
sammen med vand, kan yderligere vand tilsettes sammen med testkemikaliet (se punkt 19).

14. Jordens fugtindhold bestemmes ved begyndelsen og afslutningen af testen i overensstemmelse med I1SO 11465
(16) eller en tilsvarende EU-standard, og jordens pH bestemmes i overensstemmelse med tilleg 3 eller ISO
10390 (13) eller en tilsvarende EU-standard. Disse bestemmelser bar foretages i en prove af kontroljord og en
prove af hver type testkoncentrationsjord. Jordens pH ber ikke justeres, ndr testen vedrerer sure eller basiske
kemikalier. Fugtindholdet overviges gennem hele testen ved at veje beholderne regelmessigt (se punkt 26 og
30).

Udvalgelse og klargering af forsegsdyr

15. Den art, der skal benyttes i testen, er Eisenia fetida eller Eisenia andrei (1)(2). Der skal bruges voksne orme pa
mellem to mdneder og et dr med balte for at begynde testen. Ormene udvzlges fra en synkroniseret kultur med
en forholdsvis homogen aldersstruktur (tilleg 4). Aldersspredningen blandt individerne i en testgruppe bar ikke
veare over fire uger.

16. De udvalgte orme akklimatiseres i mindst en dag med den type syntetiske jordsubstrat, der skal anvendes til
testen. I denne periode fodres ormene med det samme foder som i testen (se punkt 31-33).

17. Grupper af ti orme vejes enkeltvis, og grupperne fordeles vilkdrligt i testbeholderne ved begyndelsen af testen.
Ormene vaskes inden vejningen (med deioniseret vand), og det overskydende vand fjernes ved kortvarigt at
anbringe ormene pa filterpapir. De enkelte ormes vddmasse skal vare pd 250-600 mg.
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Klargering af testkoncentrationer

18. Der kan benyttes to metoder til tilforsel af testkemikaliet: iblanding af testkemikaliet i jorden (se punkt 19-21)
eller paforing pd jordoverfladen (se punkt 22-24). Valget af den egnede metode athaenger af formélet med
testen. Generelt anbefales det at blande testkemikaliet i jorden. Tilferselsprocedurer, som er i overensstemmelse
med normal praksis inden for landbruget, kan dog vare péakravet (f.eks. sprojtning af flydende formulering
eller brug af serlige pesticidformuleringer sdsom granulat- eller frebehandlinger). Oplesningsmidler, der bruges i
forbindelse med behandling af jorden med testkemikaliet, udvelges pd grundlag af deres lave grad af toksicitet
for regnorme, og testen skal omfatte passende oplesningsmiddelkontrol (se punkt 27).

Iblanding af testkemikaliet i jorden

Vandoploseligt testkemikalie

19. En oplesning af testkemikaliet i deioniseret vand klargeres umiddelbart inden testens begyndelse, i en mangde
der er tilstreekkelig til alle replikater af en koncentration. Det kan vare nedvendigt med et hjelpeople-
sningsmiddel for at lette klargeringen af testoplesningen. Det er hensigtsmessigt at klargere den maengde
oplesning, der er nedvendig for at opnd det endelige fugtindhold (40-60 % af den maksimale vandholdende
evne). Oplesningen blandes omhyggeligt med jordsubstratet, inden det overfores til testbeholderen.

Vanduopleseligt testkemikalie

20. Testkemikaliet opleses i en lille maengde egnet organisk oplesningsmiddel (f.eks. acetone) og sprejtes derefter
pd, eller blandes i, en lille mangde fint kvartssand. Oplesningsmidlet fiernes derefter ved afdampning i et
stinkskab i mindst fem minutter. Det behandlede sand blandes derefter omhyggeligt med den forhdndsfugtede
syntetiske jord. Derefter tilsattes og iblandes deioniseret vand (den nedvendige mangde) for at opnd et endeligt
fugtindhold pd 40-60 % af den maksimale vandholdende evne. Jorden er nu klar til anbringelse i
testbeholderne. Man ber vare opmarksom p4, at visse oplasningsmidler kan veere toksiske for regnorme.

Testkemikalie, der er uoploseligt i vand, og organiske oplasningsmidler

21. En blanding bestdende af 10 g fint industrielt kvartssand med den mangde testkemikalie, der er nedvendig for
at opnd testkoncentrationen, klargeres. Blandingen blandes derefter omhyggeligt med den forhdndsfugtede
syntetiske jord. Derefter tilsettes og iblandes deioniseret vand til den nedvendige mangde for at opnd et
endeligt fugtindhold p& 40-60 % af den maksimale vandholdende evne. Jorden er nu klar til anbringelse i
testbeholderne.

Péforing af testkemikaliet pd jordoverfladen

22. Jorden behandles, efter at ormene er tilsat. Testbeholderne fyldes forst med det fugtede jordsubstrat, og de
vejede orme anbringes pd overfladen. Sunde orme graver sig normalt omgdende ned i substratet, og eventuelle
orme, der matte veere tilbage pd overfladen efter 15 minutter, betragtes siledes som skadede og skal erstattes.
Hvis orme erstattes, vejes de nye orme og de erstattede orme, siledes at den eksponerede gruppe ormes
samlede levende vagt og beholderens samlede veegt med orme ved testens begyndelse er kendt.

23. Testkemikaliet tilseettes. Det bor ikke tilsattes til jorden for efter en halv time efter tilsetningen af ormene (eller
hvis der er orme pé jordoverfladen), saledes at direkte eksponering for testkemikalie ved hudkontakt undgas.
Nér testkemikaliet er et pesticid, kan det veere hensigtsmaessigt at sprojte det pd jordoverfladen. Testkemikaliet
ber paferes sd jevnt som muligt pd jordoverfladen ved hjelp af en egnet laboratoriesprojte for at simulere
sprojteanvendelse i marken. For péfering fjernes testbeholderens ldg, og det erstattes af en foring, som beskytter
beholderens sidevagge mod sprejt. Foringen kan bestd af en testbeholder, hvor bunden er fjernet. Péfgringen
finder sted ved en temperatur pd 20 °C £ 2 °C og for vandige oplesninger, emulsioner eller spredninger ved en
vandtilferselsrate pd 600-800 pl/m2. Raten kontrolleres ved hjelp af en egnet kalibreringsteknik. Serlige
formuleringer som granulat- eller froblandinger péferes pd en mdde, der er i overensstemmelse med praksis i
landbruget.
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24. Testbeholdere efterlades udekkede i en time, sd eventuelt flygtigt oplesningsmiddel, som er knyttet til tilferslen
af testkemikaliet, kan fordampe. De skal sikres, at ingen orme slipper ud af testbeholderne i dette tidsrum.

FREMGANGSMADE

Testgrupper og kontrolgrupper

25. En belastning pé ti regnorme i 500-600 g termasse syntetisk jord (dvs. 50-60 g jord pr. orm) anbefales. Hvis
der bruges storre mangder jord, hvilket kan vere tilfeeldet, hvis der testes pesticider med sarlige
paforingsmetoder, f.eks. frobehandlinger, bevares belastningen pa 50-60 g jord pr. orm ved at gge antallet af
orme. Der klarggres ti orme pr. kontrol- og behandlingsbeholder. Ormene vaskes med vand og terres af og
anbringes derefter pd absorberende papir i en kort periode for at drene overskydende vand.

26. For at undgd systematiske fejl i forbindelse med fordelingen af ormene i testbeholderne ber testpopulationens
homogenitet bestemmes ved enkeltvist at veje 20 orme, som er udtaget vilkdrligt fra den population, hvorfra
testormene skal tages. Ndr der er sikret homogenitet, udvelges partier af orme, som vejes og fordeles i
testbeholderne i henhold til en randomiseringsprocedure. Efter tilsaetning af testormene vejes hver testbeholder,
siledes at der foreligger en startvagt, der kan bruges som grundlag for overvigning af jordens fugtindhold
under testen, som beskrevet i punkt 30. Testbeholderne overdakkes derefter som beskrevet i punkt 9 og
anbringes i testkammeret.

27. Der klargores egnede kontroller for hver af de metoder til pafering af testkemikalier, der er beskrevet i punkt
18-24. De relevante beskrevne fremgangsmdader folges ved klargering af kontrollerne, bortset fra at
testkemikaliet ikke tilsettes. Nar det er relevant, tilsattes organiske oplesningsmidler, kvartssand eller andre
barestoffer siledes til kontrollerne i samme koncentrationer/mangder som dem, der bruges til behandlingerne.
Hvis et oplesningsmiddel eller et andet barestof bruges til at tilsette testkemikaliet, klargeres og testes en
yderligere kontrol uden bearestoffet eller testkemikaliet, for at sikre at berestoffet ikke har indflydelse pé
resultatet.

Testbetingelser

28. Testtemperaturen er 20 °C + 2 °C. Testen udferes under kontrollerede lys-/mearkecyklusser (helst 16 timers lys
og 8 timers marke) med belysning pd 400-800 lux i testbeholdernes omrade.

29. Testbeholderne beluftes ikke under testen, men testbeholdernes 1dg ber vare udformet sdledes, at de tillader
gasudveksling og samtidig begraenser afdampning af fugt (se punkt 9).

30. Vandindholdet i jordsubstratet i testbeholderne opretholdes under hele testen ved at veje testbeholderne (uden
lag) regelmassigt. Tab erstattes efter behov med deioniseret vand. Vandindholdet ber ikke afvige mere end 10 %
fra vandindholdet i begyndelsen af testen.

Fodring

31. Foder af en kvalitet, der har vist sig egnet til mindst at holde ormenes vagt under testen, betragtes som
acceptabelt. Erfaringer har vist, at havregryn eller ko- eller hestegedning er egnet foder. Det skal kontrolleres, at
de koer eller heste, hvorfra gedningen kommer, ikke medicineres eller behandles med kemikalier som f.eks.
vakstfremmende stoffer, nematicider eller lignende veterinzre produkter, der kan have negative virkninger pa
ormene under testen. Selvindsamlet kogedning anbefales, eftersom erfaringerne viser, at kommercielt tilgaengelig
kogedning brugt som havegodning kan have negative virkninger pa ormene. Gedningen luftterres, findeles og
pasteuriseres inden brug.

32. Hvert frisk parti foder gives til en ormebestand (ikke test) inden brug i en test, for at sikre at det er af passende
kvalitet. Vakst og kokondannelse méd ikke vere mindre end hos orme, der holdes i et substrat, som ikke
indeholder det nye parti foder (betingelser som beskrevet i testmetoden C.8(4)).
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33. Foder gives forst en dag efter tilsaetning af ormene og péfering af testkemikalie pa jorden. Ca. 5 g foder spredes
ud pd jordoverfladen i hver beholder og fugtes med deioniseret vand (ca. 5-6 ml pr. beholder). Derefter gives
der foder en gang om ugen i testperioden pa fire uger. Hvis foder ikke bliver spist, skal rationen reduceres med
henblik pé at forebygge svampevakst og mug. De voksne individer fjernes fra jorden pé testens 28. dag. Der
fordeles yderligere 5 g foder i hver testbeholder. Ingen yderligere fodring finder sted i testens resterende fire
uger.

Udvelgelse af testkoncentrationer

34. Forhdndskendskab til testkemikaliets toksicitet kan hjelpe til at finde passende testkoncentrationer, f.eks. fra en
hurtig test (4) ogleller fra undersogelser til bestemmelse af dosisinterval. Nér det er nedvendigt, udferes der en
test til bestemmelse af dosisinterval med f.eks. fem testkoncentrationer pd 0,1, 1,0, 10, 100 og 1 000 mg/kg
(tormasse af jord). En replikat pr. behandling og kontrol er tilstreckkelig. Varigheden af testen til bestemmelse af
dosisinterval er to uger, og dedeligheden vurderes ved afslutningen af testen.

Forsogsdesign

35. Eftersom der ikke kan foreskrives en bestemt sammenfattende statistik for testen, omfatter testmetoden
bestemmelse af NOEC og EC,. Tilsynsmyndighederne vil sandsynligvis stille krav. om NOEC inden for den
nermeste fremtid. Der kan i den naermeste fremtid blive tale om mere udbredt brug af EC, ud fra statistiske og
gkologiske overvejelser. Der foreslds siledes tre design baseret pd anbefalinger som falge af en ringtest af en
formeringstestmetode med enchytraeider (17).

36. Nar intervallet for koncentrationerne skal fastleegges, ber folgende tages i betragtning:

— For at bestemme NOEC skal der testes mindst fem/tolv koncentrationer i en geometrisk serie. Der anbefales
fire replikater for hver testkoncentration plus otte kontroller. Koncentrationerne ber vealges med en
afstandsfaktor pé hgjst 2,0.

— For at bestemme ECx (f.eks. EC,,, EC,) anbefales et tilstraekkeligt antal koncentrationer til at fordrsage
mindst fire statistisk signifikant forskellige gennemsnitsresponser ved de pdgaldende koncentrationer. Der
anbefales mindst to replikater for hver testkoncentration og seks kontrolreplikater. Afstandsfaktoren kan
variere, f.eks. under eller lig med 1,8 i det forventede effektomrdde og over 1,8 ved hgjere og lavere
koncentrationer.

— En kombineret metode giver mulighed for at bestemme badde NOEC og ECx. Der anvendes otte behandlings-
koncentrationer i en geometrisk serie. Der anbefales fire replikater for hver behandling plus otte kontroller.
Koncentrationerne ber valges med en afstandsfaktor, som ikke overstiger 1,8.

Testvarighed og -malinger

37. Péd dag 28 observeres og txlles de levende voksne orme. Enhver usaedvanlig adfeerd (f.eks. manglende evne til at
grave sig ned i jorden, ubevagelighed) og usadvanlig morforlogi (f.cks. dbne sar) registreres ogsd. Alle voksne
orme fjernes derefter fra testbeholderne og telles og vejes. Overfarsel af den jord, der indeholder ormene, til en
ren bakke forud for vurderingen kan lette sogningen efter de voksne individer. De orme, der udtages fra jorden,
vaskes inden vejningen (med deioniseret vand), og det overskydende vand fjernes ved kortvarigt at anbringe
ormene pé filterpapir. Orme, der ikke findes pd dette tidspunkt, registreres som dede, eftersom det méd antages,
at sddanne orme er dede og nedbrudt inden vurderingen.

38. Huvis jorden er blevet fjernet fra beholderne, returneres den nu (minus de voksne orme, men med eventuelle
kokoner, der matte vare dannet). Jorden inkuberes derefter i yderligere fire uger under samme testbetingelser,
bortset fra at fodring kun finder sted en gang i begyndelsen af denne testfase (se punkt 33).



1.3.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 54127

39. Ved afslutningen af den anden periode pd fire uger bestemmes antallet af unger, der er klakket af kokonerne i
testjorden, og antallet af kokoner ved hjzlp af fremgangsmdden i tilleg 5. Alle tegn pd skader pd ormene
registreres 0gsd i hele testperioden.

Gransetest

40. Hvis der ikke observeres virkninger ved den hgjeste koncentration i testen til fastleeggelse af dosisomradet (dvs.
1 000 mg/kg), udferes formeringstesten som en gransetest under anvendelse af en testkoncentration pa
1 000 mg/kg. En graensetest vil give mulighed for at pavise, at NOEC for formering er storre end gransekoncen-
trationen, og samtidig minimere det antal orme, der bruges i testen. Der bruges otte replikater til bide den
behandlede jord og kontrollen.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

41. Tilleg 6 indeholder en oversigt, men testmetoden giver ingen endelig statistisk vejledning i analyse af
testresultaterne.

42. Et af endepunkterne er dedelighed. Andringer i de voksne individers adferd (f.eks. manglende evne til at grave
sig ned i jorden; orme, der ligger ubevagelige op ad testbeholderens glasvaeg) og morfologi (f.eks. dbne sar)
registreres dog ogsd sammen med tilstedeverelsen af eventuelle unger. Der bruges normalt probabilistisk
analyse (18) eller logistisk regression til at bestemme LC;,. I tilfeelde hvor denne analysemetode er uegnet (f.eks.
hvis der foreligger under tre koncentrationer med delvis dedelighed), kan der bruges alternative metoder. Disse
metoder kan omfatte glidende gennemsnit (19), Trimmed Spearman-Karber-metoden (20) eller simpel
interpolation (f.eks. geometrisk gennemsnit af LC; og LC,,, som beregnet ved kvadratroden af LC, ganget med
LC,go)-

43. Det andet endepunkt er frugtbarhed (f.eks. antal unger). Som 1i testen til bestemmelse af dosisinterval skal alle
andre tegn pa skade dog anferes i den endelige rapport. I forbindelse med den statistiske analyse er der brug for
det aritmetiske gennemsnit X og standardafvigelsen pr. behandling og pr. kontrol for at beregne reproduktionen.

44. Hvis der er foretaget en variansanalyse, kan standardafvigelsen, s, og frihedsgraderne, df, erstattes af henholdsvis
det samlede variansestimat fra variansanalysen og frihedsgraderne herfra — forudsat at variansen ikke athanger
af koncentrationen. I dette tilfeelde bruges kontrollernes og behandlingernes individuelle varianser. Disse vaerdier
beregnes normalt med kommerciel statistisk software, der bruger resultater pr. beholder som replikater. Hvis det
skennes mere hensigtsmassigt at samle data for de negative kontroller og oplasningsmiddelkontrollerne end at
teste dem hver for sig, skal de testes for at konstatere, at de ikke er signifikant forskellige (punkt 47 og tilleg 6
indeholder beskrivelser af egnede test).

45. Yderligere statistisk testning og felgeslutning athanger af, hvorvidt replikatverdierne er normalt fordelt og er
homogene med hensyn til varians.

Beregning af NOEC

46. Anvendelse af starke statistiske test foretrakkes. Der ber bruges oplysninger fra f.eks. tidligere erfaring med
ringtest eller andre historiske oplysninger om, hvorvidt data er nogenlunde normalt fordelt. Varianshomogenitet
(homoskedasitet) er mere afgorende. Erfaringer viser, at variansen ofte stiger med stigende gennemsnit. I disse
tilfelde kan transformation af data medfere homoskedasitet. En sidan transformation ber dog vare baseret pa
erfaring med historiske data snarere end pd data, der undersgges. Med homogene data udferes flere t-test,
sdsom Williams’ test (@ = 0,05, ensidet) (21)(22) eller i visse tilfeelde Dunnetts test (23)(24). Det skal bemarkes,
at t-vaerdierne i tabellen — i tilfeelde af ulige replikation — skal korrigeres i henhold til Dunnett og Williams.
Nogle gange stiger/falder responserne ikke regelmessigt pd grund af stor variation. I dette tilfeelde, hvor der er
tale om en kraftig afvigelse fra monotoni, er Dunnetts test mere velegnet. Hvis der er afvigelser fra
homoskedasitet, kan det vare fornuftigt at undersege mulige virkninger pa varians narmere, for at beslutte om
der kan bruges t-test uden at miste betydelig styrke (25). Alternativt kan der bruges flere U-test, f.eks.



L 54/128 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

Bonferroni-U-test ifelge Holm (26), eller ndr dataene udviser heteroskedasitet, men ellers svarer til et
underliggende monotont dosis/respons-forhold, en anden ikke-parametrisk test [f.eks. Jonckheere-Terpstra
(27)(28) eller Shirley (29)(30)], som generelt ville vaere at foretraekke frem for t-test justeret for forskel i varians
(se ogsd figuren i tilleg 6).

47. Er der udfert en gransetest, og forudsatningerne for parametriske testprocedurer (normalitet, homogenitet) er
opfyldt, kan den parvise Student-t-test bruges eller alternativt Mann-Whitney-U-testen (31).

Beregning af EC,

48. For at beregne enhver EC -vardi bruges middelvaerdierne pr. behandling til regressionsanalyse (linewr eller ikke-
linezer), ndr der er opndet et passende dosis/respons-forhold. For ormenes vakst som en kontinuerlig respons
kan EC -vaerdier estimeres ved hjelp af passende regressionsanalyse (32). Blandt egnede forhold for kvantale
data (dedelighed/overlevelse og afkom) er normale sigmoidforhold, logistiske forhold eller Weibull-forhold, som
omlfatter to til fire parametre, hvoraf nogle ogsd kan modellere hormetiske responser. Hvis et dosis/respons-
forhold blev bestemt ved line@r regressionsanalyse, ber en signifikant 12 (determinationskoefficient) og/eller
haldning findes ved regressionsanalyse, inden EC, bestemmes ved at indsxtte en vaerdi, der svarer til x % af
kontrolgennemsnittet, i den ligning, der er fundet ved regressionsanalyse. 95 % konfidensgranser beregnes
ifelge Fieller (nevnt i Finney (18)) eller andre moderne passende metoder.

49. Alternativt modelleres responsen som en procentdel eller andel af modelparametre, hvilket fortolkes som
kontrollernes gennemsnitsrespons. I disse tilfeelde kan den normale (logistiske, Weibull-) sigmoidkurve ofte let
tilpasses til resultaterne ved hjelp af den probabilistiske regressionsmetode (18). I disse tilfeelde skal vagtnings-
funktionen justeres for metrisk respons, jf. Christensen (33). Hvis der er konstateret hormese, ber den
probabilistiske analyse erstattes af en logistisk funktion med fire parametre eller Weibull-funktion tilpasset med
den ikke-linezre regressionsmetode (34). Hvis et passende dosis/respons-forhold ikke kan tilpasses til dataene,
kan der bruges andre metoder til at bestemme EC, og verdiens konfidensgranser, f.eks. glidende gennemsnit i
henhold til Thompson (19) og Trimmed Spearman-Karber-metoden (20).

TESTRAPPORT

50. Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Testkemikalie:
— en endelig beskrivelse af testkemikaliet, parti, batch og CAS-nummer, renhed

— testkemikaliets egenskaber (f.eks. log Kow, vandopleselighed, damptryk, Henrys konstant (H) og oplysninger
om skabne og adferd).

Testorganismer:

— anvendte testdyr: art, videnskabeligt navn, herkomst af organismer og dyrkningsbetingelser
— alder, interval for testorganismers storrelse (masse).

Testbetingelser:

— oplysninger om klargering af testjorden

— jordens maksimale vandholdende evne

— en beskrivelse af den teknik, der anvendes til at tilfore testkemikaliet til jorden
— oplysninger om hjzlpekemikalier, der bruges til administration af testkemikaliet
— oplysninger om kalibrering af eventuelt sprejteudstyr

— beskrivelse af forsegsdesign og procedure

— testbeholdernes storrelse og mangde testjord

— testbetingelser: lysintensitet, lys-/merkecyklussernes varighed, temperatur
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— en beskrivelse af fodringen, typen og mangden af foder anvendt i testen, fodringsdatoer

— jordens pH- og vandindhold ved pabegyndelse og afslutning af testen.

Testresultater:

— dedelighed for voksne individer ( %) i hver testbeholder ved afslutningen af de forste fire uger af testen

— den samlede meangde voksne individer i hver testbeholder ved begyndelsen af testen

— andringer i levende voksne individers kropsvagt ( % af startvaegt) i hver testbeholder efter de forste fire
uger af testen

— antal unger afkom fremkommet i hver testbeholder ved afslutningen af testen

— en beskrivelse af synlige eller patologiske symptomer eller tydelige adfeerdsendringer

— resultater opndet med referencetestkemikaliet

— LC,, NOEC og/eller EC, (f.eks. ECy,, EC,,) for formering, hvis nogle af verdierne er udtrykt med konfiden-
sintervaller, og en graf for den tilpassede model, der blev benyttet til beregning heraf og alle oplysninger og
bemarkninger, som kan veere til hjaelp ved fortolkning af resultaterne

— en afbildning af dosis/respons-forholdet

— resultaterne for hver testbeholder

Afvigelser fra de procedurer, der er beskrevet i denne testmetode, og eventuelle usaedvanlige haendelser under

testen.
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Tilleg 1

Definitioner

I denne testmetode anvendes folgende definitioner:
Kemikalie betyder et stof eller en blanding.

EC, (effektkoncentration for x % virkning) er den koncentration, der har en virkning pé x % pé testorganismer inden
for en angiven eksponeringsperiode sammenlignet med en kontrol. EC;, er f.eks. en koncentration, der skennes at
have en virkning pé testens endepunkt hos 50 % af en eksponeret population i en defineret eksponeringsperiode. I
denne test udtrykkes effektkoncentrationerne som en masse af testkemikalie pr. tormasse testjord eller som en masse
af testkemikalie pr. arealenhed jord.

LC, (ikke-dedelig koncentration) er den koncentration af et testkemikalie, der ikke draber nogen af de eksponerede
testorganismer inden for et givet tidsrum. I denne test udtrykkes LC, som en masse af testkemikalie pr. tormasse
testjord.

LC;, (dedelig koncentration 50 %) er den koncentration af et testkemikalie, der draber 50 % af de eksponerede
testorganismer inden for et givet tidsrum. I denne test udtrykkes LCy, som en masse af testkemikalie pr. termasse
testjord eller som en masse af testkemikalie pr. arealenhed jord.

LC,, (dedelig koncentration 100 %) er den koncentration af et testkemikalie, der draber 100 % af de eksponerede
testorganismer inden for et givet tidsrum. I denne test udtrykkes LC,,, som en masse af testkemikalie pr. termasse
testjord.

LOEC (laveste koncentration med observeret effekt, Lowest Observed Effect Concentration) er den laveste testkemika-
lickoncentration, som har en statistisk signifikant effekt (p < 0,05). I denne test udtrykkes LOEC som en masse af
testkemikalie pr. tormasse testjord eller som en masse af testkemikalie pr. arealenhed jord. Alle testkoncentrationer
over LOEC ber normalt udvise en effekt, der er statistisk forskellig fra kontrollen. Eventuelle afvigelser fra
ovenstdende skal begrundes i testrapporten.

NOEC (nuleffektkoncentration, No Observed Effect Concentration) er den hgjeste testkemikaliekoncentration
umiddelbart under LOEC, hvor der ikke observeres nogen virkning. I denne test har NOEC ingen statistisk signifikant
virkning (p < 0,05) inden for en given eksponeringsperiode sammenlignet med kontrollen.

Reproduktionsrate: Det gennemsnitlige antal unger, der er produceret pr. antal voksne individer i lobet af
testperioden.

Testkemikalie betyder et stof eller en blanding, som testes ved hjalp af denne testmetode.
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Tilleg 2

Bestemmelse af jordens maksimale vandholdende evne

Folgende metode til bestemmelse af jordens maksimale vandholdende evne har vist sig at vere hensigtsmaessig. Den
er beskrevet i bilag C til ISO DIS 11268-2 (1).

Der opsamles en bestemt meengde (f.eks. 5 g) testjordsubstrat ved hjelp af en egnet prevetagningsanordning
(sneglebor el.lign.). Bunden af roret daekkes med et stykke filterpapir, der péfyldes vand, og reret placeres herefter pd
et stativ i et vandbad. Reret saenkes gradvist, indtil vandstanden stir over jordhejde. Det stdr herefter i vandet i
omkring tre timer. Da ikke alt vand, som absorberes af jordens kapilleerer, kan bindes, dranes jordpreven i to timer
ved at anbringe reret pd et leje af meget vadt fintmalet kvartssand i en overdakket beholder (for at forhindre
udterring). Proven vejes herefter torret til en konstant masse ved 105 °C. Den vandholdende evne (WHC) kan
derefter beregnes som folger:

WHC (i % af termasse) = S- TD_ D 5 100
Hvor:
S = vandmettet substrat + rermasse + filterpapirmasse
T = tara (rermasse + filterpapirmasse)
D = termasse af substrat
KILDER:
1) ISO (Den Internationale Standardiseringsorganisation) (1996), Soil Quality — Effects of pollutants on

earthworms (Eisenia fetida). Del 2: Determination of effects on reproduction, No. 11268-2. ISO, Genéve.
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Tilleg 3

Bestemmelse af jordens pH

Folgende metode til bestemmelse af en jords pH er baseret pd beskrivelsen i ISO DIS 10390: Soil Quality —
Determination of pH (1).

En bestemt mangde jord terres ved stuetemperatur i mindst 12 timer. En suspension af jorden (indeholdende mindst
5 gram jord) fremstilles herefter i fem gange sit volumen af enten en 1 M oplesning af kaliumchlorid (KCl) i
analysekvalitet eller en 0,01 M oplesning af calciumchlorid (CaCl,) i analysekvalitet. Suspensionen omrystes grundigt
i fem minutter og henstar til bundfaeldning i mindst to timer, men hejst 24 timer. Vaskefasens pH maéles ved hjalp
af et pH-meter, der er kalibreret for hver maling i en passende serie bufferoplesninger (f.eks. pH 4,0 og 7,0).

KILDER:

1)  ISO (Den Internationale Standardiseringsorganisation) (1994), Soil Quality — Determination of pH, No. 10390,
ISO, Geneéve.
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Tilleg 4

DYRKNING AF EISENIA FETIDA EISENIA ANDREI

Dyrkning ber fortrinsvis forega i et klimakammer ved 20 °C + 2 °C. Ved denne temperatur og med tilstraekkeligt
foder bliver ormene modne efter ca. 2-3 méneder.

Begge arter kan dyrkes i forskellige dyreekskrementer. Det anbefalede dyrkningssubstrat er en blanding af lige dele
heste- eller kogedning og terv. Det skal kontrolleres, at de kger eller heste, hvorfra gedningen kommer, ikke
medicineres eller behandles med kemikalier som f.eks. vaekstfremmende stoffer, nematicider eller lignende veterinare
produkter, der kan have negative virkninger pd ormene under testen. Selvindsamlet gadning fra en »ekologisk« kilde
anbefales, eftersom erfaringerne viser, at kommercielt tilgeengelig godning brugt som havegedning kan have negative
virkninger pd ormene. Substratet skal have en pH-vardi pd ca. 6-7 (justeret med calciumcarbonat) og en lav
ionledningsevne (under 6 mS/cm eller 0,5 % saltkoncentration), og det ma ikke vere uforholdsmeassigt forurenet med
ammoniak eller dyreurin. Substratet bear vare fugtigt, men ikke for vadt. Avlekasser med en kapacitet pd 10-50 liter
er velegnede.

For at fi orme af standardalder og -sterrelse er det bedst at starte dyrkningen med kokoner. Nar bestanden er
etableret, vedligeholdes den ved at anbringe voksne orme i en avlekasse med frisk substrat i 14-28 dage for at tillade
dannelse af flere kokoner. De voksne individer fjernes derefter, og ungerne fra kokonerne bruges som grundlag for
den naste bestand. Ormene fodres kontinuerligt med animalsk affald og flyttes fra tid til anden til frisk substrat.
Erfaringer har vist, at luftterret findelt ko- eller hestegedning eller havregryn er egnet foder. Det skal kontrolleres, at
de koer eller heste, hvorfra gedningen kommer, ikke behandles medicinsk med kemikalier som f.eks.
vakstfremmende stoffer, der kan have negative virkninger pd ormene ved langtidsdyrkning. De orme, der klakkes af
kokonerne, bruges til test, ndr de er 2-12 maneder gamle og betragtes som voksne individer.

Orme betragtes som sunde, hvis de bevager sig gennem substratet, ikke forseger at forlade substratet og formerer sig
lebende. Meget langsom bevagelse eller gul bagende indikerer udtemning af substrat. I det tilfelde ber der gives frisk
substrat, og/eller antallet af orme pr. beholder ber reduceres.
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Tilleg 5

TEKNIKKER TIL TALLING AF UNGER KLAKKET AF KOKONER

Handsortering af orme fra jordsubstratet er meget tidskraevende. To alternative metoder anbefales derfor:

a) Testbeholderne anbringes i et vandbad — ferst ved en temperatur pd 40 °C, men stigende til 60 °C. Efter en
periode pd omkring 20 minutter ber ungerne dukke op ved jordoverfladen, hvorfra de let kan fjernes og telles.

b) Testjorden kan skylles gennem en sigte med den metode, der er udviklet af van Gestel et al. (1), forudsat at den
sphagnum og gedning eller det havregryn, der er blevet tilsat til jorden, var formalet til et fint pulver. To sigter
med en maskestorrelse pd 0,5 mm (diameter 30 cm) anbringes oven pd hinanden. Indholdet af en testbeholder
skylles gennem sigten med en kraftig stréle ledningsvand, hvilket efterlader ungerne og kokonerne primert i den
gverste sigte. Det skal bemaerkes, at hele den everste sigtes overflade skal holdes vdd under denne operation, sd
ungerne flyder pd en vandfilm, hvilket forhindrer dem i at krybe gennem sigtens huller. De bedste resultater
opnds, ndr der bruges et bruserhoved.

Nar alt jordsubstratet er skyllet gennem sigten, kan unger og kokoner skylles fra den eoverste sigte ned i en skal.
Skélens indhold lades henstd, og tomme kokoner flyder pd vandoverfladen, mens fulde kokoner og unger synker til
bunds. Det stdende vand kan derefter haldes ud, og unger og kokoner flyttes til en petriskdl med en smule vand.
Ormene kan fjernes med en ndl eller en pincet med henblik pé telling.

Erfaringer har vist, at metode a) er bedre egnet til ekstraktion af unger, der kan skylles gennem selv en sigte med en
maskesterrelse pa 0,5 mm.

Effektiviteten af den metode, der bruges til at fjerne ormene (og eventuelle kokoner) fra jordsubstratet, skal altid
bestemmes. Hvis unger indsamles ved handsortering, anbefales det at gennemfere operationen to gange for alle
prover.

KILDER:

(1) C. A. M. Van Gestel, W. A. van Dis, EM. van Breemen og P. M. Sparenburg (1988), Comparison of two
methods determining the viability of cocoons produced in earthworm toxicity experiments, Pedobiologia
32:367-371.
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Tilleg 6

Oversigt over den statistiske vurdering af data (bestemmelse af NOEC)
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C.34. BESTEMMELSE AF HAMNINGEN AF ANAEROBE BAKTERIERS AKTIVITET — REDUKTION AF
GASPRODUKTION FRA AKTIVT (SPILDEVANDS)SLAM MED ANAEROB UDRADNING

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 224 (2007). Kemikalier, der udledes til vandmiljoet,
ledes gennem bade aerobe og anaerobe zoner, hvor de kan nedbrydes og/eller kan hamme bakterieaktivitet; i
visse tilfeelde kan de forblive uforstyrret i anaerobe zoner i artier eller lengere. I forbindelse med spildevandsbe-
handling er den farste fase, primer sedimentering, aerob i supernatantvasken og anaerob i subnatantslammet.
Det folges i den sekundere fase af en aerob zone i beluftningstanken til aktiveret slam og en anaerob zone i
subnatantslammet i den sekundare sedimenteringstank. Slam fra begge disse faser underkastes sadvanligvis
anaerob behandling, hvor der produceres methan og kuldioxid, der normalt bruges til at producere elektricitet. I
det bredere milje vil kemikalier, der ndr sedimenter i bugter, flodmundinger og havet, sandsynligvis forblive i
disse anaerobe zoner pd ubestemt tid, hvis de ikke er bionedbrydelige. Storre andele af visse kemikalier vil i
hojere grad nd disse zoner pd grund af deres fysiske egenskaber, sdsom lav opleselighed i vand, hej grad af
adsorption til opslemmede faststoffer samt manglende aerob bionedbrydelighed.

2. Det er onskeligt, at kemikalier, der udledes til miljget, er bionedbrydelige under bide aerobe og anaerobe
forhold, men det er vigtigt, at sddanne kemikalier ikke heemmer mikroorganismers aktivitet i nogen af disse
zoner. I Det Forenede Kongerige har der varet nogle fa tilfelde af fuldsteendig inhibering af methanproduktion
fordrsaget af f.eks. pentachlorphenol i industrielt spildevand, hvilket har fort til meget dyr transport af inhiberet
slam fra rddnetanke til »sikre« steder og import af sundt aktivt slam fra naboanleg. Der har dog varet mange
tilfelde af mindre alvorlig afbrydelse af nedbrydning forarsaget af flere andre kemikalier, herunder alifatiske
halogenerede kulbrinter (kemisk rensning) og rengeringsmidler, hvilket har medfert betydelig begraensning af
nedbrydningseffektiviteten.

3. Kun en testmetode, C.11 (1), beskaeftiger sig med ha@mning af bakterieaktivitet (aktiveret slam — respirations-
hamningstest) og vurderer testkemikaliets virkning pé iltoptagelseshastigheden med substrat. Denne metode er
blevet bredt anvendt til tidlig varsling af kemikaliers mulige skadelige virkninger pd den aerobe spildevandsbe-
handling og til indikation af ikke-hemmende koncentrationer af testkemikalier til brug i de forskellige
bionedbrydelighedstest. Testmetode C.43 (2) giver begreenset mulighed for at bestemme et testkemikalies
toksicitet for gasproduktionen i anaerobt slam, som er fortyndet til en tiendedel af sin normale koncentration af
faststoffer for at give den nedvendige pracision i vurderingen af den procentvise bionedbrydning. Fordi
fortyndet slam kan vere mere folsomt over for inhiberende kemikalier, besluttede ISO-gruppen at udvikle en
metode, hvor der bruges ufortyndet slam. Mindst tre tekster blev undersogt (fra Danmark, Tyskland og Det
Forenede Kongerig), og i sidste ende blev der udarbejdet to ISO-standarder — en, hvor der bruges ufortyndet
slam, ISO 13 641-1 (3), og en, hvor der bruges 1 %-fortyndet slam, ISO 13 641-2 (4), hvilket skal reprasentere
mudder og sedimenter med mindre bakteriepopulationer. Begge metoder blev underkastet en ringtest (5); del 1
blev bekraftet som en acceptabel standard, mens der var uenighed om del 2. Det Forenede Kongerige mente, at
metoden kraver yderligere undersogelse, fordi en stor del af deltagerne anferte meget begranset eller ingen
produktion af gas i rapporten, dels fordi luftrummet i procent var for hejt (75 %) til optimal felsomhed.

4. Aldre varker i Det Forenede Kongerige (6)(7) beskrev en manometrisk metode, hvor der bruges ufortyndet
aktivt slam plus ubearbejdet kloakslam som substrat i 500 ml-kolber; apparaturet var besvearligt at arbejde med,
og det ubehandlede slam gav anledning til en modbydelig stank. Senere blev det mere kompakte og
hensigtsmassige apparatur, der blev opfundet af Shelton og Tiedje (8) og udviklet af Battersby og Wilson (9),
anvendt med succes af Wilson et al. (10). Kawahara et al. (11) fremstillede med succes flere typer standardslam
til brug i test for anaerob bionedbrydelighed og inhibering med en rakke kemikalier. Ubearbejdet slam som
substrat blev ogsa erstattet, og der blev udfert test med enten 1 %-fortyndet anaerobt slam eller med mudder,
sedimenter osv. med begranset bakterieaktivitet.

5. Denne metode kan tilvejebringe oplysninger, som kan bruges til at forudsige et testkemikalies sandsynlige effekt
pd gasproduktionen i anaerobe rddnetanke. Det er dog kun lengerevarende test, der i hejere grad simulerer
fungerende rddnetanke, som kan give en indikation af, om mikroorganismerne kan tilpasse sig til testkemikaliet,
eller om de kemikalier, der sandsynligvis vil blive absorberet af og adsorberet pd slam, kan opbygges til en
toksisk koncentration hen over en lengere periode, end denne test tillader.
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10.

PRINCIP FOR TESTEN

Alikvoter af en blanding af anaerobt aktivt slam (20 g/l til 40 g/l faststoffer i alt) og en nedbrydelig substrato-
plesning inkuberes alene og samtidig med en rakke koncentrationer af testkemikaliet i forseglede beholdere i
op til tre dage. Den producerede mangde gas (methan plus kuldioxid) males ved trykstigningen (Pa) i kolberne.
Den procentvise hamning af gasproduktion fordrsaget af de forskellige koncentrationer af testkemikaliet
beregnes pd grundlag af de mangder, der produceres i de respektive test- og kontrolkolber. ECy, og andre
effektive koncentrationer beregnes pé grundlag af afbildninger af haemningen i procent mod koncentrationen af
testkemikalierne eller i hojere grad dens logaritme.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

Testkemikalier ber normalt bruges i den reneste, umiddelbart tilgeengelige form, eftersom urenheder i visse
kemikalier, f.eks. chlorphenoler, kan vare langt mere toksiske end selve kemikaliet. Behovet for at teste
kemikalier i den form, hvori de fremstilles/gores kommercielt tilgeengelige, bar dog overvejes. Det kan ikke
rutinemessigt anbefales at bruge formulerede produkter, men for testkemikalier med ringe opleselighed kan
anvendelse af det formulerede stof dog vere et hensigtsmassigt alternativ. Egenskaber for testkemikaliet, der bar
foreligge, omfatter opleselighed i vand og visse organiske oplgsningsmidler, damptryk, adsorptionskoefficient,
hydrolyse og bionedbrydelighed under anaerobe betingelser.

METODENS ANVENDELSESOMRADE

Testen kan anvendes pd kemikalier, som er oplaselige eller uoplaselige i vand, herunder flygtige kemikalier. Der
ber dog udvises forsigtighed med stoffer med ringe opleselighed i vand (jf. henvisning (12)) og en hgj grad af
flygtighed. Der kan ogsd bruges inokula fra andre anaerobe steder, f.eks. mudder, meattet jord og sedimenter.
Anaerobe bakteriesystemer, der tidligere har varet eksponeret for toksiske kemikalier, kan tilpasses, sdledes at
de bevarer deres aktivitet ved tilstedeveerelse af xenobiotiske kemikalier. Inokula fra tilpassede bakteriesystemer
kan udvise en hgjere grad af tolerance over for testkemikalierne sammenlignet med inokula fra ikke-tilpassede
systemer.

REFERENCEKEMIKALIER

For at kontrollere fremgangsmaden testes et referencekemikalie ved at opstille egnede beholdere parallelt som
led i de almindelige testserier; 3,5-dichlorphenol har vist sig at vere en konsekvent hammer af anaerob
gasproduktion sdvel som af aktiveret slams iltforbrug og andre biokemiske reaktioner. To andre kemikalier har
vist sig i at hemme methanproduktion i hgjere grad end 3,5-dichlorphenol, nemlig methylen-bis-thiocyanat og
pentachlorphenol, men resultaterne med disse kemikalier er ikke valideret. Pentachlorphenol anbefales ikke,
eftersom det ikke er umiddelbart tilgeengeligt i ren form.

RESULTATERNES REPRODUCERBARHED

[ en international ringtest (5) var der blandt de ti deltagende laboratorier kun rimelig reproducerbarhed i ECy,-
vardier for 3,5-dichlorphenol og 2-brom-ethansulfonsyre (intervallet for ferstnevnte var 32-502 mg/l og for
sidstnaevnte 220-2 190 mg/l).

Antal laborato- I mgfl I mglg slam
rier gennemsnit s.d. vk (%) gennemsnit s.d. vk (%)
3,5-dichlorphenol
10 153 158 103 5 4,6 92
2-brom-ethansulfonsyre
10 1058 896 85 34 26 76

1.3.2016
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EC,,-data fra ringtest — ufortyndet slam

11. De hgje variationskoefficienter mellem laboratorier afspejler i vid udstreekning forskelle i slammets
mikroorganismers folsomhed som felge af enten praeksponering eller ingen praeksponering for testkemikaliet
eller andre kemisk beslaegtede kemikalier. Den pracision, hvormed EC;,-vaerdien baseret pd slamkoncentrationen
blev bestemt, var knap nok bedre end den »volumetriske« veerdi (mg/l). De tre laboratorier, som anferte
pracisionen af deres EC,-verdier for 3,5-dichlorphenol, udviste langt lavere variationskoefficienter (henholdsvis
22,9 og 18 % for EC;, mgfg) end gennemsnittet for alle ti laboratorier. De individuelle gennemsnit for de tre
laboratorier var henholdsvis 3,1, 3,2 og 2,8 mg/g. De lavere, acceptable variationskoefficienter i laboratorierne
sammenlignet med de langt hgjere koefficienter mellem laboratoriernes vardier, nemlig 9-22 % jf. 92 %,
indikerer, at der er store forskelle mellem de enkelte typer slams egenskaber.

BESKRIVELSE AF METODEN

Apparatur

12. Der skal anvendes sedvanligt laboratorieudstyr og felgende udstyr:
a) Inkubator — gnistsikker og styret til 35 °C £ 2 °C.

b) Tryksikre testbeholdere af glas med en passende nominel storrelse ('), hver udstyret med et gastaet septum
med belaegning, som kan modstd ca. 2 bar eller 2 x 10° Pa (til belegning bruges f.eks. PTFE = polytetra-
fluorethen). Serumflasker af glas med et nominelt volumen pad 125 ml og et faktisk volumen pé ca. 160 ml,
forseglet med serumflaskesepta (*) og crimpldg (aluminiumsringe), anbefales, men flasker med et samlet
volumen pd 0,1-1 liter kan ogsé bruges.

¢) Pracisionstrykméler (*) med ndl.

Samlet gasproduktion (methan plus kuldioxid) malt ved hjelp af en trykmadler, som er tilpasset til at kunne
méle og udlufte den producerede gas. Et eksempel pd et egnet instrument er en hdndholdt pracisions-
trykmaler, som er forbundet med en kanyle; en gasteet trevejsventil letter frigivelsen af overtryk (tilleg 1).
Det er nedvendigt at holde det indre volumen i tryktransducerrer og -ventil s lavt som muligt, siledes at
fejl som folge af manglende hensyntagen til udstyrets volumen forbliver ubetydelige.

d) Isolerede beholdere til transport af aktivt slam.

e) Trevejstrykventiler.

f) Sigte med maskestorrelse pd 1 mm2

g) Tank til aktivt slam, en kolbe af glas eller polyethylen med hej densitet og en kapacitet pa ca. 5 liter, som er
udstyret med en omrerer og en anordning til at lede en strom af kvalstofgas (se punkt 13) gennem
headspace.

h) Membranfiltre (0,2 pm) til sterilisering af substratet.

(") Den anbefalede storrelse er 0,1-1 liter.
(*) Det anbefales at bruge gastwtte silikonesepta. Det anbefales desuden, at ldgenes gastathed, navnlig i forbindelse med septa af
butylgummi, testes, da flere kommercielt tilgengelige septa ikke er tilstreckkeligt gastaette mod methan, og visse septa ikke forbliver
tette, ndr de gennembores med en ndl under testbetingelserne.
— Gastxtte coatede septa anbefales og skal bruges til flygtige kemikalier (visse kommercielle septa er forholdsvis tynde, under
0,5 cm, og forbliver ikke gastztte efter gennemboring med en kanyle).
— Septa af butylgummi (ca. 1 cm) anbefales, hvis teststofferne ikke er flygtige (de forbliver normalt gastztte efter gennemboring).
— Forud for testen anbefales det, at septaene underseges ngje med hensyn til deres evne til at forblive gastette efter gennemboring.
Méleren ber bruges og kalibreres med regelmassige mellemrum i henhold til producentens anvisninger. Hvis der bruges en trykmaler af
den foreskrevne kvalitet, f.eks. indkapslet med en stdlmembran, er det ikke nodvendigt med kalibrering i laboratoriet. Den skal kalibreres
af et godkendt institut med de anbefalede intervaller. Kalibreringens nejagtighed kan kontrolleres i laboratoriet med en etpunktsmaling
ved 1 x 10° Pa i forhold til en trykméler med mekanisk display. Nér dette punkt males korrekt, vil lineariteten ogsé veere usendret. Hvis
der bruges andet méleudstyr (uden certificeret kalibrering hos producenten), anbefales omregning i hele omrddet med jeevne mellemrum
(tilleg 2).

—_
-~
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i) Mikrosprgiter til den gastxtte forbindelse mellem tryktransduceren (se punkt 12 c¢) og headspace i flaskerne
(se punkt 12 b); ogsa til tilsetning af uopleseligt flydende teststof til kolberne.

j) Handskekasse — valgfri, men anbefalet — med et let, positivt kvelstoftryk.

Reagenser

13. Anvend reagenser af analysekvalitet i hele testen. Der skal bruges kvelstofgas af hej renhed med et iltindhold pé
under 5 pl/l ilt til hele testen.

Vand

14. Hvis fortynding er nedvendig pd et hvilket som helst trin, bruges deioniseret vand, som forinden er afluftet. Det
er ikke ngdvendigt at foretage analytisk kontrol af vandet, men deioniseringsapparaturet skal vedligeholdes med
jevne mellemrum. Der skal ogsd bruges deioniseret vand til klargering af stamoplesningerne. Inden
tilseetningen af det anaerobe inokulum til en oplesning eller fortynding af teststof skal det sikres, at den
pagzldende oplosning/fortynding er fri for ilt. Det sker enten ved at blese kvalstofgas gennem
fortyndingsvandet (eller gennem fortyndingerne) i en time, inden inokulummet tilswttes, eller alternativt ved at
opvarme fortyndingsvandet til kogepunktet og afkele det til stuetemperatur i en iltfri atmosfere.

Udridnet slam

15. Indsaml aktivt slam fra en rddnetank pé et spildevandsanleeg — eller alternativt fra en laboratorierddnetank —
der overvejende bruges til behandling husholdningsspildevand. Praktiske oplysninger om slam fra en laborato-
rierddnetank kan findes andetsteds (11). Hvis der skal bruges et tilpasset inokulum, kan det overvejes at bruge
aktivt slam fra et industrielt rensningsanleg. Brug kolber med bred hals fremstillet af polyethylen med hgj
densitet eller et tilsvarende materiale, som kan udvides, til indsamling af slam. Tilset slam til prevetagnings-
kolberne til omkring 1 cm fra kolbens top, forsegl dem, helst med en sikkerhedsventil (punkt 12 e), og anbring
kolberne i isolerede beholdere (punkt 12 d) for at minimere temperaturchok, indtil de overfores til en inkubator,
der er holdt ved 35 °C + 2 °C. Nar kolben abnes, frigives gasovertryk enten ved forsigtigt at lasne forseglingen
eller ved hjelp af en trevejstrykventil (punkt 12 e). Det foretraekkes at bruge slammet inden for et par timer
efter indsamlingen eller opbevare det ved 35 °C £ 2 °C under et headspace af kvalstof i op til tre dage, ndr der
normalt forekommer begranset tab af aktivitet.

Advarsel — Aktivt slam producerer brandfarlige gasser, som indebarer brand- og eksplosionsrisici: Det
indeholder ogsd potentielt patogene organismer, og der skal derfor traffes passende forholdsregler i forbindelse
med handtering af slam. Af sikkerhedsmassige arsager ma der ikke bruges glasbeholdere til indsamling af slam.

Inokulum

16. Umiddelbart inden brug blandes slammet ved forsigtigt at omrere det og lede det gennem en sigte med en
maskestorrelse pd 1 mm? (punkt 12 f) ned i en egnet kolbe (punkt 12 g) gennem det headspace, hvorigennem
der er ledt en strom af kvelstof. Der udtages en prove til maling af koncentrationen af torstoffer (se f.eks. ISO
11 923 (13) eller en tilsvarende EU-standard). Generelt bruges slammet ufortyndet. Koncentrationen af
faststoffer er sadvanligvis pd 2-4 % (w/v). Slammets pH-veardi kontrolleres og justeres om nedvendigt til 7 +
0,5.

Testsubstrat

17. Oples 10 g naringsvaske (f.eks. oxoid), 10 g garekstrakt og 10 g D-glucose i deioniseret vand, og fortynd til
100 ml. Steriliser ved filtrering gennem et 0,2 pm-membranfilter (punkt 12 h), og brug substratet med det
samme, eller opbevar det ved 4 °C i hgjst en dag.

Testkemikalie

18. Klarger en stamoplesning for hvert vandopleseligt testkemikalie, som f.eks. skal indeholde 10 g/l af kemikaliet i
iltfrit fortyndingsvand (punkt 14). Brug mangder af disse stamoplesninger, som er tilstrakkelige til at fremstille
reaktionsblandingerne, der indeholder graduerede koncentrationer. Alternativt klargeres en fortyndingsserie af
hver stamoplesning, siledes at den mengde, der tilsettes til testkolberne, er den samme for hver péakravet
slutkoncentration. Stamoplesningernes pH justeres om nedvendigt til 7 + 0,2.
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19. Hvis der er tale om testkemikalier, der ikke er tilstreekkeligt opleselige i vand, henvises til ISO 10 634 (12) eller
en tilsvarende EU-standard. Hvis der skal bruges et organisk oplgsningsmiddel, skal oplgsningsmidler som
chloroform and carbontetrachlorid undgds, da de har vist sig at virke sterkt hemmende pd methanpro-
duktionen. Klarger en oplesning med en passende koncentration af vanduopleseligt kemikalie i et egnet flygtigt
oplesningsmiddel, f.eks. acetone eller di-ethylether. Tilst den nedvendige mangde oplesningsmiddel til de
tomme testkolber (punkt 12 b), og afdamp oplesningsmidlet inden tilsetning af slam. Ved andre behandlinger
bruges ISO 10 634 (12) eller en tilsvarende EU-standard, men var opmarksom p4, at eventuelle overfladeaktive
stoffer, der bruges til at producere emulsioner, kan virke hemmende pd den anaerobe gasproduktion. Hvis
tilstedeveerelsen af organiske oplesningsmidler og emulgeringsmidler menes at fordrsage artefakter, kan
testkemikaliet tilsettes direkte til testblandingen som et pulver eller en vaske. Flygtige kemikalier og
vanduopleselige flydende testkemikalier kan indsprejtes i serumflasker med inokulum ved hjelp af
mikrosprejter (punkt 12 i).

20. Tilsat testkemikalier til kolberne for at opnd en geometrisk serie af koncentrationer, f.eks. 500 mg/l, 250 mg|l,
125 mgfl, 62,5 mg/l, 31,2 mg/l og 15,6 mg/l. Hvis toksicitetsintervallet ikke er kendt fra lignende kemikalier,
gennemfores der forst en indledende test til bestemmelse af dosisinterval med koncentrationer pd 1 000 mg]l,
100 mg/l og 10 mg/l for at fastsla et passende interval.

Referencekemikalie

21. Klarger en vandig oplesning af 3,5-dichlorphenol (10 g/l) ved gradvist at tilsette den minimale mangde 5 mol/
l-natriumhydroxidoplesning til faststoffet under omrystning, indtil det er oplest. Tilset dernast deoxygeneret
fortyndingsvand (punkt 14) til den pdkravede maengde; sonikering kan fremme oplesning. Der kan bruges
andre referencekemikalier, ndr det gennemsnitlige interval for EC,, er opndet i mindst tre test med forskellige
inokula (forskellige kilder eller forskellige indsamlingstidspunkter).

INTERFERENS/FEJL

22. Visse bestanddele i slam kan antageligt reagere med potentielle inhibitorer og gere dem utilgaengelige for
mikroorganismer og dermed forirsage lavere — eller ingen — inhibering. Desuden vil der, hvis slammet
allerede indeholder et kemikalie, som er haemmende, blive opndet forkerte resultater, ndr kemikaliet underkastes
testen. Ud over disse muligheder kan en rakke identificerede faktorer fore til falske resultater. Disse faktorer er
opfort pa listen i tilleg 3 sammen med metoder til at forhindre eller i det mindste reducere forekomsten af fejl.

TESTPROCEDURE

23. Det nedvendige antal replikater ath@nger af den pracisionsgrad, der er pdkravet for inhiberingsindekserne.
Hvis kolbernes 1ag er tilstraekkeligt gastaette under hele testen, skal der kun opstilles et parti (mindst tre)
testkolber ved hver koncentration. Tilsvarende opstilles et parti kolber med referencekemikalie og et set
kontroller. Hvis kolbernes 1ag kun er palidelige til en eller nogle fd gennemboringer, opstilles et parti (f.eks. tre)
testkolber for hvert interval (t), for hvilket der kraves resultater for alle koncentrationer af et testkemikalie, der
skal testes. Tilsvarende opstilles der »t« partier kolber for referencekemikaliet og for kontrollerne.

24. Det anbefales at bruge en handskekasse (punkt 12 j). Mindst 30 minutter for testen pdbegyndes, ledes en strem
af kvalstofgas gennem handskekassen, som indeholder alt ngdvendigt udstyr. Serg for, at slammets temperatur
er pd 35 °C + 2 °C under hdndteringen og forseglingen af kolberne.

Indledende test

25. Hvis slammets aktivitet er ukendt, anbefales det at gennemfere en indledende test. Opstil kontroller til
koncentrationer af faststoffer pd 10 gfl, 20 g/l og 40 g/l plus substrat, men uden testkemikalie. Brug desuden
forskellige volumener reaktionsblanding med henblik pa at opna tre eller fire headspacevolumen/vaskevolumen-
forhold. Ud fra resultaterne af det gasvolumen, der produceres pd forskellige tidspunkter, bestemmes de bedst
egnede betingelser, som giver mulighed for to daglige mélinger med betydelige gasvolumener og frigivelse af
tryk pr. dag ved optimal felsomhed (') uden risiko for eksplosioner.

(") Det geelder den forsegsopstilling og de forsagsbetingelser, hvor de producerede volumener gas — fra blindkontroller og fra beholdere
med en heemning pa 70-80 % — kan skennes med acceptable fejlmargener.
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

Tilsaetning af testkemikalier

Tilszet vandopleselige testkemikalier til tomme testkolber (punkt 12 b) som vandige oplesninger (punkt 18).
Brug mindst tre sat kolber til hver serie af koncentrationer (punkt 20). Hvis der er tale om uopleseligt og tungt
oploseligt testkemikalie, indsprejtes oplesninger af testkemikaliet i organiske oplesningsmidler med en
mikrosprejte i tomme kolber med henblik pd at opnd replikatset med hver fem koncentrationer af
testkemikaliet. Afdamp oplesningsmidlet ved at lede en strom af kvealstofgas hen over overfladen pa
oplesningerne i testkolberne. Alternativt tilsettes uoplaselige faste kemikalier som afvejede meengder faststof
direkte til testkolberne.

Hvis uopleselige og tungt vandopleselige flydende testkemikalier ikke tilsettes med et oplesningsmiddel,
tilseettes de direkte med mikrospreijte til testkolberne efter tilsetning af inokulum og testsubstrat (se punkt 30).
Flygtige testkemikalier kan tilseettes pd samme made.

Tilseetning af inokulum og substrat

Omrer en passende mangde sigtet aktivt slam (se punkt 16) i en 5 l-kolbe (punkt 12g), imens en strom af
kvelstofgas ledes gennem headspace. Gennemskyl testkolber, som indeholder vandige oplesninger eller
oplesninger af testkemikalier med afdampede oplesningsmidler, med en strom af kvelstofgas i ca. to minutter
for at fjerne luft. Fordel alikvoter, f.eks. 100 ml, af velblandet slam i testkolberne med en pipette med stor spids
eller en malecylinder. Det er vigtigt, at pipetten fyldes pd en gang til det ngjagtige foreskrevne volumen slam,
fordi slamfaststoffer let bundfeldes. Hvis der optages mere end det foreskrevne volumen, temmes pipetten, og
der startes forfra.

Tilset derefter en tilstraekkelig mangde substratoplesning (punkt 17) til at give en koncentration pad 2 g/l af
henholdsvis neringsvaske, gearekstrakt og D-glucose i blandingen, imens der fortsat gennemskylles med
kvelstof. Folgende er et eksempel pa testpartier.

1.3.2016

Endelig massekon- Volumen testkemikalie Reagenser og substrater
centration af test- (ml) (ml)
kemikalie i test- St losni St losni
kolber amoio OQ nlmg angop ﬂsrlnng Fortyndings-vand Inokulum Substrat
) a) 10gf ) 1 unkt 14 unkt 16 unkt 17
(mg] punkt 18 punkt 18 p p p
0 — 0 1,0 100 2
1 — 0,1 0,9 100 2
3,3 — 0,33 0,67 100 2
10 0,1 — 0,9 100 2
33 0,33 — 0,67 100 2
100 1,0 — 0 100 2

Kolbens volumen i alt = 160 ml Vaskevolumen = 103 ml

Gasvolumen = 57 ml eller 35,6 % af det samlede volumen.

Gennemskyl pd samme mdde med kvalstofgas, og tem testkolberne tilstraekkeligt til at hdndtere eventuelt
flygtigt og uopleseligt flydende testkemikalie (se punkt 27).

Kontroller og referencekemikalie

Opstil mindst tre szt kolber, som kun indeholder slam og substrat, og som skal fungere som kontroller. Opstil
yderligere replikatkolber, som indeholder slam og substrat plus tilstreekkelig stamoplesning af referenceke-
mikaliet, 3,5-dichlorphenol (punkt 21), til at give en slutkoncentration pd 150 mg/l. Denne koncentration ber
hemme gasproduktionen med ca. 50 %. Opstil alternativt en serie af koncentrationer af referencekemikaliet.
Opstil desuden fire ekstra kolber til pH-maling, som indeholder slam, deoxygeneret vand og substrat. Tilsat
testkemikaliet til to kolber ved den hgjeste koncentration, der testes, og tilset deoxygeneret vand til de to
resterende kolber.
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32. Serg for, at alle kolber — test- og referencekemikalier og kontroller — indeholder samme volumen (V) vaeske;
tilseet om nedvendigt deoxygeneret deioniseret vand (punkt 14) for at fylde op til volumen. Headspace ber vare
pd 10-40 % af kolbens volumen, og den faktiske vaerdi valges pd baggrund af de data, der er opndet i den
indledende test. Nér alle bestanddele er tilsat til kolberne, fjernes den ndl, der leverer gassen, og hver kolbe
forsegles med en gummiprop og et aluminiumsldg (punkt 12 b), idet proppen fugtes med en drdbe deioniseret
vand for at lette isaetningen. Bland indholdet i hver kolbe ved omrystning.

Inkubering af kolber

33. Flyt kolberne til den termostatstyrede inkubator, som helst skal vare forsynet med en omrystningsanordning,
og som holdes ved 35 °C * 2 °C. Kolberne inkuberes i meorke. Efter ca. en time udlignes trykket i kolberne til
atmosfeerisk tryk ved at indfere kanylen, som er fastgjort til trykmaleren (punkt 12 c), gennem ldget pa hver
kolbe efter tur, dbne ventilen, indtil trykméleren viser nul, og dernast lukke ventilen. Nélen skal indferes i en
vinkel pa ca. 45° for at forhindre gas i at sive ud af kolberne. Hvis kolberne inkuberes uden omrystnings-
anordning, skal de omrystes manuelt to gange om dagen i hele inkubationsperioden for at akvilibrere systemet.
Kolberne inkuberes og vendes om for at forhindre tab af gas gennem septum. Vending er dog ikke
hensigtsmeassig, i tilfelde hvor uopleselige testkemikalier klaeber til bunden af kolben.

Trykmaling

34. Nar kolberne har ndet en temperatur pd 35 °C = 2 °C, méles og registreres pH-vaerdien for indholdet i to af de
fire kolber, der er opstillet til formélet, og indholdet kasseres; inkuberingen af de resterende kolber fortsattes i
merke. Trykket i kolberne madles og registreres to gange om dagen i de naste 48-72 timer ved at indsatte
trykmadlerens nal gennem laget pd hver kolbe efter tur, idet ndlen afterres mellem maélingerne. Hold alle dele af
kolben ved inkubationstemperatur i Igbet af malingen, som ber forega s hurtigt som muligt. Afles trykket, nar
det stabiliserer sig, og registrer det. Abn derefter ventilen med henblik pad udluftning, og luk den, nar trykket
ndr nul. Testen fortsattes normalt i 48 timer fra tidspunktet for den forste trykudligning, der betegnes »tid Oc.
Antallet af aflesninger og udluftninger skal for flygtige kemikalier begraenses til en (ved afslutningen af
inkuberingen) eller to for at minimere tabet af testkemikalie (10).

35. Huvis trykket aflases som negativt, mé ventilen ikke dbnes. Nogle gange akkumuleres der fugt i kanylen og reret,
hvilket kommer til udtryk ved en mindre negativ trykmaling. I givet fald fjernes ndlen, reret omrystes og terres
med en klud, og der iszttes en ny nal.

pH-maling

36. pH-veerdien for indholdet i hver kolbe males og registreres efter den sidste trykmaling.

DATA OG RAPPORTERING
Angivelse af resultaterne

37. Beregn summen og gennemsnittet af de tryk, der er registreret for hvert tidsinterval for hvert sat replikatkolber,
og beregn det gennemsnitlige kumulerede bruttogastryk for hvert tidsinterval for hvert st replikater. Optegn
kurver over den gennemsnitlige kumulerede gasproduktion (Pa) som funktion af tid for kontrol-, test- og
referencekolber. Velg et tidspunkt pd den lineare del af kurven, normalt 48 timer, og beregn inhiberingen i
procent (I) for hver koncentration ved hjelp af ligningen [1]:

I=(1-PJP)x100 [1]

hvor

[ = inhibering i %

P, = det producerede gastryk med teststoffet pa det valgte tidspunkt, i pascal (Pa)
P. = det producerede gastryk i kontrollen pd samme tidspunkt, i pascal (Pa).
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Det tilrddes at optegne begge kurver, dvs. kurve I som funktion af koncentration og ogsd som funktion af
logaritmen for koncentrationen, sdledes at den kurve, der er tattest pd linearitet, kan velges. Vurder EC;,-
vardien (mgfl) visuelt eller ved regressionsanalyse, ud fra den kurve der er tettest pd linearitet. Med henblik pa
sammenligning kan det vere mere hensigtsmassigt at udtrykke koncentrationen af kemikaliet som mg
kemikalie/g terstof i alt. For at opnd denne koncentration divideres volumenkoncentrationen (mg/l) med
volumenkoncentrationen af terre slamfaststoffer (gfl) (punkt 16).

38. Beregn enten inhiberingen i procent opndet ved den enkelte koncentration af det anvendte referencekemikalie
eller EC,,, hvis der er undersagt et tilstreekkeligt antal koncentrationer.

39. Omregn det gennemsnitlige tryk for den gas, der er produceret i kontrollen P (Pa) til volumen ved henvisning til
kalibreringskurven for trykmaéleren (tilleg 2), og beregn pd grundlag heraf gasudbyttet udtrykt som det
volumen, der er produceret pd 48 timer af 100 ml ufortyndet slam ved en faststofkoncentration pa 2 % (20 g/l)
til 4 % (40 g/l).

Validitetskriterier

40. Resultater fra ISO-forseget blandt forskellige laboratorier (5) viste, at referencekemikaliet (3,5-dichlorphenol)
fordrsagede 50 % inhibering af gasproduktionen i et koncentrationsinterval pd 32 mg/l til 510 mg/l, gennemsnit
153 mg/l (punkt 10). Dette interval er s& bredt, at faste granser for inhibering ikke kan fastsaettes med
sikkerhed som validitetskriterier; det bar vere muligt, nir udviklingen har vist, hvordan man fremstiller mere
ensartede inokula. Det volumen gas, der blev produceret i kontrolkolberne pa 48 timer, 1& pd mellem 21 ml/g
og 149 ml/g terre slamfaststoffer (gennemsnit 72 mlfg). Der var ingen dbenlys forbindelse mellem det
producerede volumen gas og den tilsvarende EC; -vaerdi. Den endelige pH varierede mellem 6,1 og 7,5.

41. Testen betragtes som gyldig, nir der er opndet en inhibering pd over 20 % i den referencekontrol, der
indeholder 150 mg/l 3,5-dichlorphenol, der er produceret over 50 ml gas pr. g terstof i blindkontrollen, og pH-
vardien ligger i intervallet 6,2-7,5 ved afslutningen af testen.

Testrapport

42. Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Testkemikalie
— generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel og relevante fysisk-kemiske egenskaber
— renhed (urenheder) af testkemikaliet.
Testbetingelser
— volumen af vaske og headspace i testbeholderne
— beskrivelse af testbeholderne og gasmaling (f.eks. type trykmaler)

— tilsetning af testkemikalie og referencekemikalie til testsystemet, testkoncentrationer anvendte
oplesningsmidler og brug af oplesningsmidler

— oplysninger om anvendt inokulum: rensningsanlaggets navn, beskrivelse af kilden til det behandlede
spildevand (f.eks. driftstemperatur, slamretentionstid, overvejende husholdningsspildevand eller industrielt
spildevand osv.), koncentration af faststoffer, gasproduktion i anaerob radnetank, tidligere eksponering eller
mulig praeadaptation til toksiske kemikalier eller sted for indsamling af mudder, sedimenter osv.

— inkubationstemperatur og -interval

— antal replikater.
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Resultater

— pH-vardier ved afslutningen af testen

— alle de maledata, der er indsamlet i test-, blind- og referencekemikalickontrolbeholderne, alt efter hvad der er
relevant (f.eks. tryk i Pa eller millibar), i tabelform

— inhibering i procent i test- og referencekolberne og inhibering/koncentration-kurver

— beregning af EC,-verdier, udtrykt som mg/l og mg/g

— gasproduktion pr. g slam pd 48 timer

— drsager til eventuel afvisning af testresultaterne

— diskussion af resultater, herunder eventuelle afvigelser fra fremgangsmaderne i testmetoden og diskussion af
eventuelle afvigelser i testresultaterne som folge af interferens og fejl, i forhold til hvad der kan forventes

— angivelse af, hvorvidt formalet med testen var at madle toksiciteten for preeksponerede eller ikke-
praeksponerede mikroorganismer.
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Tilleg 1
Eksempel pd et apparat til méling af biogasproduktion ved hjalp af gastryk
i
N\
3
AR
4
- 5
6

Signaturforklaring:
1 — Trykmadler
2 — Gastat trevejsventil
3 — Kanyle
4  — Gastet forsegling (crimpldg og septum)
5 — Headspace
6 — Inokulum af udrddnet slam

Testbeholdere i et miljg pd 35 °C = 2 °C
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Tilleg 2

Omstilling af trykmdleren

Trykmalerafleesningerne kan saettes i forhold til gasvolumen ved hjelp af en standardkurve, hvorfra det producerede
volumen gas pr. g tort slam pr. 48 timer kan beregnes. Dette aktivitetsindeks bruges som et af de kriterier, hvorudfra
testresultaternes validitet vurderes. Kalibreringskurven frembringes ved at indsprejte et kendt volumen gas ved 35 °C
+ 2 °C i serumflasker, der indeholder et vandvolumen svarende til reaktionsblandingsvolumenet, V,.

— Fordel V, ml alikvoter vand, holdt ved en temperatur pa 35 °C £ 2 °C, i fem serumflasker. Forsegl flaskerne, og
anbring dem i et vandbad ved 35 °C + 2 °C i en time med henblik pd akvilibrering.

— Tend trykméleren, lad den stabilisere sig, og nulstil den.

— Indfer kanylen gennem ldget pd hver af flaskerne, bn ventilen, og lad den vare aben, indtil trykmaéleren viser
nul, og luk ventilen.

— Gentag denne procedure med de resterende flasker.

— Indsprejt 1 ml luft med en temperatur pa 35 °C £ 2 °C i hver flaske. Indfer ndlen (pa trykmaleren) gennem ldget
pa en af flaskerne, og aflas trykket, ndr det stabiliserer sig. Registrer trykket, dbn ventilen, og lad den vare &ben,
indtil trykmdleren viser nul, og luk ventilen.

— Gentag denne procedure med de resterende flasker.
— Gentag hele proceduren med 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml og 50 ml luft.

— Optegn en omregningskurve for tryk (Pa) som funktion af indsprejtet volumen gas (ml). Instrumentets respons er
lineaert i intervallet 0-70 000 Pa og 0-50 ml gasproduktion.
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Tilleg 3

Identificerede faktorer, der kan fore til falske resultater

a) Flaskeldgenes kvalitet

Forskellige typer septa til serumflaskerne er kommercielt tilgeengelige; mange af dem, herunder butylgummi,
mister deres stramhed, ndr de gennembores af en ndl under testbetingelserne. Nogle gange falder trykket meget
langsomt, ndr septum er blevet gennemboret af kanylen. Brug af gastatte septa anbefales for at forhindre leekager
(punkt 12 b).

b) Fugt i kanylen

Nogle gange akkumuleres der fugt i kanylen og reret, hvilket kommer til udtryk ved en mindre negativ
trykmaéling. For at afhjelpe dette faenomen fjernes nalen, reret omrystes og terres med en klud, og der isattes en
ny ndl (punkt 12 c og punkt 35).

c) Forurening med ilt

Anaerobe metoder kan vare behzftet med fejl som folge af forurening med ilt, som kan fordrsage lavere
gasproduktion. I denne metode ber denne mulighed minimeres ved brug af anaerobe teknikker, herunder brug af
en handskekasse.

d) Storre substrater i slam

Den anaerobe gasproduktion og slammets folsomhed pavirkes af substrater, der overferes til testkolberne med
inokulummet. Udrddnet slam fra anaerobe rddnetanke til husholdningsspildevand indeholder ofte stadig
genkendelige emner som hér og planterester af cellulose, hvilket kan gore det vanskeligt at udtage repraesentative
prover. Ved at sigte slammet kan storre uopleselige emner fjernes, hvilket gor reprasentativ preveudtagning mere
sandsynlig (punkt 16).

e) Flygtige testkemikalier

Flygtige testkemikalier vil blive frigivet til testkolbernes headspace. Det kan fordrsage tab af en del af teststoffet fra
systemet i forbindelse med udluftningen efter trykmalinger, hvilket giver falske hegje EC,,-vardier. Fejlen kan
reduceres ved at valge det rette forhold mellem headspacevolumen og vaskevolumen og ved ikke at udlufte efter
trykmdlinger (10).

f) Manglende linearitet for gasproduktion

Hvis kurven over den gennemsnitlige kumulative gasproduktion som funktion af inkubationstiden ikke er
tilnermelsesvis lineaer i perioden pd 48 timer, kan testen blive mindre nejagtig. For at afhjelpe dette feenomen
kan det veere hensigtsmessigt at bruge aktivt slam fra en anden kilde ogfeller tilsatte en oget koncentration af
testsubstrat-naeringsvaeske, garekstrakt og glucose (punkt 29).
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Tilleg 4

Anvendelse pd miljoprover med lav biomassekoncentration — anaerobt mudder, sedimenter
osv.

INDLEDNING

A1 Generelt er den specifikke mikrobielle aktivitet (produceret volumen gas pr. g terstof) i naturligt
forekommende anaerobt mudder, sedimenter, jord osv. langt lavere end i anaerobt slam fra spildevand. Derfor
skal visse af testbetingelserne @ndres, ndr kemikaliers hemmende effekt pd disse mindre aktive prover skal
mdles. Der er to generelle muligheder for disse mindre aktive prover:

a) Gennemfer en @ndret indledende test (punkt 25) med den ufortyndede prove af mudder, jord osv. ved
35 °C % 2 °C eller ved temperaturen pd det sted, hvor preven er udtaget, med henblik pd en mere ngjagtig
simulation (som i del 1 i1SO 13 641).

b) Gennemfor alternativt testen med fortyndet (1 til 100) aktivt slam for at simulere den lave aktivitet, der
kan forventes af miljgpreven, men hold temperaturen pd 35 °C = 2 °C (som i del 2 i ISO 13 641).

A.2  Mulighed a) kan opnds ved at anvende den metode, der er beskrevet her (svarer til del 1 i1 ISO 13 641), men
det er vigtigt at gennemfere en indledende test (punkt 25) for at fastsld de optimale betingelser, medmindre de
allerede er kendt fra tidligere test. Mudder- eller sedimentpreven blandes omhyggeligt, f.eks. i en blender, og
fortyndes om nedvendigt med en lille del afluftet fortyndingsvand (punkt 14), siledes at den er tilstrakkeligt
flydende til at blive overfort med en pipette med stor spids eller en maélecylinder. Hvis man mener, at der
mangler naringsstoffer, kan mudderpreven centrifugeres (under anaerobe betingelser) og resuspenderes i det
uorganiske substrat, som indeholder gaerekstrakt (A.11)

A.3  Mulighed b). Denne mulighed afspejler med rimelighed den lave aktivitet i miljgprever, men mangler den hgje
koncentration af opslemmede faststoffer, der er til stede i disse prover. Disse faststoffers rolle i inhiberingen
er ukendt, men det er muligt, at reaktion mellem testkemikaliet og bestanddele af mudderet, samt adsorption
af testkemikaliet til faststofferne, kan fore til en lavere toksicitet for testkemikaliet.

A4 Temperatur er en anden vigtig faktor: Med henblik pd ngje simulation gennemfares test ved temperaturen pa
proveudtagningsstedet, eftersom forskellige grupper af methanproducerende bakteriekolonier har vist sig at
fungere inden for forskellige temperaturintervaller, navnlig termofile (~ 30-35 °C), mesofile (20-25 °C) og
psykrofile bakterier (< 20 °C), som kan udvise forskellige inhiberingsmenstre.

A.5  Varighed. I den generelle test, del 1, var gasproduktionen i de 2-4 dage altid tilstreekkelig, ndr der blev brugt
ufortyndet slam, mens der i del 2 med 1 % fortyndet slam blev produceret utilstrackkelig gas, hvis nogen, i
denne periode i ringtesten. Ifelge Madsen et al. (1996), i deres beskrivelse af sidstnaevnte test, ber varigheden
vaere mindst syv dage.

Test med lav biomassekoncentration (mulighed b)

Folgende @ndringer ber foretages ved tilfgjelser til eller erstatning af visse eksisterende punkter og
underpunkter i hovedteksten.

A.6  Ipunkt 6 tilfgjes: Princip for testen

»Denne teknik kan bruges med 1 % fortyndet anaerobt slam, til dels for at simulere den lave aktivitet i
mudder og sedimenter. Inkubationstemperaturen kan veere enten 35 °C eller temperaturen pa det sted, hvor
proven blev udtaget. Eftersom bakterieaktiviteten er langt mindre end i ufortyndet slam, ber inkubations-
perioden forleenges til mindst syv dage.

A7  Ipunkt 12 a tilfojes:

»Inkubatoren skal kunne operere ned til temperaturer pd 15 °C.c
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A8

A9

A.10

En ekstra reagens tilfgjes efter punkt 13:

»Phosphorsyre (H,PO,), 85 vagtprocent i vand.«

Folgende tilfgjes i slutningen af punkt 16:

»Brug en slutkoncentration pa 0,20 £ 0,05 g/l terstof i alt i testen.c

Premis 17. Testsubstrat
Dette substrat mé ikke bruges, men erstattes af garekstrakt (se punkt 17, A.11, A.12, A.13).

Der skal bruges et uorganisk substrat, herunder sporstoffer, til fortynding af anaerobt slam, og for nemheds
skyld tilsattes det organiske substrat, garekstraktet, til dette substrat.

Folgende tilfgjes efter punkt 17:

»a) Uorganisk testsubstrat med gearekstrakt.

Dette substrat fremstilles af et 10-dobbelt koncentreret testsubstrat (punkt 17 b, A.12) med en oplesning
af sporstoffer (punkt 17 ¢, A.13). Brug frisk natriumsulfidnonahydrat (punkt 17 b, A.12), eller vask og ter
det for brug, for at sikre at det har tilstraekkelig reducerende kapacitet. Hvis testen udferes uden brug af
handskekasse (punkt 12 j), eges koncentrationen af natriumsufid i stamoplesningen til 2 g/l (fra 1 g/l).
Natriumsulfid kan ogsé tilsattes fra en passende stamoplasning gennem septum pé de lukkede testkolber,
eftersom denne fremgangsmade vil mindske risikoen for iltning, sd der opnds en slutkoncentration pd
0,2 g/l. Alternativt kan der bruges titanium(Ill)citrat (punkt 17 b). Tilsaet det gennem septum pa de
lukkede testkolber til en koncentration pd 0,8-1,0 mmol/l. Titanium(Il)citrat er et meget effektivt
reduktionsmiddel med lav toksicitet, der fremstilles som felger: Oples 2,94 g trinatriumcitratdihydrat i
50 ml iltfrit fortyndingsvand (punkt 14) (hvilket giver en oplesning pad 200 mmol/l), og tilset 5 ml af en
oplesning af titanium(Ill)chlorid (15 g/100 ml fortyndingsvand). Neutraliser til pH 7 + 0,5 med
natriumcarbonat, og hald i en passende serumflaske med en strem af kvealstofgas. Koncentrationen af
titanium(Il)citrat i denne stamoplosning er pd 164 mmol/l. Brug testsubstratet med det samme, eller
opbevar det ved 4 °C i hgjst en dag.

A.12 b) 10-dobbelt koncentreret testsubstrat fremstillet med folgende:

Al3 ¢

vandfrit kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) 2,7¢g
dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) 44¢
(eller 11,2 g dodecahydrat) 53¢
ammoniumchlorid (NH,Cl)

calciumchloriddihydrat (CaCl, - 2H,0) 0,75¢
magnesiumchloridhexahydrat (MgCl, - 6H,0) 10¢g
jern(l)chloridtetrahydrat (FeCl, - 4H,0) 02g
resazurin (redoxindikator) 0,01g
natriumsulphidnonahydrat (Na,S - 9H,0) 1,0g

(eller titanium(IM)citrat) slutkoncentration

0,8-1,0 mmol/l

oplesning af sporstoffer (se punkt 17 ¢, A.13) 10,0 ml
garekstrakt 100 g
Opleses i fortyndingsvand (punkt 14) og fortyndes til: 1 000 ml
Oplesning af sporstoffer fremstillet med felgende:

mangan(ll)chloridtetrahydrat (MnCl, - 4H,0) 05¢g

ortoborsyre (H,BO,).

0,05g
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zinkchlorid (ZnCl,) 0,05 ¢
kobber(I)chlorid (CuCl,) 0,03 ¢
natriummolybdatdihydrat (Na,MoO, - 2H,0) 0,01g
cobalt(Il)chloridhexahydrat (CoCl, - 6H,0) 10¢g
nikkel(I)chloridhexahydrat (NiCl, - 6H,0) 01g
dinatriumselenit (Na,SeO,) 0,05¢
Opleses i fortyndingsvand (punkt 14) og fortyndes til: 1 000 ml«

A.14 Punkt 25: Indledende test

Det er vigtigt, at der gennemfores en indledende test som beskrevet i punkt 24, bortset fra at koncentrationen
af slamfaststoffer skal vere en hundrededel af det oplyste, dvs. 0,1 g[l, 0,2 g/l og 0,4 g/l. Varigheden af
inkubationen skal vare mindst syv dage.

Bemerk: I ringtesten (5) var headspacevolumenet alt for hejt, nemlig 75 % af det samlede volumen; det skal
ligge inden for det anbefalede interval pd 10-40 %. Det relevante kriterium er, at det producerede volumen
gas ved en inhibering pa ca. 80 % skal kunne méles med tilstraekkelig preecision (f.eks. £ 5 % til £ 10 %).

A.15 Punkt 26-30: Tilsetning af testkemikalie, inokulum og substrat

Tilsetningen foregdr pd samme made som beskrevet i disse punkter, men substratoplesningen (punkt 17)
erstattes af testsubstratet plus garekstraktsubstrat (A.11).

Slutkoncentrationen af terre slamfaststoffer reduceres desuden fra 2-4 g/l til 0,2 + 0,05 g/l (A.9). To
eksempler pa tilsetning af komponenter til testblandingen fremgér af tabel A.1, som erstatter tabellen i punkt

A.16 Stk. 33: Inkubering af kolber

Pd grund af den forventede lavere gasproduktionshastighed skal inkubationsperioden vare pad mindst syv
dage.

A.17  Punkt 34: Trykmalinger

Der bruges samme fremgangsmdade til méling af trykket i kolbernes headspace som beskrevet i punkt 34, hvis
meangderne i gasfasen skal angives. Hvis de samlede mangder CO, plus CH, skal madles, reduceres
vaskefasens pH-veardi til ca. 2 ved indsprejtning af H,PO, i hver relevant koble og maling af trykket efter 30
minutters omrystning ved testtemperaturen. Der kan dog opnds flere oplysninger om inokulummets kvalitet
ved at mdle trykket i hver kolbe for og efter tilseetning af syre. Hvis CO,-produktionen f.eks. er langt hgjere
end methanproduktionen, kan de garende bakteriers falsomhed have andret sig, og/eller det er fortrinsvis de
methandannende bakterier, der pavirkes af testkemikaliet.

A.18 Punkt 36: pH-maéling

Hvis der skal bruges H,PO,, vil nogle ekstra kolber, hvortil der ikke tilsettes H,PO,, skulle opstilles specifikt
til pH-mélingen.

HENVISNING:

T. Madsen, H. B. Rasmussen og L. Nilsson (1996), Methods for screening anaerobic biodegradability and toxicity of
organic chemicals, Project No.336, Vandkvalitetsinstituttet, Miljostyrelsen, Kebenhavn, Danmark.
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Eksempler pé testopstilling for testpartier

Tabel A.1.

Bestanddele i reaktionsblandingen Eksempel 1 Eksempel 2 NorT;LIt(ielsfztglqeings—
Koncentration af fremstillet inokulum (g/l) 0,42 2,1 —
Volumen tilsat inokulum (ml) 45 9 4
Koncentration af inokulum i testkolber (g/l) 0,20 0,20 —
Volumen tilsat testsubstrat (ml) 9 9 2
Volumen tilsat fortyndingsvand (ml) 36 72
Koncentration af gaerekstrakt i testkolber (g/l) 9,7 9,7 —
Volumen stamoplesning af testkemikalie (ml) 3 3 1
Samlet volumen vaske (ml) 93 93 —
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Tilleg 5
Definitioner
[ forbindelse med denne testmetode anvendes folgende definitioner:

Kemikalie betyder et stof eller en blanding.

Testkemikalie betyder et stof eller en blanding, som testes ved hjalp af denne testmetode.



1.3.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 54/155

C.35 TOKSICITETSTEST — SEDIMENT/VAND PA LUMBRICULUS MED FORURENET SEDIMENT

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 225 (2007). Endobentiske sedimentedere risikerer
potentielt hej eksponering for sedimentbundne kemikalier og ber derfor vaere genstand for swrlig fokus, f.eks.
(1), (2), (3). Blandt disse sedimentadere spiller akvatiske oligochaeter en vigtig rolle i akvatiske systemers
sedimenter. Ved bioturbation af sedimentet og som byttedyr kan disse dyr have en sterk indvirkning pa
biotilgeengeligheden af sddanne kemikalier for andre organismer, f.eks. bentivore fisk. I modsatning til
epibentiske organismer, graver endobentiske akvatiske oligochaeter (f.eks. Lumbriculus variegatus) sig ned i
sedimentet og indtager sedimentpartikler under sedimentoverfladen. Dermed eksponeres testorganismerne for
testkemikaliet via alle mulige optagelsesveje (f.eks. kontakt med og indtagelse af forurenede sedimentpartikler,
men ogsd via porevand og overliggende vand).

2. Denne testmetode har til formdl at vurdere virkningerne af laengerevarende eksponering af den endobentiske
oligochaet Lumbriculus variegatus (Miiller) for sedimentassocierede kemikalier. Den er baseret pd eksisterende
testprotokoller for sedimenttoksicitet og bioakkumulering, f.eks. (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10). Metoden er
beskrevet for statiske testbetingelser. Eksponeringsscenariet i denne testmetode er spiking (forurening) af
sediment med testkemikaliet. Brug af spiket sediment skal simulere et sediment, der er forurenet med
testkemikaliet.

3. Kemikalier, der skal testes i forbindelse med organismer, der lever i sediment, forefindes normalt i dette rum
over laengere tid. Organismer, der lever i sediment, kan eksponeres ad flere veje. Den relative betydning af den
enkelte eksponeringsvej og den tid, der tager for hver enkelt at bidrage til de generelle toksiske virkninger,
athaenger af det pdgaldende kemikalies fysisk-kemiske egenskaber og dets skabne i dyret i sidste ende. Ved
steerkt adsorberende kemikalier (f.eks. med log K, > 5) eller ved kemikalier, der bindes kovalent til sediment,
kan indtagelse af kontamineret fode vare en vesentlig eksponeringsvej. For ikke at undervurdere sddanne
kemikaliers toksicitet, tilsattes det foder, der er nedvendigt for testorganismens reproduktion og vakst, til
sedimentet inden tilseetning af testkemikaliet (11). Den beskrevne testmetode er tilstraekkeligt detaljeret til, at
testen kan gennemfores, og samtidig er der mulighed for tilpasninger til forsegsdesignet athangigt af
betingelserne i de enkelte laboratorier og testkemikaliernes forskellige egenskaber.

4.  Testmetoden har til formal at bestemme et testkemikalies virkning pd testorganismernes reproduktion og
biomasse. De malte biologiske parametre er det samlede antal overlevende orme og biomassen (torvaegt) ved
afslutningen af eksponeringsperioden. Disse data analyseres ved hjlp af en regressionsmodel, for at ansld den
koncentration der vil have en effekt pa x % (f.eks. EC,,, EC,; og EC,,), eller ved hjelp af statistisk hypotesetest
med henblik pd at bestemme nuleffektkoncentrationen (NOEC) og den laveste koncentration med observeret
effekt (LOEC).

5. Kapitel C.27 i dette bilag, »Toksicitetstest sediment/vand pd chironomider med forurenet sediment« (6),
indeholder mange vigtige og nyttige oplysninger om anvendelse af den prasenterede testmetode for toksicitet i
sediment. Dette dokument dannede saledes udgangspunkt for de nedvendige endringer med henblik pd
gennemforelse af toksicitetstest i sediment med Lumbriculus variegatus. Der henvises desuden bla. til ASTM
Standard Guide for Determination of the Bioaccumulation of Sediment-Associated Contaminants by Benthic
Invertebrates (3), the U.S. EPA Methods for Measuring the Toxicity and Bioaccumulation of Sediment-Associated
Contaminants with Freshwater Invertebrates (7) og ASTM Standard Guide for Collection, Storage, Characte-
rization, and Manipulation of Sediments for Toxicological Testing and for selection of samplers used to collect
benthic invertebrates (12). Praktisk erfaring fra ringtest af testmetoden ((13), ringtestrapport) og oplysninger fra
litteraturen var desuden vigtige kilder til information ved udarbejdelsen af dette dokument.

BETINGELSER OG RETNINGSLINJER

6. Oplysninger om testkemikaliet, sdsom sikkerhedsforanstaltninger, korrekte opbevaringsbetingelser og
analysemetoder, ber indhentes, for undersagelsen indledes. For kemikalier, der er vanskelige at teste som folge
af deres fysisk-kemiske egenskaber, findes der vejledning i (14).
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7. Fer en test gennemfores, skal der foreligge folgende oplysninger om testkemikaliet:
— generisk navn, kemisk navn (fortrinsvis [UPAC-navn), strukturformel, CAS-nummer, renhed
— damptryk
— vandopleselighed.
8.  Det vil vaere hensigtsmassigt at have folgende supplerende oplysninger, inden testen pdbegyndes:
— octanol/vand-fordelingskoefficient, K ,
— organisk kulstoffvand-fordelingskoefficient, udtrykt som K
— hydrolyse
— fototransformation i vand
— bionedbrydelighed
— overfladespanding.

9.  Oplysninger om visse egenskaber for det sediment, der skal bruges, ber indhentes, inden testen pabegyndes (7).
Nearmere oplysninger findes i punkt 22-25.

PRINCIP FOR TESTEN

10. Orme i ensartet fysiologisk tilstand (synkroniseret som beskrevet i tilleg 5) eksponeres for en serie
koncentrationer af giftstof tilsat til sedimentfasen i et sediment- og vandsystem. Der ber bruges syntetisk
sediment og rekonstitueret vand som substrater. Testbeholdere uden tilsat testkemikalie fungerer som kontroller.
Testkemikaliet tilseettes sedimentet samlet for hvert koncentrationsniveau for at minimere variabiliteten mellem
replikater af hvert koncentrationsniveau, og testorganismerne anbringes derefter i testbeholderne, hvori
sediment- og vandkoncentrationerne er blevet akvilibreret (se punkt 29). Testdyrene eksponeres for sediment-
og vandsystemerne i en periode pd 28 dage. I lyset af det syntetiske sediments lave naringsstofindhold ber
sedimentet justeres med en fodekilde (se punkt 22-23 og tilleeg 4), for at sikre at ormene vokser og formerer sig
under kontrolbetingelserne. P4 den madde sikres det, at testdyrene eksponeres gennem vandet og sedimentet
savel som gennem deres fode.

11. Det foretrukne endepunkt for denne type undersogelse er EC, (f.eks. ECy,, EC,5 og EC,,; effektkoncentration,
som har indvirkning pa x % af testorganismerne) for henholdsvis reproduktion og biomasse sammenlignet med
kontrollen. Det skal dog bemarkes, at EC,, betragtes som det starkeste endepunkt som felge af den store
usikkerhed, der er forbundet med lav EC_ (f.eks. EC,,, EC25) med ekstremt hgje 95 % konfidensgreenser (f.eks.
(15)), og den statistiske styrke, der beregnes under hypotesetesten. Derudover kan nuleffektkoncentrationen
(NOEC) og den laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) beregnes for biomasse og reproduktion, hvis
testdesign og -data giver mulighed for at foretage disse beregninger (se punkt 34-38). Testdesignet athanger af
formalet med undersegelsen, dvs. beregning af EC_ eller NOEC.

REFERENCETEST

12. De resultater, der opnds med kontrolorganismerne, forventes at vare tilstrekkelig dokumentation for, at
laboratoriet er i stand til at gennemfere testen, og — safremt der foreligger historiske data — for testens
repeterbarhed. Derudover kan referencetoksicitetstest gennemfores med regelmassige mellemrum med et
referencegiftstof for at vurdere testorganismernes felsomhed. 96 timers referencetoksicitetstest i vand alene er
tilstreekkeligt til at dokumentere testdyrenes folsomhed og tilstand (4)(7). Oplysninger om pentachlorphenols
(PCP) toksicitet i fuldsteendige test (28 dages eksponering for spiket sediment) fremgdr af tilleg 6 og af
rapporten om ringtesten af testmetoden (13). PCP’s akutte toksicitet i vand alene er f.eks. beskrevet i (16). Disse
oplysninger kan bruges til at sammenligne testorganismers folsomhed i referencetest med PCP som reference-
giftstof. Kaliumchlorid (KCl) eller kobbersulphat (CuSO,) er blevet anbefalet som referencegiftstoffer med L.
variegatus (4)(7). P4 nuverende tidspunkt er det vanskeligt at fastleegge kvalitetskriterier pd grundlag af
toksicitetsdata for KCl, da der mangler data i litteraturen om L. variegatus. Oplysninger om kobbers toksicitet
for L. variegatus kan findes i (17)-(21).



1.3.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 54/157

TESTENS VALIDITET

13. Hvis en test skal vere gyldig, skal felgende betingelser veere opfyldt:

— En ringtest (13) har vist, at for Lumbriculus variegatus skal det gennemsnitlige antal levende orme pr.
replikat i kontrollerne mindst vare steget med en faktor 1,8 ved afslutningen af eksponeringsperioden i
forhold til antal orme pr. replikat i begyndelsen af eksponeringsperioden.

— Det overliggende vands pH-vaerdi ber veere pd 6-9 under hele testen.

— Iltkoncentrationen i det overliggende vand ma ikke vare pd under 30 % af luftmatningsvaerdien (ASV) ved
testtemperaturen under testen.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Testsystem

14. Et statisk system uden udskiftning af det overliggende vand anbefales. Hvis sediment/vand-forholdet (se punkt
15) er korrekt, vil forsigtig beluftning normalt veare tilstrakkeligt til at holde vandkvaliteten pa et acceptabelt
niveau for testorganismerne (f.eks. maksimere niveauerne af oplest ilt og minimere opbygning af ekskretions-
produkter). Semistatiske systemer eller gennemstremningssystemer med periodisk eller kontinuerlig udskiftning
af det overliggende vand ber kun bruges i serlige tilfelde, eftersom lgbende udskiftning af det overliggende
vand ma forventes at pavirke kemikaliets ligevaegt (f.eks. tab af testkemikalie fra testsystemet).

Testbeholdere og -apparatur

15. Eksponeringen ber foregd i 250 ml-glasbagre, der méler 6 cm i diameter. Andre egnede glasbeholdere kan
anvendes, men de skal kunne sikre en passende dybde for det overliggende vand og sedimentet. Hver beholder
ber indeholde et lag af formuleret sediment pd ca. 1,5-3 cm. Forholdet mellem dybden af sedimentlaget og
dybden af det overliggende vand skal vare 1:4. Beholderne skal have en passende kapacitet i forhold til
belastningsgraden, dvs. det antal orme, der tilsettes pr. veegtenhed sediment (se ogsé punkt 39).

16. Testbeholdere og andet apparatur, der kommer i beroring med testkemikalierne, skal veere udfert helt i glas eller
andet kemisk inert materiale. Det skal sikres, at ingen dele af udstyret indeholder materialer, som kan opleses,
absorbere testkemikalierne eller afgive andre kemikalier og have en skadelig virkning pa testorganismerne. Der
ber bruges polytetrafluorethylen (PTFE), rustfrit stdl ogfeller glas til alt udstyr, der kommer i bergring med
testsubstraterne. Det kan veare nedvendigt at bruge silancoatet glas til organiske kemikalier, der har vist sig at
adsorbere til glas. I sddanne tilfeelde skal udstyret kasseres efter brug.

Testarter

17. De testarter, der bruges til denne type undersggelse er ferskvandsoligochaeten Lumbriculus variegatus (Miiller).
Denne art er tolerant over for en lang rakke sedimenttyper og bruges i vid udstrakning til testning af sediment-
toksicitet og bioakkumulering [f.eks. (3), (5), (7), (9), (13), (15), (16), (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28), (29),
(30), (31), (32), (33), (34), (35)]. Testdyrenes oprindelse, bekraftelsen af arternes identitet (f.eks. (36)) og
dyrkningsbetingelserne oplyses i rapporten. Identifikation af arten kraves ikke for hver test, hvis organismerne
kommer fra en intern bestand.

Dyrkning af testorganismer

18. For at have et tilstreekkeligt antal orme til at gennemfere toksicitetstest i sediment ber ormene holdes i en
permanent laboratoriekultur. Vejledning i laboratoriedyrkningsmetoder for Lumbriculus variegatus og kilder til
starterkulturer er anfert i tilleg 5. Oplysninger om dyrkning af denne art findes i (3), (7), (27).

19. For at sikre at testen gennemfores med dyr af samme art, anbefales det pa det kraftigste at etablere kulturer med
kun en art. Serg for, at kulturerne og iser de orme, der bruges i testen, er fri for synlige sygdomme eller
misdannelser.
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Vand

20. Kunstigt fremstillet ferskvand i henhold til kapitel C.1 i dette bilag (37) anbefales til brug som overliggende
vand i testene; det kan ogsd bruges til laboratoriekulturerne med ormene (oplysninger om klargering findes i
tilleg 2). Der kan om nedvendigt bruges rdvand. Det valgte vand skal vare af en sddan kvalitet, at testarten
vokser og formerer sig i akklimatiserings- og testperioden, uden at dens udseende eller adferd bliver unormal.
Lumbriculus variegatus har vist sig at overleve, vokse og formere sig i denne type vand (30), og der opnis
maksimal standardisering af test- og kulturbetingelser. Hvis der bruges rekonstitueret vand, anferes
sammensatningen heraf i rapporten, og vandet ber inden brug karakteriseres i det mindste med pH-veerdi,
iltindhold og hérdhed (udtrykt som mg CaCO,l). En analyse af vandet for mikroforurenere for brug kan give
nyttige oplysninger (se f.eks. tilleg 3).

21. Det overliggende vands pH skal ligge i intervallet 6,0-9,0 (se punkt 13). Hvis der forventes oget udvikling af
ammoniak, ber pH holdes mellem 6,0 og 8,0. Ved testning af f.eks. svage organiske syrer tilrddes det at justere
pH ved at tilsatte buffer til det vand, der skal bruges i testen, jf. f.eks. (16). Hirdheden for det vand, der skal
bruges i testen, ber vare pd 90-300 mg CaCO, pr. liter for ravand. I tilleg 3 sammenfattes de ovrige kriterier
for acceptabelt fortyndingsvand i henhold til OECD Guideline 210 (38).

Sediment

22. Da uforurenede naturlige sedimenter fra en bestemt kilde mdske ikke er tilgengelige hele &ret, og da
hjemmehorende organismer og tilstedevarelsen af mikroforurenere kan pavirke testen, anbefales det at bruge et
formuleret sediment (ogsd kaldet kunstigt fremstillet eller syntetisk sediment). Brug af et formuleret sediment
minimerer testbetingelsernes variabilitet og tilfersel af hjemmeherende fauna. Folgende formulerede sediment er
baseret pd det syntetiske sediment i (6), (39) og (40). Det anbefales til brug i denne type test ((6), (10), (30),
(41), (42), (43)):

a) 4-5 % (tervaegt) sphagnum; det er vigtigt at bruge pulveriseret torv — nedbrydningsgrad: »middel« — findelt
(partikelstorrelse < 0,5 mm) og kun luftterret.

b) 20 % + 1 % (terveegt) kaolinholdigt ler, helst med over 30 % kaolinit.

¢) 75-76 % (torvegt) kvartssand (finsand af en partikelstorrelse pd < 2 mm, men > 50 % af partiklerne skal
vare 50-200 pm).

d) Deioniseret vand, 30-50 % af sediment (tarvaegt), ud over de torre sedimentkomponenter.
¢) Kemisk rent calciumcarbonat (CaCO,) tilsettes for at justere pH-vaerdien i den feerdige sedimentblanding.

f) Det samlede organiske kulstofindhold (TOC) i den ferdige blanding skal vaere 2 % (* 0,5 %) af sedimentet
(torvaegt) og justeres ved brug af passende mangder torv og sand som anfert i litra a) og c).

g) Foder, feks. pulveriserede blade af braendenalde (Urtica sp. i overensstemmelse med farmaceutiske
standarder, til konsum), eller en blanding af pulveriserede blade af brandenalde og a-cellulose (1: 1), 0,4-
0,5 % af sedimentet (tervaegt), ud over de torre sedimentkomponenter; flere oplysninger findes i tilleg 4.

23. Oprindelsen af torv, kaolinler, fodermateriale og sand skal vaere kendt. Ud over litra g) indeholder kapitel C.27 i
dette bilag (6) en liste over andre plantematerialer, der kan bruges som neringskilde: terrede blade af morbar
(Morus alba), hvidklgver (Trifolium repens), spinat (Spinacia oleracea) eller korngrzs.

24. Den valgte fodekilde tilswttes for eller samtidig med tilseetningen af testkemikaliet til sedimentet. Den valgte
fedekilde ber som minimum give mulighed for acceptabel reproduktion i kontrollerne. En analyse af det
syntetiske sediment eller dets bestanddele for mikroforurenere inden anvendelse kan give nyttige oplysninger. Et
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eksempel pd fremstilling af formuleret sediment er beskrevet i tilleg 4. Blanding af terre bestanddele accepteres
ogsd, hvis det pavises, at der ikke sker en separation af sedimentets bestanddele efter tilsaetning af overliggende
vand (f.eks. at torvepartikler flyder ovenpd), og at terven eller sedimentet er tilstreekkeligt konditioneret (se ogsd
punkt 25 og tilleg 4). Det syntetiske sediment ber som minimum karakteriseres ved bestanddelenes oprindelse,
kornsterrelsesfordeling (procent sand, silt og ler), samlet organisk kulstofindhold (TOC), vandindhold og pH.
Miling af redoxpotentiale er valgfri.

25. Om nedvendigt, f.eks. til serlige testformal, kan naturlige sedimenter fra uforurenede steder ogsd bruges som
test- ogfeller dyrkningssediment (3). Hvis naturligt sediment anvendes, skal det dog som minimum
karakteriseres med oprindelse (udtagningssted), pH og ammoniak i porevandet, samlet organisk kulstofindhold
(TOCQ) og kvalstofindhold, partikelstorrelsesfordeling (procent sand, silt og ler) og vandindhold i procent (7), og
det ber vere uden forurening og andre organismer, der kan konkurrere med eller ade testorganismerne. Méling
af redoxpotentiale og kationbytningskapacitet er valgfri. Inden naturligt sediment tilsattes testkemikaliet, bar
det desuden konditioneres i syv dage, under de betingelser der anvendes i den efterfolgende test. Ved udlgbet af
denne konditioneringsperiode fjernes og kasseres det overliggende vand.

26. Det anvendte sediment skal vare af en sddan kvalitet, at kontrolorganismerne overlever og formerer sig i
eksponeringsperioden, uden at deres udseende eller adfserd bliver unormal. Kontrolormene ber grave sig ned i
sedimentet og indtage det. Reproduktionen i kontrollerne skal som minimum opfylde validitetskriterierne i
punkt 13. Tilstedevaerelsen eller fraveret af fakale pellets pd sedimentoverfladen, som indikerer, at ormene
indtager sedimentet, registreres og kan vare nyttig ved fortolkningen af testresultaterne med hensyn til
eksponeringsveje. Der kan opnds yderligere oplysninger om indtagelse af sediment ved anvendelse af de
metoder, der er beskrevet i (24), (25), (44) og (45), som indeholder narmere oplysninger om indtagelse af
sediment og partikelselektion i testorganismerne.

27. Procedurer for handtering af naturlige sedimenter inden brug i laboratoriet er beskrevet i (3), (7) og (12). Den
procedure for klargering og opbevaring af syntetisk sediment, det anbefales at bruge i Lumbriculus-testen, er
beskrevet i tilleg 4.

Tilsaetning af testkemikaliet

28. Testkemikaliet skal tilseettes til sedimentet. Da de fleste testkemikalier forventes at have lav vandopleselighed,
ber de opleses i et passende organisk oplesningsmiddel (f.eks. acetone, n-hexan, cyclohexan) i et s lille
volumen som muligt for at klargere stamoplesningen. Stamoplesningen fortyndes med det samme
oplesningsmiddel for at klargere testoplosningerne. Oplosningsmidlets toksicitet og flygtighed samt
opleseligheden af testkemikaliet i det valgte oplesningsmiddel ber vere de primeare kriterier ved valget af et
egnet oplesningsmiddel. Der skal bruges samme volumen af den tilsvarende oplesning til hvert koncentrati-
onsniveau. Den samlede mangde kemikalie tilsattes til sedimentet for hvert koncentrationsniveau for at
minimere variabiliteten mellem testkemikaliekoncentrationen i de enkelte replikater. Hver af testoplesningerne
blandes dernast med kvartssand som beskrevet i punkt 22 (f.eks. 10 g kvartssand pr. testbeholder). Det har vist
sig, at et volumen péd 0,20-0,25 ml pr. g sand er tilstrackkeligt til at gennemblede kvartssandet helt. Derefter
skal oplesningsmidlet inddampes til terhed. For at minimere tab af testkemikalie ved co-inddampning (f.eks.
athengigt af kemikaliets damptryk) skal det coatede sand bruges umiddelbart efter terring. Det torre sand
blandes med en passende mangde formuleret sediment med et tilsvarende koncentrationsniveau. Den mangde
sand, der findes i testkemikalie/sand-blandingen, skal tages i betragtning, nir sedimentet fremstilles (dvs.
sedimentet skal sdledes fremstilles med mindre sand). Den storste fordel ved denne fremgangsmade er, at der
stort set ikke tilseettes noget oplesningsmiddel til sedimentet (7). Alternativt, f.eks. ved sediment fra marker, kan
testkemikaliet tilsettes ved spiking af en terret og findelt del af sedimentet som beskrevet ovenfor for
kvartssand eller ved omrering af testkemikaliet i det vade sediment, med efterfolgende afdampning af eventuelt
oplesningsmiddel. Det skal sikres, at det testskemikalie, der tilseettes sedimentet, fordeles grundigt og jevnt i
sedimentet. Om nedvendigt kan delprover analyseres for at bekrefte malkoncentrationerne i sedimentet og
bestemme graden af homogenitet. Det kan ogsd vare nyttigt at analysere delprever af testoplgsningerne for at
bekraefte mdlkoncentrationerne i sedimentet. Eftersom der bruges et oplesningsmiddel til at belaegge
kvartssandet med testkemikaliet, bor der anvendes en oplesningsmiddelkontrol, som er fremstillet med samme
meangde oplesningsmiddel som testsedimenterne. Den anvendte spiking-metode og drsagerne til at valge en
anden spiking-metode, end den der er beskrevet ovenfor, skal anferes i rapporten. Spiking-metoden kan
tilpasses til testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber, f.eks. for at forhindre tab som felge af fordampning under
spiking eller @kvilibrering. Supplerende vejledning om spiking-metoder findes i Environment Canada (1995)
(46).
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29. Nar det spikede sediment er klargjort, fordelt i replikattestbeholderne og overhaldt med testvand, afventes det,
at testkemikaliet fordeler sig fra sedimentet til den vandige fase (f.eks. (3)(7)(9)). Dette bor ske under de
temperatur- og beluftningsforhold, der anvendes i testen. Tiden til opndelse af ligeveegt (@kvilibrering) athanger
af det pigzldende sediment og kemikalie og kan vere fra timer til dage og i sjeldne tilfelde flere uger (4-5
uger) (f.eks. (27)(47)). I denne test afventes ligevaegt ikke, men en akvilibreringstid pd 48 timer til syv dage
anbefales. P4 den made minimeres testkemikaliets nedbrydningstid. Afthangigt af undersogelsens formal, hvis f.
eks. miljeforholdene skal efterlignes, kan det spikede sediment @kvilibreres eller wldes i leengere tid.

30. Efter denne akvilibreringstid udtages der som minimum prever af det overliggende vand og bulksedimentet,
som minimum ved den hgjeste koncentration og en lavere koncentration, med henblik pd analyse af testkemika-
liekoncentrationen. Disse analytiske bestemmelser af testkemikaliet ber gere det muligt at beregne
massebalancen og angive resultater baseret pd malte startkoncentrationer. Generelt forstyrrer eller odelegger
proveudtagning sediment- og vandsystemet. Derfor er det normalt ikke muligt at bruge de samme replikater til
proveudtagning af sediment og orme. Der skal opstilles yderligere »analysebeholdere« med passende
dimensioner, som behandles pd samme mdde (herunder tilstedevacrelsen af testorganismer), men som ikke
bruges til biologiske observationer. Der valges dimensioner for beholderne, der giver de prevemangder, som er
pakreevet i henhold til analysemetoden. Neermere oplysninger om preveudtagning er beskrevet i punkt 53.

UDFORELSE AF TESTEN

Indledende test

31. Hvis der ikke foreligger oplysninger om testkemikaliets toksicitet for Lumbriculus variegatus, kan det vare
nyttigt at gennemfore et indledende eksperiment for at bestemme det interval af koncentrationer, der skal testes
i den endelige test, og optimere testbetingelserne for den endelige test. Til det formdl anvendes en rakke vidt
forskellige koncentrationer af testkemikaliet. Ormene eksponeres for hver koncentration af testkemikaliet i en
periode (f.eks. 28 dage som i den endelige test), der gor det muligt at ansld de omtrentlige testkoncentrationer;
der kraves ingen replikater. Ormenes adfeerd, f.eks. undgdelse af sediment, som kan skyldes testkemikaliet og/
eller sedimentet, observeres og registreres under en indledende test. Koncentrationer pa over 1 000 mg/kg
sediment (torvagt) ber ikke testes i den indledende test.

Endelig test

32. I den endelige test bor der mindst bruges og udvzlges fem koncentrationer, f.eks. baseret pd resultaterne af den
indledende test til bestemmelse af dosisinterval (punkt 31) og som beskrevet i punkt 35, 36, 37 og 38.

33. En kontrol (oplysninger om replikation findes i punkt 36, 37 og 38), som indeholder alle bestanddele undtagen
testkemikaliet, benyttes ud over testserien. Hvis der bruges oplesningsmiddel til tilsetning af testkemikaliet, ma
det ikke have navneveardig indvirkning pé testorganismerne, hvilket kan afsleres ved en yderligere kontrol, hvor
kun oplesningsmidlet anvendes.

Testdesign

34. Testdesignet vedrerer valget af testkoncentrationernes antal og intervaller, antal testglas ved hvert koncentrati-
onsniveau samt antal orme pr. testglas. Design for beregning af EC,, beregning af NOEC og gennemforelse af en
graensetest er beskrevet i punkt 35, 36, 37 og 38.

35. Testen skal omfatte et interval af koncentrationer, der ligger omkring den virksomme koncentration (f.eks. ECs,
EC,,, EC,,) og det koncentrationsomrdde, hvor man er interesseret i testkemikaliets virkning. Ekstrapolering
langt under den laveste koncentration, der har indvirkning pé testorganismerne, eller over den hgjeste testede
koncentration ber undgéds. Hvis der — i serlige tilfelde — foretages en sddan ekstrapolering, skal rapporten
indeholde en fyldestgerende forklaring.



1.3.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 54/161

36. Hvis EC, skal anslds, skal der testes mindst fem koncentrationer og mindst tre replikater for hver koncentration;
det anbefales at bruge seks replikater til kontrollen eller — hvis en sddan anvendes — oplesningsmiddel-
kontrollen for at forbedre beregningen af kontrolvariabiliteten. Under alle omstendigheder ber der anvendes et
tilstreekkeligt antal testkoncentrationer til at sikre god modelestimering. Faktoren mellem koncentrationer ber
ikke overstige to (medmindre koncentrationsresponskurven har en lav haldning). Antallet af replikater i hver
behandling kan reduceres, hvis antallet af testkoncentrationer med responser i intervallet 5-95 % foreges. Hvis
antallet af replikater foreges, eller storrelsen af testkoncentrationsintervallerne reduceres, opnds der ofte
snaevrere konfidensintervaller for testen.

37. Hvis LOEC/NOEC-vardierne skal anslds, skal der bruges mindst fem testkoncentrationer med mindst fire
replikater (det anbefales at bruge seks replikater til kontrollen eller — hvis en sddan anvendes — oplesningsmid-
delkontrollen for at forbedre beregningen af kontrolvariabiliteten), og faktoren mellem koncentrationerne ber
ikke overstige to. Tilleg 6 indeholder oplysninger om den statistiske styrke, der blev opndet under
hypotesetesten i forbindelse med ringtesten af testmetoden.

38. Der kan gennemfores en grensetest (med en testkoncentration og kontroller), hvis der ikke forventes nogen
virkninger op til 1 000 mg/kg sediment (tervaegt) (f.eks. fra en indledende test til bestemmelse af dosisinterval),
eller hvis testning ved en enkelt koncentration vil veere tilstrackkelig til at bekrafte en interessant NOEC-vaerdi.
sidstnavnte tilfelde ber en detaljeret begrundelse for valg af greensekoncentration fremga af testrapporten.
Formélet med grensetesten er at udfere en test ved en koncentration, der er hej nok til, at beslutningstagere
kan udelukke mulige toksiske virkninger af testkemikaliet, og graensen fastsattes til en koncentration, der ikke
forventes at forekomme under nogen omstendigheder. 1 000 mg/kg (tervaegt) anbefales. Der anbefales normalt
seks replikater for bade behandlings- og kontrolgrupperne. Tilleg 6 indeholder oplysninger om den statistiske
styrke, der blev opndet under hypotesetesten i forbindelse med ringtesten af testmetoden.

Eksponeringsbetingelser

Testorganismer

39. Testen udferes med mindst ti orme for hvert replikat, der anvendes til bestemmelse af biologiske parametre.
Antallet af orme svarer til ca. 50-100 mg vad biomasse. Hvis det antages, at terstofindholdet er pd 17,1 % (48),
giver det ca. 9-17 mg ter biomasse pr. beholder. U.S. EPA (2000 (7)) anbefaler at bruge en belastningsgrad, der
ikke overstiger 1: 50 (ter biomasse: TOC). For det formulerede sediment, der er beskrevet i punkt 22, svarer det
til ca. 43 g sediment (torvaegt) pr. ti orme ved et TOC-indhold pa 2,0 % tert sediment. I tilfeelde hvor der
bruges over ti orme pr. beholder, justeres mangden af sediment og overliggende vand tilsvarende.

40. De orme, der bruges i en test, skal alle komme fra samme kilde og skal vare dyr i ensartet fysiologisk tilstand
(se tilleg 5). Der ber vealges orme af samme storrelse (se punkt 39). Det anbefales, at man inden testen
foretager et sken over gennemsnitsvagten ved at veje en delprave af ormepartiet eller -bestanden.

41. De orme, der skal bruges i en test, fjernes fra kulturen (flere oplysninger findes i tilleg 5). Store (voksne) dyr,
der ikke viser tegn pa nylig fragmentering, flyttes til glasskdle (f.eks. petriskdle), som indeholder rent vand. De
synkroniseres derefter som beskrevet i tilleg 5. Efter regenerering i en periode pd 10-14 dage anvendes de
intakte hele orme af samme storrelse, som aktivt svemmer eller kryber efter en let, mekanisk pévirkning, til
testen. Hvis testbetingelserne adskiller sig fra dyrkningsbetingelserne (f.eks. for s vidt angér temperatur,
lysforhold og overliggende vand), ber en akklimatiseringsfase pa f.eks. 24 timer med samme temperatur,
lysforhold og overliggende vand som i testen vere nok til at tilpasse ormene til testbetingelserne. De tilpassede
oligochaeter ber fordeles vilkarligt i testbeholderne.

Fodring

42. Eftersom foder tilswttes til sedimentet inden (eller samtidig med) tilstningen af testkemikaliet, fodres ormene
ikke yderligere under testen.
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Lys og temperatur

43. Lysperioden i kulturen og testen er normalt pd 16 timer (3), (7). Lysintensiteten skal vaere lav (f.eks. 100-500
lux) for at imitere de naturlige forhold ved sedimentoverfladen og skal males mindst en gang i eksponerings-
perioden. Temperaturen skal vaere 20 °C = 2 °C i hele testen. Temperaturforskellen mellem testbeholderne ma
ikke — pa en given malingsdato — overstige * 1 °C. Testbeholderne anbringes randomiseret i testinkubatoren
eller testomréddet, bla. for at minimere skeevheder i reproduktionen som felge af beholderens placering.

Beluftning

44. Det overliggende vand i testbeholderen beluftes forsigtigt (f.cks. 2-4 bobler pr. sekund) ved hjlp af en pasteur-
pipette, der er anbragt ca. 2 cm over sedimentoverfladen med henblik pd at minimere forstyrrelser af
sedimentet. Det skal sikres, at koncentrationen af oplest ilt ikke falder til under 30 % af luftmaetningsveerdien
(ASV). Luftforsyningen skal kontrolleres og — om nedvendigt — justeres mindst en gang om dagen pd
arbejdsdage.

Malinger af vandkvaliteten

45. Folgende vandkvalitetsparametre males i det overliggende vand:

Temperatur: i mindst en testbeholder ved hvert koncentrationsniveau og en kontroltestbeholder
en gang om ugen og i begyndelsen og slutningen af eksponeringsperioden; tempe-
raturen i det omgivende substrat (omgivende luft eller vandbad) kan, hvis det er
muligt, desuden registreres f.eks. en gang i timen

Oplest iltindhold: i mindst en testbeholder ved hvert koncentrationsniveau og en kontroltestbeholder
en gang om ugen og i begyndelsen og slutningen af eksponeringsperioden; udtrykt
som mg/l og % ASV (air saturation value — luftmatningsvaerdi)

Lufttilfersel: kontrolleres mindst en gang om dagen pé arbejdsdage og justeres om nedvendigt.

pH: i mindst en testbeholder ved hvert koncentrationsniveau og en kontroltestbeholder
en gang om ugen og i begyndelsen og slutningen af eksponeringsperioden

Vandets samlede hardhed: | i mindst en kontrolreplikat og en testbeholder ved den hejeste koncentration i be-
gyndelsen og slutningen af eksponeringsperioden; udtrykt som mg/l CaCO,

Samlet ammoniakindhold: | i mindst en kontrolreplikat og en testbeholder ved hvert koncentrationsniveau i
begyndelsen af eksponeringsperioden og efterfolgende tre gange om ugen; udtrykt
som mg/l NH,* eller NH, eller total ammoniak-N.

Hvis maéling af vandkvalitetsparametre kraver, at der fjernes storre vandprever fra beholderne, kan det vare
tilrddeligt at opstille serskilte beholdere til vandkvalitetsmélinger, siledes at der ikke endres pa
volumenforholdet mellem vand og sediment.

Biologiske observationer

46. Under eksponeringen observeres testbeholderne med henblik pa visuel vurdering af eventuelle adferdsmassige
forskelle hos ormene (f.eks. undgdelse af sediment, synlige fackale pellets pd sedimentoverfladen) i forhold til
kontrollerne. Observationer registreres.
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47. Ved afslutningen af testen undersgges hver replikat (yderligere beholdere, der skal underkastes kemisk analyse,
kan udelukkes fra undersegelsen). Der anvendes en passende metode til at opsamle alle ormene fra
testbeholderen. Det skal sikres, at alle ormene opsamles, uden at de beskadiges. En metode kan vere at sigte
ormene fra sedimentet. Der kan bruges et net af rustfrit stdl med passende maskestorrelse. Det meste af det
overliggende vand dekanteres omhyggeligt, og det resterende sediment og vand omrystes til en opslemning, der
kan heldes gennem sigten. Med en maskestorrelse pd 500 pm vil de fleste af sedimentpartiklerne passere sigten
meget hurtigt; sigtningen ber dog ske hurtigt for at forhindre orme i at krybe ind i eller gennem nettet. En
maskestorrelse pd 250 pum vil forhindre ormene i at krybe ind i eller gennem nettet; det skal dog sikres, at s fa
sedimentpartikler som muligt forbliver pé nettet. Den sigtede opslemning fra hver replikatbeholder kan heldes
gennem sigten endnu en gang, for at sikre at alle orme er opsamlet. En alternativ metode kan vere at opvarme
sedimentet ved at anbringe testbeholderne i et vandbad ved 50-60 °C; ormene vil forlade sedimentet og kan
indsamles fra sedimentoverfladen med en flammepoleret pipette med bred &bning. En anden alternativ metode
kan veere at fremstille en sedimentopslemning og halde denne opslemning ud i en lav skél af en passende
starrelse. Ormene kan opsamles fra det lave lag opslemning med en stalndl eller en urmagerpincet (som skal
bruges mere som en gaffel end en pincet for at undgé at skade ormene) og overfares til rent vand. Nar ormene
er adskilt fra sedimentopslemningen, skylles de i testsubstrat og telles.

48. Uanset hvilken metode der bruges, skal laboratorier dokumentere, at deres personale gennemsnitligt kan
opsamle mindst 90 % af organismerne fra alt sedimentet. Et vist antal testorganismer kan f.eks. tilsattes til
kontrolsediment eller testsedimenter, hvorefter genfindingsgraden kan bestemmes efter en time (7).

49. Det samlede antal levende og dede individer pr. replikat registreres og vurderes. Folgende grupper af orme
betragtes som dede:

a) der er ingen reaktion pd en let, mekanisk pavirkning

b) der er tegn pad nedbrydning (kombineret med litra a)

¢) antallet af manglende orme

De levende orme kan tilhgre en af tre grupper:

a) store hele orme (voksne) uden regenererede kropsomrader

b) hele orme med regenererede kropsomrader med en lysere farve (dvs. med ny bagende, med ny forende eller
med bade ny forende og ny bagende)

¢) ikke hele orme (dvs. orme, der er blevet delt for nylig, og som ikke har regenereret de manglende
kropsomrader)

Disse yderligere observationer er ikke obligatoriske, men kan bruges til yderligere fortolkning af de biologiske
resultater (f.eks. kan et hejere antal orme i gruppe ¢ indikere forsinket reproduktion eller regenerering ved en
given behandling). Hvis der observeres forskelle i udseende (f.cks. leesioner i de integumente, edematiske
kropsomréder) mellem behandlede orme og kontrolorme, registreres disse.

50. Umiddelbart efter talling/vurdering overferes de levende orme, der er fundet i hver replikat, til terrede,
forvejede og markede vagtskale (en pr. replikat) og aflives med en drdbe ethanol pr. vagtskal. Vagtskalene
anbringes i en terreovn ved 100 °C = 5 °C til terring natten over, hvorefter de vejes efter afkeling i en
ekssikkator, og ormenes torvagt bestemmes (fortrinsvis i g, mindst fire decimaler).

51. Ud over den samlede torvaegt kan den askefri torvagt bestemmes som beskrevet i (49) for at tage hejde for
uorganiske komponenter fra indtaget sediment i ormenes fordgjelseskanal.

52. Biomassen bestemmes som den samlede biomasse pr. replikat, herunder voksne orme og afkom. Dgde orme
tages ikke i betragtning ved bestemmelse af biomasse pr. replikat.
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Kontrol af testkemikaliekoncentrationer
Proveudtagning

53. Der udtages prover til kemisk analyse af testkemikaliet som minimum ved den hgjeste koncentration og en
lavere koncentration og som minimum ved afslutningen af akvilibreringsfasen (inden tilsaetning af testorga-
nismerne) og ved afslutningen af testen. Der udtages som minimum prever til analyse af bulksedimentet og det
overliggende vand. Der udtages mindst to prever pr. matrix og behandling pd hver prevetagningsdato. En af
duplikatpreverne kan opbevares som reserve (f.eks. til analyse i tilfeelde af at den oprindelige analyse afviger
mere end 20 % fra den nominelle koncentration). Hvis der er tale om specifikke kemiske egenskaber, f.eks. hvis
der forventes hurtig nedbrydning af testkemikaliet, kan analyseplanen justeres (f.eks. hyppigere proveudtagning,
analyse af flere koncentrationsniveauer) pd baggrund af en ekspertvurdering. Der kan sd udtages prover pd
mellemliggende provetagningsdatoer (f.eks. pd dag syv efter eksponeringens start).

54. Der udtages prover fra det overliggende vand ved omhyggeligt at dekantere eller opsuge det overliggende vand
med henblik pd at minimere forstyrrelser af sedimentet. Prgvernes volumen registreres.

55. Nar det overliggende vand er fjernet, homogeniseres sedimentet, og det overferes til en passende beholder. Den
vide sedimentpraves vegt registreres.

56. Hvis der er brug for yderligere analyse af testkemikaliet i porevandet, centrifugeres de homogeniserede og
vejede sedimentprover for at opsamle porevandet. Eksempelvis kan ca. 200 ml vadt sediment fyldes i 250 ml-
centrifugebaegre. Derefter centrifugeres preverne uden filtrering for at isolere porevandet, f.eks. ved 10 000 =
600 x g i 30-60 minutter ved en temperatur, der ikke overstiger testtemperaturen. Efter centrifugering
dekanteres supernatanten, eller den pipetteres, idet det sikres, at der ikke indsamles sedimentpartikler, og
volumenet registreres. Den tilbagevaerende sedimentpellets vagt registreres. Det kan lette vurderingen af
massebalancen eller genfindingen af testkemikaliet i vand- og sedimentsystemet, hvis sedimentets torvagt
bestemmes pd hver provetagningsdato. I nogle tilfelde er det ikke muligt at analysere koncentrationer i
porevandet, da provesterrelsen er for lille.

57. Foretages analyserne ikke med det samme, opbevares proverne hensigtsmeassigt, f.eks. under de opbevaringsbe-
tingelser, der anbefales for minimal nedbrydning af det specifikke testkemikalie (miljeprever opbevares f.cks.
almindeligvis ved — 18 °C i marke). Der skal indhentes oplysninger om passende opbevaringsbetingelser for det
specifikke testkemikalie — f.eks. opbevaringstid og -temperaur, ekstraktionsfremgangsméider osv. — inden
undersegelsen indledes.

Analysemetode

58. Da hele proceduren i vid udstreekning athanger af analysemetodens ngjagtighed, pracision og felsomhed,
kontrolleres det eksperimentelt, at den kemiske analyse giver tilfredsstillende pracision, reproducerbarhed og
genfinding af testkemikaliet i vand- og sedimentprever for den valgte metode, som minimum ved de laveste og
hojeste testkoncentrationer. Det kontrolleres tillige, at testkemikaliet ikke kan pévises i kontrolkamrene i
koncentrationer, som ligger over bestemmelsesgransen. Det kan vare nedvendigt at korrigere de nominelle
koncentrationer for genfinding af kvalitetskontrolspikes (f.eks. ndr genfindingsgraden overstiger 80-120 % af
den tilsatte maengde). Alle prover hindteres i hele testen pd en sddan mdde, at kontaminering og tab (f.eks. som
folge af adsorption af testkemikaliet til prevetagningsudstyret) minimeres.

59. Genfindingen af testkemikalie, bestemmelsesgraensen og detektionsgreensen i sediment og vand registreres og
anferes i rapporten.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

60. Testens vigtigste obligatoriske responsvariable, der skal vurderes statistisk, er biomassen og det samlede antal
orme pr. replikat. Reproduktion (udtrykt som stigning i antal orme) og vakst (udtrykt som stigning i ter
biomasse) kan ogsé vurderes. I dette tilfelde gives et skon over ormenes torvagt i begyndelsen af eksponerings-
perioden f.eks. ved miling af tervaegten for en representativ delprgve af det parti synkroniserede orme, der skal
bruges til testen.
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61. Deodelighed er ikke et endepunkt i denne test, men ber sd vidt muligt vurderes. I forbindelse med vurderingen af
dedeligheden betragtes de orme, der ikke reagerer pd en let, mekanisk pavirkning, eller som udviser tegn pa
nedbrydning, samt de manglende orme som dede. Dedeligheden ber som minimum registreres og tages i
betragtning i forbindelse med fortolkningen af testresultaterne.

62. Effektkoncentrationerne udtrykkes i mg/kg sediment (tervaegt). Hvis den madlte genfinding af testkemikalie i
sedimentet, eller i sediment og overliggende vand, i begyndelsen af eksponeringsperioden ligger pa 80-120 % af
de nominelle koncentrationer, kan effektkoncentrationerne (EC, NOEC, LOEC) udtrykkes pd grundlag af
nominelle koncentrationer. Hvis genfindingen afviger mere end 20 % fra de nominelle koncentrationer, ber
effektkoncentrationerne (ECx, NOEC, LOEC) baseres pad de oprindeligt mélte koncentrationer i begyndelsen af
eksponeringsperioden, f.eks. under hensyntagen til testkemikaliets massebalance i testsystemet (se punkt 30). I
disse tilfelde kan der indhentes yderligere oplysninger fra analyse af stamoplesninger ogfeller tilsatte
oplesninger, for at bekrefte at testsedimenterne blev klargjort korrekt.

EC

63. EC,-veardier for de parametre, der er beskrevet i punkt 60, beregnes med passende statistiske metoder (f.eks.
probabilistisk analyse, logistisk funktion eller Weibull-funktion, Trimmed Spearman-Karber-metoden eller
simpel interpolation). Vejledning i statistisk analyse findes i (15) og (50). En EC -vardi opnds ved at indsatte en
veardi, der svarer til x % af kontrolgennemsnittet, i den fundne ligning. For at beregne EC, eller enhver anden
EC,-veerdi skal middelverdierne for hver behandling ( X ), underkastes en regressionsanalyse.

NOEC/LOEC

64. Hvis NOEC/LOEC skal bestemmes ved statistisk analyse, er statistikker pr. beholder (individuelle beholdere anses
for replikater) nedvendige. Der ber anvendes passende statistiske metoder. Generelt underseges negative
virkninger af testkemikaliet ssammenlignet med kontrollen ved hjelp af en ensidet (mindre) hypotesetest ved p <
0,05. Eksempler er angivet i nedenstdende punkter. Vejledning i valg af passende statistiske metoder findes i
(15) og (50).

65. Normalfordelingen af data kan f.eks. testes med Kolmogorov-Smirnovs goodness-of-fit-test, Range-to-standard-
deviation ratio test (R/s-test) eller Shapiro-Wilk-testen (tosidet, p < 0,05). Cochrans test, Levenes test eller
Bartletts test (tosidet, p < 0,05) kan bruges til at teste varianshomogeniteten. Hvis forudsetningerne for
parametriske testprocedurer (normalitet, varianshomogenitet) er opfyldt, kan der udferes envejsanalyse af
varians (ANOVA) og efterfolgende multiple sammenligningstest. Parvise sammenligninger (f.eks. Dunnetts test)
eller step-down trend test (f.eks. Williams’ test) kan benyttes til at beregne, om der er signifikante forskelle (p <
0,05) mellem kontrollerne og de forskellige testkemikaliekoncentrationer. Ellers ber ikkeparametriske metoder
(f.eks. Bonferroni-U-test ifelge Holm eller Jonckheere-Terpstra’s trend test) benyttes til at fastsld NOEC og LOEC.

Gransetest

66. Er der udfert en grensetest (sammenligning af kontrol og kun en behandling), og forudsatningerne for
parametriske testprocedurer (normalitet, homogenitet) er opfyldt, kan metrisk respons (samlet antal orme og
biomasse udtrykt som ormenes torvegt) vurderes ved Student-testen (t-test). T-testen justeret for forskel i
varians (Welch t-test) eller en ikkeparametrisk test, f.eks. Mann-Whitney-U-testen, kan bruges, hvis disse krav
ikke er opfyldt. Tilleg 6 indeholder oplysninger om den statistiske styrke, der blev opndet under hypotesetesten
i forbindelse med ringtesten af testmetoden.

67. For at bestemme signifikante forskelle mellem kontrollerne (kontrol og oplesningsmiddelkontrol) kan
replikaterne af hver kontrol testes som beskrevet for gransetesten. Hvis disse test ikke viser signifikante
forskelle, kan alle replikater af kontrol- og oplesningsmiddelkontrolreplikater samles. Ellers skal alle
behandlinger sammenlignes med oplesningsmiddelkontrollen.
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Fortolkning af resultaterne
68. Hyvis der blev afveget fra testmetoden, og hvis der i testkoncentrationer males koncentrationer nar den anvendte
analysemetodes detektionsgrense, skal resultaterne fortolkes med forsigtighed. Eventuelle fravigelser af
testmetoden skal oplyses.
Testrapport.
69. Testrapporten skal mindst indeholde folgende oplysninger:

— Testkemikalie:

— kemisk identifikation (generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel osv.), herunder renhed
og analysemetode til kvantificering af testkemikaliet, testkemikaliets kilde og identitet og koncentration
af eventuelt oplesningsmiddel.

— eventuelle oplysninger om de fysiske egenskaber og fysisk-kemiske egenskaber indhentet inden
pabegyndelse af testen (f.eks. vandopleselighed, damptryk, fordelingskoefficient i jord (eller sediment,
hvis tilgaengelig), log K, stabilitet i vand osv.)

— Testede arter:
— videnskabeligt navn, herkomst, eventuel forbehandling, akklimatisering, dyrkningsbetingelser osv.
— Testbetingelser:

— den anvendte testmetode (f.eks. statisk, semistatisk eller gennemstremningstest)

— testdesign (f.eks. antal testkamre samt materiale og sterrelse, vandvolumen pr. beholder, sedimentmasse
og -volumen pr. beholder (ved gennemstremningsprocedurer eller semistatiske procedurer: vandudskift-
ningsrate), eventuel beluftning for og under testen, antal replikater, antal orme pr. replikat i begyndelsen
af eksponeringsperioden, antal testkoncentrationer, konditioneringsperiode, akvilibrerings- og
eksponeringsperioder, provetagningshyppighed)

— dybde af sediment og overliggende vand
— metode til forbehandling og tilsetning af testkemikalie

— nominelle testkoncentrationer, oplysninger om proveudtagning med henblik pd kemisk analyse og de
analysemetoder, hvormed testkemikaliekoncentrationerne blev opnéet

— sedimentets karakteristika som beskrevet i punkt 24-25 og eventuelle andre malinger, klargoring af
formuleret sediment

— fremstilling af testvand (hvis rekonstitueret vand anvendes) og dets karakteristika (iltkoncentration, pH,
ledningsevne, hdrdhed og eventuelle andre malinger) inden pabegyndelse af testen

— detaljerede oplysninger om fodring, herunder fodertype, tilberedning, mangde og fodringshyppighed
— lysintensitet og lysperiode(r)

— anvendte metoder til bestemmelse af alle biologiske parametre (f.eks. proveudtagning, kontrol, vejning af
testorganismer) og alle abiotiske parametre (f.eks. vand- og sedimentkvalitetsparametre)

— volumen og/eller vagt for alle prover til kemisk analyse

— detaljerede oplysninger om, hvordan alle prover til kemisk analyse er behandlet, herunder klargering,
opbevaring, spiking, ekstraktion og analysemetoder (og pracision) for testkemikaliet samt genfinding af
testkemikaliet.
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— Resultater:

— vandkvaliteten i testbeholderne (pH, temperatur, koncentration af oplest ilt, hirdhed, ammoniakkoncen-
trationer og eventuelle andre malinger)

— samlet organisk kulstofindhold (TOC), forhold mellem tervaegt og vddvagt, sedimentets pH og
eventuelle andre malinger

— samlet antal og — hvis det er bestemt — antal hele og ikke hele orme i hvert testkammer ved
afslutningen af testen

— torvaegt af ormene 1 hvert testkammer ved afslutningen af testen og — hvis den er malt — torvagt af
en delprave af ormene ved begyndelsen af testen

— eventuel observeret unormal adferd sammenlignet med kontrollerne (f.eks. undgdelse af sediment,
tilstedevaerelse eller fraver af fackale pellets)

— eventuelle observerede dedsfald

— estimater for toksicitetsendepunkter (f.eks. EC,, NOEC ogfeller LOEC) og de statistiske metoder, der
anvendt til at beregne dem

— nominelle testkoncentrationer, malte testkoncentrationer og resultater af alle foretagne analyser med
henblik pé at bestemme testkemikaliekoncentrationen i testbeholderne

— eventuelle afvigelser fra validitetskriterierne.
— Evaluering af resultater:
— resultaternes overensstemmelse med validitetskriterierne i punkt 13

— diskussion af resultaterne, herunder den eventuelle betydning af fravigelser fra denne testmetode.
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Tilleg 1

Definitioner

I forbindelse med denne testmetode anvendes folgende definitioner:
Kemikalie betyder et stof eller en blanding.

Konditioneringsperioden bruges til at stabilisere den mikrobielle komponent af sedimentet og fjerne f.eks.
ammoniak fra sedimentets komponenter; den finder sted, inden testkemikaliet tilsaettes til sedimentet. Normalt
kasseres det overliggende vand efter konditionering.

EC, er den koncentration af testkemikaliet i sedimentet, der har x % (f.eks. 50 %) effekt pd en biologisk parameter i
lobet af en naermere angivet eksponeringsperiode.

Zkvilibreringsperioden skal give mulighed for fordeling af testkemikaliet mellem den faste fase, porevandet og det
overliggende vand; den finder sted efter tilsetning af testkemikaliet til sedimentet og inden tilseetning af testorga-
nismerne.

Eksponeringsfasen er det tidsrum, hvori testorganismerne eksponeres for testkemikaliet.

Formuleret sediment eller rekonstitueret, kunstigt eller syntetisk sediment: en blanding af materialer, der bruges til
at efterligne de fysiske komponenter i naturligt sediment.

Laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) er den laveste koncentration af et testkemikalie, som i
testen har vist sig at have en signifikant toksisk virkning (p < 0,05) sammenlignet med kontrollen. Alle testkoncen-
trationer over LOEC skal dog have en virkning, der mindst svarer til den, som iagttages ved LOEC. Kan disse to
betingelser ikke opfyldes, skal der fyldestgorende redegeres for, hvordan den pageldende LOEC (og dermed NOEC) er
valgt.

Koncentration uden observeret effekt (NOEC) er den testkoncentration umiddelbart under LOEC, som ved
sammenligning med kontrollen ikke har nogen statistisk signifikant effekt (p < 0,05) inden for en given
eksponeringsperiode.

Octanol/vand-fordelingskoefficient (K ; ogsd betegnet P ) er forholdet mellem et kemikalies opleselighed i n-

octanol og vand ved ligeveegt og er et udtryk for et kemikalies lipofilicitet (kapitel A.24 i dette bilag). K  eller

ow
logaritmen for K, (log K,) benyttes som rettesnor for et kemikalies potentiale for bioakkumulering i
vandorganismer.

ow)

Organisk kulstof/vand-fordelingskoefficient (K ) er forholdet mellem et kemikalies koncentration i eller pd
andelen af organisk kulstof i sediment og kemikaliets koncentration i vand ved ligevaegt.

Overliggende vand er det vand, der deekker sedimentet i testbeholderen.
Porevand eller interstitielt vand er det vand, der optager pladsen mellem sediment eller jordpartikler.
Spiket sediment er sediment, som er tilsat testkemikalie.

Testkemikalie betyder et stof eller en blanding, som testes ved hjalp af denne testmetode.
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Tilleg 2

Sammenszatning af det anbefalede rekonstituerede vand

(if. kapitel C.1 i dette bilag (1))

a)  Calciumchloridoplosning

Oples 11,76 g CaCl, - 2H,0 i deioniseret vand; fortynd til 1 I med deioniseret vand
b)  Magnesiumsulfatoplasning

Oples 4,93 g MgSO, - 7H,0 i deioniseret vand; fortynd til 1 | med deioniseret vand
¢)  Natriumhydrogencarbonatoplosning

Oples 2,59 g NaHCO, i deioniseret vand; fortynd til 1 1 med deioniseret vand
d)  Kaliumchloridoplosning

Oples 0,23 g KCl i deioniseret vand; fortynd til 1 I med deioniseret vand
Alle kemikalier skal veere af analysekvalitet.
Det destillerede eller dejoniserede vands ledningsevne mé ikke overstige 10 pScm-1.

25 ml af hver af oplesningerne a)-d) blandes, og der fortyndes til et samlet volumen pd 1 | med deioniseret vand.
Summen af calcium- og magnesiumioner i disse oplgsninger er 2,5 mmol/l.

Forholdet mellem Ca- og Mg-ioner er 4:1, og forholdet mellem Na- og K-ioner er 10:1. Syrekapaciteten Ky, , i denne
oplesning er 0,8 mmol/l.

Fortyndingsvandet beluftes, indtil der er opndet iltmatning, og opbevares i ca. to dage uden yderligere beluftning
inden brug.

HENVISNING

(1) Kapitel C.1 i dette bilag, Akut toksicitet for fisk.
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Tilleg 3

Fysisk-kemiske egenskaber for acceptabelt fortyndingsvand

Komponent Koncentrationer

Partikler <20 mg/l
Totalt organisk kulstof <2 pgfl

Ikke-ioniseret ammoniak <1 pgfl

Residualt chlor <10 pgfl
Organophosphorpesticider i alt < 50 ng/1
Chlorerede organiske pesticider i alt + polychlorbiphenyler < 50 ng/l
Organisk chlor i alt <25 ng/1

(hentet fra OECD (1992) (1))

HENVISNING

(1) OECD (1992), Guidelines for Testing of Chemicals No. 210, Fish, Early-life Stage Toxicity Test, OECD, Paris.
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Tilleg 4

Anbefalet syntetisk sediment — vejledning i klargering og opbevaring

Sedimentbestanddele
Bestanddel Karakteristika % sediment (tervagt)
Torv Sphagnum — nedbrydningsgrad: »middel« — uden syn- 50,5
lige planterester og findelt (partikelstorrelse < 0,5 mm) og
lufttorret
Kvartssand Kornsterrelse: < 2 mm, men 50 % af partiklerne skal 75-76
vaere 50-200 pm
Kaolinholdigt ler Kaolinitindhold > 30 % 20 £ 1
Fadekilde f.eks. urtica-pulver (Folia urticae), blade fra Urtica dioica 0,4-0,5 %
(breendenzlde), findelt (partikelstorrelse < 0,5 mm); i
overensstemmelse med farmaceutiske standarder, til kon-
sum; ud over tert sediment
Organisk kulstof Justeret ved tilseetning af terv og sand 2+0,5
Calciumcarbonat CaCO,, pulveriseret, kemisk rent, ud over tert sediment 0,05-1
Deioniseret vand Ledningsevne < 10 pS/cm, ud over tort sediment 30-50

Bemeerk: Hvis der forventes heje ammoniakkoncentrationer, f.eks. hvis testkemikaliet har vist sig at hemme
nitrifikation, kan det vare hensigtsmeessigt at erstatte 50 % af det kvalstofrige urtica-pulver med cellulose (f.eks. a-
cellulose-pulver, kemisk rent, partikelstorrelse < 0,5 mm; (1)(2)).

Klargering

Torven luftterres og formales til fint pulver. En suspension af den kravede maengde torvepulver i deioniseret vand
fremstilles ved brug af et hgjtydende homogeniseringsapparat. pH-vardien af denne suspension justeres til 5,5 £ 0,5
med CaCO,. Suspensionen konditioneres i mindst to dage med forsigtig omrering ved 20 °C + 2 °C, for at stabilisere
pH og opnd en stabil mikrobiel komponent. pH madles igen og skal vare 6,0 * 0,5. Derefter blandes
torvesuspensionen med de andre bestanddele (sand og kaolinholdigt ler) og deioniseret vand for at fa et homogent
sediment med et vandindhold pd 30-50 % af sedimentets torvegt. Den ferdige blandings pH madles igen og justeres
om nedvendigt til 6,5-7,5 med CaCO,. Hvis der forventes udvikling af ammoniak, kan det dog vere hensigtsmassigt
at holde sedimentets pH under 7,0 (f.cks. 6,0-6,5). Der udtages prover af sedimentet for at bestemme torvagten og
det organiske kulstofindhold. Hvis der forventes udvikling af ammoniak, kan det formulerede sediment konditioneres
i syv dage under samme betingelser som i den efterfolgende test (f.eks. sediment/vand-forhold 1: 4, hejde pd
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sedimentlag som i testbeholderne), inden testkemikaliet tilsattes, dvs. at det overhzldes med vand, som skal beluftes.
Ved udlgbet af konditioneringsperioden fjernes og kasseres det overliggende vand. Derefter blandes det spikede
kvartssand med sedimentet for hvert behandlingsniveau, sedimentet fordeles i replikattestbeholderne og overhaldes
med testvandet. Derefter inkuberes beholderne under samme betingelser som i den efterfolgende test. Det er pd dette
tidspunkt, at @kvilibreringsperioden indledes. Det overliggende vand beluftes.

Den valgte fodekilde tilsettes for eller samtidig med tilsetningen af testkemikaliet til sedimentet. Den kan forst
blandes med tervesuspensionen (se ovenfor). For omfattende nedbrydning af fedekilden inden tilsaetningen af
testorganismerne — f.eks. ved en lang «kvilibreringsperiode — kan dog undgas, ved at serge for at tidsrummet
mellem tilsetningen af foder og begyndelsen af eksponeringsperioden er sd kort som muligt. For at sikre at foderet er
spiket med testkemikaliet, blandes fodekilden senest med sedimentet pd den dag, hvor testkemikaliet tilseettes til
sedimentet.

Opbevaring

De torre bestanddele i det syntetiske sediment lagres tort og keligt eller ved stuetemperatur. Det klargjorte sediment,
hvortil testkemikaliet er tilsat, bruges straks i testen. Prover af spiket sediment kan opbevares under de betingelser,
der anbefales for det pagaldende testkemikalie, indtil analyse.

LITTERATUR

(1) Ph. Egeler, M. Meller, H. J. Schallnal og D. Gilberg (2005), Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. I samarbejde med R. Nagel
og B. Karaoglan. Rapport til den tyske miljostyrelse (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.: 202 67 429.

(2) M. Liebig, M. Meller og P. Egeler (2004), Sedimenttoxizititstests mit aquatischen Oligochaeten — Einfluss
verschiedener Futterquellen im kiinstlichen Sediment auf Reproduktion und Biomasse von Lumbriculus variegatus,
Proceedings 5/2004: Statusseminar Sedimentkontakttests, 24.-25. marts 2004, BfG (Bundesanstalt fiir
Gewisserkunde), Koblenz, Tyskland, s. 107-119.
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Tilleg 5

Dyrkningsmetoder for Lumbriculus variegatus

Lumbriculus variegatus (MULLER), Lumbriculidae, Oligochaeta forekommer i ferskvandssedimenter og anvendes i vid
udstrekning i egkotoksikologisk testning. Den kan let dyrkes under laboratoriebetingelser. Dyrkningsmetoderne
gennemgds nedenfor.

Dyrkningsmetoder

Dyrkningsbetingelser for Lumbriculus variegatus er detaljeret beskrevet i Phipps et al. (1993) (1), Brunson et al.
(1998) (2), ASTM (2000) (3), U.S. EPA (2000) (4). Nedenfor gives en kort sammenfatning af disse betingelser. En stor
fordel ved L. variegatus er dens hurtige reproduktion, som giver en hurtigt stigende biomasse i bestande dyrket i
laboratorier (f.eks. (1), (3), (4), (5)).

Ormene kan dyrkes i store akvarier (57-80 1) ved 23 °C med en lysperiode pd 16 timers lys (100-1 000 lux) og otte
timers morke med dagligt udskiftet rdvand (45-50 1 pr. akvarium). Substratet klargeres ved at skere ublegede brune
papirservietter i strimler, som derefter kan blandes med dyrkningsvand i nogle fa sekunder, hvilket giver sma stykker
papirsubstrat. Dette substrat kan derefter bruges direkte i Lumbriculus-dyrkningsakvarierne ved at deekke bunden af
tanken eller kan opbevares frosset i deioniseret vand til senere brug. Nyt substrat i tanken vil generelt kunne holde
sig i ca. to méneder.

Hver ormekultur startes med 500-1 000 orme og tilferes en 10 ml suspension, som indeholder 6 g startfoder til
grreder tre gange om ugen under udskiftnings- eller gennemstremningsbetingelser. Statiske eller semistatiske kulturer
ber modtage lavere fodermangder for at forhindre bakterie- og svampevaekst.

Under disse betingelser fordobles antallet af individer i kulturen generelt pa ca. 10-14 dage.

Alternativt kan Lumbriculus variegatus dyrkes i et system, der bestér af et lag kvartssand som det, der bruges til det
syntetiske sediment (1-2 cm dybt), og rekonstituteret vand. Beholdere af glas eller rustfrit stdl med en hejde pd 12-
20 cm kan bruges som dyrkningsbeholdere. Vandet beluftes forsigtigt (f.eks. to bobler pr. sekund) ved hjelp af en
pasteur-pipette, der er anbragt ca. 2 cm over sedimentoverfladen. For at forhindre akkumulering af f.eks. ammoniak
udskiftes det overliggende vand mindst en gang om ugen ved hjlp af et gennemstremningssystem eller manuelt.
Oligochaeterne kan holdes ved stuetemperatur med en lysperiode pd 16 timers lys (intensitet 100-1 000 lux) og otte
timers morke. I den semistatiske kultur (vandudskiftning en gang om ugen) fodres ormene med TetraMin to gange
om ugen (f.eks. 0,6-0,8 mg pr. cm? sedimentoverflade), som kan tils@ttes som en suspension af 50 mg TetraMin pr.
ml deioniseret vand.

Lumbriculus variegatus kan fjernes fra kulturerne, f.eks. ved at overfere substrat med et finmasket net eller
organismer med en flammepoleret glaspipette med bred dbning (ca. 5 mm i diameter) til et separat bager. Hvis
substrat fores med over i dette bager, henstir beageret, som indeholder orme og substrat, natten over under
gennemstremning, hvilket vil fjerne substratet fra bageret, mens ormene bliver i bunden af beholderen. De kan
derefter overfores til nye klargjorte dyrkningsbeholdere eller bearbejdes yderligere med henblik pa testen som anfert i
(3) og (4) eller nedenfor.

Et afgerende spergsmdl, ndr der bruges L. variegatus i sedimenttest, er ormens forplantningsform (fragmentation eller
regenerering, f.eks. (6)) Denne vegetative formering resulterer i to fragmenter, som ikke indtager fode i en vis periode,
indtil hoved- eller haledelen er regenereret (f.eks. (7), (8)). Det betyder, at eksponering hos L. variegatus via indtagelse
af forurenet sediment ikke finder sted kontinuerligt.

Derfor ber der gennemferes en synkronisering for at minimere ukontrolleret reproduktion og regenerering og
efterfolgende hgj variation i testresultaterne. En sddan variation kan forekomme, ndr individer, der har fragmenteret
sig og derfor ikke indtager fode i en periode, er mindre eksponeret for testkemikaliet end andre individer, der ikke
fragmenterer sig under testen (9), (10), (11). 10-14 dage inden pabegyndelsen af eksponeringen fragmenteres ormene
kunstigt (synkronisering). Store (voksne) orme, der fortrinsvis ikke viser tegn pd nylig regenerering, udvelges til
synkronisering. Disse orme kan anbringes pd en glasplade i en drdbe dyrkningsvand og dissekeres i det mediane
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kropsomrdde med en skalpel. Bagenderne skal have samme storrelse. Bagender henstdr herefter i en dyrknings-
beholder, der indeholder samme substrat som kulturen og rekonstitueret vand, sd de kan regenerere nye hoveder
inden eksponeringsperiodens start. Det er et tegn pd, at nye hoveder er regenereret, nir de synkroniserede orme
graver sig ned i substratet (tilstedeverelse af nye hoveder kan bekreftes ved at undersege en reprasentativ delprove
under binokulert mikroskop). Testorganismerne forventes derefter at vaere i ensartet fysiologisk tilstand. Det betyder,
at ndr reproduktion ved regenerering forekommer hos synkroniserede orme under testen, forventes stort set alle dyr
at vaere eksponeret for det spikede sediment i samme grad. Fodring af de synkroniserede orme sker, sd snart ormene
begynder at grave sig ned i substratet eller syv dage efter dissektion. Fodersystemet skal vaere sammenligneligt med
fodersystemet for de almindelige kulturer, men det kan vere hensigtsmeassigt at fodre de synkroniserede orme med
samme fodekilde som i testen. Ormene holdes ved testtemperaturen pd 20 °C + 2 °C. Efter regenerering anvendes de
intakte hele orme, som aktivt svemmer eller kryber efter en let, mekanisk pavirkning, til testen. Skader eller autotomi
hos ormene ber forhindres, f.eks. ved at bruge pipetter med flammepolerede kanter eller rustfrie dentale sonder til

handtering af ormene.

Kilder til starterkulturer til Lumbriculus variegatus (adresser i USA hentet fra (4))

Europa

ECT Ockotoxikologie GmbH
Bottgerstr. 2-14

D-65439 Florsheim/Main
Tyskland

University of Joensuu

Laboratory of Aquatic Toxicology
Dept. of Biology

Yliopistokatu 7, P.O. Box 111
FIN-80101 Joensuu

Finland

C.N.R.- LR.S.A.

Italian National Research Council
Water Research Institute

Via Mornera 25

[-20047 Brugherio MI

USA

U.S. Environmental Protection Agency
Mid-Continent Ecological Division
6201 Congdon Boulevard

Duluth, MN 55804

U.S. Environmental Protection Agency
Environmental Monitoring System Laboratory
26 W. Martin Luther Dr.

Cincinnati, OH 45244

Columbia Environmental Research Center
U.S. Geological Survey

4200 New Haven Road

Columbia, MO 65201

Bayer Crop Science AG
Development — Ecotoxicology
Alfred-Nobel-Str. 50

D-40789 Monheim

Tyskland

Dresden University of Technology

Institut fiir Hydrobiologie

Fakultit fur Forst-, Geo- und Hydrowissenschaften
Mommsenstr. 13

D-01062 Dresden

Tyskland

Michigan State University
Department of Fisheries and Wildlife
No. 13 Natural Resources Building
East Lansing, MI 48824-1222

Wright State University
Institute for Environmental Quality
Dayton, OH 45435

Great Lakes Environmental Research
Laboratory, NOAA

2205 Commonwealth Boulevard
Ann Arbor, MI 48105-1593
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Tilleg 6

Resume af ringtestens resultater

»Sedimenttest med Lumbriculus variegatusc

Tabel 1

Resultater af individuelle ringtestserier: Gennemsnitligt antal orme i kontrollerne og oplesningsmiddelkon-
trollerne ved afslutningen af testen; SD = standardafvigelse; CV = variationskoefficient.

gennemsnitligt gennemsnitlige
antal orme i SD vV (%) antal orme i SD v (%)
konrollerne Plontraieme

323 7,37 22,80 39,0 3,61 9,25
40,8 6,55 16,05 36,0 5,29 14,70
41,5 3,54 8,52 38,5 7,05 18,31
16,3 5,99 36,67 30,8 6,70 21,80
24,3 10,69 43,94 26,3 3,06 11,60
28,5 8,29 29,08 30,7 1,15 3,77
28,3 3,72 13,14 28,8 2,56 8,89
25,3 5,51 21,74 27,7 1,53 5,52
23,8 2,99 12,57 21,3 1,71 8,04
36,8 8,80 23,88 35,0 4,20 11,99
33,0 3,58 10,84 33,5 1,73 5,17
20,7 2,73 13,22 15,0 6,68 44,56
42,0 7,07 16,84 43,7 0,58 1,32
18,2 3,60 19,82 21,7 4,04 18,65
32,0 3,95 12,34 31,3 4,79 15,32

Gennemsnits- 29,59 20,10 30,61 13,26

vaerdi af sam-

menlignende

laboratorie-

test

SD 8,32 10,03 7,57 10,48

n 15 15

min. 16,3 15,0

maks. 42,0 43,7

CV (%) 28,1 24,7
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Tabel 2

Resultater af individuelle ringtestserier: Gennemsnitlig torvagt af orme pr. replikat i kontrollerne og
oplesningsmiddelkontrollerne ved afslutningen af testen; SD = standardafvigelse; CV = variationskoefficient.

samlet torvaegt
samlet torvagt f
af orme pr. al prme pr.
. SD CV (%) replikat (oplos- SD CV (%)
replikat - )
(kontroller) nings-middel-
kontroller)
24,72 6,31 25,51 27,35 4,08 14,93
30,17 2,04 6,75 33,83 10,40 30,73
23,65 3,61 15,25 28,78 4,68 16,28
12,92 6,83 52,91 24,90 6,84 27,47
21,31 4,17 19,57 25,87 5,30 20,49
22,99 4,86 21,16 24,64 5,09 20,67
18,91 1,91 10,09 19,89 1,77 8,89
24,13 1,63 6,75 25,83 2,17 8,41
22,15 3,18 14,34 22,80 2,60 11,40
35,20 8,12 23,07 31,42 8,45 26,90
41,28 5,79 14,02 41,42 4,37 10,55
15,17 5,78 38,09 10,50 3,42 32,53
35,69 8,55 23,94 38,22 1,23 3,21
19,57 5,21 26,65 28,58 6,23 21,81
29,40 2,16 7,34 31,15 2,70 8,67
Gennemsnits- 25,15 20,36 27,68 17,53
veerdi af sam-
menlignende
laboratorie-
test
SD 7,87 12,56 7,41 9,10
n 15 15
min. 12,9 10,5
maks. 41,3 41,4
CV (%) 31,3 26,8
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Tabel 3

Toksicitet for PCP: Oversigt over endepunkter i ringtesten; gennemsnitsveerdier af sammenlignende
laboratorietest for EC50, NOEC og LOEG; SD = standardafvigelse; CV = variationskoefficient.

Gennemsnits- Faktor for
Biolowisk para- vardi af sammen- geometrisk
5 ! p sammen- min maks lignende SD CV (%) | middel-vaerdi
meter lignende labora- laboratorie- (mg/kg)
torietest (mg/kg) test
antal orme i alt EC,, 23,0 4,0 37,9 9,4 10,7 46,3 19,9
NOEC 9,9 2,1 22,7 10,7 7,2 72,3 7,6
LOEC 27,9 4,7 66,7 14,2 19,4 69,4 20,9
MDD (%) 22,5 7,1 39,1
samlet torvaegt EC,, 20,4 7,3 39,9 5,5 9,1 445 18,2
af orme NOEC 9,3 2,1 20,0 9,4 6,6 70,4 7,4
LOEC 25,7 2,1 50,0 23,5 16,8 65,5 19,4
MDD (%) 24,8 10,9 44,7
dedelighed/ LC,, 25,3 6,5 37,2 5,7 9,4 37,4 23,1
overlevelse NOEC 16,5 2,1 40,0 18,8 103 | 62,4 12,8
LOEC 39,1 4,7 66,7 14,2 18,1 46,2 32,6
reproduktion EC,, 20,0 6,7 28,9 4,3 7,6 37,9 18,3
(forogelse af NOEC 7.9 2,1 20,0 9.4 5,2 66,0 6,4
antal orme pr.
replikat) LOEC 22,5 2,1 50,0 23,5 15,4 68,6 16,0
MDD (%) 29,7 13,9 47,9
vaekst (biom- EC,, 15,3 5,7 29,9 52 7,1 46,5 13,7
asse-forogelse | NoEC 87 2,1 20,0 9,4 6,0 68,1 6,9
pr. replikat)
LOEC 24,0 2,1 50,0 23,5 15,7 65,5 17,3
MDD (%) 32,2 13,6 65,2
MDD: laveste péviselige forskel (minimum detectable difference) i forhold til kontrolvardierne ved hypotesetest; mél for den statisti-
ske styrke
HENVISNING

Ph. Egeler, M. Meller, H. J. Schallnaf og D. Gilberg (2005), Validation of a sediment toxicity test with the endobenthic
aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. I samarbejde med R. Nagel og B. Karaoglan.
Rapport til den tyske miljostyrelse (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.: 202 67 429.



L 54/182 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

C.36 ROVMIDE (HYPOASPIS (GEOLAELAPS) ACULEIFER) — FORMERINGSTEST I JORD

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 226 (2008). Denne testmetode er beregnet til vurdering
af kemikaliers virkninger pd reproduktionen hos rovmidearten Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer Canestrini
(Acari: Laelapidae), idet den giver mulighed for vurdering af hamningen af den specifikke bestands
vacksthastighed (1,2). Ved formeringsevne forstds her antal unger ved testperiodens afslutning. H. aculeifer
reprasenterer et yderligere trofisk niveau for den art, for hvilken der allerede foreligger testmetoder. En
formeringstest uden skelnen mellem og kvantificering af de forskellige trin i reproduktionscyklussen betragtes
som hensigtsmeessig i forbindelse med denne testmetode. For kemiske stoffer med et andet eksponeringsscenarie
end via jorden kan andre tilgange vaere hensigtsmeassige (3).

2. Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer betragtes som en relevant reprasentant for jordfauna og nermere bestemt
rovmider. Den findes i hele verden (5) og kan let indsamles og dyrkes i laboratorier. Tilleg 7 indeholder en
sammenfatning af H. aculeifers biologi. Der foreligger baggrundsinformation om miders gkologi og deres brug i
gkotoksikologisk testning (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11) og (12).

PRINCIP FOR TESTEN

3. Voksne hunner udsattes for en rakke koncentrationer af testkemikaliet blandet i jorden. Testen pabegyndes
med ti voksne hunner pr. replikatbeholder. Der bruges ikke hanner i testen, da erfaringen har vist, at hunner
parrer sig umiddelbart eller kort efter kleekning fra deutonymfestadiet, hvis der er hanner til stede. Derudover
ville anvendelse af hanner forleenge testen, hvilket ville gore det nedvendigt at skelne mellem alderstrin. Parring
er sdledes ikke i sig selv en del af testen. Hunnerne tilferes til testen 28-35 dage efter starten af aglagnings-
perioden i synkroniseringen (se tilleeg 4), da hunnerne pa det tidspunkt allerede har parret sig og passeret fasen
lige for xgleegning. Testen slutter pd dag 14 ved 20 °C efter tilforsel af hunnerne (dag 0), hvilket sikrer, at det
forste kontrolafkom kan nd deutonymfestadiet (se tilleeg 4). For den primare malte variabel bestemmes antallet
af unger pr. testbeholder og desuden antallet af overlevende hunner. Reproduktionen hos mider, der eksponeres
for testkemikaliet, sammenlignes med reproduktionen hos mider i kontrollerne med henblik pé at bestemme
ECx (feks. EC,,, ECy,) eller nuleffektkoncentrationen (NOEC) (definitioner er anfert i tilleg 1), afhengigt af
forsegsdesign (se punkt 29). Tilleg 8 indeholder en oversigt over testplanen.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

4. Testkemikaliets vandopleselighed, log K, fordelingskoefficient mellem jord og vand og damptryk skal helst
vaere kendt. Yderligere oplysninger om testkemikaliets skabne i jord, sdsom biotisk og abiotisk nedbrydning, er
onskelige.

5.  Denne testmetode kan benyttes til vandopleselige eller -uoploselige kemikalier. Dog vil tilferselsmaden for
testkemikaliet variere som folge heraf. Testmetoden kan ikke anvendes pé flygtige kemikalier, dvs. kemikalier,
for hvilke Henrys konstant eller luft/vand-fordelingskoefficienten er storre end en, eller kemikalier, for hvilke
damptrykket overstiger 0,0133 Pa ved 25 °C.

TESTENS VALIDITET

6. Folgende kriterier skal vare opfyldt i de ubehandlede kontroller, hvis testresultatet skal anses for gyldigt:
— Den gennemsnitlige dedelighed blandt voksne hunner mé ikke overstige 20 % ved forsegets afslutning.

— Det gennemsnitlige antal unger pr. replikat (med ti voksne hunner) skal vaere mindst 50 ved testens
afslutning.

— Variationskoefficienten beregnet for antal unger pr. replikat ma ikke overstige 30 % ved den endelige tests
afslutning.
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REFERENCEKEMIKALIE

7. ECx ogleller NOEC for et referencekemikalie skal bestemmes, for at give sikkerhed for at laboratorietestbetin-
gelserne er tilstreekkelige, og kontrollere, at testorganismernes respons ikke har @ndret sig over tid. Dimethoat
(CAS 60-51-5) er et egnet referencekemikalie, der har vist sig at have indvirkning pa populationssterrelsen (4).
Borsyre (CAS 10043-35-3) kan bruges som alternativt referencekemikalie. Der er mindre erfaring med dette
kemikalie. Der er to mulige design:

— Referencekemikaliet kan testes samtidig med bestemmelsen af hvert testkemikalies toksicitet ved en
koncentration, som skal pévises pa forhdnd i en dosis/respons-undersagelse, hvor antallet af unger reduceres
med > 50 %. I dette tilfeelde bor antallet af replikater vaere det samme som i kontrollerne (se punkt 29).

— Alternativt testes referencekemikaliet 1-2 gange om dret i en dosis/respons-test. Antallet af koncentrationer
og replikater og afstandsfaktoren varierer athangigt af det valgte design (se punkt 29), men der ber opnds
en respons pd 10-90 % effekt (afstandsfaktor pa 1,8). EC;, for dimethoat baseret pd antal unger ber vare pad
3,0-7,0 mg aktivt stof/kg jord (tervaegt). Baseret pd de resultater, der er opndet med borsyre hidtil, ber EC;,
baseret pd antal unger vere pd 100-500 mg/kg jord (torvagt).

BESKRIVELSE AF TESTEN

Testbeholdere og -udstyr

8.  Der bruges testbeholdere med en diameter pd 3-5 cm (jordhgjde > 1,5 cm) af glas eller et andet kemisk inert
materiale og med et tatsluttende 1dg. Skrueldg foretraekkes, og beholderne beluftes i givet fald to gange om
ugen. Alternativt kan der bruges ldg, som tillader direkte gasudveksling mellem substratet og atmosfaren (f.cks.
gaze). Eftersom fugtindholdet skal holdes tilstreekkeligt hejt under testen, er det vigtigt at kontrollere hver
testbeholders vaegt under testen og om nedvendigt tilsette vand. Det kan veere sarlig vigtigt, hvis der ikke
anvendes skrueldg. Hvis der bruges en uigennemsigtig testbeholder, ber liget vare fremstillet af et materiale, der
giver adgang til lys (f.eks. kan ldget vaere perforeret og gennemsigtigt), men som samtidig forhindrer miderne i
at slippe ud. Testbeholderens storrelse og type athaenger af ekstraktionsmetoden (flere oplysninger findes i tilleeg
5). Hvis der anvendes varmeekstraktion direkte pa testbeholderen, kan der tilfgjes et bundnet af en passende
maskestorrelse (forseglet indtil ekstraktion), og jorddybden ber vaere tilstraekkelig til at sikre en temperatur- og
fugtgradient.

9.  Der kraeves normalt laboratorieudstyr, navnlig felgende:
— fortrinsvis glasbeholdere med skrueldg
— terreskab
— stereomikroskop
— barster til overforsel af mider
— pH-meter og luxmeter
— egnede nojagtige vagte
— passende udstyr til temperaturkontrol
— passende udstyr til luftfugtighedskontrol (ikke vaesentligt, hvis eksponeringsbeholderne er udstyret med 1ag)
— temperaturstyret inkubator eller lille rum
— ekstraktionsudstyr (se tilleg 5) (13)
— overlyspanel med lysstyring

— krukker til indsamling af udtagne mider.
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Klargering af den syntetiske jord

10. Der bruges syntetisk jord til denne test. Den syntetiske jord bestér af felgende komponenter (alle veerdier baseret
pé termasse):

— 5 % sphagnum, luftterret og findelt (en partikelstorrelse pd 2 £ 1 mm er acceptabel)

— 20 % kaolinholdigt ler, helst med over 30 % kaolinit

— ca. 74 % luftterret industrielt sand (afhengigt af den nedvendige mangde CaCO,), overvejende fint sand
med over 50 % af en partikelstorrelse pd 50-200 pm. Den nejagtige mangde sand afhenger af mangden af
CaCO, (se nedenfor), idet de til sammen skal ligge pd 75 %.

— < 1,0 % calciumcarbonat (CaCO,, pulveriset, analysekvalitet) for at fd en pH pd 6,0 *+ 0,5. Hvor meget
calciumcarbonat der skal tilsattes, atheenger primeert af sphagnummens kvalitet/art (se bemaerkning 1).

Bemerkning 1: Den nedvendige mangde CaCO, vil athenge af jordsubstratets komponenter og bestemmes ved
at male pH-vardien af delprover umiddelbart for testen (14).

Bemarkning 2: Den syntetiske jords sphagnumindhold afviger fra andre testmetoder med jordorganismer, hvor
der i de fleste tilfeelde bruges 10 % sphagnum (f.eks. (15)). Ifelge EPPO (16) indeholder typisk landbrugsjord
dog ikke over 5 % organiske materialer, og reduktionen af sphagnumindholdet afspejler sdledes naturlig jords
begraensede muligheder for testkemikaliets sorption til organisk kulstof.

Bemarkning 3: Om nedvendigt, f.eks. til serlige testformdl, kan naturlig jord fra uforurenede steder ogsd bruges
som test- ogfeller dyrkningssubstrat. Anvendes der naturlig jord, ber det dog som minimum karakteriseres ved
oprindelse (indsamlingssted), pH, tekstur (partikelstorrelsesfordeling) og indhold af organisk materiale. Jordens
type og navn i henhold til jordklassifikation ber oplyses, hvis disse oplysninger foreligger, og jorden skal vare
uden forurening. Hvis testkemikaliet er et metal eller organometal, bestemmes den naturlige jords kationbyt-
ningskapacitet (CEC) ogsd. Der ber legges sarlig vaegt pd at opfylde validitetskriterierne, da der typisk er
begransede oplysninger om naturlig jord.

11. De torre bestanddele i jorden blandes grundigt (f.eks. i stor laboratorieblander). Til bestemmelse af pH anvendes
en blanding af jord og en oplesning pad 1 M kaliumchlorid (KCl) eller 0,01 M calciumchlorid (CaCl,) i forholdet
1:5 (se (14) og tilleg 3). Hvis jorden er mere syreholdig end det kreevede omrdde (se punkt 10), kan den
justeres ved tilsetning af en passende mangde CaCO,. Hvis jorden er for basisk, kan den justeres ved tilsetning
af mere af blandingen af de forste tre komponenter i punkt 10, men uden CaCO,.

12. Den syntetiske jords maksimale vandholdende evne (WHC) bestemmes i overensstemmelse med procedurerne
beskrevet i tilleg 2. To til syv dage for testens start fugtes den torre syntetiske jord pa forhdnd ved at tilsatte
destilleret eller deioniseret vand nok til at opnd omkring halvdelen af det endelige vandindhold, dvs. 40-60 % af
den maksimale vandholdende evne. Vandindholdet justeres til 40-60 % af den maksimale vandholdende evne
ved tilsetning af testkemikalieoplasningen ogfeller ved tilseetning af destilleret eller deioniseret vand (se punkt
16-18). Jordens vandindhold bestemmes igen omtrentligt ved forsigtigt at presse jorden sammen i hdnden. Hvis
vandindholdet er korrekt, viser smd vanddrdber sig mellem fingrene.

13. Jordens fugtindhold bestemmes ved begyndelsen og afslutningen af testen ved terring til konstant vaegt ved
105 °C i overensstemmelse med ISO 11465 (17), og jordens pH bestemmes i overensstemmelse med tilleg 3
eller ISO 10390 (14). Disse mdlinger foretages i yderligere prover uden mider, bdde fra kontroljorden og fra
jordprever med hver testkoncentration. Jordens pH ber ikke justeres, ndr testen vedrgrer sure eller basiske
kemikalier. Fugtindholdet overviges gennem hele testen ved at veje beholderne regelmessigt (se punkt 20 og
24).
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Udvelgelse og klargering af forsegsdyr

14. Den art, der bruges i testen, er Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883). Der skal bruges voksne
hunmider, hentet fra en synkroniseret population, til at starte testen op. Mider tilfores, ca. 7-14 dage efter at de
er blevet voksne, 28-35 dage efter starten af @glaegningsperioden i synkroniseringen (se punkt 3 og tilleg 4).
Kilden til miderne og leveranderen heraf samt vedligeholdelsen af laboratoriekulturen registreres. Hvis der
holdes en laboratoriekultur, anbefales det, at artens identitet bekraeftes mindst en gang om dret. Et
oplysningsskema fremgér af tilleg 6.

Klargering af testkoncentrationer

15. Testkemikaliet blandes i jorden. Organiske oplasningsmidler, der bruges i forbindelse med behandling af jorden
med testkemikaliet, udvelges pé grundlag af deres lave grad af toksicitet for mider, og testen skal omfatte
passende oplesningsmiddelkontrol (se punkt 29).

Vandoploseligt testkemikalie

16. En oplesning af testkemikaliet klargores i deioniseret vand i en maengde, der er tilstrakkelig til alle replikater af
en testkoncentration. Det anbefales at bruge en passende mangde vand for at opnd det nedvendige
vandindhold, dvs. 40-60 % af den maksimale vandholdende evne (se punkt 12). Hver oplesning af
testkemikaliet blandes grundigt med et parti forhdndsfugtet jord, for det tilsettes til testbeholderen.

Vanduoploseligt testkemikalie

17. For kemikalier, der er uopleselige i vand, men opleselige i organiske oplesningsmidler, kan testkemikaliet
opleses i det mindst mulige volumen af et egnet berestof (f.eks. acetone). Der ber kun anvendes flygtige
oplesningsmidler. Nér der bruges sidanne berestoffer, skal alle testkoncentrationer og kontrollen indeholde
samme minimumsmangde af barestoffet. Barestoffet sprojtes pa eller blandes med en lille maengde, f.eks. 10 g,
fint kvartssand. Det samlede sandindhold i substratet korrigeres for denne maengde. Barestoffet fiernes ved
afdampning i et stinkskab i mindst en time. Denne blanding af kvartssand og testkemikalie tilsattes til den
fugtede jord og blandes grundigt ved tilsetning af en passende meengde deioniseret vand for at opnd det
kraevede fugtindhold. Den ferdige blanding overfores til testbeholderne. Bemeark, at visse oplesningsmidler kan
vare toksiske for mider. Det anbefales derfor at bruge en yderligere vandkontrol uden barestoffet, hvis
oplesningsmidlets toksicitet for mider ikke er kendt. Hvis det i tilstraekkelig grad er pévist, at oplesningsmidlet
(i de koncentrationer, der skal anvendes) ikke har nogen effekt, kan vandkontrollen udelukkes.

Testkemikalie, der er tungtoplaseligt i vand, og organiske oplosningsmidler

18. 1 forbindelse med kemikalier, der er tungtopleselige i vand og organiske oplesningsmidler, blandes 2,5 g finsand
af formalet kvarts pr. testbeholder (f.eks. 10 g fint kvartssand til fire replikater) med testkemikaliet for at opnd
den enskede testkoncentration. Det samlede sandindhold i substratet korrigeres for denne mengde. Denne
blanding af kvartssand og testkemikalie tilsattes til den fugtede jord og blandes grundigt, efter at der er tilsat en
passende mengde deioniseret vand for at opné det kravede fugtindhold. Den ferdige blanding fordeles mellem
testbeholderne. Proceduren gentages for hver testkoncentration, og der klargeres ogsi en passende
kontrolgruppe.

FREMGANGSMADE
Testgrupper og kontrolgrupper

19. Det anbefales at bruge ti voksne hunner i 20 g syntetisk jord (termasse) til hver kontrol- og behandlings-
beholder. Testorganismer tilswttes senest to timer efter klargeringen af det endelige testsubstrat (dvs. efter
tilseetning af testkemikaliet). I specifikke tilfaelde (f.cks. ndr aldring betragtes som en afgerende faktor) kan
tidsrummet mellem klargoringen af det endelige testsubstrat og tilsetningen af miderne forleenges (flere
oplysninger om en sddan aldring findes i (18)). Der skal dog gives en videnskabelig begrundelse.
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20. Efter tilsetning af miderne til jorden, fodres miderne, og hver testbeholder vejes, sdledes at der foreligger en
startvaegt, der kan bruges som grundlag for overvigning af jordens fugtindhold under testen, som beskrevet i
punkt 24. Testbeholderne overdakkes derefter som beskrevet i punkt 8 og anbringes i testkammeret.

21. Der klargeres egnede kontroller for hver af de metoder til pafering af testkemikalier, der er beskrevet i punkt
15-18. De relevante beskrevne fremgangsmdder folges ved klargering af kontrollerne, bortset fra at
testkemikaliet ikke tilsettes. Nér det er relevant, tilsettes organiske oplesningsmidler, kvartssand eller andre
barestoffer siledes til kontrollerne i samme koncentrationer/ma@ngder som i behandlingerne. Hvis et
oplosningsmiddel eller et andet berestof bruges til at tilsette testkemikaliet, klargeres og testes en yderligere
kontrol uden barestoffet eller testkemikaliet ogsd, hvis oplesningsmidlets toksicitet ikke er kendt (se punkt 17).

Testbetingelser

22. Testtemperaturen skal vere 20 °C = 2 °C. Temperaturen registreres mindst en gang om dagen og justeres om
nedvendigt. Testen udferes under kontrollerede lys-/merkecyklusser (helst 16 timers lys og otte timers morke)
med belysning pd 400-800 lux i testbeholdernes omrdde. Af hensyn til sammenligneligheden er disse
betingelser de samme som i andre gkotoksikologiske test (f.eks. (15)).

23. Der sikres gasudveksling ved at belufte testbeholderne mindst to gange om ugen, hvis der bruges skrueldg. Hvis
der bruges gazeldg, skal der laegges serlig vaegt pa bevarelse af jordens fugtindhold (se punkt 8 og 24).

24. Vandindholdet i jordsubstratet i testbeholderne bevares under testen ved at veje og om nedvendigt tilsatte vand
til testbeholderne med jaevne mellemrum (f.eks. en gang om ugen). Tab erstattes efter behov med deioniseret
vand. Fugtindholdet under testen mé hejst afvige 10 % fra startvaerdien.

Fodring

25. Ostemider (Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)) har vist sig at vare en egnet fedekilde. Smé collemboler
(f.eks. afkom af Folsomia candida Willem, 1902, eller Onychiurus fimatus (19), (20), enchytraeider (f.eks.
Enchytraeus crypticus Westheide & Graefe, 1992) eller nematoder (f.eks. Turbatrix silusiae de Man, 1913)) kan ogsd
veere egnede (21). Det anbefales at kontrollere foderet, inden det bruges i en test. Fodertypen og -mangden ber
sikre et tilstraekkeligt antal unger til at opfylde validitetskriterierne (punkt 6). I forbindelse med udvelgelsen af
byttedyr ber testkemikaliets virkningsmdde tages i betragtning (f.cks. kan acaricider ogsd vere toksiske for
fodermiderne, se punkt 26).

26. Der gives foder ad libitum (dvs. hver gang en lille maengde (spidsen af en spatel)). Der kan ogsd bruges en
udsugningsanordning med lav sugning som foresldet i collemboltesten eller en fin malerpensel. Fodring i
begyndelsen af testen og to til tre gange om ugen vil sedvanligvis vere tilstraekkeligt. Hvis testkemikaliet viser
sig at vere toksisk for byttedyret, bor det overvejes at ege fodringshyppigheden ogfeller finde en anden
fodekilde.

Udvalgelse af testkoncentration

27. Forhdndskendskab til testkemikaliets toksicitet kan hjalpe til at finde passende testkoncentrationer, f.eks. fra
undersogelser til bestemmelse af dosisinterval. En indledende test til bestemmelse af dosisinterval gennemfores
om nedvendigt med fem koncentrationer af testkemikaliet i intervallet 0,1-1 000 mg/kg ter jord med mindst
en replikat for behandlinger og kontrol. Varigheden af testen til bestemmelse af dosisinterval er 14 dage,
hvorefter dedeligheden for voksne mider og antallet af unger bestemmes. Koncentrationsintervallet i den
endelige test vaelges fortrinsvis, sd det omfatter koncentrationer, hvor antallet af unger er pavirket, mens hvor de
voksne hunners overlevelse ikke er pavirket. Det er dog maske ikke muligt for kemikalier, der har letale og
subletale virkninger ved naesten samme koncentrationer. Testen skal omfatte et interval af koncentrationer, der
ligger omkring den virksomme koncentration (f.eks. EC,,, EC,s, EC,,) og det koncentrationsomrdde, hvor man
er interesseret i testkemikaliets virkning. Ekstrapolering langt under den laveste koncentration, der har
indvirkning pa testorganismerne, eller over den hgjeste testede koncentration ber kun foregé i sarlige tilfelde,
og en fuld begrundelse gives i rapporten.
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Forsegsdesign
Dosis/respons-test

28. Der foreslds tre design baseret pd anbefalingerne som folge af en anden ringtest (formeringstest med
enchytraeider (22)). Alle disse designs generelle egnethed blev bekraftet af resultatet af valideringen af H.
aculeifer.

29. Niér koncentrationsintervallet skal fastleegges, bor folgende tages i betragtning:

— For at bestemme EC, (f.eks. EC,,, ECs,) skal der testes tolv koncentrationer. Der anbefales mindst to
replikater for hver testkoncentration og seks kontrolreplikater. Afstandsfaktoren kan variere, f.eks. under
eller lig med 1,8 i det forventede effektomrade og over 1,8 ved hgjere og lavere koncentrationer.

— For at fastlegge NOEC skal der testes mindst fem koncentrationer i en geometrisk serie. Der anbefales
fire replikater for hver testkoncentration plus otte kontroller. Koncentrationerne ber valges med en
afstandsfaktor pd hgjst 2,0.

— En kombineret metode giver mulighed for at bestemme bade NOEC og ECx. Der anvendes otte behandlings-
koncentrationer i en geometrisk serie. Der anbefales fire replikater for hver behandling plus otte kontroller.
Koncentrationerne ber valges med en afstandsfaktor, som ikke overstiger 1,8.

Greensetest

30. Huvis der ikke observeres virkninger ved den hgjeste koncentration i testen til bestemmelse af dosisinterval (dvs.
1 000 mg/kg jord (torvagt)), kan den endelige formeringstest udferes som en gransetest under anvendelse af
en testkoncentration pd 1 000 mg/kg jord (tervegt). En grensetest vil give mulighed for at pévise, at NOEC
eller EC,, for formering er storre end greensekoncentrationen, og samtidig minimere det antal mider, der bruges
i testen. Der bruges otte replikater til bidde den behandlede jord og kontrollen.

Testvarighed og -malinger

31. Eventuelle observerede forskelle mellem adferd og morfologi hos miderne i henholdsvis kontrollen og de
behandlede beholdere registreres.

32. Pa dag 14 udtages de overlevende mider fra jorden ved varme-|lysekstraktion eller ved en anden egnet metode
(se tilleg 5). Antallet af unger (dvs. larver, protonymfer og deutonymfer) og voksne talles sarskilt. Voksne
mider, der ikke findes pd dette tidspunkt, registreres som dede, eftersom det ma antages, at sddanne mider er
dede og nedbrudt inden vurderingen. Ekstraktionseffektiviteten skal valideres en eller to gange om dret i
kontroller med et kendt antal voksne og unger. Effektiviteten skal gennemsnitligt overstige 90 % for alle
udviklingstrin samlet set (se tilleg 5). Antallet af voksne og unger justeres ikke for effektivitet.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

33. Oplysninger om de statistiske metoder, der kan bruges til at analysere testresultaterne, fremgar af punkt 36-41.
Derudover henvises der til OECD Document 54, Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity
Data: a Guidance to Application (31).

34. Testens primare endepunkt er reproduktionen, her antallet af unger frembragt pr. replikattestbeholder (med ti
tilferte voksne hunner). I forbindelse med den statistiske analyse er der brug for det aritmetiske gennemsnit (X)
og variansen (s2) for at beregne reproduktionen pr. behandling og pr. kontrol. X og s? bruges til ANOVA-
procedurer som Student t-testen, Dunnetts test og Williams’ test samt til beregning af 95 % konfidensintervaller.

Bemeerk: Dette primare endepunkt er lig med frugtbarheden malt som antal levende unger frembragt under
testen divideret med antallet af hunner i foraldregenerationen tilfert i begyndelsen af testen.
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35. Antallet af overlevende hunner i de ubehandlede kontroller er et vasentligt validitetskriterium og skal
dokumenteres. Som i den indledende test til bestemmelse af dosisinterval skal alle andre tegn pa skade ogsd
anfores i den endelige rapport.

ECx

36. ECx-vardier, herunder deres ovre og nedre 95 % konfidensgranser for den parameter, der er beskrevet i punkt
34, beregnes med passende statistiske metoder (f.eks. probabilistisk analyse, logistisk funktion eller Weibull-
funktion, Trimmed Spearman-Karber-metoden eller simpel interpolation). En EC -veerdi opnds ved at indsatte
en veerdi, der svarer til x % af kontrolgennemsnittet, i den fundne ligning. For at beregne ECs, eller enhver
anden ECx-veerdi skal middelvardierne for hver behandling (X), underkastes en regressionsanalyse.

NOEC/LOEC

37. Hvis NOEC/LOEC skal bestemmes ved statistisk analyse, er statistikker pr. beholder (individuelle beholdere anses
for replikater) nedvendige. Passende statistiske metoder anvendes (i overensstemmelse med OECD Document
54, Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application). Generelt
undersgges negative virkninger af testkemikaliet ssmmenlignet med kontrollen ved hjelp af en ensidet (mindre)
hypotesetest ved p < 0,05. Eksempler er angivet nedenfor.

38. Normalfordelingen af data kan f.eks. testes med Kolmogorov-Smirnovs goodness-of-fit-test, Range-to-standard-
deviation ratio test (R/s-test) eller Shapiro-Wilk-testen (tosidet, p < 0,05). Cochrans test, Levenes test eller
Bartletts test (tosidet, p < 0,05) kan bruges til at teste varianshomogeniteten. Hvis forudsatningerne for
parametriske testprocedurer (normalitet, varianshomogenitet) er opfyldt, kan der udferes envejsanalyse af
varians (ANOVA) og efterfolgende multiple sammenligningstest. Multiple sammenligninger (f.eks. Dunnetts test)
eller step-down trend test (f.eks. Williams’ test, hvis der er tale om et monotont dosis/respons-forhold) kan
benyttes til at beregne, om der er signifikante forskelle (p < 0,05) mellem kontrollerne og de forskellige
testkemikaliekoncentrationer (valg af den anbefalede test ifelge OECD Document 54, Current Approaches in the
Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application). Ellers bar ikkeparametriske metoder (f.eks.
Bonferroni-U-test ifelge Holm eller Jonckheere-Terpstras trend test) benyttes til at fastsla NOEC og LOEC.

Graensetest

39. Er der udfert en grensetest (sammenligning af kontrol og kun en behandlingspreve), og forudsatningerne for
parametriske testprocedurer (normalitet, homogenitet) er opfyldt, kan metrisk respons vurderes ved Student-
testen (t-test). T-testen justeret for forskel i varians (Welch t-test) eller en ikkeparametrisk test, f.eks. Mann-
Whitney-U-testen, kan bruges, hvis disse krav ikke er opfyldt.

40. For at bestemme signifikante forskelle mellem kontrollerne (kontrol og oplesningsmiddelkontrol) kan
replikaterne af hver kontrol testes som beskrevet for gransetesten. Hvis disse test ikke viser signifikante
forskelle, kan alle replikater af kontrol- og oplesningsmiddelkontrolreplikater samles. Ellers skal alle
behandlinger sammenlignes med oplesningsmiddelkontrollen.

Testrapport

41. Testrapporten skal mindst indeholde folgende oplysninger:
— Testkemikalie
— testkemikaliets identitet, navn, parti, batch og CAS-nummer, renhed

— testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber (f.cks. log K, vandopleselighed, damptryk, Henrys konstant
(H) og gerne oplysninger om testkemikaliets skaebne i jord)

— Testorganismer
— identifikation og leverander af testorganismer, beskrivelse af dyrkningsbetingelserne

— testorganismers alder
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— Testbetingelser
— beskrivelse af forsegsdesign og procedure

— oplysninger om klargering af testjorden, detaljeret specifikation, hvis der bruges naturlig jord
(oprindelse, historie, partikelstorrelsesfordeling, pH, indhold af organisk stof og jordklassifikation, hvis
en sddan foreligger)

— jordens maksimale vandholdende evne
— en beskrivelse af den teknik, der anvendes til at tilfore testkemikaliet til jorden
— oplysninger om hjelpekemikalier, der bruges til administration af testkemikaliet
— testbeholdernes storrelse og testjord (tormasse) pr. beholder
— testbetingelser: lysintensitet, lys-/merkecyklussernes varighed, temperatur
— en beskrivelse af fodringen, typen og mangden af foder anvendt i testen, fodringsdatoer
— jordens pH- og vandindhold ved pabegyndelse af og under testen (kontrol og hver behandling)
— detaljeret beskrivelse af ekstraktionsmetode og ekstraktionseffektivitet.
— Testresultater
— antal unger bestemt i hver testbeholder ved afslutningen af testen
— antal voksne hunner og deres dedelighed ( %) i hver testbeholder ved afslutningen af testen
— en beskrivelse af synlige symptomer eller tydelige adfeerdseendringer
— resultater opndet med referencetestkemikaliet

— statistikoversigter (ECx ogfeller NOEC), herunder 95 % konfidensgreenser og en beskrivelse af
beregningsmetoden

— en afbildning af koncentrationsresponsforholdet

— afvigelser fra de procedurer, der er beskrevet i denne testmetode, og eventuelle usedvanlige hendelser
under testen.
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Tilleg 1

Definitioner

Folgende definitioner finder anvendelse for denne testmetode (i denne test udtrykkes alle virksomme koncentrationer
som en masse af testkemikalie pr. termasse testjord):

Kemikalie betyder et stof eller en blanding.

NOEC (nuleffektkoncentration, No Observed Effect Concentration) er den testkemikaliekoncentration, hvor der ikke
observeres nogen virkning. I denne test har NOEC ingen statistisk signifikant virkning (p < 0,05) inden for en given
eksponeringsperiode sammenlignet med kontrollen.

LOEC (laveste koncentration med observeret effekt, Lowest Observed Effect Concentration) er den laveste testkemika-
lickoncentration, som ved sammenligning med kontrollen har en statistisk signifikant effekt (p < 0,05) inden for en
angiven eksponeringsperiode.

ECx (effektkoncentration for x % virkning) er den koncentration, der har en virkning pa x % pé testorganismer inden
for en angiven eksponeringsperiode sammenlignet med en kontrol. EC;, er f.eks. en koncentration, der skennes at
have en virkning pd testens endepunkt hos 50 % af en eksponeret population i en fastlagt eksponeringsperiode.

Testkemikalie er et stof eller en blanding, der testes med denne testmetode.
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Tilleg 2

Bestemmelse af jordens maksimale vandholdende evne

Folgende metode til bestemmelse af jordens maksimale vandholdende evne betragtes som hensigtsmaessig. Den er
beskrevet i bilag C til ISO DIS 11268-2 (Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms (Eisenia fetida). Del 2:
Determination of effects on reproduction (23)).

Der opsamles en bestemt mangde (f.eks. 5 g) testjordsubstrat ved hjelp af en egnet prevetagningsanordning
(sneglebor el.lign.). Bunden af roret daekkes med et stykke filterpapir, der péfyldes vand, og reret placeres herefter pd
et stativ i et vandbad. Reret saenkes gradvist, indtil vandstanden stir over jordhejde. Det stdr herefter i vandet i
omkring tre timer. Da ikke alt vand, som absorberes af jordens kapilleerer, kan bindes, dranes jordpreven i to timer
ved at anbringe reret pd et leje af meget vadt fintmalet kvartssand i en overdakket beholder (for at forhindre
udterring). Proven vejes herefter torret til en konstant masse ved 105 °C. Den vandholdende evne (WHC) kan
derefter beregnes som folger:

S D

WHC (1% af termasse) = % x 100

Hvor:
S = vandmattet substrat + rgrmasse + filterpapirmasse
T = tara (rermasse + filterpapirmasse)

D = termasse af substrat
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Tilleg 3

Bestemmelse af jordens pH

Folgende metode til bestemmelse af en jords pH er baseret pd beskrivelsen i ISO DIS 10390: Soil Quality —
Determination of pH (16).

En bestemt mangde jord terres ved stuetemperatur i mindst 12 timer. En suspension af jorden (indeholdende mindst
5 gram jord) fremstilles herefter i fem gange sit volumen af enten en 1 M oplesning af kaliumchlorid (KCl) i
analysekvalitet eller en 0,01 M oplesning af calciumchlorid (CaCl,) i analysekvalitet. Suspensionen omrystes grundigt
i fem minutter og henstar til bundfaeldning i mindst to timer, men hejst 24 timer. Vaskefasens pH maéles ved hjalp
af et pH-meter, der er kalibreret for hver maling i en passende serie bufferoplesninger (f.eks. pH 4,0 og 7,0).
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Tilleg 4

Dyrkning af Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer, fodermider og synkronisering af kultur

Dyrkning af Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer:

Kulturer kan opbevares i plastbeholdere eller glas fyldt med en blanding af gips og kulpulver (i forholdet 9:1). Gipsen
kan holdes fugtig ved at tilsatte et par drdber destilleret eller deioniseret vand, hvis det er nedvendigt. De optimale
dyrkningstemperaturer er pd 20 °C + 2 °C; lys/meorke-forhold er ikke relevante for denne art. Byttedyr kan veare
Typrophagus putrescentiae- eller Caloglyphus sp.-mider (fodermider skal handteres forsigtigt, da de kan give allergi
hos mennesker), men nematoder, enchytraeider og collemboler er ogsé egnede som byttedyr. Deres kilde skal
registreres. Udvikling af bestande kan indledes med en enkelt hun, eftersom hanner udvikler sig i ubefrugtede ag.
Generationer overlapper i vid udstraekning. En hun kan leve mindst 100 dage og kan leegge ca. 100 @g i sin levetid.
Der legges flest @g i alderen 10-40 dage (efter at hunnen er blevet voksen), nemlig 2,2 @g pr. hun pr. dag.
Udviklingstiden fra g til voksen hun er ca. 20 dage ved 20 °C. Der ber holdes mere end en kultur pa forhand.

Dyrkning af Typrophagus putrescentiae:

Miderne holdes i en glasbeholder fyldt med fint, pulveriseret bryggerigeer, som settes i en plastspand fyldt med
KNO,-oplesning for at forhindre miderne i at slippe ud. Fodermiderne anbringes oven pd dette pulver. Derefter
blandes de forsigtigt med pulveret (som skal udskiftes to gange om ugen) med en spatel.

Synkronisering af kulturen:

Dyr, der bruges i testen, skal have nogenlunde samme alder (ca. syv dage efter at de er ndet voksenstadiet). Ved en
dyrkningstemperatur pa 20 °C opnds dette ved at

overfore hunner til en ren dyrkningsbeholder og tilsatte tilstraekkeligt foder
— tillade 2-3 dages «glegning og fjerne hunnerne

— udtage voksne hunner til testen mellem den 28. og den 35. dag efter start og anbringe dem i rene dyrknings-
beholdere.

Voksne hunner kan let skelnes fra hanner og andre udviklingstrin, fordi de er storre, har en oppustet form og et
brunt dorsalt skjold (hanner er tyndere og flade), umodne dyr er hvide til cremefarvede. Midernes udvikling folger
omtrent det menster, der er beskrevet nedenfor, ved 20 °C (figur): £g 5 dage, larve 2 dage, protonymfe 5 dage,
deutonymfe 7 dage, hunnens pra-aglaegningsperiode 2 dage. Herefter er miderne voksne.

Figur

Udvikling af Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer ved 20 °C (fjernelse af hunner, der skal bruges til testen)
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De voksne testdyr fjernes fra den synkroniserede kultur og tilswttes til testbeholderne mellem den 28. og den 35.
dag, efter at hunnerne i foraldregenerationerne har pabegyndt ®glegningen (dvs. 7-14 dage efter at de er blevet
voksne). Det sikrer, at testdyrene allerede har passeret pra-egleegningsperioden og har parret sig med hanner, der
ogsd er til stede i dyrkningsbeholderen. Observationer i laboratoriekulturer tyder pa, at hunner parrer sig
umiddelbart eller kort efter at veare blevet voksne, hvis der er hanner til stede (Ruf, Vaninnen, pers. obs.). Perioden pa
syv dage er valgt for at lette integrationen i laboratorierutinen og mindske variabiliteten i midernes udvikling.
Aglegningen indledes med mindst det antal hunner, der vil vare nedvendig til testen (hvis der f.eks. er brug for 400
hunner i testen, lades mindst 400 hunner laeegge @gt i 2-3 dage). Mindst 1 200 &g ber vare udgangspunktet for den
synkroniserede bestand (kensforhold ca. 0,5, dedelighed ca. 0,2). For at forhindre kannibalisme er det
hensigtsmassigt ikke at holde mere end 20-30 aglaggende hunner i en beholder.
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Tilleg 5

Ekstraktionsmetoder

For mikroartropoder er varmeekstraktion en egnet metode til at udtage dyr fra jorden/substratet (se figur nedenfor).
Metoden er baseret pd organismernes aktivitet, hvilket betyder, at kun mobile dyr vil kunne registreres. Princippet i
varmeekstraktion er at gere betingelserne for organismerne gradvist verre i proven, siledes at de vil forlade
substratet og falde ned i en fikseringsvaske (f.eks. ethanol). Afgerende punkter er ekstraktionens varighed og
gradienten for gode til moderate til darlige betingelser for organismerne. Varigheden af ekstraktionen med henblik pd
gkotoksikologiske test skal veare s& kort som muligt, fordi en eventuel populationstilvaekst i ekstraktionsperioden ville
give falske resultater. P4 den anden side skal temperatur- og fugtforholdene i proven altid ligge inden for et interval,
der tillader miderne at bevage sig. Opvarmningen af en jordpreve forer til udterring af substratet. Hvis udterringen
foregdr for hurtigt, vil nogle af miderne maske ogsa terre ud, inden de kan slippe ud.

Derfor foreslds folgende fremgangsmade (24) (25):

Apparatur: Tullgren-tragt eller tilsvarende metoder som f.eks. McFadyen (opvarmning ovenfra, preven anbringes over
en tragt)

Varmeforhold: 25 °C i 12 timer, 35 °C i 12 timer, 45 °C i 24 timer (i alt 48 timer). Temperaturen males i substratet.

Fikseringsvaske: 70 % ethanol

Fremgangsmade: Tag det hatteglas, der blev brugt til testen. Fjern laget, og dek dbningen med et stykke net eller stof.
Stoffet ber have en maskestorrelse pd 1,0-1,5 mm. Fastgor stoffet med en elastik. Vend forsigtigt hetteglasset pa
hovedet, og anbring det i ekstraktionsapparatet. Stoffet forhindrer substrat i at labe ned i fikseringsvasken, men
tillader mider at forlade preven. Pdbegynd opvarmningen, ndr alle hatteglas er anbragt. Afslut ekstraktionen efter 48
timer. Fjern hetteglassene med fikseringsvaske, og tel miderne ved hjzlp af et dissektionsmikroskop.

Den valgte metodes ekstraktionseffektivitet skal vaere pavist mindst en eller to gange om &ret ved hjelp af beholdere,
som indeholder et kendt antal unger og voksne mider i ubehandlet testsubstrat. Effektiviteten skal gennemsnitligt
vare > 90 % for alle udviklingstrin samlet set.

Tullgren-ekstraktionsanordning
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Klargering af testhatteglasset efter afslutning af testen og inden ekstraktion
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Tilleg 6

Identifikation af Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Underklasse/orden/underorden: Familie: Slaegt/underslaegt/art:

Acari/Parasitiformes/Gamasida Laelapidae Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Forfatter og F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 23. januar 2007.
dato:

Litteraturliste | W. Karg (1993), Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben, Tierwelt Deutschlands 59,
2nd revised edition: 1-523.

A. M. Hughes (1976), The mites of stored food and houses, Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food, Technical Bulletin 9: s. 400 ff.

G. W. Krantz (1978), A manual of Acarology, Oregon State University Book Stores, Inc., s. 509 ff.

Deterministi- | Tectum med afrundet tandkant; hypostomale riller med mere end seks dentikler; bageste dorsale
ske egenska- | setae pd Z4 ikke swrlig lange; barsteformede dorsale setae; genitalt skjold normalt, ikke seerlig for-
ber: storret og ndr ikke det anale skjold; bageste halvdel af dorsalt skjold uden uparrede setae; ben II
og IV med tykke makrosetae; dorsal seta Z5 ca. to gange laengere end J5; fast led pd chelicera med
12-14 teender og bevageligt led med to tender; idiosoma 520-685 pm lang.

Hypoaspis miles bruges ogsa til biologisk kontrol og kan forveksles med H. aculeifer. Den storste
forskel er:

H. miles tilhorer underslegten Cosmolaelaps og har knivlignende dorsale setae, mens H. aculeifer
tilhgrer underslaegten Geolaelaps og har bersteformede dorsale setae.

Bl ¢
—

G

" miony

Hypoaspis aculeifer LegIV (female) Hypoaspis aculeifer,

Original drawings by F. Faraji dorsal shield with characteristic setae



L 54/200 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

Tilleg 7

Grundlaeggende oplysninger om biologien for Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Hypoaspis aculeifer tilhgrer familien Lealapidae, ordenen Acari (mider), klassen Arachnida, reekken Arthropoda. De
lever i alle typer jord og @der andre mider, nematoder, enchytraeider og collemboler (26). Ved fedemangel begynder
de at de hinanden (27). Rovmider bestar af idiosoma og gnathosoma. For s vidt angar idiosoma, kan der ikke klart
skelnes mellem prosoma (forkrop) og opisthosoma (abdomen). Gnathosoma (hovedskjoldet) omfatter instrumenterne
til indtagelse af fode, f.eks. palper og chelicera. Chelicererne er tredelte og forsynet med tender af forskellig storrelse.
Ud over indtagelse af fade bruger hannerne primert deres chelicerer til at overfore spermatoforerne til hunnerne. Et
dorsalt figur 1skjold dakker idiosoma nasten helt. Kensorganerne udger en stor del af idiosoma hos hunner, og de
er serlig fremtraedende kort for aglagning. Der er to ventrale skjold, det sternale skjold og det genitale skjold. Alle
ben er forsynet med berster og torne. Borsterne bruges til forankring, ndr dyret bevager sig i eller pa jorden. Det
forste benpar bruges primart som antenner. Det andet benpar bruger miden ikke kun til at bevaege sig med, men
ogsa til at fastholde bytte. Tornene pé det fjerde benpar kan benyttes til beskyttelse og som »motor« (28). Hanner er
0,55-0,65 mm lange og vejer 10-15 pg. Hunner er 0,8-0,9 mm lange og vejer 50-60 pg (8)(28) (figur 1).

Figur 1

Hun, han, protonymfe og larve af H. aculeifer.

Ved 23 °C bliver miderne kensmodne efter henholdsvis 16 dage (hunner) og 18 dage (hanner) (6). Hunnerne
overferer sperma med solenostom, hvorfra de overfores til ovariet. I ovariet modnes og opbevares sperma.
Befrugtning finder forst sted efter modning af sperma i ovariet. De befrugtede eller ubefrugtede ag laegges af
hunnerne i klumper eller enkeltvis, fortrinsvis i sprakker eller huller. Parrede hunner kan bare afkom af begge kan,
hvorimod der fra ag lagt af uparrede hunner kun klekkes afkom af hanken. Under udviklingen til voksen
gennemgas fire udviklingsstadier (@g — larve, larve — protonymfe, protonymfe — deutonymfe, deutonymfe —
voksen).

Agget er malkehvidt, glasklart, elliptisk og ca. 0,37 mm langt med en fast skal. Ifolge (8) er larverne 0,42-0,45 mm
lange. De har kun tre benpar. I hovedomradet er der udviklet palper og chelicerer. Chelicererne, som har nogle fa
sma dentikler, bruges til klekning fra egget. Efter den forste afstedning af larvehud, 1-2 dage efter klekningen,
udvikles protonymferne. De er ogsd hvide, 0,45-0,62 mm lange (8) og har fire benpar. Teenderne er fuldt udviklet pa
chelicererne. Fra dette stadium begynder miderne at indtage fede. Med henblik herpé gennembores byttets overhud
med chelicererne, og et sekret til ekstraintestinal fordgjelse sprejtes ind i byttet. Herefter kan miden suge fedemassen
op. Chelicererne kan ogsa bruges til at rive storre partikler ud af klumper af fode (28). Efter endnu en afstedning af
hud udvikles deutonymferne. De er 0,60-0,80 mm (8) lange og gule til lysebrune. Fra dette stadium kan der skelnes
mellem hunner og hanner. Efter en periode med yderligere afstedning af hud, hvor dyrene er inaktive, og det brune
skjold udvikler sig (efter ca. 14 dage), er miderne voksne (28)(29)(30). Deres levetid er 48-100 dage ved 25 °C (27).
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Tilleg 8

Sammenfatning og tidsplan for de vigtigste trin i hypoaspistesten

Tid (dage)

Aktivi
testens start = dag 0 tivitet/opgave

Dag - 35 Overfor hunner fra stamkultur til rene beholdere for at pdbegynde synkroniseringen
til — 28 2 dage senere: fjernelse af hunner

to eller tre gange om ugen: Giv tilstraekkeligt foder

Dag -5 (+/-2) Klarger syntetisk jord

Dag — 4 (+/- 2) Bestem den syntetiske jords WHC
Tor natten over

Neste dag: Vej prover, og beregn WHC

Dag — 4 (+/-2) Fugt syntetisk jord til en WHC pd 20-30 %

Dag 0 Start testen: Tilset testkemikalie til den syntetiske jord

Tilsat ti hunner til hver replikat

Vej hver replikat

Opstil abiotiske kontroller for fugtindhold og pH, to replikater for hver behandling
Tor fugtkontroller natten over

Neste dag: Vej fugtkontroller

Neste dag: Mal de torrede abiotiske kontrollers pH

Dag 3, 6, 9, 12 (ca.) Tilsat et tilstrakkeligt antal bytteorganismer til hver replikat

Vej hver replikat, og erstat eventuelt fordampet vand

Dag 14 Afslut testen, opstil ekstraktion med alle replikater plus ekstraktionseffektivitetskontroller
Tor vandindholdskontroller natten over

Neste dag: Vej vandindholdskontroller

Neste dag: Mal de terrede kontrollers pH

Dag 16 Afslut ekstraktion

Dag 16+ Registrer antal voksne og unger i ekstraheret materiale

Anfor resultaterne i standardtabeller i rapporten

Anfer testproceduren i forsegsprotokolark
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C.37. 21-DAGES ASSAY MED FISK: EN KORTTIDSSCREENINGSTEST FOR @STROGENE OG
ANDROGENE VIRKNINGER OG AROMATASEH AMNING.

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 230 (2009). Behovet for at udvikle og validere et assay
med fisk, der kan opspore visse hormonforstyrrende kemikalier, udspringer af bekymringer om, at kemikalie-
koncentrationer i miljeet kan vere til skade for bdde mennesker og dyre- og planteliv som felge af disse
kemikaliers interaktion med det endokrine system. I 1998 indledte OECD en hgjt prioriteret aktivitet med at
revidere eksisterende vejledninger og udvikle nye vejledninger for screening og testning af potentielt hormonfor-
styrrende stoffer. Et element i aktiviteten var at udvikle en testvejledning til screening af kemikalier, der pavirker
hvirvellgse fiskearters endokrine system. Dette 21-dages assay til screening af det endokrine system hos fisk
gennemgik et omfattende valideringsprogram, der omfattede undersogelser mellem laboratorier med udvalgte
kemikalier med henblik pé at pévise assayets relevans og pélidelighed for sporing af estrogen- og aromatase-
hemmende kemikalier (1, 2, 3, 4, 5) hos de tre undersagte fiskearter (tykhovedet elritse, japansk risfisk og
zebrafisk); sporing af androgene virkninger er mulig hos tykhovedet elritse og japansk risfisk, men ikke hos
zebrafisk. Denne testmetode giver ikke mulighed for sporing af antiandrogene kemikalier. Valideringsarbejdet
har varet genstand for en peer review foretaget af et panel af eksperter udnaevnt af the National Coordinators
of the Test Guideline Programme (6) (de nationale koordinatorer af testvejledningsprogrammet). Assayet er ikke
egnet til at identificere specifikke hormonforstyrrende mekanismer, fordi testdyrene har en intakt
hypothalamus-hypofyse-gonadeakse (HPG), som kan reagere pd kemikaler, der har indvirkning pd HPG-aksen pa
forskellige niveauer. Assayet for fisks reproduktion pa kort sigt (Fish Short Term Reproduction assay, OECD TG
229) omfatter frugtbarhed og eventuelt histopatologisk undersogelse af kenskirtlerne hos tykhovedet elritse
samt alle testmetodens endepunkter. OECD TG 229 vedrerer screening for kemikalier, som pévirker
reproduktionen via forskellige mekanismer, herunder via det endokrine system. Dette bor overvejes, inden man
veelger den mest egnede testmetode.

2. I nzrvarende testmetode beskrives et in vivo-screeningsassay, hvor kensmodne hanfisk og gydende hunfisk
holdes sammen og eksponeres for et kemikalie i en begraenset del af deres livscyklus (21 dage). Ved afslutningen
af eksponeringsperioden pd 21 dage maéles en eller to — athangigt af den anvendte art — biomarkeren-
depunkter hos hanner og hunner som indikatorer pa testkemikaliets @strogen- eller aromatasehaemning eller
androgene virkninger; disse endepunkter er vitellogenin og sekundare kenskarakteristika. Vitellogenin madles
hos tykhovedet elritse, japansk risfisk og zebrafish, hvorimod sekundare kenskarakteristika kun méles hos
tykhovedet elritse og japansk risfisk.

3. Dette bioassay tjener som et in vivo-screeningassay for visse virkninger pd det endokrine system, og
anvendelsen heraf skal ses i forbindelse med »OECD Conceptual Framework for the Testing and Assessment of
Endocrine Disrupting Chemicals« (28).

INDLEDENDE OVERVEJELSER OG BEGRANSNINGER

4. Vitellogenin produceres normalt i leveren hos agleggende hvirveldyr (hunner) som reaktion pé cirkulerende
endogent gstrogen. Det er en pracursor for @ggeblommeproteiner, der — nér de er produceret i leveren —
fores med blodbanen til ovariet, hvor den optages og @ndres af de g, som udvikles. Vitellogenin er stort set
ikke-detekterbart i plasma hos umodne hun- og hanfisk, fordi de ikke har tilstrackkeligt cirkulerende estrogen;
leveren kan dog syntetisere og udskille vitellogenin som reaktion pa stimulering fra eksogent gstrogen.

5. Malingen af vitellogenin benyttes til at afdaekke kemikalier med forskellige ostrogene virkemader. Afdackning af
ostrogene kemikalier er mulig gennem maling af vitellogenininduktion i hanfisk, og det er blevet grundigt
dokumenteret i den videnskabelige litteratur med peer reviews (f.eks. (7)). Vitellogenininduktion er ogsd pavist
efter eksponering for aromatisable androgener (8, 9). En reduktion i niveauet af cirkulerende ostrogen hos
hunner, f.eks. ved hemning af aromatasen, der omdanner det endogene androgen til naturligt @strogen 17f-
gstradiol, fordrsager et fald i vitellogeninniveauet, som bruges til at pavise, at et givet kemikalie har aromatase-
hemmende egenskaber (10, 11). Den biologiske relevans af vitellogeninresponsen efter @strogen-|
aromatasehaeemning er fastsldet og bredt dokumenteret. Det er dog muligt, at produktion af vitellogenin hos
hunner ogsé kan pévirkes af generel toksicitet og ikke-endokrine toksiske virkemdder, f.eks. levertoksicitet.
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6.  Flere malemetoder til rutinebrug er blevet udviklet og standardiseret. Det gealder artsspecifikke enzymkoblede
immunadsorptionsteknikker (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)), hvor der bruges immunkemi til
kvantificering af vitellogenin produceret i smd blod- eller leverprever indsamlet fra enkeltfisk (12, 13, 14, 15,
16, 17, 18). Der udtages prover af blod fra tykhovedet elritse, blod eller hoved/hale-homogenat fra zebrafisk og
lever fra japansk risfisk med henblik pd vitellogeninmdling. Hos japansk risfisk er der en god sammenhzng
mellem vitellogenin mélt fra blod og fra lever (19). Tilleg 6 omhandler de anbefalede procedurer for
proveudtagning til vitellogeninanalyse. Kit til méling af vitellogenin er let tilgeengelige; sddanne kit ber vare
baseret pa en valideret artsspecifik ELISA-metode.

7. Sekundere kenskarakteristika for hanner af visse arter er synlige udvendigt, kan kvantificeres og reagerer pd
cirkulerende niveauer af endogene androgener; det er tilfeldet for tykhovedet elritse og japansk risfisk, men ikke
for zebrafish, som ikke har kvantificerbare sekundeere kenskarakteristika. Hunner bevarer evnen til at udvikle
sekundaere kenskarakteristika for hanner, nir de eksponeres for androgene kemikalier i vand. Flere
undersogelser i den videnskabelige litteratur dokumenterer denne type respons hos tykhovedet elritse (20) og
japansk risfisk (21). Et fald i sekundere kanskarakteristika hos hanner ber fortolkes med forsigtighed pa grund
af den lave statistiske styrke og ber vare baseret pd en ekspertvurdering og vagten af evidens. Der er
begransninger, for sd vidt angdr brugen af zebrafisk i dette assay, pd grund af fraveeret af kvantificerbare
sekundaere konskarakteristika, som reagerer pd kemikalier med androgene virkninger.

8. Hos tykhovedet elritse er den primere indikator pd eksogen androgen eksponering antallet af legevorter pé
hunfiskens snude. Hos japansk risfisk udger antallet af papillere strukturer hovedmarkeren for eksogen
eksponering for androgene kemikalier hos hunfisk. Tilleg 5A og tilleg 5B indeholder oplysninger om de
anbefalede fremgangsmader til vurdering af kenskarakteristika hos henholdsvis tykhovedet elritse og japansk
risfisk.

9.  Definitioner anvendt i denne testmetode er anfort i tilleg 1.

PRINCIP FOR TESTEN

10. T assayet eksponeres han- og hunfisk i reproduktiv tilstand sammen i testbeholderne. Deres voksne og
reproduktive tilstand gor det muligt klart at skelne mellem kennene og dermed foretage en kensrelateret
analyse af hvert endepunkt og sikrer, at de er folsomme over for eksogene kemikalier. Ved testens afslutning
bekraftes kennet ved undersogelse af kenskirtlerne i makroskop efter abning af abdomen gennem bugen med
en saks. Tilleg 2 indeholder en oversigt over de relevante betingelser for bioassayet. Assayet indledes normalt
med fisk udtaget fra en bestand i gydningstilstand; der mé ikke bruges senescerende dyr. Retningslinjer for
fiskens alder og reproduktive tilstand findes i afsnittet om valg af fisk. Assayet udferes med tre eksponerings-
koncentrationer af kemikaliet samt en vandkontrol og om nedvendigt en oplesningsmiddelkontrol. Der bruges
to beholdere eller replikater pr. behandling (hver beholder indeholder fem hanner og fem hunner) ved japansk
risfisk og zebrafisk, mens der ved tykhovedet elritse bruges fire beholdere eller replikater pr. behandling (hver
beholder indeholder to hanner og fire hunner). Det sker med henblik pé tilpasning til tykhovedet elritse-
hannens territoriale adferd og for samtidig at sikre tilstraekkelig styrke i assayet. Eksponeringen varer 21 dage,
og preveudtagningen af fisk sker pd eksponeringens dag 21.

11. Ved preveudtagningen péd dag 21 aflives alle dyr pd en human made. Sekundere keonskarakteristika males hos
tykhovedet elritse og japansk risfisk (se tilleg 5A og tilleg 5B); der tages blodprever til bestemmelse af
vitellogenin hos zebrafisk og tykhovedet elritse; alternativt kan hoved/hale indsamles til bestemmelse af
vitellogenin hos zebrafisk (tilleg 6); der indsamles lever med henblik pd analyse af vitellogenin hos japansk
risfisk (tilleg 6).

ACCEPTKRITERIER FOR TESTEN:

12. Felgende betingelser skal vare opfyldt, for at testens resultater kan godkendes:

— Dedeligheden i vandkontrollerne (eller oplgsningsmiddelkontrollerne) mé ikke overstige 10 % ved
afslutningen af eksponeringsperioden.

— Koncentrationen af oplest ilt skal gennem hele eksponeringsperioden have vearet mindst 60 % af
luftmeatningsveerdien (ASV).
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— Vandtemperaturen ma ikke pd noget tidspunkt i eksponeringsperioden variere med mere end + 1,5 °C
mellem testbeholderne og md ikke afvige med mere end 2 °C fra de temperaturintervaller, der er specificeret
for de arter, der anvendes i testen (tilleg 2).

— Der skal vare dokumentation for, at koncentrationerne af testkemikaliet i oplesning pé tilfredsstillende
mdde er holdt inden for + 20 % af gennemsnittet af de mélte vaerdier.

BESKRIVELSE AF METODEN
Apparatur

13. Normalt laboratorieudstyr og i serdeleshed folgende:
a) ilt- og pH-méleudstyr
b) udstyr til bestemmelse af vandets hardhed og alkalinitet
¢) egnet apparatur til temperaturkontrol og fortrinsvis kontinuerlig overvagning

d) beholdere fremstillet af et kemisk inert materiale og med passende kapacitet i forhold til den anbefalede
belastningsgrad og bestandtathed (se tilleg 2)

¢) gydningssubstrat for tykhovedet elritse og zebrafisk; de nedvendige oplysninger findes i tilleg 4

f) tilstreekkeligt nejagtig vaegt (dvs. en nejagtighed pd + 0,5 mg).
Vand

14. Som testvand kan anvendes vand af enhver beskaffenhed, hvori den art, der anvendes i testen, udviser passende
langtidsoverlevelse og vakst. Vandets kvalitet skal veare ensartet i hele testperioden. Vandets pH skal ligge inden
for omradet fra 6,5 til 8,5, men ber i lebet af en given test ligge inden for et omrade pd + 0,5 pH-enheder. For
at sikre at fortyndingsvandet ikke far urimelig indflydelse pa testresultatet (f.eks. ved dannelse af et kompleks
med testkemikaliet), skal der regelmaessigt udtages prover til analyse. Méalinger af tungmetaller (f.eks. Cu, Pb, Zn,
Hg, Cd og Ni), de vigtigste anioner og kationer (f.cks. Ca?*, Mg?*, Na*, K*, Cl- og SO4%), pesticider (f.cks. samlet
mangde phosphor- og chlorholdige organiske pesticider), samlet mangde organisk kulstof og opslemmede
faststoffer skal foretages, f.eks. hver tredje méned, sifremt man ved, at fortyndingsvandet har en relativt
konstant kvalitet. Hvis vandkvaliteten péviseligt har vaeret konstant i mindst et dr, kan analyserne foretages med
storre intervaller (f.eks. hver sjette méned). I tilleg 3 er anfert nogle kemiske karakteristika for acceptabelt
fortyndingsvand.

Testoplosninger

15. Testoplesninger med den valgte koncentration fremstilles ved fortynding af en stamoplesning. Stamoplesningen
ber fortrinsvis fremstilles ved mekanisk opblanding eller omrystning af testkemikaliet i fortyndingsvandet (f.eks.
ved omroring eller ultralydbehandling). Saturation columns (solubility columns) kan anvendes til fremstilling af
en passende koncentreret stamoplesning. Det frarddes at bruge et oplesningsmiddel som barestof. Hvis det er
nedvendigt med et oplesningsmiddel, skal der anvendes en parallel oplesningsmiddelkontrol med samme
oplesningsmiddelkoncentration som kemikaliebehandlingerne. For kemikalier, der er vanskelige at teste, kan et
oplosningsmiddel vare den teknisk bedste lgsning; det beskrives i OECD Guidance Document on aquatic
toxicity testing of difficult substances and mixtures (22). Valget af oplesningsmiddel afgores af kemikaliets
kemiske egenskaber. OECD’s vejledning anbefaler maksimalt 100 pl/l, hvilket skal overholdes. En gennemgang
for nylig (23) fremhzavede dog yderligere bekymringer i forbindelse med brug af oplesningsmidler til testning af
hormonforstyrrelser. Det anbefales derfor, at oplesningsmiddelkoncentrationen om nedvendigt minimeres, ndr
det er teknisk muligt (athaengigt af testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber).

16. Der anvendes et testsystem med gennemstremning. Et sddan system doserer og fortynder kontinuerligt en
stamoplesning af testkemikaliet (f.eks. udmalingspumpe, proportionalfortynder, meatningssystem), sd der afgives
en serie af koncentrationer til testbeholderne. Stamoplesningernes og fortyndingsvandets stremningshastigheder
skal i lgbet af testen kontrolleres regelmassigt, fortrinsvis dagligt, og mé ikke variere mere end 10 % gennem
hele testforlgbet. Der skal udvises forsigtighed, sd brugen af plastslanger eller andre materialer af lavere kvalitet
undgas, da nogle af dem kan indeholde biologisk aktive kemikalier. Ved valg af materiale til gennemstromnings-
systemet ber der tages hgjde for den eventuelle adsorption af testkemikaliet til dette materiale.
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Opbevaring af fiskene

17. Testfisk udvelges fra en laboratoriepopulation, fortrinsvis fra en enkelt bestand, som i mindst to uger forud for
testen akklimatiseres under vandkvalitets- og lysbetingelser, som svarer til de i testen anvendte. Det er vigtigt, at
belastningsgraden og bestandtetheden (definitioner i tilleg 1) er passende for den fiskeart, der bruges i testen
(se tilleg 2).

18. Efter en 48-timers tilpasningsperiode noteres dedeligheden, og der anvendes folgende kriterier:
— dodelighed pd mere end 10 % af populationen pa syv dage: Hele fiskegruppen kasseres

— dodelighed pd mellem 5 % og 10 % af populationen: Akklimatisering i yderligere syv dage, og hvis
dedeligheden er over 5 % i lobet af de folgende syv dage, kasseres hele fiskegruppen

— dedelighed pd mindre end 5 % af populationen pa syv dage: Fiskegruppen godkendes.

19. Fiskene md ikke behandles for sygdomme i akklimatiseringsperioden, i praeksponeringsperioden eller i
eksponeringsperioden.

Praeeksponering og valg af fisk

20. Der anbefales en praeksponeringsperiode pa en uge, hvor dyrene anbringes i beholdere svarende til dem, der
anvendes i den egentlige test. Fisk fodres ad libitum gennem hele opbevaringsperioden og i eksponeringsfasen.
Eksponeringsfasen indledes med seksuelt dimorfe voksne fisk fra en laboratoriepopulation af kensmodne dyr (f.
eks. med tydelige synlige sekundare konskarakteristika hos tykhovedet elritse og japansk risfisk), som er aktivt
gydende. Som generel vejledning (og ikke isoleret ud fra observationen af en given fiskegruppes faktiske
reproduktive tilstand) ber tykhovedet elritse vaere ca. 20 (¢ 2) uger gamle, forudsat at de har veeret dyrket ved
25 °C £ 2 °C i hele deres levetid. Japanske risfisk bar vare ca. 16 (+ 2) uger gamle, forudsat at de har veeret
dyrket ved 25 °C £ 2 °C i hele deres levetid. Zebrafisk ber vare ca. 16 (+ 2) uger gamle, forudsat at de har
vaeret dyrket ved 26 °C + 2 °C i hele deres levetid.

TESTDESIGN

21. Der bruges tre koncentrationer af testkemikaliet, en kontrol og om nedvendigt en oplesningsmiddelkontrol.
Dataene kan analyseres for at bestemme statistisk signifikante forskelle mellem behandlings- og
kontrolresponser. Disse analyser bruges i hejere grad til at vurdere, om der er brug for yderligere
leengerevarende testning af kemikaliets skadelige virkninger (navnlig overlevelse, udvikling, vakst og
reproduktion), end til risikovurdering (24).

22. Naér der bruges zebrafisk og japansk risfisk, udtages der pa eksperimentets dag 21 hanner og hunner fra hvert
behandlingsniveau (fem hanner og fem hunner i hver af de to replikater) og fra kontrollen/kontrollerne med
henblik pd maling af vitellogenin og eventuelt sekundare kenskarakteristika. Nar der bruges tykhovedet elritse,
udtages der pa eksponeringens dag 21 hanner og hunner (to hanner og fire hunner i hver af de fire replikater)
og fra kontrollen/kontrollerne med henblik pd maling af vitellogenin og sekundeere konskarakteristika.

Udvalgelse af testkoncentration

23. I denne test fastsaettes den hgjeste testkoncentration til den maksimalt tolererede koncentration (MTC) bestemt
ud fra test til bestemmelse af dosisinterval eller andre toksicitetsdata eller 10 mg/l eller den maksimale
oploselighed i vand, alt efter hvilken der er lavest. MTC defineres som kemikaliets hojeste testkoncentration, der
resulterer i en dedelighed pd under 10 %. Brugen af denne tilgang forudsetter, at der foreligger eksisterende
empiriske data om akut toksicitet eller andre toksicitetsdata, som kan danne grundlag for et sken over MTC.
Det kan vaere ungjagtigt og kraver normalt en vis faglig vurdering at ansld MTC.

24. Der skal benyttes tre testkoncentrationer med en afstandsfaktor, som ikke overstiger 10, og en fortyndings-
vandkontrol (og om nedvendigt en oplesningsmiddelkontrol). Det anbefales at benytte en afstandsfaktor pa
mellem 3,2 og 10.
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FREMGANGSMADE
Udvelgelse og vejning af testfisk

25. Det er vigtigt at minimere variationen i fiskenes vagt ved assayets begyndelse. Egnede sterrelser for de
forskellige fiskearter, der anbefales til brug i denne test, er angivet i tilleeg 2. For hele gruppen af fisk, der bruges
i testen, geelder det, at omradet for han- og hunfisks individuelle veegt ved testens begyndelse om muligt ber
holdes inden for + 20 % af gennemsnitsvaegten for det relevante kon. Det anbefales at veje en delprove af
fiskebestanden inden testen for at beregne gennemsnitsvagten.

Eksponeringsbetingelser
Varighed

26. Testens varighed er 21 dage efter en praeksponeringsperiode. Den anbefalede praeksponeringsperiode er en
uge.

Fodring

27. Fiskene fodres ad libitum med et passende foder (tilleg 2) og tilstraekkeligt ofte til at bevare kropstilstanden.
Mikrobiel vakst og urenheder i vandet skal undgéds. Som hovedregel kan den daglige ration opdeles i to eller tre
lige store portioner til flere fodringer om dagen med mindst tre timers interval. En sterre ration kan accepteres,
navnlig i weekender. Fiskene ber ikke fodres i 12 timer inden proveudtagning/makroskopisk undersegelse.

28. Fiskefoder evalueres for tilstedeverelse af forurenende stoffer som chlorholdige organiske pesticider, polycykliske
aromatiske kulbrinter (PAH) og polychlorerede biphenyler (PCB). Foder med et hgjt niveau af fytogstrogener,
som ville kompromittere assayets respons pa en kendt gstrogenagonist (f.eks. gstradiol-17f), ber undgas.

29. Foderrester og fakalt materiale skal fjernes fra testbeholderne mindst to gange om ugen f.eks. ved omhyggelig
rengering af bunden i hver enkelt beholder ved hjelp af en sifon.

Lys og temperatur

30. Lysperioderne og vandtemperaturen skal passe til den art, der bruges i testen (se tilleg 2).

Hyppighed af analyser og mélinger

31. Inden eksponeringsperioden pdbegyndes, kontrolleres det, at kemikalietilforselssystemet fungerer korrekt. Alle
de nedvendige analysemetoder skal vare fastlagt, herunder tilstreekkeligt kendskab til kemikaliets stabilitet i
testsystemet. Under testen bestemmes koncentrationerne af testkemikalie regelmaessigt som folger:
Gennemstrgmningshastigheden for fortyndingsmidlet og giftstofstamoplesningen kontrolleres fortrinsvis
dagligt, men som minimum to gange om ugen, og md ikke udvise en variation pd mere end 10 % gennem hele
testperioden. Det anbefales, at de faktiske testkemikalickoncentrationer méles i alle beholdere ved testens
begyndelse og efterfelgende ugentligt.

32. Det anbefales, at resultaterne baseres pd mélte koncentrationer. Hvis testkemikaliets koncentration i tilstrackkelig
grad har holdt sig inden for £+ 20 % af den nominelle koncentration gennem hele testen, kan resultaterne
baseres pé enten de nominelle eller de mélte veerdier.

33. Det kan veere ngdvendigt at centrifugere eller filtrere proverne (f.eks. med et filter med en poresterrelse pé 0,45
pm). Hvis det er nedvendigt, anbefales centrifugering. Det anbefales at centrifugere preverne, men hvis
testmaterialet ikke adsorberer pé filteret, kan filtrering ogsa accepteres.
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34. 1lebet af testen skal oplest ilt, temperatur og pH males i alle testbeholderne mindst en gang om ugen. Samlet
hdrdhedsgrad og alkalinitet skal madles i kontrolbeholderne og i en beholder med den hejeste koncentration
mindst en gang om ugen. Temperaturen skal fortrinsvis overvéiges kontinuerligt i mindst en testbeholder.

Observationer

35. En rakke generelle (f.eks. overlevelse) og centrale biologiske responser (f.eks. vitellogeninniveauer) vurderes i
lobet af assayet eller ved afslutningen af assayet. Méling og evaluering af disse endepunkter og deres anvendelse
er beskrevet nedenfor.

Overlevelse

36. Fiskene undersoges dagligt i testperioden, eventuel dedelighed registreres, og den dede fisk fjernes sd hurtigt
som muligt. Dede fisk erstattes hverken i kontrol- eller testbeholderne. Kennet for fisk, der der under testen,
bestemmes ved makroskopisk undersagelse af kenskirtlerne.

Adfeerd og udseende

37. Enhver unormal adferd (i forhold til kontrollerne) registreres; det kan omfatte tegn pd generel toksicitet,
herunder hyperventilation, ukoordineret svemning, tab af ligevagt og atypisk ubeveagelighed eller fouragering.
Yderligere ydre abnormaliteter (f.eks. bledning, misfarvning) registreres. Sddanne tegn pa toksicitet bar overvejes
ngje i forbindelse med fortolkningen af data, da de kan vaere et tegn pa koncentrationer, hvor biomarkerer for
hormonforstyrrelser ikke er palidelige. Sddanne adferdsmessige observationer kan ogsa vaere nyttige kvalitative
oplysninger som udgangspunkt for eventuelle fremtidige krav til testning med fisk. Eksempelvis er der
observeret territorial aggressivitet hos normale hanner eller maskuliniserede hunner hos tykhovedet elritse
under androgen eksponering; hos zebrafisk reduceres eller hindres den karakteristiske parrings- og
gydningsadferd efter daggry ved estrogen eller antiandrogen eksponering.

38. Fordi visse aspekter af udseendet (primert farven) kan andre sig hurtigt ved hdndtering, er det vigtigt, at
kvalitative observationer foretages, inden dyrene fjernes fra testsystemet. Tidligere erfaringer med tykhovedet
elritse tyder pd, at visse hormonforstyrrende kemikalier i forste omgang kan fordrsage @ndringer i folgende ydre
karakteristika: kropsfarve (lys eller mork), farvemenstre (lodrette bdnd) og kropsform (hoved- og brystomrade).
Derfor ber fiskenes fysiske udseende observeres i lgbet af testen og ved afslutningen af undersogelsen.

Human aflivning af fisk

39. Péd dag 21, dvs. ved eksponeringens afslutning, aflives fiskene med passende meengder tricain (tricainmethan-
sulfonat), metacain, MS-222 (CAS 886-86-2), 100-500 mg/l bufret med 300 mg/l NaHCO, (natriumbicarbonat,
CAS 144-55-8) for at reducere irritation af slimhinderne; blod eller vav udtages derefter med henblik pd
bestemmelse af vitellogenin som forklaret i punktet om vitellogenin.

Observation af sekundeere konskarakteristika

40. Visse hormonforstyrrende kemikalier kan forirsage endringer i specialiserede sekundare kenskarakteristika
(antal legevorter hos tykhovedet elritse-hanner, papillere strukturer hos japansk risfisk-hanner). Kemikalier med
visse virkemdder kan navnlig fordrsage abnormal forekomst af sekundaere kenskarakteristika hos dyr af det
modsatte kon; eksempelvis kan androgene receptoragonister, som trenbolon, methyltestosteron og dihydrote-
stosteron, fd tykhovedet elritse-hunner til at udvikle fremtraeedende legevorter eller japansk risfisk-hunner til at
udvikle papillere strukturer (11, 20, 21). Det er ogsd blevet beskrevet, at estrogenreceptoragonister kan
reducere antallet af legevorter og sterrelsen af nakkefremspringet hos voksne hanner (25, 26). Sddanne
makroskopiske morfologiske observationer kan ogsd vere nyttige kvalitative og kvantitative oplysninger som
udgangspunkt for eventuelle fremtidige krav til testning med fisk. Antallet og sterrelsen af legevorter hos
tykhovedet elritse og papillere strukturer hos japansk risfisk kan kvantificeres direkte eller mere praktisk hos
praserverede dyr. Anbefalede fremgangsmader til evaluering af sekundwre kenskarakteristika hos tykhovedet
elritse og japansk risfisk findes i henholdsvis tilleg 5A og tilleg 5B.
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Vitellogenin (VTG)

41. Blod indsamles fra halearterien/-venen med et hepariniseret mikrohamatokrit-kapillerrer eller alternativt ved
hjertepunktur med en kanyle. Afhangigt af fiskens storrelse kan der generelt indsamles 5-60 pl blod pr. individ
hos tykhovedet elritse og 5-15 pl pr. individ hos zebrafisk. Plasma separeres fra blodet ved centrifugering og
opbevares med proteaseinhibitorer ved — 80 °C, indtil det skal undersgges for vitellogenin. Alternativt bruges
leveren hos japansk risfisk og hoved-/halehomogenat hos zebrafisk som kilde til vav til bestemmelse af
vitellogenin (tilleg 6). VTG-maélingen skal vare baseret pd en valideret homolog ELISA-metode, og der skal
anvendes en homolog VTG-standard og homologe antistoffer. Det anbefales at bruge en metode, hvor der kan
pavises VTG-niveauer sd lave som nogle f ng/ml plasma (eller ng/mg vav), som er baggrundsniveauet hos ikke-
eksponerede hanfisk.

42. Kvalitetskontrol af vitellogeninanalyse sker ved brug af standarder, blindprever og mindst to analyser. For hver
ELISA-metode gennemfores en test for matrixeffekt (effekt af preveoplesning) for at bestemme minimums-
faktoren for preveoplesningen. Hver ELISA-plade, der bruges til VTG-assay, skal omfatte folgende kvalitetskon-
trolprever: mindst seks kalibreringsstandarder, som omfatter det forventede interval af vitellogeninkoncen-
trationer, og mindst en ikke-specifik bindingsassayblindpreve (analyseres to gange). Disse blindpravers
absorbans ber vere under 5 % af den maksimale kalibreringsstandardabsorbans. Der analyseres mindst to
alikvoter (dobbeltpraver i bronde) af hver preveoplesning. Dobbeltprover i brende, som afviger med mere end
20 %, analyseres igen.

43. Korrelationskoefficienten (R?) for kalibreringskurverne ber vare sterre end 0,99. En hgj korrelation er
imidlertid ikke nok til at garantere tilstrackkelig forudsigelse af koncentrationen i alle intervaller. Ud over at have
en tilstreekkelig haj korrelation for kalibreringskurven, ber koncentrationen for hver standard, som beregnet pa
grundlag af kalibreringskurven, vare 70-120 % af den nominelle koncentration. Hvis de nominelle
koncentrationer afviger fra kalibreringsregressionslinjen (f.eks. ved lavere koncentrationer), kan det veare
nedvendigt at opdele kalibreringskurven i lave og heje intervaller eller bruge en ikke-linezer model til at tilpasse
absorbansdataene. Hvis kurven er opdelt, ber R? for begge linjesegmenter vare > 0,99.

44. Detektionsgreensen (LOD) defineres som koncentrationen af den laveste analytiske standard, og kvantificerin-
gsgrensen (LOQ) defineres som den laveste analytiske standard ganget med den laveste fortyndingsfaktor.

45. P& hver dag, hvor der gennemfpres vitellogeninassay, analyseres en spiket prove, der fremstilles med en
referencestandard for assayet (tilleg 7). Forholdet mellem den forventede koncentration og den malte
koncentration registreres i rapporten sammen med resultaterne af hvert assayset gennemfert pd den
pageldende dag.

DATA OG RAPPORTERING

Evaluering af biomarkerresponser ved variansanalyse (ANOVA)

46. For at identificere et kemikalies potentielle hormonforstyrrende virkning sammenlignes responser for
henholdsvis behandlinger og kontrolgrupper ved variansanalyse (ANOVA). Nar der bruges en oplesningsmid-
delkontrol, udferes en passende statistisk test til sammenligning af fortyndingsvand og oplesningsmiddel-
kontroller for hvert endepunkt. Vejledning i hvordan data om fortyndingsvand og oplesningsmiddel hdndteres i
den efterfolgende statistiske analyse, findes i OECD, 2006¢ (27). Alle data om biologisk respons analyseres og
registreres sarskilt i rapporten fordelt pd ken. Hvis de nedvendige forudsatninger for parametriske metoder
ikke er opfyldt — ikke-normalfordeling (f.eks. Shapiro-Wilks test) eller heterogen varians (Bartletts eller Levenes
test) — ber man overveje at transformere dataene for at homogenisere varianserne, inden ANOVA foretages,
eller at foretage en vagtet ANOVA. Dunnetts test (parametrisk) pd flere parvise sammenligninger eller Mann-
Whitney-testen med Bonferroni-justering (ikke-parametrisk) kan bruges til ikke-monotont dosis/respons-forhold.
Der kan bruges andre statistiske test (f.eks. Jonckheere-Terpstra-testen eller Williams’ test), hvis dosis/respons-
forholdet omtrent er monotont. Tilleg 8 indeholder et statistisk flowdiagram, som kan hjalpe med at traffe
beslutning om, hvilken statistisk test der er mest egnet. Der kan desuden findes yderligere oplysninger i OECD
Document on Current Approaches to Statistical Analysis of Ecotoxicity Data (27).
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Rapportering af testresultater

47. Undersogelsesdataene skal omfatte:
Testlaboratorium:
— Ansvarligt personale og deres undersegelsesansvar
— Hvert laboratorium skal have dokumenteret kendskab til en rakke reprasentative kemikalier.
Testkemikalie:
— Karakterisering af testkemikalie
— Fysisk form og relevante fysisk-kemiske egenskaber
— Klargering af testkoncentrationer: metode og frekvens
— Information om stabilitet og bionedbrydelighed.
Oplosningsmiddel:
— Karakterisering af oplesningsmiddel (form, anvendt koncentration)
— Begrundelse for valg af oplesningsmiddel (hvis andet end vand).
Testdyr:
— Art og stamme.
— Leverander og sarlig leverander
— Fiskens alder ved begyndelsen af testen og reproduktiv tilstand/gydningstilstand
— Oplysninger om procedure for akklimatisering af dyr
— Fiskenes kropsvagt ved eksponeringsperiodens start (fra en delprove af fiskebestanden).
Testbetingelser:
— Anvendt testprocedure (testtype, belastningsgrad, bestandtathed osv.)
— Metode til fremstilling af stamoplesning og gennemstremningshastighed

— De nominelle testkoncentrationer, ugentligt malte koncentrationer af testoplgsningerne og anvendte
analysemetoder, de maélte vardiers gennemsnit og standardafvigelser i testbeholderne samt dokumentation
for, at malingerne refererer til testkemikaliets faktiske koncentration i oplesning

— Fortyndingsvandets karakteristika (herunder pH, hardhedsgrad, alkalinitet, temperatur, koncentration af
oplest ilt, restindhold af chlor, samlet mangde organisk kulstof, opslemmet torstof og samtlige andre
udferte mélinger)

— Vandkvalitet i testbeholderne: pH, hardhedsgrad, temperatur og koncentration af oplest ilt

— Detaljerede oplysninger om fodring (f.eks. foderets type og kilde samt fodermangde og fodringshyppighed
savel som analyser for relevante kontaminanter, hvis de foreligger (f.eks. PCB’er, PAH'er og organochlor-
pesticider).

Resultater

— Bevis for, at kontrollerne opfylder testens acceptkriterier

— Data om eventuel dedelighed ved enhver testkoncentration og kontrol

— Anvendete statistiske analyseteknikker, behandling af data og begrundelse for de anvendte teknikker

— Data om biologiske observationer af makromorfologi, herunder sekundere kenskarakteristika og
vitellogenin

— Resultater af dataanalyserne, fortrinsvis i tabelform og grafisk form

— Forekomst af eventuelle usadvanlige reaktioner hos fiskene samt eventuelle synlige virkninger frembragt af
testkemikaliet.
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VEJLEDNING I FORTOLKNING OG GODKENDELSE AF TESTRESULTATER

48. Denne del beskriver overvejelser, der ber tages i betragtning i forbindelse med fortolkningen af testresultaterne
for de forskellige maélte endepunkter. Resultaterne ber fortolkes med forsigtighed, ndr testkemikaliet
tilsyneladende forarsager dbenlys toksicitet eller har indvirkning pa testdyrets generelle tilstand.

49. Ved fastsattelse af testkoncentrationsintervallet skal det sikres, at den maksimalt tolerede koncentration ikke
overstiges, for at give mulighed for en relevant fortolkning af dataene. Det er vigtigt at have mindst en
behandling, hvor der ikke er nogen tegn pé toksiske virkninger. Tegn pd sygdom og tegn pé toksiske virkninger
ber vurderes ngje og anferes i rapporten. Det er f.eks. muligt, at produktion af VTG hos hunner ogsd kan
pavirkes af generel toksicitet og ikke-hormonforstyrrende toksiske virkemdder, feks. levertoksicitet.
Fortolkningen af virkningerne kan dog styrkes af andre behandlingsniveauer, som ikke konfunderes af systemisk
toksicitet.

50. Nogle fd aspekter skal overvejes, hvis testresultaterne skal godkendes. Som hovedregel skal VTG-niveauerne
méles hos kontrolgrupper af hanner og hunner hver for sig og vere adskilt med omkring tre storrelsesordener
hos tykhovedet elritse og zebrafisk og omkring en storrelsesorden hos japansk risfisk. Eksempler pa veerdiinter-
vallerne i kontrol- og behandlingsgrupperne findes i valideringsrapporterne (1, 2, 3, 4). Heje VTG-vardier hos
hanner i kontrollerne kan kompromittere assayets respons og evne til at pavise svage ostrogenagonister. Lave
VTG-vardier hos hunner i kontrollerne kan kompromittere assayets respons og evne til at pavise aromatasein-
hibitorer og @strogenagonister. Valideringsundersogelserne dannede udgangspunkt for vejledningen.

51. Hvis et laboratorium ikke har udfert assayet for, eller der er foretaget vasentlige @ndringer (f.eks. ny
fiskestamme eller leverander) anbefales det at undersege dets tekniske kompetence. Det anbefales at bruge
kemikalier med en rakke virkemader eller indvirkning pd en rakke testendepunkter. I praksis opfordres hvert
laboratorium til at opbygge sine egne historiske kontroldata for hanner og hunner og teste et positivt
kontrolkemikalie for gstrogenaktivitet (f.eks. ostradiol-17f ved 100 ng/l eller en kendt svag agonist), som forer
til eget VTG hos hanfisk, et positivt kontrolkemikalie for aromataseinhibering (f.eks. fadrozol eller prochloraz
ved 300 pg/fl), som ferer til reduceret VTG hos hunfisk, og et positivt kontrolkemikalie for androgen aktivitet (f.
eks. trenbolon-17f ved 5 pg/l), som ferer til induktion af sekundare kenskarakteristika hos tykhovedet elritse-
og japansk risfisk-hunner. Alle disse data kan sammenlignes med tilgeengelige data fra valideringsunderse-
gelserne (1, 2, 3), for at sikre at laboratoriet har den fornedne tekniske kompetence.

52. Generelt betragtes VTG-malinger som positive, hvis der er en statistisk signifikant stigning i VTG hos hanner
(p < 0,05) eller et statistisk signifikant fald hos hunner (p < 0,05), som minimum ved den hgjeste testede dosis,
sammenlignet med kontrolgruppen, og hvis der ikke er tegn pd generel toksicitet. Et positivt resultat
underbygges yderligere af pavisningen af et biologisk sandsynligt forhold mellem dosis- og responskurven. Som
naevnt tidligere har faldet i vitellogenin muligvis ikke udelukkende endokrin oprindelse; et positivt resultat ber
dog generelt fortolkes som bevis for hormonforstyrrende virkning in vivo og ber normalt give anledning til
yderligere afklaring.
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Tilleg 1

Forkortelser og definitioner

Kemikalie: et stof eller en blanding.

CV: Variationskoefficient.

ELISA: Enzymkoblet immunadsorptionsteknik.
Belastningsgrad: Fiskens vidvaegt pr. vandvolumen.
Bestandtathed: Antal fisk pr. vandvolumen.

VTG (vitellogenin): Phospholipid-glycoprotein-precursor for aggeblommeprotein, der normalt forekommer hos
seksuelt aktive hunner af alle xgleggende arter.

HPG-akse: Hypothalamus-hypofyse-gonadeakse.
MTC: Maksimalt tolereret koncentration, som udger ca. 10 % af LCs,.

Testkemikalie: Alle stoffer eller blandinger, der testes ved hjelp af denne testmetode.
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Tilleg 2
Testbetingelser for assay til screening af det endokrine system hos fisk

1. Anbefalet art Tykhovedet elritse Japansk risfisk Zebrafisk
(Pimephales promelas) (Oryzias latipes) (Danio rerio)

2. Testtype Gennemstremning Gennemstremning Gennemstremning

3. Vandtemperatur 25°C+2°C 25°C+2°C 26°C+2°C

4. Belysningskvalitet Fluorescerende parer (bred- | Fluorescerende parer (bred- | Fluorescerende paerer (bred-
spektrede) spektrede) spektrede)

5. Lysintensitet 10-20 pE/m?[s, 540-1 000 | 10-20 pE/m?/s, 540-1 000 | 10-20 pE/m?/s, 540-1 000
lux eller 50-100 ft-c (rum- | lux eller 50-100 ft-c (rum- | lux eller 50-100 ft-c (rumni-
niveauer i laboratoriet) niveauer i laboratoriet) veauer i laboratoriet)

6. Lysperiode (daggry/ 16 t. lys, 8 t. morke 12-16 t. lys, 12-8 t. morke | 12-16 t. lys, 12-8 t. morke

skumringsovergange
er valgfri, men betrag-
tes ikke som nedven-
dige)

7. Belastningsgrad <5¢ll <5¢ll <5gfl

8. Testkammerstorrelse | 10 1 (minimum) 2 | (minimum) 5 1 (minimum)

9. Volumen testoplas- 8 1 (minimum) 1,5 1 (minimum) 4 1 (minimum)

ning

10. Volumenudskiftning | Mindst 6 dagligt Mindst 5 dagligt Mindst 5 dagligt

af testoplesninger

11. Testorganismers al- | Se punkt 20. Se punkt 20. Se punkt 20.

der

12. Voksne fisks om- Hunner: 1,5 + 20 % Hunner: 0,35 + 20 % Hunner: 0,65 + 20 %

trentlige védvaegt (g) Hanner: 2,5 £ 20 % Hanner: 0,35 = 20 % Hanner: 0,4 £ 20 %

13. Antal fisk pr. testbe- | 6 (2 hanner og 4 hunner) 10 (5 hanner og 5 hunner) | 10 (5 hanner og 5 hunner)

holder

14. Antal behandlinger | = 3 (plus passende kontrol- | = 3 (plus passende kontrol- | = 3 (plus passende kontrol-
ler) ler) ler)

15. Antal beholdere pr. | Minimum 4 Minimum 2 Minimum 2

behandling
16. Antal fisk pr. test- 16 voksne hunner og 8 10 voksne hunner og 10 10 voksne hunner og 10

koncentration

hanner (4 hunner og 2
hanner i hver replikatbe-
holder)

hanner (5 hunner og 5
hanner i hver replikatbe-
holder)

hanner (5 hunner og 5 han-
ner i hver replikatbeholder)
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17. Fodring Levende eller frosne saltsg- | Saltsekrebs, voksne eller Saltsgkrebs, nauplii, to eller
krebs, voksne eller nauplii, | nauplii, to eller tre gange tre gange om dagen (ad libi-
to eller tre gange om dagen | om dagen (ad libitum), tum), kommercielt tilgaenge-
(ad libitum), kommercielt kommercielt tilgaengeligt ligt foder eller en kombina-
tilgaengeligt foder eller en foder eller en kombination | tion af ovenstdende
kombination af oven- af ovenstdende
stdende
18. Beluftning Ingen, medmindre DO-kon- | Ingen, medmindre DO-kon- | Ingen, medmindre DO-kon-
centration falder under centration falder under centration falder under 60 %
60 % luftmaetning 60 % luftmaetning luftmetning
19. Fortyndingsvand Rent overflade- eller brend- | Rent overflade- eller brend- | Rent overflade- eller brond-
vand, rekonstitueret vand vand, rekonstitueret vand vand, rekonstitueret vand el-
eller afkloret ledningsvand | eller afkloret ledningsvand | ler afkloret ledningsvand
20. Pree-eksponeringspe- | 7 dage anbefales 7 dage anbefales 7 dage anbefales
riode
21. Varighed af ekspone- | 21 dage 21 dage 21 dage
ring for kemikaliet
22. Biologiske ende- overlevelse overlevelse overlevelse
punkter adfeerd adfeerd adfeerd
sek. konskarakteristika sek. konskarakteristika VTG
VTG VTG
23. Testgodkendelse Oplest ilt > 60 % af maet- | Oplost ilt > 60 % af maet- | Oplost ilt > 60 % af meaet-

ning; gennemsnitlig tempe-
ratur pd 25 °C £ 2 °C;

90 % overlevelse for fisk i
kontrollerne; mélte testkon-
centrationer inden for 20 %
af de gennemsnitlige malte
vardier pr. behandlingsni-
veau.

ning; gennemsnitlig tempe-
ratur pd 24 °C £ 2 °C;

90 % overlevelse for fisk i
kontrollerne; mélte testkon-
centrationer inden for 20 %
af de gennemsnitlige malte
vardier pr. behandlingsni-
veau.

ning; gennemsnitlig tempera-
tur pd 26 °C £ 2°C; 90 %
overlevelse for fisk i kontrol-
lerne; malte testkoncentratio-
ner inden for 20 % af de
gennemsnitlige mélte veerdier
pr. behandlingsniveau.
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Tilleg 3

Kemiske egenskaber for acceptabelt fortyndingsvand

Komponent KONCENTRATIONER
Partikler <20 mg/l
Totalt organisk kulstof <2 mg/l
Ikke-ioniseret ammoniak <1 pgfl

Residualt chlor

<10 pgfl

Organiske phosphorpesticider i alt

Chlorerede organiske pesticider i alt + polychlorbiphenyler

<50 pgfl

Total organisk chlor

/
< 50 pgfl
/
/

<25 ng/l
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Tilleg 4A

Gydningssubstrat til zebrafisk

Gydningsbakke: instrumentbakke af glas, f.eks. 22 x 15 x 5,5 cm (I x b x d), dekket med et aftageligt rustfrit
metalgitter (maskebredde 2 mm). Gitteret bor dakke instrumentbakkens dbning pa et niveau under kanten.
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Gydningssubstratet fastgores pd gitteret. Det skal fungere som en struktur, fisken kan beveage sig ind i. Syntetiske
akvarieplanter fremstillet af gront plastmateriale er fieks. egnede (NB: eventuel adsorption af testkemikaliet til
plastmaterialet bar overvejes). Plastmaterialet bor vare udvasket i et tilstraekkeligt volumen varmt vand, til at sikre at
ingen kemikalier kan afgives til testvandet. Ved brug af glasmaterialer sikres det, at fiskene hverken skades eller sidder
fast i forbindelse med deres kraftige aktivitet.

Afstanden mellem bakken og glaspladen ber vere mindst 3 cm, for at sikre at gydningen ikke sker uden for bakken.
De xg, der lagges pd bakken, falder gennem gitteret og kan udtages 45-60 min. efter belysningens start. De
gennemsigtige @g er ikke-klaebende og kan let talles med tvaergdende lys. Nar der bruges fem hunner pr. beholder,
kan et antal &g pd op til 20 om dagen betragtes som lavt, op til 100 som middel og over 100 som haijt.
Gydningsbakken fjernes, &ggene indsamles, og gydningsbakken anbringes i testbeholderen igen, enten sé sent som
muligt om aftenen eller meget tidligt om morgenen. Bakken skal anbringes senest efter en time, da gydningssubstratet
ellers kan fordrsage individuel parring og gydning pd et usadvanligt tidspunkt. Hvis situationen kraever, at
gydningsbakken anbringes senere, skal det ske mindst ni timer efter belysningens start. P4 dette sene tidspunkt pa
dagen induceres gydning ikke leengere.
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Tilleg 4B

Gydningssubstrat til tykhovedet elritse

To eller tre kombinerede gydningsfliser og bakker af plast/keramik/glas eller rustfrit stal anbringes i hvert testkammer
(f.eks. 80 mm lang grd halvcirkelformet rende pd en 130 mm lang bakke med kanter) (se billede). Korrekt torrede
PVC-fliser eller keramikfliser har vist sig at veere egnede til at modtage et gydningssubstrat (Thorpe et al., 2007).

Det anbefales, at fliserne slibes for at fremme adhzsion. Bakken ber desuden afskarmes for at hindre fiskenes adgang
til de nedfaldne ag, medmindre det har vist sig, at ag klaber til det anvendte gydningssubstrat.

Bunden er udformet, sd den indeholder eventuelle g, der ikke klaber til flisens overflade og derfor falder ned i
bunden af beholderen (eller de ag, der leegges direkte pd den flade plastbund). Alt gydningssubstrat ber udvaskes i
mindst 12 timer i fortyndingsvand inden brug.

LITTERATUR

K. L. Thorpe, R. Benstead, T. H. Hutchinson og C. R. Tyler (2007), An optimised experimental test procedure for
measuring chemical effects on reproduction in the fathead minnow, Pimephales promelas, Aquatic Toxicology, 81, 90-
98.
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Tilleg 5A

Vurdering af sekundare kenskarakteristika hos tykhovedet elritse med henblik pd pavisning af
visse hormonforstyrrende kemikalier

Oversigt

Potentielt vigtige udseenderelaterede karakteristika hos voksne fisk af arten tykhovedet elritse i test til pdvisning af
hormonforstyrrende stoffer omfatter kropsfarve (lys/mork), farvemenstre (tilstedevarelse eller fravaer af lodrette
band), kropsform (hoved- og brystomrade, udvidet abdomen) og specifikke sekundare kenskarakteristika (antal og
storrelse af legevorter, storrelse af nakkefremspring og @gleegningsorgan).

Legevorter befinder sig pd hovedet (nakkefremspringet) hos formeringsaktive tykhovedet elritse-hanner og er
seedvanligvis arrangeret i et bilateralt symmetrisk menster (Jensen et al., 2001). Hunner og afkom af hanken og
hunken i kontrollerne udvikler ikke vorter (Jensen et al., 2001). Der kan vere op til otte individuelle vorter omkring
hannernes gjne og mellem naseborene. Det storste antal og de sterste vorter befinder sig i to parallelle linjer
umiddelbart under naseborene og omkring munden. Hos mange fisk er der grupper af vorter under underkaben;
dem, der er tettest pd munden, forekommer som regel som et enkelt par, mens sattet tattere pd bugen kan bestd af
op til fire vorter. Det faktiske antal vorter er sjeldent hejere end 30 (interval: 18-28; Jensen et al, 2001). De
fremherskende vorter (for sé vidt angdr antal) er til stede som en enkelt, relativt rund struktur med en hgjde omtrent
svarende til radius. De fleste formeringsaktive hanner har ogsd, i det mindste nogle, vorter, som er sé forstorrede og
fremtraedende, at de ikke kan skelnes som individuelle strukturer.

Visse typer hormonforstyrrende kemikalier kan fordrsage abnormal forekomst af visse sekundere kenskarakteristika
hos det modsatte keon; androgenreceptoragonister, sdsom methyltestosteron-17f eller trenbolon-17f, kan f.eks. fa
tykhovedet elritse-hunner til at udvikle legevorter (Smith, 1974; Ankley et al., 2001; 2003), mens gstrogenreceptora-
gonister kan mindske antallet eller storrelsen af legevorter hos hanner (Miles-Richardson et al., 1999; Harries et al.,
2000).

Nedenfor beskrives karakteriseringen af legevorter hos tykhovedet elritse baseret pd fremgangsmader brugt i U.S.
Environmental Protection Agencys laboratorium i Duluth, MN. Specifikke produkter ogfeller specifikt udstyr kan
erstattes med tilgaengelige sammenlignelige alternativer.

Observation opnds bedst med et forstorrelsesglas med lys eller et 3X-dissektionsmikroskop med lys. Observer fisken
fra ryggen og med forenden fremad (hoved mod objektiv).

a) Anbring fisken i en lille petriskal (f.eks. 100 mm i diameter) med forenden fremad og bugen nedad. Fokuser med
segeren for at identificere vorterne. Rul forsigtigt og langsomt fisken fra side til side for at identificere omrader
med vorter. Tzl og vurder vorterne.

b) Gentag observationen for den ventrale overflade af hovedet ved at anbringe fisken pd ryggen med forenden
fremad i petriskdlen.

¢) Observationer skal veere afsluttet inden for to minutter pr. fisk.

Telling og vurdering af vorter

Der er identificeret seks omréder for vurdering af tilstedeverelsen og udviklingen af vorter hos voksen tykhovedet
elritse. Der er udviklet en model for kortleegning af placering af og antal vorter (se sidst i dette tilleg). Antallet af
vorter registreres, og deres storrelse kan kvantitativt vurderes som folger: 0 — fravarende, 1 — tilstedevarende, 2 —
forsterret og 3 — udtalt for hver organisme (figur 1).

Score 0 — fraveer af vorter. Score 1 — tilstedeverelse af vorter; identificeres som vorter med et enkelt punkt, hvis
hejde stort set svarer til dets radius (diameter). Score 2 — forstorret vorte; identificeres som vav, der ligner en
asterisk, normalt med en stor radial base med fordybninger ud fra midten. Vorten er ofte mere forrevet, men kan
undertiden veere en smule afrundet. Score 3 — udtalt vorte; er normalt ret stor og afrundet med mindre defineret
struktur. Vorterne leber nogle gange sammen og danner en enkelt masse i et omrdde eller en kombination af
omrader (B, C og D, beskrevet nedenfor). Farve og menster ligner score 2, men kan veare forholdsvis vilkarligt. Med
dette vurderingssystem opnds normalt en samlet score for vorter pd < 50 hos en normal han i kontroller med 18-20
vorter (Jensen et al., 2001).
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Figur 1

Det faktiske antal vorter kan hos nogle fisk vare storre end antallet af kasser i modellen (tilleg A) for et givet
vurderingsomrdde. Yderligere vurderingstal kan i givet fald markeres i, til hejre for eller til venstre for kassen.
Modellen skal séledes ikke ngdvendigvis vaere symmetrisk. En anden teknik til kortleegning af vorter, som er parret
eller haenger sammen lodret langs mundens vandrette plan, er dobbeltmarkering af to vortevurderingspunkter i en
enkelt kasse.

Kortlaegningsomréder:

A — Vorter omkring ejnene. Kortlagt fra ryg mod bug omkring gjnenes forkant. Almindeligvis flere hos modne
hanner i kontroller, ikke til stede hos hunner i kontroller, generelt parret (en ved hvert gje) eller enkeltvis hos hunner,
der eksponeres for androgener.

B — Vorter mellem nasebor (porer, sensorisk kanal). Normalt i par hos hanner i kontroller ved hgjere udviklings-
niveauer (2 — forstorret eller 3 — udtalt). Ikke til stede hos hunner i kontroller med en vis forekomst og udvikling
hos hunner, der eksponeres for androgener.

C — Vorter umiddelbart foran naseborene, parallelt med munden. Generelt forstorrede eller udtalte hos hanner i
kontroller. Til stede eller forsterrede hos mindre udviklede hanner eller androgenbehandlede hunner.

D — Vorter parallelt langs mundlinjen. Vurderes generelt som udviklede hos hanner i kontroller. Fraverende hos
hunner i kontroller, men til stede hos hunner, der eksponeres for androgener.

E — Vorter pd underkaben, tet pd munden, normalt smé og sedvanligvis i par. Varierende hos hanner i kontroller
eller behandlede hanner og hos behandlede hunner.

F — Vorter ventralt i forhold til E, normalt smd og i par. Tilstedevarende hos hanner i kontroller og hos hunner, der
eksponeres for androgener.
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Vortemodel Numerisk score
ID 1 — tilstedevaerende
Dato 2 — forstorret
Score i alt 3 — udtalt
A X1 X1 X1 X1
B X1 X1 X1 X1
X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
D X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
E X1 X1
F X1 X1 X1 X1
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Tilleg 5b

Vurdering af sekundere keonskarakteristika hos japansk risfisk med henblik pd pavisning af
visse hormonforstyrrende kemikalier

Nedenfor findes en beskrivelse af malingen af papillere strukturer (*), som er de sekundare kenskarakteristika hos
japansk risfisk (Oryzias latipes).

(*) Papilleere strukturer ses normalt kun hos voksne hanner og observeres pé finnestriler fra den anden til den
syvende eller ottende talt fra den bageste ende af gatfinnen (figur 1 og 2). Strukturerne forekommer dog sjeldent
pd den forste finnestrdle fra den bageste ende af gatfinnen. Denne standardprocedure omfatter méling af
strukturer pd den forste finnestrdle (i denne standardprocedure henviser finnestrdlenummeret til rackkefolgen fra
den bageste ende af gatfinnen).

1)  Efter udskeering af leveren (tilleg 6) anbringes kadaveret i et konisk rer, som indeholder ca. 10 ml 10 %
neutralt bufret formalin (opad: hoved, nedad: hale). Hvis kenskirtlen er fikseret i andet end 10 % neutralt bufret
formalin, foretages et tveersnit pd tvers af kadaveret mellem den forreste del af gatfinnen og anus med en
skalpel, idet det omhyggeligt undgés at skade kensibningen og selve kenskirtlen (figur 3). Anbring kraniesiden
af fiskekroppen i fikseringsoplesningen for at praservere kenskirtlen og halesiden af fiskekroppen i 10 %
neutralt bufret formalin som beskrevet ovenfor.

2)  Nar fiskekroppen er anbragt i 10 % neutralt bufret formalin, gribes den forreste del af gatfinnen med en pincet
og holdes bgjet i omkring 30 sekunder for at holde gatfinnen &ben. Nér gatfinnen gribes med pincetten, tager
man forsigtigt fat i nogle fa finnestraler i den forreste del for ikke at ridse de papillere strukturer.

3)  Nar gatfinnen har varet holdt &ben i omkring 30 sekunder, opbevares fiskekroppen i 10 % neutralt bufret
formalin ved stuetemperatur indtil maling af de papillere strukturer (maling ber foretages efter fiksering i
mindst 24 timer).

Miling

1)  Nér fiskekroppen har veeret fikseret i 10 % neutralt bufret formalin i mindst 24 timer, opsamles fiskekadaveret
fra det koniske rer, og formalinet torres af med filterpapir (eller en papirserviet).

2)  Anbring fisken med abdomen opad. Afsker derefter forsigtigt gatfinnen med en lille dissektionssaks (det
foretrackkes, at en smule pterygiophor afskares sammen med gatfinnen).

3)  Grib den forreste del af den afskdrne gatfinne med en pincet, og anbring den pd en glasplade med flere draber
vand. Dk derefter gatfinnen med et dakglas. Det er vigtigt ikke at ridse de papilleere strukturer, nir man griber
gatfinnen med pincetten.

4)  Tel antallet af ledskiver med papilleere strukturer ved hjelp af talleren i et biologisk mikroskop (opretstdende
mikroskop eller omvendt mikroskop). De papilleere strukturer genkendes, nér en lille formation af strukturer er
synlig pd bagkanten af ledskiven. Registrer antallet af ledskiver med papillere strukturer i hver finnestrdle pad
arbejdsarket (f.eks. forste finnestrile: 0, anden finnestrale: 10, tredje finnestrdle: 12 osv.), og indtast summen i
Excel-arket for hver fisk. Tag om nedvendigt et billede af gatfinnen, og tel antallet af ledskiver med papillere
strukturer pé billedet.

5)  Efter mélingen anbringes gatfinnen i det koniske rer, der er beskrevet i (1), og opbevares.
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Figur 1.

Diagram, der viser kensforskelle i gatfinnens form og sterrelse. A, han; B, hun. T. B. Oka (1931), On the
processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish, J. Fac. Sci.,
Tokyo Univ., IV, 2: 209-218.

Figur 2.

A — Strukturer pd gatfinnes ledskiver. J.P. (joint plate): ledskive; A.S. (axial space): aksial afstand; P.

(process): struktur. B — Finnestriles distale ekstremitet. Actinotrichia (Act.) er pd spidsen. T. B. Oka (1931),

On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish, . Fac.
Sci., Tokyo Univ,, IV, 2: 209-218.

Figur 3.

Billede af fiskekrop, der viser det sted, hvor der skal skeres, nir kenskirtlen er fikseret i en anden

fikseringsoplesning end 10 % neutralt bufret formalin. I givet fald afskeres den resterende del af kroppen

mellem den forreste del af gatfinnen og anus med en skalpel (rod streg). Hovedsiden af fiskens krop

anbringes i fikseringsoplesningen til kenskirtlen, og halesiden af fiskekroppen anbringes i 10 % neutralt
bufret formalin.

cur sie
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Tilleg 6

Anbefalede procedurer for preveudtagning til vitellogeninanalyse

Det sikres, at der ikke forekommer krydskontamination mellem VTG-prover fra hanner og hunner.

Fremgangsmdde 1A: Tykhovedet elritse, indsamling af blod fra halevenen/-arterien

Efter bedevelse afskares haleroden delvist med en skalpel, og blod indsamles fra halevenen/-arterien med et
hepariniseret mikrohamatokrit-kapillerrer. Nar blodet er indsamlet, isoleres plasma hurtigt ved centrifugering i 3
minutter ved 15 000 g (eller alternativt i 10 minutter ved 15 000 g ved 4 °C). Om ensket kan hamatokritprocenten
bestemmes efter centrifugering. Plasmadelen fjernes derefter fra mikrohematokritreret og opbevares i et
centrifugeglas med 0,13 enheder aprotinin (en proteaseinhibitor) ved — 80 °C, indtil vitellogenin kan bestemmes.
Afhengigt af sterrelsen af den tykhovedede elritse (som er kensbestemt) kan der generelt indsamles et
plasmavolumen pé 5-60 mikroliter pr. fisk (Jensen et al., 2001).

Fremgangsmide 1B: Tykhovedet elritse, indsamling af blod fra hjertet

Alternativt kan blod indsamles ved hjertepunktur med en hepariniseret kanyle (1 000 enheder heparin pr. ml). Blodet
overferes til Eppendorf-rer (holdt pé is) og centrifugeres (5 min., 7 000 g, stuetemperatur). Plasmaet overfores til
rene Eppendorf-rer (i alikvoter, hvis plasmavolumenet tillader det) og nedfryses omgdende ved — 80 °C, indtil det skal
analyseres (Panter et al., 1998).

Fremgangsmdde 2A: Japansk risfisk, udskeering af leveren hos japansk risfisk

Fjernelse af testfisken fra testkammeret
(1) Testfisk fjernes fra testkammeret med et lille fiskenet. Undga at tabe testfisken ned i andre testkamre.

(2) Testfisk skal principielt fjernes i folgende rakkefelge: kontrol, oplasningsmiddelkontrol (ndr det er relevant),
laveste koncentration, middelkoncentration, hgjeste koncentration og positiv kontrol. Derudover ber alle hanner
fjernes fra et testkammer, for de resterende hunner fjernes.

(3) Hver testfisks ken identificeres ud fra ydre sekundare kenskarakteristika (f.eks. gatfinnens form).

(4) Anbring testfisken i en transportbeholder, og beer den til arbejdsstationen med henblik pd udskering af leveren.
Kontroller, at etiketterne pa testkammeret og transportbeholderen er korrekte, og at antallet af fisk, der er blevet
fjernet fra testkammeret, og antallet af fisk, som er tilbage i testkammeret, er som forventet.

(5) Hvis kennet ikke kan identificeres ud fra fiskens ydre udseende, fjernes alle fisk fra testkammeret. I givet fald
identificeres kennet ved observation af kenskirtlen eller sekundere kenskarakteristika under stereoskopisk
mikroskop.

Udskearing af leveren
(1) Overfor testfisken fra transportbeholderen til oplesningen med anastetikum ved hjeelp af det lille fiskenet.

(2) Nar testfisken er bedevet, overfores den til filterpapir (eller en papirserviet) med en almindelig pincet. Nér
testfisken gribes, bruges pincetten til at tage fat pa hver side af hovedet, sd halen ikke gér i stykker.

(3) Ter vandet af testfiskens overflade med filterpapiret (eller papirservietten).

(4)  Anbring fisken med abdomen opad. Foretag derefter et lille tveersnit halvvejs mellem den ventrale nakkeregion
og den midterste del af bugen med en dissektionssaks.
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(10)

(11)
12)

(13)

(14)

(15)
(16)
17)

(18)

Indfer dissektionssaksen i det lille snit, og foretag et snit i abdomen fra et punkt bag galleklappen til den
forreste del af anus langs abdomens midterlinje. Dissektionssaksen mé ikke fores for dybt ind, da man risikerer
at skade leveren og kenskirtlen.

Foretag folgende operationer under et stereoskopisk mikroskop.
Anbring testfisken med abdomen opad pé papirservietten (petriskal af glas eller objektglas er ogsd en mulighed).

Udvid bughulens vagge med en pracisionspincet, og blotleg de indre organer. Det er ogsd acceptabelt om
nedvendigt at blotleegge de indre organer ved at fjerne den ene side af bughulevaeggen.

Blotleeg den forbundne del af leveren og galdeblaeren med en anden precisionspincet. Grib galdegangen, og
afskeer galdeblaeren. Serg for ikke at edelegge galdebleeren.

Grib spisereret, og afsker mave-tarm-kanalen fra leveren pad samme méde. Serg for, at indholdet i mave-tarm-
kanalen ikke flyder ud. Afsker den bageste del af mave-tarm-kanalen fra anus, og fjern kanalen fra bughulen.

Fjern fedtmassen og andet vaev fra leverens periferi. Serg for ikke at ridse leveren.
Grib omradet ved den hepatiske portal med en pracisionspincet, og fjern leveren fra bughulen.

Anbring leveren pa objektglasset. Eventuelt yderligere fedt og udefrakommende vev (f.eks. laget omkring bugen)
fjernes fra leverens overflade.

Mal leverens veegt med et 1,5 ml mikrorer som tara med en elektronisk analysevagt. Registrer vardien pa
arbejdsarket (afleesning: 0,1 mg). Bekreaft identifikationsinformationen p& mikrorerets etiket.

Luk laget pa det mikrorer, der indeholder leveren. Opbevar det pa et kolestativ (eller isstativ).
Efter udskaeringen af en lever rengeres dissektionsinstrumenterne eller erstattes med rene instrumenter.
Fjern leverne fra alle fiskene i transportbeholderen som beskrevet ovenfor.

Nér leverne er skdret ud af alle fisk i transportbeholderen (dvs. alle hanner eller hunner i et testkammer),
anbringes alle leverprover i et reagensglasstativ med en identifikationsetiket og opbevares i en fryser. Nar
leverne gives til forbehandling kort efter udskeeringen, beares proverne til den neaste arbejdsstation péd et
kolestativ (eller isstativ).

Efter udskeering af leveren kan fiskekadaveret anvendes til maling af sekundare kenskarakteristika.

Prove

Opbevar leverprover udtaget fra testfisken ved < — 70 °C, hvis de ikke bruges til forbehandling kort efter
udskaringen.

Figur 1

Der foretages et snit lige foran brystfinnerne med en saks.
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Der foretages et snit langs midterlinjen af abdomen til et punkt ca. 2 mm foran anus.

Figur 2

Figur 3

bugvaggene op lateralt).

Figur 4

Leveren dissekeres stumpt og udtages med pincet.
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Bugvaggene spredes med pincet for at blotlegge leveren og andre indre organer. (Alternativt heftes
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Figur 5

Indvoldene tages forsigtigt ud med pincet.

Figur 6

Begge ender af indvoldene og eventuelle tilknyttede mesenteriske strukturer afskaeres med saks.

Figur 7 (hun)

Proceduren er identisk for hundyr.
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Figur 8

Den afsluttede procedure.

Fremgangsmdde 2B: Japansk risfisk (Oryzias latipes), forbehandling af lever med henblik pd vitelloge-
ninanalyse

Tag kolben med homogenatbuffer fra ELISA-kittet, og afkel den med knust is (oplesningens temperatur: < 4 °C). Hvis
der bruges homogenatbuffer fra EnBio ELISA-systemet, optes oplesningen ved stuetemperatur, og kolben afkeles
med knust is.

Beregn volumenet af homogenatbuffer til leveren pd grundlag af dens vagt (tilseet 50 pl homogenatbuffer pr. mg
lever for homogenat). Hvis leveren f.eks. vejer 4,5 mg, skal der bruges 225 pl homogenatbuffer til leveren. Udarbejd
en liste over homogenatbuffervolumen for alle levere.

Klargering af leveren til forbehandling
(1) Tag 1,5 ml-mikroreret, der indeholder leveren, ud af fryseren umiddelbart inden forbehandlingen.

(2) Forbehandling af leveren fra hanner ber foretages for forbehandlingen af leveren fra hunner for at forhindre
vitellogeninkontaminering. Forbehandlingen til testgrupperne ber desuden foregd i folgende rakkefolge: kontrol,
oplesningsmiddelkontrol (ndr det er relevant), laveste koncentration, middelkoncentration, hgjeste
koncentration og positiv kontrol.

(3) Antallet af 1,5 ml-mikrorer, som indeholder leverprover taget fra fryseren, ma péd et givet tidspunkt ikke
overstige det antal, der kan centrifugeres pd det pageeldende tidspunkt.

(4) Arranger 1,5 ml-mikrorgrene med leverproverne i samme rakkefolge som prevenummeret pé isstativet (det er
ikke ngdvendigt at opte leveren).

Udferelse af forbehandlingen
1. Tilsetning af homogeniseringsbufferen

(1) Se péd listen, hvilket homogenatbuffervolumen der skal bruges til en specifik leverprove, og juster
mikropipetten (volumeninterval: 100-1 000 pl) til det rette volumen. Sat en ren spids pd mikropipetten.

(2) Tag homogenatbufferen fra reagensglasset, og tilset bufferen til 1,5 ml-mikroreret med leveren.

(3) Tilset homogenatbuffer til alle 1,5 ml-mikrorer med lever i henhold til ovennavnte procedure. Det er ikke

nedvendigt at sette en ny spids pd mikropipetten. Hvis spidsen er kontamineret eller mistaenkes for at vere
det, skal den dog udskiftes.
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2. Homogenisering af leveren

(1)

(2)

Sat en ny steder pd homogenisatoren med henblik pd homogenisering.

Indfer stederen i 1,5 ml-mikroreret. Hold homogenisatoren, sledes at leveren presses mellem staderens
overflade og mikrorerets indervag.

Kor homogenisatoren i 10-20 sekunder. Afkel mikrorgret med knust is under operationen.

Loft staderen op af mikroreret, og hold den stille i omkring ti sekunder. Undersgg derefter suspensionens
tilstand visuelt.

Hvis stykker af lever observeres i suspensionen, gentages trin (3) og (4) for at fremstille et tilfredsstillende
leverhomogenat.

Afkol det opslemmede leverhomogenat pd isstativet indtil centrifugering.
Udskift stederen for hvert homogenat.

Homogeniser alle levere med homogenatbuffer i henhold til ovennavnte procedure.

3. Centrifugering af det opslemmede leverhomogenat

(1)

(2)

Kontroller, at temperaturen i det afkelede centrifugekammer er pd < 5 °C.

Indsaet 1,5 ml-mikrorgrene med det opslemmede leverhomogenat i den afkelede centrifuge (juster om
nedvendigt balancen).

Centrifuger det opslemmede leverhomogenat ved 13 000 g i 10 min. ved < 5 °C. Hvis supernatanterne er
tilstreekkeligt separeret, kan centrifugalkraften og tiden dog justeres efter behov.

Efter centrifugeringen kontrolleres det, at supernatanterne er tilstraekkeligt separeret (overflade: fedtstoffer,
mellemlag: supernatant, nederste lag: levervav). Hvis separationen ikke er tilstrackkelig, centrifugeres
suspensionen igen under samme betingelser.

Fjern alle prover fra den afkelede centrifuge, og arranger dem i samme rakkefolge som prevenummeret pa
isstativet. Sorg for ikke at resuspendere de enkelte separerede lag efter centrifugeringen.

4. Indsamling af supernatanten

(1)

(2)

Anbring fire 0,5 ml-mikrorer til opbevaring af supernatanten i reagensglasstativet.

Indsaml 30 pl af hver supernatant (separeret som det mellemliggende lag) med mikropipetten, og fyld det i
et 0,5 ml-mikrorer. Serg for ikke at indsamle fedtstoffet pa overfladen eller levervaevet i det nederste lag.

Indsaml supernatanten, og fyld den i to andre 0,5 ml-mikrorgr pd samme médde som beskrevet ovenfor.

Indsaml resten af supernatanten med mikropipetten (om muligt: > 100 pl). Fyld derefter supernatanten i det
sidste mikrorer. Serg for ikke at indsamle fedtstoffet pd overfladen eller levervavet i det nederste lag.

Luk mikrorerets 1dg, og angiv supernatantens volumen pé etiketten. Afkel derefter straks mikrorgrene pé
isstativet.

Sat en ny spids pd mikropipetten for hver supernatant. Hvis en stor mangde fedtstoffer swtter sig fast i
spidsen, skal den straks udskiftes, for at forhindre at leverekstraktet kontamineres med fedtstoffet.
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(7)  Fordel hele den centrifugerede supernatant i fire 0,5 ml-mikrorer i henhold til ovennavnte procedure.

(8) Nar supernatanten er fordelt i mikrorgrene, anbringes de alle i reagensglasstativet med identifikationse-
tiketten og nedfryses straks. Hvis VTG-koncentrationerne méles umiddelbart efter forbehandlingen, holdes et
af mikrorerene (som indeholder 30 pl supernatant) afkelet i reagensglasstativet og overfores til den
arbejdsstation, hvor ELISA-assayet udferes. I givet fald anbringes de resterende mikrorer i reagensglas-
stativerne og fryses i fryseren.

(9) Nar supernatanten er indsamlet, kasseres remanensen med det samme.

Opbevaring af preven

Opbevar mikrorerene med supernatanten fra leverhomogenatet ved < -70 °C, indtil de skal bruges til ELISA-assayet.

Fremgangsmdde 3A: Zebrafisk, indsamling af blod fra halevenen/-arterien

Umiddelbart efter bedevelse afskeres haleroden pd tvers, og blod indsamles fra halevenen/-arterien med et
hepariniseret mikrohseematokrit-kapilleerrer. Blodvolumenerne er 5-15 pl athaengigt af fiskens sterrelse. Et tilsvarende
volumen aprotininbuffer (6 pgml i PBS) tilsettes til mikrokapillerreret, og plasma separeres fra blodet ved
centrifugering (fem minutter ved 600 g). Plasma indsamles i testrorene og opbevares ved -20 °C, indtil de skal
analyseres for vitellogenin eller andre proteiner af interesse.

Fremgangsmide 3B: Zebrafisk, indsamling af blod ved hjertepunktur

For at undgd koagulering af blod og nedbrydning af protein indsamles preverne i phosphatbufret saltvand (PBS), som
indeholder heparin (1 000 enheder/ml) og proteaseinhibitoren aprotinin (2 TIU/ml). Det anbefales at bruge
ammonium-heparinsalt og lyofiliseret aprotinin som bestanddele i bufferen. Det anbefales at bruge en kanyle (1 ml)
med en fast tynd ndl (f.eks. Braun Omnikan-F) til blodpreveudtagning. Kanylen ber pd forhdnd vaere péfyldt buffer
(ca. 100 pl) for helt at eluere de sma volumener blod fra hver fisk. Blodpreverne udtages ved hjertepunktur. Forst
bedoves fisken med MS-222 (100 mg/l). Ved det rette anestesiniveau kan brugeren identificere zebrafiskens
hjerteslag. Under hjertepunktur holdes kanylens stempel under svagt tryk. Der kan indsamles 20-40 mikroliter blod.
Efter hjertepunktur fyldes blod/buffer-blandingen i reagensglasset. Plasma separeres fra blodet ved centrifugering (20
min.; 5 000 g) og opbevares ved — 80 °C, indtil det skal analyseres.

Fremgangsmide 3C: Standardprocedure: Zebrafisk, homogenisering af hoved og hale

(1) Fiskene bedgves og aflives i overensstemmelse med testbeskrivelsen.
(2) Hoved og hale skeres af fisken i overensstemmelse med figur 1.

Bemark: Alle dissektionsinstrumenter og skeerebraettet skylles og renggres grundigt (f.eks. med 96 % ethanol) mellem
handtering af hver enkelt fisk for at forebygge »vitellogeninforurening« fra hunner eller inducerede hanner til ikke-
inducerede hanner.

Figur 1

Til VTG-analyse Til kenskirtelhistologi ~ Til VTG-analyse
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(3) Den samlede vagt af hoved og hale fra hver fisk méles til nermeste mg.

(4) Nar delene er vejet, anbringes de i passende ror (f.eks. 1,5 ml eppendorf) og nedfryses ved — 80 °C indtil
homogenisering eller homogeniseres direkte pa is med to plastpistiller. (Der kan bruges andre metoder, hvis de
anvendes pd is og resulterer i en homogen masse). Bemark: Rorene nummereres korrekt, s fiskens hoved og
hale kan knyttes til deres respektive kropssektion, der benyttes til histologisk undersagelse af kenskirtlerne.

(5) Naér der er opndet en homogen masse, tilsettes en mangde iskold homogeniseringsbuffer (*) pd 4 gange
vaevsvaegten. Arbejd til stadighed med pistillerne, indtil blandingen er homogen. Vigtigt: Der bruges nye pistiller
til hver fisk.

(6) Proverne laegges pd is indtil centrifugering ved 4 °C ved 50 000 x g i 30 min.

(7) Anvend en pipette til at fordele portioner a 20 pl supernatant i mindst to rer ved at dyppe spidsen af pipetten
ned under fedtlaget pa overfladen og omhyggeligt suge supernatanten op uden dele af hverken fedt eller pellets.

(8) Rerene opbevares ved — 80 °C indtil brug.

(*) Homogeniseringsbuffer:
— (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 % proteaseinhibitorblanding (Sigma)): 12 mM Tris-HCl pH 7,4 + 120 pl
proteaseinhibitorblanding.
— TRIS: TRIS-ULTRA PURE (ICN), f.eks. fra Bie & Berntsen, Danmark.
— Proteaseinhibitorblanding: Fra Sigma (til pattedyrvav), produktnummer P 8340.
— Bemerk: Homogeniseringsbufferen skal anvendes samme dag, som den er fremstillet. Anbringes pd is under
brug.
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Tilleg 7

Vitellogeninspikede prover og referencestandard for assayet

Pd hver dag, hvor der gennemferes vitellogeninassay, analyseres en spiket prove, der fremstilles med en reference-
standard for assayet. Det vitellogenin, der bruges til at fremstille referencestandarden for assayet, vil vere fra et andet
parti end det, der bruges til at fremstille kalibrereringsstandarder for det udferte assay.

Den spikede prove fremstilles ved at tilsatte en kendt mangde af standarden for assayet til en prove af plasma fra
hanner i kontrollerne. Proven spikes til en vitellogeninkoncentration pd 10-100 gange den forventede vitellogenin-
koncentration for hanner i kontrollerne. Den spikede prove af plasma fra hanner i kontrollerne kan vere fra en
enkelt fisk eller en kombination af flere fisk.

En underprove af ikke-spiket plasma fra hanner i kontrollerne analyseres i mindst to brende. Den spikede prove
analyseres ogsd i mindst to brende. Den gennemsnitlige mangde vitellogenin i de to ikke-spikede prover af plasma
fra hanner i kontrollerne lagges til den beregnede mangde vitellogenin, der tilsettes til proverne for at bestemme en
forventet koncentration. Forholdet mellem denne forventede koncentration og den madlte koncentration registreres i
rapporten sammen med resultaterne af hvert set assay gennemfort pd den pigeldende dag.



Tilleg 8

Beslutningsflowdiagram til statistisk analyse
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C.38. AMPHIBIAN METAMORPHOSIS ASSAY

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 231 (2009). Behovet for at udvikle og validere et assay,
der kan opspore kemikalier, som er aktive i hvirveldyrarters skjoldbruskkirtelsystem, udspringer af bekymringer
for, at kemikaliekoncentrationer i miljoet kan vare til skade for bdde mennesker og dyre- og planteliv. I 1998
indledte OECD en hgijt prioriteret aktivitet, der havde til formal at revidere de eksisterende TG'er og udvikle nye
TG'er for screening og test af potentielle hormonforstyrrende stoffer. Et element i aktiviteten var at udvikle en
TG for screening af kemikalier, som pévirker hvirvellgse dyrearters skjoldbruskkirtelsystem. Der er stillet forslag
om savel en styrkelse af testen for toksicitet ved gentagen dosering (28 dage, oral) hos gnavere (kapitel B.7 i
dette bilag) som en metamorfoseundersggelse hos amfibier, Amphibian Metamorphosis Assay (AMA). Den
forbedrede metode B.7 gennemgik validering, og der er forelagt en revideret testmetode. Amphibian
Metamorphosis Assay (AMA) gennemgik et omfattende valideringsprogram, der omfattede undersogelser inden
for og mellem laboratorier, og hvor assayets relevans og palidelighed blev pévist (1, 2). Efterfolgende foretog et
panel af uafthangige eksperter et peer-review af valideringen af assayet (3). Testmetoden er resultatet af
erfaringerne fra valideringsundersegelserne med henblik pd pavisning af thyreoideaaktive kemikalier og af
arbejde udfort andre steder i OECD-medlemslandene.

PRINCIP FOR TESTEN

2. Amphibian Metamorphosis Assay (AMA) er et screeningassay, som har til formdl at foretage en empirisk
afdakning af kemikalier, der kan forstyrre hypothalamus-hypofyse-thyreoideaaksens normale funktion (HPT-
aksen). AMA er en generel model for hvirveldyr, i det omfang det er baseret pd HPT-aksens bevarede strukturer
og funktioner. Det er et vigtigt assay, fordi padders metamorfose viser en velundersggt thyreoideaathengig
proces, der reagerer pd kemikalier, som pévirker HPT-aksen, og det er det eneste eksisterende assay, der paviser
aktivitet i skjoldbruskkirtlen hos et dyr under morfologisk udvikling.

3. Det generelle forsegsdesign betyder, at 51 Xenopus laevis-haletudser eksponeres for minimum tre forskellige
koncentrationer af et testkemikalie og en fortyndingsvandkontrol i 21 dage. Der foretages fire replikater af hver
testbehandling. Larvetatheden ved testens start er 20 haletudser pr. testbeholder for alle behandlingsgrupper. De
observationsmeassige endepunkter er baglemslengde, lengde fra snude til gat, udviklingstrin, vadveegt,
histologisk undersagelse af skjoldbruskkirtlen og daglige observationer af dedelighed.

BESKRIVELSE AF METODEN
Testarter

4.  Xenopus laevis dyrkes rutinemessigt i laboratorier over hele verden og kan let fis fra kommercielle
leveranderer. Reproduktion kan let induceres hos denne art hele dret ved hjzlp af injektioner med humant
choriongonadotropin (hCG), og de deraf folgende larver kan rutinemessigt opdrettes i et stort antal til valgte
udviklingsstadier, sd det er muligt at bruge stadiespecifikke testprotokoller. Larver, der benyttes i assayet, skal
helst komme fra internt opdraettede voksne individer. Med henblik pd akklimatisering kan ag eller embryoner
alternativt sendes til det laboratorium, der udferer testen, selv om dette ikke er den foretrukne fremgangsmaéde.
Forsendelsen af larver til brug i testen accepteres ikke.

Udstyr og diverse artikler

5. Folgende udstyr og artikler er nedvendige til udferelsen af dette assay:
a) eksponeringssystem (se beskrivelse nedenfor)
b) akvarier af glas eller rustfrit stl (se beskrivelse nedenfor)
¢) ynglebeholdere

d) temperaturkontrolapparater (f.eks. varme- eller kgleanordninger (justerbar til 22 ° £ 1 °C))
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e) termometer

f) binokulert dissektionsmikroskop

g) digitalkamera med en oplesning pd mindst 4 megapixel og mikrofunktion

h) billeddigitaliseringssoftware

i) petriskal (f.eks. 100 x 15 mm) eller gennemsigtigt plastkammer af tilsvarende storrelse
j) analysevaegt til maling med tre decimaler (mg)

k) apparat til maling af oplest ilt

) pH-meter

m) lysintensitetsmaler til méling i lux-enheder

n) diverse glasudstyr og verktgjer til laboratoriebrug

o) justerbare pipetter (10-5 000 pl) eller blandede pipetter af tilsvarende sterrelser

p) testkemikalie i tilstraekkelige mengder til at foretage undersogelsen, helst fra en batch

q) analyseinstrumenter, der er egnede til det testede kemikalie, eller kontraktlige analysetjenester.

Kemisk testbarhed

6. AMA er baseret pd en vandig eksponeringsprotokol, hvorved testkemikaliet indferes i testkamrene via et
gennemstremningssystem. Gennemstremningsmetoder medferer imidlertid begransninger af, hvilke typer
kemikalier der kan testes, hvilket bestemmes af kemikaliets fysisk-kemiske egenskaber. For denne protokol
benyttes, bor der derfor indhentes relevante basisoplysninger om kemikaliet for at afgere testbarheden, og
OECD’s Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures (4) ber
konsulteres. Kendetegn, der viser, at det kan vare vanskeligt at teste kemikaliet i vandige systemer, omfatter:
hgje octanol/vandfordelingskoefficienter (log K ), hej flygtighed, hydrolysefolsomhed og fotolysefolsomhed
under omgivelseslysforhold i laboratoriet. Andre faktorer kan ogsé vere relevante for at fastsla testbarheden og
ber bestemmes i hvert enkelt tilfeelde. Hvis det ikke er muligt at foretage en vellykket test for kemikaliet ved
hjelp af et gennemstromningstestsystem, kan der benyttes et system med statisk udskiftning. Hvis ingen af
systemerne egner sig til testkemikaliet, testes der som standard ikke ved hjalp af denne protokol.

Eksponeringssystem

7. Nar det er muligt, foretrackkes et gennemstrgmningsfortyndersystem frem for et system med statisk udskiftning.
Hvis en af testkemikaliernes fysiske ogfeller kemiske egenskaber ikke er egnet til et gennemstremningsfortyn-
dersystem, kan et alternativt eksponeringssystem (f.eks. statisk udskiftning) benyttes. De af systemets
komponenter, der har vandkontakt, ber vare af glas, rustfrit stil ogfeller polytetrafluorethylen. Egnet plast kan
dog bruges, hvis det ikke skader undersegelsen. Eksponeringsbeholderne bar veare akvarier af glas eller rustfrit
stal udstyret med standrer, som giver et beholdervolumen pé ca. 4,0-10,0 | og en vanddybde pd minimum 10-
15 cm. Systemet ber kunne bere alle eksponeringskoncentrationer og en kontrol med fire replikater pr.
behandling. Gennemstremningshastigheden i hver beholder ber vare konstant i forhold til bide opretholdelsen
af biologiske vilkir og kemisk eksponering (f.eks. 25 ml/min). Behandlingsbeholderne placeres vilkarligt i
eksponeringssystemet med henblik pd at reducere potentielle virkninger af placeringen, bl.a. mindre variationer
i temperatur, lysintensitet osv. Der anvendes fluorescerende lys for at give en lysperiode pa 12 timers lys: 12
timers morke ved en intensitet pd 600-2 000 lux (lumen/m?2) ved vandoverfladen. Vandtemperaturen holdes pa
22 ° £ 1 °C, pH opretholdes mellem 6,5 og 8,5, og koncentrationen af oplest ilt (DO) > 3,5 mg/l (> 40 % af
luftmeetningen) i hver testbeholder. Som minimum méles vandtemperatur, pH og oplest ilt en gang om ugen,
temperaturen skal helst males lobende i mindst en testbeholder. I bilag 1 skitseres de forsegsbetingelser,
hvorunder protokollen udferes. For yderligere oplysninger om fastsettelse af gennemstremningseksponerings-
systemer ogleller systemer med statisk udskiftning henvises til ASTM Standard Guide for Conducting Acute
Toxicity Tests on Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians (5) og generelle toksikologiske
test i vand.
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Vandkyalitet

8.  Der kan anvendes lokalt tilgengeligt vand (f.eks. kildevand eller trekulsfiltreret ledningsvand), som muligger
normal vakst og udvikling af X. laevis-haletudser. Da den lokale vandkvalitet kan variere betydeligt fra det ene
omrade til det andet, ber vandkvaliteten analyseres, iser hvis der ikke foreligger historiske data om, hvorvidt
vandet kan bruges til at opdratte Xenopus. Man skal vaere sarligt opmarksom p4, at vandet ikke indeholder
kobber, chlorin og chloraminer, som alle er giftige for freer og haletudser. Det anbefales yderligere at analysere
vandet for baggrundsverdier af fluor, perchlorater og chlorat (biprodukter ved desinficering af drikkevand), da
alle disse anioner er iodtransportstoffer fra skjoldbruskkirtlen, og heje niveauer af hver af disse anioner kan
forstyrre undersegelsens resultat. Der foretages analyser for pabegyndelse af testen, og testvandet md normalt
ikke indeholde disse anioner.

lIodidkoncentration i testvandet

9. For at fi skjoldbruskkirtlen til at syntetisere TH skal der vare tilstreekkeligt iodid tilgengelig for larverne
gennem en kombination af vandige kilder og kostkilder. I gjeblikket er der ingen empirisk afledte retningslinjer
for minimale iodidkoncentrationer. lodidtilgeengelighed kan dog pévirke skjoldbruskkirtelsystemets
modtagelighed for thyreoideaaktive agenser og er kendt for at modulere skjoldbruskkirtlens basale aktivitet, et
aspekt, som fortjener opmarksomhed ved fortolkning af resultaterne fra den histopatologiske undersogelse af
skjoldbruskkirtlen. Derfor anferes maélte vandige iodidkoncentrationer fra testvandet. P4 grundlag af de
tilgeengelige data fra valideringsundersegelserne har protokollen vist sig at fungere godt, nir iodidkoncentra-
tionerne (I) i testvandet 14 mellem 0,5 og 10 pg/l. Ideelt ber minimumsiodidkoncentrationen i testvandet ligge
pa 0,5 pg/l. Hvis testvandet rekonstitueres pa grundlag af deioniseret vand, tilsattes iodet ved en minimumskon-
centration pd 0,5 pg/l. En eventuel tilsetning af iod eller andre salte til testvandet anferes i rapporten.

Opbevaring af dyrene

Pasning af voksne og avl

10. Pasning af voksne og avl udferes i overensstemmelse med standardretningslinjer, og laseren henvises til
yderligere oplysninger i standardvejledningen for udferelse af Frog Embryo Teratogenesis Assay (FETAX) (6).
Disse standardretningslinjer omfatter et eksempel pd relevante pasnings- og avlsmetoder, men en streng
overholdelse er ikke pakravet. For at inducere avl injiceres (3-5) par voksne hunner og hanner med humant
choriongonadotropin (hCG). Hunner og hanner injiceres med henholdsvis ca. 800 IU-1 000 IU og 600 1U-800
IU hCG oplest i en 0,6-0,9 % saltvandsoplesning. Ynglende par opbevares uforstyrrede og under statiske
betingelser i store beholdere for at fremme amplexus. Bunden af hver ynglebeholder ber have en falsk bund af
rustfrit stél eller plastvav, sd aggemasserne kan falde ned i beholderens bund. Freer, som injiceres sidst pa
eftermiddagen, vil normalt leegge de fleste af deres &g midt pd den folgende formiddag. Efter at en tilstrackkelig
meangde g er frigivet og befrugtet, fiernes de voksne dyr fra ynglebeholderne.

Pasning og udveelgelse af larver

11. Efter at de voksne er fjernet fra ynglebeholderne, indsamles @ggene og vurderes med henblik pa levedygtighed
ved hjlp af en reprasentativ delmengde af embryoner fra alle ynglebeholdere. Den eller de bedste gydninger
(2-3 anbefales for at vurdere kvaliteten af gydningerne) udtages baseret pd embryonernes levedygtighed og
tilstedevarelsen af et tilstrakkeligt antal (minimum 1 500) embryoner. Alle organismer, der anvendes i en
undersggelse, ber stamme fra en enkelt gydning (dvs. at gydningerne ikke ber sammenblandes). Embryonerne
overfores til en stor flad skil, og alle dbenlyst dede eller abnorme &g (se definition i (5)) fjernes ved hjzlp af en
pipette eller gjendrabetaller. De sunde embryoner fra hver af de tre gydninger overfores til tre separate
udkleekningsbeholdere. Fire dage efter at veere blevet placeret i udklaekningsbeholderne udvelges den bedste
gydning baseret pd levedygtighed og udklaekningssucces, og larverne overferes til et passende antal
opdratsbeholdere ved 22 ° + 1 °C. Endvidere flyttes nogle ekstra larver til ekstra beholdere til brug som
erstatninger i tilfelde af dedelighed i opdraetsbeholderne i den ferste uge. Denne fremgangsmade sikrer en
konsistent populationstethed og mindsker dermed de udviklingsmeassige afvigelser inden for kohorten af en
enkelt gydning. Alle opdratsbeholdere suges rene dagligt. Af forsigtighedshensyn foretraekkes vinyl- eller
nitrilhandsker frem for latexhandsker. Hver dag fjernes dede individer, og erstatningslarver udsettes for at
opretholde populationstatheden i den forste uge. Fodring foretages mindst to gange om dagen.
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12. I praeksponeringsfasen akklimatiseres haletudserne til de faktiske eksponeringsbetingelser, bla. fodertype,
temperatur, lys-/morkecyklus og dyrkningsmedium. Det anbefales derfor, at det samme dyrknings-|
fortyndingsvand bruges i praeksponeringsfasen og i eksponeringsfasen. Hvis haletudserne holdes i et statisk
dyrkningssystem i praeksponeringsfasen, udskiftes dyrkningsmediet helt mindst hver anden uge.
Sammenklumpning fordrsaget af hej larvetethed i praeksponeringsperioden ber undgds, fordi sddanne
virkninger i hej grad kan pavirke haletudsernes udvikling i den efterfolgende testfase. Derfor ber opdratnings-
tetheden ikke overstige omkring fire haletudser/l dyrkningsmedium (statisk eksponeringssystem) eller
10 haletudser/l dyrkningsmedium (med en gennemstremningshastighed pé f.eks. 50 ml/min. i praeeeksponerings-
eller dyrkningssystemet). Under disse betingelser ber haletudserne udvikle sig fra stadium 45/46 til stadium 51
pd 12 dage. Reprasentative haletudser fra denne stampopulation kontrolleres dagligt med henblik pa
udviklingsstadium for at ansla et rette tidspunkt for indledning af eksponeringen. Det ber sikres, at stress og
traumer for haletudserne minimeres, iseer under flytning, rensning af akvarier og handtering af larver.
Belastende betingelser/aktiviteter ber undgds, sdsom hgj ogfeller uopherlig stgj, bankning pd akvariet,
vibrationer i akvariet, for hej aktivitet i laboratoriet og hurtige endringer i miljgmedier (lystilgeengelighed,
temperatur, pH, DO, vandgennemstremningshastighed osv.). Udvikler haletudserne sig ikke til stadium 51 inden
for 17 dage efter befrugtning, ma for hgj stress betragtes som en potentiel drsag.

Larvedyrkning og -fodring

13. Haletudser fodres med f.eks. det kommercielle haletudsefoder, som anvendes i valideringsundersegelserne (se
ogsd bilag 1), i hele praeksponeringsperioden (efter Nieuwkoop og Faber (NF) stadium 45/46 (8)) og i hele
testperioden pd 21 dage eller anden dit, som har vist sig at give samme resultat af Amphibian Metamorphosis
Assay. Fodringen i praeksponeringsperioden justeres omhyggeligt, si den opfylder kravene til haletudsernes
udvikling, dvs. at der gives de nyudklakkede haletudser smd portioner foder flere gange om dagen (mindst to).
Overskydende foder ber undgds for at i) bevare vandkvaliteten og ii) undgé tilstopning af gallefiltre med
fodepartikler og affald. De daglige rationer af det haletudsefoder, der bruges i valideringsundersagelserne, ages i
takt med haletudsens vakst til ca. 30 mg/dyr/dag kort for indledningen af testen. Dette kommercielt
tilgaengelige foder har i valideringsundersogelserne vist sig at understotte X. laevis-haletudsernes korrekte veekst
og udvikling og er et finpartikulert produkt, som bliver haeengende i vandsgjlen i lang tid og udvaskes med
strommen. Derfor ber den samlede daglige fodermangde opdeles i mindre portioner og gives mindst to gange
dagligt. Fodringshyppigheden for dette foder er anfort i tabel 1. Fodermangden registreres. Foderet kan gives
tort eller som en stamoplesning fremstillet i fortyndingsvand. En sddan stamoplesning fremstilles frisk hver
anden dag og opbevares ved 4 °C, ndr den ikke er i brug.

Tabel 1

Fodring med kommercielt haletudsefoder anvendt i valideringsundersogelserne for X. laevis-haletudser
i in vivo-delen af AMA under gennemstremningsbetingelser.

Undersogelsesdag Foderration (mg foder/dyr/dag)
0-4 30
5-7 40
8-10 50
11-14 70
15-21 80
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Analytisk kemi

14. For gennemforelsen af en undersegelse vurderes stabiliteten af testkemikaliet pd grundlag af eksisterende
information om dets opleselighed, nedbrydelighed og flygtighed. Testoplesninger fra hver replikatbeholder for
hver enkelt koncentration udtages til kemiske analyser ved testens pdbegyndelse (dag 0) og ugentligt under
testen for mindst fire prover. Det anbefales ogs, at hver testkoncentration analyseres under klargering af
systemet, for testen pabegyndes, for at kontrollere systemets effektivitet. Endvidere anbefales det, at stamoplos-
ningerne analyseres, ndr de skiftes, iser hvis mangden af stamoplesning ikke giver tilstreekkelige
kemikaliemzngder, der kan udstrakkes til rutineprevetagningsperiodernes varighed. I tilfelde af kemikalier, som
ikke kan pédvises ved nogle eller alle de i testen anvendte koncentrationer, ber stamoplesninger mdles og
systemgennemstremningshastigheder registreres med henblik pa at beregne nominelle koncentrationer.

Kemikalietilforsel

15. Den anvendte metode til at indfere testkemikaliet i systemet kan variere alt efter dets fysisk-kemiske egenskaber.
Vandopleselige kemikalier kan opleses i aliquoter af testvandet ved en koncentration, der giver mulighed for
tilforsel ved maéltestkoncentrationen i et gennemstrgmningssystem. Kemikalier, der er flydende ved
stuetemperatur og tungtopleselige i vand, kan indferes ved hjelp af veske: vaeskematningsmetoder. Kemikalier,
der er faste ved stuetemperatur og tungtopleselige i vand, kan indferes ved hjelp af meatningskolonner med
glasuld (7). Der skal helst benyttes et testsystem uden berestof. Forskellige testkemikalier vil dog have forskellige
tysisk-kemiske egenskaber, der sandsynligvis vil kraeve forskellige tilgange til fremstilling af vand til kemikalieeks-
ponering. Der skal helst gores en indsats for at undgd oplesningsmidler eller barestoffer, fordi: i) visse
oplesningsmidler selv kan fore til toksicitet og/eller uenskede eller uventede endokrinologiske reaktioner, ii) test
af kemikalier over deres vandopleselighed (som det ofte sker gennem brug af oplesningsmidler) kan resultere i
ungjagtige bestemmelser af effektive koncentrationer, og iii) brugen af oplesningsmidler i leengerevarende test
kan resultere i dannelse af en betydelig mangde biofilm i forbindelse med mikrobiel aktivitet. For kemikalier,
som er vanskelige at teste, kan der anvendes et oplesningsmiddel som sidste udvej, og det beskrives i OECD’s
Guidance Document on aquatic toxicity testing of difficult substances and mixtures (4), hvordan den bedste
metode bestemmes. Valget af oplesningsmiddel afgares af kemikaliets kemiske egenskaber. Oplesningsmidler,
som er konstateret effektive til toksicitetstest i vandmilje, omfatter acetone, ethanol, methanol, dimethyl-
formamid og triethylenglycol. Safremt der benyttes et oplesningsmiddel som bearestof, skal oplgsningsmidlets
koncentrationer ligge under den kroniske nuleffektkoncentration (NOEC). OECD anbefaler hgjst 100 pl/l i sit
Guidance Document, mens det i en senere oversigt anbefales, at der bruges oplesningsmiddelkoncentrationer
helt ned til 20 plfl fortyndingsvand (12). Bruges der oplesningsmidler som barestoffer, ber passende
oplesningsmiddelkontroller evalueres ud over ikkeoplesningsmiddelkontroller (rent vand). Hvis det ikke er
muligt at administrere et kemikalie via vandet enten pd grund af fysisk-kemiske egenskaber (lav opleselighed)
eller begraenset kemisk tilgengelighed, kan det overvejes at indfere det gennem ernaringen. Der er udfert
forberedende arbejde vedrarende eksponering gennem foden, men denne eksponeringsvej benyttes almindeligvis
ikke. Valget af metode dokumenteres og kontrolleres gennem analyse.

Udvalgelse af testkoncentrationer

Fastseettelse af den hoje teststofkoncentration

16. Med henblik pa denne test fastsattes den heje teststofkoncentration ved testkemikaliets opleselighedsgranse,
den maksimalt tolererede koncentration (MTC) for akut toksiske kemikalier eller 100 mg/l, alt efter hvilken der
er lavest.

17. MTC defineres som kemikaliets hgjeste testkoncentration, der resulterer i en akut dedelighed pd under 10 %.
Brugen af denne tilgang forudseetter, at der foreligger empiriske data om akut dedelighed, som kan danne
grundlag for et sken over MTC. Det kan vare ungjagtigt og kreever normalt en vis faglig vurdering at ansla
MTC. Selv om brugen af regressionsmodeller kan vaere den teknisk set mest forsvarlige metode til at ansla MTC,
kan en nyttig tilnermelse til MTC afledes af eksisterende akutte data ved at anvende 1/3 af den akutte LC;-
vardi. Der kan dog mangle data om akut toksicitet for de arter, der testes. Safremt der ikke foreligger data om
artsspecifik akut toksicitet, kan der foretages en 96-timers LC,-test med haletudser, som er reprasentative (dvs.
samme stadie) for dem, der testes i AMA. Hvis data fra andre akvatiske arter er tilgaengelige (f.eks. LC,,-
undersogelser af fisk eller paddearter), kan der ved et fagligt sken anslds en sandsynlig MTC pd grundlag af
ekstrapolering mellem arter.
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18. Er kemikaliet ikke akut toksisk og opleseligt over 100 mg/l, ber 100 mg/l alternativt betragtes som den hgjeste
testkoncentration (HTC), da denne koncentration normalt betragtes som »praktisk talt ikketoksiske.

19. Selv om det ikke er den anbefalede fremgangsméde, kan statiske udskiftningsmetoder benyttes, hvis
gennemstrgmningsmetoder er utilstreekkelige til at nd frem til MTC. Benyttes der metoder med statisk
udskiftning, skal stabiliteten af testkemikaliets koncentration dokumenteres og ligge inden for resultatkravenes
graenser. Der anbefales udskiftningsperioder pd 24 timer. Udskiftningsperioder pd over 72 timer accepteres ikke.
Desuden ber vandkvalitetsparametre (f.eks. DO, temperatur, pH osv.) madles ved afslutningen af hver
udskiftningsperiode, umiddelbart for udskiftning.

Testkoncentrationsomrdde

20. Der kraeves som minimum tre testkoncentrationer og en kontrolgruppe med rent vand (og om nedvendigt en
barestofkontrolgruppe). Testkoncentrationens minimumsdifference mellem den hgjeste og den laveste bor vare
omkring en stgrrelsesorden. Den maksimale dosisadskillelse er 0,1, og den minimale er 0,33.

FREMGANGSMADE
Indledning og gennemforelse af test
Dag 0

21. Eksponeringen indledes, nir et tilstreekkeligt antal haletudser i praeeksponeringsbestanden har néet
udviklingsstadium 51 ifelge Nieuwkoop og Faber (8) og er 17 dage gamle eller derunder efter befrugtning. Ved
udvelgelse af forsegsdyr pooles sunde og normalt udseende haletudser i stampopulationen i en enkelt beholder,
der indeholder en passende mangde fortyndingsvand. Til bestemmelse af udviklingsstadium fjernes haletudser
enkeltvis fra poolingbeholderen ved hjelp af et lille net eller en sigte og overfores til et gennemsigtigt
mélekammer (f.eks. en 100 mm Petriskél) med fortyndingsvand. Ved bestemmelse af stadium skal der helst ikke
bruges bedovelsesmidler, men haletudserne kan bedeves enkeltvis for handtering med 100 mg/l tricain
methansulfonat (f.eks. MS-222) med en passende buffer af natriumhydrogencarbonat (pH 7,0). Hvis der bruges
bedovelse, bar metoden til korrekt brug af f.eks. MS-222 tilvejebringes fra erfarne laboratorier og anferes
sammen med testresultaterne. Dyrene hédndteres forsigtigt under denne overfersel for at minimere
handteringsstress og undgé skader.

22. Dyrenes udviklingsstadium bestemmes ved hjalp af et binokulert dissektionsmikroskop. For at reducere den
endelige variabilitet i udviklingsstadium er det vigtigt, at denne stadieinddeling foretages sd nejagtigt som
muligt. Ifelge Nieuwkoop og Faber (8) er baglemsmorfologi det primere udviklingsmaessige kendetegn ved
udvelgelse af stadium 51-organismer. Baglemmernes morfologiske karakteristika underseges under mikroskop.
Selv om Nieuwkoop og Fabers (8) fuldsteendige vejledning ber konsulteres for at f& omfattende information om
stadieinddeling af haletudser, kan man pélideligt bestemme stadier gennem fremtreedende morfologiske
kendetegn. Folgende tabel kan bruges til at forenkle og standardisere stadieinddelingsprocessen under hele
undersggelsen ved at identificere de fremtredende morfologiske kendetegn i forbindelse med de forskellige
stadier, under antagelse af at udviklingen er normal.

Tabel 2

Fremtraedende morfologiske kendetegn til stadieinddeling i henhold til Neuwkoop og Fabers vejledning

Fremtreedende morfologiske Udviklingsstadium

kendetegn 5152 |53 [54(55[56(57|58[59|60|61]|62]|63]|64]|65] 66
Baglem X | X | X |X|[X|[X]|X
Forlem X | X | X|X|X
Kraniofacial struktur XXX |X
Lugtenervemorfologi X|X|X
Haleleengde X | X[ X |X
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23.  Alle haletudser skal vare pa stadium 51 for at indlede testen. Det mest fremtreedende morfologiske kendetegn i
forbindelse med stadieinddeling er for det stadium baglemsmorfologien, som vises i figur 1.

Figur 1.

Baglemsmorfologi i stadium 51 hos en X. laevis-haletudse.

24. Ud over udvalgelse efter stadium kan der anvendes en valgfri udvelgelse af forsagsdyr efter storrelse. Til det
formal madles hele kropslengden (ikke snude til gat) pd dag O for en delpreve pd ca. 20 haletudser pa stadium
51 efter Nieuwkoop og Faber. Efter beregning af gennemsnittet af den fulde kropslengde for denne gruppe dyr
kan der fastsettes minimums- og maksimumsgrenser for hele forsogsdyrenes kropslengde, siledes at
gennemsnitsvaerdien kan svinge + 3 mm (gennemsnitsverdier af hele kropslengden svinger 24,0-28,1 mm for
stadium 51-haletudser). Inddelingen i udviklingsstadier er dog den primare parameter for at bestemme, om
hvert forsegsdyr er klar. Haletudser med meget synlige misdannelser eller skader udelukkes fra assayet.

25. Haletudser, som opfylder de ovenfor beskrevne stadiekriterier, opbevares i en beholder med rent dyrkningsvand,
indtil stadieinddelingen er afsluttet. Nar stadieinddelingen er afsluttet, fordeles larverne vilkérligt i eksponerings-
behandlingsbeholdere, indtil hver beholder indeholder 20 larver. Hver behandlingsbeholder inspiceres for dyr
med et abnormt udseende (f.eks. skader, abnorm svemmeadferd osv.). Abenlyst usundt udseende haletudser
fjernes fra behandlingsbeholderne og erstattes af nyudvalgte larver fra poolingbeholderen.

Observationer

26. For mere tilbundsgdende information om testafslutningsprocedurer og behandling af haletudser henvises til
OECD’s Guidance Document on Amphibian Thyroid Histology (9).

Dag 7-malinger

27. Pa dag 7 fjernes fem tilfldigt valgte haletudser pr. replikat fra hver forsggsbeholder. Den tilfeldige udvzlgelse
ber give hver testet organisme lige stor sandsynlighed for at blive valgt. Dette kan opnds ved at benytte en
randomiseringsmetode, men kraver, at alle haletudser fanges og tages op. Haletudser, der ikke udvelges,
returneres til oprindelsesbeholderen, og udvalgte haletudser aflives humant i 150-200 mg/l f.eks. MS-222 med
en passende buffer af natriumhydrogencarbonat for at komme op pé en pH-vaerdi pd 7,0. De aflivede haletudser
skylles i vand og duppes terre, hvorefter kropsvagten bestemmes til naermeste milligram. Baglemslaengde,
snude-til-gat-lengde og udviklingsstadium (ved hjelp af binokulert dissektionsmikroskop) bestemmes for hver
haletudse.
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Dag 21-madlinger (testafslutning)

28. Ved testens afslutning (dag 21) fjernes de resterende haletudser fra forsegsbeholderne og aflives humant i 150-
200 mg/l f.eks. MS-222 med en passende buffer af natriumhydrogencarbonat, jf. ovenfor. Haletudserne skylles i
vand og duppes torre, hvorefter kropsvagten bestemmes til nermeste milligram. Udviklingsstadie, SVL og
baglemslengder males for hver haletudse.

29. Alle larver anbringes i Davidson’s fiksativ i 48-72 timer enten som helkropsprover eller som trimmede
hovedvavsprever med underkabe til histologiske bedemmelser. Til histopatologi udtages i alt fem haletudser
fra hver replikatbeholder. Da follikelcellehgjde athanger af stadium (10), er den mest egnede stikprevemetode
til histologiske analyser at anvende individer i tilsvarende stadie, ndr det er muligt. For at udvelge individer i
samme stadium inddeles alle larver forst i stadier for udvelgelsen og efterfolgende behandling til dataindsamling
og opbevaring. Dette er nedvendigt, fordi en normal divergens i udvikling vil resultere i forskellige fordelinger
pa stadier i hver enkelt replikatbeholder.

30. Dyr, som udvelges til histopatologisk undersegelse (n = 5 fra hvert replikat), matches i forhold til kontrollernes
medianstadium (poolede replikater), ndr det er muligt. Hvis der er replikatbeholdere med over fem larver pa det
rette stadie, udvalges fem larver tilfaeldigt.

31. Huvis der er replikatbeholdere med under fem larver pé det rette stadie, udtages tilfeeldigt udvalgte individer fra
det nzste lavere eller hgjere udviklingsstadium for at nd op pd den samlede provestorrelse pd fem larver pr.
replikat. Beslutningen om at udtage ekstra larver fra det naste enten lavere eller hgjere udviklingsstadium
treeffes pd grundlag af en samlet vurdering af stadiefordelingen i kontrol- og kemikaliebehandlingerne. Dvs. hvis
den kemiske behandling er forbundet med en udviklingshaemning, udtages der ekstra larver fra det naste lavere
stadium. Hvis den kemiske behandling er forbundet med en fremskyndelse af udviklingen, udtages der ekstra
larver fra det nzste hgjere stadium.

32. Ttilflde af alvorlige forandringer i haletudsernes udvikling pa grund af behandling med et testkemikalie er der
muligvis ingen overlapning i stadiefordeling i de kemiske behandlinger med udviklingsstadiet i den beregnede
kontrolmedian. Kun i disse tilfelde ber udvalgelsesprocessen @ndres ved at anvende et andet stadium end
kontrolmedianstadiet til at nd en udtagning af larver pd matchende stadier til histopatologisk undersegelse af
skjoldbruskkirtlen. Er stadierne endvidere ubestemte (dvs. asynkronicitet), valges fem haletudser fra hvert
replikat tilfeeldigt ud til histologisk analyse. Begrundelsen for at udtage en larve, som ikke er pd et stadium
svarende til kontrolmedianens udviklingsstadie, anfares.

Bestemmelse af biologiske endepunkter

33. Iden 21 dage lange eksponeringsfase foretages maling af primzare endepunkter pd dag 7 og dag 21, men daglig
observation af forsegsdyrene er dog nedvendig. Tabel 3 giver et overblik over malingens endepunkter og de
tilsvarende observationstidspunkter. Mere detaljerede oplysninger om tekniske procedurer for méling af
slutpunkter og histologiske vurderinger er tilgangelige i OECD’s vejledningsdokumenter (9).

Tabel 3

Observationstidspunkter for primeere endepunkter i AMA

Slutpunkter Dagligt Dag 7 Dag 21

— Dadelighed .

— Udviklingsstadium . .
— Baglemslaengde . .
— Snude-gat-lengde . .
— Kropsvagt (vad) . .
— Histologisk undersegelse af skjold- .

bruskkirtel
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Slutpunkter

34. Udviklingsstadie, baglemslaengde, SVL og vadvagt er slutpunkter for AMA, og hver enkelt diskuteres kort i det
folgende. Yderligere teknisk information om indsamling af disse data er tilgeengelig i de vejledningsdokumenter,
der er henvist til, bla. procedurer for computerstottet analyse, som det anbefales at bruge.

Udviklingsstadium

35. X. laevis-haletudsers udviklingsstadium bestemmes ved hjalp af Nieuwkoop og Fabers stadieinddelingskriterier
(8). Data om udviklingsstadier bruges til at bestemme, om udviklingen er fremskyndet, asynkron, forsinket eller
upavirket. Fremskyndelse eller forsinkelse af udviklingen bestemmes ved at foretage en sammenligning mellem
det medianstadie, som nds af kontrolgrupperne og de behandlede grupper. Asynkron udvikling anferes, nar de
undersggte vev ikke er misdannede eller abnorme, men det relative tidspunkt for morfogenesen eller
udviklingen af forskellige vaev forstyrres hos en enkelt haletudse.

Baglemslengde

36. Differentiering og vakst af baglemmer kontrolleres af skjoldbruskkirtelhormoner og er vigtige
udviklingsmaessige kendetegn, som allerede benyttes i bestemmelsen af udviklingsstadium. Udviklingen af
baglemmer bruges kvalitativt i bestemmelsen af udviklingsstadie, men betragtes her som et kvantitativt
endepunkt. Derfor mdles baglemslengde som et endepunkt for at afdakke virkninger péd thyreoideaaksen
(figur 2). Af konsekvenshensyn males baglemslaengden pa det venstre baglem. Baglemslangden evalueres bade
pa forsegets dag 7 og dag 21. Pd dag 7 er maling af baglemslengden ligetil, som det fremgar af figur 2. Det er
dog mere kompliceret at madle baglemslengden pd dag 21, da lemmerne krummer. Derfor males
baglemslengden pd dag 21 fra kropsvaggen og ved at folge lemmets midterlinje gennem alle vinkelafvigelser.
Andringer i baglemslengden pd dag 7 anses stadig for vasentlige for potentiel aktivitet i skjoldbruskkirtlen,
selv om de ikke er synlige pd dag 21. Lengdemalinger foretages pa digitale fotografier ved hjelp software til
billedanalyse som beskrevet i OECD’s Guidance Document on Amphibian Thyroid Histology (9).

Kropslengde og vidveegt

37. Bestemmelser af snude-til-gat-lengde (SVL) (figur 2) og vddveegt er inkluderet i testprotokollen for at vurdere
testkemikaliernes mulige virkninger pa haletudsers vakstrate sammenlignet med kontrolgruppen og er nyttige
ved pavisning af generel toksicitet i testkemikaliet. Da fjernelse af vedhangende vand ved vagtbestemmelsen
kan skabe stressende forhold for haletudserne og kan forarsage hudskader, udferes disse malinger pd dag 7 for
haletudserne i delproven og for alle de resterende haletudser ved testens afslutning (dag 21). Af
konsekvenshensyn anvendes den evre side af gattet som malingens halegranse.

38. Snude-til-gat-lengden (SVL) bruges til at vurdere haletudsens vakst som illustreret i figur 2.

Figur 2

(A) Typer af kropsleengdemalinger og (B) Malinger af baglemslaengder for X. laevis-haletudser (1).
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Histologisk undersogelse af skjoldbruskkirtel

39. Selv om udviklingsstadium og baglemsleengde er vigtige endepunkter til at evaluere eksponeringsrelaterede
andringer i metamorfisk udvikling, kan udviklingsforsinkelse ikke i sig selv betragtes som en diagnostisk
indikator for aktivitet, der skader skjoldbruskkirtlen. Nogle andringer kan kun observeres ved rutinemessig
histopatologisk analyse. Diagnostiske kriterier omfatter forsterret/formindsket skjoldbruskkirtel, follikelcellehy-
pertrofi, follikelcellehyperplasi og som supplerende kvalitative kriterier: follikulert lumenomréade, kolloid
kvalitet og follikelcellehgjde/-form. Klassificering i alvorsgrader (4 grader) anferes. Oplysninger om, hvordan
prover udtages og behandles til histologisk analyse, og om udferelse af histologiske analyser af vavspraver er
tilgeengelige i »Amphibian Metamorphosis Assay: Part 1 — Technical guidance for morphologic sampling and
histological preparation« og »Amphibian Metamorphosis Assay: Part 2 — Approach to reading studies,
diagnostic criteria, severity grading and atlas« (9). Laboratorier, der udferer assayet for forste gang, ber sege rad
hos erfarne patologer med henblik pd uddannelse, for de foretager en histologisk analyse og vurdering af
skjoldbruskkirtlen. Abenlyse og vasentlige andringer i slutpunkter, der viser fremskyndet eller asynkron
udvikling, kan betyde, at det ikke er nedvendigt at foretage en histopatologisk analyse af skjoldbruskkirtlerne.
Manglende dbenlyse morfologiske @ndringer eller bevis for udviklingsforsinkelse skal underkastes histologiske
analyser.

Dodelighed

40. Alle testbeholdere kontrolleres dagligt for dede haletudser, og antallene registreres for hver beholder. Dato,
koncentration og beholdernummer for eventuel observation af dedelighed registreres. Dade dyr fjernes fra
testbeholderen, si snart de observeres. En dedelighed pd over 10 % kan tyde pd uhensigtsmeassige
testbetingelser eller toksiske virkninger af testkemikaliet.

Yderligere observationer

41. Tilfelde af abnorm adferd og meget synlige misdannelser og lesioner registreres. Dato, koncentration og
beholdernummer for eventuelle observationer af abnorm adfaerd, grove misdannelser eller leesioner registreres.
Normal adferd er kendetegnet ved, at haletudserne hanger i vandsgjlen med halen havet over hovedet, slir
regelmaessigt og rytmisk med halefinnen, jeevnligt kommer op til overfladen for at dnde og reagerer pa stimuli.
Abnorm adferd omfatter feks. at flyde pd overfladen, ligge pd bunden af beholderen, omvendt eller
uregelmeassig svemning, manglende overfladeaktivitet og manglende respons pd stimuli. Endvidere skal store
forskelle i fodeindtagelse mellem behandlingerne registreres. Grove misdannelser og laesioner kan omfatte
morfologiske abnormiteter (f.eks. deformiteter pd lemmer), hamoragiske lasioner, bakterie- eller svampein-
fektioner for blot at nevne nogle fi. Disse bestemmelser er kvalitative og anses for at svare til kliniske tegn pa
sygdom/stress og foretages ved sammenligning med kontroldyr. Hvis forekomsten eller omfanget er storre i
eksponerede beholdere end i kontrollerne, betragtes disse som bevis for dbenlys toksicitet.

DATA OG RAPPORTERING
Dataindsamling

42. Alle data indsamles ved hjelp af elektroniske eller manuelle systemer, der er i overensstemmelse med god
laboratoriepraksis (GLP). Undersogelsesdataene skal omfatte:

Testkemikalie:
— karakterisering af testkemikaliet: fysisk-kemiske egenskaber, information om stabilitet og bionedbrydelighed

— kemiske oplysninger og data: blanding af fortyndinger: metode og frekvens. Oplysninger om testkemikaliet
omfatter faktiske og nominelle koncentrationer af testkemikaliet og i nogle tilfelde eventuelt det
ikkeoprindelige kemikalie. Mélinger af testkemikaliet kan vaere pdkrevet for bdde stamoplesninger og
testoplesninger

— oplesningsmiddel (hvis det er andet end vand): begrundelse for valg af oplesningsmiddel og beskrivelse af
oplesningsmidlet (art, anvendt koncentration).
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Testbetingelser:

— Operationelle registreringer: disse bestdr af observationer vedrgrende testsystemets funktionsméide og
stottemiljo  samt infrastruktur. Typiske registreringer omfatter: omgivende temperatur, testtemperatur,
lysperiode, status for kritiske komponenter i eksponeringssystemet (f.eks. pumper, cyklustzllere, tryk),
gennemstremningshastigheder, vandstand, standflaskeaendringer og foderregistrering. Generelle vandkvali-
tetsparametre omfatter: pH, DO, ledningsevne, total iod, alkalinitet og hirdhed

— afvigelser fra forsggsmetoden: denne information ber omfatte alle oplysninger eller forklarende beskrivelser
af afvigelser fra forsggsmetoden.

Resultater:

— biologiske observationer og data: disse omfatter daglige observationer af dedelighed, fedeindtagelse, abnorm
svemmeadferd, slevhed, tab af balance, misdannelser, leesioner osv. Observationer og data indsamlet med
forud fastsatte intervaller omfatter: udviklingsstadie, baglemslengde, snude-til-gat-leengde og vadvagt

— anvendte statistiske analyseteknikker og begrundelse for de anvendte teknikker, resultater af den statistiske
analyse, helst i tabelform

— histologiske data: disse omfatter forklarende beskrivelser samt gradueret sverhedsgrad og specifikke
observationers hyppighed, jf. nermere oplysninger i vejledningsdokumentet vedrerende histopatologisk
undersagelse

— ad hoc-observationer: disse observationer bor omfatte forklarende beskrivelser af undersegelsen, som ikke
passer ind i de hidtil beskrevne kategorier.

Indberetning af data

43, Tilleg 2 indeholder regneark med daglig dataindsamling, der kan bruges som vejledning for indtastning af
rddata og for beregninger af statistikoversigter. Endvidere stilles der indberetningsskemaer til radighed, som
passer til indsendelse af resuméer af endepunktsdata. Indberetningsskemaer til histologiske vurderinger kan ses i
tilleg 2.

Resultatkrav og testens brugbarhed|/validitet

44. Generelt vil grove afvigelser fra testmetoden resultere i uacceptable data til fortolkning eller indberetning. Derfor
er folgende kriterier i tabel 4 blevet udarbejdet som vejledning i at bestemme kvaliteten af den udferte test,
kontrolorganernes generelle prastation.

Tabel 4
Resultatkrav for AMA
Kriterium Acceptable graenser
Testkoncentrationer Opretholdt med en variationskoefficient pd < 20 %
(variabilitet i mélt testkoncentration) over den 21 dage
lange test
Dadelighed blandt kontroldyrene < 10 % — dedelighed i et hvilket som helst replikat i

kontrollerne ma ikke overstige 2 haletudser

Minimumsmedian for udviklingsstadium i kontrollerne | 57
ved afslutning af testen

Spredning i udviklingsstadium i kontrollen Den 10. og 90. percentil af udviklingsstadiefordelingen
md ikke adskille sig med mere end fire stadier

Oplest ilt > 40 % luftmetning (¥)
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45.

Kriterium

Acceptable graenser

pH

pH ber fastholdes pa 6,5-8,5. Forskellene mellem re-
plikater/behandlinger mé ikke overstige 0,5.

Vandtemperatur

22 ° £+ 1 °C — forskellene mellem replikater/behand-
linger mé ikke overstige 0,5 °C

Testkoncentrationer uden abenlys toksicitet

>2

Resultat af replikatet

< 2 replikater pd tvaers af forseget kan vere kompro-
mitteret

Serlige betingelser for brug af oplesningsmiddel

Hvis der bruges et oplgsningsmiddel som berestof, be-
nyttes der bade en kontrolgruppe med oplesningsmid-
del og en kontrolgruppe med rent vand, og resulta-
terne registreres

Statistisk signifikante forskelle mellem kontrolgrup-
perne med oplesningsmiddel og med vand behandles
specielt. Se naermere oplysninger nedenfor

Sarlige betingelser for system med statisk udskiftning

Repreasentative kemiske analyser for og efter udskift-
ning registreres

Ammoniakniveauer madles umiddelbart inden udskift-
ning

Alle vandkvalitetsparametre anfert i tabel 1 i tilleg 1
méles umiddelbart inden udskiftning

Udskiftningsperioden ma ikke overstige 72 timer

Passende erneringsplan (50 % af den daglige foderra-
tion af kommercielt haletudsefoder)

(*) Beluftning af vand kan ske ved gennemboblingsflasker. Det anbefales at indstille gennemboblingsflaskerne pd niveauer, der

ikke skaber ungdig stress for haletudserne.

Testningens gyldighed

Folgende krav skal opfyldes, hvis en test skal anses for acceptabel/gyldig:

Gyldigt forseg i en test, der bestemmes negativ med hensyn til aktivitet i skjoldbruskkirtlen:

(1) For en given behandling (inklusive kontrolgrupper) méd dedeligheden ikke overstige 10 %. For et bestemt
replikat md dedeligheden ikke overstige tre haletudser, ellers anses replikatet for at veere kompromitteret.

(2) Mindst to behandlingsniveauer med alle fire ukompromitterede replikater ber vaere tilgengelige for analyse.

(3) Mindst to behandlingsniveauer uden dbenlys toksicitet bar vere tilgangelige for analyse.

Gyldigt forseg i en test, der bestemmes positiv med hensyn til aktivitet i skjoldbruskkirtlen:

(1) Dedelighed hos hgjst to haletudser/replikat i kontrolgruppen kan forekomme.

L 54/245
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Beslutningsforleb for gennemforelse af AMA

46. Beslutningsforlebet blev udviklet for AMA for at yde logisk bistand til gennemferelse og fortolkning af
resultaterne af bioassayet (se fremgangsmdde i figur 3). Beslutningsforlebet veaegter grundleggende
endepunkterne i den avancerede udvikling, asynkrone udvikling og histopatologiske undersogelse af
skjoldbruskkirtlen tungt, mens forsinket udvikling, snude-til-gat-leengde og kropsvagt (vad), som er parametre,

der potentielt kan pévirkes af generel toksicitet, vejer mindre tungt.

Figur 3

Beslutningsforleb for gennemforelse af AMA

NEJ

Gyldigt

Foretag AMA eksperiment

JA

¥

Avanceret udvikling

NEJ

Asynkron udvikling

NEJ
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Bemacrkelsesveardige histologiske virkninger

NEJ

Tydeligt
Thyroidea-
inaktiv: Stop

Gentag undersegelse

A0 Thyroidea-aktiv
JA ()

Thyroidea-aktiv
JA

Thyroidea-aktiv

(*) Nogle tilsynsmyndigheder kan kraeve en histologisk analyse til trods for betydelige forskelle i avanceret og asynkron udvikling. Den enhed,
der udferer denne test, opfordres til at rddfere sig med de naedvendige myndigheder forud for udferelsen af testen for at fastsld, hvilke

endepunkter der kraves.
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Avanceret udvikling (bestemt gennem udviklingsstadium, snude-til-gat-leengde (SVL) og baglemslengde (HLL)

47. Avanceret udvikling vides kun at forekomme gennem virkninger, som er knyttet til thyreoideahormonet. Disse
kan vaere virkninger pd perifert vaev sdsom direkte interaktion med thyreoideahormonreceptoren (som med T4)
eller virkninger, der forandrer niveauet af cirkulerende thyreoideahormoner. I begge tilfelde anses det for
tilstreekkeligt bevis for, at kemikaliet er thyreoideaaktivt. Avanceret udvikling vurderes pd en af to mdder. For
det forste kan det generelle udviklingsstadium vurderes under anvendelse af den standardiserede tilgang, som er
beskrevet narmere hos Nieuwkoop og Faber (8). For det andet kan serlige morfologiske traek kvantificeres
sdsom baglemslangde pa bdde dag 7 og 21, som associeres positivt med agonistiske virkninger pé thyreoidea-
hormonreceptoren. Hvis der forekommer statistisk signifikante fremskridt i udvikling eller bagbenslengde, viser
testen, at kemikaliet er thyreoideaaktivt.

48. Vurderingen af forsegsdyr for forekomst af fremskyndet udvikling i forhold til kontrolpopulationen baseres pé
resultater af statistiske analyser udfert for felgende fire endepunkter:

— baglemslangde (normaliseret ved SVL) pd undersegelsens dag 7
— baglemslaengde (normaliseret ved SVL) pa undersegelsens dag 21
— udviklingsstadium pa undersegelsens dag 7

— udviklingsstadium pa undersogelsens dag 21

49. Statistiske analyser af baglemslaengde udferes pd grundlag af malinger af langden af det venstre baglem.
Baglemslengden normaliseres ved at beregne forholdet mellem et individs baglemslengde og snude-til-gat-
leengde. Herefter sammenlignes gennemsnittet af de normaliserede veerdier for hvert behandlingsniveau.
Fremskyndet udvikling vises ved en veasentlig stigning i gennemsnitlig baglemsleengde (normaliseret) i en kemisk
behandlingsgruppe sammenlignet med kontrolgruppen pd undersegelsesdag 7 og/eller undersegelsesdag 21 (se
tilleg 3).

50. Statistiske analyser af udviklingsstadium udferes pd grundlag af bestemmelsen af udviklingsstadier ifelge de
morfologiske kriterier beskrevet af Nieuwkoop og Faber (8). Det er tegn pa fremskyndet udvikling, ndr der ved
en »multi-quantal« analyse pavises en signifikant stigning i veerdier for udviklingsstadium i en kemikaliebehand-
lingsgruppe sammenlignet med kontrolgruppen pa undersogelsesdag 7 ogleller undersogelsesdag 21.

51. I AMA-testmetoden anses en signifikant virkning pd et af de ovennavnte fire endepunkter for at vare
tilstreekkeligt til en positiv pavisning af fremskyndet udvikling. Det vil sige, at signifikante virkninger pa
baglemslengde pa et bestemt tidspunkt ikke kraver underbygning af signifikante virkninger pé baglemslengde
pd det alternative tidspunkt eller af signifikante virkninger pd udviklingsstadium pa dette bestemte tidspunkt.
Endvidere kraever signifikante virkninger pd udviklingsstadium pd et bestemt tidspunkt ikke underbygning af
signifikante virkninger pd udviklingsstadium pd det alternative tidspunkt eller af signifikante virkninger pa
baglemslengde pd dette bestemte tidspunkt. Vaegten af evidens for fremskyndet udvikling vil ikke desto mindre
oges, hvis signifikante virkninger pavises for mere end et endepunkt.

Asynkron udvikling (bestemt gennem udviklingsstadiekriterier)

52. Asynkron udvikling er karakteriseret ved forstyrrelse af den relative timing af morfogenesen eller udvikling af
forskellige veev hos en enkelt haletudse. Den manglende evne til klart at fastsld en organismes udviklingsstadium
ved hjelp af rakken af morfologiske endepunkter, som anses for typiske for et givet stadium, viser, at veevene
udvikler sig asynkront gennem metamorfosen. Asynkron udvikling er en indikator for thyreoideaaktivitet. De
eneste kendte virkningsmekanismer, som fordrsager asynkron udvikling, er gennem kemikaliers virkninger pa
perifer thyreoideahormonfunktion ogfeller thyreoideahormonmetabolisme i vev under udvikling, som det
observeres med deiodinaseinhibitorer.

53. Vurdering af forsegsdyr for forekomst af asynkron udvikling i forhold til kontrolpopulationen skal vare baseret
pa makroskopisk morfologisk vurdering af forsegsdyrene pa undersogelsesdag 7 og undersogelsesdag 21.

54. Nieuwkoop og Fabers (8) beskrivelse af en normal udvikling af Xenopus laevis danner rammerne for afdakning
af en sekventiel reekkefolge for normal vaevsremodellering. Udtrykket »asynkron udvikling« omhandler specifikt
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de afvigelser i makroskopisk morfologisk udvikling hos haletudser, som hindrer en endelig bestemmelse af et
udviklingsstadium ifelge Nieuwkoop og Fabers kriterier (8), fordi centrale morfologiske kendetegn viser
karakteristiske treek ved forskellige stadier.

55. Som det ligger i udtrykket »asynkron udvikling¢, ber der kun tages hensyn til tilfeelde af afvigelser i fremskridt
med remodelleringen af specifikke veev i forhold til fremskridt med remodelleringen af andre vav. Nogle
klassiske fenotyper omfatter forsinkelse eller fravaer af frembrud af forlemmer til trods for normal eller
fremskyndet udvikling af baglemmer og haleveev eller tidlig resorption af galler i forhold til stadiet for
baglemsmorfogenese og haleresorption. Et dyr vil blive registreret for at udvise asynkron udvikling, hvis det
ikke kan knyttes til et bestemt stadium, fordi det ikke opfylder et flertal af afgerende udviklingskriterier for et
givet stadium, jf. Niewkoop og Faber (8), eller hvis der er ekstrem forsinkelse eller fremskyndelse af et eller flere
nogletreek (f.eks. helt resorberet hale, men ingen frembrud af forlemmer). Denne vurdering udferes kvalitativt
og omfatter hele reekken af afgerende kendetegn, jf. Nieuwkoop og Faber (8). Det er dog ikke nedvendigt at
registrere udviklingsstatus for de forskellige afgerende kendetegn ved de dyr, som observeres. Dyr, der
registreres for at udvise asynkron udvikling, knyttes ikke til et udviklingsstadium i henhold til Nieuwkoop og
Faber (8)

56. Et centralt kriterium for at betegne tilfaelde af abnorm morfologisk udvikling som »asynkron udvikling« er, at
den relative timing af vavsremodellering og vavsmorfogenese er forstyrret, mens de bergrte vavs morfologi
ikke er dbenlyst abnorm. Et eksempel til at illustrere denne fortolkning af makroskopiske morfologiske
abnormiteter er, at forsinket baglemsmorfogenese i forhold til udviklingen af andre vaev vil opfylde kriteriet for
rasynkron udvikling«, mens tilfelde af manglende baglemmer, abnorme fingre eller taer (f.eks. ektrodaktylia,
polydaktylia) eller andre dbenlyse misdannelser af lemmer ikke skal betragtes som »asynkron udvikling«.

57. I den forbindelse ber de vigtigste morfologiske kendetegn, der skal vurderes for deres koordinerede
metamorfiske fremskridt, omfatte baglemsmorfogenese, forlemsmorfogenese, forlemsfrembrud, stadiet for
haleresorption (iseer resorption af halefinne) og hovedmorfologi (f.eks. gallestorrelse og galleresorpti-
onsstadium, underkabemorfologi, protrusion af Meckels brusk).

58. Alt efter den kemiske virkningsméide kan der forekomme forskellige makroskopiske morfologiske feenotyper.
Nogle klassiske fenotyper omfatter forsinkelse eller fraveer af forlemsfrembrud til trods for normal eller
fremskyndet udvikling af baglemmer og halevaev, tidlig resorption af geller i forhold til remodellering af
baglemmer og hale.

Histopatologi

59. Hvis kemikaliet ikke fordrsager &benlys toksicitet og ikke fremskynder udviklingen eller fordrsager asynkron
udvikling, vurderes den histopatologiske undersegelse af skjoldbruskkirtlerne ved hjelp af det rette vejlednings-
dokument (9). Udviklingsforsinkelse er — i fravar af toksicitet — en stark indikator for aktivitet, der skader
skjoldbruskkirtlen, men udviklingsstadieanalysen er mindre felsom og mindre diagnostisk end den
histopatologiske analyse af skjoldbruskkirtlen. Derfor er det i dette tilfalde pakravet at foretage histopatologiske
analyser af skjoldbruskkirtlerne. Virkninger pd skjoldbruskkirtlens histologi er blevet pédvist i mangel af
virkninger pd udviklingen. Forekommer der @ndringer i skjoldbruskkirtlens histologi, anses kemikaliet for at
vaere thyreoideaaktivt. Hvis der ikke observeres udviklingsforsinkelser eller vevslasioner i skjoldbruskkirtlerne,
anses kemikaliet for at vare thyreoideainaktivt. Begrundelsen for denne afgerelse er, at skjoldbruskkirtlen er
under indflydelse af TSH, og et hvilket som helst kemikalie, som forandrer cirkulerende thyreoideahormoner
tilstreekkeligt til at forandre TSH-sekretet, vil resultere i histopatologiske endringer i skjoldbruskkirtlerne.
Forskellige virkningsmadder og -mekanismer kan forandre cirkulerende thyreoideahormon. S& selv om
thyreoideahormonniveauet viser en skjoldbruskkirtelrelateret virkning, er det utilstreekkeligt til at fastsla, hvilken
virkningsmdde eller -mekanisme der haenger sammen med reaktionen.

60. Da dette endepunkt ikke egner sig til grundleeggende statistiske metoder, skal bestemmelsen af en virkning i
forbindelse med eksponeringen for et kemikalie foretages ved ekspertudtalelse fra en patolog.

Forsinket udvikling (bestemt gennem udviklingsstadie, HLL, kropsveegt (BW), SLV)

61. Forsinket udvikling kan forekomme pd grund af mekanismer, der skader skjoldbruskkirtlen, og indirekte
toksicitet. En lidt forsinket udvikling sammen med abenlyse tegn pé toksicitet viser sandsynligvis en ikkespecifik
toksisk virkning. Vurdering af toksicitet uden for skjoldbruskkirtlen er et veasentligt element i forseget for at
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mindske sandsynligheden for falske positive resultater. Overdedelighed er et klart tegn pd, at der forekommer
andre toksiske mekanismer. Tilsvarende tyder lette vaekstreduktioner, som bestemmes af vadvagt ogfeller SVL-
leengde ogsd pé toksicitet uden for skjoldbruskkirtlen. Tilsyneladende vaekststigninger observeres i almindelighed
med kemikalier, som pévirker normal udvikling negativt. Som felge heraf viser forekomsten af sterre dyr ikke
nedvendigvis toksicitet uden for skjoldbruskkirtlen. Man ber imidlertid aldrig udelukkende basere sig pd vakst
for at bestemme toksicitet i skjoldbruskkirtlen. Vaekst ber snarere bruges sammen med udviklingsstadium og
histopatologisk undersegelse af skjoldbruskkirtlen til at bestemme thyreoideaaktivitet. Andre endepunkter ber
ogsd inddrages ved bestemmelse af dbenlys toksicitet, herunder edemer, heemoragiske lasioner, slavhed, nedsat
fodeindtagelse, uregelmassig/endret svemmeadfeerd osv. Viser alle testkoncentrationer tegn pd &benlys
toksicitet, revurderes testkemikaliet ved lavere testkoncentrationer, for det fastslds, om kemikaliet er potentielt
thyreoideaaktivt eller -inaktivt.

62. Statistisk signifikante udviklingsforsinkelser viser — i mangel af andre tegn pd &benlys toksicitet — at
kemikaliet er thyreoideaaktivt (antagonistisk). I mangel af starke statistiske reaktioner kan dette resultat
suppleres af resultater fra en histopatologisk undersogelse af skjoldbruskkirtlen.

Statistiske analyser

63. Statistiske dataanalyser skal helst folge de procedurer, der er beskrevet i dokumentet Current Approaches in the
Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application (11). For alle kontinuerte kvantitative
endepunkter (HLL, SVL, vadvagt), som er i overensstemmelse med en monoton dosisrespons, anvendes
Jonckheere-Terpstra-testen pd en nedadgdende mdde for at fastsla en signifikant behandlingseffekt.

64. For kontinuerte endepunkter, der ikke er i overensstemmelse med en monoton dosisrespons, vurderes dataene
for normalitet (fortrinsvis ved hjelp af Shapiro-Wilk- eller Anderson-Darling-testen) og varianshomogenitet
(fortrinsvis ved hjelp af Levene-testen). Begge test udferes pa residualer fra en ANOVA. Ekspertvurderinger kan
bruges i stedet for disse formelle test for normalitet og varianshomogenitet, selv om formelle test foretrackkes.
Konstateres der ikkenormalitet eller variansheterogenitet, ber der sgges en normaliserende, variansstabiliserende
transformation. Hvis dataene (eventuelt efter en transformation) er normalt fordelt med homogen varians,
bestemmes en signifikant behandlingseffekt ved Dunnett’s test. Hvis dataene (eventuelt efter en transformation)
er normalt fordelt med heterogen varians, bestemmes en signifikant behandlingseffekt ved Tamhane-Dunnett-
eller T3-testen eller ved Mann-Whitney-Wilcoxon U-testen. Kan der ikke konstateres en normaliserende
transformation, bestemmes en signifikant behandlingseffekt ved Mann-Whitney-Wilcoxon U-testen ved hjalp af
en Bonferroni-Holm-tilpasning til p-vardierne. Dunnett-testen anvendes uathaengigt af en ANOVA F-test, og
Mann-Whitney-testen anvendes uafthangigt af en overordnet Kruskall-Wallis-test.

65. Signifikant dedelighed forventes ikke, men vurderes ved Cochran-Armitage-testen pd en nedadgdende mdde,
hvor dataene er i overensstemmelse med dosis/respons-monotoni og ellers ved Fisher's Exact-test med en
Bonferroni-Holm-tilpasning.

66. En signifikant behandlingseffekt for udviklingsstadium bestemmes ved at anvende Jonckheere-Terpstra-testen pa
en nedadgdende made pd replikaternes medianer. Alternativt, og fortrinsvis, anvendes Jonckheeres »multi-
quantal test« fra den 20. til den 80. percentil til bestemmelse af virkning, da den tager hensyn til @ndringer i
fordelingsprofilen.

67. Den rette analyseenhed er replikatet, s& dataene bestdr af medianer fra replikatet, hvis Jonckheere-Terpstra- eller
Mann-Whitney U-testen benyttes, eller gennemsnit fra replikatet, hvis Dunnett’s test benyttes. Dosis/respons-
monotoni kan vurderes visuelt fra replikatet og middelvaerdierne for behandlingerne eller medianer eller fra
formelle test som tidligere beskrevet (11). Med under fem replikater pr. behandling eller kontrolgruppe ber de
nejagtige permutationsversioner af Jonckheere-Terpstra- og Mann-Whitney-testene benyttes, hvis de er
tilgeengelige. Den statistiske signifikans af alle angivne test vurderes ved signifikansniveau 0,05.

68. Figur 4 er et flowdiagram for udferelse af statistiske test pd kontinuerte data.
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Sarlige overvejelser over dataanalyse
Brug af kompromitterede behandlingsniveauer

69. Der skal tages hensyn til flere faktorer, nir det bestemmes, om et replikat eller en hel behandling péviser
dbenlys toksicitet og skal fjernes fra analysen. Abenlys toksicitet defineres som en dedelighed > 2 i ethvert
replikat, der kun kan forklares ved toksicitet snarere end teknisk fejl. Andre tegn pd &benlys toksicitet omfatter
bledning, abnorm adferd, abnorme svemmemenstre, anoreksi og andre kliniske sygdomstegn. For subletale
tegn pd toksicitet kan kvalitative vurderinger vere nedvendige og skal altid foretages i forhold til
kontrolgruppen med rent vand.

Oplaesningsmiddelkontroller

70. Oplosningsmidler ber kun bruges som sidste udvej, nar alle andre muligheder for kemikalietilforsel er overvejet.
Hvis der bruges et oplesningsmiddel, skal der samtidig vare en kontrolgruppe med rent vand. Ved afslutning af
testen foretages der en evaluering af oplesningsmidlets potentielle virkninger. Dette sker ved en statistisk
sammenligning af kontrolgruppen med oplegsningsmiddel og kontrolgruppen med rent vand. De mest relevante
endepunkter, der skal behandles i denne analyse, er udviklingsstadium, SVL og vadvaegt, da disse kan pévirkes
gennem former for toksicitet uden for skjoldbruskkirtlen. Hvis der konstateres statistisk signifikante forskelle i
disse endepunkter mellem kontrolgruppen med rent vand og kontrolgruppen med oplesningsmiddel,
bestemmes undersegelsens endepunkter for responsmélingerne ved hjelp af kontrolgruppen med rent vand.
Hvis der ikke er nogen statistisk signifikant forskel mellem kontrolgruppen med rent vand og kontrolgruppen
med oplesningsmiddel for alle malte responsvariable, bestemmes undersegelsens endepunkter for responsma-
lingerne ved hjalp af det opsamlede fortyndingsvand og oplesningsmiddelkontrollerne.

Behandlingsgrupper, som ndr udviklingsstadium 60 og derover

71. Efter stadium 60 er haletudsernes storrelse og vagt mindsket pd grund af veevsresorption og reduktion af
absolut vandindhold. Mélinger af vidvagt og SVL kan sdledes ikke bruges hensigtsmessigt i statistiske analyser
med henblik pd forskelle i veakstrater. Derfor ber vidvegts- og lengdedata fra organismer > NF60
bortcensureres og kan ikke bruges i analyser af gennemsnit eller medianer fra replikater. To forskellige metoder
kan bruges til at analysere disse vakstrelaterede parametre.

72. En metode er kun at se pd haletudser med udviklingsstadier under eller svarende til stadium 60 ved statistiske
analyser af vadvagt ogleller SVL. Denne metode menes at give tilstreekkeligt fyldestgerende information om
alvoren af mulige vakstvirkninger, sd laenge en lille del af forsegsdyrene fjernes fra analyserne (< 20 %). Safremt
et pget antal haletudser udviser en udvikling over stadium 60 (> 20 %) i en eller flere nominelle koncentration
(er), bor der foretages en tofaktorrANOVA med en indlejret variansstruktur pd alle haletudser for at vurdere
vakstvirkninger som folge af kemisk behandling, samtidig med at der tages hensyn til, hvordan udvikling i et
sent stadium pavirker vaksten. Tilleg 3 indeholder vejledning i tofaktor-ANOVA-analyse af vagt og leengde.
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Tilleg 1

Tabel 1

Forsegsbetingelser for det 21 dage lange Amphibian Metamorphosis Assay

Forsegsdyr Xenopus laevis-larver

Forste larvestadium Nieuwkoop og Faber stadium 51

Eksponeringsperiode 21 dage

Kriterier for udvelgelse af larver Udviklingsstadium og samlet lengde (valgfri)

Testkoncentrationer Minimum 3 koncentrationer, der spander over ca. en storrelsesorden

Eksponering Gennemstremning (foretrakkes) og/eller statisk udskiftning

Testsystemets gennemstremningshastighed 25 ml/min. (fuldsteendig udskiftning af volumen ca. hver 2,7 time)

Primere endepunkter | Bestemmelsesdage Dgadelighed Dagligt
Udviklingsstadium D 7 og 21
Baglemslangde D 7 og 21
Snude-gat-leengde D 7 og 21
Kropsvaegt (vad) D 7 og 21
Histologisk undersagelse af thyreoidea D 21

Fortyndingsvand | Laboratoriekontrol Q{lgloret ledningsvand (trekulsfiltreret) eller tilsvarende laboratorie-

ilde

Larvetathed 20 larver | testbeholder (5 [ 1)

Testoplesning | Testbeholder 4-10 | (minimum 10-15 c¢m vand) [ Testbeholder af glas eller rustfrit
stal (f.eks. 22,5 cm x 14 cm x 16,5 cm)

Gengivelse 4 testbeholdere til replikat | testkoncentration og kontrolpreve

Acceptabel dedelighed i kontrollerne < 10 % pr. replikattestbeholder

Fiksering af skjold- Fikseret antal Alle haletudser (5/replikat vurderes forst)

bruskkirtel

Omréade Hoved eller hele kroppen
Fikseringsmiddel Davidson’s fikseringsmiddel
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Fodring Foder Sera Micron® eller tilsvarende
Mengde | Frekvens | Se tabel 1 for fodringhyppighed med Sera Micron®
Belysning Lysperiode 12 timers lys: 12 timers morke
Intensitet 600-2 000 lux (malt ved vandoverfladen)
Vandtemperatur 22°21°C
pH 6,5-8,5

Koncentration af oplest ilt (DO)

> 3,5 mg[l (> 40 % luftmetning)

Tidsplan for kemiske analyseprover

En gang om ugen (4 prover pr. test)
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Tilleg 2
Indberetningsskemaer til ridata og oversigtsdata
Tabel 1
Generelle oplysninger om testkemikalie
Kemisk information
Indfer testkemikalie, koncentrationsenheder og behandlinger
Testkemikalie:
Koncentrationsenheder:
Behandling 1
Behandling 2
Behandling 3
Behandling 4
Dato (dag 0): Indfer dato (mm/dd[ad)
Dato (dag 7): Indfer dato (mm/dd/aa)
Dato (dag 21): Indfer dato (mm/dd/a8)
Tabel 2
Skemaer til indsamling af ridata for dag 7 og dag 21
DAG X
DATO 00/00/00
voncen. | Behand- | oo b e | ndividuel | Udvik- SVL- | Baglems | Hele orga-
OnCen- | o | Replkar- | Individuel | individuel | o Joe e | fongde | Mismens
tration mer nummer nummer | indikator dium (mm) (mm) Vae%;1 gad)
ROW TRT TRT# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
1 0,00 1
2 0,00 1
3 0,00 1
4 0,00 1
5 0,00 1
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Koncen- hg;‘_z‘:l‘;_ Replikat- | Individuelt | Individuel hggs“sl; lit\gc'le Blfllggj Hrilserr?errgls i

tration mer nummer nummer indikator dtum (mm) (mm) Vée%rtn gad)

ROW TRT TRT# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
6 0,00 1
7 0,00 1
8 0,00 1
9 0,00 1
10 0,00 1
11 0,00 1
12 0,00 1
13 0,00 1
14 0,00 1
15 0,00 1
16 0,00 1
17 0,00 1
18 0,00 1
19 0,00 1
20 0,00 1
21 0,00 2
22 0,00 2
23 0,00 2
24 0,00 2
25 0,00 2
26 0,00 2
27 0,00 2
28 0,00 2
29 0,00 2
30 0,00 2
31 0,00 2
32 0,00 2
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Koncen- hg;‘_z‘:l‘;_ Replikat- | Individuelt | Individuel hgg:‘sl; lixgc'le Blfllggj Hrilserr?errgls i

tration mer nummer nummer indikator dtum (mm) (mm) Vée%rtn gad)

ROW TRT TRT# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
33 0,00 2
34 0,00 2
35 0,00 2
36 0,00 2
37 0,00 2
38 0,00 2
39 0,00 2
40 0,00 2
41 0,00 3
42 0,00 3
43 0,00 3
44 0,00 3
45 0,00 3
46 0,00 3
47 0,00 3
48 0,00 3
49 0,00 3
50 0,00 3
51 0,00 3
52 0,00 3
53 0,00 3
54 0,00 3
55 0,00 3
56 0,00 3
57 0,00 3
58 0,00 3
59 0,00 3
60 0,00 3
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Koncen- hgggh‘;_ Replikat- | Individuelt | Individuel hggsvﬁa lit\gc'le Bl;%l;’gj Hrilsen?errgls i
tration mer nummer nummer indikator dtum (mm) (mm) Vée%rtn gad)

ROW TRT TRT# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
61 0,00 4
62 0,00 4
63 0,00 4
64 0,00 4
65 0,00 4
66 0,00 4
67 0,00 4
68 0,00 4
69 0,00 4
70 0,00 4
71 0,00 4
72 0,00 4
73 0,00 4
74 0,00 4
75 0,00 4
76 0,00 4
77 0,00 4
78 0,00 4
79 0,00 4
80 0,00 4
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Tabel 3
Beregnede oversigter for endepunktsdata fra dag 7 og dag 21
Udviklingsstadium SVL (mm) Baglemslengde (mm) Vagt (mg)

TRT REP MIN MEDIAN MAX GNSN STD DEV GNSN STD DEV GNSN STD DEV
1 1 0 | #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/O!
1 2 0 | #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/O!
1 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 1 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 2 0 | #NUMI 0 | #DIV/o! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 3 0 | #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/O!
2 4 0 | #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/O!
3 1 0 | #NUMI | 0 | #DIV/o! | #DIV/0! | #DIV/O! | #DIV/0! | #DIV/O! | #DIV/0!
3 2 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 1 0 | #NUMI 0 | #DIV/o! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 2 0 | #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/O!
4 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!

Bemerk: Celleberegninger er knyttet til dataindfersler i tabel 2
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Tabel 4
Daglige data om dedelighed
Testdag Dato: 34| 1|23 4
0 00/00/00
1 #Veerdi!
2 #Veerdi!
3 #Veerdi!
4 #Veerdi!
5 #Veerdi!
6 #Veerdi!
7 #Veerdi!
8 #Veerdi!
9 #Veerdi!
10 #Veerdi!
11 #Veerdi!
12 #Verdi!
13 #Veardi!
14 #Verdi!
15 #Verdi!
16 #Verdi!
17 #Veerdi!
18 #Veardi!
19 #Veerdi!
20 #Veerdi!
21 #Veerdi!

Optelling af replikater

Optelling af behandlin-

ger

Bemerk: Celleberegninger er knyttet til dataindfersler i tabel 1.
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Tabel 5
Vandkvalitetskriterier
Eksponeringssystem (gennemstremning/statisk udskiftning):
Temperatur:
Lysintensitet:
Lys-/mearkecyklus:
Foder:
Fodermzngde:
Vandets pH:
lIodkoncentration i testvandet:
Tabel 6
Oversigt over kemiske data
Kemisk navn:
Cas #:
Testdag Dato: 1 411|234 4
0 00/00/00
1 #Veerdi!
2 #Veerdi!
3 #Veerdi!
4 #Veerdi!
5 #Veerdi!
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Kemisk navn:
Cas #:
Testdag Dato: 4010234 4

6 #Veerdi!

7 #Veerdi!

8 #Veerdi!

9 #Veerdi!
10 #Veerdi!
11 #Veerdi!
12 #Veerdi!

13 #Verdi!

14 #Verdi!

15 #Veerdi!

16 #Veerdi!

17 #Veerdi!

18 #Verdi!

19 #Veerdi!
20 #Veerdi!
21 #Veerdi!

Bemerk: Celleberegninger er knyttet til dataindfersler i tabel 1.
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Tabel 7

Indberetningsskemaer vedrerende histopatologi for centrale kriterier

Patolog:

Kemikalie:

Dato:

1sejdrodAyayeoeyiog

1sejdrodAyayeoyeyyoq

yonsadAyaeopog

yonadAypyeopeyog

(one) [PUPR{snIqplOfys
193SPUIULIO]

(oaye) [uyysnaqplofys
19YSPUILLIO]

(yonsadAy) rippysnigplolys

191101810

(yonaadAy) Purpysnigplofys

191191810

1 yesrdar 7 veyrdax 1 exrdar 7 yeyrdar
— 1 14p sisoq — 1 14p s1soq = — @1 14p sisoq — 1 4p sisoq =
1sejdrodAyayeopeyioq 1sejdrodAyayeoyeyyioq
yonsadAyayeopeog yontadLysyeofeyiod
(o) [PuIIYYsnIqplofys (;jore) [ouTysnIqplofys
19y SpUILLIO] 10Y[SPUILLLIO]
(yonsadAy) pPrmyysnigpofys (yonadAy) pParyysnigpofys
1011015104 1011018104
1 exrdar ¢ vexrdar 1 exrdar ¢ yesrdar
— (1 14pjonuoy| — (1 14pjonuoy ﬂta — @1 14p sisoq — 1 14p sisoq lm
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Tabel 8

Supplerende histopatologiske kriterier

Patolog:

Kemikalie:

Dato:

PIeJ opeIwouawn|
LU IR

PleJ opgIwouawun|

MHR[MAH[O]

Surugns aperwoustun]

Yo

Surugns sperwoustun]

o

1 1exidas ¢ veyidar 1 2eyrdas 7 veyrdar
— @1 14p s1soq — 1 14p s1soq o — @1 I4p ssog — a1 14p ssog =
< <
PIEJ SpeIwouawn] PIEJ opeIwouawn]
HE[AHO] HR[MHIo]
Surugns aperwoustun] Surugns sperwouatun]
HR[AH[O] HE[HO]
1 exrdar 7 veyrdar 1 1eidas ¢ yesrdar
— (1 14pjonuoy — (1 1p[onuoy o — @1 14p s1soq — @1 14p s1soq &
< <
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Tabel 9

Forklarende beskrivelser for histopatologiske fund

Dato:
Kemikalie:

Patolog:

Forklarende beskrivelse

replikat 1

Kontroldyr ID —

Kontroldyr ID —
replikat 2

replikat 1

Dosis dyr ID —

Dosis dyr ID —
replikat 2
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1 1exidas
— 1 34p sisog

7 vexiidar
— {1 34p s1sog

1 1exidas
— {1 M4p sisoq

7 veyipdar
— {1 34p s1soq




Oversigt over skabelon til indberetningsskema for dag x (7 eller 21) i AMA

Tabel 10

Kontrol Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3

Endepunkt Replikat Mﬁd' SD VK N Mijd' SD VK N p-vardi Miec}d' SD VK p-vardi Miec}d' SD VK p-vardi
Baglem 1
Lengde
(mm) 2

3

4

Middel:
SVL 1
(mm)

2

3

4

Middel:
Vidvagt 1
(mg)

2

3

4

Middel:

910C°¢’L

[va ]

apuapi] suorup aysiedomny usq

L9T/¥S 1



Tabel 11

Oversigt over skabelon til indberetningsskema for dag x (7 eller 21) udviklingsstadiedata for AMA

Kontrol Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3

Replikat | Median | Min | Max Median | Min | Max p-verdi | Median | Min | Max p-verdi | Median | Min | Max | Median | p-veerdi
Udviklingssta- 1
die

2

3

4

Middel:

897/¥S 1

[va ]

apuapi] suorup aysiedomnyg usq

910C°¢’1L
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Tilleg 3

Alternativ analyse af vegt og leengde i tilfeelde af, at sen stadieudvikling gelder for over 20 % af
haletudserne i en eller flere koncentration(er)

Safremt et relativt stort antal haletudser udviser en udvikling over stadium 60 (> 20 %) i en eller flere nominelle
koncentration(er), ber der foretages en tofaktor-rANOVA med en indlejret variansstruktur pd alle haletudser for at
vurdere vakstvirkninger som folge af kemisk behandling, samtidig med at der tages hensyn til, hvordan udvikling i et
sent stadium pavirker vaksten.

Det foreslas at bruge alle data, men tage hensyn til virkningen af udvikling i et sent stadium. Dette kan gores med en
tofaktor-ANOVA med en indlejret variansstruktur. Definer SentStadie=»Ja« for et dyr, hvis dets udviklingsstadium er
61 eller derover. Ellers definer SentStadie=»Nej«. Herefter kan der foretages en tofaktor-ANOVA med koncentration og
SentStadie og deres vekselvirkning med Rep(Konc) en vilkarlig faktor og Haletudse(Rep) en anden vilkarlig virkning.
Dette behandler stadig replikatet som analyseenheden og giver i al vasentlighed de samme resultater som en vagtet
analyse af rep*sentstadie-gennemsnit, vagtet med antallet af dyr pr. gennemsnit. Hvis dataene ikke opfylder ANOVA'’s
normalitets- eller varianshomogenitetskrav, kan der foretages en normaliseret rangordenstransformation for at fjerne
denne indsigelse.

Ud over standard-ANOVA F-test for virkningerne af Conc, SentStadie og vekselvirkningerne mellem dem, kan
vekselvirknings-F-testen »deles« i to supplerende ANOVA F-test, en vedrgrende de gennemsnitlige responser pé tvears
af koncentrationer for SentStadie=»Nej« og en anden vedrgrende gennemsnitsresponserne pé tvars af koncentrationer
for SentStadie=»Ja«. Yderligere sammenligninger af middelverdier for behandlingen i forhold til kontroller foretages
inden for hvert enkelt SentStadie-niveau. En tendenstypeanalyse kan foretages ved hjalp af passende kontraster, eller
der kan foretages simple parvise sammenligninger, hvis der er evidens for ikkemonoton dosisrespons inden for et
niveau af SentStadie-variabel. En Bonferroni-Holm-tilpasning til p-vardierne foretages kun, hvis den tilsvarende F-
skive ikke er signifikant. Dette kan gores i SAS og — formentlig — andre statistiske softwarepakker. Der kan opsté
komplikationer, ndr der i nogle koncentrationer ikke er dyr i et sent stadium, men disse situationer kan handteres pa
en enklere méde.
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Tilleg 4

Definitioner

Kemikalie: et stof eller en blanding.

Testkemikalie: et stof eller en blanding, som testes ved hjelp af denne testmetode.
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C.39. COLLEMBOLFORMERINGSTEST I JORD

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 232 (2009). Denne testmetode er designet til at vurdere
virkningerne af kemikalier pd collembolers (springhalers) formeringsevne i jord. Den er baseret pé eksisterende
procedurer (1) (2). Den partenogenetiske Folsomia candida og seksuelt reproducerende Folsomia fimetaria er to
af de mest tilgengelige collembolarter, og de kan dyrkes og kan fds i handelen. Nér specifikke habitater, som
ikke er dekket af de to arter, skal vurderes, kan fremgangsmédden ogsd udvides til andre collembolarter, hvis de
kan opfylde testens validitetskriterier.

2. Jordboende collemboler er gkologisk relevante arter til skotoksikologiske test. Collemboler er heksapoder med
et tyndt luft- og vandgennemtrangeligt exoskelet og reprasenterer leddyrarter med en anden eksponeringsvej
og grad sammenlignet med regnorme og enchytraeider.

3. Collembolers populationstatheder ndr i almindelighed op pd 10° m-2 i jord- og fernlag i mange terrestriske
gkosystemer (3) (4). Voksne individer maéler typisk 0,5-5 mm, og deres bidrag til den samlede jordbaserede
animalske biomasse og respiration er lavt, ansldet 1-5 % (5). Deres vigtigste rolle kan derfor vare som
potentielle regulatorer af processer gennem mikrobe- og mikrofaunapradation. Springhaler er byttedyr for en
bred vifte af hvirvellese dyr under og over jorden sdsom mider, tusindben, edderkopper, labebiller (Carabidae)
og rovbiller. Collemboler bidrager til nedbrydningsprocesser i sur jordbund, hvor de kan vare de vigtigste
jordlevende hvirvellase dyr ud over enchytraeider, eftersom regnorme og diplopoder normalt er fraverende.

4. F. fimetaria findes i hele verden og er almindelig i flere jordtyper fra sandede til lerede jorde og fra muld- til
morjorde. Det er en gjeles upigmenteret collembol. Den er registreret i landbrugsjorde over hele Europa (6).
Den er alteedende og spiser bl.a. svampehyfer, bakterier, protozoer og affald i sin fede. Den interagerer gennem
grasning med infektioner af plantepatogene svampe (7) og kan pavirke mykorrhiza, som det vides at vare
tilfeeldet for F. candida. Som de fleste collembolarter formerer den sig seksuelt, hvilket kraver en permanent
tilstedevaerelse af hanner til befrugtning af ag.

5. F. candida findes ogsd i hele verden. Skent den ikke er almindelig i de fleste naturlige jorde, forekommer den
ofte i meget heje antal pd humusrige steder. Det er en gjelos upigmenteret collembol. Den har en veludviklet
»furca« (springorgan) og en aktiv lobebevagelse og springer let, hvis den forstyrres. F. candidas gkologiske rolle
ligner F. fimetarias, men habitaterne er rigere pd organisk materiale. Den har partenogenetisk formering.
Hanner kan forekomme med under en pr. tusind.

PRINCIP FOR TESTEN

6. Synkrone voksne collemboler (F. fimetaria) eller collembolyngel (F. candida) eksponeres for en rakke
koncentrationer af testkemikaliet blandet i en modificeret syntetisk jord (8) med et indhold pd 5 % organisk stof
(eller en alternativ jord). Testscenariet kan inddeles i to trin:

— en forberedende test, sifremt der ikke foreligger tilstrackkelig information om toksicitet, hvor dedelighed og
reproduktion er de vigtigste endepunkter, der vurderes efter to uger for F. fimetaria og tre uger for F.
candida

— en endelig reproduktionstest, hvor den samlede mangde atkom frembragt af foraldredyr og foreldredyrenes
overlevelse vurderes. Denne endelige test varer tre uger for F. fimetaria eller fire uger for F. candida.

Testkemikaliets toksiske virkning pd voksnes dedelighed og formeringsevne udtrykkes som LC, og EC, ved at
tilpasse dataene til en passende model ved ikkelinezr regression for at ansld, hvilken koncentration der ville
fordrsage henholdsvis en dedelighed eller et fald i formeringsevne pd x % eller alternativt som NOEC-/LOEC-
veerdi (9).
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OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

7. Testkemikaliets fysiske egenskaber, vandopleselighed, K, fordelingskoefficient mellem jord og vand og

damptryk skal helst vare kendt. Yderligere oplysninger om testkemikaliets skaebne i jord, sdsom fotolyse- og
hydrolysehastigheder, og biotisk nedbrydning er enskelige. Kemisk identifikation af testkemikaliet ifelge [UPAC-
nomenklaturen, CAS-nummer, parti, batch, strukturformel og renhed dokumenteres, nar det foreligger.

8. Denne testmetode kan benyttes til vandopleselige eller -uopleselige kemikalier. Dog vil tilsetningsmaden for
testkemikaliet variere som felge heraf. Testmetoden kan ikke anvendes pé flygtige kemikalier, dvs. kemikalier,
for hvilke Henrys konstant eller luft-vandfordelingskoefficienten er storre end en, eller kemikalier, for hvilke
damptrykket overstiger 0,0133 Pa ved 25 °C.

TESTENS VALIDITET

9. Folgende kriterier skal opfyldes i de ubehandlede kontroller, hvis testresultatet skal anses for gyldigt:
— Den gennemsnitlige dedelighed blandt voksne individer ma ikke overstige 20 % ved testens afslutning.
— Det gennemsnitlige antal unge individer pr. beholder ber vare mindst 100 ved forsegets afslutning.

— Variationskoefficienten beregnet for antal unge individer ber vare under 30 % ved afslutningen af den
endelige test.

REFERENCEKEMIKALIE

10. Et referencekemikalie bor med jeevne mellemrum testes ved sin EC,-koncentration for den valgte pravejordtype
eller muligvis inkluderes i hver test for at kontrollere, at testorganismerne i testsystemet ligger inden for det
normale niveau. Et egnet referencekemikalie er borsyre, som ber nedbringe formeringsevnen med 50 % (10)
(11) ved omkring 100 mg pr. kg jord (tervaegt) for begge arter.

BESKRIVELSE AF TESTEN
Testbeholdere og -udstyr

11. Beholdere, som kan rumme 30 g fugtig jord, er egnede testbeholdere. Materialet ber enten vaere glas eller inert
plast (ikketoksisk). Det ber dog undgas at bruge plastbeholdere, hvis eksponeringen for testkemikaliet senkes
pa grund af sorption. Testbeholderne ber have et tvarsnitsareal, som giver en faktisk jorddybde i testbeholderen
pd 2-4 cm. Beholderne ber have lag (f.eks. glas eller polyethylen), der er designet til at reducere
vandfordampning, samtidig med at der kan ske en gasudveksling mellem jord og atmosfare. Beholderen ber i
det mindste veare delvis gennemsigtig for at sikre lysgennemtrangelighed.

12. Der kraeves normalt laboratorieudstyr, specielt folgende:
— torreskab
— stereomikroskop
— pH-meter and luxmeter
— egnede nojagtige vegte
— passende udstyr til temperaturkontrol
— passende udstyr til luftfugtighedskontrol (ikke vaesentligt, hvis eksponeringsbeholderne er dakket af 1dg)
— temperaturstyret inkubator eller lille rum

— pincetter eller en lavtsugende luftgennemstremningsanordning.
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Fremstilling af testjord

13. Der anvendes en modificeret syntetisk jord (8) med et indhold af organisk materiale pd 5 %. Alternativt kan der
anvendes en naturlig jord, da den syntetiske jord ikke ligner naturlige jordtyper. Den anbefalede sammensetning
af den syntetiske jord er som folger (baseret pa torvaegt, torret til en konstant vagt ved 105 °C):

— 5 % sphagnum, luftterret og findelt (en partikelstorrelse pd 2 £ 1 mm er acceptabel)
— 20 % kaolinholdigt ler, helst med over 30 % kaolinit

— ca. 74 % luftterret industrisand (athaengigt af den nedvendige mangde CaCO,) overvejende finsand med
over 50 % af en partikelstorrelse pd 50-200 pm. Den ngjagtige mangde sand afthanger af mangden af
CaCO, (se nedenfor), idet de til sammen skal ligge pd 75 %.

— 1,0 % calciumcarbonat (CaCO,, pulveriset, analysekvalitet) for at fd en pH-vaerdi pd 6,0 £ 0,5. Hvor meget
calciumcarbonat der skal tilsettes, athaenger primert af sphagnummens kvalitet/art (se bemarkning 1).

Bemerkning 1: Den nedvendige mangde CaCO, vil athange af jordsubstratets bestanddele og bestemmes ved at
méle pH-vardien af prainkuberede fugtige delprover af jord umiddelbart for testen.

Bemarkning 2: Det anbefales at médle pH-vardi og eventuelt C/N-forhold, kationudvekslingskapacitet (CEC) og
indhold af organisk materiale i jorden for at sikre en normalisering pd et senere tidspunkt og fortolke
resultaterne bedre.

Bemerkning 3: Om nedvendigt, f.eks. til serlige testformal, kan naturlig jord fra uforurenede steder ogsé bruges
som test- ogfeller dyrkningssubstrat. Anvendes der naturlig jord, ber det dog som minimum karakteriseres ved
oprindelse (indsamlingssted), pH, tekstur (partikelstorrelsesfordeling), CEC og indhold af organisk materiale, og
det ber veere uden forurening. For naturlig jord anbefales det at pavise dens egnethed til en test og til at opfylde
testvaliditetskriterierne, for jorden anvendes i en endelig test.

14. De torre bestanddele i jorden blandes grundigt (f.eks. i stor laboratoriemixer). Den syntetiske jords maksimale
vandholdende evne (WHC) bestemmes i overensstemmelse med procedurerne beskrevet i tilleg 5. Testjordens
fugtindhold optimeres for at opnd en lgs porgs jordstruktur, sd collembolerne kan komme ind i porerne. Dette
er normalt mellem 40-60 % af den maksimale vandholdende evne.

15. Den torre syntetiske jord fugtes pa forhind ved at tilsaette deioniseret vand nok til at opnd omkring halvdelen af
det endelige vandindhold 2-7 dage for testens start med henblik pa at akvilibrere/stabilisere surhedsgraden. Til
bestemmelse af pH-vardien anvendes en blanding af jord og en oplesning pd 1 M kaliumchlorid (KCl) eller
0,01 M calciumchlorid (CaCl,) i forholdet 1:5 (ifelge tilleg 6). Hvis jorden er mere sur end det kraevede omrédde,
kan den justeres ved tilsaetning af en passende maengde CaCO,. Hvis jorden er for basisk, kan den justeres ved
tilseetning af en uorganisk syre, der ikke skader collemboler.

16. Den fugtede jord opdeles i portioner svarende til antallet af testkoncentrationer (og eventuelt referencekemikalie)
og kontroller, der benyttes til testen. Testkemikalierne tilsaettes, og vandindholdet reguleres ifelge punkt 24.

Udvalgelse og klargering af forsegsdyr

17. Den partenogenetiske F. candida er den anbefalede art, da denne art i ringtesten af testmetoden (11) opfyldte
validitetskriterierne for overlevelse oftere end F. fimetaria. Anvendes der en alternativ art, skal den opfylde de i
punkt 9 anferte validitetskriterier. Ved testens begyndelse skal dyrene vare godt opfodrede og vaere 23-26 dage
for F. fimetaria og 9-12 dage for F. candida. For hvert replikat ber der for F. fimetaria vere 10 hanner og
10 hunner, og for F. candida anvendes 10 hunner (se tilleg 2 og tilleg 3). De synkrone dyr udvelges tilfaeldigt
fra skalene, og deres sundhed og fysiske tilstand kontrolleres for hvert parti, der tilseettes et replikat. Hver
gruppe pd 10/20 individer tilswttes til en tilfeldigt udvalgt testbeholder, og de store hunner af F. fimetaria
udvzlges for at sikre en korrekt skelnen fra F. fimetaria-hanner.
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Fremstilling af testkoncentrationer

18. Der kan benyttes fire metoder til tilsetning af testkemikaliet: 1) blanding af testkemikaliet i jorden med vand
som barestof, 2) blanding af testkemikaliet i jorden med et organisk oplesningsmiddel som barestof, 3)
blanding af testkemikaliet i jorden med sand som barestof eller 4) péfering af testkemikaliet pd jordoverfladen.
Valget af den egnede metode athanger af kemikaliets kendetegn og formalet med testen. Generelt anbefales det
at blande testkemikaliet i jorden. Tilferselsprocedurer, som er i overensstemmelse med den praktiske anvendelse
af testkemikaliet, kan dog veere pdkraevet (f.eks. sprejtning af flydende formulering eller brug af serlige pesticid-
formuleringer sdsom granulat- eller frebehandlinger). Jorden behandles, for collembolerne tilsattes, undtagen
ndr testkemikaliet tilseettes til jordoverfladen, hvor collembolerne skal have lov til at komme ned i jorden.

Vandoploseligt testkemikalie

19. En oplesning af testkemikaliet fremstilles i deioniseret vand i en mangde, der er tilstrakkelig til alle replikater af
en testkoncentration. Hver oplesning af testkemikaliet blandes grundigt med et parti fugtet jord, for det indferes
i testbeholderen.

Vanduopleseligt testkemikalie

20. For kemikalier, der er uopleselige i vand, men oploselige i organiske oplesningsmidler, kan testkemikaliet
opleses i den mindst mulige mangde egnede oplesningsmiddel (f.eks. acetone), idet der stadig sikres en korrekt
blanding af kemikaliet i jorden og blanding heraf med en del af det nedvendige kvartssand. Der ber kun
anvendes flygtige oplosningsmidler. Ndr der anvendes et organisk oplesningsmiddel, ber alle testkoncentrationer
og eckstra negative kontrolprover med oplesningsmiddel indeholde den samme minimumsmangde
oplesningsmiddel. Tilforselsbeholdere bor efterlades udakkede i en vis periode, sd det oplesningsmiddel, som er
knyttet til tilforsel af testkemikaliet, kan fordampe, s det sikres at det giftige kemikalie ikke spredes i den tid.

Testkemikalie, der er tungtopleseligt i vand og organiske oplasningsmidler

21. I forbindelse med kemikalier, der er tungtopleselige i vand og organiske oplesningsmidler, blandes kvartssand,
som skal vare en del af den samlede mangde sand, der tilsattes jorden, med mangden af testkemikalie for at
opnd den enskede testkoncentration. Denne blanding af kvartssand og testkemikalie tilseettes den fugtede jord
og blandes grundigt, efter at der er tilsat en passende mangde deioniseret vand for at opnd det kravede
fugtindhold. Den ferdige blanding deles mellem testbeholderne. Proceduren gentages for hver testkoncentration,
og der fremstilles ogsd en passende kontrolgruppe.

Péforing af testkemikaliet pd jordoverfladen

22. Nér testkemikaliet er et pesticid, kan det vere hensigtsmessigt at sprojte det pd jordoverfladen. Jorden
behandles, efter at collembolerne er tilsat. Testbeholderne fyldes forst med det fugtede jordsubstrat, og dyrene
tilseettes. Herefter vejes testbeholderne. For at undgéd en direkte eksponering af dyrene for testkemikaliet ved
direkte kontakt péferes testkemikaliet mindst en halv time efter indferelsen af collembolerne. Testkemikaliet
pafores sd jevnt som muligt pd jordoverfladen ved hjelp af en egnet laboratoriesprojteanordning for at
simulere sprgjteanvendelse i marken. Paferingen finder sted ved en temperatur inden for en variation pa + 2 °C
og for vandige oplesninger, emulsioner eller spredninger ved en vandtilforselshastighed ifelge henstillinger om
risikovurdering. Hastigheden kontrolleres ved hjelp af en egnet kalibreringsteknik. Serlige formuleringer som
granulat- eller freblandinger kan péferes pd en mdde, der er i overensstemmelse med praksis i landbruget. Foder
tilseettes efter pdsprejtning.

FREMGANGSMADE
Testbetingelser:

23. Den gennemsnitlige testtemperatur skal veere 20 + 1 °C med et temperaturomrade pd 20 * 2 °C. Testen udferes
under kontrollerede lys-/morkecyklusser (helst 12 timers lys og 12 timers morke) med belysning pd 400-
800 lux i testbeholdernes omréde.
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24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

For at kontrollere jordfugtigheden vejes beholderne i begyndelsen, i midten og ved afslutningen af testen.
Vagttab pd > 2 % erstattes ved tils@tning af deioniseret vand. Det skal bemarkes, at tab af vand kan reduceres
ved at opretholde en hgj luftfugtighed (> 80 %) i testinkubatoren.

pH-vaerdien méles i begyndelsen og afslutningen af bide den forberedende test og den endelige test. Malinger
foretages i en ekstra kontrolpreve og en ekstra prove pa de behandlede (alle koncentrationer) jordprever, der
fremstilles og opbevares pd samme made som testkulturerne, men uden tilsetning af collembolerne.

Testprocedure og milinger

For hver testkoncentration fyldes en mangde testjord svarende til 30 g vdd vegt i testbeholderen.
Vandkontroller uden testkemikaliet fremstilles ogsd. Hvis der bruges et barestof til tilforsel af testkemikaliet,
testes en kontrolserie indeholdende barestoffet alene ud over testserierne. Koncentrationen med oplesnings-
eller dispergeringsmiddel skal vaere den samme som den, der bruges i testbeholderne med testkemikaliet.

De enkelte springhaler overfores forsigtigt til hver testbeholder (fordeles tilfeldigt i testbeholderne) og placeres
pa jordoverfladen. For at sikre en effektiv overforsel af dyrene kan der benyttes en lavtsugende luftgennem-
stromningsanordning. Antallet af replikater til testkoncentrationer og kontroller athanger af det anvendte
testdesign. Testbeholderne placeres tilfeeldigt i testinkubatoren, og disse placeringer randomiseres pd ny en gang
om ugen.

Til F. fimetaria-testen bruges 10 hanner og 10 hunner, 23-26 dage gamle, pr. testbeholder. P4 dag 21
ekstraheres collembolerne fra jorden og talles. For F. fimetaria skelnes keonnene efter storrelse i det
synkroniserede parti dyr, der bruges til testen. Hunner er klart storre end hanner (se tilleg 3).

Til F. candida-testen bruges der ti 9-12 dage gamle unge individer pr. testbeholder. P4 dag 28 ekstraheres
collembolerne fra jorden og telles.

Som egnet fedekilde tilseettes en tilstreekkelig meengde, f.eks. 2-10 mg kommercielt tilgaengeligt granuleret
bagetorger til husholdningsbrug, til hver beholder ved begyndelsen af testen og efter omkring to uger.

Ved afslutningen af testen vurderes dedelighed og formering. Efter tre uger (F. fimetaria) eller fire uger (F.
candida) ekstraheres collembolerne fra testjorden (se tilleg 4) og talles (12). En collembol registreres som ded,
hvis den ikke er til stede i ekstraktionen. Ekstraktions- og tallemetoden valideres. Validiteten omfatter en sterre
ekstraktionseffektivitet for atkom end 95 %, f.eks. ved at tilfore jorden et kendt antal.

Praktisk resumé og tidsplan for testmetoden er beskrevet i tilleg 2.

Testdesign

Indledende test til bestemmelse af dosisinterval

Nér det er nedvendigt, udferes der en indledende test til bestemmelse af dosisinterval med f.eks. fem testkemika-
liekoncentrationer pd 0,1, 1,0, 10, 100, og 1 000 mg/kg jord (tervagt) og to replikater for hver behandlings-
og kontrolpreve. Supplerende information — fra test med lignende kemikalier eller fra litteraturen — om
collembolers dedelighed eller formeringsevne kan ogsd veare nyttig ved beslutningen af, hvilke koncentrati-
onsomrédder der skal benyttes i den indledende test til bestemmelse af dosisinterval.

Varigheden af den indledende test til bestemmelse af dosisinterval er to uger for F. fimetaria og tre uger for F.
candida for at sikre, at der er frembragt et kuld unger. Ved afslutningen af testen vurderes collembolernes
dedelighed og formering. Antallet af voksne og forekomsten af afkom registreres.
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Endelig test

35. For at bestemme EC -verdien (f.eks. EC,,, EC,) testes der 12 koncentrationer. Der anbefales mindst to replikater
for hver testkoncentrationsbehandling og seks kontrolreplikater. Afstandsfaktoren kan variere alt efter dosis|
respons-menstret.

36. For at bestemme NOEC/LOEC skal der testes mindst fem koncentrationer i en geometrisk serie. Der anbefales
fire replikater for hver testkoncentrationsbehandling plus otte kontroller. Koncentrationerne bar valges med en
afstandsfaktor, som ikke overstiger 1,8.

37. En kombineret metode giver mulighed for at bestemme bidde NOEC/LOEC og ECx. Til denne kombinerede
metode anvendes der otte behandlingskoncentrationer i en geometrisk serie. Der anbefales fire replikater for
hver behandling plus otte kontroller. Koncentrationerne ber valges med en afstandsfaktor, som ikke overstiger
1,8.

38. Huvis der ikke observeres virkninger ved den hgjeste koncentration i testen til fastleggelse af dosisomrédet (dvs.
1 000 mg/kg), kan formeringstesten udferes som en graensetest under anvendelse af en testkoncentration pa
1 000 mg/kg og kontrolpreven. En gransetest vil give mulighed for at pavise, at der ikke er nogen statistisk
signifikant virkning ved gransekoncentrationen. Der bruges otte replikater til bdde den behandlede jord og
kontrolpraven.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

39. Formeringsevnen er det vigtigste endepunkt (f.eks. antallet af unge individer produceret pr. testbeholder). Den
statistiske analyse, f.cks. ANOVA-procedurer, sammenligner behandlinger med Student t-test, Dunnett’s test eller
Williams’ test. Der beregnes 95 %-konfidensintervaller for individuelle middelveerdier for behandling.

40. Antallet af overlevende voksne individer i de ubehandlede kontroller er et vasentligt validitetskriterium og skal
dokumenteres. Som 1 testen til fastlaeggelse af dosisomradet skal alle andre tegn pé skadevirkninger ogsd anferes
i den endelige rapport.

LC, og EC,

41. EC_-verdier, herunder deres gvre og nedre 95 % konfidensgranser for parameteren beregnes efter passende
statistiske metoder (f.eks. logistisk funktion eller Weibull-funktion, Trimmed Spearman-Karber-metoden eller
simpel interpolation). En EC -veerdi opnds ved at indsatte en veerdi, der svarer til x % af kontrolgennemsnittet, i
den fundne ligning. For at beregne EC,, eller enhver anden EC, underkastes hele datasattet en regressi-
onsanalyse. LC,, anslds normalt ved probabilistisk analyse eller lignende analyse, der tager hensyn til de
binomialfordelte dedelighedsdata.

NOEC/LOEC

42. Hvis NOEC/LOEC skal bestemmes ved en statistisk analyse, er statistikker pr. beholder (individuelle beholdere
anses for replikater) nedvendige. Passende statistiske metoder anvendes i overensstemmelse med OECD
Document 54 on the Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to
Application (9). Generelt underseges negative virkninger af testkemikaliet sammenlignet med kontrolpreverne
ved hjalp af en ensidet hypotesetest ved p < 0,05.

43. Normal fordeling og varianshomogenitet kan testes ved hjelp af en passende statistisk test, f.eks. henholdsvis
Shapiro-Wilk-testen og Levene-testen (p < 0,05). Der kan udferes envejsanalyse af varians (ANOVA) og
efterfolgende multiple sammenligningstest. Multiple sammenligninger (f.cks. Dunnett’s test) eller step-down
trend test (f.eks. Williams’ test) kan benyttes til at beregne, om der er signifikante forskelle (p < 0,05) mellem
kontrollerne og de forskellige testkemikalickoncentrationer (valg af den anbefalede test ifelge OECD Document
54 (9)). Ellers kan ikkeparametriske metoder (f.eks. Bonferroni-U-test ifslge Holm eller Jonckheere-Terpstra’s
trend test) benyttes til at bestemme NOEC og LOEC.
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Greensetest

44. Er der udfert en gransetest (sammenligning af kontrolpreve og kun en behandlingspreve), og forudsatningerne
for parametriske testprocedurer (normalitet, homogenitet) er opfyldt, kan metrisk respons vurderes ved Student-
testen (t-test). T-testen justeret for forskel i varians (Welch t-test) eller en ikkeparametrisk test, f.eks. Mann-
Whitney-U-testen, kan bruges, hvis disse krav ikke er opfyldt.

45. For at bestemme signifikante forskelle mellem kontrollerne (kontrolprever og kontrolprever med
oplesningsmiddel) kan replikaterne af hver kontrolpreve testes som beskrevet for greensetesten. Hvis disse test
ikke viser signifikante forskelle, kan alle replikater af kontrolprever og kontrolprever med oplesningsmiddel
samles. Ellers skal alle behandlinger sammenlignes med kontrolpreven med oplesningsmiddel.

Testrapport

46. Testrapporten skal mindst indeholde folgende oplysninger:
Testkemikalie
— testkemikaliets identitet, parti, batch- og CAS-nummer, renhed

— testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber (f.eks. log Kow, vandopleselighed, damptryk, Henrys konstant (H)
og gerne oplysninger om testkemikaliets skabne i jord), hvis de foreligger

— formuleringen af testkemikaliet og tilseetningsstofferne specificeres, medmindre det rene kemikalie testes
Testorganismer

— identifikation af arter og leverander af testorganismerne, beskrivelse af opdreatningsbetingelser og testorga-
nismernes aldersgruppe

Testbetingelser:
— beskrivelse af forsegsdesign og procedure

— oplysninger om fremstilling af testjorden, detaljeret specifikation, hvis der bruges naturlig jord (oprindelse,
historie, partikelstorrelsesfordeling, pH, indhold af organisk stof)

— jordens vandholdende evne

— beskrivelse af den teknik, der anvendes til at tilsette testkemikaliet til jorden

— testbetingelser: lysintensitet, lys-/merkecyklussernes varighed, temperatur

— en beskrivelse af fodringhyppighed, type og mangde af foder anvendt i testen, fodringsdatoer

— jordens pH-vardi og vandindhold ved pabegyndelse og afslutning af testen (kontrolpreve og hver
behandling)

— detaljeret beskrivelse af ekstraktionsmetode og ekstraktionseffektivitet.

Testresultater

— antal unge individer bestemt i hver testbeholder ved afslutningen af testen

— antal voksne individer og deres dadelighed ( %) i hver testbeholder ved afslutningen af testen

— en beskrivelse af synlige fysiologiske eller patologiske symptomer eller tydelige adfeerdsendringer

— resultater opndet med referencetestkemikaliet

— NOEC-/LOEC-vaerdier, LC, for dedelighed og EC, for formeringsevne (fortrinsvis LCy,, LC,,, EC,, og EC,,)

sammen med 95 % konfidensintervaller. En graf for den tilpassede model, der blev benyttet til beregning,
dens funktionsligning og parametre (se (9))
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— alle oplysninger og bemzrkninger, som kan vere til hjzlp ved fortolkning af resultaterne
— styrken af den konkrete test, hvis der afpreves hypoteser (9)

— afvigelser fra de procedurer, der er beskrevet i denne testmetode, og eventuelt usedvanlige haendelser under
testen

— testens validitet
— ndr NOEC anslds, den mindste péviselige forskel.
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Tilleg 1

Definitioner

Folgende definitioner finder anvendelse for denne testmetode (i denne test udtrykkes alle virksomme koncentrationer
som en masse af testkemikalie pr. tor masse testjord):

Kemikalie: et stof eller en blanding.

NOEC (nuleffekt-koncentration, no observed effect concentration): den testkemikalickoncentration, hvor der ikke
observeres nogen virkning. I denne test har den koncentration, der svarer til NOEC, ingen statistisk signifikant
virkning (p < 0,05) inden for en angiven eksponeringsperiode sammenlignet med kontrolpragven.

LOEC (laveste koncentration med observeret effekt, lowest observed effect concentration): den laveste testkemi-
kaliekoncentration, som ved sammenligning med kontrolpreven har en statistisk signifikant effekt (p < 0,05) inden
for en angiven eksponeringsperiode.

ECx (effektkoncentration for x % virkning): den koncentration, der har en virkning pd x % pa testorganismer
inden for en angiven eksponeringsperiode sammenlignet med en kontrolpreve. ECy, er f.eks. en koncentration, der
skennes at have en virkning pd et testendepunkt hos 50 % af en eksponeret population i en defineret
eksponeringsperiode.

Testkemikalie: stoffer eller blandinger, der testes med denne testmetode.
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Tilleg 2

De vigtigste trin og tidsplan for udferelse af en collemboltest

De enkelte trin i testen kan opsummeres som folger:

Time (day) Handling

-231til-26 Fremstilling af synkron F. fimetaria-kultur.

- 14 Fremstil syntetisk jord (blanding af terre bestanddele).
Kontroller den syntetiske jords pH og foretag relevante justeringer.

Ml jordens maksimale vandholdende evne.

-91tl-12 Fremstilling af synkron F. candida-kultur.
-2l -7 Fugt jorden.
-1 Fordel unge individer i partier.

Fremstil stamoplesninger og tilseet testkemikalie, hvis der er brug for oplesningsmiddel.

0 Fremstil stamoplesninger, og tilsat testkemikalie, hvis fast kemikalie, vandopleseligt, eller overflade-
pafering er nedvendig.

Mél jordens pH, og vej beholderne.
Tilsat foder. Anbring collemboler.

14 Indledende test til bestemmelse af dosisinterval for F. fimetaria: Afslut test, ekstraher dyr, mél jor-
dens pH og tab af vand (vagt).

Endelige test: Mél fugtindhold, fyld op med vand, og tilset 2-10 mg ger.

21 Endelig F. fimetaria-test: Afslut test, ekstraher dyr, mal jordens pH og tab af vand (veegt).

Indledende test til bestemmelse af dosisinterval for F. candida: Afslut test, ekstraher dyr, mal jordens
pH og tab af vand (vagt).

28 Endelig F. candida-test: Afslut test, ekstraher dyr, mél jordens pH og tab af vand (vagt).
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Tilleg 3

Vejledning i opdraet og synkronisering af F. fimetaria og F. candida

Tid og varigheder i denne vejledning kontrolleres for hver specifik collembolstamme for at sikre, at tidsangivelserne
vil give et tilstrakkeligt antal synkroniserede unge individer. Grundlaggende er det forekomsten af seglagning, efter at
de voksne individer er overfert til frisk substrat, og udkleekning af @g, som afger, hvilken dag der er den rette til
udtagning af &g og udtagning af synkrone unge individer.

Det anbefales at have en fast stamkultur bestdende af f.eks. 50 beholdere/petriskdle. Stamkulturen holdes i god
foderstand gennem ugentlig fodring, vanding og fjernelse af gammelt foder og kadavere. For fi collemboler pd
substratet kan resultere i inhibering af mere svampevakst. Bruges stamkulturen til sgproduktion for ofte, kan
kulturen blive traet. Tegn pd trathed er dede voksne individer og mug pd substratet. De resterende ag fra
produktionen af synkrone dyr kan bruges til at forynge kulturen.

[ en synkron F. fimetaria-kultur skelnes hanner fra hunner primeert pd baggrund af sterrelse. Hanner er klart mindre
end hunner, og hanners ganghastighed er hgjere end hunners. En korrekt udvzlgelse af ken kraver ikke meget gvelse
og kan bekraftes ved mikroskopisk inspektion af det genitale omrade (1 3).

1. Opdrat

l.a. Fremstilling af dyrkningssubstrat

Dyrkningssubstratet er gips (calciumsulfat) med aktiveret kul. Dette giver et fugtigt substrat, idet kullets funktion
er at absorbere spildgasser og ekskreter (14) (15). Forskellige former for kul kan bruges til at lette
observationerne af collembolerne. F.eks. bruges kulpulver til F. candida og F. fimetaria (som giver en sort/gré
gips):

Substratets bestanddele:

— 20 ml aktiveret kul

— 200 ml destilleret vand

— 200 ml gips

eller

— 50 g aktiveret pulveriseret kul

— 260-300 ml destilleret vand

— 400 g gips

Substratblandingen sztter sig for brug.

1.b. Avl

Collemboler opbevares i beholdere, f.eks. petriskile (90 mm x 13 mm), hvor bunden er dakket af et 0,5 m lag
gips-/kulsubstrat. De dyrkes ved 20 £ 1 °C ved en lys-/merkecyklus pd 12-12 timer (400-800 Lux). Beholderne
holdes fugtige hele tiden, idet det sikres, at den relative luftfugtighed i beholderne er 100 %. Dette kan sikres
ved, at der er frit vand i den porgse gips, idet det undgds at skabe en vandfilm péd gipsoverfladen. Vandtab kan
forebygges ved fugtighed i den omgivende luft. Eventuelle dede individer og eventuel muggen fede fjernes fra
beholderne. For at fremme agproduktionen er det nedvendigt at overfere voksne dyr til petriskdle med
nyfremstillet gips-/kulsubstrat.
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1.c. Fodekilde

Granuleret torgeer til bagning bruges som det eneste foder til bade F. candida og F. fimetaria. Frisk foder gives
en eller to gange om ugen for at undgd mugdannelse. Det laegges direkte pd gipsen i en lille dynge. Massen af
den tilsatte bageger justeres til storrelsen af collembolpopulationen, men som regel er 2-15 mg tilstraeekkeligt.

2. Synkronisering

Testen udferes med synkroniserede dyr for at opnd homogene forsggsdyr pd samme stadium og i samme
storrelse. Endvidere gor synkroniseringen det muligt at skelne F. fimetaria-hanner og -hunner fra 3-ugers alderen
og frem baseret pd den seksuelle dimorfi, dvs. sterrelsesforskelle. Nedenstdende procedure er et forslag til,
hvordan man kan f& synkroniserede dyr (den praktiske fremgangsmade er valgfri).

2.a. Synkronisering.

— Beholderne klarggres med et lag pd 0,5 cm gips-/kulsubstrat.

— Til aglaegning overferes 150-200 voksne F. fimetaria og 50-100 F. candida fra de bedste 15-20 stamkultur-
beholdere med 4-8 uger gammelt substrat til beholderne og fodres med 15 mg bagegar. Det undgds at
bringe unge individer sammen med voksne, da tilstedeverelsen af unge kan hemme @gproduktionen.

— Kulturen holdes p& 20 * 1 °C (gennemsnittet er 20 °C) og en lys-/morkecyklus pd 12-12 timer (400-
800 Lux). Det sikres, at der er frisk fode tilgeengelig, og at luften er vandmettet. Manglende fede kan fore til,
at dyrene leegger afforing pa aggene, hvilket resulterer i svampevakst pd aggene, eller F. candida kan ade
sine egne ag. Efter 10 dage indsamles aggene forsigtigt med en nél og spatel og flyttes over pa »aggepapir«
(smd stykker filterpapir dyppet i gips-/kulvelling), som anbringes i en beholder med frisk gips-/kulsubstrat.
Nogle f& geerpartikler tilseettes til substratet for at tiltreekke unge individer og fa dem til at forlade
aggepapiret. Det er vigtigt, at aggepapiret og substratet er fugtigt, ellers vil aggene dehydrere. Som
alternativ kan voksne dyr fjernes fra dyrkningsboksene til synkronisering, nir de har produceret &g i 2-
3 dage.

— Efter tre dage vil de fleste af aggene pd aggepapiret vaere udklaekket, og nogle unge individer kan findes
under aggepapiret.

— For at 3 unge i samme alder fjernes aggepapiret med ukleekkede ag fra petriskilen med en tang. De unge
individer, som nu er 0-3 dage, bliver i skdlen og fodres med bageger. Uklekkede ag bortskaffes.

— Ag og udklekkede unge dyrkes pd samme mdde som voksne individer. Iser for F. fimetaria traeffes folgende
foranstaltninger: der sikres tilstraekkelig frisk foder, gammelt muggent foder fjernes, efter en uge deles de
unge individer i nye petriskdle, forudsat at teetheden er over 200.

2.b. Handtering af collemboler ved testens begyndelse

— 9-12 dage gamle F. candida eller de 23-26 dage gamle F. fimetaria indsamles, f.eks. ved sug og frigives i en
lille beholder med fugtigt gips-/kulsubstrat, og deres fysiske tilstand kontrolleres under binokulert
mikroskop (sdrede og skadede dyr kasseres). Alle trin gennemfores, mens collembolerne holdes i en fugtig
atmosfaere for at undgd stress pd grund af vandmangel, f.eks. ved hjelp af vade overflader osv.

— Beholderen vendes med bunden i vejret, og der bankes pa den, sd collembolerne overfores til jorden. Statisk
elektricitet neutraliseres, ellers kan dyrene flyve op i luften eller klabe til siden af testbeholderen og terre ud.
En ionisator eller et fugtigt kleede under beholderen kan anvendes til neutralisering.

— Foderet spredes over hele jordoverfladen og ikke bare i en dynge.
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— Under transport og i testperioden undgés det at banke pa testbeholderne eller pd anden vis fysisk forstyrre
dem, da dette kan oge jordens komprimering og heemme samspillet mellem collembolerne.

Alternative collembolarter

Andre collembolarter kan velges til testning ifolge denne testmetode, f.eks. Proisotoma minuta, Isotoma viridis,
[sotoma anglicana, Orchesella cincta, Sinella curviseta, Paronychiurus kimi, Orthonychiurus folsomi,
Mesaphorura macrochaeta. En reekke forudsetninger skal opfyldes péa forhdnd, for der anvendes alternative arter:

— de er entydigt identificeret
— der angives en begrundelse for valg af art

— det sikres, at reproduktionsbiologien er inkluderet i testfasen, s det bliver et potentielt mal under
eksponeringen

— livshistorien er kendt: alder ved kensmodning, agudviklingens varighed og stadier, der skal eksponeres
— testsubstratet og fedeforsyningen skal give optimale betingelser for vakst og reproduktion

— variationen skal vere tilstraekkeligt lav til en pracis og nejagtig toksicitetsberegning.
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Tilleg 4

Ekstraktion og taelling af dyr

1. Der kan anvendes to ekstraktionsmetoder

l.a. Forste metode: Der kan anvendes en ekstraktor med kontrolleret temperaturgradient baseret pd MacFadyens
principper (1). Varmen kommer fra et varmeelement overst i ekstraktionsboksen (reguleret gennem en termistor
placeret pd jordprevens overflade). Temperaturen i den afkelede vaske omkring opsamlingsbeholderen reguleres
gennem en termistor placeret pd opsamlingsboksens overflade (anbragt under jordkernen). Termistorerne er
forbundet til en programmerbar kontrolenhed, som eger temperaturen efter en forprogrammeret plan. Dyr
indsamles i den afkelede opsamlingsboks (2 °C) med et lag af gips/kul i bunden. Ekstraktionen pabegyndes ved
25 °C, og temperaturen gges automatisk hver 12. time med 5 °C, og varer i alt 48 timer. Efter 12 t. ved 40 °C
er ekstraktionen slut.

1.b. Anden metode: Efter den eksperimentelle inkubationsperiode vurderes antallet af unge collemboler ved hjalp af
flotation. Til det formdl udferes testen i beholdere pd ca. 250 ml. Ved afslutning af testen tilsaettes ca. 200 ml
destilleret vand. Jorden omreres forsigtigt med en fin pensel, sd collembolerne kan flyde til vandoverfladen. En
lille smule — ca. 0,5 ml — sort Kentmere fotofarve kan tilsattes til vandet, sd kontrasten mellem vandet og de
hvide collemboler bliver storre, og det bliver nemmere at telle dem. Farven er ikke giftig for collemboler.

2. Telling:

Telling af antal kan foretages med det blotte gje eller under et lysmikroskop ved hjalp af et gitter, der placeres
over flotationsbeholderen eller ved at fotografere overfladen af hver beholder og senere talle collembolerne pé
forsterrede tryk eller projicerede slides. Optellingerne kan ogsé foretages ved hjelp af digitale billedbehandlings-
teknikker (12). Alle teknikker valideres.
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Tilleg 5

Bestemmelse af jordens maksimale vandholdende evne

Folgende metode til bestemmelse af jordens maksimale vandholdende evne (WHC) har vist sig at vere
hensigtsmassig. Den beskrives i bilag C til ISO DIS 11268-2 (Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida). Del 2: Determination of effects on reproduction).

Der opsamles en bestemt mangde (f.eks. 5 g) testjordsubstrat ved hjelp af en egnet prevetagningsanordning
(sneglebor osv.). Bunden af roret daekkes med et stykke vadt filtrerpapir, og raret placeres herefter pa et stativ i et
vandbad. Reret saenkes gradvist, indtil vandstanden star over jordhejde. Det stdr herefter i vandet i omkring tre timer.
Da ikke alt vand, som absorberes af jordens kapillerer, kan bindes, dranes jordpreven i to timer ved at anbringe
roret pa et leje af meget vadt fintmalet kvartssand i en overdakket beholder (for at forhindre udterring). Preven vejes
herefter torret til en konstant masse ved 105 °C. Den vandholdende evne (WHC) beregnes som folger:

S D

WHC (1% af termasse) = % x 100
Hvor:
S = vandmettet substrat + rermasse + filtrerpapirmasse
T = tara (rermasse + filtrerpapirmasse)

D = tormasse af substrat
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Tilleg 6

Bestemmelse af jordens pH

Folgende metode til bestemmelse af en jords pH er baseret pd beskrivelsen i ISO DIS 10390: Soil Quality —
Determination of pH.

En bestemt mangde jord terres ved stuetemperatur i mindst 12 t. En suspension af jorden (indeholdende mindst
5 gram jord) fremstilles herefter i fem gange sin mangde af enten en 1 M oplesning kaliumchlorid (KCI),
analysekvalitet, eller af en 0,01 M oplesning calciumchlorid (CaCl,), analysekvalitet. Suspensionen rystes grundigt i
fem minutter og henstdr herefter til bundfeldning i mindst to timer, men hejst 24 timer. Vaskefasens pH males ved
hjalp af et pH-meter, der er kalibreret for hver méling i en passende rakke bufferoplesninger (f.cks. pH 4,0 og 7,0).
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C.40. TOKSICITETSTEST SEDIMENT/VAND PA CHIRONOMIDER OVER EN HEL LIVSCYKLUS MED
FORURENET VAND ELLER FORURENET SEDIMENT

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 233 (2010). Den har til formdl at vurdere virkningerne
pa den tovingede ferskvands-Chironomus sp. af livslang eksponering for kemikalier med fuld dakning af den
forste generation (P-generationen) og den tidlige del af anden generation (F1-generationen). Det er en
udvidelse af de eksisterende testmetoder C.28 (1) eller C.27 (15), der anvender et eksponeringsscenarie med
henholdsvis forurenet vand eller forurenet sediment. Den tager hensyn til eksisterende toksicitetstestpro-
tokoller for Chironomus riparius og Chironomus dilutus (tidligere benzvnt C. tentans (2)), som blev
udarbejdet i Europa og Nordamerika (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) og efterfolgende ringtestet (1) (7) (10) (11) (12).
Andre veldokumenterede chironomidarter kan ogsd benyttes, f.eks. Chironomus yoshimatsui (13) (14). Hele
eksponeringsvarigheden er 44 dage for C. riparius og C. yoshimatsui og ca. 100 dage for C. dilutus.

2. Bide vand- og sedimenteksponeringsscenarierne beskrives i denne testmetode. Valget af et velegnet
eksponeringsscenario athanger af, hvad testen skal anvendes til. Vandeksponeringsscenariet, hvor vandsgjlen
spikes, har til formdl at simulere et tilfeelde af aerosolspredning af pesticider og dakker den forste
topkoncentration i overfladevand. Spiking af vand kan ogsé bruges til andre typer af eksponering (herunder
kemikalieudslip), men ikke til akkumuleringsprocesser i sedimentet, der varer lengere end testperioden. I sd
fald — og ogsd ndr afstremning er pesticidernes vigtigste tilforselsvej til vandomrdder — kan et forurenet
sedimentdesign vare mere hensigtsmaessigt. Hvis andre eksponeringsscenarier er af interesse, kan testdesignet
let tilpasses. Hvis fordelingen af testkemikalie mellem vandfasen og sedimentlaget f.eks. ikke er af interesse, og
adsorption til sedimentet skal minimeres, kan det overvejes at anvende et syntetisk sediment som erstatning
(f.eks. kvartssand).

3. Kemikalier, der kraever test af levende organismer, som lever i sediment, kan persistere i sediment over lange
perioder. Organismer, der lever i sediment, kan eksponeres pé forskellige mader. Den relative vigtighed af den
enkelte eksponeringsvej og den tid, det tager for hver enkelt at bidrage til de generelle toksiske virkninger,
athenger af kemikaliets fysisk-kemiske egenskaber. Ved starkt adsorberende kemikalier eller ved kemikalier,
der kovalent bindes til sediment, kan indtagelse af kontamineret fode vaere en vaesentlig eksponeringsvej. For
ikke at undervurdere toksiciteten af hejt lipofile kemikalier kan det overvejes at tilsette foder til sedimentet
for tilsaetning af testkemikaliet (se punkt 31). Derfor er det muligt at inkludere alle eksponeringsveje og alle
livsstadier.

4. Mélte endepunkter er det samlede antal udviklede voksne (for bide forste og anden generation), udviklings-
hastighed (for bade forste og anden generation), kensfordeling mellem fuldt udviklede og levende voksne (for
bade forste og anden generation), antal aggesnore pr. hun (kun ferste generation) og aggesnorenes fertilitet
(kun forste generation).

5. Formuleret sediment anbefales starkt. Der er flere fordele ved formuleret sediment i forhold til naturlige
sedimenter:

— udsving i testene reduceres, idet der dannes en reproducerbar »standardiseret matrix«, og der er ikke brug
for at finde ikkekontaminerede og rene sedimentkilder

— test kan indledes pé ethvert tidspunkt, uden at der opstar sesonbetingede udsving i testsedimentet, og der
er ikke behov for at forbehandle sedimentet med henblik pa at fierne hjemmeherende fauna

— ferre omkostninger sammenlignet med udtagning pd stedet af de tilstrakkelige mangder, som er
nedvendige til rutinetest

— formuleret sediment giver mulighed for toksicitetssammenligninger pad tvars af undersegelser og
rangordning af kemikalier i overensstemmelse hermed (3).

6. De anvendte definitioner er anfert i tilleg 1.
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PRINCIP FOR TESTEN

7. Aglarver af chironomider eksponeres for et koncentrationsinterval af testkemikaliet i sediment/vandsystemet.
Testen begynder med, at a@glarver (forste generation) anbringes i testbagerglas med forurenet sediment,
alternativt er testkemikaliet tilsat vandet efter tilsetning af larverne. Chironomidudvikling, udviklingstid og
kensfordeling af de fuldt udviklede og levende individer vurderes. Udviklede voksne overferes til avlsbure for
at fremme svaermning, parring og aglegning. Antallet af producerede @ggesnore og deres fertilitet vurderes.
Af disse aggesnore fds @glarver af anden generation. Disse larver placeres i frisk fremstillede testbagerglas
(spiking-procedure som for forste generation) for at bestemme anden generations levedygtighed ved at vurdere
deres udvikling, udviklingstid og kensfordeling af de fuldt udviklede og levende individer (en skematisk
fremstilling af livscyklustesten kan ses i tilleg 5). Alle data analyseres enten efter en regressionsmodel for at
ansld, hvilken koncentration der ville fordrsage X % reduktion i det relevante endepunkt, eller ved at bruge
hypotesetest for at bestemme en nuleffekt-koncentration (NOEC). Sidstnavnte kraver en sammenligning af
behandlingsrespons med de relevante kontrolresponser ved hjelp af statistiske test. I tilfeelde af hurtigt
nedbrydelige kemikalier bemarkes det i scenariet med forurenet vand, at de senere livsstadier af hver
generation (f.eks. puppefasen) kan blive eksponeret for et betydeligt lavere koncentrationsniveau i det
overliggende vand end glarverne. Hvis det er et problem, og der er brug for et sammenligneligt
eksponeringsniveau for hvert livsstadium, kan felgende @ndringer i testmetoden overvejes:

— parallelle test med spiking pé forskellige livsstadier eller

— gentagen spiking (eller udskifting af overliggende vand) af testsystemet i begge testfaser (forste og anden
generation), hvorved spiking- (udskiftnings-)intervallerne justeres til testkemikaliets skabne.

Sddanne andringer kan kun lade sig gare i scenariet med forurenet vand, men ikke i scenariet med forurenet
sediment.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

8. Testkemikaliets vandopleselighed, damptryk og log K, mélt eller beregnet fordeling i sediment og stabilitet i
vand og sediment ber kendes. En palidelig analysemetode til kvantitativ bestemmelse af testkemikaliet i
overliggende vand, porevand og sediment med kendt og publiceret ngjagtighed og detektionsgraense ber
foreligge. Nyttige oplysninger omfatter testkemikaliets strukturformel og renhed. Testkemikaliets kemiske
skaebne (f.eks. spredning, abiotisk og biotisk nedbrydning osv.) er ogsd nyttig. For kemikalier, der er
vanskelige at teste som folge af deres fysisk-kemiske egenskaber, findes der yderligere vejledning i (16).

REFERENCEKEMIKALIER

9. Referencekemikalier kan testes periodisk for at sikre, at laboratoriepopulationens felsomhed ikke har @ndret
sig. Som med dafnier vil det veere tilstreekkeligt at udfere en 48-timers akuttest (efter 17). Indtil der foreligger
en valideret akut retningslinje, kan der overvejes en kronisk test ifelge kapitel C.28 i dette bilag. Eksempler pa
referencetoksikanter, der er anvendt med godt resultat i ringtest og valideringsforseg, omfatter lindan,
trifluralin, pentachlorphenol, cadmiumchlorid og kaliumchlorid (1) (2) (5) (6) (13). (1) (3) (6) (7) (18).

TESTENS GYLDIGHED

10.  Testens validitet forudsetter folgende:

— gennemsnitsudviklingen i kontrolbehandlingen ber vare mindst 70 % ved afslutningen af eksponerings-
perioden for begge generationer (1) (7)

— for C. riparius og C. yoshimatsui bor 85 % af det samlede antal udviklede voksne individer fra kontrolbe-
handlingen i begge generationer fremkomme mellem 12 og 23 dage efter anbringelsen af eglarverne i beholderne.
For C. dilutus er en periode pd 20-65 dage acceptabel
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— den gennemsnitlige konsfordeling af fuldt udviklede og levende voksne (som andel hunner eller hanner) i
kontrolbehandlingen af begge generationer ber vare mindst 0,4, men hejst 0,6

— for hvert avlsbur ber antallet af @ggesnore i kontrollerne af forste generation vere mindst 0,6 pr. hun, der
indsettes i avlsburet

— andelen af fertile @ggesnore i hvert avlsbur for kontrolgrupperne af forste generation ber vere mindst 0,6

— ved afslutningen af eksponeringsperioden for begge generationer males pH og koncentrationen af oplast
ilt i hver beholder. Iltkoncentrationen bgr vere mindst 60 % af luftmatningsvardien (ASV ('), og pH-
vardien for det overliggende vand ber vare mellem 6 og 9 i alle testbeholdere

— vandtemperaturen ma hgjst variere med + 1,0 °C.

BESKRIVELSE AF METODEN
Testbeholdere og avlsbure

11.  Larverne eksponeres i 600 ml glasbagre, der mdler 8,5 cm i diameter (se tilleg 5). Andre beholdere kan
anvendes, men de skal kunne sikre en passende dybde for det overliggende vand og sediment. Sediment-
overfladen skal vere tilstreekkelig (2-3 ¢cm? pr. larve). Forholdet mellem sedimentlagets dybde og dybden af
det overliggende vand ber vare ca. 1:4. Der bruges avlsbure (minimum 30 cm i alle tre dimensioner) med
gaze (maskestorrelse ca. 1 mm) gverst og pd mindst den ene side af buret (se tilleg 5). I hvert bur anbringes
en 2 | krystallisationsskdl med testvand og sediment til @glegning. Ogsd for krystallisationsskdlen skal
forholdet mellem sedimentlagets dybde og dybden af det overliggende vand vere ca. 1:4. Efter at aggesnorene
er indsamlet fra krystallisationsskalen, anbringes de pd en mikrotiterplade med 12 brende (en snor pr. brend
indeholdende mindst 2,5 ml vand fra den spikede krystallisationsskal), hvorefter pladerne dakkes med et lag
for at forhindre vasentlig fordampning. Andre beholdere, som er egnede til opbevaring af @ggesnore, kan
ogsd anvendes. Med undtagelse af mikrotiterpladerne ber alle testbeholdere og andet apparatur, der kommer i
bergring med testsystemet, vaere udfert helt i glas eller andet kemisk inaktivt materiale (f.eks. polytetrafluor-
ethylen).

Valg af art

12.  Den art, der skal benyttes i testen, er fortrinsvis Chironomus riparius. C. yoshimatsui kan ogsd benyttes. C.
dilutus er ogsd egnet, men er vanskeligere at handtere og kraver en lengere testperiode. Naermere oplysninger
om dyrkningsmetoder er anfert i tilleg 2 for C. riparius. Information om dyrkningsbetingelser er ogsd
tilgeengelig for C. dilutus (5) and C. yoshimatsui (14). Identifikation af arterne bekraftes inden testning, men
kraeves ikke for hver test, hvis organismerne kommer fra en intern bestand.

Sediment

13.  Formuleret sediment (ogsd kaldet rekonstitueret, kunstigt eller syntetisk sediment) ber fortrinsvis anvendes.
Hvis naturligt sediment anvendes, skal det karakteriseres (som minimum ved hjelp af pH og organisk
kulstofindhold, men andre parametre anbefales ogsd, f.eks. C/N-forhold og kornsterrelse), og det ber vare
uden forurening og andre organismer, der kan konkurrere med eller @de chironomidelarverne. Det anbefales
ogsd, at sedimenter for testen behandles i syv dage under testbetingelser. Folgende formulerede sediment, jf.
(1), anbefales (1) (20) (21):

a. 4-5 % (terveegt) torv: sd tet pd pH 5,5-6,0 som muligt. Det er vigtigt at bruge pulveriseret torv, findelt
(partikelstorrelse < 1 mm) og kun luftterret

b. 20 % (tervagt) kaolinholdigt ler, helst med over 30 % kaolinit

(") Ved 20 °C og under atmosferisk standardtryk er ASV i ferskvand lig med 9,1 mg/1 (60 % svarer til 5,46 mg|/l).
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c. 75-76 % (torvaegt) kvartssand (overvejende finsand med over 50 % af en partikelstorrelse pd 50-200 pm)
d. deioniseret vand tilsattes for at fd et fugtindhold i den feerdige blanding pd 30-50 %

e. kemisk rent calciumcarbonat (CaCO,) tilsettes for at 3 en pH-veerdi i den ferdige sedimentblanding pa
7,0 £0,5

f. det organiske kulstofindhold i den ferdige blanding skal vare 2 % (£ 0,5 %), og det justeres ved brug af
passende maengder terv og sand som anfert i a) og c).

14.  Oprindelsen af terv, kaolinler og sand skal vare kendt. Det kontrolleres, at sedimentkomponenterne ikke
indeholder kemisk forurening (f.eks. tungmetaller, organiske chlorforbindelser og organiske phosphorfor-
bindelser). Et eksempel péd fremstilling af formuleret sediment er beskrevet i tilleg 3. Blanding af terre
bestanddele accepteres ogsd, hvis det pévises, at der ikke sker en separation af sedimentets bestanddele efter
tilseetning af overliggende vand (f.eks. at tervepartikler flyder ovenpd), og at terven eller sedimentet er
tilstraekkeligt konditioneret.

Vand

15.  Til brug i testen kan anvendes vand, der er i overensstemmelse med de kemiske karakteristika for acceptabelt
fortyndingsvand, som beskrevet i tilleg 2 og 4. Som dyrknings- og fortyndingsvand kan accepteres rdvand
(overflade- eller grundvand), rekonstitueret vand (se tilleeg 2) eller afkloret ledningsvand, sdfremt chironomider
kan overleve i vandet i et tidsrum svarende til dyrknings- og testperioden uden at vise tegn pd stress. Ved
testens begyndelse skal testvandet have en pH-vardi pd 6-9 og en hédrdhedsgrad pd hejst 400 mg/l som
CaCO,. Hyvis der imidlertid er formodning om en interaktion mellem hardhedsioner og testkemikaliet,
anvendes vand med en lavere hardhedsgrad (og dermed mé Elendt Medium M4 ikke anvendes i denne
situation). Den samme type vand anvendes i hele testen. De karakteristika for vandkvalitet, der er anfort i
tilleg 4, méles to gange rligt, samt hver gang der er formodning om, at de kan have @ndret sig vasentligt.

Stamoplesninger — forurenet vand

16. a. Testkoncentrationer beregnes pd grundlag af vandsejlekoncentrationer, dvs. vandet over sedimentet.
Testoplesninger med de valgte koncentrationer fremstilles almindeligvis ved fortynding af en stamoplesning.
Stamoplesninger fremstilles fortrinsvis ved at oplese testkemikaliet i testvandet. Anvendelse af
oplesningsmidler eller dispergeringsmidler kan i nogle tilfelde vere nedvendig for at fremstille en
stamoplesning med en passende koncentration. Som oplesningsmiddel kan der benyttes acetone, ethylengly-
colmonomethylether, ethylenglycoldimethylether, dimethylformamid eller triethylenglycol. Som disperge-
ringsmiddel kan benyttes Cremophor RH40, Tween 80, 0,01 % methylcellulose eller HCO-40.
Koncentrationen af opleselighedsfremmere i det ferdige testmedium skal vare si lille som muligt (dvs.
< 0,1 ml/l) og ber vare den samme i alle behandlingsprever. Nir der benyttes opleselighedsfremmere, mé
dette ikke have nogen vesentlig virkning pd overlevelsen, hvilket kan afsleres ved en kontroltest med
oplesningsmiddel sammenlignet med en negativ (vand)kontrol. Det undgds sd vidt muligt at bruge sddanne
materialer.

Stamoplesninger — forurenet sediment

16.b. Forurenet sediment af den valgte koncentration fremstilles sedvanligvis ved, at en stamoplesning af
testkemikaliet tilsettes sedimentet direkte. En stamoplesning af testkemikaliet oplest i deioniseret vand
blandes med det formulerede sediment ved brug af valsning, en foderblander eller manuel blanding. Hvis
testkemikaliet er tungtopleseligt i vand, kan det opleses i den mindst mulige maengde af et passende organisk
oplesningsmiddel (f.eks. hexan, acetone eller chloroform). Denne oplesning blandes derefter med 10 g fint
kvartssand til hvert testglas. Vent, indtil oplesningsmidlet er fordampet, og fjern det helt fra sandet. Sandet
blandes herefter med en passende mangde sediment. Kun midler, der let fordamper, kan bruges til at oplese,
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dispergere eller emulgere testkemikaliet. Det sand, der findes i testkemikaliet og sandblandingen, skal tages i
betragtning, ndr sedimentet fremstilles (dvs. sediment skal sdledes fremstilles med mindre sand). Det sikres, at
det testkemikalie, der tilseettes sediment, fordeles grundigt og jevnt i sedimentet. Om nedvendigt kan
delprever analyseres for at bestemme homogeniteten.

TESTDESIGN

17.  Testdesignet vedrerer valget af testkoncentrationernes antal og intervaller, antal testglas med hvert koncentrati-
onsniveau, antal larver pr. testglas, antal krystallisationsskdle og avlsbure. Design for EC, NOEC og en
graensetest er beskrevet nedenfor.

Design til regressionsanalyse

18.  Effektkoncentrationen (EC) og det koncentrationsomrade, hvor man er interesseret i testkemikaliets virkning,
skal veere omfattet af testen, sdledes at endepunktet ikke ekstrapoleres uden for rammerne for de genererede
data. Ekstrapolering meget under den laveste eller over den hgjeste koncentration ber undgés. En indledende
test til bestemmelse af dosisinterval ifelge testmetode C.27 eller C.28 kan veare nyttig med henblik pé at veelge
et passende testkoncentrationsomrade.

19.  Til en EC-metode kraves der mindst fem koncentrationer og otte replikater til hver koncentration. Til hver
koncentration bruges to avlsbure (A og B). De otte replikater inddeles i to grupper a fire replikater til hvert
avlsbur. Denne sammensmeltning af replikater er nedvendig pd grund af det antal individer, der er nedvendig
i buret for at sikre forsvarlige reproduktionsvurderinger. Den anden generation har dog otte replikater igen,
som indledes pa grundlag af de eksponerede populationer i avlsburene. Faktoren mellem koncentrationer ber
ikke overstige to (medmindre dosis/respons-kurven har en lav healdning). Antallet af replikater i hver
behandling kan reduceres til seks (tre for hvert avlsbur), hvis antallet af testkoncentrationer med forskellige
reaktioner foreges. Hvis antallet af replikater foreges, eller sterrelsen af testkoncentrationsintervallerne
reduceres, opnds der ofte snavrere konfidensintervaller for EC,.

Design til beregning af NOEC

20.  Til en NOEC-metode bruges fem testkoncentrationer med mindst otte replikater (fire for hvert avlsbur A og
B), og faktoren mellem koncentrationerne ma ikke vaere storre end to. Antallet af replikater ber vaere hejt nok
til at sikre en tilstraekkelig statistisk styrke til at detektere en forskel pd 20 % i forhold til kontrollen pa
signifikansniveauet 5 % (a = 0,05). Til udviklingshastighed, befrugtningsevne og fertilitet er en variansanalyse
(ANOVA) normalt passende efterfulgt af Dunnetts test eller Williams’ test (22-25). Til emergensforhold og
keonsfordeling kan Cochran-Armitage, Fishers eksakte test med Bonferroni-korrektion eller Mantel-Haenszels
test veere egnede.

Graensetest

21.  En grensetest kan udferes (en testkoncentration og kontrol(ler)), hvis der ikke observeres nogen virkninger i
den valgfrie indledende test til fastleggelse af koncentrationsomrdde op til en maksimumskoncentration.
Formdlet med graensetesten er at vise, at eventuelle toksiske virkninger af testkemikaliet findes ved sterre
niveauer end den testede graensekoncentration. For vand foreslds 100 mg/l og for sediment 1 000 mg/kg
(torvaegt). Normalt er mindst otte replikater for bdde behandlings- og kontrolgruppen nedvendige. Der skal
pavises statistisk styrke til at detektere en forskel pa 20 % i forhold til kontrollen pa signifikansniveauet 5 % (a
= 0,05). Med hensyn til metrisk respons (f.eks. udviklingshastighed) er t-testen en egnet statistisk metode, hvis
dataene opfylder kravene i forbindelse med denne test (normalitet og homogen varians). En T-test justeret for
forskel i varians eller en ikkeparametrisk test, f.eks. Wilcoxon-Mann-Whitney-testen, kan bruges, hvis disse
krav ikke opfyldes. Med hensyn til emergensforholdet kan Fishers eksakte test anvendes.
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FREMGANGSMADE

Eksponeringsbetingelser

Klargoring af vand- og sedimentsystemet (spiking af vand)

22. a. Formuleret sediment (se punkt 13-14 og tilleg 3) tilsettes hver testbeholder og krystallisationsskal, si det
danner et lag pd mindst 1,5 cm (for krystallisationsskalen kan det vere noget lavere), men hejst 3 cm. Vand
(se punkt 15) tilsattes, sd forholdet mellem dybden af sedimentlaget og dybden af vandet ikke overstiger 1:4.
Efter klargoring af testbeholderne hensattes sediment-vandsystemet til forsigtig beluftning i ca. syv dage,
inden &glarverne af forste og anden generation tilsattes (se punkt 14 og tilleg 3). Sediment-vandsystemet i
krystallisationsskdlene beluftes ikke under testen, da de ikke skal sikre larvernes overlevelse (aggesnorene
indsamles allerede for udklakning). For at undgd separering af sedimentets bestanddele og resuspension af fint
materiale under tilsetningen af testvand i vandsgjlen kan sedimentet overdakkes med en plastplade, mens
vandet haldes i. Plastpladen fjernes herefter straks. Der kan ogsd anvendes andre lgsninger.

Klargoring af vand- og sedimentsystemet (forurenet sediment)

22.b. Forurenede sedimenter klargjort i overensstemmelse med punkt 16, b), anbringes i beholdere og krystallisa-
tionsskal, og overliggende vand tilsattes til et forhold mellem sediment- og vandvolumen pd 1:4. Dybden af
sedimentlaget skal ligge inden for omradet 1,5-3 cm (det kan vaere noget lavere for krystallisationsskalen). For
at undgd separering af sedimentets bestanddele og resuspension af fint materiale under tilsetningen af
testvand i vandsgjlen kan sedimentet overdakkes med en plastplade, mens vandet haldes i. Plastpladen fjernes
derefter straks. Der kan ogsd anvendes andre lgsninger. Ndr det forurenede sediment med overliggende vand
er blevet fremstillet, afventes det, at testkemikaliet fordeler sig fra sediment til den vandige fase (4) (5) (7) (18).
Dette bor ske under de temperatur- og beluftningsforhold, der anvendes i testen. Tiden til opnaelse af ligeveegt
(ekvilibrering) athanger af det pdgaldende sediment og kemikalie og kan veere fra timer til dage og i sjeldne
tilfeelde op til fem uger. Da mange kemikalier i dette tidsrum ville blive nedbrudt, afventes ligevaegt ikke, men
en akvilibreringstid pd 48 timer anbefales. Nir det vides, at kemikaliets nedbrydningshalveringstid i
sedimentet er lang (se punkt 8), kan eakvilibreringstiden forleenges. Efter denne yderligere akvilibreringstid
maéles koncentrationen af testkemikaliet i det overliggende vand, porevandet og sedimentet som minimum ved
den hgjeste koncentration og en lavere (se punkt 38). Disse analytiske bestemmelser af testkemikaliet gor det
muligt at beregne en massebalance og angive resultater baseret pd malte koncentrationer.

23.  Testglassene skal vare overdakket (f.eks. af glasplader). Under testen kan vandmengden om nedvendigt
suppleres op til det oprindelige volumen for at kompensere for fordampning. Dette gores med destilleret eller
deioniseret vand for at forhindre saltophobning. Krystallisationsskéle i avlsburene dakkes ikke og kan, men
behover ikke, tilpasses for at kompensere for vandtab i testperioden, eftersom aggesnorene kun er i kontakt
med vandet i omkring en dag, og skdlene kun bruges i en kort fase af testen.

Tilseetning af testorganismer

24,  4-5 dage for tilseetningen af @glarver af forste generation udtages eegmasse fra bestandene og anbringes i smé
glas i dyrkningsmedium. £ldet dyrkningsmedium fra stamkulturen eller frisk medium kan anvendes. Under
alle omstendigheder kan en lille mangde foder, f.eks. et par drdber filtrat fra en fintmalet suspension af
fiskefoder i flager tilsettes dyrkningsmediet (se tilleg 2). Kun frisklagte segmasser ber anvendes. Normalt
begynder larverne at blive udklekket et par dage efter aegleegningen (2-3 dage for Chironomus riparius ved
20 °C og 1-4 dage for Chironomus dilutus ved 23 °C og Chironomus yoshimatsui ved 25 °C), og larvevakst
sker i fire stadier, som hver er af 4-8 dages varighed. &glarver (hojst 48 timer efter udklakning) anvendes i
testen. Larver i forste stadium kan muligvis kontrolleres ved hjelp af hovedkapselbredde (7).
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25.  Aglarver fordeles tilfeldigt, sd der er 20 i hvert testglas med sediment/vandsystemet, ved hjalp af en stump
pipette. Beluftning af vandet standses, mens larverne tilsettes til testglassene og i 24 timer derefter (se
punkt 32). Afhengigt af det anvendte testdesign (se punkt 19-20) anvendes der mindst 120 larver pr.
koncentration (6 replikater pr. koncentration) i forbindelse med bestemmelse af EC,-tilgangen og 160 i
forbindelse med NOEC-tilgangen (8 replikater pr. koncentration). Ved designet med forurenet sediment
begynder eksponeringen med tilsetning af larverne.

Spiking af det overliggende vand

26. 24 timer efter tilsetning af aglarverne af forste generation tilsaettes testkemikaliet i den overliggende
vandseijle, og let beluftning tilfores igen (se punkt 7 for eventuelle seendringer af testdesign). Smd mangder
stamoplosninger af testkemikaliet tilsettes under vandoverfladen ved hjelp af en pipette. Det overliggende
vand blandes derefter forsigtigt, idet det undgds at forstyrre sedimentet. I designet med forurenet vand
begynder eksponeringen med spiking af vandet (dvs. en dag efter tilsatning af larverne).

Udtagning af udviklede voksne

27.  Udviklede individer af forste generation udtages mindst en gang, men helst to gange om dagen (se punkt 36)
fra testglassene ved hjalp af et sugeapparat eller lignende (se tilleg 5). Det er vigtigt at undgd at skade de
voksne individer. De udtagne individer fra fire testglas i en behandling udsattes i et avlsbur, som de tidligere
var blevet udvalgt til. P4 dagen for forste emergens (hanner) tilsaettes krystallisationsskélene en lille mangde
stamoplesning af testkemikaliet ved pipettering under vandoverfladen (design med forurenet vand). Det
overliggende vand blandes derefter forsigtigt, idet det undgés at forstyrre sedimentet. Koncentrationen af
testkemikaliet i krystallisationsskdlen er nominelt den samme som i de behandlingsglas, der er valgt til det
specifikke avlsbur. Til designet med forurenet sediment klargores krystallisationsskélene omkring dag 11 efter
pabegyndelse af eksponeringen (dvs. tilsetning af larverne af forste generation), sd de kan akvilibrere i
omkring 48 timer, for de forste &eggesnore produceres.

28.  Aggesnore indsamles fra krystallisationsskélen i avlsburet ved hjalp af pincetter eller en stump pipette. Hver
aggesnor anbringes i et glas med dyrkningsmedium fra den krystallisationsskél, den blev indsamlet fra (f.eks.
en brend pa en mikroplade med 12 brende sammen med mindst 2,5 ml medium). Glassene med aggesnore
dakkes med et 13g for at forhindre vaesentlig fordampning. Aggesnorene opbevares til observation i mindst
seks dage efter at de er blevet produceret, sdledes at de kan klassificeres som frugtbare eller ufrugtbare.

Til at starte den anden generation udvelges mindst tre, men fortrinsvis seks fertile aggesnore fra hvert
avlsbur sammen med noget fode og henstilles til udkleekning. Disse aggesnore skulle vaere produceret, ndr
aglaegningen er pd sit hojeste, hvilket normalt sker omkring testdag 19 i kontrollerne. Ideelt set pdbegyndes
anden generation af alle behandlinger den samme dag, men pé grund af kemikaliets virkninger pé larvernes
udvikling er dette méske ikke altid muligt. I s fald kan de hejere koncentrationer pibegyndes senere end de
lavere behandlinger og kontrollen (med oplesningsmiddel).

29.a. I designet med forurenet vand klargeres sediment/vandsystemet til den anden generation ved at tilsatte
testkemikaliet til den overliggende vandsgjle, ca. en time for aeglarverne tilsattes i testglassene. Sma maengder
testkemikalieoplesninger tilsaettes nu under vandoverfladen ved hjlp af en pipette. Det overliggende vand
blandes derefter forsigtigt, idet det undgds at forstyrre sedimentet. Efter spiking tilfores let beluftning.

29.b. I designet med forurenet sediment klargeres eksponeringsglassene med sediment/vandsystemet til den anden
generation pd samme mdde som til forste generation.

30. 20 axglarver (hojst 48 timer efter udklekning) af anden generation fordeles tilfeldigt til hvert testglas med det
forurenede sediment/vandsystem ved hjalp af en stump pipette. Beluftningen af vandet standses, mens
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aglarverne tilsettes til testglassene og i 24 timer efter tilsetningen af larverne. Afhangigt af det anvendte
testdesign (se punkt 19-20) anvendes der mindst 120 larver pr. koncentration (6 replikater pr. koncentration)
i forbindelse med bestemmelse af EC,-tilgangen og 160 i forbindelse med NOEC-tilgangen (8 replikater pr.
koncentration).

Foder

31.  Larverne skal fodres, helst dagligt eller mindst tre gange om ugen. Fiskefoder (en suspension i vand eller
fintmalet foder, f.eks. Tetra-Min eller Tetra-Phyll; se detaljer i tilleg 2) i en mangde pa 0,25-0,5 mg (0,35-
0,5 mg for C. yoshimatsui) pr. larve pr. dag er tilstreekkeligt til unge larver i de forste 10 dage af deres
udvikling. Zldre larver skal have lidt mere foder: 0,5-1,0 mg pr. larve pr. dag er passende i resten af testen.
Foderrationen reduceres i alle behandlings- og kontrolprever og reguleres, hvis der konstateres svampevakst,
eller hvis dedelighed observeres i kontrolglassene. Hvis svampevaksten ikke kan stoppes, gentages testen.

Den toksikologiske relevans af eksponering via indtagelse er generelt hgjere i kemikalier med en hgj affinitet
for organisk kulstof eller kemikalier, der kovalent bindes til sedimentet. Ved test af kemikalier med disse
egenskaber skal den mengde foder, der er nedvendig for at sikre larvernes overlevelse og naturlige vaekst,
muligvis tilsattes til det formulerede sediment inden stabiliseringsperioden athaengigt af myndighedernes krav.
For at forhindre forvaerring af vandkvaliteten anvendes der plantemateriale i stedet for fiskefoder, f.eks.
tilseetning af 0,5 % (tervaegt) fintmalede blade af brendenalde (Urtica dioica), morbertree (Morus alba),
hvidklever (Trifolium repens) eller spinat (Spinacia oleracea). Andet plantemateriale (Cerophyl eller a-cellulose)
kan ogsd anvendes. Tilsetning af en fuld ration af en organisk foderkilde til sedimentet for spiking er ikke
uvasentlig for vandkvaliteten og den biologiske ydeevne (21), heller ikke en standardiseret metode, men nye
undersggelser tyder pd, at denne metode fungerer (19) (26). Voksne individer i buret har normalt ikke brug
for at blive fodret, men befrugtningsevne og fertilitet styrkes, ndr et stykke vat, der er opbledt i mattet
rorsukkeroplesning, gives som foder til udviklede voksne (34).

Inkubationsbetingelser

32.  Forsigtig beluftning af det overliggende vand i testglassene foretages 24 timer efter tilsetningen af seglarver af
begge generationer og fortsettes gennem hele testen. Det skal sikres, at koncentrationen af oplest ilt ikke
falder til mindre end 60 % af ASV. Beluftning sker gennem en Pasteur-pipette af glas, hvis udlgb er fastgjort
2-3 cm over sedimentlaget og giver nogle fd bobler pr. sekund. Ved test af flygtige kemikalier kan det
overvejes ikke at belufte sediment/vand-systemet, samtidig med at validitetskriteriet om minimum 60 % ASV
(punkt 10) opfyldes. Neermere detaljer findes i (16).

33.  Testen med C. riparius udferes ved en konstant temperatur pd 20 °C (¢ 2 °C). For C. dilutus og C. yoshimatsui
anbefales en temperatur pa henholdsvis 23 °C og 25 °C (¢ 2 °C). Der anvendes en lysperiode pa 16 timer, og
lysintensiteten ber veere 500-1 000 lux. Til avlsburene kan der inkluderes en ekstra times morgen- og
aftenfase.

Eksponeringsvarighed

34.  Design med forurenet vand: Eksponeringsperioden for den forste generation begynder, ndr testkemikaliet
tilseettes til det overliggende vand i testglassene (som er en dag efter ilegning af larverne — med henblik pa
eventuelle @ndringer af eksponeringsdesignet, se punkt 7). Eksponering af den anden generation af larver
begynder straks, eftersom de laegges i et sediment/vandsystem, der allerede er blevet forurenet. Den maksimale
eksponeringsvarighed for ferste generation er 27 dage og for anden generation 28 dage (ferste generations
larver tilbringer en dag i glassene uden eksponering) for sd vidt angdr C. riparius og C. yoshimatsui. I
betragtning af overlapningen varer hele testen ca. 44 dage. For C. dilutus er den maksimale eksponerings-
varighed henholdsvis 64 og 65 dage for forste og anden generation. Den samlede varighed er ca. 100 dage.

Design med forurenet sediment: eksponeringen begynder med tilseetningen af larver og varer hgjst 28 dage
for begge generationer for C. riparius og C. yoshimatsui og hejst 65 dage for begge generationer for C.
dilutus.
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Observationer

Emergens

35.  Udviklingstiden og det samlede antal fuldt udviklede og levende han- og hunindivider bestemmes for begge
generationer. Hanner kan nemt identificeres ved deres fjerbuskede antenner og tynde krop.

36.  Testglassene for begge generationer observeres mindst tre gange ugentligt med henblik pa visuelt at vurdere
eventuel abnorm adfaerd hos larverne (om individer f.eks. forlader sedimentet eller svemmer pa en usaedvanlig
mdde) sammenlignet med kontrollen. I lebet af emergensperioden, som starter omkring 12 dage efter
tilseetning af larverne for C. riparius og C. yoshimatsui (efter 20 dage for C. dilutus), foretages en telling og
konsbestemmelse af de udviklede individer mindst en gang, men helst to gange om dagen (tidligt om
morgenen og sent om eftermiddagen). Efter identifikation fjernes individerne af forste generation forsigtigt fra
beholderne og overferes til avisburet. Individer af anden generation fjernes og aflives efter identifikation.
Eventuelle aggesnore i testglassene fra forste generation indsamles individuelt og overfores med mindst
2,5 ml frisk vand til mikroplader med 12 brende (eller andre egnede beholdere), som dakkes med et 1ag for
at hindre vesentlig fordampning. Antallet af dede larver og synlige pupper, der ikke har udviklet sig,
registreres 0ogsa. Eksempler pé avlsbur, testglas og exhauster kan ses i tilleg 5.

Reproduktion

37.  Virkninger pa reproduktion vurderes via antallet af aggesnore produceret af den forste generation af individer
og disse @ggesnores fertilitet. En gang om dagen indsamles aeggesnorene fra krystallisationsskélen, der star i
hver avlsbeholder. £ggesnore indsamles og overferes med mindst 2,5 ml frisk vand til en mikroplade med
12 brende (en @ggesnor i hver brend) eller andre egnede beholdere, som dakkes med et ldg for at hindre
vasentlig fordampning. Felgende kendetegn dokumenteres for hver aggesnor: produktionsdag, sterrelse
(normal, dvs. 1,0 £ 0,3 cm eller lille, typisk < 0,5 cm) og struktur (normal = bananform med snoet
aggestreng eller abnorm, f.eks. ikkesnoet aeggestreng) og fertilitet (fertil eller infertil). I lobet af seks dage efter
at @ggesnoren er produceret, vurderes dens fertilitet. En seggesnor anses for fertil, nir mindst en tredjedel af
aggene udklaekkes. Det samlede antal hunner, der tilferes avisburet, bruges til at beregne antallet af &eggesnore
pr. hun og antallet af fertile @ggesnore pr. hun. Om nedvendigt kan antallet af ag i en @®ggesnor anslés
ikkedestruktivt ved hjalp af ringtellemetoden (beskrevet i 32 og 33).

Analysemdlinger

Testkemikaliets koncentration

38.  Som minimum analyseres prover af det overliggende vand, porevandet og sedimentet ved eksponeringens
begyndelse (helst en time efter tilseetning af testkemikaliet ved spiking af vand) og slutningen af testen ved
den hgjeste koncentration og en lavere. Dette galder glas fra begge generationer. Fra krystallisationsskalene i
avlsburet analyseres kun det overliggende vand, eftersom det er det, @ggesnorene kommer i kontakt med (for
det forurenede sedimentdesign kan en analytisk bekreaftelse af sedimentkoncentrationen overvejes). Der kan
foretages yderligere mélinger af sediment, porevand eller overliggende vand under testen, hvis det anses for
nedvendigt. Disse bestemmelser af testkemikaliekoncentrationen giver oplysninger om testkemikaliets
opfersel/fordeling i vand- og sedimentsystemet. Provetagning af sediment- og porevand ved testens begyndelse
og under testen (se punkt 39) kraver supplerende testglas for at foretage analytiske bestemmelser. Malinger i
sediment i designet med forurenet vand er maske ikke nedvendige, hvis fordelingen af testkemikaliet mellem
vand og sediment er blevet tydeligt bestemt i en vand- og sedimenttest under lignende betingelser (f.eks.
forholdet mellem vand og sediment, anvendelsestype og organisk kulstofindhold i sediment), eller hvis det
viser sig, at malte koncentrationer i det overliggende vand forbliver inden for 80-120 % af de nominelle eller
mdlte startkoncentrationer.

39.  Ndr der foretages mellemliggende malinger (f.eks. pd dag 7 ogleller 14), og hvis der i analysen skal bruges
storre prover, der ikke kan udtages fra testglas uden at pévirke testsystemet, udferes de analytiske
bestemmelser pa prover fra yderligere testglas, der er behandlet pd samme made (herunder tilstedeverelse af
testorganismer), men som ikke anvendes til biologiske observationer.
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40.  Centrifugering ved f.eks. 10 000 g og 4 °C i 30 minutter er den anbefalede fremgangsmade til isolering af
interstitielt (pore-) vand. Hvis det pdvises, at testkemikaliet ikke adsorberer til filtre, kan filtrering dog
accepteres. I nogle tilfelde er det ikke muligt at analysere koncentrationer i porevandet, da prevesterrelsen
kan vere for lille.

Fysisk-kemiske parametre

41.  Testglassenes pH og temperatur samt oplgst ilt i vandet og krystallisationsskdlene males pd en hensigtsmeassig
méde (se punkt 10). Hirdhed og ammoniak méles i kontrolglassene og i et testglas og krystallisationsskélen
ved den hejeste koncentration ved begyndelsen og afslutningen af testen.

DATA OG RAPPORTERING

Behandling af resultater

42.  Formalet med denne livscyklustest er at bestemme testkemikaliets virkning pé reproduktionen og, for to
generationer, udviklingshastigheden og det samlede antal fuldt udviklede og levende han- og hunindivider. For
emergensforholdet samles data for hanner og hunner. Hvis der ikke er statistisk signifikante forskelle mellem
felsomhed i udviklingshastigheden for de to ken, kan resultater for hanner og hunner samles med henblik pa
statistisk analyse.

43.  Effektkoncentrationer udtrykt som koncentrationer i det overliggende vand (for forurenet vand) eller i
sedimentet (for forurenet sediment) beregnes normalt ud fra maélte koncentrationer ved begyndelsen af
eksponeringen (se punkt 38). For forurenet vand beregnes gennemsnittet derfor for hver behandling, idet
koncentrationerne typisk males ved begyndelsen af eksponeringen i det overliggende vand i glassene for begge
generationer og i krystallisationsskélene. For forurenet sediment beregnes gennemsnittet for hver behandling,
idet koncentrationerne typisk méles ved begyndelsen af eksponeringen i glassene for begge generationer (det
er valgfrit at méle koncentrationerne i krystallisationsskélene).

44.  For at beregne et punktestimat, dvs. en EC -vaerdi, bruges data pr. glas og pr. avlsbur som agte replikater. Nar
et konfidensinterval for en EC -vaerdi beregnes, skal variabiliteten mellem glassene tages i betragtning, eller det
skal pévises, at denne variabilitet er sd lille, at der kan ses bort fra den. Ndr modellen tilpasses ved hjelp af
Least Squares, foretages en transformation af dataene pr. glas for at forbedre varianshomogeniteten. EC -
vaerdier beregnes dog, ndr resultatet er transformeret tilbage til den oprindelige veerdi (31).

45.  Nar den statistiske analyse har til formal at bestemme NOEC ved hjelp af hypotesetest, skal variabiliteten
mellem glassene tages i betragtning, f.eks. ved hjelp af ANOVA-metoderne (f.eks. Williams' og Dunnetts
testprocedurer). Williams® test vil vare egnet, ndr en monoton dosisrespons teoretisk set forventes, og
Dunnetts test kan anvendes, hvis der ikke kan pavises monotoni. Alternativt kan mere robuste test (27)
bruges i situationer, hvor de sedvanlige ANOVA-antagelser ikke kan anvendes (31).

Emergensforhold

46.  Emergensforhold er kvantale data og kan analyseres ved at anvende Cochran-Armitage-testen pd en
nedadgéende méde, hvor en monoton dosisrespons forventes, og disse data er i overensstemmelse med denne
forventning. Hvis det ikke er tilfeldet, kan Fishers eksakte test eller Mantel-Haenszel-testen med Bonferroni-
Holm-korrigerede p-vardier anvendes. Hvis der er bevis for storre variabilitet mellem replikater inden for
samme koncentration, end en binominal fordeling indicerer (ofte betegnet som »ekstra-binominal« variation),
anvendes en robust Cochran-Armitage-test eller Fishers eksakte test som foresldet i (27).
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Summen af levende individer (hanner og hunner) udviklet pr. glas, n, bestemmes og deles med antallet af
tilforte larver, n;

ER =
M,
hvor:
ER = emergensforhold
n, = antal udviklede levende individer pr. glas
n, = antal tilferte larver pr. glas (normalt 20)

Nér n, er sterre end n, (dvs. ndr der utilsigtet blev tilfort mere end det fastsatte antal larver), skal n, svare til n,.

47.  En alternativ fremgangsmdde, som egner sig bedst til store provestorrelser, nir der er ekstra binominal
varians, er at behandle emergensforholdet som en kontinuerlig respons og felge procedurer i
overensstemmelse med disse ER-data. Et stor provestorrelse defineres her som prever, hvor bade antallet af
udviklede individer og antallet af ikke-udviklede individer overstiger fem malt pr. replikat (glas).

48.  Hvis ANOVA-metoder anvendes, skal ER-verdierne forst transformeres ved hjelp af arcsin-sqrt-
transformation eller Tukey-Freeman-transformation for at fi en omtrentlig normalfordeling og udligne
varians. Cochran-Armitage-testen, Fishers eksakte test (med Bonferroni-korrektion) eller Mantel-Haenszel-
testen kan anvendes, hvis der anvendes absolutte hyppigheder. Arcsin-sqrt-transformation anvendes ved at
tage invers sinus (sin-!) af kvadratroden af ER.

49.  For emergensforhold beregnes EC -vaerdier ved hjelp af regressionsanalyse (f.eks. probit-, logit- eller Weibull-
modeller (28)). Hvis regressionsanalysen mislykkes (hvis der f.eks. er mindre end to delsvar), kan der anvendes
andre ikkeparametriske metoder, som f.eks. glidende gennemsnit eller simpel interpolation.

Udviklingshastighed

50.  Den gennemsnitlige udviklingstid reprasenterer det gennemsnitlige tidsrum mellem tilsetningen af larver
(testens dag 0) og emergensen af testkohorten af individer (ved beregning af den sande udviklingstid tages
larvernes alder pd tilsetningstidspunktet i betragtning). Udviklingshastigheden (enhed: 1/dag) er det
reciprokke tal til udviklingstiden og angiver den del af larveudviklingen, der finder sted pr. dag. Udviklingsha-
stigheden foretrackkes til evaluering af disse sedimenttoksicitetstest, da dens varians er lavere, og da den er
mere homogen og ligger tattere pd en normalfordeling end udviklingstiden. Testfremgangsmader baseret pa
mere anvendelige parametre kan derfor bruges med udviklingshastighed i stedet for udviklingstid. For
udviklingshastighed som en kontinuerlig respons kan EC -vaerdier estimeres ved hjalp af regressionsanalyse (f.
eks. (29) (30)). En NOEC for den gennemsnitlige udviklingshastighed kan bestemmes via ANOVA-metoder, f.
eks. Williams’ eller Dunnetts test. Da hanner udvikles tidligere end hunner, dvs. har en hgjere udviklings-
hastighed, er det nyttigt at beregne udviklingshastigheden for hvert ken for sig ud over den for det samlede
antal individer.

51. I forbindelse med statistiske test antages det antal individer, der er observeret pa kontroldagen, at veere
udviklet ved gennemsnittet af tidsintervallet mellem dag x og x — I (I = leengde af inspektionsinterval, normalt
1 dag). Den gennemsnitlige udviklingshastighed pr. glas ( X ) beregnes ved hjalp af folgende ligning:
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hvor:

=l

gennemsnitlig udviklingshastighed pr. glas

i indeks for inspektionsinterval

m: maksimalt antal inspektionsintervaller

antal individer, der er udviklet i inspektionsintervallet i

n,: det samlede antal individer, der er udviklet ved slutningen af testen (=f)

x; udviklingshastighed for individer, der er udviklet i intervallet i

L
x; = 1/ dag 5
hvor:

dag;: kontroldag (dage siden tilforslen af larverne)

I lengde af inspektionsintervallet i (dage, normalt 1 dag)

Konsfordeling

52.  Konsfordelinger er kvantale data og vurderes derfor ved hjalp af Fishers eksakte test eller andre egnede
metoder. Den naturlige kensfordeling for C. riparius er en, dvs. der er lige mange hanner og hunner. For
begge generationer behandles kensfordelingsdata ens. Da det maksimale antal individer pr. glas (dvs. 20) er
for lavt til en meningsfuld statistisk analyse, leegges det samlede antal fuldt udviklede og levende individer for
hvert ken fra alle glas i en koncentration sammen. Disse ikketransformerede data testes i forhold til
kontrollen (oplesningsmiddel) eller samlede kontroldata i en 2 x 2 kontingenstabel.

Reproduktion

53.  Reproduktion, forstdet som befrugtningsevne, beregnes som antallet af sggesnore pr. hun. Mere specifikt
deles det samlede antal @ggesnore frembragt i et avlsbur med det samlede antal levende og ubeskadigede
hunner, der er tilfort buret. En NOEC for befrugtningsevne kan bestemmes via ANOVA-metoder, f.cks.
Williams’ eller Dunnetts test.

54.  Aggesnorenes fertilitet bruges til at bestemme antallet af fertile &ggesnore pr. hun kvantitativt. Det samlede
antal fertile eggesnore frembragt i et avlsbur deles med det samlede antal levende og ubeskadigede hunner,
der er tilfert buret. En NOEC for fertilitet kan bestemmes via ANOVA-metoder, f.eks. Williams’ eller Dunnetts
test.

Testrapport

55.  Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Testkemikalie:

— fysiske egenskaber og fysisk-kemiske egenskaber (vandopleselighed, damptryk, log K,
efficient i jord (eller sediment, hvis tilgeengelig), stabilitet i vand og sediment osv.)

fordelingsko-

W

— kemisk identifikation (generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel osv.), herunder renhed
og analysemetode til kvantitativ bestemmelse af testkemikaliet.

Testarter:
— anvendte testorganismer: art, videnskabeligt navn, organismernes herkomst samt dyrkningsbetingelser

— information om, hvordan agmasse og larver blev hdndteret
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— information om hdndtering af udviklede voksne af forste generation ved hjalp af en exhauster osv. (se
tilleg 5)

— testorganismernes alder pa tidspunktet for forste og anden generations overforsel til testglassene.

Testbetingelser:

— anvendt sediment, dvs. naturligt eller formuleret (kunstigt) sediment

— naturligt sediment: beliggenhed og beskrivelse af provetagningsstedet for sedimentet, herunder sd vidt
muligt oplysninger om tidligere forurening, sedimentets karakteristika: pH, organisk kulstofindhold, C/N-

forhold og kornsterrelse (hvis relevant)

— formuleret sediment: fremstilling, ingredienser og karakteristika (organisk kulstofindhold, pH, fugt osv.
mélt ved begyndelsen af testen)

— fremstilling af testvand (hvis der anvendes rekonstitueret vand) og dets karakteristika (iltkoncentration, pH,
hardhed osv. mélt ved begyndelsen af testen)

— dybde af sediment og overliggende vand for testglas og krystallisationsskale

— volumen af overliggende vand og porevand; vegt af vddt sediment med og uden porevand for testglas og
krystallisationsskale

— testglas (materiale og sterrelse)

— krystallisationsskéle (materiale og sterrelse)

— avlsbure (materiale og sterrelse)

— metode til fremstilling af stamoplesninger og testkoncentrationer til testglas og krystallisationsskale

— tilseetning af testkemikalie i testglas og krystallisationsskale: testkoncentrationer, antal replikater og brug af
eventuelt oplasningsmiddel

— inkubationsbetingelser for testglas: temperatur, lysintensitet og -periodicitet, beluftning (bobler pr. sekund)
— inkubationsbetingelser for avlsbure og krystallisationsskale: temperatur, lysintensitet og -periodicitet

— inkubationsbetingelser for aggesnore pd mikroplader (eller andre glas): temperatur, lysintensitet og
-periodicitet

— detaljerede oplysninger om fodring, herunder fodertype, fremstilling, mengde og fodringshyppighed.
Resultater:

— nominelle testkoncentrationer, malte testkoncentrationer og resultater af alle analyser med henblik pa at
bestemme testkemikaliekoncentrationen i testglas og krystallisationsskale

— kvaliteten af vandet i testglassene og krystallisationsskalene, dvs. pH, temperatur, oplest ilt, hirdhed og
ammoniak

— eventuel udskiftning af fordampet vand i testglassene

— antal udviklede han- og hunindivider pr. glas og pr. dag for forste og anden generation

— konsfordeling af udviklede og levende han- og hunindivider pr. behandling for forste og anden generation
— antal larver, der ikke udviklede sig til dansemyg, pr. glas for ferste og anden generation

— procentvisfandel emergens pr. replikat og testkoncentration (samlet for han- og hunindivider) for forste og
anden generation

— gennemsnitlig udviklingshastighed for fuldt udviklede og levende individer pr. replikat og behandlings-
hastighed (han- og hunindivider for sig og samlet) for forste og anden generation
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— antal aeggesnore afsat i krystallisationsskélene pr. avlsbur og pr. dag

— hver xggesnors karakteristika (storrelse, form og fertilitet)

— befrugtningsevine — samlet antal aeggesnore pr. samlet antal hunner, der er tilfort avlsburet

— fertilitet — samlet antal fertile eeggesnore pr. samlet antal hunner, der er tilfort avlsburet

— estimater for toksicitetsendepunkter, f.eks. EC -vardier (og tilherende konfidensintervaller), NOEC og de
statistiske metoder, der er anvendt til at beregningen heraf

— diskussion af resultaterne, herunder den eventuelle betydning af fravigelser fra denne testmetode.
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Tilleg 1

Definitioner

I forbindelse med denne testmetode anvendes folgende definitioner:
Kemikalie: et stof eller en blanding.

Formuleret sediment eller rekonstitueret, kunstigt eller syntetisk sediment: en blanding af materialer, som bruges til
at efterligne de fysiske bestanddele i naturligt sediment.

Overliggende vand: det vand, der tilsattes over sedimentet i testglasset.
Interstitielt vand eller porevand: det vand, der optager pladsen mellem sediment og jordpartikler.
Spiket vand eller forurenet vand: det vand, som testkemikaliet er tilsat.

Testkemikalie: stoffer eller blandinger, der testes med denne testmetode.
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Tilleg 2

Anbefalinger vedrerende dyrkning af Chironomus riparius

1. Chironomus-larver kan holdes i krystallisationsskéle eller storre beholdere. Fint kvartssand spredes i et tyndt lag
pd ca. 5-10 mm pd bunden af skalen. Kieselgur (f.cks. Merck, Art 8117) er ogsa et egnet substrat (et tyndere lag
pd fd mm er nok). En passende maengde vand tilsattes, sd der fis en dybde pa flere cm. Vandet fyldes op efter
behov for at erstatte tab som felge af fordampning og undgd udterring. Vandet kan udskiftes, hvis det er
nedvendigt. Forsigtig beluftning skal foretages. Larvebeholderne opbevares i et bur, der er egnet til formaélet, og
som forhindrer udviklede voksne i at forsvinde. Buret skal vare sd stort, at udviklede voksne kan danne
svaerme. Ellers vil kopulation muligvis ikke forekomme (minimum er ca. 30 x 30 x 30 cm).

2. Burene opbevares ved rumtemperatur eller i rum med konstant temperatur ved 20 * 2 °C med belysning, der
bestdr af 16 timers lys (intensitet ca. 1 000 lux) og 8 timers morke. Det er rapporteret, at en luftfugtighed pé
mindre end 60 % RH kan hamme reproduktionen.

Fortyndingsvand

3. Der kan anvendes egnet naturligt eller syntetisk vand. Brendvand, afkloret ledningsvand eller kunstige medier (f.
eks. Elendt M4 eller M7, se nedenfor) anvendes ofte. Vandet beluftes inden brug. Om nedvendigt kan vandet i
beholderne udskiftes ved forsigtigt at healde eller suge det brugte vand fra dyrkningsbeholderne uden at
odelegge larvergrene.

Fodring af larver

4. Chironomus-larver fodres med fiskefoder i flager (Tetra Min®, Tetra Phyll® eller et tilsvarende marke af seerligt
fiskefoder) med ca. 250 mg pr. beholder pr. dag. Foderet kan gives som tert malet pulver eller som en
suspension i vand: 1,0 g foder i flager tilsettes 20 ml fortyndet vand og blandes for at f4 en homogen blanding.
Dette praparat kan tilsattes med ca. 5 ml pr. beholder pr. dag (rystes inden brug). /£ldre larver kan gives mere
foder.

5. Fodringen tilpasses vandkvaliteten. Hvis dyrkningsmediet bliver uklart, reduceres fodermangden. Tilsatningen
af foder overvages ngje. For lidt foder vil fd larverne til at vandre til vandsejlen, og for meget foder vil fordrsage
gget mikrobiel aktivitet og lavere iltkoncentrationer. Begge forhold kan medfere lavere vakstrater.

6. Nogle gronalger (f.eks. Scenedesmus subspicatus og Chlorella vulgaris) kan ogsa tilsattes ved etableringen af nye
dyrkningsbeholdere.

Fodring af udviklede voksne

7. Nogle forskere har foresldet, at vat, der er opbledt i mattet rersukkeroplesning, kan bruges som foder til
udviklede voksne.

Emergens

8.  Efter ca. 13-15 dage ved 20 = 2 °C begynder voksne at udvikle sig fra larvebeholderne. Hanner kan nemt
identificeres ved deres fierbuskede antenner og tynde krop.

ZEgmasser

9. Ndr der findes voksne i buret, skal alle larvebeholdere kontrolleres tre gange om ugen for afseetning af geleagtige
agmasser. Eventuelle segmasser skal fjernes forsigtigt. De overfores til en lille plade med en prove af
dyrkningsvandet. Agmasser bruges til at starte et nyt dyrkningsglas (f.eks. 2-4 agmasser pr. glas) eller til
toksicitetstest.

10. Aglarver udklakkes efter 2-3 dage.
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11.

12.

13.

Etablering af nye dyrkningsglas

Nér vakstbetingelser er etableret, kan et nyt larvedyrkningsglas etableres hver uge eller mindre hyppigt
atheengigt af testkravene, sdledes at de @ldste glas kan fjernes, nir voksne individer har udviklet sig. Ved hjalp
af dette system fés der er en regelmaessig forsyning af voksne med minimal handtering.

Fremstilling af testoplesninger M4 og M7

Elendt (1990) har beskrevet M4-mediet. M7-mediet fremstilles pd samme mdde som M4-mediet bortset fra de
stoffer, der er anfert i tabel 1, for hvilke koncentrationerne er fire gange lavere i M7 end i M4. I henhold til
Elendt og Bias (1990) ber testoplgsningen ikke fremstilles for de nzvnte koncentrationer af NaSiO, - 5H,0,
NaNO,, KH,PO, og K,HPO,, idet oplysningerne om fremstillingen af stamoplesninger ikke er fyldestgorende.

Fremstilling af M7-mediet.

Hver stamoplesning (I) fremstilles individuelt, og en kombineret stamoplosning (II) fremstilles ud fra disse
stamoplesninger (I) (se tabel 1). M7-mediet fremstilles ved at fortynde 50 ml af den kombinerede
stamoplesning (II) og de mangder af hver stamoplesning med makronaringsstoffer, der er anfort i tabel 2, med
1 liter deioniseret vand. En vitaminoplesning fremstilles ved at tilseette tre vitaminer til deioniseret vand som
anfort i tabel 3, og 0,1 ml af den kombinerede vitaminoplesning tilsattes det faerdige M7-medium umiddelbart
inden brug. Vitaminoplesningen opbevares i smé aliquoter i frossen tilstand. Mediet beluftes og stabiliseres.

Tabel 1

Stamoplesninger af sporstoffer til M4- og M7-medierne

Fremstilling af den kombinerede
Mangde (mg), stamoplesning (II): Bland folgende Endelige koncentrationer i testoplas-
der fortyndes mangder (ml) af stamoplesninger (I), ninger (mg/l)

med 11deioni- | og fortynd med 11 deioniseret vand

seret vand

Stamoplesninger (I)

M4 M7 M4 M7

H;B0; ()

57 190

1,0

0,25

2,86

0,715

MnCl, - 4H,0 ()

7 210

1,0

0,25

0,361

0,090

Licl ()

6 120

1,0

0,25

0,306

0,077

RbCl ()

1420

1,0

0,25

0,071

0,018

StCl, - 6H,0 ()

3 040

1,0

0,25

0,152

0,038

NaBr (1)

320

1,0

0,25

0,016

0,004

Na,MoO, - 2H,0 ()

1260

1,0

0,25

0,063

0,016

CuCl, - 2H,0 (1)

335

1,0

0,25

0,017

0,004




1.3.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 54/305
Fremstilling af den kombinerede
Mzngde (mg), stamoplesning (II): Bland folgende Endelige koncentrationer i testoples-
. der fortyndes mangder (ml) af stamoplesninger (I), ninger (mg/)
Stamoplosninger (1 med 11 deioni- | og fortynd med 11 deioniseret vand
seret vand
M4 M7 M4 M7
Zn(l, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO, 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO, 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2H,0 (1) (% 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7H,0 (*) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(') Disse stoffer varierer i M4 og M7 som anfert ovenfor.
(3 Disse oplesninger fremstilles hver for sig, haldes sammen og autoklaveres straks.

Stamoplesninger med makro-naringsstoffer til M4- og M7-medierne

Tabel 2

Mangde af stamoplesninger
Mengde, der fortyndes med | med makro-naringsstoffer, der | Endelige koncentrationer i te-
1 I deioniseret vand tilseettes for at fremstille M4- stoplesninger M4 og M7
(mg) og M7-medierne (mg/l)
(mlfl)

CaCl, - 2H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7H,0 246 600 0,5 1233
KCl 58 000 0,1 58
NaHCO, 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO, 2740 0,1 0274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
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Tabel 3

Vitaminoplesninger til M4- og M7-medierne

Alle tre vitaminoplesninger samles for at fremstille en vitaminoplesning.

Mengde, der fortyndes med
1 1 deioniseret vand

Mzngde af vitaminoplesning,

der tilsettes for at fremstille
M4- og M7-medierne

Endelige koncentrationer i te-
stoplesninger M4 og M7

(mg) (mlfl) (mg/)
Thiaminhydrochlorid 750 0,1 0,075
Cyanocobalamin (B12) 10 0,1 0,0010
Biotin 7,5 0,1 0,00075
HENVISNINGER

BBA (1995), Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system, red.
af M. Streloke og H. Kopp. Berlin.

Elendt, B.P. (1990), Selenium deficiency in Crustacea, Protoplasma, 154: 25-33.

B.P. Elendt og W.-R. Bias (1990), Trace nutrient deficiency in Daphnia magna cultured in standard medium for
toxicity testing, Effects on the optimisation of culture conditions on life history parameters of D. magna, Water
Research, 24: 1157-1167.
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Tilleg 3

Fremstilling af formuleret sediment

SAMMENSATNING AF SEDIMENT

Det formulerede sediment skal have fglgende sammensztning:

Bestanddel Egenskaber % sediment t@rvaegt
Torv Sphagnum s nar pH 5,5-6,0 som muligt uden synlige 4-5
planterester og findelt (partikelsterrelse < 1 mm) og
lufttorret
Kvartssand Kornsterrelse: > 50 % af partiklerne skal vare fra 50- 75-76
200 pm
Kaolinholdigt ler Kaolinindhold > 30 % 20
Organisk kulstof Justeres ved tilseetning af terv og sand 2(x0,5)
Calciumcarbonat CaCO,, pulveriseret, kemisk rent 0,05-0,1
Vand Ledeevne < 10 pS/cm 30-50
FREMSTILLING

Torven lufttorres og males til fint pulver. En suspension af den krevede mangde torvepulver i deioniseret vand
fremstilles ved brug af et hejtydende homogeniseringsapparat. pH-verdien af denne suspension justeres til 5,5 + 0,5
med CaCO,. Suspensionen konditioneres i mindst to dage med forsigtig omrering ved 20 °+ 2 °C, for at stabilisere
pH og opnd en stabil mikrobiel komponent. pH mdles igen og skal vare 6,0 * 0,5. Derefter blandes
torvesuspensionen med de andre bestanddele (sand og kaolinholdigt ler) og deioniseret vand for at f& et homogent
sediment med et vandindhold p& 30-50 % af sedimentets torveagt. Den ferdige blandings pH males igen og justeres
om nedvendigt til 6,5 til 7,5 med CaCO,. Der udtages prover af sedimentet for at bestemme torvagten og det
organiske kulstofindhold. Inden det formulerede sediment anvendes i en toksicitetstest pd chironomider, ber det
konditioneres i syv dage under de betingelser, der anvendes i den efterfolgende test.

OPBEVARING

De torre bestanddele til fremstilling af syntetisk sediment opbevares tert og keligt ved rumtemperatur. Det
formulerede (vdde) sediment ma ikke opbevares inden brug. Det skal bruges umiddelbart efter konditionerings-
perioden pd de syv dage, som afslutter dets fremstilling.

HENVISNINGER

OECD (1984), Earthworm, Acute Toxicity Test, Test Guideline No. 207, Guidelines for the Testing of Chemicals, OECD,
Paris.

M. Meller, P. Egeler, . Roembke, H. Schallnass, R. Nagel og B. Streit (1998), Short-term toxicity of lindane, hexachlo-
robenzene and copper sulfate on tubificid sludgeworms (Oligochaeta) in artificial media, Ecotox. Environ. Safety, 39:
10-20.
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Tilleg 4

Kemiske egenskaber for acceptabelt vand til fortynding

KOMPONENT KONCENTRATIONER

Partikler < 20 mg/l
Totalt organisk kulstof <2 mgfl
Ikkeioniseret ammoniak <1 pg/l
Hérdhed som CaCO, < 400 mg/l (¥
Residualt chlor <10 pg/l
Total organiske phosphorpesticider <50 ng/1
Total chlorerede organiske pesticider + polychlorbiphenyler < 50 ng/1
Total organisk chlor <25 ng(1

(*) Hvis der er formodning om en interaktion mellem hardhedsioner og testkemikaliet, anvendes vand med lavere hardhed (og der-

med ma Elendt-medium M4 ikke anvendes i denne situation).
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Tilleg 5

Vejledning i udferelse af test

Eksempel pa et bur

A TN
-

»
»

A: gaze gverst og pd mindst den ene side af buret (maskestorrelse ca. 1 mm)

B: &bning til anbringelse af udviklede voksne i buret og fjernelse af de lagte @ggesnore fra krystallisationsskélene
(vises ikke i denne grafik)

C: bursterrelse: minimum 30 cm langt, 30 cm hejt og 30 cm bredt
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Eksempel pa et testglas:

: pasteurpipette til tilsetning af det overliggende vand med luft
glaslag for at forhindre udviklede individer i at slippe ud

vandoverflade

g 0 % >

: testglas (glasbager, minimum 600 ml)

E: sedimentlag
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Eksempel pa en exhauster til at fange voksne individer (pilene viser luftstremmens retning)

i

A: glasror (indvendig diameter ca. 5 mm) forbundet til en selvansugende pumpe

B: prop af vulkaniseret gummi, perforeret med glasrar (A). P4 indersiden er glasrorets dbning (A) dakket med noget
vat og gaze (maskestorrelse ca. 1 mm?) for at hindre beskadigelse af individerne, ndr de suges ind i exhausteren

C: gennemsigtig beholder (plast eller glas, leengde ca. 15 cm) til indfangede individer

D: prop af vulkaniseret gummi, perforeret med rer (E). Nér individerne skal lukkes ind i buret, frigeres prop D fra
beholder C

E: ror (plast eller glas, indvendig diameter ca. 8 mm) til at indsamle voksne individer fra glas
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Skematisk fremstilling af en livscyklustest:

F

: forste generation — testglas indeholdende et sediment- og vandsystem, otte replikater, 20 aglarver pr. glas
fire testglas til hvert bur, A og B
bure (A og B) til sveermning, parring og @glegning

. krystallisationsskéle til afseetning af aeggesnore

m g N % o>

mikroplader, en brend til hver @ggesnor

anden generation — testglas indeholdende et sediment- og vandsystem, otte replikater, 20 aglarver pr. glas

g3
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C.41. TEST AF FISKS KONSUDVIKLING

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 234 (2011). Den er baseret pa en beslutning fra 1998
om at udvikle nye eller opdatere eksisterende testmetoder til screening og testning af potentielle hormonfor-
styrrende stoffer. Testen af fisks kensudvikling (FSDT) blev identificeret som en lovende testmetode, der dakker
et folsomt livsstadium hos fisk, som reagerer pd bdde estrogen- og androgenlignende kemikalier. Testmetoden
gennemgik en validering med deltagelse af flere laboratorier fra 2006 til 2010, hvor japansk risfisk (Oryzias
latipes), zebrafisk (Danio rerio) og trepigget hundestejle (Gasterosteus aculeatus) blev valideret, og tykhovedet
elritse (Pimephales promelas) blev delvis valideret (41) (42) (43). Denne protokol omfatter japansk risfisk,
trepigget hundestejle og zebrafisk. Protokollen er i princippet en forbedring af OECD’s TG 210 Fish, Early Life
Stage Toxicity Test (1), hvor eksponeringen fortsattes, indtil fiskene er seksuelt differentieret, dvs. omkring
60 dage efter kleekning for japansk risfisk, trepigget hundestejle og zebrafisk (eksponeringsperioden kan veere
kortere eller leengere for andre arter, som valideres i fremtiden), og endokrine endepunkter tilfgjes. FSDT
vurderer virkninger i det tidlige livsstadium og potentielle skadelige folger af formodede hormonforstyrrende
kemikalier (f.eks. @strogener, androgener og steroidgeneseheemmere) for kensudviklingen. Med kombinationen
af to centrale endokrine endepunkter, vitellogeninkoncentration (VTG) og faenotypisk kensfordeling, kan testen
vise testkemikaliets virkemdde. P4 grund af den populationsrelevante andring i faenotypisk kensfordeling kan
FSDT bruges til fare- og risikovurdering. Benyttes testen til fare- eller risikovurdering, ber hundestejler dog ikke
bruges, fordi de valideringsdata, som hidtil har varet tilgaengelige, viste, at testkemikaliernes forandringer af
feenotypisk kensfordeling hos denne art var ualmindelige.

2. Protokollen er baseret pé fisk, der via vand eksponeres for kemikalier i den kenslabile periode, hvor fisken
forventes at vare mest folsom over for virkningerne af hormonforstyrrende kemikalier, som griber forstyrrende
ind i kensudviklingen. To centrale endepunkter males som indikatorer for endokrine udviklingsafvigelser,
nemlig VTG-koncentrationer og kensfordeling (andele af ken), som bestemmes via histologisk undersegelse af
kenskirtlerne. Histopatologisk undersegelse af kenskirtlerne (vurdering og stadieinddeling af oocyter og
sedceller) er valgfri. Endvidere bestemmes det genetiske ken, ndr det er muligt (f.eks. hos japansk risfisk og
trepigget hundestejle). Tilstedeveerelsen af en genetisk kensmarker er en stor fordel, da den gger trovardigheden
af statistikken om kensfordeling og ger det muligt at konstatere individuel fenotypisk kensveksling. Andre
slutpunkter, der skal males, omfatter klakningshastighed, overlevelse, leengde og kropsvagt. Testmetoden kan
muligvis tilpasses andre arter end de ovenfor navnte, forudsat at de @vrige arter gennemgar en validering
svarende til den, som er foretaget for japansk risfisk, trepigget hundestejle og zebrafisk, at kontrolfiskene er
seksuelt differentierede ved afslutningen af testen, at VTG-niveauerne er tilstrakkeligt heje til at afdaekke
signifikante kemikalierelaterede variationer, og at testsystemets folsomhed er fastslaet ved hjelp af hormonfor-
styrrende referencekemikalier ((anti)@strogener, (anti)androgener, aromataseinhibitorer osv.). Endvidere skal en/
alle valideringsrapport(er), der omhandler FSDT-data, hvor andre arter er anvendt, gennemgéds af OECD, og
valideringsresultatet skal anses for tilfredsstillende.

Indledende overvejelser og begrensninger

3. VTG produceres normalt i leveren hos @gleggende hvirveldyr (hunner) som reaktion pé cirkulerende endogent
gstrogen (2). Det er en pracursor for eggeblommeproteiner, der — ndr de er produceret i leveren — fores med
blodbanen til ovariet, hvor den optages og endres af de @g, som er under udvikling. VTG-syntesen er meget
begranset, om end sporbar, hos umodne fisk og voksne hanfisk, fordi de mangler tilstraekkeligt cirkulerende
gstrogen. Dog kan leveren syntetisere og udskille VTG som reaktion pé eksogen gstrogenstimulation (3) (4) (5).

4. Malingen af VTG benyttes til afdaekke kemikalier med ostrogen, antigstrogen, androgen virkemdde og
kemikalier, der forstyrrer steroidgenese, som f.eks. aromataseinhibitorer. Pdvisning af estrogene kemikalier er
mulig gennem maling af VTG-induktion i hanfisk, og det er blevet grundigt dokumenteret i den videnskabelige
litteratur med peer-review. VTG-induktion er ogsa pévist efter eksponering for aromatisable androgener (6) (7).
En reduktion af niveauet af cirkulerende gstrogen hos hunner, f.eks. ved heemning af aromatasen, der omdanner
det endogene androgen til naturligt gstrogen 17f-gstradiol, fordrsager et fald i vitellogeninniveauet, som bruges
til at pavise, at et givet kemikalie har aromatasehemmende egenskaber (33). Den biologiske relevans af VTG-
reaktionen efter gstrogen-faromataseheemning er fastsliet og er blevet bredt dokumenteret (8) (9). Det er dog
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muligt, at produktion af VTG hos hunner ogsd kan pavirkes af generel toksicitet og ikkeendokrine toksiske
virkemader.

Der er med succes blevet udviklet og standardiseret flere malemetoder til rutinebrug til kvantitativ bestemmelse
af VTG i homogenatpraver af blod, lever, hele kroppen eller hoved/hale indsamlet fra enkeltfisk. Det er tilfaeldet
for zebrafisk, trepigget hundestejle og japansk risfisk og ogsd den delvis validerede art tykhovedet elritse.
Artsspecifikke metoder for enzymbundet immunadsorptionsteknik (ELISA), hvor der anvendes immunkemi til
kvantitativ bestemmelse af VTG, er tilgengelige (5) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16). Hos japansk risfisk og
zebrafisk er der en god sammenhang mellem VTG maélt fra blodplasma, lever og homogenatprover, skent
homogenater normalt viser lidt lavere verdier end plasma (17) (18) (19). Tilleg 5 omhandler de anbefalede
procedurer for preveudtagning til VTG-analyse.

Andring i det fenotypiske keonsfordeling (andele af ken) er et endepunkt, som afspejler kensveksling. I
princippet kan estrogener, antigstrogener, androgener, antiandrogener og steroidgenesehemmende kemikalier
pavirke kensfordelingen mellem de fisk, der udvikles (20). Det er pavist, at denne kensveksling er delvis
reversibel hos zebrafisk (21) efter eksponering for estrogenlignende kemikalier, mens kensveksling efter
eksponering for androgenlignende kemikalier er permanent (30). Konnet defineres som hun, han, interkennet
(bdde oocyter og sedceller i en kenskirtel) eller udifferentieret, hvilket bestemmes for den enkelte fisk gennem
histologisk undersegelse af kenskirtlerne. Vejledning kan fés i tilleg 7 og i OECD’s Guidance Document on the
Diagnosis of Endocrine-Related Histopathology of Fish Gonads (22).

Genetisk kon undersoges via genetiske markerer, ndr de findes hos en given fiskeart. Hos japansk risfisk kan
hunnens XX- og hannens XY-gener pévises ved polymerasekadereaktion (PCR), eller det Y-bundne »DM
domain«gen (DMY) kan analyseres (DMY-negativ eller -positiv) som beskrevet i (23)(24). Hos trepigget
hundestejle er en tilsvarende PCR-metode til genetisk konsbestemmelse beskrevet i tilleg 10. Hvis det genetiske
ken kan knyttes individuelt til det feenotypiske ken, forbedres testens styrke, og genetisk kon bestemmes derfor
hos arter med dokumenterede genetiske kansmarkerer.

De to centrale endokrine endepunkter, VIG og kensfordeling, kan tilsammen pavise kemikaliets endokrine
virkemdde (tabel 1). Kensfordelingen er en populationsrelevant biomarker (25) (26), og for nogle veldefinerede
virkemdder kan FSDT-resultaterne bruges til fare- og risikovurderingsformal, ndr tilsynsorganet finder det
passende. Disse virkemdder er for tiden gstrogener, androgener og steroidgenesehammere.

Tabel 1

Endokrine endepunkters reaktion pa kemikaliers forskellige virkemader

1 = stigende, | = faldende, — = ikke undersogt

Virkeméde VIG & VTG ¢ Konsfordeling Henvisninger
Svag @strogenagonist 1 1 12 eller Tudiff. (27) (40)
Steerk @strogenagonist T T 12 eller Tudiff,, ingen & (28) (40)
@strogenantagonist — — 12, Tudiff. (29)
Androgenagonist | eller — | eller — 1 &, ingen (28) (30)
Androgenantagonist — — 19 (1)
Tinterkgnnet
Aromatasehzmmer ! ! 12 (33)

1.3.2016
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9. FSDT dakker ikke fiskenes formeringslivsstadium, og derfor undersoges kemikalier, som formodes at pavirke
formeringen ved lavere koncentrationer end kensudvikling, i en test, der dakker formering.

10. Definitioner anvendt i denne testmetode er anfort i tilleg 1.

11. FSDT in vivo har til formdl at pavise kemikalier med androgene og @strogene egenskaber samt antiandrogene,
antigstrogene og steroidgeneschemmende egenskaber. FSDT-valideringsfaserne (1 og 2) dakkede ostrogene,
androgene og steroidgenesehemmende kemikalier. Virkningerne af g@strogen- og androgenantagonister i FSDT
kan ses i tabel 1, men disse virkeméder er mindre dokumenterede pa nuverende tidspunkt.

PRINCIP FOR TESTEN

12. T testen eksponeres fisk fra nybefrugtede @g indtil afslutningen af kensdifferentieringen for mindst tre
koncentrationer af testkemikaliet oplest i vand. Testbetingelserne bar vare gennemstromning, medmindre dette
ikke er muligt pd grund af testkemikaliets tilgeengelighed eller art (f.eks. begraenset opleselighed). Testen
begynder med anbringelse af nybefrugtede @g (for blastocysten har delt sig) i testkamrene. Belastningen af
kamrene er beskrevet for hver art i punkt 27. For de validerede fiskearter, japansk risfisk, trepigget hundestejle
og zebrafisk, afsluttes testen pd dag 60 efter udkleekning. Ved testens afslutning aflives alle fisk pd en human
madde. En biologisk preve (blodplasma, lever eller hoved-/halehomogenat) udtages til VTG-analyse fra hver fisk,
og den resterende del fikseres til histologisk vurdering af kenskirtlerne for at bestemme det faenotypiske ken.
Eventuelt kan der foretages en histopatologisk undersogelse (f.eks. stadieinddeling af kenskirtler, interseksua-
litetens svaerhedsgrad). En biologisk prove (gat- eller rygfinnen) til bestemmelse af det genetiske ken udtages hos
arter, der har de relevante markerer (tilleg 9 og 10).

13. En oversigt over relevante testbetingelser for validerede arter, japansk risfisk, trepigget hundestejle og zebrafisk,
kan ses i tilleg 2.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

14. Der ber foreligge resultater fra en akut-toksicitetstest eller anden kortvarig toksicitetsanalyse [f.eks. testmetode
C.14 (34) og OECD’s TG 210 (1)], fortrinsvis udfert pa den art, som er valgt til denne test. Dette indebzrer, at
testkemikaliets vandopleselighed og damptryk er kendt, og at der foreligger en palidelig analysemetode til
kvantitativ bestemmelse af kemikaliet i testkamrene med kendt og rapporteret ngjagtighed, samt en
detektionsgreanse.

15. Nyttige oplysninger omfatter strukturformlen, kemikaliets renhed, vand- og lysstabilitet, pKa, P samt resultater
fra en test for umiddelbar biologisk nedbrydelighed (se testmetode C.4) (35).

Godkendelseskriterier for testen

16. Folgende betingelser skal vare opfyldt, for at testens resultater kan godkendes:

— koncentrationen af oplest ilt skal gennem hele testperioden have varet mindst 60 % af luftmatningsveardien

(ASV)

— vandtemperaturen ma ikke pd noget tidspunkt i eksponeringsperioden variere med mere end + 1,5 °C
mellem testkamrene og skal holdes inden for de temperaturintervaller, der er specificeret for de arter, som
anvendes i testen (tilleg 2)

— der skal foreligge en valideret metode til analyse af eksponeringskemikaliet med en detektionsgraense et godt
stykke under den laveste nominelle koncentration, og der indsamles beviser til pavisning af, at koncentra-
tionerne af testkemikaliet i oplesningen pa tilfredsstillende made er holdt inden for + 20 % af gennemsnittet
af de malte veerdier
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— den generelle overlevelse af befrugtede g i kontrollerne, og, hvor det er relevant, i kontrollerne med
oplesningsmiddel skal veere storre end eller lig med granserne defineret i tilleg 2

— godkendelseskriterier vedrgrende vakst og kensandele ved afslutningen af testen er baseret pd data fra
kontrolgrupperne (samlet kontrol for oplesningsmiddel og vand, medmindre de er signifikant forskellige, i
s fald kun oplesningsmiddel):

Japansk risfisk Zebrafisk Trepigget hunde-
stejle
Vakst Fiskens vddveegt, duppet tor > 150 mg > 75 mg > 120 mg
Laengde (standardlengde) > 20mm > 14 mm > 20 mm
Kensfordeling (% hanner eller hunner) 30-70 % 30-70 % 30-70 %

— ndr et oplesningsmiddel anvendes, ma det ikke have nogen statistisk signifikant virkning pd overlevelsen og
ma ikke fremkalde hormonforstyrrende virkninger eller andre negative virkninger pd de tidlige livsstadier,
hvilket kan afslgres ved en kontroltest med oplesningsmiddel.

Hvis der observeres en afvigelse fra testgodkendelseskriterierne, skal folgerne betragtes i forhold til
palideligheden af testdataene, og disse betragtninger inkluderes i rapporten.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

Testbeholderne

17. Enhver type glas, rustfrit stdl eller andet kemisk inaktivt materiale kan anvendes. Testbeholdernes dimensioner
skal veare store nok til at opfylde nedenstdende kriterier for belastningsgraden. Det anbefales at placere
testbeholderne tilfldigt. Et randomiseret design med grupper af testbeholdere, hvor hver koncentration
forefindes i hver gruppe, ber foretrakkes frem for et helt randomiseret system. Testbeholderne ber skdnes for
unedvendige forstyrrelser.

Valg af fiskeart

18. Anbefalede fiskearter er anfert i tilleg 2. Procedurerne for inddragelse af nye arter er anfert i punkt 2.

Opbevaring af foraldrefisk

19. Oplysninger om opbevaring af foraldrefisk under tilfredsstillende omstaendigheder kan findes i OECD TG 210
(1). Foreeldrefisk fodres en eller to gange om dagen med passende foder.

Handtering af embryoner og fiskelarver

20. Indledningsvis kan embryoner og fiskelarver, mens de eksponeres for testkemikaliet, opholde sig i mindre i kar
af glas eller rustfrit stdl med netvaegge, idet disse mindre kar er placeret i testkarret, siledes at testkemikaliet kan
flyde igennem. Man kan skabe et ikketurbulent flow gennem de mindre kar ved at lade dem hange ned fra en
arm, som bevager karret op og ned, dog altid med organismerne under overfladen.

21. 1 de tilfelde, hvor man har anvendt beholdere, riste eller netvaerk til at holde @g inde i testkarret, skal disse
fjernes, ndr @ggene klakkes, idet man dog beholder det netvaerk, som hindrer fiskene i at forsvinde. Hvis det er
nedvendigt at flytte fiskelarver, ma de ikke eksponeres for luft, og net mé ikke bruges til at fjerne fisk fra
beholderne. Tidspunktet for en sddan overforsel varierer med arten og behoves ikke i alle tilfaelde.
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Vand

22. Som testvand kan anvendes vand af enhver beskaffenhed, hvori fiskearten i kontrolbeholderne har en
overlevelse, der er mindst lige s& god som beskrevet i tilleg 3. Vandets kvalitet skal vare ensartet i hele
testperioden. For at sikre, at fortyndingsvandet ikke fir urimelig indflydelse pd testresultatet (f.eks. ved at
reagere med testkemikaliet) eller ved at indvirke uheldigt pa de preestationer, man forventer af fisk til yngel, ber
man regelmaessigt udtage prover til analyse. Malinger af totalt organisk kulstof, ledningsevne, pH og opslemmet
torstof foretages f.eks. hver tredje médned, sdfremt man ved, at fortyndingsvandet har en relativt konstant
kvalitet. Médlinger af tungmetaller (f.eks. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd og Ni), de vigtigste anioner og kationer (f.eks. Ca?",
Mg%, Na*, K*, ClI, SO,>) og pesticider foretages, hvis vandkvaliteten er tvivlsom. Narmere oplysninger om
kemisk analyse og vandopsamling kan ses i punkt 34.

Testoplesninger

23. Et gennemstromningssystem bruges, hvis det er praktisk muligt. Til gennemstremningstest kraeves et system,
som kontinuerligt doserer og fortynder en stamoplesning af testkemikaliet (f.cks. udmalingspumpe, proportio-
nalfortynder, matningssystem), si der afgives en rakke forskellige koncentrationer til testbeholderne.
Stamoplesningernes og fortyndingsvandets stremningshastigheder kontrolleres regelmassigt i lobet af testen og
md ikke variere mere end 10 % gennem hele testforlobet. En flow-hastighed svarende til volumenet af mindst
fem malekamre pr. degn er fundet passende (1). Der md udvises forsigtighed, sd brugen af plastslanger eller
andre materialer undgds, da nogle af dem kan indeholde biologisk aktive kemikalier eller kan adsorbere
testkemikaliet.

24. Stamoplesningen fremstilles fortrinsvis uden brug af oplesningsmidler, men ved mekanisk opblanding eller
omrystning af testkemikaliet i fortyndingsvandet (f.eks. ved omrering eller ultralydbehandling). Hvis
testkemikaliet er vanskeligt at oplese i vandet, folges procedurerne i OECD’s Guidance Document on aquatic
toxicity testing of difficult substances and mixtures (36). Anvendelse af oplesningsmidler ber undgas, men kan i
nogle tilfelde vaere nedvendig for at fremstille en stamoplesning med en passende koncentration. Eksempler pad
egnede oplesningsmidler er anfort i (36).

25. Semistatiske testbetingelser ber undgds, medmindre det godtgeres, at der er tvingende drsager hertil i
forbindelse med testkemikaliet (f.eks. stabilitet, begraenset tilgaengelighed, hej pris eller fare). I den semistatiske
teknik kan man folge to forskellige procedurer ved udskiftning af testoplesningen. Enten fremstilles nye
testoplasninger i rene testbeholdere, og overlevende @g og larver flyttes forsigtigt ind i de nye testbeholdere,
eller testorganismerne bibeholdes i testbeholderne, medens mindst to tredjedele af testvandet udskiftes dagligt.

FREMGANGSMADE
Eksponeringsbetingelser
Udtagning af g og varighed

26. For at undgd genetisk skavhed udtages @g fra mindst tre blandede og tilfeldigt udvalgte ynglende par eller
grupper som indledning pé testen. Se beskrivelse af kunstig befrugtning for trepigget hundestejle i tilleg 11.
Testen péabegyndes snarest muligt, efter at aggene er blevet befrugtet, idet embryonerne helst skal veare
nedsanket i testoplesningerne, for eller sd snart som muligt efter at blastocysten har delt sig og senest 12 timer
efter befrugtning. Testen fortsattes, indtil kensdifferentiering i kontrolgruppen er afsluttet (60 dage efter
udklakning for japansk risfisk, trepigget hundestejle og zebrafisk).

Belastning

27. Antallet af befrugtede g ved testens begyndelse skal vare mindst 120 pr. koncentration fordelt pd mindst
fire replikater (fordeling til kontrol ifelge kvadratrodsreglen accepteres). £Aggene fordeles tilfeeldigt (ved hjelp af
statistiske tabeller for randomisering) mellem behandlingerne. Belastningsgraden (se definition i tilleg 1) ber
vare sd lav, at koncentrationen af oplest ilt pd mindst 60 % ASV kan opretholdes uden direkte beluftning af
beholderne. Til gennemstremningstest anbefales en belastningsgrad pd hejst 0,5 g/l pr. degn og hgjst 5 g/l
oplesning pa noget tidspunkt Senest 28 dage efter befrugtning omfordeles antallet af fisk pr. replikat, sd hvert
replikat indeholder et sa lige antal fisk som muligt. Hvis der forekommer dedelighed som felge af eksponering,
reduceres antallet af replikater i overensstemmelse hermed, sa fisketatheden holdes sa lige som muligt mellem
behandlingsniveauer.
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Lys og temperatur

28. Lysperioderne og vandtemperaturen skal passe til den art, der bruges i testen (se forsegsbetingelser for FSDT i
tilleg 2).

Fodring

29. Foder og fodring er afgerende, og det er vasentligt, at der gives det korrekte foder til hvert stadium med
passende tidsintervaller og i en tilstraekkelig mangde til at stotte normal vakst. Foder gives ad libitum, samtidig
med at overskydende foder undgés. For at sikre en tilstreekkelig vaekstrate fodres fiskene mindst to gange om
dagen (dog accepteres en gang om dagen i weekender) med et interval pd mindst tre timer mellem hver fodring.
Overskydende foder og ekskrementer fjernes efter behov for at undgd akkumulering af affald. Foder og
fodringshyppighed justeres til stadighed, i takt med at der indhestes erfaringer, for at forbedre overlevelse og
optimere veakst. Det ber derfor tilstraebes at bekrafte den foresldede hyppighed med anerkendte eksperter. Der
fodres ikke 24 timer for testens afslutning. Eksempler pd passende fodemidler er anfort i tilleg 2 (se ogsd
OECD’s Fish Testing Framework (39)).

Testkoncentrationer

30. Testkemikalierne gradueres som beskrevet i tilleg 4. Der anvendes mindst tre testkoncentrationer i mindst
fire replikater. Kurven fra de tilgeengelige akutte toksicitetstest, som knytter LC til testperioden, ber tages i
betragtning ved valg af omrddet for testkoncentrationerne. Fem testkoncentrationer anbefales, hvis dataene skal
bruges til risikovurdering.

31. Det er ikke nedvendigt at teste kemikaliekoncentrationer hgjere end svarende til 10 % af akutte voksne LCj,
eller 10 mg/l, atheengigt af hvilken af disse der er lavest. Den maksimale testkoncentration ber vere 10 % af
LC;, pé larve-[yngelstadiet.

Kontrol

32. Der skal ud over testkoncentrationerne vare en kontrol med fortyndingsvand (> 4 replikater) og, hvis det er
relevant, en kontrol med oplesningsmiddel (> 4 replikater). Kun oplesningsmidler, der er blevet undersegt og
har vist, at de ikke har nogen statistisk signifikant indflydelse pé testens endepunkter, ber anvendes i testen.

33. Hvis der anvendes et oplesningsmiddel, méd dets endelige koncentration ikke vare hgjere end 0,1 ml/l (36), og
det skal vare den samme koncentration i alle testbeholdere med undtagelse af kontrollen med fortyndingsvand.
Det ber dog sd vidt muligt undgds at bruge sddanne oplesningsmidler, ellers holdes oplesningsmidlets
koncentrationer pad et minimum.

Hyppighed af analyser og mélinger

34. Der udferes en kemisk analyse af testkemikaliets koncentration fer indledning af testen for at kontrollere, at den
opfylder godkendelseskriterierne. Alle replikater analyseres hver for sig ved pabegyndelse og afslutning af testen.
Et replikat pr. testkoncentration analyseres mindst en gang om ugen under testen, idet der systematisk veksles
mellem replikaterne (1,2,3,4,1,2 osv.). Opbevares prover med henblik pd analyse pd et senere tidspunkt,
valideres opbevaringsmetoden for preverne pd forhind. Proverne filtreres (f.eks. med et filter med en
porestorrelse pd 0,45 pm) eller centrifugeres for at sikre, at bestemmelserne foretages péd testkemikaliet i
oplesning.

35. Under testen males oplest ilt, pH, samlet hardhed, ledningsevne, saltindhold (hvis det er relevant) og temperatur
i alle testbeholdere. Som minimum males oplest ilt, saltindhold (hvis det er relevant) og temperatur en gang om
ugen og pH, ledningsevne og hardhed ved testens begyndelse og afslutning. Temperaturen overvages fortrinsvis
kontinuerligt i mindst en testbeholder.

36. Resultaterne baseres pd malte koncentrationer. Hvis testkemikaliets koncentration 1 tilstrackkelig grad har holdt
sig inden for * 20 % af den nominelle koncentration gennem hele testen, kan resultaterne baseres pa enten de
nominelle eller de malte vardier.
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Observationer og malinger
Fosterets udviklingstrin

37. Eksponeringen pdbegyndes sd hurtigt som muligt efter befrugtning, og fer blastocysten har delt sig, og senest
12 timer efter befrugtning for at sikre eksponering under den tidlige fosterudvikling.

Udklekning og overlevelse

38. Udklekning og overlevelse observeres mindst en gang om dagen og noteres. Dode embryoner, larver og
fiskeyngel fjernes med det samme, eftersom de hurtigt kan gd i oplesning og blive bidt i stykker af de evrige
fisk. Meget stor omhu skal udvises, nir dede individer fjernes, sd nartliggende ag eller larver ikke bliver ramt
eller fysisk beskadigede, da de er meget sarte og felsomme. Kriterier for ded varierer efter stadium:

— for @g: serligt i de tidlige stadier et tydeligt tab af gennemsigtighed og endring i farve fordrsaget af
koagulation og/eller bundfeldelse af proteiner, hvilket medferer en hvid uklarhed

— for larver og fiskeyngel: manglende bevagelighed ogfeller manglende respirationsbevagelser og/eller

manglende hjerteslag og/eller hvid uklar farvning af centralnervesystemet ogfeller manglende reaktion pa
mekaniske stimuli.

Abnormt udseende

39. Antallet af larver eller fisk med abnorm kropsform registreres, og abnormitetens udseende og art beskrives. Det
skal bemaerkes, at abnorme embryoner og larver optrader almindeligt og kan opgeres til adskillige procent i
kontrollerne hos visse arter. Abnorme dyr skal kun fjernes fra testkamrene, nir de er dede. I overensstemmelse
med Europa-Parlamentets og Radets direktiv 2010/63/EU af 22. september 2010 om beskyttelse af dyr, der
anvendes til videnskabelige formal, skal dyr, hvis abnormiteter resulterer i smerte, lidelse og angst eller varigt
men, og hvis ded pd palidelig vis kan forudses, bedeves og aflives ifelge beskrivelsen i punkt 44 og med
henblik pé dataanalyse behandles som dedelighed.

Abnorm adfeerd

40. Abnorm adferd, feks. hyperventilation, ukoordineret svemning, atypisk ubevagelighed og atypisk
fourageringsadfeerd, noteres ndr det forekommer.

Veegt

41. Ved testens afslutning aflives alle overlevende fisk (bedeves, hvis der skal tages blodprever), og individuel
vidveegt (duppet tor) méles.

Leengde
42. Ved testens afslutning males de enkelte individers leengde (standardlaengde).

43. Disse observationer vil medfere, at nogle eller alle nedenstiende data kan registreres:
— kumulativ dedelighed
— antal sunde fisk ved afslutning af testen
— begyndelses- og sluttidspunkt for klaekning
— leengde og vaegt af overlevende dyr
— antal deforme larver

— antal fisk, der opferer sig abnormt.
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Proveudtagning af fisk

44. Prover af fisk udtages ved testens afslutning. Fiskeprover aflives med f.eks. MS-222 (100-500 mg pr. | med en
buffer af 200 mg NaHCO, pr. ) eller FA-100 (4-allyl-2-methoxyphenol: eugenol) og individuelt malt og vejet
som vidvaegt (duppet tor) eller bedevet, hvis der skal tages en blodpreve (se punkt 49).

Proveudtagning til VTG-analyse og kensbestemmelse gennem histologisk vurdering

45. Der udtages prover af alle fisk, som klargores med henblik pd analyse af ken og VTG. Der foretages en
histologisk analyse af alle fisk for at bestemme keon. Til VTG-mélinger accepteres delprgver pad mindst 16 fisk
fra hvert replikat. Der analyseres flere fisk med henblik pd VTG, hvis resultaterne af delpreverne viser sig at
vare uklare.

46. Proveudtagningsproceduren for VTG og kensbestemmelse athanger af VTG-analysemetoden:

Hoved-hale-homogenatmetode til VTG-analyse

47. Fisken aflives. Hoved og hale af hver fisk skilles fra fiskens krop ved hjalp af en skalpel med snit lagt lige bag
brystfinnerne og lige bag rygfinnen (se figur 1). Hoved- og haledelen fra hver fisk samles, vejes og nummereres
individuelt, fryses i flydende kvalstof og opbevares ved — 70 °C eller derunder med henblik pd VTG-analyse.
Fiskens kropsdel nummereres og fikseres i et egnet fikseringsmiddel med henblik pé histologisk vurdering (22).
Ved hjelp af denne metode vurderes VTG og histopatologi for hvert individ, og en mulig endring i VTG-niveau
kan sdledes knyttes til fiskens fanotypiske ken eller fiskens genetiske kon (japansk risfisk og trepigget
hundestejle). Yderligere oplysninger kan ses i vejledning til homogenisering (tilleg 5) og vejledning til
kvantitativ bestemmelse af VTG (tilleg 6).

Lever-homogenatmetode til VTG-analyse

48. Fisken aflives. Leveren skares ud og opbevares ved — 70 °C eller derunder. Anbefalede procedurer for udskeering
af lever og forbehandling kan ses i OECD TG 229 (37) eller kapitel C.37 i dette bilag (38). Leverne
homogeniseres herefter hver for sig som beskrevet i OECD TG 229 eller kapitel C.37 i dette bilag. Den udtagne
supernatant bruges til at mile VTG med en homolog ELISA-teknik (se et eksempel pd kvantitativ bestemmelse
for zebrafisk i bilag 6 eller OECD TG 229 (37) for japansk risfisk). Ifelge denne metode er det ogsd muligt at fa
individuelle fiskedata om béde VTG og kenskirtelhistologi.

Blodplasmametode til VTG-analyse

49. Blod udtages fra den bedevede fisk ved hjertepunktur, snit i halevene eller hale og centrifugeres ved 4 °C med
henblik pd udtagning af plasma. Plasmaet opbevares ved — 70 °C eller herunder indtil brug. Fisken aflives og
fikseres til histologisk undersegelse. Bide plasmaprever og fisk nummereres individuelt for at sammenholde
VTG-niveauer med fiskens ken.

Figur 1

Sddan udskeres en fisk med henblik pd maling af VTG i hoved-/halehomogenat og histologisk
vurdering af midterpartiet.

Snit bag rygfinne Snit bag brystfinne
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Genetisk konsbestemmelse

50. En biologisk preve til bestemmelse af det genetiske kon udtages fra hver enkelt fisk hos arter, der har de
relevante markerer. For japansk risfisk udtages gatfinne eller rygfinne. Tilleg 9 indeholder en detaljeret
beskrivelse, bl.a. udtagning af vevsprever og kensbestemmelse ved en PCR-metode. For den trepiggede
hundestejle findes der ligeledes en beskrivelse af udtagning af vavsprever og en kensbestemmelsesmetode ved
hjalp af PCR i tilleg 10.

VTG-mailing

51. Malingen af VTG baseres pd en kvantitativ analytisk valideret metode. Der skal foreligge oplysninger om
variabiliteten inden for testen og mellem test i den metode, som et givet laboratorium benytter. Kilden til
variabilitet i og mellem laboratorier er (hgjst sandsynligt) baseret péd fiskepopulationens forskellige
udviklingsstadier. I betragtning af variabiliteten i VTG-mélingen ber NOEC baseret pa dette endepunkt alene
behandles med stor forsigtighed. Der findes forskellige metoder til at vurdere VTG-produktion hos de fiskearter,
som behandles i dette assay. En maéleteknik, som bdde er relativt folsom og specifik, er bestemmelsen af
proteinkoncentrationer via enzymbundet immunosorbent assay (ELISA). Homologe antistoffer (fremstillet mod
VTG i samme art) og de fleste vigtige homologe standarder ber anvendes.

Konsbestemmelse

52. Atheengigt af VTG-preveudtagningsproceduren anbringes hele fisken eller det resterende midterparti af hver fisk
i en pé forhdnd mearket behandlingskassette og fikseres i et egnet fikseringsmiddel med henblik pd histologisk
bestemmelse af kon (ogsd valgfrit for vurdering af stadieinddeling af kenskirtler). Vejledning om fiksering og
indlejring kan fis i tilleg 7 og i OECD Guidance Document on the Diagnosis of Endocrine-Related
Histopathology of Fish Gonads (22). Efter behandling indlejres fisken i paraffinblokke. Individerne anbringes pa
langs i hver paraffinblok. Der udtages mindst seks lengdesnit (3-5 pm i tykkelse) i et frontalplan, der
indeholder kenskirtelvaev fra begge kenskirtler fra hvert individ. Intervallet mellem disse snit skal vare ca.
50 pm for hanner og 250 pm for hunner. Eftersom hver blok ofte vil indeholde hanner og hunner (hvis der er
indlejret mere end et individ i hver blok), skal intervallet mellem snit fra disse blokke vare ca. 50 pm, indtil der
er opndet mindst seks snit af kenskirtlerne fra hver han. Derefter kan intervallet mellem snit eges til ca.
250 pm for hunnerne. Snittene farves med hematoxylin and eosin og undersages ved lysmikroskopi med fokus
pd ken (han, hun, interkennet eller udifferentieret). Interkennet defineres som tilstedeverelse af mere end en
oocyt i testes pr. seks analyserede snit eller spermatogene celler (ja/nej) i ovarierne. Histopatologisk undersegelse
og stadieinddeling af ovarier er valgfri, men hvis den foretages, analyseres resultaterne statistisk og registreres.
Det skal bemarkes, at nogle fiskearter naturligt mangler et fuldt udviklet par kenskirtler, og at der mdske kun
er en kenskirtel til stede (f.eks. japansk risfisk og undertiden zebrafisk). Alle disse observationer registreres.

53. Genetisk kensbestemmelse hos individuelle japanske risfisk er baseret pé tilstedeveerelse eller fraveer af risfiskens
hankensbestemmende gen, DMY, der sidder pd Y-kromosomet. Risfiskens genotypiske ken kan identificeres ved
at sekventere DMY-genet fra DNA ekstraheret fra feks. et stykke gatfinne eller rygfinne. Tilstedeveerelsen af
DMY viser et XY-(han)individ uanset faenotype, mens fravaeret af DMY viser et XX-(hun)individ) uanset feenotype
(23). Vejledning i fremstilling af vaevspraparater og PCR-metoden er anfert i bilag 9. Den genetiske
keonsbestemmelse af en trepigget hundestejle foretages ogsd efter en PCR-metode, der er beskrevet i bilag 10.

54. Forekomsten af interken (se definition i tilleg 1) registreres.

Sekundare konskarakteristika

55. Sekundere kenskarakteristika er hormonstyret hos arter som japansk risfisk. Derfor foretages observationer af
fiskens fysiske udseende, hvis det er muligt, ved eksponeringens afslutning. Hos japansk risfisk er papillar-
dannelsen pd den bageste del af gatfinnen, hos hunner androgenfelsom. Kapitel C.37 i dette bilag (38)
indeholder relevante fotografier af sekundeere konskarakteristika for hanner og androgene hunner.
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DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

56. Det er vigtigt, at endepunktet bestemmes af den sterkest mulige, valide statistiske test. Replikatet er
forsagsenheden, men variabiliteten mellem replikater ber medtages i den statistiske test. Der findes et
beslutningsflowdiagram i tilleg 8, som kan hjalpe med at afgere, hvilken statistisk test som det vil vare mest
hensigtsmeassigt at bruge baseret pa kendetegnene ved de data, der opnds fra testen. Det statistiske signifika-
nsniveau er 0,05 for alle omfattede endepunkter.

Kensandele og genetisk kon

57. Kensandelene analyseres for en signifikant effekt (NOEC/LOEC-metoden) af eksponering efter Jonckheere-
Terpstra (trend test), hvis der er tale om en monoton dosisrespons. Hvis der ikke pavises monotoni, anvendes
en parvis test: Brug Dunnett’s test, hvis der kan opnds normalitet og homogen varians. Brug Tamhane-Dunnett,
hvis der forekommer heterogen varians. Ellers brug en eksakt Mann-Whitney-test med Bonferroni-Holm-
justering. Et flowdiagram med beskrivelse af statistikker for kensandele er anfert i tilleg 8. Kensandelene
presenteres i tabeller som koncentrationsandele + standardafvigelser for hanner, hunner, interkennede og
udifferentierede. Statistisk signifikans fremhaeves. Eksempler kan ses i FSDT Phase 2 validation report (42).
Genetisk kon registreres som en procentdel af feenotypisk kensveksling for hanner, hunner, interkennede og
udifferentierede.

VTG-koncentrationer

58. VTG-koncentrationer analyseres for signifikant effekt (NOEC-/LOEC-metode) af eksponeringen. Dunnett-testen
foretreekkes frem for t-testen med Bonferroni-korrektion. Hvis der benyttes en Bonferroni-korrektion,
foretreekkes Bonferroni-Holm-korrektionen. Der ber vere mulighed for log-transformation af VTG for at opnd
normalitet og varianshomogenitet. Sifremt koncentrationsresponsen stemmer overens med monotonien,
foretreekkes JonckheereTerpstra-testen herefter frem for nogen af de ovennavnte. Bruges en t-test eller Dunnett’s
test, er en ANOVA-signifikant F-test ikke nedvendig for at gd videre. Se yderligere oplysninger i flowdiagrammet
i tilleg 8. Resultater registreres i tabeller som koncentrationsgennemsnit * standardafvigelser for hanner,
hunner, interkennede og udifferentierede hver for sig. Statistisk signifikans for fenotypiske hunner og
fenotypiske hanner fremhaeves. Eksempler kan ses i FSDT Phase 2 validation report (42).

Testkemikalie: faktiske koncentrationer

59. De faktiske koncentrationer af testkemikaliet i kamrene analyseres i frekvenser og beskrives i punkt 34.
Resultaterne registreres i tabeller som gennemsnitskoncentration * standardafvigelse pd grundlag af replikat og
pa grundlag af koncentration med fremhavede oplysninger om antal prever og resultater, der afviger fra den
gennemsnitlige behandlingskoncentration + 20 %. Eksempler kan ses i FSDT Phase 2 validation report (42).

Fortolkning af resultaterne

60. Hvor den madlte koncentration af testkemikaliet i testoplesningen ligger neer analysemetodens detektionsgranse,
skal resultaterne tolkes med forsigtighed.

Testrapport

61. Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Testkemikalie

— Relevante fysisk-kemiske egenskaber, kemiske identifikationsdata, herunder renhedsgrad og analysemetode til
kvantitativ bestemmelse af testkemikaliet.
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Testbetingelser:

— anvendt testprocedure (f.eks. gennemstromning semistatisk/udskiftning), testdesign, herunder testkoncen-
trationer, metode til fremstilling af stamoplesninger (i et bilag), udskiftningsfrekvens (hvis der bruges
oplesningsmiddel og koncentrationer heraf, skal det anfores)

— de nominelle testkoncentrationer, gennemsnit af de mélte verdier og standardafvigelser i testbeholderne og
metoden, hvorved de er opndet (den anvendte analysemetode anfares i et bilag) samt dokumentation for, at
mélingerne refererer til testkemikaliets faktiske koncentrationer i oplgsning

— vandkvaliteten i testbeholderne: pH, hardhedsgrad, temperatur og koncentration af oplest ilt

— detaljerede oplysninger om fodring (f.eks. foderets type og kilde, fodermangde og fodringshyppighed samt
analyser for kontaminanter (f.eks. PCB'er, PAH'er og organiske chlorpesticider), hvis det er relevant.

Resultater

— Dokumentation for, at kontrollerne opfyldte validitetskriterierne: data vedrerende udkleekningshastighed
anfores i tabeller som en procentdel pr. replikat og pr. koncentration. Resultater, der afviger fra godkendel-
seskriterierne (i kontrollerne), fremhaves. Overlevelsesgraden udtrykkes som en procentdel pr. replikat og
pr. koncentration. Resultater, der afviger fra validitetskriterierne (i kontrollerne), fremhaeves.

— Tydelig angivelse af de resultater, som er opnéet for de forskellige observerede endepunkter: fosteroverlevelse
og -udklaekningssucces, ydre abnormiteter, leengde og vaegt, VTG-mélinger (ng/¢ homogenat, ng/ml plasma
eller ng/mg lever), histologisk undersogelse af kenskirtler, kensfordeling, data om genetisk ken, forekomst af
eventuelt usaeedvanlige reaktioner hos fiskene og eventuelt synlige virkninger af testkemikaliet.

62. Resultaterne prasenteres som gennemsnitsvaerdier * standardafvigelser eller standardfejl. Statistikkerne
registreres som minimum som NOEC og LOEC og konfidensintervaller. Det statistiske flowdiagram (tilleg 8)
skal folges.
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Tilleg 1

Forkortelser og definitioner

Slutpunkt: skaber effekt pd populationsniveau

ASYV: air saturation value = luftmeatning

Biomarker: skaber effekt pa individuelt niveau

Kemikalie: et stof eller en blanding

Dph: days post hatch = dage efter udklekning

DMY: Y-specifikt DM-domain-gen, der er ngdvendig for udvikling af hanner hos japansk risfisk
ELISA: Enzymkoblet immunadsorptionsteknik

Fiskeveegt: Fiskens vidvaegt (duppet tor)

FSDT: Test af fisks kensudvikling

HPG-aksen: Hypothalamus-hypofyse-gonadeaksen

Interkonnet fisk: Fisk med mere end en oocyt i testes pr. 6 analyserede snit eller spermatogene celler i ovarierne
(ja/nej)

Belastningsgrad: fiskens vadvagt pr. vandvolumen

MOA: Virkningsmekanisme

RT-PCR: revers transskriptasepolymerasekadereaktion

Testkemikalie: Alle stoffer eller blandinger, der testes ved hjalp af denne testmetode

Udifferentierede fisk: fisk, hvis kenskirtler ikke viser synlige kensceller

VTG: Vitellogenin
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Tilleg 2
Testbetingelser for FSDT (ferskvandsarter)

1. Anbefalet art Japansk risfisk (Oryzias lati- | Zebrafish (Danio rerio) Trepigget hundestejle (Gaste-
pes) rostreus aculeatus)

2. Testtype Gennemstromning eller se- | Gennemstrgmning eller se- | Gennemstromning eller semi-
mistatisk mistatisk statisk

3. Vandtemperatur 25+2°C 27 +£2°C 20+ 2°C

4. Belysningskvalitet | Fluorescerende parer (bred- | Fluorescerende perer (bred- | Fluorescerende pearer (bred-
spektret) spektret) spektret)

5. Lysintensitet 10-20 pE/m?fs, 540-1 080 | 10-20 pE/m?/s, 540-1 080 | 10-20 pE/m?/s, 540-1 080
lux eller 50-100 ft-c (rumni- | lux eller 50-100 ft-c (rumni- | lux eller 50-100 ft-¢ (rumni-
veauer i laboratoriet) veauer i laboratoriet) veauer i laboratoriet)

6. Lysperiode 12-16 t. lys, 8-12 t. morke | 12-16 t. lys, 8-12 t. morke | 16 t. lys, 8 t. morke

7. Mindste kammer- | Individuelle kamre skal inde- | Individuelle kamre skal inde- | Individuelle kamre skal inde-

storrelse holde et vandvolumen pé holde et vandvolumen pé holde et vandvolumen pé mi-
minimum 7 | minimum 7 | nimum 7 |

8. Volumenudskift- Mindst 5 dagligt Mindst 5 dagligt Mindst 5 dagligt

ning af testoples-
ninger

9. Testorganismernes | Nybefrugtede @g (tidligt bla- | Nybefrugtede wg (tidligt bla- | Nyligt befrugtede ag

alder ved ekspone- | stulastadie) stulastadie)
ringens start

10. Antal &g pr. be- | minimum 120 minimum 120 minimum 120

handling

11. Antal behandlin- | Minimum 3 (plus passende | Minimum 3 (plus passende | Minimum 3 (plus passende

ger kontroller) kontroller) kontroller)

12. Antal replikater | Minimum 4 (medmindre for- | Minimum 4 (medmindre for- | Minimum 4 (medmindre for-

pr. behandling deling til kontrol ifelge kva- | deling til kontrol ifelge kva- | deling til kontrol ifelge kva-
dratrodsreglen) dratrodsreglen) dratrodsreglen)

13. Fodring Levende Artemia, frossen Specialyngelfoder, levende Levende Artemia, frossen vok-

voksen saltsokrebs, foder i
flager osv. Det anbefales at
fodre to gange dagligt.

Artemia, frossen voksen salt-
sekrebs, foder i flager osv.
Det anbefales at fodre to
gange dagligt.

sen saltsgkrebs, foder i flager
osv. Det anbefales at fodre to
gange dagligt.
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14. Beluftning Ingen, medmindre DO-kon- | Ingen, medmindre DO-kon- | Ingen, medmindre DO-kon-
centration falder under 60 % | centration falder under 60 % | centration falder under 70 %
matning meatning meatning
15. Fortyndingsvand | Rent overflade-, brend- eller | Rent overflade-, brend- eller | Rent overflade-, brond- eller
rekonstitueret vand rekonstitueret vand rekonstitueret vand
16. Varighed af eks- | 60-dph 60-dph 60-dph
ponering for test-
kemikaliet
17. Biologiske ende- | Klakningssucces, overlevelse, | Klaekningssucces, overlevelse | Klaeekningssucces, overlevelse
punkter makromorfologi, VTG, hi- makromorfologi, VTG, hi- makromorfologi, VTG, histo-
stologisk undersogelse af stologisk undersagelse af logisk undersagelse af kons-
kenskirtler, genetisk keon kenskirtler, konsfordeling kirtler, konsfordeling
Kensfordeling
18. Testgodkendelses- | Klaekningssucces > 80 % Klakningssucces > 80 % Klaekningssucces > 80 %

kriterier for sam-
lede kontrolrepli-
kater

Overlevelse efter klekning
>70%

Overlevelse efter klekning
>70%

Overlevelse efter klakning
>70%

Vakst (fiskens vadvaegt, dup-
pet torre) > 150 mg

Vakst (fiskens vadvaegt, dup-
pet tor) > 75 mg

Vakst (fiskens vadvaegt, dup-
pet tar) > 120 mg

Laengde (standardlengde)
> 20 mm

Laengde (standardlengde)
> 14 mm

Laengde (standardlengde)
> 20 mm

Kensfordeling (% hanner el-
ler hunner)
30-70 %

Kensfordeling (% hanner el-
ler hunner) 30-70 %

Kensfordeling (% hanner eller
hunner) 30-70 %
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Tilleg 3
Kemiske egenskaber for acceptabelt vand til fortynding
KOMPONENT KONCENTRATION
Partikler <20 mg/l
Totalt organisk kulstof <2 mgfl
Ikkeioniseret ammoniak <1 pgfl
Residualt chlor <10 pgfl
Total organiske phosphorpesticider <50 ngf1
Total organiske chlorpesticider + polychlorbiphenyler <50 ngf1
Total organisk chlor <25 ngf1
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Tilleg 4

Fra testmetode C.14 | vejledning i testkoncentrationer

Kolonne (antal koncentrationer mellem 100 og 10 eller mellem 10 og 1) (¥

1 2 3 4 5 6 7
100 100 100 100 100 100 100
32 46 56 63 68 72 75
10 22 32 40 46 52 56
3,2 10 18 25 32 37 42
1,0 4,6 10 16 22 27 32

2,2 5,6 10 15 19 24
1,0 3,2 6,3 10 14 18
1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4,6 7,2 10

1,6 3,2 52 7,5

1,0 2,2 3,7 5,6

1,5 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 2,4

1,0 1,8

1,3

1,0

(*) En raekke bestdende af tre (eller flere) successive koncentrationer kan velges fra en kolonne. Midterpunkterne mellem koncentra-
tionerne i kolonne (x) findes i kolonne (2x + 1). De anferte veerdier kan repraesentere koncentrationer udtrykt i procent pr. volu-
men eller vaegt (mg/l eller pg/l). Vaerdierne kan multipliceres eller divideres med en hvilken som helst potens af 10, alt efter hvad
der er aktuelt. Kolonne 1 kan eventuelt anvendes, hvis der har veeret betydelig tvivl om toksicitetsniveauet.
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Tilleg 5

Vejledning i homogenisering af hoved og hale fra yngel af zebrafisk, tykhovedet elritse,
trepigget hundestejle og japansk risfisk

Formélet med dette afsnit er at beskrive de procedurer, der gir forud for en kvantitativ bestemmelse af VTG-
koncentrationen. Der kan anvendes andre procedurer, som ferer til en sammenlignelig kvantitativ bestemmelse
af VTG. Det er valgfrit, om man vil bestemme VTG-koncentrationen i blodplasma eller lever i stedet for hoved-|
halehomogenat.

Fremgangsméde
1.  Fiskene bedeves og aflives i overensstemmelse med testbeskrivelsen.

2. Hoved og hale skeares af fisken i overensstemmelse med testbeskrivelsen. Vigtigt: Alle dissektionsinstrumenter
og skarebrettet skylles og rengeres grundigt (f.eks. med 96 % ethanol) mellem héndtering af hver enkelt fisk
for at forebygge »VTG-forurening« fra hunner eller inducerede hanner til ikkeinducerede hanner.

3. Den samlede vaegt af hoved og hale fra hver fisk males til naermeste mg.

4. Nar delene er vejet, anbringes de i passende ror (f.eks. 1,5 ml eppendorf) og fryses ved — 80 °C indtil
homogenisering eller homogeniseres direkte pd is med to plastpistiller. (Der kan bruges andre metoder, hvis de
anvendes pd is, og resultatet er en homogen masse). Vigtigt: Rorene nummereres korrekt, sd fiskens hoved og hale
kan knyttes til deres respektive kropsparti, der benyttes til histologisk undersagelse af konskirtlerne.

5. Nér der er opndet en homogen masse, tilsattes en mangde iskold homogeniseringsbuffer (*) pd 4-10 gange
vavsvaegten (bemark fortyndingen). Arbejd til stadighed med pistillerne, indtil blandingen er homogen. Vigtigt:
Der bruges nye pistiller til hver fisk.

6. Proverne lagges pd is indtil centrifugering ved 4 °C ved 50 000 g i 30 min.

7. Anvend en pipette til at fordele portioner & 20-50 pl (bemark mengden) supernatant i mindst to ror ved at
dyppe spidsen af pipetten under fedtlaget pa overfladen og omhyggeligt suge supernatanten op uden dele af
hverken fedt eller pellets.

8.  Rerene opbevares ved — 80 °C indtil brug.

(*) Homogeniseringsbuffer:

50 mM Tris-HCI pH 7,4, 1 % proteaseinhibitorblanding (Sigma): 12 ml Tris-HCl pH 7,4 + 120 pl proteaseinhibitorblanding
(eller tilsvarende proteaseinhibitorblandinger).

TRIS: TRIS-ULTRA PURE (ICN)
Proteaseinhibitorblanding: Fra Sigma (til pattedyrvaev) produktnummer P 8340.

Bemark: Homogeniseringsbufferen skal anvendes pé fremstillingsdagen. Anbringes pé is under brug.
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Tilleg 6

Vejledning i kvantitativ bestemmelse af vitellogenin i hoved- og halehomogenat fra zebrafish
(danio rerio) (endret fra holbech et al, 2001). Der kan benyttes andre procedurer, hvor der
anvendes homologe antistoffer og standarder.

1. Mikrotiterplader (certificeret Maxisorp F96, Nunc, Roskilde, Danmark), som tidligere er coatet med 5 pg/ml IgG-
antistoffer mod zebrafisk-lipovitellin, optes og vaskes tre gange med vaskebuffer (¥).

2. Vitellogeninstandard (') af renset zebrafisk fortyndes serielt til 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10 og 20 ng/ml i
fortyndingsbuffer (**), og preverne fortyndes mindst 200 gange (for at forebygge matrixeffekt) i
fortyndingsbuffer og paferes pladerne. Der foretages en dobbelt assaykontrol. 150 pl tilsaettes hver brend.
Standarderne anvendes in duplo og preverne in triplo. Inkuberes natten over ved 4 °C pa et rystebord.

3. Pladerne vaskes fem gange med vaskebuffer (*).

4. HRP bundet til en dextrankaede (f.eks. AMDEX A[S, Danmark) og konjugerede antistoffer fortyndes i
vaskebuffer. Den faktiske fortynding afviger efter parti og alder. 150 pl tilswttes hver brend, og pladerne
inkuberes i en time ved stuetemperatur pé et rystebord.

5. Pladerne vaskes fem gange med vaskebuffer (*), og bunden af pladerne renses omhyggeligt med ethanol.

6. 150 pl TMB plus (***) tilfores hver brend. Beskyt pladen mod lys med stanniol og hold gje med
farveudviklingen pd et rystebord.

7. Nar standardkurven er fuldt udviklet, standses enzymaktiviteten ved at tilsette 150 pl 0,2 M H,SO, til hver
brend.

8. Absorbansen madles ved 450 nm (f.eks. pd en Molecular Devices Thermomax-mikropladeaflaser). Data
analyseres pd den tilknyttede software (f.eks. Softmax).

* Vaskebuffer:

PBS-stam (****) 500,0 ml
BSA 50 g
Tween 20 50 ml

Juster pH til 7,3 og fyld op til 5 | med millipore H,0. Opbevar ved 4 °C.

(*)  Fortyndingsbuffer:

PBS-stam (***¥) 100,0 ml
BSA 30 g
Tween 20 1,0 ml

Juster pH til 7,3 og fyld op til 1 1 med millipore H,0O. Opbevar ved 4 °C.

() Battelle AP4.6.04 (1,18 mg/ml (AAA)), renset ifelge: N.D. Denslow, M.C. Chow, K.J. Kroll og L. Green (1999), Vitellogenin as a biomarker
of exposure for estrogen or estrogen mimics. Ecotoxicology 8: 385-398.
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(***)  TMB plus er et brugsklart substrat fremstillet af KemEnTec (Danmark). Det er lysfelsomt. Opbevar ved 4 °C.

(****) PBS stam

NaCl 1600 g
KH,PO, 40 g
Na,HPO,2H,0 26,6 g
KCl 40 g

=

Juster pH til 6,8 og fyld op med millipore H,O til 2 1. Opbevar ved stuetemperatur.
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Tilleg 7

Vejledning i fremstilling af veevssnit til kensbestemmelse og stadieinddeling af kenskirtler

Formalet med dette afsnit er at beskrive de procedurer, der gir forud for vurderingen af histologiske snit. Der kan
anvendes andre procedurer, som forer til en lignende konsbestemmelse og stadieinddeling af kenskirtler.

Med nogle fd undtagelser er disse procedurer de samme for japansk risfisk (MD) og zebrafisk (ZF).

Aflivning, obduktion og fiksering af vaev

Mal:

1. at sikre en human aflivning af fisk

2. at opnd den nedvendige kropsvagt og de nedvendige mal
3. at vurdere sekundare kenskarakteristika

4. at dissekere veev til VTG-analyse

5. at fiksere konskirtlerne.

Fremgangsmader:

1. Fisk aflives umiddelbart for obduktion. Medmindre der er mange prosektorer til rddighed, ber mange fisk derfor
ikke aflives samtidig.

2. Ved hjelp af en lille ketsjer fjernes en fisk fra forsagskammeret og transporteres til obduktionsomradet i transport-
beholderen.

3. Fisken anbringes i aflivningsoplesningen. Fisken fjernes fra oplesningen, nér vejrtraekningen er ophert, og fisken
ikke reagerer pé eksterne stimuli.

4. Fisken vejes i vad tilstand.

5. Med henblik pé fremstilling af vev til VTG-analyse kan fisken anbringes pa en korkplade pd preparatbordet i et
dissektionsmikroskop.

a. For zebrafisk skeres hovedet lige bag brystfinnen, og halen skares lige bag rygfinnen.

b. For japansk risfisk dbnes abdomen ved en omhyggelig incision, der strackker sig langs den ventrale midterlinje
fra skulderaget til et punkt lige oven for gattet. Ved hjelp af smd pincetter og en lille saks fjernes leveren
forsigtigt.

6. Prover til VTG-analyse anbringes i eppendorfrer og fryses straks i flydende kvelstof.

7. Kadaveret, herunder kenskirtlerne, anbringes i en pa forhdnd market vavskassette af plast, som overfores til
Davidson’s eller Bouin’s fikseringsmiddel. Fikseringsmidlets volumen skal vare mindst 10 gange den tilnermede
vavsvolumen. Fikseringsbeholderen rystes forsigtigt i fem sekunder for at fjerne luftbobler fra kassetten.

8. a. Alt vav bliver liggende i Davidson’s fikseringsmiddel natten over, hvorefter det den naste dag overfores til
individuelle beholdere med 10 % neutralbufret formalin. Kassettebeholderne rystes forsigtigt i fem sekunder for
at sikre en tilstraekkelig gennemtrangning af formalin i kassetterne.

b. Vavene bliver liggende i Bouins fikseringsmiddel i 24 timer, hvorefter de overfares til 70 % ethanol.
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Vavsbehandling
Mal:

1. at terre vaev med henblik p4 tilstreekkelig gennemtraengning af paraffin

2. at behandle vavet med paraffin for at opretholde vavets integritet og skabe en fast overflade til mikrotomi.

Fremgangsmadder:

3. Markede vavskassetter fjernes fra opbevaringen i formalin/ethanol, og kassetterne anbringes i
behandlingskurven/-ene. Behandlingskurven indszttes i vaevsbehandlingsenheden.

4. Behandlingsplanen vealges.

5. Nar vevsbehandlingsenheden har afsluttet behandlingscyklussen, kan kurven/-ene overfores til den indlejrede
station.

Indlejring
Formadl:

at vende preven korrekt i storknet paraffin med henblik p& mikrotomi.

Fremgangsmdder:

1. Kassettekurven/-ene fjernes fra behandlingsenheden og nedsankes i det paraffinfyldte forkammer i indlejrin-
gsstationens varmekonsol, eller kassetterne flyttes til en separat paraffinvarmer.

2. Den forste kassette, der skal indlejres, fjernes fra forkammeret i varmekonsollen eller paraffinvarmeren.
Kassetteldget fjernes og kasseres, og kassettemaerket kontrolleres i forhold til dyrejournalerne for at lase potentielle
uoverensstemmelser for indlejring.

3. Der valges en indlejringsform i passende storrelse.

4. Formen holdes under dispenserens tud og fyldes med smeltet paraffin.

5. Proven fjernes fra kassetten og anbringes i den smeltede paraffin i formen. Dette gentages med 4-8 prever for
hver paraffinform. Den enkelte fisks placering afmerkes ved at anbringe fisk nr. 1 i en vinkel p&d 180 grader i
forhold til fisk nr. 2-4/8.

6. Ekstra paraffin tilseettes for at deekke proven.

7. Formen med kassettebasen anbringes pé kryokonsollens keleplade.

8. Nar paraffinen er storknet, fiernes blokken (dvs. den herdede paraffin indeholdende vaev og kassettebase) fra
formen.

Mikrotomi
Formdl:

Skeer og anbring histologiske snit til farvning.

Fremgangsmader:

1. Den forste fase af mikrotomien, der kaldes »facing«, udferes som folger:
a. Paraffinblokken anbringes i mikrotomens kaber.

b. Kaberne fores frem ved at rotere mikrotomhjulet, og der skares tykke snit af blokkens paraffinoverflade, indtil
kniven nér de indlejrede veev.
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c. Snittykkelsen pd mikrotomen szttes til 3-5 mikron. Kaberne fores frem, og der skaeres flere snit af blokken for
at fierne eventuelle artefakter, der har dannet sig pa vaevets snitflade under grovtrimming.

d. Blokken kan fjernes fra kaberne og anbringes med oversiden nedad pé isen for at gennemveede vevet.

2. Den naste fase af mikrotomien er skering af endeligt snit og montering af veevssnit pd objektglas. Disse
procedurer udfores som folger:

a. Hvis blokken er blevet sat pa is, fjernes blokken fra isen og anbringes igen pd mikrotomens kaber.

b. Mikrotomens snittykkelse swttes til 3-5 mikron, og kaberne fores frem ved at dreje mikrotomhjulet. Der
skaeres snit af blokken, indtil der er frembragt et »badnd« med mindst et acceptabelt snit, der indeholder
kenskirtler. (Under delingen kan blokken efter behov fjernes fra kaeberne, anbringes pé isen for at gennemvade
vavet og sattes tilbage i keberne igen.)

c. Snittene anbringes fladt flydende pd vandoverfladen i vandbadet. Der geres forsgg pd at f4 mindst et snit, som
ikke indeholder folder, og hvor der ikke er opsamlet luftbobler under det.

d. Et mikroskopobjektglas nedsankes under det bedste snit, som loftes op af vandet ved hjalp af glasset. Denne
proces kaldes »montering« af snittet pd glasset.

e. Der klargores tre snit til et sat fisk. Det andet og tredje snit udtages med intervaller pd 50 mikron efter det
forste snit. Hvis fiskene ikke er indlejret med deres konskirtler i det samme snitniveau, skal der foretages flere
snit for at sikre, at der fis mindst seks snit, der indeholder keonskirtler, fra hver fisk.

f. Med en opmearkningspen til objektglas registreres det bloknummer, glasset blev fremstillet med, pé glasset.
g. Glasset anbringes i et farvningsstativ.

h. Blokken fjernes fra kaeberne og anbringes med oversiden nedad med henblik pa opbevaring.

Farvning, anvendelse af deekglas og glasmarkning

Mal:

— at farve snittene til histopatologisk undersegelse
— at forsegle monterede og farvede vaev permanent

— at identificere farvede snit permanent pd en made, der sikrer fuld sporbarhed.

Fremgangsmadder:

1. Farvning
a. Objektglas lufttorres natten over for farvning.
b. Snittene farves med hematoxylin-eosin.
2. Anvendelse af dackglas
a. Dakglas kan anvendes manuelt eller automatisk.
b. Et objektglas dyppes i xylen eller TissueClear, og overskydende xylen/TissueClear bankes forsigtigt af glasset.
c. Ca. 0,1 ml monteringsmedium péaferes naer enden af objektglasset modsat den matte ende eller pd dakglasset.

d. Dzkglasset hzldes i en lav vinkel, ndr det leegges pa objektglasset.
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3. Mearkning
a. Hvert objektglasmarke ber indeholde folgende oplysninger.
i. Laboratoriets navn
ii. Art
iii. Prevenr./objektglasnr.
iv. Kemikalie/behandlingsgruppe

v. Dato:



Tilleg 8

Statistisk flowdiagram for vitellogeninanalyse
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Statistisk flowdiagram for analyse af kensfordeling
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Tilleg 9

Vejledning i udtagning af vaevsprever til genetisk kensbestemmelse og til genetisk
kensbestemmelse efter PCR-metoden

Udtagning af vevsproever, klargoring og opbevaring for bestemmelse af genetisk kon efter PCR-metoden
hos risfisk (fremstillet af Laboratory for Aquatic Organisms of Bayer CropScience AG)

1. Med en fin saks klippes gat- eller rygfinne af hver fisk og anbringes i et ror fyldt med 100 pl ekstraktionsbuffer 1
(se oplysninger om fremstilling af buffer nedenfor). Saksen rengeres efter hver fisk i et bager fyldt med
destilleret H,0 og terres med en papirserviet.

2. Nu homogeniseres finnevavet i et mikrorer med teflonpistii med henblik pé lysis af celler. Til hvert rer
anvendes en ny pistil for at forebygge eventuel kontaminering. Pistillerne anbringes natten over i 0,5 M NaOH,
skylles i fem minutter i destilleret H,0O og opbevares indtil brug i ethanol eller sterilt efter autoklavering.

3. Det er ogsd muligt at opbevare finnevavet uden ekstraktionsbuffer 1 pa teris og siden i fryseskab ved — 80 °C
for at forhindre degeneration af DNA. Men ekstraktionen forlgber bedre, hvis man ekstraherer DNA samtidig
(se ovenfor vedrerende handtering. Prover optes pd is efter opbevaring ved — 80 °C, for bufferen fyldes i
rorene).

4.  Efter homogenisering leegges alle ror i et vandbad og koges i 15 minutter ved 100 °C.

5. Herefter pipetteres 100 p ekstraktionsbuffer 2 (se naermere oplysninger om fremstilling af buffer nedenfor) i
hvert ror. Proverne opbevares ved stuetemperatur i 15 minutter, og i mellemtiden rystes de undertiden forsigtigt
i handen.

6. Efterfolgende lagges alle ror i vandbadet igen og koges i endnu 15 minutter ved 100 °C.
7. Indtil videre analyse fryses rerene ved — 20 °C.
Fremstilling af buffer:

PCR-buffer 1:
500 mg N-Lauroylsarcosin (f.eks. Merck KGaA, Darmstadt, GE)
2 ml 5M Nadl
ad 100 ml dest. H,0
— autoklaveres
PCR-buffer 2:
20 g Chelex (f.eks. Biorad, Miinchen, GE)
skal kvzalde i 100 ml dest. H,0

—s autoklaveres

Bestemmelse af genetisk ken (efter PCR-metoden) hos risfisk (fremstillet af Laboratory for Aquatic
Organisms of Bayer CropScience AG og Universitit Wiirzburg Biozentrum)

De klargjorte og frosne ror (beskrevet i ovenstdende afsnit) optes pa is. Herefter centrifugeres de under anvendelse af
en Eppendorf-centrifuge (30 sekunder ved maksimal hastighed ved stuetemperatur). Til PCR bruges den klare
supernatant separeret fra bundfaldet. Det skal absolut undgds, at eventuelle spor af Chelex (lokaliseret i bundfaldet)
overferes til PCR-reaktionen, fordi dette vil forstyrre »Taq«-polymeraseaktiviteten. Supernatanten bruges direkte eller
kan opbevares frosset (ved — 20 °C) og genoptes til senere analyser over flere cyklusser uden negativ indvirkning pa
DNA.
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1. Fremstilling af »reaktionsblandingen« (25 pl pr. prove):

Mzngde Slutkoncentration
DNA-template 0,5 ul-2 pl
10 x PCR-buffer med MgCl2 2,5ul 1x
Nukleotider (hver af dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 4 ul (5 mM) 200 M
Fremadrettet primer (10pM) (se nedenfor 3-5) 0,5 pul 200 nM
Bagudrettet primer (10 uM) (se nedenfor 3-5) 0,5ul 200 nM
DMSO 1,25 ul 5%
Vand (PCR-kvalitet) op til 25 pl
Taq E- Polymerase 0,3 ul 1,5U

10 x PCR-buffer med MgCl,: 670 mM Tris/HCI (pH 8,8 ved 25 °C), 160 mM (NH,),SO,, 25 mM MgCl,, 0,1 %

Tween 20.

Til hver PCR (se nedenfor 3-5) er der brug for den sarlige primer som en ny kombination af »reaktionsblanding«
og den tilstreekkelige nedvendige mangde DNA-template til hver prove (se ovenfor). De respektive mangder
overferes til nye rer ved hjelp af pipetter. Herefter lukkes alle ror, omrores (ca. 10 sek.) og centrifugeres
(10 sek. ved stuetemperatur). Nu kan de respektive PCR-programmer startes. Der benyttes yderligere en positiv
kontrol (eksemplarisk DNA-prove med kendt aktivitet og klare resultater) og en negativ kontrol (1 pl dest. H,0)

i hvert PCR-program.

2. Fremstilling af agarosegel (1 %) — Under igangveerende PCR-programmer:

— Oplos 3 g agarose i 300 ml 1 x TAE-buffer (1 % agarosegel).
— Denne oplesning koges i en mikrobelgeovn (ca. 2-3 min.).
— Opverfer den varme oplesning til en sarlig stebningsboks, der ligger pd is.

— Efter ca. 20 min. er agarosegelen klar til brug.

— Opbevar agarosegelen i 1 x TAE-buffer indtil afslutningen af PCR-programmerne.

3. Aktin-PCR-programmet:

Denne PCR-reaktion har til formdl at pavise, at DNA’et i proven ikke er beskadiget.
— Seerlig primer:

»Mact1 (gvre/fremadrettet)c — TTC AAC AGC CCT GCC ATG TA

»Mact2(nedre/bagudrettet)« — GCA GCT CAT AGC TCT TCT CCA GGG AG
— Program:

5 min. 95 °C

Cyklus (35-gange):

Denaturering ~ — 45 sek. ved 95 °C

Annealing — 45 sek. ved 56 °C

Forlaengelse — 1 min. ved 68 °C

15 min. 68 °C
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4. X- og Y-gen-PCR-programmet:
Proverne med intakt DNA bruges i dette PCR-program til at pavise X- og Y-gener. Hanners DNA ber vise et
dobbeltbind, mens hunners DNA ber vise et enkelt band (efter farvning og gelelektroforese). Til denne
programafvikling inkluderes en positiv kontrol for hanner (XY-prover) og en for hunner (XX-prover).
— Seerlig primer:
»PG 17,5« (pvre[fremadrettet) — CCG GGT GCC CAA GTG CTC CCG CTG
»PG 17,6« (nedre/bagudrettet) — GAT CGT CCC TCC ACA GAG AAG AGA
— Program:
5 min. 95 °C
Cyklus (40-gange):
Denaturering ~ — 45 sek. ved 95 °C
Annealing — 45 sek. ved 55 °C
Forlengelse — 1 min. 30 sek. ved 68 °C
15 min. 68 °C
5. Y-gen-PCR-program som »kontrol« for X- og Y-gen-PCR-programmet:
Dette PCR-program kontrollerer resultaterne af »X- og Y-gen-PCR-programmet«. »Hanprever« bar vise et band,
mens »hunprever« ber ikke vise noget band (efter farvning og gelelektroforese).
— Searlig primer:
»DMTYa (pvre/fremadrettet)c — GGC CGG GTC CCC GGG TG
»DMTYd (nedre/bagudrettet)c — TTT GGG TGA ACT CAC ATG G
— Program:
5 min. 95 °C
Cyklus (40-gange):
Denaturering ~ — 45 sek. ved 95 °C
Annealing — 45 sek. ved 56 °C
Forlaengelse — 1 min. ved 68 °C
15 min. 68 °C
6.  Farvning af PCR-prover:
Farvningsoplesning:
50 % glycerol
100 mM EDTA
1 % SDS
0,25 % bromphenolbld
0,25 % xylencyanol
Tilseet 1 pl farvningsoplesning i hvert enkelt rer ved hjalp af en pipette
7. Pabegyndelse af gelelektroforesen:

— Den fremstillede 1 % agarosegel overfores i et gelelektroforesekammer fyldt med 1 x TAE-buffer

— 10-15 pl af hver farvet PCR-prove pipetteres i en fordybning i agarosegelen.
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— Der pipetteres 0ogsd 5-15 ul 1kb-»Ladder« (Invitrogen) i en separat fordybning
— Start elektroforesen ved 200 V

— Stop efter 30-45 min.
Bestemmelse af bandene:

— Rens agarosegelen i destilleret H,O.
— Opverfer nu agarosegelen i ethidiumbromid i 15-30 min.

— Tag herefter et billede af agarosegelen i en UV-lysboks.

— Endelig analyseres proverne sammenlignet med det/de positive kontrolbind og ladder.
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Tilleg 10

Vejledning i udtagning af veaevsprever til genetisk kensbestemmelse efter PCR-metoden hos
trepigget hundestejle

Udtagning af vaevsprover og DNA-ekstraktion

DNA kan ekstraheres ved hjalp af en raekke forskellige reagenser, som er tilgaengelige i handlen, og bdde manuelle og
automatiske ekstraktionssystemer. Den protokol, der benyttes ved Cefas Weymouth-laboratoriet, skitseres nedenfor,
og de alternative metoder er tilfgjet, hvor det er relevant.

1. Med en fin saks fjernes et lille stykke veev (10-20 mg) fra det dorsolaterale omrdde fra hver enkelt fisk (efter at
hoved og hale er fjernet til VTG-analyse). Vavet sattes i et ror og placeres enten direkte i flydende kvelstof (til
opbevaring ved — 80 °C) eller fyldes med 70 % ethanol (til transport og efterfelgende opbevaring ved 4 °C).
Saksen renses efter hver fisk i 70 % ethanol, herefter i destilleret vand og terres med en papirserviet.

2. Eventuelt ethanol fjernes ved bortsugning, og vavet udrddnes natten over med proteinase K i 400 ul ATL buffer
(Qiagen). En delpreve (200 pl) af spaltningsproduktet overferes til en S-blok med 96 brende (Qiagen), og
DNA’et ekstraheres i et format med 96 brende ved hjalp af Qiagen Universal BioRobot og Qlamp Investigator
BioRobot kit. DNA’et elueres i 50 pl DNase- og RNasefrit vand. Hvis der anvendes hdrdt vav til at ekstrahere
DNA (sdsom en hvirvelsgjle eller en brystfinne), kan det vare nedvendigt at homogenisere preven i
lysisbufferen ved hjelp af en FastPrep® tissue lyser eller tilsvarende vavsnedbrydningssystem.

Alternativt

a) Vavet udridnes natten over med proteinase K i 400 pl G2-lysisbuffer (Qiagen), og DNA’et ekstraheres fra
200 pl af spaltningsproduktet ved hjalp af enten EZ-1 DNA easy tissue kit og EZ-1 biorobot eller DNA easy
tissue mini kit. DNA’et elueres i en 50 pl volumen.

b) Vavene behandles med DNAzol reagens. Vavspreverne lyseres i 1 ml DNAzol i 10 minutter i et 1,5 ml
mikrocentrifugerer og centrifugeres herefter ved 13 000 rpm i 5 minutter for at fjerne eventuelle partikler.
Den lyserede prove overfores herefter til et nyt 1,5 ml mikrocentrifugerer indeholdende 500 pl 100 %
ethanol af molekylaerbiologisk kvalitet og centrifugeres ved 13 000 rpm i 10 minutter for at udfaelde
DNA’et. Ethanolen fjernes og erstattes med 400 pl 70 % ethanol af molekylaerbiologisk kvalitet, centrifugeres
ved 13 000 rpm i 5 minutter, og DNA-pelleten oplases i 50 pl molekyleer DNase- og RNasefrit vand. Hvis
der anvendes hédrdt vav (brystfinne), kan det vare nedvendigt at homogenisere preven i lysisbufferen ved
hjelp af en FastPrep® tissue lyser eller tilsvarende vavsnedbrydningssystem forud for ekstraheringen af
DNA.

3. DNA'et opbevares ved — 20 °C, indtil det skal bruges.

Vigtigt: der skal bares handsker under procedurerne.

Analyse af polymerasekadereaktion (PCR)

Der blev udfert amplificeringer ved hjalp af 2,5 pl DNA-ekstrakt i et 50 pl reaktionsvolumen under anvendelse af
Idh locus-primere (som beskrevet af Peichel et al., 2004. Current Biology 1:1416-1424):

Fremadrettet primer 5" GGG ACG AGC AAG ATT TAT TGG 3’

Bagudrettet primer 5" TAT AGT TAG CCA GGA GAT GG ¥

Der findes mange leveranderer af egnede PCR-reagenser. Den nedenfor skitserede metode er den, som i gjeblikket
bruges pa Cefas Weymouth-laboratoriet.
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1. Fremstilling af »reaktionsblandingen« (50 pl pr. prove):

En masterblanding fremstilles pd folgende méde: Den kan fremstilles pa forhdnd og opbevares frossen ved — 20 °C,
indtil den skal bruges. Der laves tilstraekkelig masterblanding til en negativ kontrol (kun vand af molekylerbiologisk

kvalitet).

Volumen (stamkonc.)/prove Slutkoncentration
5xGoTaq® Reaction Buffer 10 pl 1x
Mg(l, 5 ul (25 mM) 2,5 mM
Nukleotider (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,5 pl (25 mM hver) 250 pM hver
Fremadrettet primer 0,5 ul (0,1 nmol/ul) 2,0 pM
Bagudrettet primer 0,5 ul (0,1 nmol/ul) 2,0 pM
Vand af molekylaerbiologisk kvalitet 30,751
GoTaq polymerase 0,25 pl 1,25U

— Heeld 47,5 pl i et meerket 0,5 ml tyndvagget PCR-ror.

— Tilsat 2,5 pl oprenset DNA til det korrekt markede ror. Gentag for alle prover og den negative kontrol.

— Dryp to drdber mineralolie i overfladen. Brug alternativt en thermocycler med et opvarmet ldg.

— Luk ldgene.

— Proverne blev denatureret i en Peltier PTC-225 thermocycler ved 94 + 2 °C i 5 minutter efterfulgt af 39 cyklusser
ved 94 + 2 °C i 1 minut, 55 + 2 °Ci 1 minut, 72 + 2 °C i 1 minut og en endelig forlaengelse pd 72 + 2 °C i

10 minutter.

2. Fremstilling af agarosegel (2 %):

Traditionelt oplases PCR-produkter pd en 20 % agarosegel indeholdende ethidiumbromid.
Kapillarbaserede elektroforesesystemer kan ogsd bruges.

— Afvej 2 g agarose i 100 ml 1 x TAE-buffer.

— Opvarm agarosen i en mikroovn (ca. 2-3 min.), sd den oplases.

— Tilsat 2 dréber ethidiumbromid slutkoncentration 0,5 pg/ml.

— Opverfor den varme oplgsning til gelstebningsapparatet.

— Lad gelen hzrde.

3. Gelelektroforese:

— Opverfor agarosegelen til elektroforeseapparatet og nedsenk i 1 x TAE-buffer.

— Heeld 20 pl af hver prove i en separat brend og tilset en molekylveegtmarker (100bp DNA ladder, Promega) til

en overskydende brend.

— Elektroforese udferes ved 120 V i 30-45 minutter.



1.3.2016 Den Europeiske Unions Tidende L 54/347

4. Visualisering af amplificeringsprodukter

Hvis ethidiumbromidet blev inkorporeret i agarosegelen som beskrevet ovenfor, visualiseres DNA-produkterne under
en UV-kilde. Alternativt farves agarosegelen ved at dackke gelen i en fortyndet ethidiumbromidoplesning (0,5 pg/ml i
vand) i 30 minutter for visualisering.
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Tilleg 11

Vejledning i kunstig befrugtning for trepigget hundestejle

Formalet med dette afsnit er at beskrive, ved hvilke fremgangsmader der kan opnds befrugtede ag fra den
trepiggede hundestejle med henblik péd at bruge dem i FSDT.

Fremgangsmader
Udtagning af sperm fra hannerne
1. En han med en god farve fra den enskede population aflives.

2. Testiklerne fridissekeres fra hver side af fisken. Testiklerne er normalt steerkt pigmenterede, stavformede strukturer, som
let kan ses ved kroppens laterale midterlinje. Benyt en af folgende metoder:

3. Begynd ved gattet og leeg med en fin saks en 1-1,5 cm incision med et enkelt klip i en vinkel pd omkring
45 grader.

4. Brug en skalpel til at foretage en lille incision i fiskens side lidt bag pelvis og lige ventralt for de laterale plader.
5. Testiklerne fjernes ved hjelp af en fin pincet og anbringes i en petriskal.
6.  Hver testikel deekkes med 100 pl frisklavet Hank’s final solution (¥).

7. Testiklerne skeeres i fine terninger med et barberblad eller en skalpel. Dette vil frigere spermen og give Hank’s
solution et meaelkeagtigt udseende.

8.  Vasken, som indeholder sperm, haldes i et ror, idet det tilstreebes ikke at medtage stykker af testikelvaev ved
pipetteringen.

9. 800 pl Hank’s final solution tilsattes til reret og blandes godt.

10. Om nedvendigt kan hannen praeserveres ved fiksering i 100 % ethanol eller andet ensket fikseringsmiddel.
Dette er serligt vigtigt, hvis undersegelsen udpeger afkommets ophav.

Vigtigt: Skent de fleste nodvendige stamoplosninger kan fremstilles i forvejen, skal stamoplosning 5 og den efterfolgende
slutoplosning vere frisklavet pd brugsdagen.

Stamoplesning 1

NaCl 8,00 g
KCl 0,40 g
Destilleret vand (DV) 100 ml

Stamoplesning 2

Na,HPO, (vandfrit) 0,358 g
KH,PO, 0,60 g
DV 100 ml

Stamoplesning 3
CaCl, 0,72 ¢
DV 50 ml

(*) Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS):
HBSS er nedvendig for at praeservere spermen, mens befrugtningen forberedes.
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Stamoplesning 4
MgSO, - 7H,0 1,23 g

DV 50 ml

Stamoplesning 5 (frisklavet)
NaHCO, 035 g

DV 10 ml

Bemeerk: Hvis man allerede har nogle af ovennaevnte salte, men med et andet vandindhold (dvs. 2H,O i stedet for
vandfrit), kan man stadig bruge det, men forst justeres vaegten baseret pd molekylvagt).

Til Hank’s final solution kombineres i folgende rackkefolge:

Stamoplesning 1 1,0 ml
Stamoplesning 2 0,1 ml
Stamoplesning 3 0,1 ml
DV 8,6 ml
Stamoplesning 4 0,1 ml
Stamoplesning 5 0,1 ml
Bland godt inden brug.
Befrugtning

1. Store hunner med &g udtages fra den enskede population. Hunner er forst klar til udpresning, ndr man kan se
ag std frem fra aflobskanalen. Hunner, der er klar, har den karakteristiske holdning med hovedet op.

2. Lad forsigtigt en finger eller tommelfinger lgbe langs siden af fisken ned mod halen for at fremme udstedelsen
af en @gsak i en frisk petriskdl. Gentag pé den anden side og laeg fisken tilbage til dens kar.

3. Aggene kan spredes ud (s& de danner et lag) ved hjxlp af en fin malerpensel. Det er vigtigt at preve at
eksponere sd mange @g som muligt for spermen, sd det hjelper at gore overfladearealet sd stort som muligt.
Vigtigt: Hold @ggene fugtige ved at leegge en fugtig serviet omkring dem (det er vigtigt, at seggene ikke rerer
vand direkte, da dette kan harde fosterhinden for tidligt og forhindre befrugtning). Der er stor variation i
antallet af &g, hver hun kan producere, men i gennemsnit ber der let kunne fis omkring 150 @g fra en enkelt
hun med ag.

4. 25 pl sperm i Hank’s blanding fordeles jeevnt over hele overfladen af @g ved hjelp af en malerpensel. £ggene
vil hurtigt heerde og @ndre farve (inden for et minut), nir befrugtningen er begyndt. Hvis det ansldede antal ag
er over 150, gentages proceduren. Tilsvarende tilszttes lidt mere sperm, hvis seggene ikke harder inden for et
minut. Vigtigt: Det forbedrer ikke nedvendigvis befrugtningshastigheden at tilsatte mere sperm.

5. /Aggene og spermoplesningen lades »interagere« i mindst 15 minutter, og de befrugtede ag anbringes i
eksponeringsakvariet inden for 1,5 time efter befrugtningen.

6.  Proceduren gentages med en anden hun, indtil det enskede antal &g er udtaget.

7. Gem nogle fa @g fra det sidste parti og fikser dem i 10 % eddikesyre.



L 54/350 Den Europeaiske Unions Tidende 1.3.2016

Optzlling og fordeling af ag i testakvarier

1. Aggene fordeles jevnt mellem hvert behandlingsniveau for at undgd genetisk skavhed. Hvert parti befrugtede
ag deles i lige store grupper (sd mange, som der er behandlingsniveauer) ved hjelp af et stumpt instrument
(dvs. en bredbladet insektpincet eller en inokuleringslokke). Hvis man sigter efter fire replikater pr. behandling
med 20 @g hver, skal der fordeles 80 &g pr. eksponeringsakvarium. Vigtigt: Det anbefales at tilsatte yderligere
20 % (dvs. 96 &g pr. behandlingsniveau), indtil man er sikker pa at fd 100 % befrugtning.

2. Hundestejleeeg er meget modtagelige for svampeinfektioner uden for den rede, faderen bevogter. I den
forbindelse er behandling af alle @g med methylenblat i testens forste fem dage helt afgerende. En
stamoplesning af methylenblt fremstilles med 1 mg/ml og tilsettes eksponeringsakvariet for at give en
maksimal slutkoncentration pd 2,125 mg/l. Vigtigt: Hundestejler ma ikke eksponeres for methylenblét, nar de er
klackket, s systemet skal derfor vaere uden methylenbldt senest pd dag 6.

3. Aggene inspiceres dagligt, og eventuelt dede eller ubefrugtede ag registreres som sidanne. Vigtigt: £ggene ma
aldrig veere uden for vand, for de klekkes, selv ikke i korte perioder.
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C.42 BIONEDBRYDELIGHED I HAVVAND

GENEREL INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 306 (1992). Da de oprindelige testmetoder blev udviklet,
vidste man ikke, i hvilken grad resultater fra screeningtest for let bionedbrydelighed under anvendelse af
ferskvand og spildevand eller aktiveret slam som inokulum kunne anvendes pd havmiljeet. Der er registreret
forskellige resultater pa dette punkt (f.eks. 1)).

2. Meget industrispildevand, som indeholder forskellige kemikalier, ndr enten havet ved direkte udledning eller via
flodmundinger og floder, hvor opholdstiderne er lave sammenlignet med den periode, som er nedvendig for en
fuldstendig bionedbrydning af mange af de tilstedevarende kemikalier. P& grund af den voksende bevidsthed
om behovet for at beskytte havmiljeet mod stigende mangder af kemikalier og behovet for at ansld den
sandsynlige kemikaliekoncentration i havet er der udviklet testmetoder for bionedbrydelighed i havvand.

3. De her beskrevne metoder benytter naturligt havvand béde som den vandige fase og som kilde til
mikroorganismer. [ et forseg pd at leve op til metoderne for let bionedbrydelighed i ferskvand blev brugen af
ultrafiltreret og centrifugeret havvand undersegt ligesom brugen af marine sedimenter som inokula. Disse
undersggelser lykkedes ikke. Testmediet er derfor naturligt havvand, som er forbehandlet for at fjerne grove
partikler.

4. Med henblik pd at vurdere fuldsteendig bionedbrydelighed efter rystekolbemetoden skal der anvendes relativt
heje koncentrationer af teststoffet, fordi analysemetoden med oplast organisk kulstof (DOC) har en ringe
folsomhed. Dette kraver tilsetning af uorganiske naringsstoffer (N og P) til havvandet, idet vandets lave
koncentrationer ellers ville begraense fjernelsen af DOC. Det er ogsd nedvendigt at tilseette naringsstoffer efter
Closed Bottle-metoden pa grund af det tilsatte teststofs koncentration.

5. Derfor er metoderne ikke test for let bionedbrydelighed, eftersom der ikke tilsecttes inokulum ud over de
mikroorganismer, der allerede er til stede i havvandet. Testene simulerer heller ikke havmiljget, eftersom der
tilsaettes naeringsstoffer, og teststoffets koncentration er langt hgjere, end man ville finde i havet. Af disse arsager
foreslds metoderne under en ny underafdeling »Bionedbrydelighed i havvandk.

ANVENDELSE

6.  Testresultaterne, som skulle anvendes, fordi brugsmenstret for og bortskaffelsen af det pagaldende stof viste en
vej til havet, giver et forste indtryk af bionedbrydeligheden i havvand. Hvis resultatet er positivt (> 70 % DOC-
fjernelse, > 60 % ThOD — teoretisk iltforbrug), kan det konkluderes, at der er et potentiale for bionedbrydning
i havmiljget. Et negativt resultat udelukker dog ikke et sddant potentiale, men viser, at yderligere undersagelse er
nedvendig, f.eks. ved at bruge en s lav koncentration af teststoffet som muligt.

7. Hvis der kraeves en mere definitiv vaerdi for hastigheden eller graden af bionedbrydning i havvand et bestemt
sted, vil der i hvert tilfelde skulle anvendes mere komplekse og avancerede og dermed dyrere metoder. F.eks.
kunne der anvendes en simuleringstest med en koncentration af teststoffet, som ligger twttere pd den
sandsynlige koncentration i miljeet. Der kunne ogsd bruges ikkeberiget og ikkeforbehandlet havvand fra det
interessante sted, og primer bionedbrydning kunne folges op af en specifik kemisk analyse. For fuldsteendig
bionedbrydelighed ville *C-markede stoffer vare nedvendige, for at forsvindingshastigheden for oplaselig
organisk *C og produktionen af *CO, ved miljemessigt realistiske koncentrationer kunne méles.

VALG AF METODER

8.  Hvilke metoder der skal bruges, athanger af en raekke faktorer. Folgende tabel giver hjlp til at valge. Selv om
stoffer med en vandopleselighed under det, der svarer til omkring 5 mg C/l, ikke kan testes efter rystekol-
bemetoden, kan tungt opleselige stoffer — i hvert fald i princippet — testes efter Closed Bottle-metoden.
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Tabel

Fordele og ulemper ved rystekolbetest og closed bottle-test

METODE FORDELE ULEMPER
RYSTEKOLBE — enkelt apparat undtagen kulstofana- | — kraver kulstofanalysator
lysator — bruger 5-40 mg DOC/1, kunne vare
— 60 dages varighed er ikke noget haemmende
problem — DOC-bestemmelse er vanskelig ved
— ingen forstyrrende nitrifikation lave koncentrationer i havvand (chlo-
— kan tilpasses flygtige stoffer rideffekt)

— DOC er undertiden hgj i havvand

CLOSED BOTTLE — enkelt apparat — kunne vare vanskeligt at opretholde
— enkel slutbestemmelse flaskernes lufttaethed
— bruger lav koncentration af teststof | — bakterievakst pd vaggen kan fore til
(2 mg/l) og sdledes mindre sandsyn- falske vaerdier
lighed for inhibering — rene O,-optagelsesvardier kan veere
— kan let tilpasses flygtige stoffer hoje, isaer efter 28 dage; kan loses

ved a@ldning af havvandet

— mulig forstyrrelse fra O,-optagelse
ved nitrifikation

RYSTEKOLBEMETODEN
INDLEDNING

1. Denne metode er en havvandsvariant af den modificerede OECD-screeningtest, der er beskrevet i kapitel C.4B i
dette bilag (2). Den blev ferdiggjort som resultat af en ringtest atholdt for Europa-Kommissionen af Vandkvali-
tetsinstituttet (3).

2. I lighed med den tilherende marine closed bottle-metode skal resultaterne fra denne test ikke opfattes som
indikatorer for let bionedbrydelighed, men skal bruges specifikt til at opné information om stoffers bionedbry-
delighed i havmiljger.

METODENS PRINCIP

3. En pé forhdnd fastsat mangde teststof oplases i testmediet for at fd en koncentration pd 5-40 mg oplest
organisk kulstof (DOC)/l. Hvis organiske kulstofanalysers folsomhedsgraenser forbedres, kan brugen af lavere
koncentrationer af teststof vare en fordel, iser for inhibitoriske stoffer. Oplasningen af teststoffet i testmediet
inkuberes under omrering i merke eller i diffus belysning under aerobe betingelser ved en fast temperatur
(kontrolleret til + 2 °C), som normalt ligger inden for intervallet 15-20 °C. I tilfaelde, hvor undersogelsens
formal er at simulere situationer i miljoet, kan testene udfores over dette normale temperaturomrdde. Den
anbefalede maksimale testvarighed er ca. 60 dage. Nedbrydning efterfolges af DOC-malinger (fuldstendig
nedbrydning) og — i nogle tilfeelde — af specifik analyse (primar nedbrydning).

OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

4. For at vide, om testen kan anvendes pd et bestemt stof, skal nogle af dets egenskaber vare kendt. Stoffets
organiske kulstofindhold skal fastslés, dets flygtighed skal vare séledes, at der ikke opstdr betydelige tab i lebet
af testen, og dets vandopleselighed ber veare storre, end hvad der svarer til 25-40 mg C/l. Teststoffet ma heller
ikke i vaesentlig grad adsorbere til glasoverflader. Oplysninger om teststoffets renhed eller forholdet mellem dets
hovedbestanddele er nedvendige for, at de fundne resultater kan fortolkes, is@r hvis de ligger tat pa
teerskelvardien.
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5. Oplysninger om teststoffets toksicitet over for bakterier, f.eks. som maélt i kortvarige respirationshastighedstest
(4), kan vaere nyttige ved valg af passende testkoncentrationer og kan veare afgerende for korrekt fortolkning af
lave veerdier for bionedbrydning. Sddanne oplysninger er dog ikke altid tilstraekkelige til at fortolke de resultater,
der fds i bionedbrydningstesten, og proceduren, som er beskrevet i punkt 18, er mere egnet.

REFERENCESTOFFER

6. Egnede referencestoffer skal bruges til at kontrollere den mikrobielle aktivitet i havvandspreven.
Natriumbenzoat, natriumacetat and anilin er eksempler pa stoffer, der kan bruges til dette formdl. Reference-
stofferne skal nedbrydes inden for et rimeligt kort tidsrum, ellers anbefales det, at testen gentages under
anvendelse af en anden havvandsprave.

7. I Europa-Kommissionens ringtest, hvor der blev udtaget havvandsprever forskellige steder og pé forskellige
tidspunkter pa dret (3), var lag-fasen (t) og tiden til at nd 50 % nedbrydning (t;,), eksklusive lag-fasen,
henholdsvis 1-4 dage og 1-7 dage for natriumbenzoat. For anilin varede t, fra 0 til 10 dage, mens t,, varede fra
1 til 10 dage.

METODENS REPRODUCERBARHED OG FOLSOMHED

8.  Metodens reproducerbarhed blev fastsldet i ringtesten (3). Den laveste teststofkoncentration, for hvilken denne
metode kan bruges med DOC-analyse, bestemmes i vid udstreekning af detektionsgransen for den organiske
kulstofanalyse (omkring 0,5 mg C/l) og den anvendte koncentration af oplest organisk kulstof i havvandet
(normalt i sterrelsesordenen 3-5 mg/l for vand fra dbent hav). Baggrundskoncentrationen for DOC ma ikke
overstige omkring 20 % af den samlede DOC-koncentration efter tilseetning af teststoffet. Hvis dette ikke kan
lade sig gore, kan baggrundskoncentrationen undertiden reduceres ved at alde havvandet for testning. Bruges
metoden kun med en specifik kemisk analyse (hvorved der méles primar nedbrydning), skal forsegslederen ved
at fremlegge yderligere oplysninger dokumentere, om fuldsteendig nedbrydelighed kan forventes. Disse
supplerende oplysninger kan bestd af resultater fra andre test for let eller naturlig bionedbrydelighed.

BESKRIVELSE AF METODEN
Apparater

9.  Sadvanligt laboratorieudstyr og:

a. rysteapparat beregnet til 0,5-2 liter Erlenmeyerkolber, enten med automatisk temperaturkontrol eller brugt i
et rum med konstant temperatur ved 15-20 °C kontrolleret til + 2 °C

b. Erlenmeyerkolber med smal hals, 0,5-2 liter

c. apparatur til membranfiltrering eller centrifuge
d. membranfiltre, 0,2-0,45 pm;

e. kulstofanalysator

f. udstyr til specifik analyse (valgfrit).

Havvand

10. Opsaml en prove af havvand i en grundigt rengjort beholder, og transporter den til laboratoriet, helst inden for
1-2 dage efter opsamlingen. Under transporten md prevens temperatur ikke vare navneverdigt hejere end
forsegstemperaturen. Identificer prevetagningsstedet ngjagtigt og beskriv det med hensyn til forurenings- og
neeringsmaessig status. Iser for kystvand medtages i denne karakterisering et heterotroft kimtal og bestemmelse
af koncentrationerne af oplest nitrat, ammonium og fosfat.
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11.

12.

13.

14.

15.

Oplys folgende om selve havvandet:

— provetagningsdato

— provetagningsdybde

— provens udseende — uklar osv.

— temperatur pa opsamlingstidspunktet
— saltindhold

— DOC

— frist mellem prevetagning og brug i testen.

Hvis det konstateres, at DOC-indholdet i havvandspreven er hejt (punkt 8), anbefales det, at havvandet aldes i
ca. en uge for brug. Z£ld ved opbevaring under aerobe betingelser ved testtemperatur og i merke eller diffus
belysning. Oprethold om nedvendigt aerobe betingelser ved forsigtig beluftning. Under aldning reduceres
indholdet af let nedbrydeligt organisk materiale. I ringtesten (3) blev der ikke pavist forskel mellem aldede og
frisk opsamlede havvandsprevers nedbrydningspotentiale. Inden brug forbehandles havvandet for at fjerne grove
partikler, f.eks. ved filtrering gennem et nylonfilter eller groft papirfilter (ikke membran- eller GF-C-filtre) eller
ved sedimentering og dekantering. Den anvendte fremgangsmdade skal registreres. Foretag forbehandling efter

eventuel @ldning.

Stamoplesninger til uorganiske naeringsstoffer

Fremstil folgende stamoplesninger ud fra reagenser af analysekvalitet:

a)  Kaliumdihydrogenorthophosphat, KH,PO,
Dikaliumdihydrogenorthophosphat, K,HPO4
Dinatriumhydrogenorthophosphatdihydrat, Na,HPO, - 2H,0
Ammoniumchlorid, NH,Cl
Oples i destilleret vand, og fortynd til 1 liter

b)  Calciumchlorid, CaCl,

Oples i destilleret vand, og fortynd til 1 liter

¢)  Magnesiumsulfatheptahydrat, MgSO, - 7H,0
Oples i destilleret vand, og fortynd til 1 liter

d) Jern(lll)chloridhexahydrat, FeCl, - 6H,0

Oples i destilleret vand, og fortynd til 1 liter

850¢g

21,75 ¢

3330¢g

0,50 g

27,50 g

22,50 g

025g

Udfzldning i oplesning d) kan forebygges ved at tilsatte en drdbe koncentreret HCl eller 0,4 ¢ ethylendiaminte-
traeddikesyre (EDTA, dinatriumsalt) pr. liter. Hvis der dannes bundfald i en stamoplesning, udskiftes den med

en frisklavet oplgsning.

Fremstilling af testmedium

Tilseet 1 ml af hver af de ovennavnte stamoplesninger pr. liter forbehandlet havvand.

Inokulum

Tilsat ikke et specifikt inokulum ud over de mikroorganismer, som allerede er til stede i havvandet. Bestem
(valgfrit) antallet af kolonidannende heterotrofer i havvandstestmediet (og helst ogsd i de oprindelige
havvandsprever), f.eks. ved pladetelling ved hjelp af marin agar. Dette er specielt enskeligt for prover fra
kystomréder eller forurenede steder. Kontroller den heterotrofe mikrobielle aktivitet i havvandet ved at foretage

en test med referencestoffet.
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Klargering af kolber

16. Serg for, at alt glasudstyr er pinligt rent, ikke nedvendigvis sterilt (f.eks. ved at bruge alkoholisk saltsyre), skyllet
og torret for brug for at undga forurening med restprodukter fra tidligere test. Kolberne skal ogsd rengeres for
forste brug.

17. Vurder teststoffer i to kolber samtidig sammen med en enkelt kolbe til referencestoffet. Foretag en dobbelt
blindtest uden hverken test- eller referencestof for at bestemme analytiske blindheder. Oplgs teststofferne i
testmediet — de kan med fordel tilsattes via en koncentreret stamoplesning — for at give de gnskede startkon-
centrationer pd normalt 5-40 mg DOC/L. Test referencestoffet pd normal vis ved en startkoncentration svarende
til 20 mg DOC/l. Hvis der anvendes stamoplesninger af test- ogfeller referencestoffer, skal det sikres, at
saltindholdet af havvandsmediet ikke @ndres vaesentligt.

18. Hvis der kan forventes toksiske virkninger, eller hvis de ikke kan udelukkes, kan det vaere tilradeligt at inkludere
et dobbelt inhiberingsforseg i testdesignet. Tilsat test- og referencestoffer i den samme beholder, idet reference-
stoffets koncentration normalt skal vare den samme som i kontroltesten (dvs. 20 mg DOC/l) med henblik pa
sammenligning.

19. Fordel passende mangder testoplesninger i Erlenmeyerkolber (op til omkring halvdelen af kolbens volumen er
en passende mengde), og dak hver kolbe lost (med f.eks. aluminiumsfolie), som muligger gasudveksling
mellem kolben og den omgivende luft. (Vatpropper er uegnede, hvis der benyttes DOC-analyse). Anbring
beholderne péd rysteapparatet og ryst kontinuerligt ved en forsigtig hastighed (f.eks. 100 rpm) under testen.
Kontroller temperaturen (15-20 °C og inden for + 2 °C), og beskyt beholderne mod lys for at undgé algevakst.
Serg for, at luften er fri for toksiske materialer.

Fysisk-kemisk kontroltest (valgfri)

20. Hvis der er mistanke om abiotisk nedbrydning eller tabsmekanismer, sdsom hydrolyse (kun et problem med
specifik analyse), fordampning eller adsorption, anbefales det at foretage et fysisk-kemisk kontrolforseg. Dette
kan gores ved at tilsette kvikselv(Il)chlorid (HgCl)) (*) (50-100 mg/]) til beholdere med teststof for at standse
mikrobiel aktivitet. Et signifikant fald i DOC eller specifik stofkoncentration i den fysisk-kemiske kontroltest
viser abiotiske fjernelsesmekanismer. (Hvis der bruges kviksglvchlorid, ber der fokuseres pa indvirkninger eller
katalysatorforgiftning i DOC-analysen.)

Antal kolber
21. Ten typisk testreekke anvendes folgende kolber:

Kolbe 1 og 2 indeholder teststof (testsuspension)

Kolbe 3 og 4 indeholder kun havvand (blind)

Kolbe 5 indeholder referencestof (procedurekontrol)

Kolbe 6 indeholder test- og referencestof (toksicitetskontrol) — valgfri

Kolbe 7 indeholder teststof og steriliserende stof (abiotisk steril kontrol) — valgfri
DOC-analyse

22. Udtag prever til DOC-analyse med passende intervaller i lobet af testen (tilleeg 1). Udtag altid prever ved testens
begyndelse (dag 0) og pd dag 60. Mindst fem prever i alt er nedvendige for at beskrive nedbrydningens
tidsforlgb. En fast tidsplan for prevetagningen kan ikke angives, da bionedbrydningshastigheden varierer. Udfer
dobbeltbestemmelse af DOC pa hver prove.

(") Kvikselv(l)chlorid (HgCl,) er et meget giftigt stof, som skal hdndteres efter passende sikkerhedsforholdsregler. Vaeskeformigt affald, der
indeholder dette kemikalie, skal bortskaffes pa beherig vis og ma ikke udledes i spildevandssystemet.
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Proveudtagning

23. Den nedvendige mangde prover afthaenger af analysemetoden (specifik analyse), af den anvendte
kulstofanalysator og af fremgangsmdden (membranfiltrering eller centrifugering), der er wvalgt til
prevebehandling for kulstofbestemmelsen (punkt 25 og 26). For preveudtagningen sikres det, at testmediet er
blandet godt, og at materiale, der eventuelt sidder fast pa kolbens sider, er oplest eller opslemmet.

24. Membranfiltrer eller centrifuger umiddelbart efter proveudtagningen. Opbevar om nedvendigt de filtrerede eller
centrifugerede prover ved 2-4 °C i op til 48 timer eller ved under — 18 °C i leengere perioder (hvis det er kendt,
at stoffet forbliver updvirket, foretages forsuring til pH 2 for opbevaring).

25. Membranfiltre (0,2-0,45 pm) er egnede, hvis det sikres, at de hverken afgiver kulstof eller adsorberer stoffet
under filtreringen, f.eks. polycarbonatmembranfiltre. Nogle membranfiltre er behandlet med overfladeaktive
stoffer, sd de bliver mere hydrofile og kan udlede betydelige mangder oplest kulstof. Klarger disse filtre ved at
koge dem i deioniseret vand i tre pd hinanden folgende perioder a en time. Efter kogning opbevares filtrene i
deioniseret vand. De forste 20 ml af filtratet kasseres.

26. Centrifugering af preverne kan valges som alternativ til membranfiltrering. Centrifuger ved 40 000 m.s~ 2 (~
4 000 g) i 15 minutter, helst i en afkelet centrifuge.

Bemerk: Differentiering af det totale organiske kulstofindhold (TOC) i forhold til DOC (TOC/DOC) ved
centrifugering ser ikke ud til at fungere ved meget lave koncentrationer, da enten ikke alle bakterier fjernes, eller
noget af kulstoffet i bakteriernes cytoplasma genopleses. Ved hejere testkoncentrationer (> 10 mg C pr. liter) ser
centrifugeringsfejlen ud til at vére forholdsvis lille.

Proveudtagningsfrekvens

27. Hyis der foretages analyser umiddelbart efter proveudtagning, vurderes det naste preveudtagningstidspunkt ved
at se pa resultatet af den analytiske bestemmelse.

28. Hvis der opbevares prover (punkt 24) til analyse pé et senere tidspunkt, udtages flere prover end det kraevede
minimumsantal pd fem. Analyser de sidste prover forst, og gennem et trinvist »bagudrettet« valg af egnede
prover til analyse er det muligt at fA en god beskrivelse af bionedbrydningskurven med et relativt lavt antal
analytiske bestemmelser. Har der ikke fundet nogen nedbrydning sted ved testens afslutning, behaver der ikke
blive analyseret yderligere prover, og i denne situation kan den »bagudrettede« strategi spare betydelige
omkostninger til analyse.

29. Hvis der observeres et plateau pd nedbrydningskurven for dag 60, afsluttes testen. Hvis nedbrydningen
tydeligvis er startet senest pa dag 60, men ikke har ndet et plateau, udvides forseget i en periode mere.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

30. Registrer analyseresultaterne pd det vedfgjede resultatskema (tilleeg 2) og beregn bionedbrydningsvardierne for
bade test- og referencestoffer ud fra ligningen:

D, =

C-C
1- 0 b“‘)} x 100

Co = Chuo)
hvor:
D, = nedbrydning i procent DOC eller specifik stoffjernelse pa tidspunkt t,
C, = startkoncentration af DOC eller specifikt stof i testmediet
C = koncentration af DOC eller specifikt stof i testmediet pé tidspunkt t
Cyo = startkoncentration af DOC eller specifikt stof i blindtesten

Cyy koncentration af DOC eller specifikt stof i blindtesten pa tidspunkt t.
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31. Angiv nedbrydning som procent DOC-fjernelse (fuldstendig nedbrydning) eller specifik stoffjernelse (primer
nedbrydning) pé tidspunkt t. Beregn DOC-koncentrationer til nermeste 0,1 mg pr. liter, og rund gennemsnit af
D-veardier op til neermeste hele procent.

32. Ilustrer nedbrydningsforlgbet grafisk i et diagram som vist i figuren i »Validitet og fortolkning af resultaterc.
Hvis der er tilstraekkelige data, beregnes lag-fasen (t,) og tiden til at nd 50 % fjernelse fra afslutningen af lag-
fasen (t;,) pd grundlag af kurven.

Testrapport

33. Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Teststoffet:
— fysisk form og, ndr det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber
— identifikationsdata.
Testbetingelser:

— beliggenhed og beskrivelse af provetagningsstedet, herunder forurenings- og naringsmessig status (kimtal,
nitrat, ammonium og eventuelt fosfat)

— provens karakteristika (dato for prevetagning, dybde, udseende, temperatur, saltindhold, DOC (valgfrit), frist
mellem opsamling og brug i testen

— (eventuelt) anvendt metode til aldning af havvandet

— anvendt metode til forbehandling (filtrering/sedimentering) af havvandet
— angivelse af den anvendte metode til DOC-bestemmelse

— anvendt metode til specifik analyse (valgfrit)

— anvendt metode til bestemmelse af antallet af heterotrofer i havvandet (pladetallingsmetode eller alternativ
fremgangsmade) (valgfrit)

— andre anvendte metoder (valgfrit) til at karakterisere havvandet (ATP-malinger osv.).
Resultater:
— analysedata registreret pd et resultatskema (tilleg 2)

— forlgbet af nedbrydningstesten grafisk fremstillet i et diagram, som viser lag-fase (t,), haldning og tid (med
start fra afslutningen af lag-fasen) til at nd 50 % fjernelse (t;,). Lag-fasen kan anslds grafisk som vist i figuren
i afsnittet »Validitet og fortolkning af resultater« eller kan med fordel tages som den tid, det kraever at nd
10 % nedbrydning

— procent nedbrydning malt efter 60 dage eller ved testens afslutning.

Diskussion af resultaterne

Validitet og fortolkning af resultater

34. De resultater, der opnds med referencestoffer, f.eks. natriumbenzoat, natriumacetat and anilin, ber vere
sammenlignelige med resultater opndet i ringtesten (3) (se afsnittet »Referencestoffer, punkt 7). Hvis de
resultater, som opnds med referencestoffer, er atypiske, gentages testen med en anden havvandspreve. Skent det
méske ikke altid er lige enkelt at fortolke resultaterne af inhiberingstest pa grund af teststoffets DOC-bidrag, er
en vasentlig reduktion af den samlede DOC-fjernelseshastighed sammenlignet med kontrollen et positivt tegn
pa toksiske virkninger.
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35. P4 grund af de relativt heje testkoncentrationer, der anvendes sammenlignet med de fleste naturlige systemer
(og som folge heraf et ugunstigt forhold mellem koncentrationer af teststoffer og andre kulstofkilder), skal
metoden betragtes som en forelobig test, der kan bruges til at vise, om et stof er let bionedbrydeligt eller ej. I
overensstemmelse hermed betyder et lavt resultat ikke nedvendigvis, at teststoffet ikke er bionedbrydeligt i
havmiljeer, men viser, at det kreever mere arbejde, hvis det skal fastslas.

Et eksempel pé et teoretisk nedbrydningsforseg, som illustrerer en gennemferlig méide, hvorpd man kan ansla
de veardier for t, (»lag-fasens« leengde) og t,, (tidsinterval, der starter ved t;), som er nedvendige for at nd 50 %
fjernelse, er anfort i nedenstdende figur.
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CLOSED BOTTLE-METODEN

INDLEDNING

1.  Denne metode er en havvandsvariant af closed bottle-testen (5) og blev afsluttet som resultat af en ringtest
atholdt for Europa-Kommissionen af Vandkvalitetsinstituttet (3).

2. Ilighed med den tilknyttede marine rystekolbemetode skal resultaterne af denne test ikke opfattes som tegn pé
let bionedbrydelighed, men skal bruges specifikt til at opnd information om stoffers bionedbrydelighed i
havmiljeer.

METODENS PRINCIP

3. En forud fastsat mangde teststof oplases i testmediet i en koncentration pa normalt 2-10 mg af teststoffet pr.
liter (en eller flere koncentrationer kan bruges). Oplosningen opbevares i en fyldt lukket kolbe i morke i et
konstant temperaturbad eller -kammer, som holdes pd + 1 °C inden for et interval pa 15-20 °C. I de tilflde,
hvor underseagelsens formdl er at simulere situationer i miljeet, kan testene udferes over dette normale
temperaturomrédde, forudsat at der foretages passende justeringer af temperaturstyringen. Nedbrydningen folges
gennem 28 dage ved iltanalyse.

4. Ringtesten viste, at hvis testen blev forlenget ud over 28 dage, kunne der i de fleste tilfeelde ikke indsamles
nyttig information pd grund af alvorlige forstyrrelser. Blindvardierne for biologisk iltforbrug (BOD) var sardeles
hoje, formentlig pd grund af vegvakst fordrsaget af manglende omrering og nitrifikation. Den anbefalede
varighed er siledes 28 dage, men hvis blindvardien for BOD forbliver inden for 30 %-greensen (punkt 15 og
40), kan testen forleenges.
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OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

5. For at vide, om testen kan anvendes pd et bestemt stof, skal nogle af dets egenskaber vaere kendt. Den empiriske
formel er nedvendig, sdledes at det teoretiske iltforbrug (ThOD) kan beregnes (se tilleg 3), ellers skal stoffets
kemiske iltforbrug (COD) bestemmes, sd det kan bruges som referenceveerdi. Brugen af COD er mindre tilfreds-
stillende, eftersom nogle af stofferne ikke iltes fuldstendigt i COD-testen.

6. Stoffets opleselighed ber vere mindst 2 mg/l, om end mindre opleselige stoffer og ogsd flygtige stoffer i
princippet kunne testes (f.eks. ved hjelp af ultralydbehandling). Oplysninger om teststoffets renhed eller
forholdet mellem dets hovedbestanddele er nedvendige for, at de fundne resultater kan fortolkes, iser hvis de
ligger teet pa teerskelvaerdien.

7. Oplysninger om stoffets toksicitet over for bakterier, f.eks. som malt i kortvarige respirationshastighedstest (4),
kan vere til nytte ved valg af passende testkoncentrationer og kan vare afgerende for en korrekt fortolkning af
lave verdier for bionedbrydning. Sddanne oplysninger er dog ikke altid tilstraekkelige til at fortolke de resultater,
der fas i bionedbrydningstesten, og fremgangsmdden, som er beskrevet i punkt 27, er mere egnet.

REFERENCESTOFFER

8. Egnede referencestoffer skal bruges til at kontrollere den mikrobielle aktivitet i havvandspreven. F.eks. kan
anilin, natriumacetat eller natriumbenzoat bruges til dette forml. Disse stoffer pd mindst 60 % (af deres ThOD)
skal nedbrydes inden for et rimeligt kort tidsrum, ellers anbefales det, at testen gentages under anvendelse af en
anden havvandsprove.

9. I Europa-Kommissionens ringtest, hvor der blev udtaget havvandsprever forskellige steder og pd forskellige
tidspunkter pd dret, var lag-fasen (t;) og tiden til at nd 50 % nedbrydning (t;,) eksklusive lag-fasen, henholdsvis
0-2 dage og 1-4 dage for natriumbenzoat. For anilin var t,- og t,,-veerdierne henholdsvis 0-7 og 2-12 dage.

REPRODUCERBARHED

10. Metodernes reproducerbarhed blev fastsldet i Europa-Kommissionens ringtest (3).

BESKRIVELSE AF METODEN

Apparater

11. Sedvanligt laboratorieudstyr og:
a) 250-300 ml BOD-kolber med glasprop eller 250 ml kolbe med smal hals og glasldg kan anvendes
b) flere kolber (2-3-4 1) med litermaerker til forberedelse af forsaget og til opfyldning af BOD-kolberne

¢) vandbad eller kammer med konstant temperatur til opbevaring af kolberne ved konstant temperatur (x 1 °C)
i morke

d) udstyr til analyse af oplest ilt
e) membranfiltre, 0,2-0,45 pum (valgfrit)

(f) udstyr til specifik analyse (valgfrit).
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Havvand

12. Opsaml en prove af havvand i en grundigt rengjort beholder, og transporter den til laboratoriet, helst inden for
1-2 dage efter opsamlingen. Under transporten md prevens temperatur ikke vare neevneveerdigt hgjere end
testtemperaturen.

13. Identificer preovetagningsstedet nejagtigt, og beskriv det med hensyn til forurenings- og naringsstatus. Iser for
kystvand og forurenet farvand medtages i denne karakterisering et heterotroft kimtal og bestemmelse af
koncentrationer af oplest nitrat, ammonium og fosfat.

14. Oplys folgende om selve havvandet:

— provetagningsdato

— provetagningsdybde

— provens udseende — uklarhed osv.

— temperatur pa opsamlingstidspunktet

— saltindhold

— oplest organisk kulstof (DOC)

— frist mellem provetagning og brug i testen.

15. Safremt det konstateres, at pravens DOC-indhold er hgijt, eller hvis man mener, at blindverdien for BOD efter
28 dage vil vaere hejere end 30 % af referencekemikaliernes, anbefales det, at havvandet @ldes i ca. en uge for
brug.

16. Ald preven ved opbevaring under aerobe betingelser ved testtemperatur og i merke eller diffus belysning.
Oprethold om nedvendigt aerobe betingelser ved forsigtig beluftning. Under @ldning reduceres indholdet af let
nedbrydeligt organisk materiale. I ringtesten (3) blev der ikke pavist forskel mellem aldede og frisk opsamlede
havvandsprevers nedbrydningspotentiale.

17. Inden brug forbehandles havvandet for at fjerne grove partikler, f.eks. ved filtrering gennem et nylonfilter eller
groft papirfilter (ikke membran- eller GF-C-filtre) eller ved sedimentering og dekantering. Registrer den anvendte
fremgangsmade. Forbehandl eventuelt efter aldning.

Stamoplesninger til uorganiske neringsstoffer
18. Fremstil folgende stamoplesninger ud fra reagenser af analysekvalitet:

a)  Kaliumdihydrogenorthophosphat, KH,PO, 8,50 ¢
Dikaliumhydrogenorthophosphat, K,HPO, 21,75 ¢
Dinatriumhydrogenorthophosphatdihydrat, Na,HPO, - 2H,0O 33,30 g
Ammoniumchlorid, NH,Cl 0,50 g

Oples i destilleret vand, og fortynd til 1 liter
b)  Calciumchlorid, CaCl, 27,50 g

Oples i destilleret vand, og fortynd til 1 liter
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¢)  Magnesiumsulfatheptahydrat, MgSO, - 7H,0 2250 ¢g
Oples i destilleret vand, og fortynd til 1 liter
d)  Jern(lll)chloridhexahydrat, FeCl, - 6H,0 025¢g

Oples i destilleret vand, og fortynd til 1 liter

Udfzldning i oplesning d) kan forebygges ved at tilsatte en drdbe koncentreret HCl eller 0,4 ¢ ethylendiaminte-
traeddikesyre (EDTA, dinatriumsalt) pr. liter. Hvis der dannes bundfald i en stamoplesning, udskiftes den med
en frisklavet oplesning.

Fremstilling af testmedium

19. Tilset 1 ml af hver af de ovennavnte stamoplesninger pr. liter forbehandlet havvand. Maet testmediet med luft
ved testtemperaturen ved at belufte med ren komprimeret luft i omkring 20 minutter. Som kontrol bestemmes
koncentrationen af oplest ilt. Denne mattede koncentration af oplest ilt som funktion af saltindhold og
temperatur kan aflaeses af det nomogram, der er vedfgjet denne testmetode (tilleg 4).

Inokulum

20. Tilset ikke et specifikt inokulum ud over de mikroorganismer, som allerede er til stede i havvandet. Bestem
(valgfrit) antallet af kolonidannende heterotrofer i havvandstestmediet (og helst ogsd i den oprindelige
havvandsprove), f.eks. ved pladetalling ved hjelp af en marin agar. Dette er specielt enskeligt for prover fra
kystomréder eller forurenede steder. Kontroller den heterotrofe mikrobielle aktivitet i havvandet ved at foretage
en test med referencestoffet.

Klargering af testkolber

21. Udfer alle nedvendige modifikationer, bla. @ldning og forbehandling af havvandet ved den valgte
testtemperatur pd 15-20 °C, idet alt glasudstyr skal veere rengjort, men ikke sterilt.

22. Klarger parallelle grupper af BOD-kolber til samtidige forsog med bestemmelse af BOD i test- og
referencestoffer. Foretag alle analyser pd to kolber (blind-, reference- og teststoffer), dvs. klarger to kolber til
hver bestemmelse. Foretag som minimum analyser pd dag 0, 5, 15 og 28 (fire bestemmelser). Til iltanalyser
kreever fire bestemmelser i alt 3 x 2 x 4 = 24 kolber (blind-, reference- og teststof) og sdledes omkring 8 liter
testmedium (til en koncentration af teststoffet).

23. Fremstil separate oplesninger af test- og referencestoffer i store kolber med tilstraekkeligt volumen (punkt 11)
ved forst at tilsatte test- og referencestoffer enten direkte eller ved at benytte en koncentreret stamoplesning til
delvist fyldte store kolber. Tilset yderligere testmedium for at opnéd de gnskede slutkoncentrationer. Hvis der
anvendes stamoplosninger af test- ogfeller referencestoffer, skal det sikres, at saltindholdet af havvandsmediet
ikke aendres vasentligt.

24. Velg koncentrationer af test- og referencestoffer ved at tage folgende i betragtning:

a) opleseligheden af oplest ilt i havvand ved den givne testtemperatur og det givne saltindhold (se vedfgjede
nomogram — tilleg 4)

b) blindvardien af BOD i havvandet og
¢) teststoffets forventede bionedbrydelighed.

25. Ved 15 °C og 20 °C og et saltindhold pd 32 promille (havvand) ligger opleseligheden af oplest ilt pd omkring
henholdsvis 8,1 og 7,4 mg/l. Selve havvandets iltforbrug (respiration i en blindkontrol) kan vare 2 mg O,/1 eller
derover, hvis havvandet ikke er aldet. For at sikre, at der er en signifikant iltkoncentration tilbage efter iltning af
teststoffet, bruges der derfor en startkoncentration af teststoffet pd omkring 2-3 mg/l (athaengigt af ThOD) for
de stoffer, som forventes at blive helt nedbrudt under testbetingelserne (sdsom referencestoffer). Test mindre
nedbrydelige stoffer ved hejere koncentrationer, op til ca. 10 mg/l, forudsat at der ikke forekommer toksiske
virkninger. Det kan vere en fordel at foretage parallelle test med en lav (ca. 2 mg/l) og en hgj (ca. 10 mg/l)
koncentration af teststoffet.
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26. Der skal sidelobende bestemmes en ren verdi for ilt i kolber, som hverken indeholder test- eller referencestof.

27. Hvis der skal bestemmes inhibitoriske virkninger, klargeres folgende serie oplesninger i separate store kolber
(punkt 13):

a) 2 mg pr. liter af et letnedbrydeligt stof, f.eks. et af de navnte referencestoffer
b) x mg pr. liter teststof (x er normalt 2)

¢) 2 mg pr. liter af det letnedbrydelige stof plus x mg pr. liter teststof

Fysisk-kemisk kontroltest (valgfri)

28. Hvis muligheden for at bruge specifikke analyser benyttes, kan der foretages en fysisk-kemisk test for at
kontrollere, om teststoffet fjernes ved abiotiske mekanismer, sisom hydrolyse eller adsorption. En fysisk-kemisk
kontroltest kan foretages ved at tilsatte kvikselv(I)chlorid (HgCl,) (') (50-100 mg/]) til to kolber med teststof
med henblik pé at standse mikrobiel aktivitet. Et signifikant fald i specifik stofkoncentration i lgbet af testen
viser abiotiske fjernelsesmekanismer.

Antal BOD-kolber i en typisk testreekke

29. Ten typisk testrekke anvendes folgende antal kolber:
— mindst 8, som indeholder teststof
— mindst 8, som kun indeholder naringsberiget havvand
— mindst 8, som indeholder referencestof, og nér det er nedvendigt

— 6 kolber, som indeholder test- og referencestoffer (toksicitetskontrol).

FREMGANGSMADE

30. Efter klargoringen opsuges straks hver oplesning fra den nederste fjerdedel (ikke fra bunden) af den relevante
store kolbe for at fylde den respektive gruppe af BOD-kolber. Analyser straks nulkontrollerne (tid nul) for
oplest ilt (punkt 33) eller opbevar dem til senere kemisk analyse ved udfeldning med MnCl, (mangan(Il)chlorid)
og NaOH (natriumhydroxid).

31. Inkuber de resterende parallelle BOD-kolber ved testtemperatur (15-20 °C), opbevar i merke og fjern fra
inkubationsomradet med passende tidsintervaller (f.eks. efter 5, 15 og 28 dage som minimum) og analyser for
oplest ilt (punkt 33).

32. Membranfiltrer (0,2-0,45 pm) eller centrifuger preverne i 15 minutter til specifikke analyser (valgfrit). Opbevar i
op til 48 timer ved 2-4 °C eller i lengere perioder ved — 18 °C, hvis de ikke analyseres straks (hvis det vides, at
teststoffet vil forblive upavirket, foretages forsuring til pH 2 for opbevaring).

Bestemmelse af oplest ilt

33. Bestem koncentrationen af oplest ilt ved hjelp af et kemikalie eller en elektrokemisk metode, der er nationalt
eller internationalt anerkendt.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

34. Registrer analyseresultater pd de vedfgjede resultatskemaer (tilleg 5).

(") Kvikselv(l)chlorid (HgCl,) er et meget giftigt stof, som skal hdndteres efter passende sikkerhedsforholdsregler. Vaeskeformigt affald, der
indeholder dette kemikalie, skal bortskaffes pa beherig vis og ma ikke udledes direkte i spildevandssystemet.
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35. Beregn BOD som forskellen i ilttab mellem en ren preve og en oplesning af teststoffet under testbetingelserne.
Divider netto-ilttabet med koncentrationen (vagtprocent) af stoffet for at udtrykke BOD som mg BOD|
mg teststof. Nedbrydningen defineres som forholdet mellem det biokemiske iltforbrug og enten, fortrinsvis, det
teoretiske iltforbrug (ThOD) eller det kemiske iltforbrug (COD) og udtrykkes i procent (se punkt 36).

36. Beregn bionedbrydningsverdierne for hvert prevetagningstidspunkt for bade test- og referencestoffer under
anvendelse af en af folgende to ligninger:

mg O, /mg testet stof

0, : ! —
% bionedbrydelighed = g ThOD /mg testet stof 100
(0]
% bionedbrydelighed = mmgCOZD/ mgtestetsiof ;0
g /mg testet stof
hvor:
ThOD = teoretisk iltforbrug (beregning, tilleg 3)
COD = kemisk iltforbrug, bestemt ved forseg.

Bemerk: Undertiden giver de to beregningsmdder (procent af ThOD eller procent af COD) ikke de samme
resultater, men man skal helst bruge ThOD, da nogle stoffer ikke iltes fuldstaendigt i COD-testen.

37. lustrer forlebet af nedbrydningstesten grafisk i et diagram (se eksempel i afsnittet om »Validitet og fortolkning

af resultater). Hvis der er tilstrekkelige data, beregnes lag-fasen (t;) og tiden til at nd 50 % fjernelse fra
afslutningen af lag-fasen (t;,) ud fra bionedbrydningskurven.

38. Safremt der benyttes specifik analyse (valgfrit), anferes procentdelen af primaer nedbrydning som en procentdel
specifik stoffjernelse inden for testperioden (korrigeret for resultater af analyse af rene kontroller).

Testrapport

39. Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Teststoffet:
— fysisk form og, ndr det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber
— identifikationsdata.
Testbetingelser:

— beliggenhed og beskrivelse af provetagningsstedet: forurenings- og neeringsstatus (kimtal, nitrat, ammonium
og eventuelt fosfat)

— provens karakteristika (dato for prevetagning, dybde, udseende, temperatur, saltindhold, DOC (valgfrit), frist
mellem opsamling og brug i testen

— (eventuelt) anvendt metode til @ldning af havvandet

— anvendt metode til forbehandling (filtrering/sedimentering) af havvandet

— anvendt metode til COD-bestemmelse (hvis den foretages)

— anvendt metode til iltmélinger

— dispersionsprocedure for stoffer, som er tungt opleselige under testbetingelserne

— anvendt metode til bestemmelse af antallet af heterotrofer i havvandet (pladetzllingsmetode eller alternativ
fremgangsmade)
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— anvendt metode til bestemmelse af DOC i havvand (valgfrit)

— anvendt metode til specifik analyse (valgfrit)

— andre valgfrie metoder anvendt til at karakterisere havvandet (ATP-mélinger osv.).

Resultater:

— analysedata registreret pd et resultatskema (vedfejede tilleg 5)

— forlgbet af nedbrydningstesten grafisk fremstillet i et diagram, som viser lag-fase, (t,), heldning og tid (med
start fra afslutningen af lag-fasen) til at nd 50 % af den endelige iltoptagelse forarsaget af iltning af teststoffet
(tso). Lag-fasen kan anslds grafisk som vist i vedfgjede figur eller kan med fordel tages som den tid, det
kraver at nd 10 % nedbrydning

— procent nedbrydning maélt efter 28 dage.

Diskussion af resultaterne

Validitet og fortolkning af resultater

40. Respirationen i en ren kontrol mé ikke overstige 30 % af ilten i testkolben. Hvis det ikke er muligt at opfylde
dette kriterium med frisk opsamlet havvand, skal havvandet @ldes (stabiliseres) for brug.

41. Muligheden for, at kvalstofholdige stoffer kan pavirke resultaterne, ber overvejes.

42. De resultater, der fis med referencestofferne natriumbenzoat og anilin, ber vaere sammenlignelige med de
resultater, der blev opndet i ringtesten (3) (punkt 9). Hvis de resultater, som opnds med referencestoffer, er
atypiske, gentages testen med en anden havvandspreve.

43, Teststoffet kan betragtes som hemmende for bakterier (ved den anvendte koncentration), hvis BOD for
referenceblandingen og teststofferne ligger under summen af BOD i de separate oplesninger af de to stoffer.

44. Pd grund af de relativt heje testkoncentrationer sammenlignet med de fleste naturlige systemer og et deraf
folgende ugunstigt forhold mellem koncentrationerne af teststof og andre kulstofkilder skal metoden betragtes
som en forelgbig test, som kan bruges til at vise, om et stof er let bionedbrydeligt eller ¢j. I overensstemmelse
hermed betyder et lavt resultat derfor ikke nedvendigvis, at teststoffet ikke er bionedbrydeligt i havmiljeer, men
viser, at det kraever mere arbejde, hvis det skal fastslds.

Et eksempel pé et teoretisk nedbrydningsforseg, som illustrerer en gennemferlig made, hvorpd man kan ansld
de vardier for t; (vlag-fasens« lengde) og t50 tidsintervallet (der starter ved t;)), som er nedvendige for at nd
50 % af den endelige iltoptagelse fordrsaget af iltning af teststoffet, er anfert i nedenstdende figur:

} oxygen consumption
% of final

100+

80

60

207

28  days

o o m — — e —— am m—— — e — — - ——— —
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Tilleg 1

Bestemmelse af organisk kulstof i havvand

RYSTEKOLBEMETODEN

Til bestemmelse af organisk kulstofindhold i en vandpreve iltes de organiske forbindelser i proven til kuldioxid
normalt ved hjelp af en af folgende tre teknikker:

— vadoxidering med persulfat/UV-bestréling
— vadoxidering med persulfat/forhgjet temperatur (116-130 °C);
— forbrending.

Der foretages en kvantitativ bestemmelse af den udviklede CO, under anvendelse af infrared spektrometri eller
titrimetri. Alternativt reduceres CO, til methan, som bestemmes kvantitativt pd en infrared flammeiondetektor (FID-
analysator).

Persulfat-/UV-metoden benyttes normalt til analyse af »rent« vand med lavt partikelindhold. Sidstnavnte to metoder
kan anvendes pé de fleste former for vandprever, idet iltning med persulfat-/forhgjet temperatur er mest egnede til
prover med lavt niveau, og forbreendingsteknikken anvendes til prover med et ikkeflygtigt organisk kulstofindhold
(NVOC) noget over 1 mg C/L.

Indvirkninger

Alle tre metoder afhenger af, at det uorganiske kulstof (IC) i preven fjernes, eller at der kompenseres for det.
Udskilning af CO, fra den forsurede prove er den oftest anvendte metode til at fjerne IC, skont dette ogsa resulterer i
et tab af flygtige organiske forbindelser (1). Den fuldstendige fjernelse af eller kompensation for IC skal sikres for
hver enkelt provematrix, og flygtigt organisk kulstof (VOC) skal bestemmes ud over NVOC athangigt af prevetype.

Hoje chloridkoncentrationer resulterer i lavere iltningseffektivitet ved hjelp af persulfat-/UV-metoden (2). Anvendelse
af en iltningsreagens modificeret ved tilsetning af kvikselv(Il)nitrat kan dog fjerne denne indvirkning. Det anbefales,
at det maksimalt tolererede prevevolumen benyttes til at vurdere hver enkelt type chloridholdige preve. Hoje
saltkoncentrationer i prover, som analyseres ved hjelp af forbrendingsmetoden, kan fordrsage saltbelaegning af
katalysatoren og for stor @tsning af forbrendingsraret. Der skal tages forholdsregler ifelge producentens manual.

Steerkt uklare prover samt partikelholdige prover kan vere ufuldsteendigt iltede, ndr persulfat-/UV-metoden anvendes.

Et eksempel pa en egnet metode

Ikkeflygtigt organisk kulstof bestemmes ved iltning med persulfat og UV-bestrdling og efterfolgende kvantitativ
bestemmelse af den udviklede CO, under anvendelse af ikkedispersiv infrarad spektrometri.

ltningsreagensen modificeres i overensstemmelse med forslagene i (2) som beskrevet i producentens manual:

a) 8,2 g Hg(l, og 9,6 g Hg(NO,), - H,0 opleses i flere hundrede milliliter reagensvand med lav kulstofkoncentration
b) 20 g K,S,0, opleses i kvikselvsaltoplesningen

¢) 5 ml HNO, (konc.) tilsettes blandingen

d) reagensen fortyndes til 1 000 ml.
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Indvirkningen fra chlorid fjernes ved hjelp af et 40 pl provevolumen til 10 % chlorid og 200 pl prevemeangde til
1,9 % chlorid. Prever pa heje chloridkoncentrationer ogfeller storre provevoluminer kan analyseres ifelge denne
metode, forudsat at chloridopbygning i iltningsbeholderen forhindres. Flygtigt organisk kulstof kan efterfolgende
bestemmes for den pagaldende prave, hvis det er relevant.
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Tilleg 2

Bionedbrydning i havvand

RYSTEKOLBEMETODEN

RESULTATSKEMA

LABORATORIUM:

DATO VED TESTENS BEGYNDELSE:

TESTSTOEF:

Navn:

Stamoplesningens koncentration: mg/l som stof

Startkoncentration i mediet, t : mg/l som stof

mg DOC|I

HAVVAND:

Kilde:

Opsamlingsdato:

Provetagningsdybde:

Udseende pd provetagningstidspunktet (f.eks. uklar osv.):

Saltindhold ved prevetagningen: %o
Temperatur ved prgvetagningen: °C
DOC »x« timer efter provetagningen: ~ mg|l

Forbehandling forud for testning (f.eks. filtrering, sedimentering, @ldning osv.):

Kimtal — oprindelig prove: kolonier/ml
— ved testens begyndelse: kolonier/ml

Andre karakteristika:
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5.  KULSTOFBESTEMMELSER:

Kulstofanalysator:
DOC efter n dage (mg/l)
Kolbe nr.
0 n, n, n, n,
Test: nearingsberiget 1 a,
havvand med teststof
4,
middel, C,,
2 b,
b,
middel, C,,
Blindpreve: narings- 1 I
beriget havvand
uden teststof
CZ
middel, C,
2 d,
d,
middel, Cy,
Cq +C
mlddel, Cbl(t) = w
6.  VURDERING AF RADATA:
% nedbrydning efter n dage
Kolbe nr. Beregning af resultaterne
0 n, n, n, n,
Copy—-C
! D,=1-—2L "0 100 0
Co=-Cy (0)
2 Cppy—C 0
D,=1-—2—"—"%100
C 0~ C bl (0)
Middel ~D,+D, 0
% DT

(*) Der beregnes ikke gennemsnit af D, og D,, hvis der er en betydelig forskel.

Bemark: Der kan benyttes lignende opstillinger, ndr nedbrydning efterfolges af specifik analyse, og til
referencestof og toksicitetskontroller.
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7. ABIOTISK NEDBRYDNING (valgfri)

Tid (dage)

DOC-koncentration (mg/l) i sterilkontrol

s(t)

Cs0) - C
% abiotisk nedbrydning = ———""
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Tilleg 3

Beregning af teoretisk biokemisk iltforbrug

CLOSED BOTTLE-METODEN

ThOD for stoffet C H,CI;N,Na, O_P S med molekylveegten MW beregnes ifolge:

na -~ o

16(2c+2(h-c-3n)+3s+>+— -0
2 2P ana

ThODNH3 =

MW

Denne beregning indebearer, at C mineraliseres til CO,, H til H,0, P til P,O, og Na til Na,O. Halogen fjernes som

hydrogenhalid og kvelstof som ammoniak.
Eksempel:
Glukose CH,,0,, MW = 180

16<2><6+lx 12—6)
ThOD = -

180

Molekylvaegt af andre salte end alkalimetallers beregnes ud fra antagelsen om, at saltene er blevet hydroliseret.

Svovl antages at blive iltet til + 6.

Eksempel:

Natrium n-dodecylbenzensulfonat C, H,,SO,Na, MW = 348

16<3é+”+ 3+°-3
2

2

ThOD =

= 1,07 mg O,/mg glukose

)

348

=2,34mg 0,/mg stof

[ tilfelde af kvealstotholdige stoffer kan kvelstoffet fjernes som ammoniak, nitrit eller nitrat svarende til forskelligt

teoretisk biokemisk iltforbrug.

ThODNOZ =

16{2c+1(h-cl) +3s+>+> 4+ -0
2 2" 2p 2m |

MW

16(2c+2(h—-d) 4+ 3s+>+=>+
2 an 2P

1
— ~0

o na

ThODN03 =

Hvis en fuldsteendig nitratdannelse var observeret ved analyse i tilfelde af et sekundert amin:

(C,,H,5), NH, MW = 353

16<4s+2+5>
2 2

ThODN03 = 3 5 3

MW

= 3,44mg O,/mg stof
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Tilleg 4
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Tilleg 5

Bionedbrydning i havvand

CLOSED BOTTLE-METODEN
RESULTATSKEMA

LABORATORIUM:

DATO VED TESTENS BEGYNDELSE:
TESTSTOF:

Navn:

Stamoplesningens koncentration: mg/l
Startkoncentration i havvandsmedium: mg/l

ThOD eller COD: mg O,/mg teststof

HAVVAND:

Kilde:
Opsamlingsdato:
Provetagningsdybde:

Udseende pd provetagningstidspunktet (f.eks. uklar osv.):

Saltindhold ved prevetagningen: %o
Temperatur ved provetagningen: °C
DOC »x« timer efter provetagningen: mg/l

Forbehandling forud for testning (f.eks. filtrering, sedimentering, @ldning osv.):

Kimtal — oprindelig prove: kolonier/ml
— ved testens begyndelse: kolonier/ml

Andre karakteristika:

TESTMEDIE:
Temperatur efter beluftning: °C
O,-koncentration efter beluftning og henstand for pabegyndelse af testen: mg O,/

DO-BESTEMMELSE:

Metode: Winkler/elektrode

mg O,/l efter n dage

Kolbe nr.
0 5 15 28

Test: nzringsberiget havvand 1 a,
med teststof

2 a,

Gennemsnit _a ta
. m; =
test-vaerdi 2
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mg O,/l efter n dage
Kolbe nr.
0 5 15 28
Blindpreve: nzringsberiget hav- 1 ¢
vand, men uden teststof
2 C,
Gennemsnit | . _ G +6
blind-vaerdi ’ 2

Bemerk: Der kan anvendes en tilsvarende opstilling for referencestoffet og toksicitetskontrollerne.

7. TAB AF DO: % NEDBRYDNING ( % D):

Tab af DO efter n dage
5 15 28
(m, —m) ()
my-m,) (!
_ ( b t) ( ) % 100
teststof (mg /1) x ThOD

(1) Dette forudsatter, at my,, = m,,, hvor

m,, = blindverdi pd dag 0

m,, = teststofverdi pd dag 0.

Hvis my,, ikke er lig med m,,, benyttes (m,, — m,,) — (m, — my), hvor

m, = blindverdi pa dag x

m,, = teststofverdi pa dag x.
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C.43. ORGANISKE STOFFERS ANAEROBE BIONEDBRYDELIGHED 1 UDRADNET SLAM: VED MALING
AF GASPRODUKTION

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 311 (2006). Der findes en rakke screeningtest til
vurdering af organiske stoffers aerobe bionedbrydelighed (testmetode C.4, C.9, C.10 og C.11 (1) og OECD TG
302C (2)), og resultaterne af at anvende disse er blevet brugt med succes til at forudsige stoffers skaebne i aerobt
milje, iser i de aerobe stadier af spildevandsrensningen. Forskellige meengder af vanduopleselige stoffer samt
stoffer, der adsorberer til fast affald, behandles 0gsd aerobt, eftersom de er til stede i bundfeldet spildevand. De
storre fraktioner af disse stoffer bindes dog til primeart bundfaldet slam, der skilles fra ubearbejdet spildevand i
bundfzldningstanke, for det bundfzldede spildevand, eller supernatanten, behandles aerobt. Slammet, som
indeholder nogle af de opleselige stoffer i den interstitielle vaeske, fores herefter til opvarmede radnetanke med
henblik pé anaerob behandling. Indtil nu findes der ingen test i denne rakke til vurdering af anaerob bionedbry-
delighed i anaerobe rddnetanke, og denne test har til formal at fylde dette tomrum. Den kan ikke nedvendigvis
anvendes pa andre anoxiske delmiljger.

2. Respirometriske metoder til at male mangderne af produceret gas, iser (CH,) og kuldioxid (CO,), under
anaerobe betingelser er blevet brugt med succes til at vurdere anaerob bionedbrydelighed. Birch et al. (3)
gennemgik disse fremgangsmédder og konkluderede, at Shelton og Tiedjes (4) arbejde baseret pa tidligere
undersggelser (5)(6)(7) var det mest omfattende. Metoden (4), som blev videreudviklet af andre (8) og er blevet
amerikanske standarder (9)(10), loste ikke problemerne med CO,’s og CH,’s forskellige oploselighed i testmediet
og beregningen af et teststofs teoretiske gasproduktion. I ECETOC-rapporten (3) anbefaledes den supplerende
méling af oplest uorganisk kulstofindhold (DIC) i den ovenstdende vaeske, hvilket gjorde teknikken mere bredt
anvendelig. ECETOC-metoden blev underkastet en international kalibrering (eller ringtest) og blev ISO-standard,
ISO 11734 (11).

3. Denne testmetode, som er baseret pd ISO 11734 (11), beskriver en screeningsmetode til vurdering af organiske
stoffers potentielle anaerobe bionedbrydelighed under en bestemt betingelse (dvs. i en anaerob rddnetank pd et
givet tidspunkt og ved en given koncentration af mikroorganismer). Fordi der anvendes fortyndet slam med en
relativt hej teststofkoncentration, og testen typisk varer leengere end retentionstiden i anaerobe rddnetanke,
svarer testbetingelserne ikke nedvendigvis til betingelserne i anaerobe rddnetanke, og testen kan heller ikke
anvendes til vurdering af organiske stoffers anaerobe bionedbrydelighed under forskellige miljgbetingelser. Slam
eksponeres for teststoffet i op til 60 dage, hvilket er leengere end den normale slamretentionstid (25-30 dage) i
anaerobe rddnetanke, selv om retentionstiderne kan veare meget leengere pad industriomrader. Der kan ikke
forudsiges noget pa grundlag af resultaterne af denne test med samme vagt, som det er tilfeldet med aerob
bionedbrydning, eftersom den eksisterende dokumentation om teststoffernes egenskaber i »let« aerobe test og i
simulationstest og det aerobe miljg er tilstrackkelig til at have tiltro til, at der er en forbindelse. Der findes kun
lidt tilsvarende dokumentation for det anaerobe milje. En fuldsteendig anaerob bionedbrydelighed kan antages
at forekomme, hvis der opnds 75-80 % teoretisk gasproduktion. De hgje forhold mellem stof og biomasse, der
er brugt i disse test, betyder, at et stof, der gér igennem, har hgjere sandsynlighed for at blive nedbrudt i en
anaerob rddnetank. Endvidere forefindes de stoffer, som ikke omdannes til gas i testen, maske ikke nedvendigvis
ved mere miljgmassigt realistiske forhold mellem stof og biomasse. Andre anaerobe reaktioner forekommer
ogsd, hvorved stoffer kan blive i hvert fald delvist nedbrudt, f.eks. ved afchlorering, men denne test paviser ikke
sadanne reaktioner. Ved at anvende specifikke analysemetoder til at bestemme teststoffet kan dets forsvinden
dog overvéges (se punkt 6, 30, 44 og 53).

PRINCIP FOR TESTEN

4. Vasket udrddnet slam ('), som indeholder lave (< 10 mg/l) koncentrationer af uorganisk kulstof (IC), fortyndes
omkring ti gange til en samlet koncentration af faste stoffer pd 1 g/l til 3 g/l og inkuberes ved 35 °C = 2 °C

(") Udradnet slam er en blanding af de bundfaldede faser af spildevandsslam og aktiveret slam, der er blevet inkuberet i en anaerob
radnetank ved omkring 35 °C for at reducere biomasse- og lugtproblemer og forbedre slammets afvandingsevne. Det bestar af en
sammensetning af anaerobe fermentative og methandannende bakterier, som producerer kuldioxid og methan (11).
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10.

i lukkede beholdere med teststoffet ved 20-100 mg C/l i op til 60 dage. Der er mulighed for at méle
slamaktiviteten ved at foretage parallelle blindkontroller med inokulum af slam i mediet, men uden teststof.

Stigningen i headspacetrykket i beholderne som folge af produktionen af kuldioxid og methan maéles. Meget af
den producerede CO, vil blive oplast i vaeskefasen eller omdannet til carbonat eller hydrogencarbonat under
testbetingelserne. Dette uorganiske kulstof males ved afslutningen af testen.

Meangden af kulstof (uorganisk plus methan) fra bionedbrydningen af teststoffet beregnes ud fra nettogaspro-
duktionen og nettodannelsen af IC i vaskefasen ud over blindkontrolvaerdierne. Bionedbrydningens omfang
beregnes ud fra den samlede meangde IC og methan-C, som produceres, i procent af den malte eller beregnede
mangde kulstof, der tilsattes som teststof. Forlebet af bionedbrydningen kan felges ved kun at foretage
mellemliggende mélinger af gasproduktionen. Yderligere kan den primare bionedbrydning bestemmes ved
specifikke analyser ved testens begyndelse og afslutning.

OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

Testkemikaliets renhed, vandopleselighed, flygtighed og adsorptionsegenskaber skal veare kendt, for at
resultaterne kan fortolkes korrekt. Teststoffets organiske kulstofindhold (veegtprocent) skal vere kendt enten fra
sin kemiske struktur eller ved méling. For flygtige teststoffer kan en malt eller beregnet Henrys lovkonstant
bruges til at afgere, om testen kan anvendes. Information om teststoffets toksicitet over for anaerobe bakterier
kan bruges til at valge en passende testkoncentration og fortolke resultater, der paviser lav bionedbrydelighed.
Kontrol for hemning ber medtages, medmindre det er pévist, at teststoffet ikke hammer anaerobe mikrobielle
aktiviteter (se punkt 21 og ISO 13641-1 (12)).

TESTMETODENS ANVENDELIGHED

Testmetoden kan anvendes pd vandopleselige stoffer og kan ogsd anvendes pd tungtopleselige og uoplaselige
stoffer, forudsat at der benyttes en metode med ngjagtig dosering, se f.eks. ISO 10634 (13). Generelt skal der
for flygtige stoffer traffes en beslutning for hvert enkelt stof. Der skal méske traeffes sarlige foranstaltninger for
f.eks. ikke at frigive gas under testen.

REFERENCESTOFFER

For at kontrollere fremgangsmaden testes et referencestof ved at opstille egnede beholdere parallelt som led i de
almindelige testforlob. Phenol, natriumbenzoat og polyethylenglycol 400 er eksempler og forventes at
nedbrydes med over 60 % teoretisk gasproduktion (dvs. methan og uorganisk kulstof) inden for 60 dage (3)(14).

FORSOGSRESULTATERNES REPRODUCERBARHED

I en international ringtest (14) var der god reproducerbarhed i gastrykmalinger mellem tre beholdere. Den
relative standardafvigelse (variationskoefficient, CV) var hovedsagelig under 20 %, skent denne veerdi ofte steg til
> 20 % i narverelse af toksiske stoffer eller hen imod slutningen af den 60 dages inkubationsperiode. Hgjere
afvigelser blev ogsd pavist i beholdere med et volumen pd < 150 ml. Endelige pH-vaerdier for testmediet 13 i
omrédet 6,5-7,0.
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11. Folgende resultater blev opndet i ringtesten:
Gennemsnitlig |  Relativ stan- G i Relativ st Data > 60 %
Samlede | nedbrydning | dard-afvigelse Valide enaem-snitig claty stan- Nedbryd-
nedbrydning dard-afvigelse Lo
Teststof data (af samlede (af samlede data : . ning i valide
(af valide data) | (af valide data)
n, data) data) n2 %) %) test
(%) (%) ’ ’ n,
Palmitin- 36 68,7 = 30,7 45 27 72,2+18,8 26 19 =70
syre % (*)
Polyethylen 38 79,8 £ 28,0 35 29 77,7 £ 17,8 23 24 =83
Glycol 400 % ()
(*) Andel af n,
12. Variationskoefficienterne af gennemsnittet for alle veerdier opndet med palmitinsyre og polyethylenglycol 400
var helt oppe pa henholdsvis 45 % (n = 36) og 35 % (n = 38). Nar vardier pd < 40 % og > 100 % blev udeladt
(den forstnavnte antages at skyldes suboptimale betingelser, sidstnavnte har ukendte arsager), blev CV’erne
reduceret til henholdsvis 26 % og 23 %. Andelen af »valide« vaerdier, der ndede mindst 60 % nedbrydning, var
70 % for palmitinsyre og 83 % for polyethylenglycol 400. Andelene af den procentvise bionedbrydning, der
stammer fra DIC-malinger, var relativt lave, men variable. For palmitinsyre var omradet 0-35 %, gennemsnittet
12 %, med CV péd 92 % og for polyethylenglycol 400 0-40 %, gennemsnit 24 %, med CV pd 54 %.
BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Apparater
13. Der skal anvendes sadvanligt laboratorieudstyr og felgende udstyr:

a. inkubator — gnistsikker og styret til 35 °C £ 2 °C

b. trykmodstandsdygtige testbeholdere af glas med en passende nominel storrelse (), hver udstyret med et
gastet 14g, som kan modstd ca. 2 bar. Headspacevolumen ber vare omkring 10-30 % af det samlede
volumen. Hvis der jeevnligt udledes biogas, er omkring 10 % headspacevolumen passende, men hvis der kun
udledes gas ved afslutningen af testen, er 30 % passende. Serumflasker af glas med et nominelt volumen pa
125 ml, og et samlet volumen pd ca. 160 ml, forseglet med serumflaskesepta (}) og crimplig
(aluminiumsringe) anbefales, ndr trykket udlgses pa hvert prevetagningstidspunkt

c. trykmdler (}), der er tilpasset til at kunne maéle og udlufte den producerede gas, f.eks. en hindholdt
pracisionstrykmaler, som er forbundet med en passende kanyle; en gastat trevejsventil letter frigivelsen af
overtryk (tilleg 1). Det er nedvendigt at holde det indre volumen i tryktransducerrgr og -ventil sd lavt som
muligt, siledes at fejl, der opstér, hvis der ikke tages hensyn til udstyrets volumen, bliver ubetydelige

(") Den anbefalede storrelse er 0,1-1,0 liter.
(3) Det anbefales at bruge gastatte silikonesepta. Det anbefales desuden, at lagenes gastathed, navnlig septa af butylgummi, testes, da flere
kommercielt tilgeengelige septa ikke er tilstraekkeligt gastatte mod methan, og visse septa ikke forbliver tatte, ndr de gennembores med
en ndl under testbetingelserne.
(*) Maleren ber bruges og kalibreres med regelmassige mellemrum i henhold til producentens anvisninger. Hvis der bruges en trykmaler af
den foreskrevne kvalitet, f.eks. indkapslet med en stdlmembran, er det ikke nedvendigt med kalibrering i laboratoriet. Kalibreringens
nejagtighed kan kontrolleres i laboratoriet med en etpunktsmdling ved 1 x 10° Pa i forhold til en trykmaéler med mekanisk display. Nar
dette punkt males korrekt, vil lineariteten ogsd veere uzndret. Hvis der bruges andet méleudstyr (uden certificeret kalibrering hos

producenten), anbefales kalibrering i hele omrddet med regelmassige mellemrum.
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Bemark — Trykaflesningerne bruges direkte til at beregne mangden af kulstof produceret i headspacet
(punkt 42-44). Alternativt kan trykafleesningerne omregnes til volumener (ved 35 °C atmosfarisk tryk)
produceret gas ved hjelp af en omregningskurve. Denne kurve konstrueres pd grundlag af data, som
fremkommer ved at indsprejte et kendt volumen kvelstofgas ind i en rakke testbeholdere (f.eks.
serumflasker) med en temperatur pd 35 ° +/- 2 °C, og registrere de deraf folgende stabiliserede
trykafleesninger (se tilleg 2). Beregningen vises i bemeaerkningen i punkt 44.
Advarsel — Pas pa nélestikskader ved brug af mikrosprojter.
d. kulstofanalysator egnet til direkte bestemmelse af uorganisk kulstof i omrddet 1 mg/l til 200 mg/1
e. sprojter med hej precision til gasformige og flydende prover
f. magnetomrerere og stangmagneter (valgfrit)
g. handskekasse (anbefales).
Reagenser
14. Anvend reagenser af analysekvalitet i hele testen.
Vand
15. Brug destilleret eller deioniseret vand (afiltet ved at gennemboble med kvelstofgas indeholdende under 5 pl/
1 ilt), som indeholder under 2 mg/l oplest organisk kulstof (DOC).
Testmedium
16. Fortyndingsmediet fremstilles sdledes, at det indeholder folgende bestanddele i de angivne maengder:

Vandfrit kaliumdihydrogenfosfat, (KH,PO,) 027¢
Dinatriumhydrogenfosfatdodecahydrat (Na,HPO, - 12H,0)) 1,12 g
Ammoniumchlorid (NH,C]) 0,53¢g
Calciumchloriddihydrat (CaCl, - 2H,0) 0,075g
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl, - 6H,0) 0,10 g
Jern(Il)chloridtetrahydrat (FeCl, - 4H,0) 0,02 ¢
Resazurin (iltindikator) 0,001 g
Natriumsulfidnonahydrat (Na,S - 9H,0) 0,10¢g
Stamoplesning af sporstoffer (valgfrit, punkt 18) 10 ml
Tilsaet afiltet vand (punkt 15) til 1 liter

Bemeerk: Brug frisk natriumsulfid, eller vask og ter det for brug for at sikre, at det har tilstraekkelig reducerende
kapacitet. Testen kan udferes uden brug af handskekasse (se punkt 26). I sd fald eges slutkoncentrationen af
natriumsulfid i mediet til 0,20 g Na,S - 9H,O pr. liter. Natriumsulfid kan ogsa tilsattes fra en passende anaerob
stamoplesning gennem septum pd de lukkede testbeholdere, eftersom denne fremgangsméde vil mindske
risikoen for iltning. Natriumsulfid kan erstattes af titanium(Ill)citrat, som tilsettes gennem septum af de lukkede
testbeholdere ved en slutkoncentration pd 0,8-1,0 mmol/l. Titanium(Il)citrat er et meget -effektivt
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reduktionsmiddel med lav toksicitet, der fremstilles som folger: Oples 2,94 g trinatriumcitratdihydrat i 50 ml
afiltet vand (hvilket giver en oplesning pd 200 mmol/l), og tilseet 5 ml 15 % (vaegtprocent) titanium(IIl)chlorido-
plesning. Neutraliser til pH 7 * 0,2 med mineralsk alkali, og hzld i en passende beholder med en strem af
kveelstof. Koncentrationen af titanium(Ill)citrat i denne stamoplesning er pd 164 mmol/l.

17. Bland bestanddelene i testmediet undtagen reduktionsmidlet (natriumsulfid titaniumcitrat) og sprejt oplesningen
med kvalstofgas i ca. 20 min. umiddelbart for brug for at fjerne ilten. Tilseet herefter en passende mangde frisk
fremstillet oplesning af reduktionsmidlet (fremstillet af afiltet vand), lige for mediet skal bruges. Tilpas eventuelt
mediets pH med fortyndet uorganisk syre eller alkali til 7  0,2.

Stamoplesning af sporstoffer (valgfrit)

18. Testmediet ber indeholde folgende sporstoffer for at ege anaerobe nedbrydningsprocesser, isar hvis der benyttes
lave koncentrationer (f.eks. 1 g/l) af inokulum (11).

Manganchloridtetrahydrat (MnCl, - 4H,0) 50 mg
Borsyre (H,BO,) 5 mg
Zinkchlorid (ZnCl,) 5 mg
Kobber(Il)chlorid (CuCl,) 3 mg
Dinatriummolybdatdihydrat (Na,MoO, - 2H,0) 1 mg
Cobaltchloridhexahydrat (CoCl, - 6H,0) 100 mg
Nikkelchloridhexahydrat (NiCl, - 6H,0) 10 mg
Dinatriumselenit (Na,SeO,) 5 mg
Tilsaet afiltet vand (punkt 15) til 1 liter
Teststof

19. Tilsat teststoffet som en stamoplesning, suspension, emulsion eller direkte som fast eller flydende stof eller
absorberet pé et glasfiberfilter for at f en koncentration pa hejst 100 mg/l organisk kulstof. Hvis der anvendes
stamoplesninger, fremstilles en egnet oplesning med vand (punkt 15) (tidligere afiltet ved at besprejtning med
kvelstofgas) af en sddan styrke, at det tilsatte volumen er mindre end 5 % af den samlede mangde reaktions-
blanding. Tilpas eventuelt stamoplesningens pH til pH 7 + 0,2. Er der tale om teststoffer, som ikke er
tilstreekkeligt opleselige i vand, henvises til ISO 10634 (13). Hvis der anvendes et oplgsningsmiddel, klargores
en supplerende kontrol, hvor der kun tilsettes oplesningsmiddel til det inokulerede medium. Organiske
oplesningsmidler, som er kendt for at hemme methanproduktionen, sdsom chloroform og carbontetrachlorid,
ber undgis.

Advarsel — Toksiske teststoffer og stoffer, hvis egenskaber er ukendte, skal handteres forsigtigt.

Referencestoffer

20. Referencestoffer, sisom natriumbenzoat, phenol og polyethylenglycol 400 er blevet brugt med held til at
kontrollere fremgangsmaden, idet de nedbrydes over 60 % inden for 60 dage. Fremstil en stamoplesning (i
afiltet vand) af det valgte referencestof pd samme made som for teststoffet og tilpas eventuelt til pH 7 + 0,2.

Kontrol for heemning (betinget)

21. For at fd information om teststoffets toksicitet over for anaerobe mikroorganismer for at finde den mest egnede
testkoncentration tilsettes teststof og referencestof til en beholder, der indeholder testmediet (se punkt 16), hver
iseer med de samme koncentrationer, som blev tilsat (se punkt 19-20 og se endvidere ISO 13641-1 (12)).
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Udréadnet slam

22. Udtag udrddnet slam fra en radnetank pa et rensningsanleg, der fortrinsvis behandler husholdningsspildevand.
Slammet skal vare fuldstendig karakteriseret, og baggrundsoplysningerne om det registreres (se punkt 54). Hvis
det er meningen, at der skal bruges et tilpasset inokulum, kan det overvejes at bruge udrddnet slam fra et
industrielt rensningsanleg. Brug kolber med bred hals fremstillet af polyethylen med hej densitet eller et
tilsvarende materiale, som kan udvides, til opsamling af udrddnet slam. Tilsat slam til omkring 1 cm fra toppen
af kolberne og luk dem twt, helst med en sikkerhedsventil. Efter transport til laboratoriet kan den opsamlede
slam bruges direkte eller anbringes i en rddnetank i laboratoriestorrelse. Frigiv overskydende biogas ved
forsigtigt at dbne kolberne med slam. Alternativt kan laboratoriedyrket anaerobt slam bruges som kilde til
inokulum, men dets aktivitetsspektrum kan vere blevet haemmet.

Advarsel — Udrédnet slam producerer brandfarlige gasser, som indebarer brand- og eksplosionsrisici: Det
indeholder ogsad potentielt patogene organismer, og der skal derfor traffes passende forholdsregler i forbindelse
med héndtering af slam. Af sikkerhedsmassige drsager md der ikke bruges glasbeholdere til opsamling af slam.

23. For at reducere produktionen af baggrundsgas og mindske indflydelsen fra blindkontrollerne, kan det overvejes
at udrddne slammet pa forhdnd. Er der brug for udrddning pa forhdnd, ber slammet rddne uden tilsetning af
naringsstoffer eller substrater ved 35 °C £ 2 °C i op til 7 dage. Det er pavist, at udrddning pa forhand i
omkring fem dage normalt giver et optimalt fald i blindprevens gasproduktion uden uacceptable stigninger i
hverken lag- eller inkubationsperioder i testfasen eller tab af aktivitet hen imod et lille antal testede stoffer.

24. For teststoffer, som er eller forventes at vare svert bionedbrydelige, overvejes praeksponering af slammet for
teststoffet for at fa et bedre tilpasset inokulum. I sa fald tilsattes teststoffet med en organisk kulstofkoncentration
pd 5 mg/l til 20 mg/l til den udrddede slam og inkuberes i op til to uger. Vask den praeksponerede slam
grundigt for brug (se punkt 25) og anfer praeksponeringsbetingelserne i testrapporten.

Inokulum

25. Vask slammet (se punkt 22-24) lige for brug for at reducere IC-koncentrationen til under 10 mg/l i den endelige
testsuspension. Centrifuger slammet i lukkede ror (f.eks. 3 000 g i 5 minutter), og udled supernatanten.
Suspender den resulterende pellet i afiltet medium (punkt 16-17), centrifuger suspensionen igen og udled
supernatantvaesken. Hvis IC ikke er blevet sanket tilstrackkeligt, kan vaskningen af slammet gentages hgjst to
gange. Dette ser ikke ud til at pavirke mikroorganismerne negativt. Suspender endelig pelleten i den nedvendige
mangde testmedium og bestem koncentrationen af den samlede mangde terstof [e.g. ISO 11923 (15)].
Slutkoncentration af den samlede mangde torstof i testbeholderne ber ligge mellem 1 gfl og 3 g/l (eller
omkring 10 % af mangden i ufortyndet udrddnet slam). Udfer ovennavnte operationer pd en sddan méde, at
slammet har minimal kontakt med ilt (brug f.eks. en nitrogenatmosfeare).

TESTPROCEDURE

26. Udfer felgende indledende procedurer under anvendelse af teknikker, der holder kontakten mellem udrddnet
slam og ilt s lav som praktisk muligt, f.eks. kan det vaere nedvendigt at arbejde i en handskekasse i en nitrogen-
atmosfeere ogfeller rense kolberne med kvelstof (4).

Forberedelse af test og kontrolassays

27. Klarger mindst tre testbeholdere (se punkt 13 b)) til teststoffet, blindkontroller, referencestof, kontroller for
haemning (betinget) og trykkontrolkamre (valgfri fremgangsmade) (se punkt 7 og 19-21). Der kan ogsd
klargeres supplerende beholdere med det formdl at vurdere primer bionedbrydning ved hjelp af teststof-
specifikke analyser. Den samme rakke blindkontroller kan bruges til flere teststoffer i den samme test, sd lenge
headspacevolumen er konsistent.
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28. Fremstil det fortyndede inokulum, for det tilsattes til beholderne, f.eks. ved hjelp af en pipette med stor abning.
Tilsaet aliquoter af velblandet inokulum (punkt 25), sdledes at koncentrationen af samlet torstof er den samme i
alle beholdere (mellem 1 g/l og 3 g/l). Tilszt eventuelt stamoplesninger af test- og referencestof efter eventuel
tilpasning til pH 7 * 0,2. Teststoffet og referencestoffet tilsaettes under anvendelse af den mest hensigtsmassige
administrationsvej (punkt 19).

29. Testkoncentrationen af organisk kulstof ber normalt ligge pd 20-100 mg/l (punkt 4). Hvis teststoffet er toksisk,
reduceres testkoncentrationen til 20 mg C/l eller endnu mindre, hvis blot den primare bionedbrydning skal
méles med specifikke analyser. Det skal bemaerkes, at variabiliteten af testresultaterne stiger ved lavere
testkoncentrationer.

30. For blindprover tilsettes en tilsvarende mangde af det barestof, der anvendes til at dosere teststoffet, i stedet
for en stamoplesning, suspension eller emulsion. Hvis teststoffet blev administreret ved hjelp af glasfiberfiltre
eller organiske oplgsningsmidler, tilseettes blindpreverne et filter eller en tilsvarende mangde oplesningsmiddel,
som er fordampet. Fremstil et ekstra replikat med teststof til maling af pH-vardi. Tilpas eventuelt pH til 7 £ 0,2
med smd mangder fortyndet uorganisk syre eller alkali. De samme mengder neutraliseringsmidler tilsattes til
alle testbeholdere. Disse tilsatninger ber ikke vare nedvendige, eftersom pH-verdien af stamoplesningerne af
teststof og referencestof allerede er blevet tilpasset (se punkt 19-20). Hvis der skal males primar
bionedbrydning, udtages en passende prove fra pH-kontrolbeholderen eller fra en supplerende testbeholder, og
teststofkoncentrationen maéles ved hjelp af serlige analyser. Overtrukne magneter kan tilseettes til alle
beholdere, hvis reaktionsblandingerne skal omrares (valgfrit).

31. Serg for, at det samlede volumen af vaske V, og headspacevolumen V, er det samme i alle beholdere, og noter
og registrer vardierne af V, og V,. Hver beholder forsegles med et gastet septum og overfores fra
handskekassen (se punkt 26) til inkubatoren (se punkt 13 a)).

Uopleselige teststoffer

32. Tilset afvejede maengder af stoffer, som er tungt opleselige i vand, direkte i de klargjorte beholdere. Nar det er
nedvendigt at bruge et oplesningsmiddel (se punkt 19), overfores teststofoplesningen eller -suspensionen til de
tomme beholdere. Fordamp oplesningsmidlet, hvor det er muligt, ved at lede kvalstofgas gennem beholderne
og derefter tilsette de evrige ingredienser, dvs. fortyndet slam (punkt 25) og afiltet vand efter behov. Der
klargeres ogsd en supplerende oplesningsmiddelkontrol (se punkt 19). Med hensyn til andre metoder til
tilseetning af uopleselige stoffer henvises til ISO 10634 (13). Flydende teststoffer kan doseres med en sprejte ind
i de fuldsteendigt klargjorte forseglede beholdere, hvis det forventes, at den initiale pH ikke vil blive overskredet
7 £ 1, ellers doser som beskrevet ovenfor (se punkt 19).

Inkubation og gastrykmélinger

33. Inkuber de klargjorte beholdere ved 35 °C + 2 °C i omkring 1 time for at give mulighed for akvilibrering og
frigivelse af overskydende gas til atmosfaeren, f.eks. ved successivt at ryste hver beholder, fore trykmalerens nél
(punkt 13 ¢)) gennem ldget og dbne ventilen, indtil trykmaleren viser nul. Hvis headspacetrykket pa dette
tidspunkt, eller ndr der foretages mellemmalinger, ligger under det atmosfariske tryk, fores kvelstofgas ind for
at genoprette atmosferisk tryk. Luk ventilen (se punkt 13 ¢)), og fortsat inkubationen i merke, idet det sikres,
at alle dele af beholderne holdes pd udrddningstemperaturen. Observer beholderne efter inkubation i 24-
48 timer. Kasser beholdere, hvis indholdet af beholderne viser en tydelig lyseredfarvning i supernatantvaesken,
dvs. hvis Resazurin (se punkt 16) har @ndret farve, hvilket viser tilstedeveerelsen af ilt (se punkt 50). Mens
systemet maske kan tdle smd& mangder ilt, kan hejere koncentrationer i alvorlig grad hemme det anaerobe
bionedbrydningsforleb. Det kan accepteres, at en enkelt beholder i et sxt pd tre af og til kasseres, men
forekomsten af flere fejl end det skal give anledning til en undersogelse af forsegsprocedurerne samt en
gentagelse af testen.
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34. Bland indholdet i hver beholder grundigt ved at rore eller ryste den et par minutter mindst 2-3 gange om ugen
og kort tid for hver trykmaéling. Rystning resuspenderer inokulummet og sikrer gasbalance. Alle trykmalinger
foretages hurtigt, eftersom temperaturen i testbeholderne kan falde, hvilket forer til falske afleesninger. Under
trykmdling bevares hele testbeholderen, inklusive headspace, pd udrddningstemperaturen. Mal gastrykket ved f.
eks. at indfere kanylen (punkt 13 c)), der er forbundet til trykmadleren, gennem septummet. Der mé ikke
komme vand ind i kanylen, hvis det sker, skal de vide dele terres, og en ny nal pasattes. Trykket mdles i
millibar (se punkt 42). Gastrykket i beholderne kan madles jaevnligt, f.eks. ugentligt, og overskydende gas kan
eventuelt frigives til atmosfeeren. Alternativt mdles trykket kun ved testens afslutning for at bestemme, hvor
meget biogas der er produceret.

35. Det anbefales at foretage mellemliggende aflesninger af gastrykket, da trykstigning giver et fingerpeg om,
hvorndr testen kan afsluttes, og giver mulighed for at felge kinetikken (se punkt 6).

36. Testen afsluttes normalt efter en inkubationsperiode pd 60 dage, medmindre den bionedbrydningskurve,
trykmaélingerne har givet, forinden er ndet plateaufasen, dvs. den fase, hvor den maksimale nedbrydning er ndet,
og bionedbrydningskurven har udjevnet sig. Hvis plateauveerdien er under 60 %, bliver fortolkningen
problematisk, fordi det betyder, at kun en del af molekylet er blevet mineraliseret, eller at der er begéet en fejl.
Hvis der produceres gas i slutningen af den normale inkubationsperiode, men plateaufasen tydeligvis ikke er
ndet, ber det overvejes at forleenge testen for at kontrollere, om plateauet (> 60 %) vil blive ndet.

Mailing af uorganisk kulstof

37. Ved afslutningen af testen efter den sidste gastrykmaling lader man slammet bundfelde sig. Abn successivt hver
beholder, og udtag straks en prove til bestemmelse af koncentrationen (mg/l) af uorganisk kulstof (IC) i
supernatantvaesken. Supernatantveesken mé hverken centrifugeres eller filtreres, da dette medforer et
uacceptabelt tab af oplest kuldioxid. Hvis vaesken ikke kan analyseres ved at udtage prever, opbevares den i et
forseglet glas uden headspace og nedkelet til omkring 4 °C i op til 2 dage. After IC-malingen méles og
registreres pH-vaerdien.

38. Alternativt kan IC i supernatanten bestemmes indirekte ved at frigive den opleste IC som kuldioxid, der kan
males i headspacet. Efter den sidste maling af gastryk, justeres trykket i hver af testbeholderne til atmosfarisk
tryk. Forsur indholdet af hver beholder til omtrent pH 1 ved at tilsette koncentreret uorganisk syre (f.eks.
H,SO,) gennem de forseglede beholderes septum. Inkuber de rystede beholdere ved 35 °C £ 2 °C i ca. 24 timer,
og mal det gastryk, der skabes af den udviklede kuldioxid, ved hjelp af en trykmadler.

39. Foretag lignende aflaesninger for den tilsvarende blindpreve, referencestof og eventuelle beholdere til
haemningskontrol (se punkt 21).

40. I nogle tilfeelde, iser hvis de samme kontrolbeholdere bruges til flere teststoffer, ber det overvejes at foretage
mélinger af IC-middelkoncentrationer i test- og kontrolbeholdere. I s& fald klargores et tilstraekkeligt antal
beholdere til alle de mellemliggende maélinger. Denne fremgangsméde foretrakkes frem for at udtage alle prover
fra en beholder. Det sidste kan kun geres, hvis det nedvendige volumen til DIC-analyse ikke anses for at vare
for hej. DIC-mélingen foretages efter miling af gastrykket uden frigivelse af overskydende gas som beskrevet i
det folgende:

— udtag et sé lille volumen af supernatantprever som muligt med en kanyle gennem septum uden at dbne
beholderne, og bestem IC i proven

— ndr pregven er udtaget, udledes den overskydende gas eventuelt
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— det tages i betragtning, at selv et lille fald i supernatantvolumen (f.eks. omkring 1 %) kan give en betydelig
stigning i gasvolumen i headspace (V,)

— ligningerne (se punkt 44) korrigeres ved om nedvendigt at ege V, i ligning 3.

Specifikke analyser

41. Hvis der skal bestemmes primer anaerob nedbrydning (se punkt 30), udtages et passende provevolumen til
specifikke analyser fra beholdere, som indeholder teststoffet, ved testens begyndelse og afslutning. Bemerk, hvis
dette gores, at volumener af headspace (V,) og veaske (V) andres, og tag hejde for det ved beregning af

resultaterne af gasproduktion. Alternativt kan der udtages prover til specifikke analyser fra supplerende
blandinger, som tidligere er fremstillet til det formal (punkt 30).

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

42. Af praktiske grunde males gastrykket i millibar (1 mbar = 1h Pa = 102 Pa, 1 Pa = 1 N/m?), volumen i liter og
temperatur i grader Celsius.

Kulstof i headspace

43. Da 1 mol methan og 1 mol kuldioxid hver indeholder 12 g kulstof, kan kulstofmassen i en given mengde
udviklet gas udtrykkes som:

m=12x103xn Ligning [1]

hvor:

m = kulstofmasse (mg) i en given mangde udviklet gas
12 = relativ atommasse af kulstof

n = antal mol gas i et givet volumen.

Hvis der genereres andre gasser i betydelige mangder end methan eller kuldioxid (f.eks. N,0), andres formlen
[1] med henblik pé at beskrive muligheden for effekter af de genererede gasser.

44. Fra gaslovene kan n udtrykkes som:

j2'% L
=— L 2
n=pr Lgning [2]
hvor:
p = gastryk (pascal)
V= gasvolumen (m?)
R = gaskonstant [8.314]/(mol K)]
T = inkubationstemperatur (kelvin)
Ved kombination af ligning [1] og [2] og rationalisering for at give mulighed for produktion af gas i en
blindkontrol:
12000 x 0,1(Ap-V3) . .
= Ligning [3
m _T gning [3]
hvor:
m, = masse af nettokulstof produceret som gas i headspace (mg)
Ap = middelvaerdien af forskellen mellem start- og sluttryk i testbeholderne og den tilsvarende middelverdi i

blindbeholderne (millibar)
V, = headspacevolumen i beholderen ()

0,1 = omregning af bdde newton/m? til millibar og m? til liter.
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Ligning [4] bruges til den normale inkubationstemperatur pd 35 °C (308 K):

m, = 0,468(Ap - V) Ligning [4]
Bemerk: Alternativ volumenberegning. Trykmadlerafleesninger omregnes til ml produceret gas ved hjelp af
standardkurven, som genereres ved at optegne indsprejtet volumen (ml) i forhold til maleraflesning (tilleg 2).
Antallet af mol (n) gas i hver beholders headspace beregnes ved at dividere den akkumulerede gasproduktion
(ml) med 25 286 ml/mol, som er det volumen, en mol gas optager ved 35 °C og atmosferisk standardtryk. Da
1 mol CH, og 1 mol CO, hver indeholder 12 g kulstof, fremkommer mangden af kulstof (mg) i headspace (m,)
ved ligning [5]:

m, =12 x 103 xn Ligning [5]
Rationalisering for at give mulighed for produktion af gas i en blindkontrol:

12000 x AV -

=——"—"—""=0,475A
my 25 286 0,475AV  Ligning [6]
hvor:
m, = masse af nettokulstof produceret som gas i headspace (mg)
AV = gennemsnit af forskellen mellem volumen gas produceret i headspace i testbeholderne og blindkon-
trolbeholderne

25 286 = volumen optaget af 1 mol gas ved 35 °C, 1 atmosfare.

45. Bionedbrydningsforlebet kan folges ved at optegne den akkumulerede trykstigning Ap (millibar) i forhold til tid,
hvis det er relevant. Identificer og registrer lag-fasen (dage) fra denne kurve. Lag-fasen er tiden fra testens start,
til der indtreeffer signifikant nedbrydning (se et eksempel i tilleg 3). Hvis der blev taget og analyseret
mellemliggende supernatantprever (se punkt 40, 46 og 47), kan det samlede producerede C (i gas plus i
vasken) optegnes i stedet for kun det akkumulerede tryk.

Kulstof i vaesken
46. Der ses bort fra maengden af methan i vasken, eftersom dens vandopleselighed er kendt for at vare meget lav.
Beregn massen af uorganisk kulstof i vasken i testbeholderne ved hjalp af ligning [7]:
m = Cnct X Vl ngnlng [7]
hvor:
m, = massen af uorganisk kulstof i veesken (mg)
C, = middelverdien af forskellen mellem koncentrationen af uorganisk kulstof i testbeholderne og den i
kontrolbeholderne ved testens afslutning (mg/l)
\/ = vaskevolumen i beholderen (1)
Samlet forgasset kulstof
47. Beregn den samlede masse af forgasset kulstof i beholderen ved hjalp af ligning [8]:

m,=m, +m Ligning [8]

hvor:
m, = samlet masse af forgasset kulstof (mg)

m,, og m, er som defineret ovenfor.
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Teststoffets kulstofindhold
48. Beregn massen af kulstof i testbeholderne udledt af det tilsatte teststof ved hjalp af ligning [9]:

m,=C xV, Ligning [9]

hvor:

m, = teststoffets kulstofmasse (mg)

C. = teststoffets kulstofkoncentration i testbeholderen (mg/l)
V, = vaskevolumen i testbeholderen (I).

Bionedbrydningens omfang

49. Beregn den procentvise bionedbrydning som felge af gas i headspace ved hjzlp af ligning [10] og den samlede
procentvise bionedbrydning ved hjalp af ligning [11]:

D, = (m,/m) x 100 Ligning [10]
D, = (m/m) x 100 Ligning [11]
hvor:

D, = bionedbrydning som folge af gas i headspace ( %)

D, = samlet bionedbrydning ( %)

m,, m, og m, er som defineret ovenfor.

Graden af primer bionedbrydning beregnes ud fra de (valgfrie) malinger af teststoffets koncentration ved
begyndelsen og afslutningen af inkubationen ved hjelp af ligning [12]:

D,=(1-5/s)x100  Ligning [12]

hvor:

D, = primar nedbrydning af teststoffet ( %)

S, = teststoffets startkoncentration (mg/l)

S, = teststofkoncentration ved afslutning (mg/l).

Viser analysemetoden signifikante teststofkoncentrationer i det uendrede anaerobe inokulum af slam, benyttes
ligning [13]:

D, = [1-(5,~ $,)/(S,~ S,)] x 100 Ligning [13]

hvor:

D,' = korrigeret primar nedbrydning af teststoffet ( %)

S, = »tilsyneladende« startkoncentration i teststof i blindkontroller (mg/l)

S, = »tilsyneladende« koncentration i teststof i blindkontroller ved afslutningen (mg/l).

Resultaternes validitet

50. Trykaflesninger ma kun bruges fra beholdere, som ikke viser lysergdfarvning (se punkt 33). Forurening med ilt
minimeres gennem korrekt anaerob hindtering.

51. Det skal bemarkes, at testen er valid, hvis referencestoffet nir et plateau, som reprasentere over 60 %

bionedbrydning ().

52. Hvis pH-vaerdien ved testens afslutning ligger over omrddet 7 + 1, og der har fundet en utilstreekkelig
bionedbrydning sted, gentages testen med eget bufferkapacitet i mediet.

() Dette ber genvurderes, hvis der er inkluderet adsorptive og uopleselige referencekemikalier.
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Heemning af bionedbrydning

53. Gasproduktionen i beholdere, som indeholder bade teststof og referencestof, skal som minimum vere den
samme som i beholdere, der kun indeholder referencestof. Ellers er det tegn pd heemning af gasproduktionen. I
nogle tilfelde vil gasproduktionen i beholdere, der indeholder teststof uden referencestof, vare lavere end i
blindkontrollerne, hvilket er tegn p4, at teststoffet er haemmende.

Testrapport

54. Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Teststoffet:
— generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel og relevante fysisk-kemiske egenskaber
— renhed (urenheder) i teststoffet.
Testbetingelser:
— volumen af den fortyndede oplesning i rddnetanken (V)) og headspace (V,) i beholderen

— beskrivelse af testbeholderne, primeare karakteristika for biogasmalingen (f.eks. type trykmaler) og
kulstofanalysatoren

— anvendelse af teststof og referencestof pa testsystemet: anvendt testkoncentration og eventuel anvendelse af
oplesningsmidler

— oplysninger om anvendt inokulum: rensningsanleggets navn, beskrivelse af kilden til det behandlede
spildevand  (f.eks. driftstemperatur, ~slamretentionstid, overvejende husholdningsspildevand ~ osv.),
koncentration, eventuelt nedvendige oplysninger til dokumentation af dette og oplysninger om eventuel
forbehandling af inokulummet (f.eks. udrddning pé forhdnd, preeeksponering)

— inkubationstemperatur

— antal replikater.

Resultater:

— pH- og IC-vardier ved testens afslutning

— teststoffets koncentration ved begyndelsen og afslutningen af testen, hvis der er foretaget en seerlig maling

— alle mélte data indsamlet under testen, blindpreve, referencestof og beholdere til heemningskontrol, alt efter
hvad der er relevant (f.eks. tryk i millibar, uorganisk kulstofkoncentration (mg/l)), i tabelform (malte data for
headspace og veaske registreres separat)

— statistisk databehandling, testvarighed og et diagram over bionedbrydningen af teststof og referencestof samt
haemningskontrol

— procentvis nedbrydning af teststof og referencestof
— drsager til eventuel afvisning af testresultaterne

— diskussion af resultater.
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Tilleg 1

Eksempel pd et apparat til miling af biogasproduktion ved gastryk

SOSNNN,

Signaturforklaring:

1 — Trykmaler

2 — 3-Gastat trevejsventil

3 — Kanyle

4  — Gastat forsegling (crimpldg og septum)
5 — Headspace (V)

6 — Inokulum af udrddnet slam (V)

Testbeholdere i et miljg pd 35 °C £ 2 °C
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Tilleg 2

Omstilling af trykmdleren

Trykmaleraflesningerne kan seettes i forhold til gasvolumen ved hjalp af en standardkurve, som frembringes ved at
indsprejte en kendt maengde luft ved 35 °C £ 2 °C i serumflasker, der indeholder en mangde vand, som svarer til
reaktionsblandingens, V:

— Fordel V, ml aliquoter vand, holdt ved en temperatur pd 35 °C + 2 °C, i fem serumflasker. Forsegl flaskerne, og
anbring dem i et vandbad ved 35 °C i en time med henblik pd akvilibrering.

— Tand trykmdleren, lad den stabilisere sig, og indstil til nul.

— Indfer kanylen gennem ldget pd hver af flaskerne, dbn ventilen, og lad den vare dben, indtil trykmaéleren viser
nul, og luk ventilen.

— Gentag denne procedure med de resterende flasker.

— Indsprejt 1 ml luft med en temperatur pa 35 °C £ 2 °C i hver flaske. Indfer ndlen (pa trykmaleren) gennem ldget
pa en af flaskerne, og aflas trykket, ndr det stabiliserer sig. Registrer trykket, abn ventilen, og lad den veere &ben,
indtil trykmdleren viser nul, og luk ventilen.

— Gentag denne procedure med de resterende flasker.
— Gentag hele proceduren med 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml og 50 ml luft.

— Optegn en omregningskurve for tryk (Pa) mod indsprejtet volumen gas, Vb (ml). Instrumentets respons er linezrt
i intervallet 0-70 000 Pa, og 0-50 ml gasproduktion.
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Gas pressure (m bar)

Tilleg 3

Eksempel pa en nedbrydningskurve (stigning i akkumuleret nettotryk)

500 ~
400 ~
Lag phase Plateau
300 {e— PR
200 4
100 ~
0 T T T T T
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Tilleg 4

Eksempel pa resultatskemaer for anaerob bionedbrydningstest — resultatskema for teststoffet

Laboratorium: TeStStOffet: .....oiiiiiiiiiie e TESLILL: oo
Testtemperatur: (°C) Headspacevolumen (V}): ....coovvviiiiiiiiiiiiins () Vaskevolumen (V): ..coooviiiiiiiiiiiiiiiic e, )
Kulstof i teststoffet C,,.: woovivviriiiiiiiiiiiceieee e (M) M, (1) e (mg)
. (netto)
p (blind- p
p (test) -y L L test — A ¢ my, Dy,
p; (test) p, (test) p; (test) middel- p, (blind ps (blind p; (blind p?fave) blindprave p (netto) headspace | Bioned-bry-
Dag b b b vardi prove) prove) prave) middel- ) Kumuleret ) delighed ()
(mbar) (mbar) (mbar) (mbar) (mbar) (mbar) vardi middel- (mbar) g
(mbar) veerdi (mg) (%)
(mbar)
(mbar)
CIC, 1 CIC, 2 CIC, 3 CIC CIC, 4 CIC, 5 CIC, 6 CIC CIC, netto ml ml DI
Test Test Test test middel | blindpreve | blindpreve | blindpreve | blindpreve | test — vaske C (9) | Cialt () Bioned-bry-
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) middel | blindprove | (mg) (mg) delighed ()
(mg) middel- (%)
veerdi
(mg)
IC (slut)
pH (slut)
1) Kulstofindhold i testbeholderen, m, (mg): m, = C., x V,

™)

ST
ol

o

3

Kulstofindhold i headspace, m, (mg) ved normal inkubationstemperatur (35 °C): m, = 0,468 Ap x V,
Bionedbrydning beregnet ud fra headspace-gas, D, (%): D, = (m, x 100) [ m,

Kulstof i vaeske, my (mg): m; = C, X V,
Samlet forgasset kulstof, m, (mg): m, + m,
Samlet bionedbrydning, D, (%): D, = (m, x 100) [ m,

910C°¢’L

[va ]

apuapi] suorup aysiedomny usq

16€/¥S 1



Laboratorium: Referencestof: .........c..oovviiviiiiiiiiiceeee e TESUNT.: oo
Testtemperatur:(PC): ....ooueeoireeeeee ettt Headspacevolumen (V}): ....ccoovvviiiiiiiiiiiiieen () Veaskevolumen (V;) (liter):
Kulstof i referencestof C_, (mgfl): .......cccoooviviiiiiiiiiiiii, m, (") (mg):
p (ref) p (hemn.) p (ref)) Ap (ref) m, D,
Da p, (ref) p, (ref) p; (ref) middel- | p, (hemn.) | p; (hemn) | p, (haemn.) middel- ref. — Kurmuleret headspace | Bioned-bry-
£ (mbar) (mbar) (mbar) veerdi (mbar) (mbar) (mbar) veerdi blindpreve b C@® delighed (?)
(mbar) (mbar) (mbar) (mbar) (mg) (%)
CIC, 1 CIC, 2 CIC, 3 CIC CIC, 4 CIC, 5 CIC, 6 CIC CIC, netto ml ml Dl
ref. ref. ref. ref. middel | hemn. hamn. hamn. hemn. ref. — veeske C (*) | Cialt () Bioned-bry-
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) middel heemn. (mg) (mg) delighed ()
(mg) (mg) (%)
IC (slut)
pH (slut)

T6€/¥S 1

[va ]

apuapi] suorup aysiedomnyg usq

Kulstofindhold i testbeholderen, m, (mg): m, = C., x V,

Kulstofindhold i headspace, m, (mg) ved normal inkubationstemperatur (35 °C): m, = 0,468 Ap x V,
Bionedbrydning beregnet ud fra headspace-gas, D, (%): D, = (m, x 100) [ m,

Kulstof i vaeske, my (mg): m; = C, X V,

Samlet forgasset kulstof, m, (mg): m, + m,

Samlet bionedbrydning, D, (%): D, = (m, x 100) | m,

S

=

o~ o~
[
ool

910C°¢’1L
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C.44. Udvaskning i jordsejler
INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 312 (2004). Menneskeskabte kemikalier kan nd jorden
direkte via bevidst anvendelse (f.eks. agrokemikalier) eller indirekte (f.eks. via spildevand — kloakslam — jord
eller luft — vad-[terdeposition). Ved risikovurdering af disse kemikalier er det vigtigt at ansld deres potentiale
for omdannelse i jord og for bevagelse (udvaskning) til dybere jordlag og med tiden til grundvandet.

2. Der findes flere metoder til at male kemikaliers potentiale for udvaskning i jord under kontrollerede laboratorie-
betingelser, dvs. tyndtlagskromatografi i jord, tyktlagskromatografi i jord, jordsejlekromatografi samt
adsorptions-/desorptionsmélinger (1)(2). For ikkeioniserede kemikalier giver n-octanol/vand-fordelingskoef-
ficienten (P,,) mulighed for et tidligt sken over deres adsorptions- og udvaskningspotentiale (3)(4)(5).

3. Den metode, som beskrives i denne testmetode, er baseret pd jordsejlekromatografi i forstyrret jord (se
definition i tilleg 1). Der udferes to typer eksperimenter for at bestemme (i) testkemikaliets udvaskningspo-
tentiale og ii) omdannelsesprodukternes udvaskningspotentiale (undersogelse med aldede restprodukter) i jord
under kontrollerede laboratoriebetingelser ('). Testmetoden er baseret pd eksisterende metoder (6)(7)(8)(9)(10)
(11).

4. P4 en OECD-workshop om valg af jord-/sedimenttype, som blev holdt i Belgirate, Italien, i 1995 (12), enedes
man om antal og art af de jordtyper, som skal anvendes i denne test. Der blev 0gsd fremsat anbefalinger for
provetagning samt hdndtering og opbevaring af jordprever til udvaskningsforseg.

TESTMETODENS PRINCIP

5. Sajler fremstillet af passende inaktivt materiale (f.eks. glas, rustfrit stdl, aluminium, teflon, PVC osv.) pakkes med
jord og meattes og akvilibreres efterfelgende med en »kunstig regn«oplesning (se definition i tilleg 1) og lades
dreene. Herefter behandles overfladen af hver jordsejle med testkemikaliet og/eller med «ldede restprodukter af
testkemikaliet. Kunstig regn tilsettes jordsejlerne, og perkolatet udtages. Efter udvaskningsprocessen fjernes
jorden fra sejlerne og udskeres i et passende antal segmenter, alt efter hvilke oplysninger der enskes fra
undersggelsen. Hvert jordsegment og perkolatet analyseres herefter for testkemikalie og eventuelt for omdannel-
sesprodukter eller andre kemikalier af interesse.

TESTMETODENS ANVENDELIGHED

6. Testmetoden finder anvendelse pa testkemikalier (umarkede eller radioaktivt meerkede: f.eks. 1#C), for hvilke der
foreligger en tilstraekkeligt nejagtig og felsom analysemetode. Testmetoden md ikke anvendes pd kemikalier,
som er flygtige fra jord og vand og siledes ikke forbliver i jord ogfeller perkolat under denne testmetodes
forsagsbetingelser.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

7. Umarkede eller radioaktivt meerkede testkemikalier kan bruges til at méale udvaskningsegenskaberne i jordsejler.
Der kreves radioaktivt merket materiale til at undersege udvaskning af omdannelsesprodukter (eldede
restprodukter af testkemikaliet) og til bestemmelser af massebalance. *C-maerkning anbefales, men andre
isotoper, sdsom *C, °N, *H og *?P, kan ligeledes vare nyttige. Market ber sd vidt muligt placeres i molekylets
mest stabile del(e). Testkemikaliets renhed skal vare mindst 95 %.

8.  De fleste kemikalier ber anvendes som enkeltstof. I forbindelse med aktive stoffer i plantebeskyttelsesmidler kan
formulerede produkter dog anvendes til at undersoge udvaskning af det oprindelige teststof, men testningen af
dem er iser pdkravet, nir blandingen kan pévirke frigivelseshastigheden (f.eks. granulerede formuleringer eller
formuleringer med kontrolleret frigivelse). Med hensyn til blandingsspecifikke krav til testdesign kan det vere
hensigtsmeassigt at radfere sig med tilsynsmyndigheden forud for gennemforelse af testen. I forbindelse med
undersggelser af xldede restkoncentrationer efter udvaskning bruges det rene oprindelige teststof.

(") Sejleudvaskningsundersegelser med plantebeskyttelsesmidler kan give mobilitetsoplysninger om et testkemikalie og omdannelsespro-
dukterne heraf og kan supplere sorptionsundersegelser for et parti.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

For udferelse af udvaskningstest i jordsejler skal folgende oplysninger om testkemikaliet helst foreligge:
(1) vandopleselighed [testmetode A.6] (13)

(2) opleselighed i organiske oplesningsmidler

(3) damptryk [testmetode A.4] (13) og Henrys konstant

(4) n-octanol/vand-fordelingskoefficient [testmetode A.8 og A.24] (13)

(5) adsorptionskoefficient (K, K; eller K,) [testmetode C.18 ogfeller C.19 ] (13)

(6) hydrolyse [testmetode C.7] (13)

(7) dissociationskonstant (pK,) [OECD TG 112] (25)

(8) aerob og anaerob omdannelse i jord [testmetode C.23] (13).

Bemerk: Den temperatur, hvorved disse malinger foretages, registreres i de respektive testrapporter.
Mangden af det testkemikalie, der er tilsat jordsejlerne, skal vare tilstraekkelig til, at der kan pévises mindst

0,5 % af den tilsatte dosis i et enkelt segment. For aktive kemikalier i plantebeskyttelsesmidler kan mangden af
tilsat testkemikalie svare til den maksimale anbefalede dosis (enkel tilsatning).

Der skal foreligge en passende analysemetode med kendt ngjagtighed, pracision og felsomhed til kvantitativ
bestemmelse af testkemikaliet og, hvis det er relevant, af dets omdannelsesprodukter i jord og perkolat.
Analysens detektionsgranse for testkemikaliet og veasentlige omdannelsesprodukter heraf (normalt mindst alle
omdannelsesprodukter > 10 % af den tilsatte dosis, som er observeret i undersegelser af omdannelsesveje, men
helst eventuelt relevante problematiske omdannelsesprodukter) skal ogsd veere kendt (se punkt 17).

REFERENCEKEMIKALIER

Referencekemikalier med kendte udvaskningsegenskaber, sdsom atrazin eller monuron, der kan betragtes som
moderate udvaskningsmidler i marken, anvendes til at vurdere testkemikaliets relative mobilitet i jord (1)(8)(11).
Et ikkesorberende og ikkenedbrydeligt polart referencekemikalie (f.eks. tritiumbromid, fluorescein og eosin) til
at spore vands bevagelse i sgjlen kan ogsd veere nyttigt til at bekrafte jordsejlens hydrodynamiske egenskaber.

Standardkemikalier til analyse kan ogsd veere nyttige til at karakterisere ogleller identificere de omdannelses-
produkter, der pavises i jordsegmenter og perkolater ved kromatografiske, spektroskopiske eller andre relevante
metoder.

DEFINITIONER OG ENHEDER

Se tilleeg 1.

KVALITETSKRITERIER
Genfinding

Summen og procenttallene for testkemikaliet, der pévises i jordsegmenterne og sgjleperkolatet efter udvaskning,
angiver genfindingen for et udvaskningsforseg. Der skulle gerne genfindes 90-110 % for radioaktivt maerkede
kemikalier (11) og 70-110 % for ikkeradioaktivt merkede kemikalier (8).

Analysemetodens repeterbarhed og folsomhed

Repeterbarheden af analysemetoden til kvantitativ bestemmelse af testkemikalier og omdannelsesprodukter kan
kontrolleres ved dobbelt analyse af det samme ekstrakt af et jordsegment eller et perkolat (se punkt 11).
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17. Analysemetodens detektionsgrense for testkemikaliet og for omdannelsesprodukterne ma ikke vere over
0,01 mg - kg~ ' i hvert jordsegment eller perkolat (som testkemikalie) og ikke over 0,5 % af den tilsatte mangde
i et enkelt segment. Gransen for kvantitativ bestemmelse skal ligeledes angives.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Testsystem

18. Udvaskningssejler (der eventuelt kan skeeres i tvaersnit) fremstillet af pasende inaktivt materiale (f.eks. glas,
rustfrit stdl, aluminium, teflon, PVC osv.) med en indvendig diameter pd mindst 4 cm og en minimumshgjde pa
35 cm bruges til testen. Sgjlematerialer testes for potentielle vekselvirkninger med testkemikaliet ogfeller
omdannelsesprodukterne heraf. Eksempler pa egnede sojler, der eventuelt kan skeeres i tveersnit, vises i tilleg 2.

19. Ske, trykstempel og vibrationsapparat bruges til at fylde og pakke jordsejlerne.

20. Til tilseetning af kunstig regn til jordsejlerne kan der bruges stempel eller peristaltiske pumper, brusehoveder,
Mariotteflasker eller simple tildrypningstragter.

Laboratorieudstyr og kemikalier

21. Der kraves saedvanligt laboratorieudstyr, herunder specielt felgende:

(1) analyseapparatur som f.eks. GC, HPLC og TLC med passende detektionssystem til analyse af maerkede eller
umarkede kemikalier eller til omvendt isotopfortyndingsmetode

(2) instrumenter til identifikation (f.eks. MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR, mv.)
(3) vaskescintillationstaller til radioaktivt merket testkemikalie
(4) oxiderende stof til forbreending af meerket materiale

(5) ekstraktionsapparat (f.eks. centrifugeglas til kold ekstraktion og Soxhlet-apparat til kontinuerlig ekstraktion
med recirkulation

(6) udstyr til koncentrering af oplesninger og ekstrakter (f.eks. rotationsfordamper).

22. Anvendte kemikalier omfatter: organiske oplesningsmidler, analysekvalitet som acetone, methanol osv., scintilla-
tionsvaeske, 0,01 M CaCl,-oplesning i destilleret eller deioniseret vand (= kunstig regn).

Testkemikalie

23. Testkemikaliet opleses i vand (deioniseret eller destilleret), inden det tilfores til jordsejlen. Hvis testkemikaliet er
tungt opleseligt i vand, kan det enten tilfores som formuleret produkt (eventuelt efter at vare blevet
suspenderet eller emulgeret i vand) eller i et organisk oplesningsmiddel. Sifremt der bruges et organisk
oplosningsmiddel, skal det begrenses til et minimum og afdampes fra jordsejlens overflade, inden
udvaskningen pabegyndes. Formuleringer i fast form, sdsom granulater, anvendes i den faste form uden vand.
For at sikre en bedre fordeling over jordsejlens overflade kan det formulerede produkt blandes med en lille
smule kvartssand (f.eks. 1 g) for tilsetning.

24. Mangden af det testkemikalie, der er tilsat jordsejlerne, skal vere tilstraekkelig til, at der kan pavises mindst
0,5 % af den tilsatte dosis i et enkelt segment. Til aktive kemikalier i plantebeskyttelsesmidler kan dette veere
baseret pa den maksimale anbefalede dosis (enkel tilsaetning) og skal til bdde oprindelig og aldet udvaskning sté
i forhold til den anvendte jordsejles overfladeareal (').

Den maengde, der skal anvendes pa cylindriske jordsejler, kan beregnes ud fra folgende formel:
A l[kg/ha] - 10° [ug/kg] - d2[cm?] - m

M [ig] 108 [cm? /ha] - 4
hvor:
M = anvendt mengde pr. sejle [pg]
A = doseringsmangde [kg - ha 1]
d = jordsejlens diameter [cm]
n = 3,14
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Referencekemikalie

25. Der anvendes et referencekemikalie i udvaskningsforseg (se punkt 12). Det tilfores jordsejlens overflade pa
samme made som testkemikaliet og med en passende dosis, der sikrer tilstreekkelig detektion enten som intern
standard sammen med testkemikaliet pd den samme jordsgjle eller alene pd en separat jordsejle. Begge
kemikalier skal helst testes pd den samme sgjle, undtagen hvis begge kemikalier er mearket ens.

Jordtyper

Valg af jordtype

26. Til udvaskningsundersogelser med det oprindelige testkemikalie anvendes 3-4 jordtyper med varierende pH-
verdi, organisk kulstofindhold og tekstur (12). Vejledning i udvelgelse af jordtyper til udvaskningsforseg er
anfert i tabel 1 nedenfor. For ioniserbare stoffer ber de udvalgte jordtyper dakke et bredt pH-omrade for at
give mulighed for vurdering af kemikaliets mobilitet, nir dette er henholdsvis ioniseret og uioniseret. Mindst
tre jordtyper ber have en pH-vardi, hvor testkemikaliet er i sin mobile form.

Tabel 1

Vejledning i udvelgelse af jordtyper til udvaskningsundersogelser

Jordtype pHevaerdi Organisok kulstof Lerir})dhold Tekstur (4
nr. % %
1 >7,5 3,5-5,0 20 - 40 mellemler
2 5,5-7,0 1,5-3,0 15-25 siltblandet lerjord
3 4,0-5,5 3,0-4,0 15-30 lerjord
4 < 4,0-6,0 § <0,5-1,5§ % <10-15 § lerblandet sandjord
5 <45 >10 # <10 lerblandet sandjord/

sand

(*) Ifelge FAO's og USDA’s systemer (14).

§ De respektive variable skal helst vise veerdier inden for de givne omrader. Hvis der imidlertid opstdr vanskeligheder med
at finde egnet jordmateriale, accepteres vardier under det anforte minimum.

i Jordtyper med under 0,3 % organisk kulstof kan forstyrre korrelationen mellem organisk indhold og adsorption. Derfor
anbefales det at bruge jordtyper med et organisk kulstofindhold p& mindst 0,3 %.

# Jordtyper med et meget hejt kulstofindhold (f.cks. > 10 %) er maske ikke juridisk acceptable, f.cks. med henblik pa pestici-
dregistrering.

27. Andre jordtyper kan undertiden vare nedvendige for at reprasentere keligere, tempererede og tropiske
regioner. Foretrakker man andre jordtyper, bor de derfor vare karakteriseret ved de samme parametre og have
tilsvarende variationer i egenskaber som dem, der er beskrevet i vejledningen i udvalgelse af jordtyper til
udvaskningsundersegelser (se tabel 1 ovenfor), ogsd selv om de ikke modsvarer kriterierne nejagtigt.

28. Til udvaskningsundersggelser med »aldede restkoncentrationer« bruges en jordtype (12). Den skal have et
sandindhold > 70 % og et organisk kulstofindhold pé& 0,5-1,5 % (f.eks. jordtype nr. 4 i tabel 1). Det kan vare
nedvendigt at bruge flere jordtyper, hvis data om omdannelsesprodukterne er vigtige.
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29. Alle jordtyper karakteriseres som minimum for tekstur [ % sand, % silt, % ler ifelge FAO’s og USDA's klassifika-
tionssystemer (14)], pH-veerdi, kationbytningskapacitet, organisk kulstofindhold, bulkdensitet (for forstyrret jord)
og vandholdende evne. Méling af mikrobiel biomasse kraves kun for den jord, som bruges i @ldnings-/inkubati-
onsperioden, der gér forud for forseget med aldet udvaskning. Information om supplerende jordegenskaber (f.
eks. jordklassifikation, lermineralogi, specifikt overfladeareal) kan vare nyttig ved fortolkning af resultaterne af
denne undersggelse. Til bestemmelse af jordens karakteristika kan de anbefalede metoder i reference (15)(16)
(17)(18)(19) bruges.

Indsamling og opbevaring af jordprover

30. Jordpreverne tages fra det overste lag (A-horisont) til en maksimal dybde af 20 cm. Rester af vegetation,
makrofauna og sten fjernes. Jordpreverne (undtagen dem, der bruges til @ldning af testkemikaliet) luftterres ved
stuetemperatur (helst ved 20-25 °C) Disaggregering ber foretages med mindst mulig kraft, sdledes at den
oprindelige jordstruktur @ndres mindst muligt. Jordpreverne sigtes gennem en sigte pd < 2 mm. Skinsom
homogenisering anbefales, da reproducerbarheden af resultaterne derved eges. For brug kan jordpreverne
opbevares ved omgivelsestemperatur og holdes lufttorre (12). Der anbefales ingen granse for opbevaringstid,
men har jordpreverne varet opbevaret i over tre dr, ber de for anvendelse genanalyseres for organisk
kulstofindhold og pH-verdi.

31. Der skal foreligge detaljerede historiske oplysninger om de markarealer, hvor jordpreverne er indsamlet. Disse
oplysninger omfatter nejagtig beliggenhed [ngjagtigt defineret af UTM (Universal Transversal Mercator-
Projection/European Horizontal Datum) eller geografiske koordinater], plantedakke, behandlinger med plantebe-
skyttelsesmidler, behandlinger med organisk gedning og kunstgedning, tilfersler af biologisk materiale og
uheldsbetingede forureningsepisoder (12). Har jorden inden for de foregdende fire dr veret behandlet med
testkemikaliet eller stoffer strukturelt beslaegtet hermed, ma den ikke anvendes til udvaskningsundersegelserne.

Testbetingelser:

32. I testperioden opbevares jordudvaskningssejlerne i morke ved omgivelsestemperatur, sd leenge denne temperatur
holdes inden for et interval pd + 2 °C. Anbefalede temperaturer er 18-25 °C.

33. Kunstig regn (0,01 M CaCl,) tilfares kontinuerligt til jordsejlernes overflade med en dosis p& 200 mm over en
periode pd 48 timer (!). Denne dosis svarer til en tilfersel pd 251 ml for en sgjle med en indvendig diameter pa
4 cm. Hvis det er ngdvendigt af hensyn til testen, kan andre doser kunstig regn og laengere varighed endvidere
bruges.

Gennemforelsen af testen
Udvaskning med oprindeligt testkemikalie

34. Mindst to udvaskningssejler pakkes med ubehandlet, lufttorret og sigtet jord (< 2 mm) op til en hejde pd
ca. 30 cm. For at opnd en ensartet pakning tilsattes jorden til sgjlerne i sma portioner med en ske og presses
med et stempel under samtidig forsigtig vibration af sgjlen, indtil toppen af jordsgjlen ikke synker mere. En
ensartet pakning er nedvendig for at fi reproducerbare resultater fra udvaskningssejlerne. Se narmere
oplysninger om sgjlepakningsteknikker i reference (20)(21)(22). For at kontrollere at pakningsproceduren kan
reproduceres, bestemmes den samlede vagt af den pakkede jord i sgjlerne (3), idet vaegten af de to sejler skal
vare den samme.

(') Dette simulerer en ekstremt stor nedbersmangde. Den gennemsnitlige drlige nedbersmengde i fieks. Centraleuropa er i
storrelsesordenen 800-1 000 mm.
(*) Herunder ses eksempler pd massefylde for forstyrrede jordtyper:
for en sandjord 1,66 g - ml-!
for en lerblandet sandjord 1,58 g - ml-!
for en lerjord 1,17 g - ml-!
for en siltjord 1,11 g - ml-!
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35. Efter pakningen vades jordsgjlerne pd forhdnd med kunstig regn (0,01 M CaCl) fra top til bund for at
fortreenge luften i jordporerne med vand. Derefter lades jordsejlerne @kvilibrere, og det overskydende vand
dreenes bort ved tyngdekraft. Metoder til sgjlematning gennemgds i reference (23).

36. Herefter tilsettes testkemikaliet ogleller referencekemikaliet til jordsejlerne (se ogsd punkt 23-25). For at opnd
en homogen fordeling tilfores oplesninger, suspensioner eller emulsioner af test- ogfeller referencekemikaliet
jeevnt over jordsejlernes overflade. Hvis indarbejdelse i jord anbefales for tilforsel af et testkemikalie, skal det
blandes i en lille mangde (f.eks. 20 g) jord og tilsettes jordsgjlens overflade.

37. Jordsejlernes overflader daekkes herefter af en sintret glasskive, glasperler, glasfiberfiltre eller et rundt filtrerpapir
til at fordele den kunstige regn jeevnt over hele overfladen og undga at forstyrre jordoverfladen med regndréber.
Jo sterre sgjlediameteren er, jo sterre forsigtighed skal der udvises ved tilforsel af den kunstige regn til
jordsgjlerne for at sikre en javn fordeling af den kunstige regn over jordoverfladen. Sé tilseettes den kunstige
regn til jordsejlerne drdbevis ved hjelp af et stempel eller en peristaltisk pumpe eller en tildrypningstragt.
Perkolaterne skal helst indsamles i fraktioner, og deres respektive volumener registreres (').

38. Efter udvaskning og drening af sgjlerne skeares jordsejlerne i et passende antal segmenter, alt efter hvilke
oplysninger der enskes fra undersogelsen, segmenterne ekstraheres med egnede oplesningsmidler eller
oplesningsmiddelblandinger og analyseres for testkemikaliet og eventuelt for omdannelsesprodukter, for samlet
radioaktivitet og for referencekemikaliet. Perkolater eller perkolatfraktioner analyseres direkte eller efter
ekstraktion for de samme produkter. Nir der anvendes et radioaktivt merket testkemikalie, identificeres alle
fraktioner, som indeholder = 10 % af den anvendte radioaktivitet.

Udvaskning med cldede restkoncentrationer

39. Frisk jord (ikke tidligere luftterret) behandles med en dosis svarende til jordsejlernes overfladeareal (se
punkt 24) af det radioaktivt merkede testkemikalie og inkuberes under aerobe betingelser ifolge testmetode
C.23 (13). Inkubations- (eldnings-)perioden skal vaere lang nok til at producere veasentlige meengder af
omdannelsesprodukter; en @ldningsperiode pa en halveringstid for testkemikaliet anbefales (¥, men ber ikke
overstige 120 dage. Forud for udvaskningen analyseres den «ldede jord for testkemikaliet og omdannelses-
produkter heraf.

40. Udvaskningssgjlerne pakkes op til en hgjde pd 28 cm med den samme jord (men luftterret), som er brugt i
eldningsforsaget, jf. punkt 34, og den samlede vagt af de pakkede jordsejler bestemmes ogsé. Jordsejlerne
vades pa forhind, jf. punkt 35.

41. Testkemikaliet og omdannelsesprodukterne heraf tilfores herefter jordsejlernes overflade i form af «ldede
jordrester (se punkt 39) som et 2 cm jordsegment. Jordsgjlernes samlede hejde (ubehandlet jord + @ldet jord)
mé helst ikke overstige 30 cm (se punkt 34).

42. Udvaskningen udferes som beskrevet i punkt 37.

43. Efter udvaskning analyseres jordsegmenter og perkolater som anfert i punkt 38 for testkemikaliet, omdannelses-
produkterne heraf og ikkeekstraheret radioaktivitet. For at bestemme, hvor meget af den aldede
restkoncentration der tilbageholdes i det everste 2-cm-lag efter udvaskning, analyseres dette segment separat.

(") Typiske perkolatvolumener ligger pd 230-260 ml svarende til ca. 92-104 % af den samlede anvendte kunstige regn (251 ml), ndr der
bruges jordsejler pd 4 cm i diameter og 30 cm leengde.

(*) Der kan dannes mere end et vigtigt omdannelsesprodukt i jord, som ogsa kan vise sig pé forskellige tidspunkter under et omdannel-
sesforseg. I sddanne tilfalde kan det veere nedvendigt at foretage udvaskningsundersogelser med @ldede restkoncentrationer af forskellig
alder.
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DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

44. Meangderne af testkemikalie, omdannelsesprodukter, ikkeekstraherbare stoffer og eventuelt referencekemikaliet
anfores i % af anvendt startdosis for hvert jordsegment og hver perkolatfraktion. Der gives en grafisk
fremstilling for hver sgjle med indtegning af de procentdele, der pévises, som funktion af jorddybder.

45. Nar et referencekemikalie medtages i disse sejleudvaskningsundersggelser, kan udvaskningen af et kemikalie
vurderes relativt under anvendelse af relative mobilitetsfaktorer (RMF, se definition i tilleg 3) (1)(11), hvilket
giver mulighed for at sammenligne de udvaskningsdata for forskellige kemikalier, der opnds med forskellige
jordtyper. Eksempler pd RMF-veardier for forskellige plantebeskyttelsesmidler er anfert i tillaeg 3.

46. Sken over K (normaliseret adsorptionskoefficient for organisk kulstof) og K, (normaliseret fordelingsko-
efficient for organisk kulstof) kan ogsd fis fra sejleudvaskningsresultater ved at bruge den gennemsnitlige
udvaskningsafstand eller fastsldede korrelationer mellem RMF og henholdsvis K, og K. (4) eller anvende en
simpel kromatografisk teori (24). Sidstnavnte metode ber dog bruges forsigtigt, iser nir man tager i
betragtning, at udvaskningsprocessen ikke udelukkende involverer mettede flowbetingelser, men snarere
umettede systemer.

Fortolkning af resultaterne

47. De i denne metode beskrevne sgjleudvaskningsundersogelser giver mulighed for at bestemme testkemikaliets
udvasknings- eller mobilitetspotentiale i jord (i den oprindelige udvaskningsundersogelse) ogleller dets
omdannelsesprodukters udvasknings- eller mobilitetspotentiale i jord (i undersogelsen af @®ldede restkoncen-
trationer efter udvaskning). Disse test giver ikke en kvantitativ forudsigelse af udvaskningsegenskaber under
feltbetingelser, men de kan bruges til at sammenligne et kemikalies »udvaskelighed« med andre, hvis
udvaskningsegenskaber kan vare kendt (24). P4 samme méde maler de ikke kvantitativt den procentdel af det
tilforte kemikalie, som madske ndr grundvandet (11). Resultaterne af sejleudvaskningsundersegelser kan dog
vare en hjlp til at afgere, om der skal foretages supplerende tilnermede feltforsag eller rene feltforseg for
kemikalier, der udviser et hejt mobilitetspotentiale i laboratorietest.

Testrapport

48. Rapporten skal indeholde:
Testkemikalie og (eventuelt) referencekemikalie:

— generisk navn, kemisk navn IUPAC- og CAS-nomenklatur), CAS-nummer, kemisk struktur (med angivelse af
merkets placering, ndr radioaktivt meerket stof anvendes) og relevante fysisk-kemiske egenskaber

— renhed (urenheder) af testkemikaliet

— for markede stoffer, radiokemisk renhed og specifik aktivitet (ndr det er relevant).
Provejordtyper:

— enkeltheder vedrgrende indsamlingsstedet

— jordtypernes egenskaber, siledes pH, organisk kulstof- og lerindhold, tekstur og bulkdensitet (for forstyrret
jord)

— mikrobiel aktivitet i jorden (kun for jord, der bruges til ldning af testkemikaliet)
— jordopbevaringsvarighed og -betingelser

Testbetingelser:

— dato for forsggenes udferelse

— udvaskningssejlernes leengde og diameter

— jordsejlernes samlede jordveegt

— muangde tilfort testkemikalie og eventuelt referencekemikalie
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— muangde, hyppighed og varighed af tilferslen af den kunstige regn

— forsegsopstillingens temperatur

— antal gentagelser (mindst to)

— metoder til analyse af testkemikalie, omdannelsesprodukter og eventuelt referencekemikalie i de forskellige
jordsegmenter og perkolater

— metoder til karakterisering og identifikation af omdannelsesprodukter i jordsegmenter og perkolater.

Testresultater:

— tabeller med resultater angivet som koncentrationer og i % af den tilferte dosis til jordsegmenter og
perkolater

— eventuelt massebalance

— perkolatvolumener

— udvaskningsafstande og eventuelt relative mobilitetsfaktorer

— grafisk optegning af % fundet i jordsegmenter i forhold til jordsegmentets dybde

— diskussion og fortolkning af resultater
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Tilleg 1

Definitioner og enheder

Restkoncentration i aldet jord: Testkemikalie og omdannelsesprodukter, der er til stede i jord efter tilforsel og
efter en periode, som er lang nok til at muliggere transport, adsorption, metabolisme og spredningsprocesser, sd
fordelingen og den kemiske karakter af noget af det tilforte kemikalie aendres (1).

Kunstig regn: 0,01 M CaCl, oplesning i destilleret eller deioniseret vand.

Gennemsnitlig udvaskningsafstand: Tvarsnit af jordbund, hvor det akkumulerede genfundne kemikalie = 50 % af
det samlede genfundne testkemikalie [normalt udvaskningsforseg], eller (tvarsnit af jordbund, hvor akkumuleret
genfundet kemikalie = 50 % af det samlede genfundne testkemikalie) — ((tykkelsen af laget med aldet
restkoncentration)/2) [undersagelse af aldede restkoncentrationer efter udvaskning]

Kemikalie: et stof eller en blanding.
Perkolat: Vandig fase, der treenger igennem en jordprofil eller en jordsejle (1).
Udvaskning: Proces, hvorved et kemikalie bevager sig ned gennem jordprofilen eller en jordsgjle (1).

Udvaskningsafstand: Dybeste jordsegment, hvor > 0,5 % af det tilforte testkemikalie eller den eldede
restkoncentration blev fundet efter udvaskningsprocessen (svarende til penetrationsdybde).

Detektionsgransen (LOD) og kvantificeringsgreensen (LOQ): Detektionsgransen (LOD) er den koncentration af
et kemikalie, under hvilken kemikaliets identitet ikke kan skelnes fra analysebetingede artefakter. Kvantificerin-
gsgreensen (LOQ) er den koncentration af et kemikalie, under hvilken koncentrationen ikke kan bestemmes med
acceptabel ngjagtighed.

RMF, Relativ mobilitetsfaktor: (testkemikaliets udvaskningsafstand (cm)) | (referencekemikaliets udvaskningsafstand

(cm))
Testkemikalie: Alle stoffer eller blandinger, der testes ved hjelp af denne testmetode

Omdannelsesprodukt: Alle kemikalier hidrgrende fra biotisk eller abiotisk omdannelsesreaktioner i testkemikaliet,
herunder CO, og produkter, som er bundet i restkoncentrationer.

Jord: En blanding af mineralske og organisk-kemiske bestanddele, hvoraf sidstnevnte indeholder hgjmolekylaere
forbindelser med stort kulstof- og kvelstofindhold og bebos af sma organismer (hovedsagelig mikroskopiske). Jord
kan handteres i to tilstande:

— uforstyrret, som den har udviklet sig med tiden, i karakteristiske lag af forskellige jordtyper

— forstyrret, som den sedvanligvis findes i agerjord, eller ndr der opgraves prover til anvendelse i denne testmetode

2).

(1) P.T. Holland (1996). Glossary of Terms Relating to Pesticides. [UPAC Reports on Pesticide (36). Pure & Appl.
Chem. 68, 1167-1193.

(2) OECD Test Guideline 304 A: Inherent Biodegradability in Soil (vedtaget 12. maj 1981).
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Tilleg 2
Figur 1

Eksempel pd udvaskningssejler af glas, som ikke kan skeres i tvaersnit

Med en leengde pd 35 cm og en indvendig diameter pd 5 cm (1)

& Tildrypningstragter til tilfer-
scl af kunstig regn

& Sintret glasskive for at
undgd at forstyrre jordover-
fladen og for at fordele den
kunstige regn jeevnt

& Glassgjle fyldt med testjord
(ved testning af fotolabile
produkter pakkes sgjlerne i
aluminiumsfolie)

& Lag kvartssand

& Glasuldsprop for at holde
jorden isejlen

& Rundbundet kolbe til op-
samling af perkolat. Pakket i
aluminiumsfolie for at udeluk-
ke fotolyse

(1) N. Drescher (1985). Moderner Acker- und Pflanzenbau aus Sicht der Pflanzenschutzmittelindustrie. In Unser
Boden — 70 Jahre Agrarforschung der BASF AG, 225-236. Verlag Wissenschaft und Politik, Koln.
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Figur 2

Eksempel pa en metalsojle, der kan skaeres i tveersnit, med en indvendig diameter pa 4 cm (1)

1) N. Burkhard, D.O. Eberle og J.A. Guth (1975). Model systems for studying the environmental behaviour of
g o4 ying
pesticides. Environmental Quality and Safety, Suppl. Vol. III, 203-213.
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Tilleg 3

Eksempler pa relative mobilitetsfaktorer (*) (RMF) for forskellige plantebeskyttelseskemikalier (1)(2) og

tilsvarende mobilitetsklasser +

RMF-omréde Kemikalie (RMF) Mobilitetsklasse
< 0,15 Parathion (< 0,15), Flurodifen (0,15) I
immobil
0,15-0,8 Profenophos (0,18), Propiconazol (0,23), Diazinon (0,28), Diuron Il
(0,38), Terbuthylazin (0,52), Methidathion (0,56), Prometryn (0,59), let mobil
Propazin, (0,64), Alachlor (0,66), Metolachlor (0,68)
0,8-1,3 Monuron (*¥) (1,00), Atrazin (1,03), Simazin (1,04), Fluometuron il
(1,18) moderat mobil
1,3-2,5 Prometon (1,67), Cyanazin (1,85), Bromacil (1,91), Karbutilat (1,98) vV
ret mobil
2,5-5,0 Carbofuran (3,00), Dioxacarb (4,33) \%
mobil
> 50 Monocrotophos (> 5,0), Dicrotophos (> 5,0) VI

meget mobil

(*) Den relative mobilitetsfaktor udledes som folger (3):

testkemikaliets udvaskningsafstand (cm)

RMF =
referencekemikaliets udvaskningsafstand (cm)

(**) Referencekemikalie
+  Andre systemer til at klassificere et kemikalies mobilitet i jord er baseret pd Ri-vardier fra tyndtlagskromatografi i jord (4) og pa
K ~veerdier (5)(6).

(1) J.A. Guth (1985). Adsorption/desorption. In Joint International Symposium »Physicochemical Properties and
their Role in Environmental Hazard Assessment.« Canterbury, UK, 1.-3. juli 1985.

(2) J.A. Guth og W.D. Hormann (1987). Problematik und Relevanz von Pflanzenschutzmittel-Spuren im Grund
(Trink-) Wasser. Schr.Reihe Verein WaBoLu, 68, 91-106.

(3) C.L Harris (1967). Movement of herbicides in soil. Weeds 15, 214-216.

(4) CS. Helling (1971). Pesticide mobility in soils. Soil Sci. Soc. Am. Proc. 35, 743-748.

(5) PJ. McCall, D.A. Laskowski, R.L. Swann og H.J. Dishburger (1981). Measurements of sorption coefficients of
organic chemicals and their use in environmental fate analysis. In Test Protocols for Environmental Fate and

Movement of Toxicants. Proceedings of AOAC Symposium, AOAC, Washington D.C.

(6) J.M. Hollis (1991). Mapping the vulnerability of aquifers and surface waters to pesticide contamination at the

national/regional scale. BCPC Monograph No. 47 Pesticides in Soil and Water, 165-174.
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C.45. SKON OVER EMISSIONER FRA KEMISK BESKYTTET TRA TIL MILJOET: LABORATORIEMETODE
FOR TRAVARER, DER ER I DIREKTE KONTAKT MED FERSKVAND ELLER HAVVAND

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 313 (2007). Emissionerne fra kemisk behandlet tre til
miljoet skal bestemmes kvantitativt, s der kan foretages en miljorisikovurdering af det behandlede tra. I denne
testmetode beskrives en laboratoriemetode til at foretage sken over emissioner fra kemisk behandlet tre i to
situationer, hvor der kan trenge emissioner ud i miljget:

— emissioner fra behandlet tre i kontakt med ferskvand. Emissioner fra det behandlede tras overflade kan
treenge ud i vandet.

— emissioner fra behandlet tre i kontakt med havvand. Emissioner fra det behandlede tras overflade kan
treenge ud i havvandet.

2. Denne testmetode har til formal at teste emissioner fra trae og traevarer, som ikke er daekket og er i kontakt med
ferskvand eller havvand. Brugsklasser benyttes internationalt til at kategorisere den biologiske fare, det
behandlede trae udsattes for. Brugsklasser definerer ogsd den situation, hvor den behandlede vare bruges, og
bestemmer, hvilke delmiljoer (luft, vand, jord) der potentielt er i fare pd grund af det kemisk beskyttede tre.

3. Testmetoden er en laboratorieprocedure til at udtage prover fra vand, der har veret brugt til at nedsenke
beskyttet tree, med stigende tidsintervaller efter eksponeringen. Mangden af emissioner i preven haenger
sammen med traets overfladeareal og eksponeringens leengde med henblik pé at ansld en udstremning i mg/
m?/dag. Udstremningen (udvaskningshastigheden) efter perioder med stigende eksponering kan saledes anslés.

4. Emissionsmangden kan bruges i en miljorisikovurdering af det beskyttede tre.

INDLEDENDE OVERVEJELSER

5. Karakteren og svarhedsgraden af mekanismen for ferskvands udvaskning ved traeeoverfladen formodes ikke at
vare identisk med havvands udvaskning fra en treoverflade. For traebeskyttelsesmidler eller blandinger, som
anvendes til behandling af trae, der bruges i nerheden af havvand, er en undersogelse af udvaskning fra trae
derfor nedvendig for havvand.

6. I tilfelde af tree behandlet med et trabeskyttelsesmiddel skal traet vaere reprasentativt for trae, som bruges
erhvervsmaessigt. Det ber behandles i overensstemmelse med producentens instrukser og i henhold til relevante
standarder og specifikationer. Parametrene for efterbehandling af traeet for pabegyndelse af testen anfores.

7. De anvendte traprover skal vere reprasentative for de benyttede varer (f.eks. med hensyn til art, teethed eller
andre kendetegn).

8.  Testen kan foretages pd tra, hvor der benyttes en gennemtraengningsproces eller pifering pa overfladen, eller pa
behandlet trae, som har fiet en supplerende obligatorisk overfladebehandling (f.eks. maling, der er pafert som et
krav for kommerciel brug).

9.  Vandets sammensetning, maengde, pH-vaerdi og fysiske form er vigtig ved bestemmelse af kvantitet, indhold og
art af emissionerne fra treeet.

TESTMETODENS PRINCIP

10. Kemisk behandlede testemner af tree nedsenkes i vand. Vandet (preven) optages og analyseres kemisk
tilstreekkeligt mange gange i lobet af eksponeringsperioden til, at der kan foretages statistiske beregninger.
Emissionsrater i mg/m?/dag beregnes pé grundlag af analyseresultater. Provetagningsperioderne skal registreres.
Test med ubehandlede prover kan afbrydes, hvis der ikke pavises nogen baggrund i de forste tre datapunkter.
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11. Nér ubehandlede treeprover medtages, giver det mulighed for at bestemme baggrundsniveauer for andre
emissioner fra tre end det anvendte beskyttelsesmiddel.

KVALITETSKRITERIER
Nojagtighed

12. Testmetodens nejagtighed med hensyn til at ansld emission afth@nger af, at testemnerne er reprasentative for
erhvervsmassigt behandlet tra, i hvilken grad vandet er reprasentativt for rigtigt vand, og pd hvilken made
eksponeringen er reprasentativ for naturlige betingelser.

13. Analysemetodens ngjagtighed, pracision og repeterbarhed ber bestemmes, for testen udferes.

Reproducerbarhed

14. Tre vandprever udtages og analyseres, og middelvaerdien bruges som emissionsverdi. Resultaternes
reproducerbarhed i et laboratorium og mellem forskellige laboratorier afthenger af nedsaenkningsbetingelserne
og det tra, der bruges som testemner.

Acceptable resultatintervaller

15. Et resultatinterval fra denne test, hvor de evre og nedre verdier adskiller sig med mindre end en
storrelsesorden, er acceptabel.

TESTBETINGELSER:
Vand

16. Scenarier for udvaskning med ferskvand: Deioniseret vand (f.eks. ASTM D 1193 Type II) anbefales til brug i
udvaskningstesten, ndr tree eksponeret for ferskvand skal vurderes. Vandtemperaturen skal vare 20 °C +/- 2 °C,
og den maélte pH-vaerdi og vandtemperatur inkluderes i testrapporten. En analyse af prover af det anvendte
vand, som er taget for nedsenkningen af de behandlede prover, giver mulighed for at ansléd de analyserede
kemikalier i vandet. Dette er en kontrol for at bestemme baggrundsniveauer for de kemikalier, som herefter
analyseres kemisk.

17. Scenarier for udvaskning med havvand: Det anbefales at bruge kunstigt havvand (f.eks. ASTM D 1141 Kunstigt
havvand uden tungmetaller) i udvaskningstesten, ndr man skal vurdere trae eksponeret for havvand.
Vandtemperaturen skal vare 20 °C +/- 2 °C, og den maélte pH-vaerdi og vandtemperatur inkluderes i
testrapporten. En analyse af prover af det anvendte vand, som er taget for nedsenkningen af de behandlede
prover, giver mulighed for at ansld de analyserede kemikalier i vandet. Dette er en kontrol til analysen af
baggrundsniveauer for vigtige kemikalier.

Testemner af trae

18. Tresorterne ber vare typiske for de traesorter, der bruges til effektivitetstestning af trabeskyttelsesmidler. De
anbefalede sorter er Pinus sylvestris L. (skovfyr), Pinus resinosa Ait. (harpiksfyr) eller Pinus spp (sumpfyr). Der kan
foretages supplerende test med andre sorter.

19. Der anvendes lige nopret tra uden knaster. Materiale med synlig harpiks ber undgés. Traeet skal vere typisk for
tree, der er tilgengeligt i handlen. Kilde, teethed og antal drringe pr. 10 mm registreres.

20. Det anbefales at have testemner i set a fem treklodser af en storrelse ifelge EN 113 (25 mm x 50 mm x
15 mm) med leengderetningen parallelt med traets fibre, skent andre dimensioner, sésom 50 mm x 150 mm x
10 mm kan anvendes. Testemnet ber vere helt nedsenket i vand. Testemnet ber bestd af 100 % splintved.
Hvert emne merkes entydigt, sd det kan identificeres gennem hele testen.

21. Alle testemner ber vaere havlet eller planskéret, og overfladerne mé ikke vaere slebne.
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22. Der skal mindst bruges fem st testemner til analyse: tre set emner behandles med traeebeskyttelsesmiddel, et
st emner er ubehandlet, og et set emner bruges til at ansld testemnernes fugtindhold efter ovnterring og for
behandling. Der klargores tilstraekkeligt mange testemner til, at der kan udvelges tre sat emner, som ligger
inden for 5 % af middelvardien for retention af traebeskyttelsesmiddel for det samlede antal testemner.

23. Alle testemner endeforsegles med et kemikalie, som forhindrer, at beskyttelsesmidlet traenger ind i emnernes
endeflade, eller forhindrer udvaskning fra emnerne via endefladen. Ved péfering af endeforseglingen er det
nedvendigt at skelne mellem emner, der anvendes til overfladebehandling og til gennemtreengningsprocesser.
Der skal kun péferes endeforsegling for behandling i tilfeelde af overfladebehandling.

24. Endefladen skal vere aben for behandlinger via gennemtrengningsprocesserne. Derfor skal emnerne
endeforsegles ved afslutningen af konditioneringsperioden. Emissionen skal kun anslés for overfladeomradet i
leengderetningen. Forseglingsmidler inspiceres og paferes om nedvendigt igen for indledning af udvaskningen
og ma ikke paferes igen, efter at udvaskningen er pabegyndt.

Nedsankningskar

25. Karret er fremstillet af et inaktivt materiale og er stort nok til at rumme fem EN113 treeprover i 500 ml vand,
hvilket giver et forhold mellem overfladeareal og vandvolumen pa 0,4 cm?/ml.

Testopstilling

26. Testemnerne anbringes pa et stativ, som giver mulighed for, at alle emnets eksponerede overflader kommer i
kontakt med vandet.

FREMGANGSMADE FOR KEMISK BESKYTTELSE
Klargering af de beskyttede testemner

27. De testemner af tree, der skal behandles med det kemiske beskyttelsesmiddel, som testes, behandles efter den for
midlet anferte metode, som kan vare en gennemtraengningsbehandling eller en overfladebehandling, hvilket
kan ske ved dyp, spray eller berste.

Beskyttelsesmidler, der skal pdfares ved en gennemtreengningsbehandling

28. Der fremstilles en oplesning af beskyttelsesmidlet, som vil sikre den anforte optagelse eller retention, nir det
paferes ved gennemtrengningsbehandlingen. Tratestemnet vejes og males. Gennemtraengningsbehandlingen
skal ske som anfert for anvendelsen af beskyttelsesmidlet pa tree til brug i brugsklasse 4 eller 5. Emnet vejes
igen efter behandling, og beskyttelsesmidlets retention (kg/m?) beregnes ud fra ligningen:

Masse efter behandling (kg) - Masse for behandling (kg) " Oplesningens koncentration ( % masse/ masse)

Testemnevolumen (m?) 100

29. Bemrk, at der i denne test kan bruges industrielt behandlet temmer (f.cks. ved vakuumtrykimpraegnering). De
anvendte fremgangsmdder registreres, og retentionen af materiale, der er behandlet pd denne madde, skal
analyseres og registreres.

Beskyttelsesmidler, der skal pdferes ved overfladebehandling

30. Overfladebehandlingen omfatter dypning, pasprejtning eller berstning af testemnerne. Processen og doseringen
(f.eks. liter/m?) ber vare som anfert for overfladebehandling med beskyttelsesmidlet.
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31. Bemerk, at der ogsd i denne test kan bruges industrielt behandlet temmer. De anvendte fremgangsmader
registreres, og retentionen af materiale, der er behandlet p& denne mdde, skal analyseres og registreres.

Konditionering af testemnerne efter behandling

32. Efter behandling konditioneres de behandlede testemner i overensstemmelse med anbefalingerne fra
leveranderen af testbeskyttelsesmidlet ifelge merkekravene for beskyttelsesmidlet eller i overensstemmelse med
kommerciel behandlingspraksis eller ifalge EN 252 Standard.

Klargering og udvelgelse af testemner

33. Efter konditioneringen efter behandling beregnes middelretentionen for gruppen af testemner, og
tre reprasentative set emner med en retention inden for 5 % af middelveerdien for gruppen udvzlges tilfeeldigt
til udvaskningsmalinger.

FREMGANGSMADE FOR EMISSIONSMALINGER FRA BESKYTTELSESMIDLET
Nedsankningsmetode

34. Testemnerne vejes og nedsenkes efterfolgende fuldstendigt i vandet, og dato og tidspunkt registreres. Karret
dakkes for at mindske fordampning.

35. Vandet udskiftes med folgende intervaller: 6 timer, 1 dag, 2 dage, 4 dage, 8 dage, 15 dage, 22 dage, 29 dage
(bemark: dette er samlede tider, ikke intervaltider). Tidspunkt og dato for vandudskiftningen og massen af vand,
der opsamles fra karret, registreres.

36. Efter hver vandudskiftning opbevares en vandpreve, hvori settet af testemner har veeret nedsanket, til senere
kemisk analyse.

37. Prevetagningsproceduren giver mulighed for at beregne profilen for mangden af emissioner i forhold til tid.
Prover opbevares under betingelser, der bevarer analysanden, f.eks. i et keleskab i merke for at mindske
mikrobiel vakst i preven for analyse.

EMISSIONSMALINGER
Behandlede prover

38. Opsamlet vand analyseres kemisk for det aktive stof ogfeller relevante nedbrydnings-/omdannelsesprodukter
efter behov.

Ubehandlede prover

39. Opsamling af vand (preven) i dette system og efterfolgende analyse af kemikalier, der var udvasket fra de
ubehandlede traprover, giver mulighed for at ansld beskyttelsesmidlets mulige emissionsrate fra ubehandlet tree.
Opsamling og analyse af vandpreven efter stadigt laeengere perioders eksponering ger det muligt at ansld
emissionsratens andringshastighed i forhold til tid. Denne analyse er en kontrolprocedure for at bestemme
testkemikaliets baggrundsniveauer i ubehandlet tree for at bekreefte, at det tree, der blev brugt som kilde til
proverne, ikke tidligere var blevet behandlet med beskyttelsesmidlet.

DATA OG RAPPORTERING
Kemiske analyser

40. Det opsamlede vand analyseres kemisk, og vandanalyseresultatet udtrykkes i passende enheder, f.eks. ug/l.
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41.

42.

43.

Rapportering af data

Alle resultater registreres Tillaegget viser et eksempel pd en foresldet registreringsformular til et set behandlede
testemner og et oversigtsskema til beregning af middelemissionsvardierne over hvert prevetagningsinterval.

Den daglige emissionsstrom i mg/m?2/dag beregnes ved at tage middelvaerdien af de tre malinger fra de tre
replikater og dividere dem med antal dages nedsankning.

Testrapport

Testrapporten skal mindst indeholde folgende oplysninger:
— navnet pd leverandaren af det testede beskyttelsesmiddel
— det testede beskyttelsesmiddels specifikke og entydige navn eller kode

— handelsnavn eller generisk navn pd den eller de aktive ingredienser med en generisk beskrivelse af
hjalpestoffer (f.eks. hjelpeoplesningsmiddel, harpiks) og sammensatningen i % m/m af ingredienserne

— den relevante retention eller afsatning (i henholdsvis kg/m?® eller [/m?), der er anfert for tra, som bruges i
kontakt med vand

— den anvendte traesort med densitet og veakstrate i ringe pr. 10 mm

— afsatning eller retention af det testede beskyttelsesmiddel og den anvendte formel til at beregne retentionen
udtrykt som 1/m? eller kg/m?

— metoden til péfering af beskyttelsesmidlet med angivelse af den anvendte behandlingsplan for en
gennemtrangningsproces og paferingsmetoden, hvis der blev benyttet overfladebehandling

— datoen for anvendelse af beskyttelsesmidlet og et sken over testemnernes fugtindhold udtrykt i procent
— anvendte konditioneringsprocedurer med angivelse af type, betingelser og varighed
— angivelse af anvendt endeforsegling og antal behandlinger

— angivelse af eventuel efterfolgende behandling af traet, f.eks. angivelse af leverander, type, egenskaber og
tilseetning af maling

— tidspunkt og dato for hver nedsaenkning, den vandmengde, som blev brugt ved hver nedsenkning af
testemnerne, og vandmangde absorberet af traeet under nedsaenkningen

— eventuel variation fra den beskrevne metode og eventuelle faktorer, der kan have péavirket resultaterne.
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Tilleg 1

Registreringsformular for testmetode

Skon over emissioner fra kemisk beskyttet tre til miljoet: laboratoriemetode for traevarer, der er i direkte
kontakt med ferskvand eller havvand

Testlaboratorium

Traebeskyttelsesmiddel

Leverander af beskyttelsesmidlet

Beskyttelsesmidlets specifikke og entydige navn eller kode

Beskyttelsesmidlets handelsnavn eller generiske navn

Hjeelpestoffer

Relevant retention for tra brugt i kontakt med vand

Anvendelse

Anvendelsesmetode

Anvendelsesdato

Formel anvendt til beregning af retentionen:

Konditioneringsmetode

Konditioneringens varighed

Endeforsegling [ antal behandlinger

Efterbehandling

Hvis denne oplysning er relevant

Proveemner

Traesorter

Traeets densitet

(minimum ... middelveerdi ... maksimum)

Vakstrate (ringe pr. 10 mm)

(minimum ... middelveerdi ... maksimum)

Vandindhold
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Testopstillinger (*) Retention (f.eks. kg/m?)

Behandlet »x« Middelverdi og standardafvigelse eller -omrdde for 5 em-
ner

Behandlet »y« Middelvardi og standardafvigelse eller -omrdde for 5 em-
ner

Behandlet »z« Middelveerdi og standardafvigelse eller -omrade for 5 em-
ner

Ubehandlet

Variation i testmetodeparametre f.eks. vandkvalitet, testemnernes dimensioner osv.

(*) x,y, z reprasenterer de tre kontraprover




Emnemasse Vandoptagelse Vandprove
Klokkeslzt Vandud-skift-
nng B(il?dl:idelﬁt Ubehandlet B&iﬁggt Ubehandlet Testvand X y z
Dato: g g g g nr. pH pH pH pH
Starttids-
punkt
6 t. 1
24 t. 2
2d 3
4d 4
8d 5
15d 6
22d 7
29d 8

YIv[¥s 1

[va ]

apuapi] suorup aysiedomnyg usq

910C°¢’1L



Der udfeerdiges separate tabeller for hver aktiv ingrediens

Klokkeslet

Vandud-skift-
ning

Analyseresultater

Ubehandlede emner

Behandlede emner

Dato:

Koncentration
af aktivt stof i
vand

mg/l

Udledt
mangde
mg/m?

Emissions-rate
mg/m?/d

Koncentration af aktivt stof i

vand

Udledt mangde

Emissionsrate

VA

Middel X

Middel

Middel

mg/l

mg/l

mg/l

mg|l mg/m?

mg/m? | mg/m?

mg/m?

mg/m?/d

mgfm/d | mgJm?/d

mg/m?/d

6 t.

24 t.

2d

4d

8d

15d

224d

29d

Bemerk: Da resultater fra ubehandlede prover méske skal bruges til at korrigere emissionsrater fra behandlede prever, anfores ubehandlede resultater forst, og alle vaerdier for

behandlede prover vil vaere »korrigerede vaerdier«. Der kan ogsa vare en korrektion for den oprindelige vandanalyse.

910C°¢’L

[va ]

apuapi] suorup aysiedomny usq

SIP[vS 1
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Tilleg 2

Definitioner

Kemikalie: et stof eller en blanding.

Testkemikalie: Alle stoffer eller blandinger, der testes ved hjelp af denne testmetode.
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C.46. BIOAKKUMULERING I BENTISKE OLIGOCHAETER, DER LEVER I SEDIMENT

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 315 (2008). Dyr, der lever i og af sedimenter, kan
eksponeres for sedimentbundne stoffer (1). Blandt disse sedimentadere spiller akvatiske oligochaeter en vigtig
rolle i bunden af de akvatiske systemer. De lever i sedimentet og reprasenterer ofte de hyppigst forekommende
arter, iser i habitater med miljgbetingelser, som er negative for andre dyr. Ved bioturbation af sedimentet og
som byttedyr kan disse dyr have en sterk indvirkning pé biotilgaengeligheden af sidanne stoffer for andre
organismer, f.eks. bentivore fisk. I modsatning til epibentiske organismer, graver endobentiske akvatiske
oligochaeter sig ned i sedimentet og indtager sedimentpartikler under sedimentoverfladen. Af den grund
eksponeres disse organismer for stoffer ad mange optagelsesveje, bl.a. direkte kontakt, indtagelse af forurenede
sedimentpartikler, porevand og overliggende vand. Nogle arter af terrestriske oligochaeter, som i gjeblikket
anvendes i forbindelse med ekotoksikologiske test, er beskrevet i tilleg 6.

2. De parametre, der karakteriserer bioakkumuleringen af et stof, omfatter forst og fremmest bioakkumulerings-
faktoren (BAF), hastighedskonstanten for optagelse fra sediment (k) og hastighedskonstanten for eliminering
(k). Detaljerede definitioner pa disse parametre kan ses i tilleg 1.

3. For at vurdere stoffers bioakkumuleringsevne generelt og undersage bioakkumuleringen af stoffer, som deler sig
i eller pa sedimenter, er der behov for en rumspecifik testmetode (1)(2)(3)(4).

4. Denne testmetode har til formél at vurdere bioakkumulering af sedimenttilknyttede stoffer i endobentiske
oligochaeter. Testkemikaliet tilseettes til sedimentet. Brug af forurenet sediment skal simulere et sediment, der er
kontamineret.

5. Denne metode er baseret pd eksisterende testmetoder for sedimenttoksicitet og bioakkumulering, (1)(4)(5)(6)(7)
(8)(9). Andre nyttige dokumenter er: droftelser og resultater af en international workshop (11) og resultatet af
en international ringtest (12).

6. Denne test galder for stabile, neutrale organiske stoffer, som normalt binder sig til sedimenter. Bioakkumulering
af sedimentbundne, stabile metallo-organiske forbindelser kan ogsd males med denne metode (12). Den kan
ikke anvendes pd metaller og andre sporstoffer (11) uden modifikation af testdesignet med hensyn til substrat-
og vandmangder og muligvis vavsprovestorrelse.

FORUDSATNING OG INFORMATION OM TESTKEMIKALIET

7. Der findes i gjeblikket kun nogle fd indarbejdede kvantitative struktur-aktivitetsrelationer (QSAR) vedrerende
bioakkumulering (14). Den mest udbredte relation er korrelationen mellem henholdsvis bioakkumulering og
biokoncentration af stabile organiske stoffer og deres lipofilicitet (udtrykt som logaritmen af octanol/vand-
fordelingskoefficienten (log K,,), (se definition i tilleg 1), som er blevet udviklet til beskrivelse af en stofs
fordeling mellem vand og fisk. Der er ogsd fastsldet korrelationer for sedimentmiljeet ved hjalp af denne
relation (15)(16)(17)(18). Log K, -log BCF-korrelationen kan som en vasentlig QSAR vere nyttig til et
forelebigt sken over sedimentbundne stoffers bioakkumuleringspotentiale. BAF kan dog blive pavirket af
testorganismens fedtindhold og sedimentets organiske kulstofindhold. Derfor kan den organiske kulstof-
vandfordelingskoefficient (K ) maske ogsd benyttes som en vigtig determinant for sedimentbundne organiske
stoffers bioakkumulering.

8.  Denne test kan anvendes pa:

— stabile organiske stoffer med log K  -vardier mellem 3,0 og 6,0 (5)(19) og ekstremt lipofile stoffer med en
log K., pd mere end 6,0 (5)

— stoffer, som tilherer en klasse af organiske stoffer, der er kendt for deres bioakkumuleringspotentiale i
levende organismer, f.eks. overfladeaktive stoffer eller staerkt adsorptive stoffer (f.eks. hgj K ).
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10.

11.

12.

13.

Oplysninger om testkemikaliet, sdsom sikkerhedsforanstaltninger, korrekte oplagringsbetingelser og stabilitet
samt analysemetoder, ber indhentes, for undersggelsen indledes. Vejledning om stoffer, der er vanskelige at teste
som folge af deres fysisk-kemiske egenskaber, findes i (20) og (21). Fer man udferer en test for bioakkumulering
med akvatiske oligochaeter, skal der foreligge folgende oplysninger om testkemikaliet:

— generisk navn, kemisk navn (fortrinsvis IUPAC-navn), strukturformel, CAS-nummer, renhed
— vandopleselighed [testmetode A.6 (22)]

— octanol/vand-fordelingskoefficient, K  [testmetode A.8 og A.24] (22)];

ow

— sediment/vand-fordelingskoefficient, udtrykt som Kj eller K _ [testmetode C.19 (22)]
— hydrolyse [testmetode C.7 (22)]

— fototransformation i vand (23)

— damptryk [testmetode A.4 (22)]

— let bionedbrydelighed [testmetode C.4 og C.29 (22)]

— overfladespaending [testmetode A.5 (22)]

— kritisk micellekoncentration (24).

Herudover vil felgende oplysninger vare relevante — hvis de foreligger:

— bionedbrydning i vandmiljget [testmetode C.24 og C.25 (22)]

— Henrys lovkonstant.

Radioaktivt markede testkemikalier kan gore analyse af vand- og sedimentprever samt biologiske praver lettere
og kan benyttes til at afgere, om der skal foretages identifikation og kvantitativ bestemmelse af nedbrydnings-
produkter. Den her beskrevne metode blev valideret i en international ringtest (12) for “C-markede stoffer. Hvis
det samlede indhold af radioaktivt materiale males, er bioakkumuleringsfaktoren (BAF) baseret pd det
oprindelige stof, inklusive eventuelt tilbageholdte nedbrydningsprodukter. Det er ogsd muligt at kombinere en
metabolismeundersggelse med en bioakkumuleringsundersogelse gennem analyse og kvantitativ bestemmelse af
den procentvise andel af oprindeligt stof og nedbrydningsprodukterne heraf i prover, som tages ved
afslutningen af optagelsesfasen, eller ndr bioakkumuleringen er pa sit hejeste niveau. Under alle
omstaendigheder anbefales det, at BAF-beregningen baseres pd koncentrationen af det oprindelige stof i
organismerne og ikke kun pa det samlede indhold af radioaktivt restmateriale.

Ud over testkemikaliets egenskaber er andre nedvendige oplysninger toksiciteten for de oligochaetarter, der skal
anvendes i testen, sdsom en gennemsnitlig dedelig dosis (LC,,) for den tid, der er nedvendig til optagelsesfasen,
for at sikre, at valgte eksponeringskoncentrationer er meget lavere end de toksiske niveauer. Der anvendes
fortrinsvis toksicitetsvaerdier fra langvarige forseg vedrerende subletale effektparametre, hvis de foreligger (EC;).
Foreligger disse data ikke, kan en akut toksicitetstest under de samme betingelser som testbetingelserne for
bioakkumulering eller toksicitetsdata om andre surrogatarter vaere nyttige oplysninger.

Der skal foreligge en passende analysemetode med kendt ngjagtighed, pracision og felsomhed til kvantitativ
bestemmelse af stoffet i testoplasningerne, i sedimentet og i det biologiske materiale, oplysninger om, hvordan
praver forberedes og opbevares, samt sikkerhedsdatablade for materialer. Teststoffets detektionsgrenser i vand,
sediment og ormevev ber ogsd vare kendt. Hvis der anvendes et radioaktivt maerket teststof, skal den
specifikke radioaktivitet (dvs. Bq mol- '), det radioaktivt merkede atoms position og den procentdel af
radioaktiviteten, der skyldes urenheder, ogsd vare kendt. Teststoffets specifikke radioaktivitet ber veere sd hgj
som muligt for at pavise sd lave testkoncentrationer som muligt (11).

Oplysninger om kendetegnene for det sediment, der skal anvendes (f.cks. oprindelsen af sedimentet eller dets
bestanddele, porevandets pH-vardi og ammoniakkoncentration (sediment fra marker), organisk kulstofindhold
(TOCQ), partikelstorrelsesfordeling (procent sand, silt og ler og procent tervagt), bor ogsa vere tilgengelige (6).
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PRINCIP FOR TESTEN

14. Testen bestar af to faser: optagelsesfasen (eksponering) og elimineringsfasen (eftereksponering). I optagelsesfasen
bliver ormene eksponeret for sediment tilsat teststoffet overhaldt med rekonstitueret vand og eventuelt
akvilibreret (11). Grupper af kontrolorme holdes under identiske betingelser uden teststoffet.

15. Til elimineringsfasen overfores ormene til et sediment-vandsystem uden teststof. En elimineringsfase er
nedvendig for at fa oplysninger om, ved hvilken hastighed teststoffet udskilles af testorganismerne (19)(25). En
elimineringsfase er altid pakravet, medmindre optagelsen af teststoffet i eksponeringsfasen har varet ubetydelig
(f.eks. hvis der ikke er nogen statistisk forskel mellem koncentrationen af teststoffet i test- og kontrolormene).
Hvis der ikke er ndet en steady state i optagelsesfasen, kan bestemmelsen af kinetikken — BAF,, hastigheds-
konstanten/-konstanterne for optagelse og eliminering — ske ved hjelp af resultaterne af elimineringsfasen.
ZAndringer i koncentrationen af teststoffet i/pd ormene overvages i lobet af begge faser i testen.

16. I optagelsesfasen foretages der malinger, indtil BAF har ndet et plateau eller en steady state. Som standard varer
optagelsesfasen 28 dage. Erfaringer fra praksis har vist, at en 12-14-dages optagelsesfase er tilstrackkelig til, at
flere stabile, neutrale organiske stoffer kan na steady state (6)(8)(9).

17. Hvis steady state imidlertid ikke nds inden for 28 dage, pabegyndes elimineringsfasen ved at overfore
eksponerede oligochaeter til beholdere indeholdende det samme medium uden teststoffet. Elimineringsfasen
afsluttes, enten nar der er mlt en koncentration pd 10 % i ormene pa optagelsesfasens dag 28 ns eller efter en
maksimal varighed pd 10 dage. Restkoncentrationen i ormene ved afslutningen af elimineringsfasen registreres
som et supplerende endepunkt, feks. som ikkeeliminerede restkoncentrationer. Bioakkumuleringsfaktoren
(BAF,) beregnes fortrinsvis bdde som forholdet mellem koncentrationen i ormene (C,) og i sedimentet (C,) ved
tilsyneladende steady state og som en kinetisk bioakkumuleringsfaktor, BAF, som forholdet mellem hastigheds-
konstanten for optagelse fra sediment (k) og hastighedskonstanten for eliminering (k,), idet kinetikken antages
at vare af forste orden. Hvis der ikke er opndet steady state inden for 28 dage, beregnes BAF, ud fra hastigheds-
konstanten/-konstanterne for optagelse og eliminering. Se beregning i tilleg 2. Hvis der ikke kan anvendes
kinetik af forste orden, mé der benyttes mere komplekse modeller (tilleg 2 og reference (25)).

18. Huvis der ikke opnds steady state inden for 28 dage, kan optagelsesfasen eventuelt forlaenges, sd grupper af
eksponerede orme om muligt kan underkastes yderligere malinger, indtil der steady state er ndet. Sidelgbende
ber elimineringsfasen dog pabegyndes pd optagelsesfasens dag 28.

19. Hastighedskonstanten for optagelse, hastighedskonstanten for eliminering (eller konstanterne, hvis der anvendes
mere komplekse modeller), den kinetiske bioakkumuleringsfaktor (BAF,) og s vidt muligt konfidensgranserne
for hver af disse parametre beregnes ud fra computerbaserede modelligninger (se modeller i tilleg 2). En models
tilpasningsgrad kan bestemmes ud fra korrelationskoefficienten eller determinationskoefficienten (koefficienter
taet pd en indicerer god tilpasning).

20. For at reducere variabiliteten i testresultater for organiske stoffer med hej lipofilicitet, ber bioakkumulerings-
faktorer yderligere udtrykkes i forhold til testorganismernes fedtindhold og til det organiske kulstofindhold
(TOQ) i sedimentet (biota-sedimentakkumuleringsfaktor eller BSAF i kg sediment TOC kg~ ! fedtindhold i orm).
Denne tilgang er baseret pd erfaringer og teoretiske korrelationer for vandmiljget, hvor der — for nogle kemiske
klasser — er et klart forhold mellem et stofs bioakkumuleringsevne og dets lipofilicitet, som er blevet klart
fastslet for fisk som modelorganismer (14)(25)(27). Der er ogsé et forhold mellem testfiskens fedtindhold og
den observerede bioakkumulering af disse stoffer. For bentiske organismer er der konstateret lignende
korrelationer, feks. (15)(16)(17)(18). Hvis tilstreekkeligt ormevav er tilgengeligt, kan testorganismernes
fedtindhold bestemmes pd det samme biologiske materiale som det, der benyttes til bestemmelse af
koncentrationen af teststoffet. Det er dog praktisk i det mindste i starten eller — fortrinsvis — ved afslutningen
af optagelsesfasen at benytte akklimatiserede kontroldyr til méling af fedtindholdet, som herefter kan bruges til
at normalisere BAF-vaerdierne.
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TESTENS VALIDITET

21. Testens validitet forudsatter folgende:

— Den akkumulerede dedelighed for ormene (kontroller og behandlinger) indtil testens afslutning mé ikke
overstige 20 % af det oprindelige antal.

— For at sikre maksimal eksponering ber det endvidere pavises, at ormene graver sig ned i sedimentet. Se
yderligere oplysninger i punkt 28.

BESKRIVELSE AF METODEN
Testarter

22. Flere arter af akvatiske oligochaeter kan anvendes til testen. De mest almindeligt anvendte arter er anfert i
tilleg 6.

23. Toksicitetstest (96 h, kun i vand) ber foretages med jevne mellemrum (f.eks. hver maned) med et toksisk
referencestof som kaliumchlorid (KCl) eller kobbersulfat (CuSO,) (1) for at péavise testdyrenes sundhedstilstand
(1)(6). Foretages der ikke referencetoksicitetstest med jaevne mellemrum, ber det parti organismer, som skal
anvendes i en sedimentbioakkumuleringstest, kontrolleres under anvendelse af et toksisk referencestof. Maling af
fedtindholdet kan ogsd give nyttig information om dyrenes tilstand.

Dyrkning af testorganismer

24. For at have et tilstraekkeligt antal orme til at foretage bioakkumuleringstest kan det vare nedvendigt at holde
ormene i en permanent laboratoriekultur for enkeltarter. Laboratoriedyrkningsmetoder for udvalgte testarter er
opsummeret i tilleg 6. Se naermere oplysninger i reference (8)(9)(10)(18)(28)(29)(30)(31)(32).

Apparater

25. Det skal omhyggeligt undgds, at der i nogen dele af udstyret anvendes materialer, som kan opleses eller
absorbere teststofferne eller afgive andre stoffer og have en skadelig virkning pa testorganismerne. Der kan
benyttes rektangulaere eller cylindriske standardbeholdere af kemisk inert materiale og passende storrelse i
forhold til mangden af forsggsorm. Det ber undgds at bruge blede plastslanger til administration af vand og
luft. Der ber bruges polytetrafluorethylen, rustfrit stal ogfeller glas til alt udstyr, der kommer i berering med
testmedierne. For stoffer med hej adsorptionskoefficient, sdsom syntetiske pyrethroider, kan det vere
nedvendigt at bruge silancoatet glas. I sddanne tilfeelde skal udstyret kasseres efter brug (5). For radioaktivt
markede teststoffer og for flygtige stoffer ber stripning og udstremning af det strippede testkemikalie
ombhyggeligt undgds. Udskillere (f.eks. gasvaskeflasker af glas) med egnede absorbenter benyttes til at
tilbageholde eventuelle reststoffer, der fordamper fra testbeholderne (11).

Vand

26. Overliggende vand skal vare af en sddan kvalitet, at testarten kan overleve akklimatiserings- og testperioden,
uden at deres udseende eller adfeerd bliver unormal. Rekonstitueret vand ifelge testmetode C.1 (25) ber bruges
som overliggende vand i testene samt i laboratoriedyrkning af orme. Det har vist sig, at flere testarter kan
overleve, vokse og formere sig i denne type vand (8), og der opnds maksimal standardisering af test- og
kulturbetingelser. Vandet ber som minimum vzare karakteriseret ved pH, ledningsevne og hérdhed. En analyse af
vandet for mikroforurenere inden anvendelse kan give nyttige oplysninger (tilleeg 4).

27. Vandet ber veare af konstant kvalitet under hele testen. Det overliggende vands pH-vardi ber ligge pé 6-9. Den
samlede hdrdhed ber ligge pd 90-400 mg CaCO, pr. liter ved pédbegyndelse af testen (7). pH- og
hardhedsomrader i det navnte rekonstituerede vand er anfort i testmetode C.1 (25). Hvis der er formodning om
en interaktion mellem hdrdhedsioner og teststoffet, anvendes vand med lavere hirdhed. I tilleg 4 sammenfattes
de gvrige kriterier for acceptabelt fortyndingsvand i henhold til OECD TG 210 (34).
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Sediment

28. Sedimentet skal vere af en sddan kvalitet, at testorganismerne kan overleve og helst forplante sig i
akklimatiserings- og testperioden, uden at deres udseende eller adferd bliver unormal. Ormene ber grave sig
ned i sedimentet. Graveadfaerd kan have indflydelse pa eksponeringen og dermed pé BAF. Derfor ber testorga-
nismernes undgdelse af sediment eller graveadferd registreres, hvis uklarhed i det overliggende vand giver
mulighed for sddanne observationer. Ormene (kontrol- og behandlingsgrupper) ber grave sig ned i sedimentet
inden for en periode pd 24 timer efter tilseetning til testbeholderne. Séfremt der observeres manglende
nedgravning eller undgéelse af sediment (f.eks. over 20 % i mere end halvdelen af optagelsesfasen), viser dette
enten, at testbetingelserne ikke er hensigtsmassige, eller at testorganismerne ikke er sunde, eller ogsd at
koncentrationen af teststoffet fremkalder denne adfeerd. I sd fald ber testen stoppes og gentages pd bedre
betingelser. Der kan opnds yderligere oplysninger om indtagelse af sediment ved anvendelse af de metoder, der
er beskrevet i (35)(36), som indeholder nermere oplysninger om indtagelse af sediment og partikelselektion i
testorganismerne. Eventuel tilstedeverelse eller fravear af fakale pellets pa sedimentoverfladen, som indikerer, at
ormene indtager sedimentet, registreres og tages i betragtning ved fortolkningen af testresultaterne med hensyn
til eksponeringsveje.

29. Et syntetisk sediment baseret pd den kunstige jord, der er beskrevet i testmetode C.8 (40), anbefales til brug i
bade test og laboratoriedyrkning af ormene (tilleg 5), da naturlige sedimenter af passende kvalitet maske ikke er
tilgeengelig hele &ret. Endvidere kan hjemmehorende organismer samt den mulige tilstedeverelse af
mikroforurenere i naturlige sedimenter pavirke testen. Flere testarter kan overleve, vokse og formere sig i det
kunstige sediment (8).

30. Det kunstige sediment ber som minimum karakteriseres ved bestanddelenes oprindelse, kornsterrelsesfordeling
(procent sand, silt og ler), organisk kulstofindhold (TOC), vandindhold og pH. Méling af redoxpotentiale er
valgfri. Naturligt sediment fra uforurenede steder kan dog bruges som test- ogfeller dyrkningssediment (1).
Naturlige sedimenter karakteriseres ved mindst oprindelse (opsamlingssted), pH og ammoniak i porevandet,
organisk kulstofindhold (TOC), partikelstarrelsesfordeling (procent sand, silt og ler) samt vandindhold i procent
(6). Séfremt der forventes ammoniakudvikling, ber det naturlige sediment inden tilsetning af teststoffet desuden
konditioneres i syv dage under de betingelser, der anvendes i den efterfolgende test. Ved udlebet af denne
konditioneringsperiode, fjernes og kasseres det overliggende vand. En analyse af sedimentet eller dets
bestanddele for mikroforurenere inden anvendelse kan give nyttige oplysninger.

Fremstilling

31. Handtering af naturlige sedimenter inden brug i laboratoriet er beskrevet i (1)(6)(44). Fremstilling af syntetisk
sediment er beskrevet i tilleg 5.

Opbevaring

32. Opbevaringen af naturlige sedimenter i laboratoriet ber vare sd kort som mulig. U.S. EPA (6) anbefaler en
opbevaringsperiode pa hgjst 8 uger ved 4 * 2 °C i morke. Der ma ikke vaere headspace over sedimentet i
opbevaringsbeholderne. Tilleg 5 indeholder anbefalinger for opbevaring af syntetisk sediment.

Tilforsel af teststoffet

33. Testkemikaliet tilsattes til sedimentet. Spiking-proceduren indebarer, at en eller flere af sedimentets bestanddele
coates med teststoffet. Feks. kan kvartssandet eller en del af det (f.eks. 10 g kvartssand pr. testbeholder)
gennemvaedes med en oplesning af teststoffet i et egnet oplesningsmiddel, som langsomt inddampes til terhed.
Den overfladebehandlede andel blandes derefter med det vdde sediment. Den mangde sand, der findes i
teststof- og sandblandingen, skal tages i betragtning, ndr sedimentet fremstilles, dvs. sedimentet skal saledes
fremstilles med mindre sand (6).
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34. Med et naturligt sediment kan teststoffet tilsaettes ved spiking af en terret del af sedimentet som beskrevet
ovenfor for det kunstige sediment eller ved omrering af teststoffet i det vide sediment med efterfolgende
afdampning af eventuelt oplesningsmiddel. Egnede oplesningsmidler til spiking af vddt sediment er ethanol,
methanol, ethylenglycolmonomethylether, ethylenglycoldimethylether, dimethylformamid eller triethylenglycol
(5)(34). Oplosningsmidlets toksicitet og flygtighed samt oploseligheden af teststoffet 1 det valgte
oplesningsmiddel ber vare de primare kriterier ved valget af en egnet opleselighedsfremmer. Supplerende
vejledning om spiking-procedurer findes i Environment Canada (1995) (41). Det sikres, at det teststof, der
tilseettes til sediment, fordeles grundigt og jevnt i sedimentet. Replikerede delprogver af det spikede sediment ber
analyseres for at kontrollere koncentrationerne af teststoffet i sedimentet og bestemme homogenitetsgraden i
testkemikaliets fordeling.

35. Nar det spikede sediment med overliggende vand er blevet fremstillet, afventes det, at teststoffet fordeler sig
mellem sedimentet og den vandige fase. Dette ber ske under de temperatur- og beluftningsforhold, der anvendes
i testen. Tiden til opndelse af ligevaegt (eckvilibrering) athanger af det pagaldende sediment og stof og kan veare
fra timer til dage og i sjeldne tilflde flere uger (4-5 uger) (28)(42). I denne test afventes ligevaegt ikke, men en
akvilibreringstid pa 48 timer til syv dage anbefales. Athengigt af forsegets formadl, hvis f.eks. miljeforholdene
skal efterlignes, kan det spikede sediment akvilibreres eller @ldes i lengere tid (11).

UDFQRELSE AF TESTEN

Indledende test

36. Det kan vere nyttigt at gennemfore et indledende eksperiment med henblik pd at optimere testbetingelserne for
den endelige test, f.eks. valg af koncentration(er) af teststoffet og lengden af optagelses- og elimineringsfasen.
Ormenes adferd, f.eks. undgéelse af sediment, dvs. at ormene slipper ud af sedimentet, hvilket som kan skyldes
teststoffet ogfeller selve sedimentet, observeres og registreres under en indledende test. Undgéelse af sediment
kan ogsd bruges som en subletal parameter i en indledende test til at ansld, hvilke(n) koncentration(er) af
testkemikaliet der skal anvendes i en bioakkumuleringstest.

Eksponeringsbetingelser

Optagelsesfasens lengde

37. Testorganismerne eksponeres for teststoffet i lobet af optagelsesfasen. Den forste prove tages 4-24 timer efter
optagelsesfasens begyndelse. Optagelsesfasen ber vare op til 28 dage (1)(6)(11), medmindre det kan godtgeres,
at der inden da er indtrddt ligevaegt. Der opstér steady state, ndr: (i) en afbildning af bioakkumuleringsfaktorerne
i hver prevetagningsperiode mod tid er parallel med tidsaksen, (i) tre successive analyser af BAF foretaget pad
prover udtaget med intervaller pd mindst to dage og hejst varierer £ 20 % fra hinanden, og (iii) der ikke er
vasentlige forskelle mellem de tre provetagningsperioder (baseret pd statistiske sammenligninger, f.eks.
variansanalyse og regressionsanalyse). Hvis steady state ikke er opndet inden 28 dage, kan optagelsesfasen
afsluttes ved at pabegynde elimineringsfasen, og BAF, kan beregnes ud fra hastighedskonstanterne for optagelse
og eliminering (se ogsd punkt 16-18).

Elimineringsfasens lengde

38. Den forste prove udtages 4-24 timer efter starten af elimineringsfasen, da der i den forste periode kan ske
hurtige andringer i vaevsrester. Det anbefales at afslutte elimineringsfasen, enten ndr koncentrationen af
teststoffet er under 10 % af steady-state-koncentrationen eller efter hgjst 10 dage. Restniveauet i ormene ved
afslutningen af elimineringsfasen registreres som et supplerende endepunkt. Periodens lengde kan f.eks.
bestemmes af, hvor lenge koncentrationen af teststoffet i ormene er hgjere end detektionsgransen.
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Testorganismer

Antal testorme

39. Antallet af orme pr. prove skal give en ormevavsmasse, der sikrer, at massen af teststof pr. preve i henholdsvis
begyndelsen af optagelsesfasen og ved afslutningen af elimineringsfasen er vasentligt hejere end
detektionsgraensen for teststoffet i biologisk materiale. P4 de naevnte trin i optagelses- og elimineringsfaserne er
koncentrationen i testorganismerne normalt relativt lav (6)(8)(18). Eftersom den individuelle veegt hos mange
arter af akvatiske oligochaeter er meget lav (5-10 mg vidveegt pr. individ for Lumbriculus variegatus og Tubifex
tubifex), kan ormene i en given replikattestbeholder samles med henblik pd vejning og analyse for testkemikalie.
For testarter med hejere individuel vagt (f.eks. Branchiura sowerbyi) kan der anvendes replikater, som
indeholder et individ, men i disse tilfeelde ber antallet af replikater gges til fem pr. provetagningssted (11). Det
skal dog bemarkes, at B. sowerbyi ikke var med i ringtesten (12) og derfor ikke anbefales som en foretrukken
art til metoden.

40. Orme af lignende storrelse bar anvendes (for L. variegatus se tilleg 6). De ber komme fra samme kilde og ber
vare voksne eller store dyr af samme aldersklasse (se tilleg 6). En organismes vagt og alder kan have en
vasentlig virkning pd BAF-verdierne (f.eks. pd grund af forskelligt fedtindhold ogfeller tilstedeverelse af ag).
Disse parametre registreres ngjagtigt. For at mdle middelvaegten (vdd og ter) vejes en delprove af orme for
pabegyndelse af testen.

41. Med Tubifex tubifex og Lumbriculus variegatus, forventes formering i testperioden. Manglende formering i en
bioakkumuleringstest registreres og tages i betragtning ved fortolkning af testresultaterne.

Belastning

42. Hoje forhold mellem sediment og orme og mellem vand og orme ber benyttes til at minimere reduktionen af
teststoffets koncentration i sedimentet i optagelsesfasen og undgé fald i koncentrationen af oplest ilt. Den valgte
belastningsgrad ber ogsd svare til den valgte arts naturligt foreckommende populationstaethed (43). F.eks.
anbefales for Tubifex tubifex en belastningsgrad pa 1-4 mg ormevev (vidvegt) pr. gram vadt sediment (8)(11). I
henhold til reference (1) og (6) anbefales en belastningsgrad pd < 1 g tervagt ormevav pr. 50 g organisk
kulstof i sedimentet for L. variegatus.

43. De orme, der skal bruges i en test, fjernes fra kulturen ved at sigte dyrkningssedimentet. Dyrene (voksne eller
store orme uden tegn pd nylig fragmentering) flyttes til glasskéle (f.eks. petriskdle), som indeholder rent vand.
Hvis testbetingelserne adskiller sig fra dyrkningsbetingelserne, ber en akklimatiseringsfase pd 24 timer veare
tilstreekkelig. Inden vejning fjernes overskydende vand fra ormene. Dette kan ske ved forsigtigt at anbringe
ormene pd et stykke forhdndsfugtet filtrerpapir. Det kan ikke anbefales at bruge absorberende papir til at torre
ormene, da dette kan stresse eller skade dem. Brunson et al. (1998) anbefaler at anvende ikkeduppede orme pa
ca. 1,33 gange mélbiomassen. Disse ekstra 33 % svarer til forskellen mellem duppede og ikkeduppede orme
(28).

44. Ved starten af optagelsesfasen (testens dag 0) fjernes testorganismerne fra akklimatiseringsbeholderen og
fordeles tilfaeldigt til beholdere (f.eks. petriskdle), der indeholder rekonstitueret vand, idet der tilsattes grupper
pa to orme til hver beholder, indtil hver beholder indeholder 10 orme. Hver af disse grupper af orme overfores
herefter tilfeeldigt til separate testbeholdere, f.eks. ved hjelp af en bled stiltang. Testbeholderne inkuberes
efterfolgende under testbetingelser.

Fodring

45. 1 lyset af det kunstige sediments lave naringsstofindhold ber sedimentet justeres med en fodekilde. For ikke at
undervurdere eksponeringen af testorganismerne, f.eks. ved selektivt at fodre med ikkeforurenet fede, ber den
fode, som er nedvendig for testorganismernes formering og vekst, tilsattes til sedimentet en gang for eller
under tilsetningen af testkemikaliet (se tilleg 5).
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Sediment-vandforhold

46. Det anbefalede sediment-vandforhold er 1:4 (45). Dette forhold anses for egnet til at opretholde iltkoncentra-
tionerne pd passende niveauer og undgd opbygningen af ammoniak i det overliggende vand. Itindholdet i det
overliggende vand ber fastholdes pd en matning pd > 40 %. Det overliggende vand i testbeholderne beluftes
forsigtigt (f.eks. 2-4 bobler pr. sekund) ved hjelp af en pasteur-pipette, der er anbragt ca. 2 cm over sediment-
overfladen med henblik pa at minimere forstyrrelser af sedimentet.

Lys og temperatur

47. Lysperioden i kulturen og testen er 16 timer. Lysintensiteten i testomrdder holdes pd omkring 500-1 000 Ix.
Temperaturen ber vare 20 + 2 °C i hele testen.

Testkoncentrationer

48. En testkoncentration (sd lav som muligt) bruges til at bestemme optagelseskinetikken, men der kan bruges en
anden (hgjere) koncentration (f.eks. (46)). I sd fald udtages og analyseres der prover ved steady state eller efter
28 dage for at bekrafte den BAF-verdi, som blev mélt ved den lavere koncentration (11). Den hgjere
koncentration velges, sd negative virkninger kan udelukkes (f.eks. ved at vealge ca. 1 % af den lavest kendte
koncentration med kronisk virkning EC, som afledt af relevante kroniske toksicitetsforsgg). Den laveste
testkoncentration ber vere betydeligt hojere end detektionsgransen i sediment og biologiske prover ved den
anvendte analysemetode. Hvis teststoffets effektkoncentration ligger tat pd detektionsgraeensen, anbefales det at
bruge et radioaktivt maerket teststof med hej specifik radioaktivitet.

Behandlings- og kontrolreplikater

49. Der ber som minimum vare tre behandlingsreplikater til kinetiske malinger pr. prevetagningssted (11) i hele
optagelses- og elimineringsfasen. Supplerende replikater bruges f.eks. til valgfrie supplerende provetag-
ningsdatoer. Til elimineringsfasen klargeres et tilsvarende antal replikater med ikke-spiket sediment og
overliggende vand, sd de behandlede orme ved afslutningen af optagelsesfasen kan overfores fra de pagealdende
behandlingsbeholdere til beholdere uden behandling. Det samlede antal behandlingsreplikater ber veare
tilstreekkeligt til bdde optagelses- og elimineringsfasen.

50. Alternativt kan orme, der er valgt til provetagning i elimineringsfasen, eksponeres i en stor beholder med spiket
sediment fra samme parti som det, der blev brugt til optagelseskinetik. Det pavises, at testbetingelserne (f.cks.
sedimentdybde, sediment-vandforhold, belastning, temperatur, vandkvalitet) kan sammenlignes med de
replikater, som er valgt til optagelsesfasen. Ved afslutningen af optagelsesfasen udtages vand-, sediment- og
ormeprover fra denne beholder til analyse, og et tilstraekkeligt antal store orme, som ikke viser tegn pa nylig
fragmentering, fjernes forsigtigt og overferes til de replikater, der er klargjort til elimineringsfasen (f.cks.
10 organismer pr. replikatbeholder).

51. Hvis der ikke anvendes andet oplesningsmiddel end vand, skal der sikres mindst ni replikater af en negativ
kontrol (mindst tre udtaget ved start, tre ved afslutning af optagelsen og tre ved afslutning af elimineringen) til
biologisk analyse og baggrundsanalyse. Hvis der anvendes en opleselighedsfremmer ved tilsetning af teststoffet,
foretages der en kontrol med oplesningsmiddel (mindst tre replikater udtages ved start, tre ved afslutning af
optagelsesfasen og tre ved afslutning af elimineringsfasen). I sd fald sikres mindst fire replikater af en negativ
kontrol (uden oplesningsmiddel) til preveudtagning ved afslutning af optagelsesfasen. Disse replikater kan
sammenlignes biologisk med oplesningsmiddelkontrollen for at fi oplysninger om oplesningsmidlets mulige
indvirkning pé testorganismerne. Tilleg 3 indeholder narmere oplysninger.
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Hyppighed af malinger af vandkvaliteten

52. Som minimum males folgende vandkvalitetsparametre i det overliggende vand i optagelses- og

elimineringsfasen:

Temperatur i en beholder pé hvert behandlingsniveau pr. provetagningsdato og i en kon-
trolbeholder en gang om ugen og ved begyndelsen og afslutningen af optagel-
ses- og elimineringsperioden. Temperaturen i det omgivende medium (omgi-
vende luft eller vandbad) eller i en reprasentativ testbeholder kan ogsd regi-
streres f.eks. kontinuerligt eller en gang i timen

Indhold af oplest ilt i en beholder pé hvert behandlingsniveau og i en kontrolbeholder pr. prove-
tagningsdato udtrykt i mg/l og % ASV (luftmatningsvardi)

Luftforsyning kontrolleres mindst en gang om dagen (hverdage) og justeres eventuelt

pH i en behandlingsbeholder for hvert behandlingsniveau pr. prevetagningsdato
og i en kontrolbeholder en gang om ugen og ved begyndelsen og afslutnin-
gen af optagelses- og elimineringsperioden

Vandets samlede hardhed i mindst en behandlingsbeholder og en kontroltestbeholder ved begyndelsen
og afslutningen af optagelses og elimineringsperioden udtrykt i mg/l CaCO,

Samlet ammoniakindhold i mindst en behandlingsbeholder og en kontroltestbeholder ved begyndelsen

og afslutningen af optagelses- og elimineringsperioden udtrykt i mg/l NH,* el-
ler NH; eller samlet ammoniak-N.

Proveudtagning og analyse af orme, sediment og vand
Provetagningsplan

53. Eksempler pd provetagningsplaner for en 28-dages optagelsesfase og en 10-dages elimineringsfase findes i
tilleg 3.

54. Der udtages prover af vand og sediment fra testbeholderne med henblik pé bestemmelse af teststofkoncen-
trationen, bdde inden ormene tilsettes og under optagelses- og elimineringsfasen. Under testen bestemmes
koncentrationerne af teststof i orme, sediment og vand for at overvage fordelingen af teststoffet i testsystemets
delmiljger.

55. Udtag prever af orme, sediment og vand mindst seks gange i optagelses- og elimineringsfasen.

56. Fortsxt provetagningen, indtil der er fastsldet et plateau (steady state) (se tilleg 1) eller i 28 dage. Er plateauet
ikke ndet inden for 28 dage, pabegyndes elimineringsfasen. Ved pabegyndelse af elimineringsfasen overfores de
udvalgte orme til replikatbeholderne, der indeholder ubehandlet sediment og vand (se ogsd punkt 17-18).

Udtagning og klargering af prover

57. Udtag vandprever ved at dekantere, suge eller pipettere et tilstreekkeligt volumen til at male mangden af
teststoffet i preven.

58. Det resterende overliggende vand dekanteres eller suges omhyggeligt fra testbeholderen/-beholderne.
Sedimentprover udtages forsigtigt, sd der fordrsages minimal forstyrrelse af ormene.

59. Fjern alle orme fra testreplikatet pd provetagningstidspunktet, f.eks. ved at suspendere sedimentet med
overliggende vand og sprede indholdet af hvert replikat pd en lav bakke og udtage ormene ved hjelp af en bled
staltang. Skyl dem hurtigt med vand i et lavt glas eller en stdlbakke. Fjern overskydende vand. Overfor forsigtigt
ormene til en pé forhdnd vejet beholder, og vej dem. Afliv ormene ved frysning (f.eks. < — 18 °C). Tilstede-
varelsen og antallet af kokoner og/eller afkom registreres.
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60. Generelt skal ormene vejes og aflives umiddelbart efter prevetagningen uden en tarmtemningsfase, sd der kan
fis et konservativt BAF, der omfatter forurenet tarmindhold, og for at undgd tab af restkoncentrationer i
kroppen under en eventuel tarmtemningsperiode kun i vand (8). Kemikalier med log K , over 5 forventes ikke
at blive elimineret vasentligt i en eventuel tarmtemningsperiode kun i vand, mens kemikalier med log Kow
under 4 kan gd tabt i betydelige maengder (47).

61. I elimineringsfasen temmer ormene deres tarm i rent sediment. Dette betyder, at mélinger umiddelbart for
elimineringsfasen omfatter forurenet tarmsediment, mens storstedelen af det forurenede tarmindhold efter de
forste 4-24 timer af elimineringsfasen antages at blive udskiftet med rent sediment (11)(47). Koncentrationen i
ormene i denne prove kan herefter betragtes som vavskoncentrationen efter tarmtemning. For at tage hgjde for
det uforurenede sediments fortynding af teststofkoncentrationen i lobet af elimineringsfasen kan vaegten af
tarmindholdet estimeres ud fra forholdet mellem ormenes vidvegt/ormenes askevagt eller ormenes torvagt/
ormenes askevaegt.

62. Hyvis formélet med et bestemt forseg er at méle biotilgeengeligheden og de sande restkoncentrationer i testorga-
nismernes vav, ber mindst en delpreve af behandlede organismer (f.eks. fra tre supplerende replikatbeholdere)
herefter udtages under steady state, vejes, udtemmes i rent vand i en periode pé seks timer (47) og vejes igen
for analyse. Data om ormevagt og kropskoncentration fra denne delprove kan efterfolgende sammenlignes med
vardier opndet fra ikkeudtemte orm. De orme, som er udvalgt til méling af eliminering, udtemmes ikke, for de
overfares til rent sediment, for at minimere den ekstra stress for dyrene.

63. Vand-, sediment- og ormeprover skal helst analyseres straks (dvs. inden for 1-2 dage) efter fjernelse, s& man
undgdr nedbrydning eller andre former for tab, og sd der lgbende under testen kan beregnes omtrentlige
optagelses- og elimineringshastigheder. Ved at foretage analyserne med det samme opdager man straks, ndr et
plateau er ndet.

64. Foretages analyserne ikke med det samme, ber preverne opbevares hensigtsmaessigt. Der skal indhentes
oplysninger om stabilitet og passende opbevaringsbetingelser for det specifikke teststof (f.eks. opbevaringstid og
-temperaur, ekstraktionsfremgangsmdder osv.), inden forsgget indledes. Hvis disse oplysninger ikke foreligger, og
det anses for nedvendigt, kan spikede kontrolvaev testes samtidig for at bestemme opbevaringsstabiliteten.

Analysemetodens kvalitet

65. Da hele proceduren i vid udstreekning afhenger af analysemetodens ngjagtighed, pracision og felsomhed,
kontrolleres det eksperimentelt, at den kemiske analyse giver tilfredsstillende praecision, reproducerbarhed og
genfinding af teststoffet i bade vand-, sediment- og ormepraver for den valgte metode. Det kontrolleres tillige, at
testkemikaliet ikke kan pavises i kontrolkamrene i koncentrationer, som ligger over baggrundsniveauet. Om
nedvendigt korrigeres C, -, C- og C-vardierne for genfinding og baggrundsvardier i kontrollerne. Alle prover
handteres i hele testen pd en sddan mdde, at forurening og tab minimeres (f.eks. som folge af adsorption af
teststoffet til provetagningsudstyret).

66. Den samlede genfinding og genfindingen af teststoffet i orme, sediment, vand og — hvis de anvendes — i
udskillere med absorbenter, som kan tilbageholde fordampet teststof, registreres og rapporteres.

67. Eftersom det anbefales at avende radioaktivt markede stoffer, er det muligt at analysere for samlet radioaktivitet
(dvs. oprindelige produkter og nedbrydningsprodukter). Hvis analysen kan gennemferes, kan en kvantitativ
bestemmelse af det oprindelige stof og nedbrydningsprodukter ved steady state eller ved afslutningen af
optagelsesfasen give vigtige oplysninger. Hvis det pdtenkes at foretage disse maélinger, underkastes proverne
passende ekstraktionsprocedurer, siledes at der kan foretages en kvantitativ bestemmelse af det oprindelige stof
separat. Udger et pavist nedbrydningsprodukt en signifikant procentdel (f.eks. > 10 %) af den radioaktivitet, der
er malt i testorganismerne ved steady state eller ved afslutningen af optagelsesfasen, anbefales det at identificere
de pagzldende nedbrydningsprodukter (5).
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68. Pa grund af lav individuel biomasse er det ofte ikke muligt at bestemme teststoffets koncentration i hver enkelt
orm, medmindre der anvendes Branchiura sowerbyi (40-50 mg vddvaegt pr. orm) som testart (11). Derfor er det
acceptabelt at samle individer udtaget fra en given testbeholder, selvom det begrenser de statistiske procedurer,
der kan anvendes pé dataene. Hvis en bestemt statistisk metode og styrke er vigtige hensyn, ber testen omfatte
tilstreekkeligt mange testorganismer ogfeller replikattestkamre til, at den enskede pooling, procedure og styrke

tilgodeses (6) (7).

69. Det anbefales, at BAF udtrykkes bdde som en funktion af den samlede vidvaegt, samlede torvagt og, ndr det er
nedvendigt (f.eks. for sterkt lipofile stoffer), som en funktion af sedimentets fedtindhold og TOC. Fedtindholdet
bestemmes ved hjelp af egnede metoder (48)(49). Som standardmetode kan ekstraktion (50) med chloroform/
methanol anbefales (48). For at undgd brugen af chlorerede oplgsningsmidler kan der anvendes en ringtestet
tilpasning af Bligh og Dyer-metoden (50) som beskrevet i (51). Da de forskellige metoder ikke giver identiske
vaerdier (48), er det vigtigt at give narmere oplysninger om, hvilken metode der er benyttet. Nar det er muligt,
dvs. ndr tilstreekkeligt ormeveev er tilgaengeligt, skal fedtindholdet males pa samme prove eller ekstrakt som det,
der blev udtaget til analyse for teststoffet, eftersom lipiderne ofte skal fjernes fra ekstraktet, inden det kan
analyseres ved kromatografi (5). Det er dog praktisk i det mindste i starten eller — fortrinsvis — ved
afslutningen af optagelsesfasen at bruge akklimatiserede kontroldyr til at méle fedtindholdet, f.eks. i tre prover.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

70. Teststoffets optagelseskurve fis ved at afsatte koncentrationen i teststoffet i/pd ormene under optagelsesfasen
mod tiden (linezre akser). Hvis kurven har ndet et plateau, beregnes steady state BAF

C, ved steady state eller pd dag 28 (middel)
C, ved steady state eller pd dag 28 (middel)

71. Bestem den kinetiske bioakkumuleringsfaktor (BAFK) som forholdet ks/ke. Elimineringskonstanten (ke)
bestemmes normalt ud fra elimineringskurven (dvs. en afbildning af koncentrationen af teststoffet i ormene i
lobet af elimineringsfasen). Hastighedskonstanten for optagelse, ks, beregnes herefter ud fra optagelseskurvens
kinetik. Til at finde BAFK og hastighedskonstanterne, ks og ke, foretrakkes computerbaserede ikkelineare
parameterestimeringsmetoder (tilleeg 2). Hvis det er abenlyst, at elimineringen ikke er af forste orden, anvendes
andre modeller (25)(27)(52).

72. Biota-sedimentakkumuleringsfaktoren (BSAF) bestemmes ved normalisering af BAFK for ormenes fedtindhold
og sedimentets totale organiske kulstofindhold.

Fortolkning af resultater

73. Hvis der i testkoncentrationer méles koncentrationer ner analysemetodens detektionsgranse, skal resultaterne

fortolkes med forsigtighed.

74. Skarpe optagelses- og elimineringskurver er tegn pd bioakkumuleringsdata af hej kvalitet. Normalt ber
konfidensgranserne for BAF-vardier fra veltilrettelagte forsag ikke overstige 25 % (5).

Testrapport

75. Testrapporten skal indeholde felgende oplysninger.
Teststof

— fysisk tilstand og fysisk-kemiske egenskaber, f.eks. log K , vandopleselighed

ow’

— kemiske identifikationsdata, kilden til teststoffet, eventuelt anvendt oplesningsmiddels identitet og
koncentration

— hvis stoffet er radioaktivt maerket, de markede atomers ngjagtige position, den specifikke radioaktivitet og
den procentdel af radioaktiviteten, der skyldes urenheder.
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Testarter

— videnskabeligt navn, stamme, herkomst, eventuel forbehandling, akklimatisering, alder, sterrelse osv.
Testbetingelser:

— anvendt testprocedure (f.eks. statisk, semistatisk eller gennemstrgmningstest)

— belysningskildens art og karakteristika og belysningsperiodernes varighed

— testdesign (f.eks. antal testkamre, materiale og sterrelse, vandvolumen, sedimentmasse og -volumen,
vandudskiftningsrate (for gennemstremningsprocedurer eller semistatiske procedurer), eventuel beluftning
for og under testen, antal replikater, antal orme pr. replikat, antal testkoncentrationer, optagelses- og
elimineringsfasernes varighed, udtagningshyppighed)

— metode til klargaring og applikation af testkemikalie samt begrundelse for valg af specifik metode
— nominelle testkoncentrationer

— kilde til bestanddelene i det kunstige vand og sediment eller — hvis der anvendes naturlige medier —
vandets og sedimentets oprindelse, beskrivelse af eventuel forbehandling, resultater af eventuel pavisning af
testorganismernes evne til at leve ogfeller formere sig i de anvendte medier, sedimentets karakteristika
(porevandets pH og ammoniak (naturlige sedimenter), organisk kulstofindhold (TOC), partikelstorrelses-
fordeling (procent sand, silt og ler), procent vandindhold og eventuelt andre madlinger) og vandets
karakteristika (pH, hardhed, ledningsevne, temperatur, koncentration af oplest ilt, restindhold af chlor (hvis
malt) og eventuelt andre mélinger)

— den nominelle og mélte torvagt i % af vadveegt (eller forholdet mellem torvaegt og vadvagt) af det kunstige
sediment, den mdlte torveegt 1% af vadvegt (eller forholdet mellem torvegt og vidvagt) for
marksedimenter

— vandkvaliteten i testkamrene karakteriseres med temperatur, pH, ammoniak, samlet héirdhed og
koncentration af oplest ilt

— detaljerede oplysninger om, hvordan vand-, sediment- og ormeprover er behandlet, herunder fremstilling,
opbevaring, spiking, ekstraktion og analysemetoder (og pracision) for teststoffet og fedtindhold samt
genfinding af teststoffet.

Resultater

— dadelighed for kontrolorme og ormene i hvert testkammer og eventuelt observerede subletale effekter, bl.a.
unormal adferd (f.eks. undgdelse af sediment, tilstedevaerelse eller fravaer af fakale pellets, manglende
formering)

— den midlte torveegt i % af vadvaegt (eller forholdet mellem torvagt og vadvagt) for sedimentet og testorga-
nismerne (nyttig til normalisering)

— ormenes fedtindhold
— kurver, der viser optagelses- og elimineringskinetikken for teststoffet i ormene samt tiden til steady state

— C, C, og C, (med standardafvigelse og interval, hvis det er relevant) pd alle prevetagningstidspunkter (C,
udtrykt i g kg~ vdd- og tervegt af legemsvaegt, C, udtrykt i g kg~! vad- og tervegt af sediment og C, i mg
I- 1). Hvis der kraves en biota-sedimentakkumuleringsfaktor (BSAF, se definition i tilleg 1) (f.eks. til
sammenligning af resultaterne fra to eller flere test udfort med dyr med forskelligt fedtindhold), kan C, ogsé
udtrykkes som g kg~ fedtindhold i organismen og C, kan udtrykkes som g kg~ ! organisk kulstof (OC) i
sedimentet
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— BAF (udtrykt i kg vidt sediment kg-' vdd orm), hastighedskonstant for optagelse fra sediment k_ (udtrykt i g
vadt sediment kg~! af vdde orme d-') og hastighedskonstant for eliminering k, (udtrykt i d-1), BSAF (udtrykt
i kg sediment OC kg~! fedtindhold i orm) kan ogsé registreres

— ikkeeliminerede restkoncentrationer (NER) ved afslutningen af elimineringsfasen

— hvis det madles: procentdele af det oprindelige teststof, nedbrydningsprodukter og bundne restkoncen-
trationer (dvs. den procentdel af teststoffet, som ikke kan ekstraheres med almindelige ekstraktionsmetoder),
der er pévist i testorganismerne

— metoder, som er anvendst til statistiske dataanalyser.
Vurdering af resultater
— resultaternes overensstemmelse med validitetskriterierne i punkt 21

— uventede eller usadvanlige resultater, f.eks. ufuldstendig eliminering af teststoffet fra testorganismerne, i
sddanne tilfeelde kan resultater af et eventuelt forelabigt forseg give nyttige oplysninger.
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Tilleg 1

DEFINITIONER OG ENHEDER

Syntetisk sediment eller formuleret, rekonstitueret eller kunstigt sediment: en blanding af materialer, der bruges til
at efterligne de fysiske bestanddele i naturligt sediment.

Bioakkumulering: en koncentrationsforegelse af teststoffet i eller pd en organisme i forhold til koncentrationen af
teststoffet i det omgivende medium. Bioakkumulering er resultatet af bdde biokoncentrerings- og biomagnifikations-
processer (se nedenfor).

Bioakkumuleringsfaktoren (BAF) pd ethvert tidspunkt i denne bioakkumuleringstests optagelsesfase:
koncentrationen af teststoffet i eller pa testorganismen (Ca i g kg-1 vad- eller torvagt) divideret med koncentrationen
af teststoffet i det omgivende medium (Cs som g kg~ ' vdd- eller torvagt sediment). For at betegne C,- og C-
enhederne har BAF enhederne kg sediment kg-! orme (15).

Bioakkumuleringsfaktorer: beregnet direkte ud fra forholdet mellem hastighedskonstanten for optagelse fra
sediment divideret med hastighedskonstanten for eliminering (henholdsvis k; og ke, — se nedenfor) betegnes
kinetiske bioakkumuleringsfaktorer (BAFK).

Biokoncentration: foregelse af teststoffets koncentration i eller pd en organisme udelukkende som folge af optagelse
gennem kroppens overflade i forhold til teststoffets koncentration i det omgivende medium.

Biomagnifikation: en koncentrationsforegelse af teststoffet i eller pd en organisme primeart som folge af optagelsen
af forurenet foder eller bytte i forhold til koncentrationen af teststoffet i foder eller bytte. Biomagnifikation kan
medfare overforsel eller akkumulering af teststoffet i fedekeader.

Biota-sedimentakkumuleringsfaktoren (BSAF): den fedtindholdsnormaliserede steady state-koncentration af teststoffet
i eller pé testorganismen divideret med den organisk kulstofnormaliserede koncentration af teststoffet i sedimentet
ved steady state. C, udtrykkes da som g kg~ ' fedtindhold i organismen, og C, som g kg~ ' organisk indhold i
sedimentet.

Konditioneringsperiode: bruges til at stabilisere den mikrobielle bestanddel af sedimentet og fjerne f.eks.
ammoniak fra sedimentets bestanddele; den finder sted, inden teststoffet tilsattes til sedimentet. Normalt kasseres det
overliggende vand efter konditionering.

Eliminering af teststof: tabet af stoffet fra testorganismens vev ved aktive eller passive processer, der forekommer
uafthangigt af tilstedeveerelsen eller fravaeret af teststoffet i det omgivende medium.

Elimineringsfase: tidsrummet efter overforsel af testorganismerne fra et forurenet medium til et medium uden
teststoffet, hvor elimineringen (eller nettotabet) af stoffet fra testorganismerne undersgges.

Hastighedskonstanten for eliminering (k): den numeriske verdi, som definerer hastigheden for den reduktion af
koncentrationen af teststoffet i eller pa testorganismen, efter at testorganismerne er overfert fra et medium med
teststoffet til et medium uden dette stof; ke udtrykkes i d-1.

Zkvilibreringsperiode: skal give mulighed for fordeling af teststoffet mellem den faste fase, porevandet og det
overliggende vand; den finder sted efter tilsetning af teststoffet til sedimentet og inden tilsetning af testorganismerne.

Octanol/vand-fordelingskoefficient (K ,): forholdet mellem et kemikalies oploselighed i n-octanol og vand ved
ligevaegt, ogsd betegnet P, . Logaritmen K, (log K ) benyttes som rettesnor for et stofs potentiale for
bioakkumulering i vandorganismer.

Organisk kulstoffvand-fordelingskoefficient (K ): forholdet mellem et stofs koncentration i eller pd andelen af
organisk kulstof i sediment og stoffets koncentration i vand ved ligeveegt.

Overliggende vand: det vand, der tilsettes over sedimentet i testglasset.
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Plateau eller steady state: ligevaegten mellem de optagelses- og elimineringsprocesser, der forekommer samtidig i
lobet af eksponeringsfasen. Man taler om steady state i afbildningen af BAF i hver provetagningsperiode i forhold til
tiden, ndr kurven bliver parallel med tidsaksen, ndr tre pa hinanden felgende analyser af BAF i prover, der er udtaget
med mindst to dages mellemrum, ligger inden for 20 % af hinanden, og ndr der ikke er nogen statistisk signifikante
forskelle mellem de tre prevetagningsperioder. For testkemikalier, der optages langsomt, vil et interval pa syv dage
vare mere passende (5).

Porevand eller interstitielt vand: det vand, der optager pladsen mellem sediment- eller jordpartikler.

Hastighedskonstanten for optagelse fra sediment (k): den numeriske verdi, som definerer hastigheden for den
forggelse af koncentrationen af teststoffet i eller pé testorganismen, der folger af fasen for optagelse fra sediment. k,
udtrykkes i g sediment kg-! orme d-1.

Spiket sediment eller forurenet sediment: sediment, som testkemikaliet er tilsat.

Steady state-bioakkumuleringsfaktor (BAF,): BAF ved steady state, som ikke andres signifikant over en langere
periode, idet koncentrationen af teststoffet i det omgivende medium (C; som g kg~ ' vad- eller torvagt sediment) er
konstant i denne tidsperiode.

Optagelses- eller eksponeringsfase: det tidsrum, hvori testorganismerne eksponeres for testkemikaliet.
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Tilleg 2

Beregning af parametre for optagelse og eliminering

Den primare endepunkt i en bioakkumuleringstest er bioakkumuleringsfaktoren, BAF. Den malte BAF kan beregnes
ved at dividere koncentrationen af teststoffet i testorganismen, C,, med koncentrationen af teststoffet i sedimentet, C,
ved steady state. Hvis steady state ikke nds i optagelsesfasen, beregnes BAF pd samme made for dag 28. Det skal
angives, om BAF er baseret pd steady state-koncentrationer.

De foretrukne midler til at finde den kinetiske bioakkumuleringsfaktor (BAF,), hastighedskonstanten for optagelse fra
sediment (k) og hastighedskonstanten for eliminering (k) er at benytte computerbaserede ikkelinezre parameteresti-
meringsmetoder. P4 baggrund af tidsserierne for gennemsnitlige akkumuleringsfaktorer (C,, middelveerdier for hver
provetagningsdato/C,, middelvardier for hver provetagningsdato = AF) i optagelsesfasen baseret pa vadvagt af orme
og sediment og modelligningen

AF(t) = BAF x (1 — eke*) [ligning 1]

hvor AF(t) er forholdet mellem koncentrationen af teststoffet i orme og dets koncentration i sedimentet pa et givet
tidspunkt (t) i optagelsesfasen, beregner disse computerprogrammer verdierne for BAF,, k_ og k..

Nar steady state nds i labet af optagelsesfasen (dvs. t = o), kan ligning 1 reduceres til:

BAF = % [ligning 2]

€

hvor
k, = hastighedskonstant for optagelse i veev [g sediment kg-! orme d-]
k, = hastighedskonstant for eliminering [d-]

I 54 fald er k [k, xC, en tilgang til koncentrationen af teststoffet i ormeveayv ved steady state (C

a,ss) .

Biota-sedimentakkumuleringsfaktoren (BSAF) beregnes pa folgende made:

fu
f lip

BSAF = BAFy x

hvor foc er andelen af organisk kulstof i sediment, og flip er andelen af fedtstof i orm, begge baseret pd enten
torveegt eller vidveegt.

Pd baggrund af en tidsserie af koncentrationsverdier kan elimineringskinetikken modelleres ved hjelp af folgende
modelligninger og en computerbaseret ikkelineaer parameterestimeringsmetode.

Middelveerdien af den malte restkoncentration i kroppen ved afslutningen af optagelsesfasen anbefales som standard-
udgangspunkt. Vardien, der er modelleret/estimeret fra optagelsesfasen, benyttes kun, f.eks. hvis den malte verdi
afviger signifikant fra den modellerede restkoncentration i kroppen. Se ogsd punkt 50 om alternativ praeksponering
af orme udvalgt til eliminering. Med denne tilgang menes prover af disse praceksponerede orme pé elimineringsfasens
dag 0 at give en realistisk restkoncentration i kroppen, med hvilken elimineringskinetikken kan pabegyndes.

Hvis de datapunkter, der er afsat i forhold til tid, indikerer et konstant eksponentielt fald i koncentrationen af
teststoffet i testorganismerne, kan en etrumsmodel (ligning 4) bruges til at beskrive tidsforlebet for eliminering.

C,(t) = Cues x e~ % [ligning 3]
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Elimineringsprocesser ser undertiden ud til at vaere tofasede og udvise et hurtigt fald i C, i begyndelsen, som @ndres
til et langsommere tab af teststoffer i slutningen af elimineringsfasen (8)(19)(25)). De to faser kan fortolkes ud fra den
antagelse, at der er to forskellige rum i den organisme, hvorfra teststof gar tabt med forskellig hastighed. I sddanne
tilfeelde henvises til specifik litteratur (15) (16) (17) (25).

En torumseliminering beskrives f.eks. i felgende ligning (25):
C,=Axe ™" 4 Bxev"  [ligning 4]

A og B reprasenterer rummenes storrelse (i procent af den samlede restkoncentration i vavet), hvor A er rummet
med hurtigt tab af stof, og B er rummet med langsomt tab af teststof. Summen af A og B giver 100 % af hele dyrets
rumvolumen ved steady state. k, og k, reprasenterer de tilsvarende elimineringskonstanter [d- ']. Hvis
torumsmodellen tilpasses udskilningsdataene, kan hastighedskonstanten for optagelse k, bestemmes som folger (53)
(54):

(A x k, + B x ky) x BAF
A+B

k. = [ligning 5]
Disse modelligninger ber dog bruges med forsigtighed, isaer ndr der opstdr andringer i teststoffets biotilgaengelighed
under testen (42).

Som alternativ til modelligningerne ovenfor kan kinetikken (k, and k) ogsd beregnes i et trin ved at anvende
modellen for forsteordenskinetik pa alle data fra bdde optagelses- og elimineringsfasen samtidig. En beskrivelse af en
metode, der understotter en sidan kombineret beregning af hastighedskonstanterne for optagelse og eliminering,
findes i (55) (56) og (57).

De ikkeeliminerede restkoncentrationer (NER) beregnes som et sekundeert endepunkt ved at gange forholdet mellem
den gennemsnitlige koncentration i ormene (C,) pé dag 10 i elimineringsfasen og den gennemsnitlige koncentration i
ormene (C,) ved steady state (dag 28 i optagelsesfasen) med 100:

C, ved udlobet af eliminiering( gns.) x 100
C, ved steady state( gns.)

NER; 4% =
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Tilleg 3

Eksempel pd en prevetagningsplan for en 28-dages bioakkumuleringstest

a) Optagelsesfase (bl.a. en 4-dages akvilibreringsfase)

Dag Aktiviteter
-6 Fremstilling af tervesuspension til sediment, konditionering af suspensionen i 48 timer
-4 Spiking af sediment eller sedimentandel, blanding af alle bestanddele i sedimentet, fjernelse af sedi-

mentprover af behandlet sediment og kontrolsediment med oplesningsmiddel til bestemmelse af
teststoffets koncentration, tilsetning af overliggende vand, inkubation pa testbetingelser (ekvilibre-
ringsfase)

-3/-2 Udtagning af testorganismer fra dyrkningssystem til akklimatisering

0 Méling af vandkvalitet (se punkt 52), fjernelse af replikater til udtagning af prever af vand og sedi-
ment til bestemmelse af teststoffets koncentration, tilfeldig fordeling af orme til testkamrene, tilba-
geholdelse af et tilstraekkeligt antal delprover af orme til bestemmelse af analytiske baggrundsveer-
dier, kontrol af luftforsyning, hvis der anvendes et lukket testsystem

1 Fjernelse af replikater til preveudtagning, kontrol af luftforsyning, ormenes adfeerd, vandkvalitet (se
punkt 56), udtagning af vand-, sediment- og ormeprgver til bestemmelse af teststoffets koncentra-
tion

2 Kontrol af luftforsyning. Registrering af ormenes adferd og temperatur.

3 Samme som dag 1.

4-6 Samme som dag 2.

7 Samme som dag 1, der kompenseres om nedvendigt for fordampet vand.

8-13 Samme som dag 2.

14 Samme som dag 1, der kompenseres om nedvendigt for fordampet vand.

15-20 Samme som dag 2.

21 Samme som dag 1, der kompenseres om nedvendigt for fordampet vand.

22-27 Samme som dag 2.

28 Samme som dag 1, méling af vandkvalitet (se punkt 52), afslutning af optagelsesfase, tilbageholdelse

af et tilstraekkeligt antal delprover af orme til bestemmelse af analytiske baggrundsveerdier, vid- og
torveegt samt fedtindhold, overfersel af orme fra resterende eksponerede replikater til beholdere
med rent sediment til elimineringsfasen (ingen tarmtemning), prevetagning af vand, sediment og
orme fra oplgsningsmiddelkontroller, eventuelt provetagning af opsamlingsvesker.

Praeksponeringsaktiviteter (akvilibreringsfase) ber planlegges under hensyntagen til teststoffets
egenskaber. Hvis det er nedvendigt, konditioneres det fremstillede sediment under overliggende
vand ved 20 * 2 °C i 7 dage. I sd fald fremstilles sedimentet tidligere!

Aktiviteter beskrevet for dag 2 udferes dagligt (som minimum pd hverdage).
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b) Elimineringsfase

Dag Aktiviteter

-6 Fremstilling af tervesuspension til sediment, konditionering af suspensionen i 48 timer

-4 Blanding af alle bestanddele i sedimentet, fjernelse af sedimentprover af behandlet sediment og kon-
trolsediment med oplesningsmiddel til bestemmelse af teststoffets koncentration, tilsetning af over-
liggende vand, inkubation p4 testbetingelser.

0 (dag 28 af Miling af vandkvalitet (se punkt 52), overforsel af orme fra resterende eksponerede replikater til be-

optagelsesfa- holdere med rent sediment, efter 4-6 timer fjernelse af replikater til udtagning af vand-, sediment-

sen). og ormeprover til bestemmelse af teststoffets koncentration, tilfeldig fordeling af orme til testkam-
rene

1 Fernelse af replikater til proveudtagning, kontrol af luftforsyning, ormenes adferd, vandkvalitet (se
punkt 52), udtagning af vand-, sediment- og ormeprover til bestemmelse af teststoffets koncentra-
tion

2 Kontrol af luftforsyning. Registrering af ormenes adfeerd og temperatur.

3 Samme som dag 1.

4 Samme som dag 2.

5 Samme som dag 1.

6 Samme som dag 2.

7 Samme som dag 1, der kompenseres om nedvendigt for fordampet vand.

8-9 Samme som dag 2.

10 Samme som dag 1, afslutning af elimineringsfasen, méling af vandkvalitet (se punkt 52), provetag-

ning af vand, sediment og orme fra oplesningsmiddelkontroller, eventuelt prevetagning af opsam-
lingsveesker.

Fremstilling af sediment inden starten pd elimineringsfasen pd samme méde som inden optagelses-
fasen.

Aktiviteter beskrevet for dag 2 udferes dagligt (som minimum pé hverdage).
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Tilleg 4

Nogle fysisk-kemiske egenskaber for acceptabelt fortyndingsvand

BESTANDDEL KONCENTRATIONER

Partikler <20 mg/l
Totalt organisk kulstof <2 pgfl

Ikkeioniseret ammoniak <1 pgfl

Residualt chlor <10 pgfl
Organophosphorpesticider i alt < 50 ng/1
Total chlorerede organiske pesticider + polychlorbiphenyler < 50 ng/l
Total organisk chlor <25 ng/1

SAMMENSATNING AF DET ANBEFALEDE REKONSTITUERERDE VAND
a) Calciumchloridoplgsning

Oples 11,76 g CaCl, - 2H,0 i deioniseret vand; fortynd til 1 I med deioniseret vand
b) Magnesiumsulfatoplesning

Oples 4,93 g MgSO, - 7H,0 i deioniseret vand; fortynd til 1 1 med deioniseret vand
¢) Natriumhydrogencarbonatoplesning

Oples 2,59 g NaHCO,; i deioniseret vand; fortynd til 1 | med deioniseret vand
d) Kaliumchloridoplesning

Oples 0,23 g KCl i deioniseret vand; fortynd til 1 | med deioniseret vand

Alle kemikalier skal vere af analysekvalitet.
Det destillerede eller deioniserede vands ledningsevne mé ikke overstige 10 pScm-1.

25 ml af hver af oplesningerne a)-d) blandes, og der fortyndes til et samlet volumen pd 1 1 med deioniseret vand.
Summen af calcium- og magnesiumioner i denne oplesning er 2,5 mmol/l.

Forholdet mellem Ca- og Mg-ioner er 4:1, og forholdet mellem og Na- og K-ioner 10:1. Syrekapaciteten Ky, , i denne
oplesning er 0,8 mmol/l.

Fortyndingsvandet beluftes, indtil der er opndet iltmatning, og opbevares i ca. to dage uden yderligere beluftning
inden brug.

pH af acceptabelt vand til fortynding ber ligge i omradet 6-9.
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Tilleg 5

Syntetisk sediment — anbefalinger til fremstilling og oplagring

I modsatning til kravene i testmetode C.8 (40) anbefales det, at terveindholdet af det kunstige sediment er 2 % i
stedet for 10 % af tervaegten, sd det svarer til et lavt til moderat organisk indhold af naturlige sedimenter (58).

Procentdel torre bestanddele i det kunstige sediment:

Bestanddel Egenskaber % tort sediment

Torv Sphagnum — nedbrydningsgrad: »middel« — uden synlige 20,5
planterester og findelt (partikelstorrelse < 0,5 mm) og luftter-
ret

Kvartssand Kornsterrelse: < 2 mm, men 50 % af partiklerne skal veere 76
50-200 pm

Kaolinholdigt ler Kaolinindhold = 30 % 221

Fodekilde Folia urticae, pulveriserede blade af Urtica sp. (brendenclde), 0,4-0,5 %

findelt (partikelstorrelse < 0,5 mm) eller en blanding af pulverise-
rede blade af Urtica sp. med a-cellulose (1: 1), i overensstem-
melse med farmaceutiske standarder til konsum, ud over tert

sediment
Calciumcarbonat CaCO,, pulveriseret, kemisk rent, ud over tert sediment 0,05-1
Deioniseret vand Ledningsevne < 10 pS/cm, ud over tort sediment 30-50

Hvis der forventes hgje ammoniakkoncentrationer, f.eks. hvis testkemikaliet har vist sig at haemme nitrifikation, kan
det veere hensigtsmeassigt at erstatte 50 % af det kvealstofrige urtica-pulver med cellulose (f.eks. a-Cellulose-pulver,
kemisk rent, partikelstorrelse < 0,5 mm.).

Forberedelse

Torven luftterres og males til et fint pulver (kornsterrelse < 0,5 mm, ingen synlige planterester). Der fremstilles en
suspension af den kraevede maengde tervepulver ved hjlp af en portion deioniseret vand, som skal tilsattes til det
torre sediment (et vandvolumen pd 11,5 x tervagten af terven har vist sig egnet til at producere en torveslam (8),
der kan reres) ved brug af et hgjtydende homogeniseringsapparat.

pH-vaerdien af denne suspension justeres til 5,5 + 0,5 med CaCO,. Suspensionen konditioneres i mindst to dage med
forsigtig omrering ved 20 + 2 °C for at stabilisere pH-vardien og opnd en stabil mikrobiel komponent. pH-verdien
males igen og justeres om nedvendigt til 6,0 + 0,5 med CaCO,. Herefter blandes hele suspensionen med de ovrige
torre bestanddele under hensyntagen til en eventuel portion til spiking. Det resterende deioniserede vand tilsattes for
at fi et homogent sediment. pH-vardien males igen og justeres om nedvendigt til 6,5-7,5 med CaCO,. Hvis der
forventes udvikling af ammoniak, kan det dog vere hensigtsmassigt at holde sedimentets pH under 7,0 (f.eks. 6,0-
6,5). Der udtages prover af sedimentet for at bestemme torvagten og det organiske kulstofindhold. Séfremt der
forventes ammoniakudvikling, kan det kunstige sediment desuden konditioneres i syv dage under de betingelser, der
anvendes i den efterfolgende test (f.cks. sediment-vandforhold 1:4, hejde pé sedimentlag som i testbeholderne), inden
tilseetning af testkemikaliet, dvs. at det overhaldes med vand, som beluftes. Ved udlebet af konditioneringsperioden,
fjernes og kasseres det overliggende vand. Der udtages prever af sedimentet for at bestemme tervagten og det
samlede organiske kulstofindhold (f.eks. tre prover).

Derefter blandes det forurenede kvartssand med sedimentet for hvert behandlingsniveau, sedimentet fordeles i
replikattestbeholderne og overhzldes med testvandet (f.eks. sediment-vandforhold 1:4, hegjde pé sedimentlag som i
testbeholderne). Derefter inkuberes beholderne under samme betingelser som i den efterfolgende test. Det er pa dette
tidspunkt, at @kvilibreringsperioden indledes. Det overliggende vand beluftes.
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Den valgte fodekilde tilsettes for eller samtidig med tilsetningen af testkemikaliet til sedimentet. Det kan forst
blandes med tervesuspensionen (se ovenfor). For omfattende nedbrydning af fedekilden inden tilsaetningen af
testorganismerne — f.eks. ved en lang akvilibreringsperiode — kan dog undgés ved at serge for, at tidsrummet
mellem tilsaetningen af foder og begyndelsen af eksponeringsperioden er sd kort som muligt. For at sikre, at foderet
er i tilstrekkelig kontakt med testkemikaliet, blandes fodekilden senest med sedimentet pd den dag, hvor
testkemikaliet tilsaettes til sedimentet. Der kan geres undtagelser, hvis kvilibreringsperiodens leengde forer til for stor
mikrobiel nedbrydning af foderet, for testorganismerne tilsattes. Der udtages prover af sedimentet for at bestemme
torvagten og det samlede organiske kulstofindhold (f.eks. tre prover af forurenet sediment eller kontrolsediment).

Tervaegten af bestanddelene (torv, sand, kaolin) registreres i g og i procent af den samlede torveagt.

Den mangde vand, der skal tilsattes til de torre bestanddele under fremstillingen af sedimentet, registreres ogsd i
procent af samlet torvaegt (f.eks. betyder 100 % torvegt + 46 % vand, at 1 000 g tervaegt fir i alt 460 ml vand,
hvilket giver 1 460 g vadt sediment).

Opbevaring

De torre bestanddele i det kunstige sediment opbevares tort og keligt ved stuetemperatur. Det klargjorte vade
sediment kan opbevares (kun til senere brug i dyrkningen) ved 4 + 2 °C i merke i en periode pd 2-4 uger fra fremstil-
lingsdagen (8).

Sediment, der er tilsat teststoffet, anvendes straks, medmindre der foreligger oplysninger om, at det pigeldende
sediment kan opbevares, uden at det pévirker testkemikaliets toksicitet og biotilgengelighed. Prover pd spiket
sediment kan opbevares under de betingelser, der anbefales for det pagaldende teststof indtil analyse.
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Tilleg 6

Oligochaetarter, der anbefales til bioakkumuleringstestning

Tubifex tubifex (MULLER), Tubificidae, Oligochaeta

De tubificide oligochaeter (Tubificidae, Oligochaeta) Tubifex tubifex (Miiller) lever i ferskvandssedimenter i rer, som er
foret med slim. I disse ror ligger ormene med hovedet nedad og indtager sedimentpartikler og udnytter de dertil
knyttede mikroorganismer og organiske affald. Bagenden ligger normalt og belger i det overliggende vand af hensyn
til vejrtrakningen. Selv om denne art lever i en lang rakke sedimenttyper over hele den nordlige halvkugle,
foretraekker tubifex tubifex relativt fine kornsterrelser (59). Denne arts egnethed til gkotoksikologiske test er f.eks.
beskrevet i (8)(29)(31)(39)(60)(62)(63).

Dyrkningsmetoder

For at have et tilstreekkeligt antal tubifex tubifex til at foretage bioakkumuleringstest skal ormene holdes i en
permanent laboratoriedyrkning. Et system bestdende af syntetisk sediment baseret pd den kunstige jord ifelge
testmetode C.8 (40) og rekonstitueret vand ifelge testmetode C.1 anbefales til T. tubifex-dyrkning (8).

Beholdere af glas eller rustfrit stadl med en hgjde pd 12-20 cm kan bruges som dyrkningsbeholdere. Hver dyrknings-
beholder tilsxttes et lag vadt syntetisk sediment fremstillet som beskrevet i tilleg 5. Dybden af sedimentlaget skal
give mulighed for ormenes naturlige nedgravningsadfeerd (minimumsdybde for T. tubifex: 2 cm). Rekonstitueret vand
tilseettes til systemet. Forstyrrelse af sedimentet minimeres. Vandet beluftes forsigtigt (f.eks. to bobler pr. sekund med
0,45 pm-filtreret luft) ved hjelp af en pasteur-pipette, der er anbragt 2 cm over sedimentoverfladen. Den anbefalede
dyrkningstemperatur er 20 £ 2 °C.

Ormene tilsettes dyrkningssystemet med en maksimal belastning pd 20 000 individer/m? sedimentoverflade. En
hgjere belastning kan fordrsage en reduktion i vaekst- og formeringshastigheder (43).

I kunstige sedimentkulturer skal ormene fodres. En diet bestdende af fintmalet fiskefoder, f.eks. TetraMin®, kan
bruges som supplerende ernering (8), Klerks 1994, personlig kommunikation. Fodermangderne skal sikre
tilstreekkelig vaekst og formering og holde opbygningen af ammoniak og svampevekst i kulturen pd et minimum.
Foder kan gives to gange om ugen (f.eks. 0,6-0,8 mg pr. cm? sedimentoverflade). Erfaringer fra praksis har vist, at
tilseetning af foder, der er suspenderet og homogeniseret i deioniseret vand, kan lette en homogen foderfordeling pa
sedimentoverfladen i dyrkningsbeholderne.

For at forhindre akkumulering af ammoniak udskiftes det overliggende vand mindst en gang om ugen ved hjzlp af et
gennemstremningssystem eller manuelt. Sedimentet udskiftes hver tredje méned i stamkulturerne.

Udtagning af prever af orme fra kulturen kan ske ved at sigte dyrkningssedimentet gennem en 1 mm sigte, hvis der
kun er brug for voksne. Til tilbageholdelse af kokoner er en maskesterrelse pd 0,5 mm egnet, og afkom kraver en
sigte pd 0,25 mm. Sigterne kan anbringes i rekonstitueret vand, efter at sedimentet er sigtet. Ormene forlader nettet
og kan samles op af vandet med en bled staltang eller en pipette med flammepolerede kanter.

Kun intakte og klart identificerede enheder af Tubifex tubifex (f.eks. (64)) bruges til at begynde en test eller nye
kulturer. Syge eller skadede orme samt kokoner angrebet af svampehyfer skal kasseres.

En synkroniseret kultur kan med passende intervaller give orme i en bestemt alder, hvis det gnskes. Nye dyrknings-
beholdere opstilles med de valgte intervaller (f.eks. hver anden uge) og begynder med organismer af en vis alder
(f.eks. kokoner). Under de her beskrevne dyrkningsbetingelser er ormene voksne efter 8-10 uger. Kulturerne kan
hestes, ndr ormene har lagt nye kokoner, f.eks. 10 uger. De udtagne voksne kan bruges til test, og nye kulturer kan
pabegyndes med kokonerne.
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Lumbriculus variegatus (MULLER), Lumbriculidae, Oligochaeta

Lumbriculus variegatus (Lumbriculidae, Oligochaeta) forekommer ogsd i ferskvandssedimenter over hele verden og
anvendes i vid udstrekning i ekotoksikologiske test. Oplysninger om arternes biologi, dyrkningsbetingelser og
folsomhed kan indhentes fra (1)(6)(9)(36). Lumbriculus variegatus kan ogsd dyrkes i det kunstige sediment, der
anbefales for T. tubifex ifelge (8) inden for visse begransninger. Da L. variegatus i naturen foretrackker grovere
sedimenter end T. tubifex (59), kan laboratoriekulturer med det kunstige sediment, som bruges til T. tubifex, ophere
efter 4-6 méaneder. Erfaringer fra praksis har vist, at L. variegatus kan holdes i en sandet bund (f.eks. kvartssand, fint
grus) i et gennemstremningssystem med fiskefoder som neringskilde i flere dr, uden at bunden udskiftes. En stor
fordel ved L. variegatus i forhold til andre akvatiske oligochaetarter er dens hurtige reproduktion, som giver en
hurtigt stigende biomasse i laboratoriedyrkede populationer (1)(6)(9)(10).

Dyrkningsmetoder

Dyrkningsbetingelser for Lumbriculus variegatus er detaljeret beskrevet i Phipps et al. (1993) (10), Brunson et al.
(1998) (28), ASTM (2000) (1), U.S. EPA (2000) (6). Nedenfor gives en kort ssmmenfatning af disse betingelser.

Ormene kan dyrkes i store akvarier (57-80 1) ved 23 °C med en lysperiode pd 16 timers lys og otte timers morke
(100-1 000 1x) med dagligt udskiftet rdvand (45-50 1 pr. akvarium). Substratet klargares ved at skaere ublegede brune
papirservietter i strimler, som derefter kan blandes med dyrkningsvand i nogle fa sekunder, hvilket giver sma stykker
papirsubstrat. Dette substrat kan derefter bruges direkte i Lumbriculus-dyrkningsakvarierne ved at dekke bunden af
tanken eller opbevares frosset i deioniseret vand til senere brug. Nyt substrat i tanken vil generelt holde sig i ca. to
méneder.

Hver ormekultur startes med 500-1 000 orme og tilferes en 10 ml suspension, som indeholder 6 g startfoder til
orred tre gange om ugen under udskiftnings- eller gennemstremningsbetingelser. Statiske eller semistatiske kulturer
ber modtage lavere fodermangder for at forhindre bakterie- og svampevakst. Foder- og papirsubstrat analyseres for
stoffer, der skal bruges i bioakkumuleringstest.

Under disse betingelser fordobles antallet af individer i kulturen generelt pa ca. 10-14 dage.

Lumbriculus variegatus kan fjernes fra kulturerne, f.eks. ved at overfere substrat med et finmasket net eller
organismer med en flammepoleret glaspipette med bred dbning (ca. 5 mm i diameter) til et separat bager. Hvis
substrat fores med over i dette bager, henstdr bageret, som indeholder orme og substrat, natten over under
gennemstremning, hvilket vil fjerne substratet fra bageret, mens ormene bliver i bunden af beholderen. De kan
derefter overfores til nye klargjorte dyrkningsbeholdere eller bearbejdes yderligere med henblik pa testen, jf. (1)
og (6). Skader eller autotomi hos ormene ber forhindres, f.eks. ved at bruge pipetter med flammepolerede kanter
eller dentale sonder i rustfrit stél til hdndtering af ormene.

Et sporgsmal, der skal betragtes som afgorende, ndr der bruges L. variegatus i sedimentbioakkumuleringstest, er
ormens forplantningsform (fragmentation efterfulgt af regenerering). Denne vegetative formering resulterer i to
fragmenter, som ikke indtager fede i en vis periode, indtil hoved- eller haledelen er regenereret (f.eks. (36)(37)). Dette
betyder, at optagelse af sediment og forurenende stof gennem indtagelse maske ikke finder sted kontinuerligt hos L.
variegatus som hos tubificider, der ikke formerer sig ved fragmentation.

Derfor ber der gennemferes en synkronisering for at minimere ukontrolleret reproduktion og regenerering og
efterfolgende hgj variation i testresultaterne. En sddan variation kan forekomme, ndr individer, der har fragmenteret
sig og derfor ikke indtager fode i en periode, er mindre eksponeret for teststoffet end andre individer, der ikke
fragmenterer sig under testen, f.eks. (38). 10-14 dage inden pdbegyndelsen af eksponeringen fragmenteres ormene
kunstigt (synkronisering) (65). Der ber anvendes store orm, som helst ikke ma vise tegn pd nylig fragmentering.
Disse orme kan anbringes pa en glasplade i en drdbe dyrkningsvand og dissekeres i det mediane kropsomrdde med
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en skalpel. Bagenderne skal have samme storrelse. Bagenderne henstdr herefter i en dyrkningsbeholder, der
indeholder samme substrat som kulturen og rekonstitueret vand, si de kan regenerere nye hoveder indtil
eksponeringsperiodens start. Det er et tegn pd, at nye hoveder er regenereret, nir de synkroniserede orme graver sig
ned i substratet (tilstedevaerelse af nye hoveder kan bekreftes ved at undersege en reprasentativ delpreve under
binokulart mikroskop). Testorganismerne forventes derefter at vere i tilsvarende fysiologisk tilstand. Det betyder, at
ndr regenerering forekommer hos synkroniserede orme under testen, forventes stort set alle dyr at vare eksponeret
for det forurenede sediment i samme grad. Fodring af de synkroniserede orme sker, sd snart ormene begynder at
grave sig ned i substratet eller syv dage efter dissektion. Fodersystemet skal veere sammenligneligt med fodersystemet
for de almindelige kulturer, men det kan vare hensigtsmeassigt at fodre de synkroniserede orme med samme
fodekilde som i testen. Ormene holdes ved testtemperatur, 20 °C + 2 °C. Efter regenerering anvendes de intakte hele
orme af samme storrelse, som aktivt svemmer eller kryber efter en let, mekanisk pavirkning, til testen. Skader eller
autotomi hos ormene ber forhindres, f.eks. ved at bruge pipetter med flammepolerede kanter eller dentale sonder i
rustfrit stdl til hdndtering af ormene.

Nér Lumbriculus variegatus bruges i testen, ber der pd grund af denne arts serlige reproduktionsform forekomme en
stigning 1 antallet af orme i lgbet af testen, hvis betingelserne er passende (6). Manglende reproduktion i en
bioakkumuleringstest med L. variegatus registreres og tages i betragtning ved fortolkning af testresultaterne.

Branchiura sowerbyi (BEDDARD), Tubificidae, Oligochaeta (ikke valideret i ringtest)

Branchiura sowerbyi lever i forskellige sedimenttyper i reservoirer, sger, damme og floder, oprindelig i tropiske
omréder. De kan o0gsd ses i varme vandomrader pa den nordlige halvkugle. De forekommer dog hyppigere i mudder-
lersedimenter med et hgjt indhold af organisk materiale. Endvidere lever ormene i sedimentlaget. Selv bagenden af
ormene er normalt nedgravet. Denne art kan let identificeres ud fra galletrddene pa bagenden. De voksne kan nd en
leengde pd 9-11 cm og en vadvaegt pd 40-50 mg. Ormene har en hgj reproduktionshastighed og kan fordoble
populationen pd under to uger og under de nedenfor beskrevne temperatur- og fodringsbetingelser (Aston et al.,
1982, (65)). B. sowerbyi er blevet brugt i bade toksicitets- og bioakkumuleringsforseg (henholdsvis Marchese &
Brinkhurst 1996, (31) og Roghair et al. 1996, (67)).

Dyrkningsmetoder

Et resumé af dyrkningsbetingelserne for Branchiura sowerbyi er anfort nedenfor (fra Mercedes R. Marchese, INALI,
Argentina og Carla J. Roghair, RIVM, Nederlandene).

Der kreeves ikke en enkelt teknik til dyrkning af testorganismerne. Organismerne kan dyrkes i uforurenet naturligt
sediment (31). Erfaring fra praksis har vist, at et medium bestdende af naturligt sediment og sand forbedrer ormenes
tilstand sammenlignet med rent naturligt sediment (32)(67). 3 l-baegerglas, der indeholder 1 500 ml sediment/vand-
medium bestdende af 375 ml naturligt uforurenet sediment (ca. 10 % totalt organisk kulstof, ca. 17 % af partiklerne
< 63 pm), 375 ml rent sand (M32) og 750 ml rekonstitueret eller afkloret ledningsvand, kan bruges til dyrkningen
(31)(32)(67). Papirservietter kan ogsd bruges som substrat til dyrkningen, men populationens vakst er lavere end i
naturligt sediment. I semistatiske systemer beluftes vandlaget i bagerglasset langsomt, og det overliggende vand
udskiftes en gang om ugen.

Hvert bagerglas indeholder 25 unge orme til at begynde med. Efter to maneder udtages de store orme af sedimentet
med en pincet og anbringes i et nyt bagerglas med frisklavet sediment/vandmedium. Det gamle bagerglas indeholder
ogsd kokoner og afkom. Der kan hestes op til 400 unge orme pr. bagerglas pd denne made. Voksne orme kan
bruges til reproduktion i mindst et ar.

Kulturerne skal veare reguleret til en temperatur i omrddet 21-25 °C. Temperaturvariationen holdes under + 2 °C.
Den tid, der gér til fosterudvikling, fra et ag bliver lagt, til afkommet forlader kokonen, er ca. tre uger ved 25 °C.
Agproduktionen pr. overlevende orm hos B. sowerbyi viste sig at ligge fra 6,36 (31) til 11,2 (30) i mudder ved
25 °C. Antallet af ag pr. kokon fra 1,8 til 2,8 (66)(69) eller op til 8 (68).
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Oplest ilt, vandets hirdhed, temperatur og pH-vaerdi males en gang om ugen. Fiskefoder (f.eks. TetraMin®) kan
tilsaettes som suspension to eller tre gange om ugen ad libitum. Ormene kan ogsa fodres med opteet salat ad libitum.

En stor fordel ved denne art er den hgje individuelle biomasse (op til 40-50 mg vadvagt pr. individ). Derfor kan
denne art bruges til at teste bioakkumulering af ikke radioaktivt meerkede teststoffer. Den kan eksponeres i systemer,
der bruges til T. tubifex eller L. variegatus med et enkelt individ pr. replikat (11). Replikationen ber dog i s fald ages,
medmindre der anvendes storre testkamre (11). Validitetskriteriet i forbindelse med nedgravningsadfeerd skal tilpasses
denne art.
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