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(Retsakter vedtaget i henhold til traktaterne om oprettelse af Det Europeeiske Feellesskab/Euratom, hvis offentliggorelse er obligatorisk)

FORORDNINGER

KOMMISSIONENS FORORDNING (EF) Nr. 761/2009
af 23. juli 2009

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

(E@S-relevant tekst)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europiske
Feellesskab,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Radets forordning
(EF) nr. 1907/2006 af 18. december 2006 om registrering, vur-
dering og godkendelse af samt begransninger for kemikalier
(REACH), om oprettelse af et europaisk kemikalieagentur og om
@ndring af direktiv 1999/45/EF og ophavelse af Radets forord-
ning (EQF) nr. 793/93 og Kommissionens forordning (EF)
nr. 1488/94 samt Radets direktiv 76/769/EQF og Kommissio-
nens direktiv  91/155/E@F,  93/67/EQF,  93[105/EF
0g 2000/21/EF ("), sarlig artikel 13, stk. 3, og

ud fra folgende betragtninger:

(1)  Kommissionens forordning (EF) nr. 440/2008 (2) indehol-
der de testmetoder, der skal anvendes til at bestemme stof-
fers fysisk-kemiske egenskaber, toksicitet og ekotoksicitet
i forbindelse med forordning (EF) nr. 1907/2006.

(20 Der er behov for ajourfering af forordning (EF)
nr. 440/2008 derved, at nogle testmetoder e&ndres, og der
indszttes flere nye testmetoder, som OECD har vedtaget.
De interesserede parter er blevet hert om dette forslag.
Zndringerne udger en tilpasning af de pigaldende meto-
der til den videnskabelige og tekniske udvikling.

() EUT L 396 af 30.12.2006, s. 1.
() EUT L 142 af 31.5.2008, s. 1.

(3)  Bestemmelserne om damptryk, som indferer den nye effu-
sionsmetode, ber revideres.

(4 Det er pakravet at tilfoje en ny metode til maling af fibres
leengdevaegtede geometriske middeldiameter.

(5)  Det er hensigtsmassigt at ajourfore forordning (EF)
nr. 440/2008 ved, at der med hgj prioritet indsattes en ny
in vitro-testmetode for hudirritation, sdledes at antallet af
dyr, der anvendes til dyreforsag, begranses til et minimum
i overensstemmelse med Radets direktiv 86/609/EQF af
24. november 1986 om indbyrdes tilnermelse af med-
lemsstaternes love og administrative bestemmelser om
beskyttelse af dyr, der anvendes til forseg og andre viden-
skabelige formadl (3). Selvom OECD stadig drefter et udkast
til in vitro-testmetode for hudirritation, bor metode B 46 i
dette sarlige tilfelde indfejes i denne forordning. Metode
B 46 ber ajourferes hurtigst muligt, efter at der er opndet
enighed i OECD, eller hvis der fremkommer yderligere
oplysninger, der berettiger en sddan andring.

(6)  Vaksthemningstesten for alger bor revideres, idet der ind-
sxttes yderligere arter, og sdledes at den opfylder behovene
for vurdering af kemikaliers farlighed og klassificering.

(7)  Der er behov for at tilfgje en ny metode til maling af aerob
mineralisering i overfladevand, som bestdr i en test med
simuleret bionedbrydning, og en ny metode til vurdering
af toksiciteten over for slagten Lemna, som er en
vakstheemningstest.

(%) EFT L 358 af 18.12.1986, s. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:DA:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:DA:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Forordning (EF) nr. 440/2008 ber derfor @ndres i overens- b) Teksten i bilag II til denne forordning indsattes som
stemmelse hermed. kapitel A.22.

(9)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstem- 2)  Del B zndres siledes:

melse med udtalelse fra det udvalg, der er nedsat ved arti-

kel 133 i forordning (EF) nr. 1907/2006 — Teksten i bilag III til denne forordning indsattes som kapitel
' B.46.
UDSTEDT FOLGENDE FORORDNING: 3)  Del C @ndres siledes:
a) Kapitel C.3 erstattes af teksten i bilag IV til denne
Artikel 1 forordning.
) ) ) . b) Teksten i bilag V og VI til denne forordning indsttes
Bilaget til forordning (EF) nr. 440/2008 andres saledes: som kapitel C.25 og C.26.
1) Del A endres séledes: Artikel 2
a) Kapitel A.4 erstattes af teksten i bilag I til denne Denne forordning traeder i kraft pd tredjedagen efter offentliggo-
forordning. relsen i Den Europeiske Unions Tidende.

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

Udfeerdiget i Bruxelles, den 23. juli 2009.

Pd Kommissionens vegne
Stavros DIMAS
Medlem af Kommissionen
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BILAG I

A.4. DAMPTRYK

1. METODE

Metoden er kvivalent med OECD TG 104 (2004).

1.1. INDLEDNING

Denne reviderede version af metode A.4 (1) omfatter én supplerende metode, effusionsmetoden: isoterm termo-
gravimetri, som er udviklet til stoffer med meget lavt tryk (ned til 107'° Pa). Da der er et sarligt behov for metoder
til méling af damptrykket af stoffer med lavt damptryk, er de gvrige procedurer i denne metode revurderet med
hensyn til andre anvendelsesomrader.

Ved termodynamisk ligeveegt er damptrykket af et rent stof alene en funktion af temperaturen. Grundprincipperne
findes beskrevet andetsteds (2)(3).

Ingen enkelt méleteknik kan anvendes pa hele trykomradet fra mindre end 107'° til 10° Pa. I denne metode til
damptrykmaling indgdr otte metoder, som kan anvendes i forskellige damptrykintervaller. I tabel 1 sammenlignes
de forskellige metoders anvendelighed og maleomrade. Metoderne kan kun bruges pa forbindelser, der ikke dekom-
poneres under de padgaldende testbetingelser. I tilfzelde, hvor de eksperimentelle metoder af tekniske grunde ikke
kan anvendes, kan et tilnaeermet damptryk beregnes, og i tillegget beskrives en anbefalet beregningsmetode.

1.2 DEFINITIONER OG ENHEDER
Ved damptrykket af et stof forstds matningstrykket over stoffet i fast eller flydende tilstand.

Som trykenhed ber anvendes Sl-enheden, der er pascal (Pa). Nedenfor er angivet andre, tidligere anvendte enheder
og de tilherende omregningsfaktorer:

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

1 atmosfare

1 bar =10°Pa

Sl-enheden for temperatur er kelvin (K). Omregning af grader celsius til kelvin sker med formlen:

T=t+27315

hvor T er kelvin-temperaturen eller den termodynamiske temperatur, og t er temperaturen i grader celsius.

Tabel 1
Stof . <
Malemetode Ansldet Ansldet Anbefalet omrade
Faststof Vaske repeterbarhed Reproducerbarhed

Den dynamiske Letsmelteligt Ja indtil 25 % indtil 25 % 10° Pa

metode 1l 5% 1l 5% til 2 x 10° Pa
2x10°Pa
til 10° Pa

Den statiske metode Ja Ja 5t 10 % 5l 10 % 10 Pa til 10° Pa
107 Pa til
10° Pa (1)

Isoteniskop-metoden Ja Ja 5t 10 % 5t 10 % 102 Pa til 10° Pa
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1.4.

1.5.

1.5.1.1.

Stof s .
Malemetode Ansldet Ansldet Anbefalet omrade
Faststof Vaeske repeterbarhed Reproducerbarhed

Effusionsmetoden: Ja Ja 5l 20 % indtil 50 % 107 il 1 Pa
damptrykbalance
Effusionsmetoden: Ja Ja 10 il 30 % — 10714l 1P
Knudsen-celle
Effusionsmetoden: Ja Ja 5l 30 % indtil 50 % 10719l 1 Pa
isotermisk
termogravimetri
Gasmeatningsmetoden Ja Ja 10 til 30 % indtil 50 % 107 ¢l 10° Pa
Metoden med Ja Ja 10 til 20 % — 107l 0,5 Pa
roterende kugle

(") Ved brug af kapacitansmanometer.

TESTENS PRINCIP

Sadvanligvis bestemmes damptrykket ved forskellige temperaturer. Inden for et begranset temperaturomrade er
logaritmen til damptrykket af et rent stof en linear funktion af den reciprokke termodynamiske temperatur ifglge
den forenklede Clausius-Clapeyron-ligning:

logp =4

ogp = + konstant
&P 2,3RT

hvor:

p = damptrykket i pascal

AHv = fordampningsvarmen i ] mol™

R = den universelle gaskonstant, 8,314 ] mol™* K

T = temperaturen i K

REFERENCESTOFFER

Referencestoffer behover ikke anvendes. De bruges hovedsagelig til lejlighedsvis kontrol af en metodes praestatio-
ner og til at ssammenligne resultaterne fra forskellige metoder.

BESKRIVELSE AF METODEN

Den dynamiske metode (Cottrells metode)

Princip

Damptrykket bestemmes ved méling af stoffets kogepunktstemperatur ved forskellige givne tryk mellem ca. 10°
og 10° Pa. Metoden anbefales ogs3 til kogepunktsbestemmelse. Til det forml er metoden brugbar op til 600 K.
Vaskers kogepunktstemperatur er ca. 0,1 °C hgjere i en dybde af 3-4 cm end ved overfladen pé grund af det hydro-
statiske tryk fra veeskesgjlen. I Cottrells metode (4) er termometeret placeret i dampen over veskeoverfladen, og
den kogende vaske bringes til konstant at pumpe sig selv ud over termometerets kugle. Kuglen er dakket af et
tyndt lag vaske, der er i ligeveegt med dampen ved atmosfaretryk. Termometeret viser derfor det sande kogepunkt
uden fejl pga. overhedning eller hydrostatisk tryk. Den oprindelige pumpe, som Cottrell anvendte, ses i figur 1.
Ror A indeholder den kogende vaeske. En indlejret platintrdd B i bunden gor kogningen mere ensartet. Sideraret C
forer til en kondensator, og kappen D forhindrer det kolde kondensat i at nd termometeret E. Nér veesken i A koger,
bliver bobler og vaske opfanget af tragten og via de to arme af pumpen F ledt ud over termometerets kugle.
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1.5.1.2.

1.5.1.3.

Figur 1 Figur 2

N2 source

Cottrell-pumpe (4)

A: Termoelement
Vakuum-stedpudevolumen
Trykméler

Vakuum

Malepunkt

= m g N

Varmeelement, ca. 150 W
Apparatur

[ figur 2 er vist et meget nojagtigt apparat, der arbejder efter Cottrells princip. Det bestar af et ror med en koge-
sektion i underdelen, en svaler i midten og en afgang med flange i overdelen. Cottrell-pumpen er anbragt i koge-
sektionen, der opvarmes af en elektrisk varmepatron. Temperaturen males af et termoelement med kappe eller af
et modstandstermometer, der er fort gennem flangen foroven. Afgangen er tilsluttet trykreguleringssystemet. Dette
bestér af en vakuumpumpe, et stedpudevolumen, en trykregulator for tilforsel af nitrogen til trykregulering og et
manometer.

Fremgangsmade

Stoffet anbringes i kogesektionen. Faste stoffer, der ikke er pulverformige, kan volde problemer, som dog under-
tiden kan lgses ved opvarmning af kelekappen. Apparatet forsegles ved flangen, og stoffet afgasses. Skumdan-
nende stoffer kan ikke males med denne metode.

Derefter sattes det laveste onskede tryk, og der taendes for opvarmningen. Samtidig tilsluttes temperaturfeleren til
en skriver.

Ligevaegt er ndet, nir der registreres konstant kogetemperatur ved konstant tryk. Serlig omhu ma udvises for at
undga stedkogning. Desuden skal kondensationen i svaleren vaere fuldstendig. Ved damptryksbestemmelse for let-
smeltelige faste stoffer skal man passe p4, at svaleren ikke bliver tilstoppet.

Efter at dette ligevagtspunkt er ndet, sattes et hejere tryk. Processen fortsattes pd denne made, indtil 10° Pa er
ndet (i alt 5 til 10 malepunkter). Som kontrol gentages ligevagtspunkterne ved faldende veerdier af trykket.
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1.5.2.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Den statiske metode

Princip

Ved den statiske metode (5) bestemmes damptrykket i termodynamisk ligevaegt ved en fastlagt temperatur. Meto-
den er velegnet til enkeltstoffer samt vasker og faste stoffer bestdende af flere komponenter i omradet fra 107" til
10° Pa samt, med tilstrakkelig omhu, i omradet 1 til 10 Pa.

Apparatur

Apparatet bestdr af et termostatbad (pracision * 0,2 K), en prevebeholder tilsluttet en vakuumledning, et mano-
meter og et system til trykregulering. Provekammeret (figur 3a) er tilsluttet vakuumledningen gennem en ventil og
et differensmanometer (et U-rer indeholdende en egnet manometervaske), der fungerer som nulindikator. I diffe-
rensmanometeret kan anvendes kvikselv, siliconeolie og phthalater, athaengigt af trykomradet og teststoffets kemi-
ske egenskaber. Kviksolv ber dog om muligt undgds af hensyn til miljoet. Teststoffet ma ikke vaere navnevaerdigt
oploseligt i vasken i U-roret eller kunne reagere med denne. I stedet for U-reret kan anvendes en trykmaler
(figur 3b). I manometeret kan kvikselv anvendes i omradet fra normalt tryk ned til 10% Pa, mens siliconeolier og
phthalater er egnede ved tryk under 10% Pa ned til 10 Pa. Der findes andre trykmalere, som kan anvendes ved tryk
under 10? Pa, og opvarmede membrankapacitetsmanometre kan endda bruges ved tryk under 10”" Pa. Tempera-
turen mdles enten pd ydervaeggen af den beholder, som indeholder proven, eller i selve beholderen.

Fremgangsmdde

I det i figur 3a beskrevne apparatur fyldes U-roret med den valgte vaeske, som skal afgasses ved forhgjet tempera-
tur, for der afleses. Teststoffet anbringes i apparatet og afgasses ved reduceret temperatur. For prover med flere
komponenter skal temperaturen vzre tilstreeckkelig lav til at sikre, at materialets sammensaetning ikke sendres. Lige-
vagt kan nds hurtigere ved omrering. Proven kan keles med flydende nitrogen eller toris, men der ma udvises for-
sigtighed, sd kondensation af luft eller pumpevaske undgas. Mens ventilen over provebeholderen er aben, tilsluttes
sugningen i nogle minutter for at fjerne luften. Om nedvendigt gentages afgasningen nogle gange.

Figur 3a Figur 3b

. Teststof

: Dampfase

. Hajvakuumventil

. U-rer (hjeelpemanometer)
. Trykindikator

. Temperaturbad

. Temperaturmaleanordning
8: Til vakuumpumpe

9: Ventilation/nitrogen

Teststof

Dampfase
Hejvakuumventil
Trykmaler

Trykindikator
Temperaturbad
Temperaturmaleanordning

N W=
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Nar proven opvarmes med lukket ventil, stiger damptrykket. Derved eendres veeskeligevagten i U-roret. For at kom-
pensere herfor lukkes der nitrogen eller luft ind i apparatet, indtil differenstrykindikatoren igen viser nul. Det ned-
vendige tryk hertil kan afleeses pd manometeret eller pé et instrument med storre pracision. Dette tryk svarer til
stoffets damptryk ved méletemperaturen. P4 det i figur 3b viste apparatet aflaeses damptrykket direkte.

Damptrykket bestemmes med passende sma temperaturintervaller (ca. 5 til 10 mélepunkter i alt) op til den enskede
maksimumtemperatur.

Lavtemperaturafleesningerne skal gentages som kontrol. Hvis vardierne fra gentagelserne ikke falder ssmmen med
den kurve, der er opndet ved stigende temperatur, kan dette have folgende drsager:

i)  proven indeholder stadig luft (f.eks. ved hejviskese materialer) eller flygtige stoffer, der frigives ved
opvarmning

ii)  stoffet undergdr en kemisk reaktion i det undersogte temperaturomrdde (f.cks. dekomposition eller
polymerisering).

Isoteniskop-metoden

Princip

Isoteniskopet (6) bygger pa den statiske metodes princip. I metoden anbringes en prove i en kugle, der holdes ved
konstant temperatur og er tilsluttet til et manometer og en vakuumpumpe. Urenheder, der er flygtigere end stof-
fet, fjernes ved afgasning ved reduceret tryk. Provens damptryk ved de valgte temperaturer afbalanceres ved et kendt
tryk af inert gas. Isoteniskopet er oprindeligt udviklet til maling af damptrykket af visse flydende kulbrinter, men
egner sig ogsa til undersogelse af faste stoffer. Metoden egner sig normalt ikke til systemer med flere komponen-
ter. Resultaterne er kun behzftet med sma fejl for prover indeholdende ikke-flygtige urenheder. Det anbefalede
omrade er 10° til 10° Pa.

Apparatur

Et eksempel pd en méleanordning er vist i figur 4. En komplet beskrivelse kan findes i ASTM D 2879-86 (6).

Fremgangsmdde

Nér teststoffet er en vaeske, fungerer den selv som manometerveske i differensmanometeret. Isoteniskopet pafyl-
des sd meget af vaesken, at manometerets kugle og korte gren er fyldt. Isoteniskopet tilslutte et vakuumsystem og
udpumpes, hvorefter det fyldes med nitrogen. Udpumpningen og gennemskylningen af systemet gentages to gange
for at fjerne tilbagevarende oxygen. Det pafyldte isoteniskop anbringes vandret, sd proven fordeler sig i et tyndt
lag i provekuglen og manometeret. Trykket i systemet nedszttes til 133 Pa, og preven opvarmes forsigtigt, til den
netop koger (fjernelse af opleste gasser). Isoteniskopet anbringes derefter, sd proven lober tilbage i kuglen og fyl-
der manometerets korte gren. Trykket holdes pd 133 Pa. Provekuglens udtrukne spids opvarmes med en svag
flamme, indtil den afgivne damp fra teststoffet har udvidet sig sd meget, at en del af preven fra den overste del af
kuglen og manometergrenen fortreenges ind i manometeret og derved danner et dampfyldt, nitrogenfrit rum. Iso-
teniskopet anbringes derefter i et termostatbad, og nitrogentrykket indstilles, til det er lig provens. I ligevaegt er
nitrogentrykket lig med teststoffets damptryk.
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Figur 4
A: Trykregulering
B: Rer, @ udv. 8 mm
C: Ter nitrogen i tryksystem
D: Teststofdamp
E: Lille spids
F: Flydende prave

(alle mal i mm)

Til faste stoffer anvendes som manometervaske siliconeolie eller phthalater, athangigt af tryk- og temperaturom-
radet. Den afgassede manometervaske fyldes i en udposning pé isoteniskopets lange gren. Det faste stof, der skal
undersgges, anbringes i provekuglen og afgasses ved en forhgjet temperatur. Derefter holdes isoteniskopet skrét,
s manometervasken kan lobe ind i U-roret.

1.5.4.  Effusionsmetoden: damptrykvagt (7)
1.5.4.1. Princip

Teststoffet opvarmes i en lille ovn og anbringes i en udpumpet glasklokke. Ovnen er dakket af et 1dg med sma
huller med kendt diameter. Den damp, som fra stoffet afgives gennem et af hullerne, ledes op mod vagtskélen pa
en meget fintmeerkende vaegt, der ligeledes er placeret i den udpumpede glasklokke. I nogle udformninger er veegt-
skalen omgivet af en keleboks, der leder varmen bort til omgivelserne ved varmeledning, og den keles ved stra-
ling, s& den udslippende damp kondenserer pa den. Dampstrélens impuls péaferer en kraft pa vagten. Damptrykket
kan beregnes pa to mdder: direkte af kraften pa vagtskalen og af fordampningshastigheden ved hjelp af Hertz-

Knudsen-ligningen (2):
3
. v 2nRT % 10
P M

hvor:

G = fordampningshastighed (kg s™' m™)

M = moler masse (g mol™)

T = temperatur (K)

R = den universelle gaskonstant (] mol™" K™
P = damptryk (Pa)

Det anbefalede omrade er 107> til 1 Pa.
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1.5.4.2. Apparatur

Det generelle princip i apparatet er vist i figur 5.

Figur 5

A:  Bundplade F: Koleboks og kelestang

B:  Drejespoleinstrument G: Muffelovn

C: Glasklokke H: Dewarkar med flydende nitrogen
D:  Vagt med vegtskl . Maling af prevens temperatur

E:  Anordning til maling af vakuum J: Teststof

1.5.5.  Effusionsmetoden: Knudsen-celle

1.5.5.1. Princip

Metoden bygger pé bestemmelse af den masse af dampformigt teststof, der pr. tidsenhed strommer ud af en
Knudsen-celle (8) gennem en mikroskopisk &bning under ekstremt vakuum. Massen af udstremmede damp
kan enten bestemmes af cellens massetab eller ved at lade dampen kondensere ved lav temperatur og bestemme
den fordampede stofmeangde ved kromatografi. Damptrykket beregnes ved at anvende Hertz-Knudsen-relationen
(se punkt 1.5.4.1) med korrektionsfaktorer, der afhanger af apparaturets parametre (9). Det anbefalede omrade

er 10710 til 1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

1.5.5.2. Apparatur

Apparatets generelle princip er illustreret i figur 6.
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Figur 6

PR A 5 -\ . W W W W W Y

1: Vakuumtilslutning 7:  Skrueldg

2: Huller fra platinmodstandstermometer eller 8: Vingemetrikker
temperaturmdling og -kontrol

3: Lag til vakuumbeholder 9: Bolte

4: O-ring 10: Effusionsceller af rustfrit stél

5: Vakuumbeholder af aluminium 11: Varmepatron

6: Anordning til is@tning og udtagning af

effusionsceller

1.5.6.  Effusionsmetoden: isotermisk termogravimetri

1.5.6.1. Princip

Metoden bygger pa bestemmelse af stigningen i teststoffets fordampningshastighed ved forhgjet temperatur og
atmosfaretryk ved hjelp af termogravimetri (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). Fordampningshastighederne v bestem-
mes ved, at den valgte forbindelse eksponeres for en atmosfare af langsomt strommende inert gas, mens vagtta-
bet overvéges ved fastlagte isotermiske temperaturer T i kelvin i passende tidsrum. Damptrykkene p beregnes af
v-vaerdierne ved udnyttelse af den lineaere sammenhang mellem logaritmen til damptrykket og logaritmen til for-
dampningshastigheden. Om nedvendigt kan der ekstrapoleres til temperaturerne 20 og 25 °C ved regressionsana-
lyse af log p; som funktion af 1/T. Metoden er egnet til stoffer med damptryk helt ned til 107'° Pa (10'2 mbar) og
med en renhed sa tat som muligt pa to 100 % for at undga fejlfortolkning af malte vagttab.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Apparatur

Det generelle princip i testopstillingen er vist i figur 7.

Figur 7
Mikroveegt
Nitrogengas
ved s
atmosfaeretryk i
X_. | |
Nitrogengas{ |||
I
l
l
Justerbar Rotameter |_—Ovwn
ventil
-“‘""-
Preveholderplade
Sorptionsenhed |
\ |

§ Justerbar \

< ventil Sugepumpe
Skriver

7
Rotameter med konstant flow
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Proveholderpladen er ophangt i en mikrovaegt i et kammer med kontrolleret temperatur, hvor der strommer tor
nitrogengas forbi den, som fjerner de fordampede molekyler af teststof. Efter at have forladt kammeret bliver gas-
strommen renset i en sorptionsenhed.

Fremgangsmdde

Teststoffet pafores som et homogent lag pa en matteret glasplade. For faste stoffer vaedes pladen ensartet med en
oplesning af stoffet i et egnet oplesningsmiddel og terres i inert atmosfaere. Médlingen sker ved, at den overtrukne
plade hanges op i den termogravimetriske analysator, hvorefter dens veagttab registreres kontinuerligt som funk-
tion af tiden.

Fordampningshastigheden v, ved en narmere angivet temperatur beregnes af provepladens vegttab Dm ved hjalp
af udtrykket

hvor F er teststoflagets overfladeareal, seedvanligvis prevepladens overfladeareal, og t er tiden svarende til veegtta-
bet Am.

Damptrykket p; beregnes af funktionen for fordampningshastigheden v:
log pr = C + D log vy

hvor C og D er konstanter, der er specifikke for den anvendte testopstilling og atheenger af méilekammerets dia-
meter og af gassens stromningshastighed. Disse konstanter bestemmes én gang for alle ved maling pa et st for-
bindelser med kendt damptryk og regression af log pr mod log v+ (11)(21)(22).



L 220/12

Den Europziske Unions Tidende

24.8.2009

1.5.7.1.

1.5.7.2.

Sammenhangen mellem damptrykket p; og temperaturen T i kelvin er givet ved

logpr=A+B1/T

hvor A og B er konstanter, der fds ved regression af log p; mod 1/T. Heraf kan damptrykket ved en vilkarlig tem-
peratur beregnes ved ekstrapolation.

Gasmetningsmetoden (23)

Princip

En inert gas ledes ved rumtemperatur og med kendt flowhastighed gennem eller hen over en prove af teststoffet,
tilstrekkelig langsomt til at sikre meetning. Det er afgorende, at gassen ndr til matning. Det transporterede stof
opfanges, sedvanligvis med hjalp af et sorptionsmiddel, og dets mangde bestemmes. [ stedet for opsamling af
dampen og efterfolgende analyse kan man benytte in-line analyse, f.cks. ved gaskromatrografi, til kvantitativ
bestemmelse af den transporterede mangde materiale. Damptrykket beregnes, idet det forudszttes, at idealgaslo-
ven gaelder, og at det totale tryk af en gasblanding er lig summen af gassernes partialtryk. Teststoffets partialtryk,
dvs. damptrykket, beregnes af det kendte totale gasvolumen og veagten af det transporterede materiale.

Gasmatningsmetoden er anvendelig pa faste og flydende stoffer. Den kan anvendes pa damptryk ned til 1071 Pa
(10)(11)(12)(13)(14). Metoden er mest palidelig ved damptryk under 10° Pa. Over 10° Pa bliver damptrykket sad-
vanligvis overvurderet, antagelig som folge af aerosoldannelse. Da damptrykket males ved stuetemperatur, undgar
man at skulle ekstrapolere fra hoje temperaturer, hvilket ofte kan medfere alvorlige fejl.

Apparatur

Metoden kraver brug af et termostateret hus. Skitsen i figur 8 viser et hus, der med tre holdere til faste og tre til
flydende prover giver mulighed for tredobbelte analyser af enten et fast eller et flydende teststof. Temperaturen sty-
res med en nejagtighed pd £ 0,5 °C eller bedre.

Figur 8
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Som baeregas anvendes sadvanligvis nitrogen, men brug af en anden gas kan undertiden vere nodvendig (24). Bar-
egassen skal vaere tor. Gasstrommen opdeles i 6 stromme, der styres ved hjalp af ndleventiler (med en dbning péd
ca. 0,79 mm) og ledes ind i huset gennem et kobberrer med en lysning pé 3,8 mm. Efter temperaturudligning ledes
gassen gennem proven og sorptionsfalden og forlader huset.
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Faste prover anbringes med glasuldspropper pa hver side i et glasror med 5 mm lysning (se figur 9). Figur 10 viser
en proveholder til veeskeformige prover og sorptionssystemet. Den mest reproducerbare metode til méling af
vaskers damptryk er at pafore vasken pd glaspellets eller pd et inert sorptionsmiddel sdsom silica og pakke hol-
deren med disse pellets. Baregassen kan i stedet ledes gennem en grov glasfritte og gennemboble en kolonne med
flydende teststof.
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Sorptionssystemet indeholder en forreste sorptionssektion og en backup-sorptionssektion. Ved meget lave damp-
tryk et det kun sma maengder, der indfanges af sorptionsmidlet, og adsorption til glasulden og glasreret mellem
proven og sorptionsmidlet kan vere et alvorligt problem.

En anden effektiv metode til opsamling af det fordampede materiale er dampfzlder kolet med toris. De giver ikke
modtryk i metningskolonnen, og det opfangede materiale kan let fjernes fuldsteendigt.

1.5.7.3. Fremgangsmdde

Flowhastigheden af den udstrommende baregas males ved rumtemperatur. Flowhastigheden kontrolleres ofte
under testen for at sikre nejagtig bestemmelse af det totale volumen baregas. Hertil bor fortrinsvis anvendes kon-
tinuerlig overvagning med et masseflowmeter. For at gasfasen skal blive maettet, kan det vare ngdvendigt med en
ret lang kontakttid og dermed en lav flowhastighed af gassen (25).

Ved testens slutning skal den forreste sorptionssektion og backup-sorptionssektionen analyseres hver for sig. Stof-
fet pd hver sektion desorberes ved tilsetning af et oplesningsmiddel. De resulterende oplesninger analyseres kvan-
titativt til bestemmelse af den desorberede vagt fra hver sektion. Valg af analysemetode (herunder valg af
sorptionsmiddel og oplesningsmiddel til desorption) treeffes ud fra teststoffets beskaffenhed. Effektiviteten af
desorptionen bestemmes ved, at en kendt maengde teststof injiceres pd sorptionsmidlet, hvorefter det desorberes,
og den genfundne mangde bestemmes. Det er vigtigt at bestemme effektiviteten af desorptionen ved en koncen-
tration svarende til provens og under samme betingelser som i testen.

For at sikre, at baregassen er mattet med teststof, anvendes tre forskellige flowhastigheder af gassen. Hvis det
beregnede damptryk viser sig at vare uafthengigt af flowhastigheden, kan gassen antages at vare mattet.
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1.5.8.1.

1.5.8.2.

2.1.

Damptrykket beregnes af udtrykket:

hvor:

P = damptryk (Pa)

W = masse af det fordampede teststof (g)

V = volumen af den mettede gas (m?)

R = den universelle gaskonstant 8,314 (] mol™ K™)
T = temperatur (K)

M = teststoffets molmasse (g mol™)

De malte volumener skal korrigeres for tryk- og temperaturforskelle mellem flowmeteret og matningskolonnen.
Roterende kugle
Princip

I metoden anvendes et viskosimeter, hvis maleelement er en lille stdlkugle, som holdes svaevende i et magnetisk
felt og sttes i rotation af roterende felter (26)(27)(28). Kuglens rotationshastighed males med detektorspoler. Nar
kuglen har ndet en given rotationshastighed, seedvanligvis ca. 400 o./min., standses energitilforslen til kuglen, som
derefter bremses af gasfriktionen. Faldet i rotationshastigheden registreres som funktion af tiden. Damptrykket afle-
des af den trykathengige nedbremsning af stilkuglen. Det anbefalede omrade er 107* til 0,5 Pa.

Apparatur

Testopstillingen er vist skematisk i figur 11. Mélehovedet er placeret i et termostateret hus, der er reguleret inden
for 0,1 °C. Proveholderen er placeret i et separat hus, der ligeledes er reguleret inden for 0,1 °C. Alle de gvrige dele
af testopstillingen holdes ved hgjere temperatur for at undgd kondensation. Hele apparatet er tilsluttet et
hejvakuum-system.

Figur 11
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Damptrykket skal bestemmes ved mindst to temperaturer med en af ovenstdende metoder. I omradet 0 til 50 °C
ber fortrinsvis anvendes tre eller flere temperaturer for at eftervise damptrykkurvens linearitet. Ved effusionsme-
toden (Knudsen-celle og isotermisk termogravimetri) og ved gasmatningsmetoden anbefales 120 til 150 °C som
temperaturomrade for malingen i stedet for 0 til 50 °C.
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2.2.

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

— den anvendte metode

— nojagtig specifikation af stoffet (identitet og urenheder) og eventuelle indledende rensningstrin

— mindst to vardier af damptryk og temperatur (helst tre eller flere) — i omrddet fra 0 til 50 °C (eller 120 til
150 °C)

— mindst en af temperaturerne bor vare 25 °C eller derunder, hvis dette er teknisk muligt med den valgte
metode

— alle originale data

— en kurve over log p som funktion af 1/T

— et beregnet damptryk ved 20 eller 25 °C.

Hvis der iagttages en omdannelse (tilstandsendring, dekomposition), skal felgende oplysninger noteres:
— andringens art

— den temperatur, ved hvilken @ndringen finder sted ved atmosfaretryk

— damptryk ved 10 og 20 °C under omdannelsestemperaturen og 10 og 20 °C over denne temperatur (bortset
fra omdannelse fra fast stof til gas).

Alle oplysninger og bemzrkninger, der er relevante for fortolkningen af resultaterne, skal rapporteres, specielt hvad
angdr urenheder og stoffets fysiske tilstand.
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Tilleg

Metode til tilnzermet beregning

INDLEDNING
Tilnermede veerdier af damptrykket kan anvendes:
— til at afgore, hvilken testmetode der er velegnet

— til at give et skon eller en greenseveerdi i tilfeelde, hvor den eksperimentelle metode af tekniske grunde ikke kan anvendes.

METODE TIL TILNARMET BEREGNING

Damptrykket af faste stoffer og vasker kan beregnes tilnaermet med den modificerede Watson-korrelation (a). De eneste eks-
perimentelle data, der kraves, er det normale kogepunkt. Metoden kan anvendes i hele trykomradet fra 10° Pa til 107 Pa.

Detaljerede oplysninger om metoden findes i »Handbook of Chemical Property Estimation Methods« (b). Se ogsd OECD Env-
ironmental Monograph No.67 (c).

BEREGNINGSMETODE

Damptrykket beregnes af folgende udtryk:

T m
-]
AH
lanp = - -2m{3-2—| In—
AZ,RT, T T, T,
T,
hvor:
T = den betragtede temperatur
T, = normalkogepunktet
P, = damptrykket ved temperaturen T
AH,, = fordampningsvarmen
AZ, = kompressibilitetsfaktoren (ansldet vaerdi 0,97)
m = en empirisk faktor, der athanger af den fysiske tilstand ved den betragtede temperatur
Endvidere gelder:
AI{Vb

=K,(8.75+RInT,)
b

hvor K;. er en empirisk faktor, der tager hensyn til stoffets polaritet. Faktoren K. er for en raekke forbindelser af forskellig art
angivet i reference (b).

I mange tilfeelde indeholder de foreliggende data en angivelse af kogepunktet ved reduceret tryk. I sd fald beregnes damp-
trykket af folgende udtryk:

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

hvor T, er kogepunktet ved det reducerede tryk P;.
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RAPPORT

Hvis den tilnermede beregningsmetode anvendes, skal beregningen vzre fuldstendig dokumenteret i rapporten.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

BILAG II

A.22. FIBRES LANGDEV AGTEDE GEOMETRISKE MIDDELDIAMETER

METODE

INDLEDNING

Denne metode beskriver en procedure til maling af den lengdevagtede geometriske middeldiameter (Length
Weighted Geometric Mean Diameter — LWGMD) af syntetiske mineralfibre i los vaegt (Man Made Mineral Fibres
— MMME). Idet LWGMD af populationen med 95 % sandsynlighed vil ligge mellem 95 % konfidensgranserne
(LWGMD # to standardfejl) af proven, vil den fremkomne veerdi (testvaerdien) vare den laveste 95 % konfidens-
graense af proven (dvs. LWGMD — 2 standardfejl). Metoden er baseret pa et opdateret udkast (juni 1994) til HSE's
industriprocedure, som blev fastlagt pd et mgde mellem ECFIA og HSE i Chester den 26. september 1993, og
som er udviklet for og med udgangspunkt i et yderligere forseg blandt forskellige laboratorier (1, 2). Denne méle-
metode kan anvendes til at bestemme fiberdiameteren af bulk-materialer eller produkter, der indeholder
MMMFer, herunder ildfaste keramiske fibre (RCF), Man-Made Vitreous Fibres (MMVF — faellesbetegnelse for syn-
tetiske fibre indeholdende siliciumdioxid og en raekke andre metaloxider) og endelig krystallinske og polykry-
stallinske fibre.

Laengdevagtning er en metode, der skal kompensere for den virkning af diameterfordelingen, der skyldes brud
pé lange fibre, nir materialer udszttes for preveudtagning eller hdndtering. Der anvendes geometrisk statistik
(geometrisk middelveerdi) til at méle storrelsesfordelingen af MMMF-diametre, idet disse diametre almindeligvis
har storrelsesfordelinger, der tilneermer sig log-normal.

Maling af badde leengde og diameter er ensformigt og tidskravende, men hvis man kun maler de fibre, der rorer
en uendelig tynd linje pd et SEM-synsfelt, vil sandsynligheden for at vaelge en given fiber vare proportional med
dens leengde. Da der her tages hensyn til leengden i beregninger om leengdevagtning, er der kun behov for dia-
meteren, hvorefter LWGMD-2SE kan beregnes som beskrevet.

DEFINITIONER

Partikel: et objekt med et leengde-breddeforhold pd mindre end 3:1.

Fiber: et objekt med et lengde-breddeforhold (formatforhold) pd mindst 3:1.

ANVENDELSESOMRADE OG BEGR ANSNINGER

Metoden er udviklet med fokus pa diameterfordelinger med mediandiametre fra 0,5 pm til 6 pm. Sterre diame-
tre kan méles ved hjelp af mindre SEM-forstorrelser, men metoden bliver gradvist mere begreenset med finere
fiberfordelinger, og derfor anbefales en TEM-méling (transmission electron microscope), hvis mediandiameteren
er under 0,5 pm.

Principper for testmetoden

Der udtages en rakke reprasentative kerneprover fra fibertappet eller fra de lose bulkfibre. Bulkfibrene afkortes
i en knusningsproces, hvorefter der spredes en reprasentativ delprove i vand. Der udtages méleprover, der fil-
treres gennem et polykarbonatfilter med en poresterrelse pd 0,2 um, hvorefter de forberedes til undersogelse i
scanning-elektronmikroskop (SEM-teknologi). Fiberdiametrene mdles ved en skaermforsterrelse pd x 10 000 eller
hojere (') ved hjalp af en linjeskaringspunktmetode for at give et objektivt estimat af mediandiameteren. Det
laveste 95 % konfidensinterval (baseret pa en en-sidet test) beregnes for at give et estimat af den laveste vardi af
materialets geometriske middelfiberdiameter.

() Denne forstorrelsesveerdi gaelder for 3 pm fibre. For 6 pm fibre vil en forsterrelse pa x 5 000 vare mere passende.
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1.5.

1.5.3.1.

1.5.3.2.

Beskrivelse af testmetoden
Sikkerhedsforanstaltninger

Medarbejdernes eksponering for luftbarne fibre bor minimeres, og der ber anvendes aftraksskab eller handske-
kasse ved hdndtering af torre fibre. Der ber gennemfores periodisk overvigning af medarbejdernes eksponering
med henblik pé at vurdere effektiviteten af de anvendte kontrolmetoder. Ved arbejde med MMMFer skal der
bares engangshandsker for at reducere hudirritation og for at forebygge krydskontaminering.

Apparatur og udstyr

— presse og matricer (der kan producere 10 MPa)

— polykarbonat-kapillerfilter med en porestorrelse pd 0,2 pm (25 mm diameter)

— membranfilter i ester-cellulose med en porestorrelse pd 5 pm til brug som backing-filter

— apparatur til glasfiltrering (eller engangsfiltreringssystemer), der passer til filtre med en diameter pd 25 mm
(f.cks. Millipore glas-mikroanalyseszt, type nr. XX10 025 00)

— frisk destilleret vand, der er filtreret gennem et filter med en porestorrelse pd 0,2 pm for at fjerne
mikroorganismer

— sputter-coater med guld eller guld/palladium target

— scanning elektronmikroskop med en oplesning ned til 10 nm og med forstorrelse x 10 000

— diverse: spatler, skalpelblade type 24, pincetter, SEM-ror, carbon-lim eller carbon-klabebénd, silver-dag
— ultralydsonde eller bordmonteret ultralydsbad

— kerneprovebor eller propbor til udtagelse af kerneprover af MMMEF-tappe.

Testprocedure

Proveudtagning

Til teepper og matter anvendes der et 25 mm kerneprovebor eller propbor til udtagning af stikprever af tveer-
snittet. De ber vaere jevnt fordelt over hele bredden af et kort stykke taeppe eller udtages fra tilfeeldige omrader,
hvis der er lange taeppelengder til rddighed. Man kan anvende det samme udstyr til udtagning af tilfeeldige stik-
prover fra lose fibre. Hvis det er muligt, skal der udtages seks stikprover for at afspejle lokale variationer i
bulkmaterialet.

De seks kerneprover knuses med et pressestempel pd 50 mm diameter ved 10 MPa. Materialet blandes med spa-
tel og presses igen ved 10 MPa. Endelig fjernes materialet fra pressen og opbevares i en lukket glasflaske.

Behandling af stikprover

Hvis det er nedvendigt, kan det organiske bindemiddel fjernes ved at anbringe fibrene i en ovn ved 450 °C i ca.
en time.

Ved hjelp af Cone-and-Quarter-teknikken opdeles stikproven (dette skal udferes i et stovskab).

Med en spatel tilsattes en lille mengde (< 0,5 g) af stikproven til 100 ml frisk destilleret vand, der er filtreret
gennem et 0,2 pm membranfilter (alternative former for ultra-rent vand kan ogsa bruges, hvis de har vist sig til-
fredsstillende). Proven dispergeres omhyggeligt ved hjalp af en ultralyd-sonde med en effekt pd 100 W, der er
indstillet, s& der opstér kavitation. (Hvis der ikke kan tilvejebringes en sonde, kan folgende metode anvendes: Ryst
og vend i 30 sekunder; derefter ultralydsbehandling i bordmonteret ultralydsbad i fem minutter, og endelig skal
der igen rystes og vendes i 30 sckunder).
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1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

1.5.3.4.

1.5.3.4.1.

Umiddelbart efter dispersion af fibrene udtages der et antal méleprover (f.eks. tre méleprover pd 3, 6 og 10 ml)
med en pipette med stor dbning (kapacitet: 2-5 ml).

Hver delprove vacuumfiltreres gennem et 0,2 pm polykarbonatfilter med et MEC backing-filter med en pore-
storrelse pa 5 pum og med en 25 mm glasfiltertragt med cylindrisk beholder. Der heeldes ca. 5 ml filtreret destil-
leret vand i tragten, og delproven tilfores derefter langsomt vandet med pipette, idet pipettespidsen holdes under
vaskeoverfladen. Pipette og beholder skal gennemskylles omhyggeligt efter afpipetteringen, idet tynde fibre har
en tendens til at samles pé overfladen.

Filtret fjernes forsigtigt og tages af fra backing-filtret, inden det sattes til torre i en beholder.

Med en vippende bevagelse udskaeres et kvart eller et halvt filterudsnit af det filtrerede bundfald ved hjelp af et
skalpelblad type 24. Udskeringen anbringes forsigtigt pd en SEM-stub ved hjalp af en klebende carbon-tab eller
carbon-lim. Der skal pdsattes Silver-dag mindst tre steder for at optimere den elektriske kontakt pé filterkan-
terne og pd stubben. Nér den paforte lim/silver-dag er ter, sputtercoates ca. 50 nm guld eller guld/palladium pa

overfladen af bundfaldet.

Kalibrering og betjening af SEM

Kalibrering

SEM-kalibrering ber kontrolleres mindst en gang om ugen (og helst hver dag) ved hjalp af et Certified Calibra-
tion Grid. Kalibreringen ber kontrolleres i forhold til en certificeret standard. Hvis den malte vardi (SEM) ikke
ligger inden for £ 2 % af den certificerede veerdi, skal SEM-kalibreringen gentages eller justeres.

SEM skal kunne arbejde med mindst en synlig minimumdiameter pd 0,2 pm ved hjeelp af en reel stikprovema-
trix ved en forsterrelse pa x 2 000.

Betjening

SEM skal arbejde ved 10 000 forstorrelse (') og indstilles til at give en god oplesning med et acceptabelt billede
ved langsomme scan-rates, f.eks. 5 sckunder pr. frame. Selv om betjeningen af forskellige SEM'er kan variere
noget, sé galder det generelt, at man for at opné den bedste synlighed og oplesning ved materialer med relativt
lav atomvagt ber anvende stigende spendinger pd 5-10 keV og indstille apparaturet til lille punktsterrelse og
kort arbejdsafstand. Da man arbejder linezert gennem materialet, skal man vaelge en 0° haldning for at minimere
genfokusering eller, hvis SEM’en er udstyret med et eucentrisk trin, skal denne arbejdsafstand anvendes. Der kan
valges en lavere forstorrelse, hvis materialet ikke indeholder sma (diameter) fibre, og fiberdiameteren er stor
(> 5 pm).

Storrelsesvurdering

Undersogelse ved lille forstorrelse til vurdering af stikproven

Forst skal stikproven undersages ved lille forstorrelse for at afdeckke eventuel sammenklumpning af store fibre
og for at vurdere fibertaetheden. Hvis der konstateres for stor sammenklumpning, anbefales det, at der forbere-
des en ny prove.

Afhensyn til den statistiske nojagtighed er det nedvendigt at male et minimumsantal fibre. Ligeledes er hej fiber-
taethed at foretraekke, da undersogelse af tomme felter er tidskravende og uden veardi for analysen. Hvis filtret
derimod er overbelastet, er det svart at male alle malbare fibre, og desuden risikerer man ikke at fd malt de sma
fibre, da de let ligger skjult af de storre fibre.

En systematisk fejl i retning af en for hej verdi af LWGMD kan optrade som folge af fibertatheder pd over
150 fibre pr. millimeter lineaert snit. P4 den anden side vil lave fiberkoncentrationer forege analysetiden, og der-
for kan det ofte bedre betale sig at forberede en prove med en tethed, der ligger naer optimal teethed, end at blive
ved med at talle pa filtre med lave koncentrationer. Den optimale fibertaethed vil give et gennemsnit pa ca. et
eller to taelbare fibre pr. felt ved 5 000 forstorrelse. Den optimale taethed vil imidlertid afhaenge af storrelsen (dia-
meteren) af fibrene. Derfor skal analysemedarbejderen stotte sig til en ekspertvurdering for at kunne afgore, om
fibertaetheden er nar ved det optimale eller ej.

() For 3 ym fibres vedkommende, se forrige note.
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1.5.3.4.2.

1.5.3.4.3.

2.1.

Lengdevagtning af fiberdiametre

Det er kun de fibre, der rorer (eller ligger pa tvars af) en (uendelig) tynd linje afsat pd SEM’ens skaerm, der talles.
Derfor er der afsat en horisontal (eller vertikal) linje tvaers gennem skarmens centrum.

Alternativt er der afsat et enkelt punkt i skeermens centrum, hvorefter der foretages en kontinuerlig scanning i en
retning pd tveers af filtret. Enhver fiber, der har et formatforhold sterre end 3:1, og som berorer eller gdr gennem
dette punkt, bliver underkastet méling af diameter, hvorefter resultatet registreres.

Storrelsesvurdering af fibre

Det anbefales, at der méles mindst 300 fibre. Hver fiber males kun én gang ved skeeringspunktet med den linje
eller det punkt, der er afsat pa billedet (eller teet ved skaeringspunktet, hvis fiberkanterne er skjult). Hvis man ste-
der pa fibre med uensartede tvaersnit, skal man foretage en maling, der reprasenterer fiberens gennemsnitsdia-
meter. Man skal veere meget omhyggelig med at udpege kanten og male den korteste afstand mellem fiberens
kanter. Storrelsesvurderingen kan ske online eller offline pé lagrede billeder eller fotos. Det anbefales at bruge
systemer til halvautomatisk billedmaling, der henter data direkte ind i et regneark, da de sparer tid og udelukker
afskriftsfejl. Endelig automatiserer de beregningerne.

Enderne af lange fibre skal undersoges ved lille forsterrelse for at sikre, at de ikke krummer tilbage i mélefeltet og
derved mdles flere gange.

DATA

BEHANDLING AF RESULTATERNE

Fiberdiametre folger almindeligvis ikke en normalfordeling. Hvis man gennemforer en log-transformation, er det
dog muligt at opnd en fordeling, der ligger naer ved normalfordelingen.

Den aritmetiske middelveerdi (mean InD) og standardafvigelsen (SD,,,;5) af den naturlige logaritme (InD) til n fiber-
diametre (D) beregnes.

*InD
n (1)

Z(InD —mean lnD)2
SDlnD = T )

Standardafvigelsen divideres med kvadratroden af antallet af mélinger (n) for at nd frem til standardfejlen (SE,,,p5).

mean InD =

S SD
D — % (3)

To gange standardfejlen treekkes fra middelvaerdien, og eksponentialfunktionen af denne vaerdi (middelvaerdi

minus to standardfejl) beregnes for at fa den geometriske middelvardi minus to geometriske standardfejl.

LWGMD — 2SE = e(mean lnD72SElnd) (4)
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3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten skal mindst indeholde folgende oplysninger:
— vaerdien af LWGMD-2SE

— enhver afvigelse og iser de afvigelser, der vil kunne pavirke pracisionen eller ngjagtigheden af resultaterne
med tilhgrende beherigt begrundede tilfelde.

4. REFERENCER
1. B. Tylee SOP MF 240. Health and Safety Executive. Februar 1999.

2. G. Burdett and G. Revell. Development of a standard method to measure the length-weigthed geometric
mean fibre diameter: Results of the Second inter-laboratory exchange. IR/L/MF/94/07. Project R42.75 HPD.
Health and Safety Executive. Research and Laboratory Services Division. 1994.
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1.1.

1.2

BILAG III

B.46. IN VITRO-HUDIRRITATION: TEST MED REKONSTRUERET HUMAN EPIDERMIS-MODEL

METODE

INDLEDNING

Hudirritation defineres som fremkomsten af reversible hudskader efter pafering af teststof i op til 4 timer (som
defineret i FN’s globale harmoniserede system for klassificering og meerkning af kemikalier (GHS)) (1). Denne test-
metode omfatter en in vitro-procedure, som afhangigt af informationsbehovet kan give mulighed for at
bestemme stoffers hudirritation og udgere en selvstaendig erstatningstest i en teststrategi med en »weight of
evidence«-tilgang (2).

Vurderingen af hudirritation har typisk omfattet brug af forsegsdyr (se metode B.4) (3). Af hensyn til dyrevel-
faerden giver metode B.4 mulighed for at bestemme hudeetsning/hudirritation ved hjalp af en sekventiel teststra-
tegi, der bestdr af validerede in vitro- og ex vivo-metoder, hvorved det undgds, at dyr udsettes for smerter og
lidelser. Der er tre validerede in vitro-testmetoder og -testretningslinjer, B.40, B.40a og TG 435 (4, 5, 6), som er
relevante for @tsningsdelen af den sekventielle teststrategi i B.4.

Denne testmetode bygger pa modeller af rekonstrueret human epidermis, som pd grund af deres overordnede
udformning (brug af humant afledte epidermiskeratinocytter som cellekilde, repraesentativt vaev og cellearkitek-
tur) ret ngje efterligner de biokemiske og fysiologiske egenskaber i de ovre dele af menneskers hud, dvs. epider-
mis. Ved den procedure, der er beskrevet i denne testmetode, kan det afgores, om lokalirriterende stoffer tilhorer
kategori 2 ifelge FN's GHS fareidentifikation. Testmetoden rummer ogsé et set ydeevnestandarder til brug for
vurdering af lignende og modificerede testmetoder, der er baseret pd rekonstrueret human epidermis (7).

To in vitro-testmetoder, hvor der benyttes rekonstrueret human epidermis-modeller, som forhandles under beteg-
nelserne EpiSkin™ og EpiDerm™, har vaeret underkastet preevaliderings-, optimerings- og valideringundersogel-
ser (8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17). Disse referencer byggede pd R 38. Visse aspekter af omberegningen
med henblik pd GHS behandles i reference 25. Metoder med samme ydeevne som EpiSkin™ (valideret reference-
metode 1) anbefales som selvstaendige erstatningsmetoder for in vivo-test med kaniner til klassificering af loka-
lirriterende stoffer i GHS kategori 2. I forbindelse med klassificering af lokalirriterende stoffer i GHS kategori 2
anbefales metoder med samme ydeevne som EpiDerm™ (valideret referencemetode 2) kun som screeningme-
tode eller som en del af en sekventiel teststrategi med en »weight of evidence«-tilgang. Inden en foreslaet metode
til in vitro-undersogelse af hudirritation med en rekonstrueret human epidermis-model kan benyttes i forbin-
delse med lovgivningen, skal dens palidelighed og relevans (ngjagtighed) og graenserne for dens pataenkte anven-
delse bestemmes, sa det er sikkert, at den pé de punkter er sammenlignelig med den validerede referencemetode 1,
og det skal ske i overensstemmelse med ydeevnestandarderne i testmetoden (tillegget).

To andre in vitro-testmetoder med rekonstrueret human epidermis er valideret ifolge kravene i denne testme-
tode med omtrent samme resultat som den validerede referencemetode 1 (18). Det er den modificerede
EpiDerm™-testmetode (modificeret referencemetode 2) og SkinEthic RHE™-testmetoden (analog til metode 1).

DEFINITIONER

[ denne testmetode anvendes folgende definitioner:

Ngjagtighed: Overensstemmelsen mellem testmetodens resultater og accepterede referenceverdier. Den er et
mél for testmetodens ydeevne og et af aspekterne af relevans. Udtrykket benyttes ofte som synonym for »kon-
kordanse, forstiet som den andel korrekte udfald, testmetoden forer til.

Batchkontrolstof: Referencestof, som med det pigaldende vaev giver et udfald for cellernes levedygtighed midt
i méleomradet.
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1.3.

Cellelevedygtighed: En parameter, der maler den samlede aktivitet i en cellepopulation, f.eks. udtrykt ved de
cellulaere mitokondriedehydrogenasers evne til at reducere vitalfarvestoffet MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid, thiazolylblat], og som, afthangigt af det valgte endpoint og testens udformning,
korrelerer med det totale antal levende celler og/eller deres levedygtighed.

ETs,: Den eksponeringstid, der nedsetter cellernes levedygtighed med 50 % ved péfering af et markerstof i en
narmere angivet fast koncentration; se ogsa ICs,,.

Falsk negativ-rate: Andelen af alle positive stoffer, som metoden ukorrekt har udpeget som negative. Den er en
indikator for testmetodens ydeevne.

Falsk positiv-rate: Andelen af alle negative (ikke-aktive) stoffer, der ukorrekt er udpeget som positive. Den er en
indikator for testmetodens ydeevne.

Uendelig dosis: Den mangde teststof, som er pafert pd huden ud over den mangde, der er nedvendig for helt
at deekke hudoverfladen pé ensartet méde.

GHS (det globale harmoniserede system for klassificering og markning af kemikalier): Et system til klas-
sificering af stoffer og blandinger efter standardiserede typer og niveauer af fysisk fare, sundhedsfare og miljefare
med tilhgrende kommunikationselementer sdsom piktogrammer, signalord, risikosatninger, sikkerhedsseetnin-
ger og sikkerhedsdatablade, sdledes at oplysninger om stoffernes og blandingernes skadelige virkninger kan vide-
reformidles med henblik pé at beskytte mennesker (f.eks. arbejdsgivere, arbejdstagere, transporterer, forbrugere
og redningspersonel) og miljo (1) og gennemfort i EU ved forordning (EF) nr. 1272/2008.

IC5: Den koncentration, ved hvilken et markerstof nedsztter vaevets levedygtighed med 50 % (ICs,) efter en fast
eksponeringstid; se ogsa ETs,.

Ydeevnestandarder: Standarder, som med udgangspunkt i en valideret referencemetode giver mulighed for at
vurdere, om en foresldet testmetode, som er mekanistisk og funktionelt tilsvarende, er ssmmenlignelig. De inde-
holder bl.a. 1) de centrale dele af testmetoden, II) en minimumsliste med referencestoffer, som er udvalgt blandt
de stoffer, der er benyttet til at pavise, at den validerede referencemetodes ydeevne er acceptabel, I1I) de sam-
menlignelige niveauer af nejagtighed og palidelighed, som er fastsat efter, hvad der er opnéet med den valide-
rede referencemetode, og som det skal pévises, at den foresldede testmetode kan yde, ved vurdering ud fra
minimumslisten med referencestoffer.

Palidelighed: Mal for, i hvilken grad en testmetode kan udfores reproducerbart i og mellem laboratorier over en
leengere periode, ndr den udferes efter samme protokol. Den bedemmes ved beregning af reproducerbarhed
inden for og mellem laboratorier.

Folsomhed: Andelen af alle positive/aktive stoffer, der klassificeres korrekt ved testen. Den er et mél for ngjag-
tigheden af en testmetode, der forer til kategoriske resultater, og har stor betydning for vurdering af en testme-
todes relevans.

Specificitet: Andelen af alle negative/ikke-aktive stoffer, der klassificeres korrekt ved testen. Den er et mal for
nejagtigheden af en testmetode, der forer til kategoriske resultater, og har stor betydning for vurdering af en test-
metodes relevans.

Hudirritation: Fremkaldelse af reversibel skade pa huden ved péforing af teststoffet i indtil 4 timer. Hudirrita-
tion er en lokalt fremkaldt ikke-immunogen reaktion, som indtrader kort tid efter stimuleringen (24). Den karak-
teriseres is@r ved, at den reversible proces indebzrer inflammatoriske reaktioner og de fleste af de karakteristiske
kliniske tegn pd irritation (redme, edem, kloe og smerte), der er knyttet til en inflammatorisk proces.

ANVENDELSESOMRADE OG BEGR ENSNINGER

Det er en begransning for de test med rekonstrueret human epidermis, som henherer under denne testmetode,
at de kun muligger Klassificering af stoffer som hudirriterende i kategori 2 ifelge FN's GHS. Da de ikke giver
mulighed for Klassificering af stoffer i den valgfrie kategori 3 ifolge FN's GHS, vil alle andre stoffer ikke blive klas-
sificeret (ingen kategori). Afhangigt af behovet for lovgivning og om der i fremtiden bliver indfejet nye end-
points, foretaget forbedringer eller udviklet nye analoge metoder, kan der blive behov for revision af denne
testmetode.

Denne testmetode muligger fareidentifikation af lokalirriterende stoffer med én komponent (19), men den giver
ikke fyldestgorende oplysninger om hudeetsning. Gasser og acrosoler kan ikke testes; blandinger er endnu ikke
vurderet ved en valideringsundersogelse.
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1.4.

1.5.

1.6.

TESTMETODENS PRINCIP

Teststoffet pafores pa en tredimensional rekonstrueret human epidermis-model, som bestar af normale humant
afledte epidermiskeratinocytter, som ved dyrkning har dannet en starkt differentieret flerlagsmodel af den
humane epidermis. Den bestér af velordnede basallag, stratum spinosum og stratum granulosum og et flerlaget
stratum corneum, hvori intercellulare lamellare lipidlag er til stede i samme menstre, som man finder in vivo.

Princippet bag testen med rekonstrueret human epidermis-model bygger pé den forudsatning, at lokalirriterende
stoffer kan treenge gennem stratum corneum ved diffusion og er cytotoksiske for cellerne i de underliggende lag.
Cellernes levedygtighed males ved, at dehydrogenase omdanner vitalfarvestoffet MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid, thiazolylbldt; Einecs-nr. 206-069-5, CAS-nr. 298-93-1)] til et blat forma-
zansalt, der méles kvantitativt efter ekstraktion fra vaevene (20). Lokalirriterende stoffer identificeres ved deres
evne til at nedseette cellernes levedygtighed til en bestemt teerskelvardi eller derunder (f.eks. < 50 % for lokalir-
riterende stoffer i kategori 2 ifolge FN's GHS). Stoffer, der forer til en levedygtighed for cellerne, der ligger over
den fastlagte taerskel, klassificeres ikke (f.eks. > 50 % ingen kategori).

Modelsystemer med rekonstrueret human epidermis kan benyttes til test af faste stoffer, vasker, halvfaste stoffer
og vokser. Vaesker kan veere vandige eller ikke-vandige, og faste stoffer kan veere opleselige eller uoploselige i
vand. Faste stoffer bor testes som fint pulver, ndr det overhovedet er muligt. Da der ved valideringen af testsy-
stemerne med rekonstrueret human epidermis-model er undersegt 58 omhyggeligt udvalgte stoffer, der reprae-
senterer et bredt spektrum af kemiske stofgrupper, forventes metoderne at kunne anvendes generelt til alle
kemiske stofgrupper (16). Valideringen omfatter 13 lokalirriterende stoffer i GHS-kategori 2. Bemeark, at ikke-
atsende syrer, baser, salte og andre uorganiske stoffer ikke var omfattet af valideringen, og at visse grupper af
organiske stoffer, der vides at vaere lokalirriterende, sisom hydroperoxider, phenoler og overfladeaktive stoffer
heller ikke eller kun i begranset omfang var med i valideringen.

GODTGWRELSE AF KOMPETENCE

Inden et laboratorium pabegynder rutinemsssig brug af en valideret metode, der folger denne testmetode, bor
de godtgare deres tekniske kompetence ved hjelp af de ti anbefalede stoffer i tabel 1. I denne testmetode betrag-
tes kemikalier i den valgfrie kategori 3 1 FN's GHS som ikke-klassificerede. Inden nye lignende (analoge) testme-
toder, der udvikles under denne testmetode, og som strukturelt og funktionelt ligner de validerede
referencemetoder, og modificeringer af validerede metoder tages i brug af de kontrollerende myndigheder til test-
ning, ber det ved hjalp af ydeevnestandarderne i tillegget til denne testmetode godtgeres, at den nye testmetode
har tilsvarende pélidelighed og nejagtighed.

Tabel 1

Kompetencestoffer, der udger en delmangde af referencestofferne i tilleegget

Stof CAS-nummer | In vivo-vurdering Fysisk form GHS-kategori
naphthaleneddikesyre 86-87-3 0 S Ingen kat.
isopropanol 67-63-0 0,3 L Ingen kat.
methylstearat 112-61-8 1 S Ingen kat.
heptylbutyrat 5870-93-9 1,7 L Valgfri kat. 3
hexylsalicylat 6259-76-3 2 L Valgfri kat. 3
cyclamenaldehyd 103-95-7 2,3 L Kat. 2
1-bromhexan 111-25-1 2,7 L Kat. 2
butylmethacrylat 97-88-1 3 L Kat. 2
1-methyl-3-phenyl-1-piperazin 5271-27-2 3,3 S Kat. 2
heptanal 111-71-7 4 L Kat. 2

BESKRIVELSE AF METODEN

Nedenfor folger en beskrivelse af komponenter og procedurer i en test til vurdering af hudirritation med rekon-
strueret human epidermis-model. En rekonstrueret human epidermis-model kan konstrueres, fremstilles eller
kebes i handelen (f.eks. EpiSkin™, EpiDerm™ og SkinEthic RHE™). Der er standardiserede testprotokoller for
EpiSkin™, EpiDerm™ og SkinEthic RHE™ til radighed pa http://ecvam.jrc.ec.europa.cu (21, 22, 23). Test bor
udferes pa folgende made:
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Komponenterne i rekonstrueret human epidermis-modellen

Almindelige modelbetingelser

Der skal anvendes normale humane keratinocytter til at konstruere epithelet. Der skal veere flere lag af levedyg-
tige epithelceller (basallag, stratum spinosum, stratum granulosum) til stede under et fungerende stratum cor-
neum. Stratum corneum skal vaere flerlaget og indeholde den fedtprofil, der gor den til en effektiv barriere, der
kan modstd hurtig gennemtraengning af cytotoksiske markerstoffer, f.eks. natriumdodecylsulfat (SDS) eller Tri-
ton X-100. Barrierefunktionen kan bedemmes enten ved at bestemme den koncentration, hvor et markerstof
nedsetter vavets levedygtighed med 50 % (IC5,) efter en fast eksponeringstid, eller ved at bestemme den ekspo-
neringstid, der er nedvendig for at nedsatte levedygtigheden med 50 % (ETs,), ndr markerstoffet pafores i en
narmere fastsat konstant koncentration. Modellens fysiske udformning skal forhindre, at stof passerer uden om
stratum corneum til det levedygtige veev, hvilket ville forringe modelleringen af hudens eksponering. Hudmo-
dellen skal veere fri for kontamination med bakterier, virus, mykoplasma og svampe.

Funktionsmassige modelbetingelser

Levedygtighed

MTT foretrakkes til kvantificering af levedygtigheden (20). Absorbansen (optical density — OD) af den farve-
stofmangde, der kan ckstraheres (ved oplesning) fra veevet fra behandlingen med negativ kontrol (NC), skal vare
mindst 20 gange absorbansen af det rene ekstraktionsmiddel. Det skal godtgeres, at vevet fra behandling med
negativ kontrol er en stabil kultur (leverer enslydende levedygtighedsmalinger) i hele testeksponeringsperioden.

Barrierefunktion

Stratum corneum og dets lipidsammensztning skal vaere tilstraekkelig til at modsta hurtig gennemtraengning af
cytotoksiske markerstoffer, f.eks. SDS eller Triton X-100, bestemt ved ICs, eller ETs,,.

Morfologi

Rekonstrueret hud/epidermis skal af beherigt kvalificeret personale underseges histologisk for human
hud/epidermis-lignende struktur (herunder flerlaget stratum corneum).

Reproducerbarhed

De resultater, metoden giver med en bestemt model, skal udvise tidsmaessig reproducerbarhed, helst godtgjort
ved hjalp af et egnet batchkontrolstof (se tillegget).

Kvalitetskontroller (QC) i modellen

Hver batch af den anvendte epidermismodel skal overholde veldefinerede produktionsgodkendelseskriterier,
hvoraf levedygtighed (punkt 1.6.1.2.1) og barrierefunktion (punkt 1.6.1.2.2) er de vigtigste. Der skal af leveran-
deren af hudmodellen (eller forsagslederen, hvis modellen er internt fremstillet) fastsattes en interval for accep-
table veerdier af IC5, eller ETs, (ovre og nedre granse). Vavenes barriercegenskaber kontrolleres af laboratoriet
efter modtagelsen. Kun resultater, der er fremkommet med kvalificerede vav, kan accepteres til at give en péli-
delig vurdering af lokalirriterende virkninger. Nedenfor er acceptintervallerne for de validerede referencemeto-
der angivet som cksempler.

Tabel 2

Eksempler pd batchgodkendelseskriterier til kvalitetskontrol

Nedre acceptgranse Middelveerd; i @vre acceptgranse
P8 acceptinterval P8
Valideret referencemetode 1 IC5o = 1,0 mg/ml IC5o = 2,32 mg[ml IC5 = 3,0 mg/ml
(behandling i 18 h med SDS)
Valideret referencemetode 2 ETs, = 4,8 hr ETs, = 6,7 hr ETs, = 8,7 hr
(1 % Triton X-100)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1.

Péforing af test- og kontrolstoffer

Der anvendes et passende antal vaevsgentagelser til hver behandling og til kontroller (mindst tredobbeltbestem-
melse pr. analyseserie). For bade flydende og faste stoffer geelder det, at der skal péfores tilstrackkelig meget test-
stof til, at hudoverfladen dakkes med et jeevnt lag, samtidig med at uendelig dosis undgas (se 1.2 Definitioner),
dvs. mindst 25 uL/cm? eller 25 mg/cm?. 1 tilfzlde af faste stoffer fugtes epidermisoverfladen med deioniseret eller
destilleret vand inden péferingen, sa der sikres god hudkontakt. Faste stoffer bor testes som fint pulver, ndr det
overhovedet er muligt. Efter eksponeringsperioden vaskes teststoffet omhyggeligt af hudoverfladen med vandig
buffer eller 0,9 % NaCl. Afthangigt af, hvilken rekonstrueret human epidermis-model der anvendes, kan ekspo-
neringsperioden variere mellem 15 og 60 minutter og inkubationstemperaturen mellem 20 og 37 °C. Der er ner-
mere oplysninger i de tre metoders standardprocedurer (21, 22, 23).

Der skal i hver undersogelse anvendes samtidig negativ kontrol og positive kontroller (PC), sd det godtgeres, at
levedygtigheden (NC), barrierefunktionen og vevets deraf folgende folsomhed (PC) ligger inden for et forud fast-
sat acceptinterval. Som positivt kontrolstof foreslds 5 % vandig SDS. Som negativt kontrolstof foreslds vand eller
phosphatbufferet saltoplesning (PBS).

Maling af cellelevedygtighed

Det vigtigste i testproceduren er, at levedygtigheden ikke méles umiddelbart efter eksponeringen med teststof-
ferne, men forst efter en tilstreekkelig lang inkubationsperiode efter behandlingen i frisk substrat af de renskyl-
lede vav fra behandlingen. En sddan periode betyder, dels at huden kan komme sig over svagt irriterende
virkninger, dels at eventuelle cytotoksiske virkninger traeder tydeligt frem. En inkubationsperiode efter behand-
lingen pa 42 timer viste sig i testoptimeringfasen (9, 10, 11, 12, 13) at vaere optimal, og der blev derfor benyttet
en sddan ved valideringen af referencetestmetoderne.

Maling af omdannelse af MTT er en valideret kvantitativ metode, som skal benyttes til maling af cellelevedyg-
tigheden. Den er forenelig med brug i et tredimensionalt veev. Hudlappen anbringes i en MTT-oplesning af pas-
sende koncentration (f.eks. 0,3-1 mg/mL) i tre timer. Det udfaeldede bla formazan ekstraheres fra vavet med et
oplesningsmiddel (f.eks. isopropanol eller sur isopropanol), og formazankoncentrationen beregnes ud fra maling
af absorbansen i et hgjst + 30 nm bredt band ved 570 nm.

Teststoffets optiske egenskaber eller dets kemiske reaktion med MTT kan interferere med mélingen og fore til et
forkert skon over levedygtigheden (da teststoffet kan standse, mindske eller fordrsage farvedannelsen). Det kan
forekomme, hvis et specifikt teststof ikke bliver fjernet fuldstaendigt fra huden ved skylning, eller hvis det er
treengt ned i epidermis. Hvis teststoffet reagerer direkte med MTT, hvis det selv er farvet, eller hvis det bliver far-
vet under behandlingen af vavet, skal der anvendes yderligere kontroller til at spore og korrigere for teststoffer-
nes interferens med levedygtighedsmalingen. En direkte test for MTT-reduktion er narmere beskrevet i
testmetodeprotokollen for de validerede referencemetoder (21, 22, 23). Ikke-specifik farvning (NSC) som folge
af interferens ma ikke vaere storre end 30 % af den negative kontrol (med henblik pa korrektion). Er NSC > 30 %,
anses teststoffet for uforeneligt med testen.

Acceptkriterier for malingen

For hver méling med gyldige batcher (se punkt 1.6.1.2.5) skal vaev, der er behandlet med negativ kontrol, give
absorbansresultater, der afspejler kvaliteten af de vaev, der har vaeret underkastet alle forsendelses- og modtagel-
sestrin og alle processer i irritationsprotokollen. Absorbansvardierne af kontrollerne mé ikke ligge lavere end
forud fastsatte nedre grenser. Pa tilsvarende made skal vav, der er behandlet med positiv kontrol, dvs. 5 % van-
dig SDS, afspejle vavenes folsomhed og deres evne til at reagere pa et lokalirriterende stof under de aktuelle for-
sogsvilkar (f.eks. levedygtighed < 40 % for valideret referencemetode 1 og < 20 % for valideret referencemetode 2).
Der skal defineres passende mal for den tilknyttede variation mellem multiple bestemmelser pa samme vav (f.cks.
skal en eventuel standardafvigelse vaere < 18 %).

DATA

DATA

For hver behandling skal data fra de enkelte multipelbestemmelser (f.eks. absorbansvardier og beregnet cellele-
vedygtighedsprocent for hvert teststof samt klassificeringen) fremlaegges i tabelform, herunder data fra eventu-
elle gentagelser af forsgget. Desuden skal gennemsnit og standardafvigelse angives for hvert forseg. For hvert
testet stof oplyses der om eventuelt iagttagne vekselvirkninger med MTT-reagenset og farvede teststoffer.
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2.2. FORTOLKNING AF RESULTATER

De absorbansvardier, som males ved hver undersogelse, anvendes til beregning af den procentuelle levedygtig-
hed i forhold til den negative kontrol, som vilkédrligt seettes til 100 %. Den terskelvaerdi for cellelevedygtigheds-
procent, som adskiller lokalirriterende stoffer fra ikke-klassificerede stoffer, og de statistiske metoder, der benyttes
til at vurdere resultaterne og udpege lokalirriterende stoffer, skal klart defineres, dokumenteres og bevises at vare
hensigtsmassige. Tarskelvardierne for vurdering som lokalirriterende ifolge de validerede referencemetoder er
som folger:

Teststoffet betragtes som varende hudirriterende i kategori 2 ifolge FN's GHS:

i) hvis vavslevedygtigheden efter eksponering og inkubation efter behandling er mindre end eller lig med (<)
50 %.

Teststoffet anses for ikke at tilhere nogen kategori:

i) hvis vavslevedygtigheden efter eksponering og inkubation efter behandling er storre end (>) 50 %.

3. RAPPORTERING

3.1. TESTRAPPORT
Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
Test- og kontrolstoffer:
—  kemiske navne, f.cks. IUPAC-navn eller CAS-navn og -nummer, hvis de kendes
— stoffets renhed og sammensaetning (i vagtprocent)

— fysiske-kemiske egenskaber, som er relevante for undersogelsen (f.cks. fysisk tilstand, stabilitet og flygtig-
hed, pH og opleselighed i vand, hvis kendt)

— eventuel behandling af test/kontrolstoffer inden testen (f.cks. opvarmning, formaling)
— opbevaringsforhold.

Begrundelse for valg af hudmodel og forsegsprotokol.

Testbetingelser:

— anvendt cellesystem

—  kalibreringsinformationer for udstyr og bandpas, som er anvendt til méling af cellelevedygtighed (f.cks.
spektrofotometer)

—  komplet dokumentation for den anvendte hudmodel, herunder om dens ydeevne. Der skal bl.a. gives oplys-
ning om

i) levedygtighed

ii)  barrierefunktion

i) morfologi

iv) reproducerbarhed og prediktionsevne

v)  kvalitetskontroller (QC) i modellen
— detaljer om den anvendte testprocedure

— anvendte testdoser, eksponeringens varighed og lengden af inkubationsperioden efter behandlingen
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beskrivelse af eventuelle aendringer i testproceduren
reference til historiske data for modellen. Der skal bl.a. gives oplysning om
i) om QC-dataene kan accepteres, sammenlignet med data om tidligere batcher

ii) om positive og negative kontrolvaerdier kan accepteres, ssmmenlignet med gennemsnit og intervaller
for positive og negative kontroller

beskrivelse af de anvendte evalueringskriterier, herunder begrundelse for valg af pradiktionsmodellens
afskeeringspunkt(er).

Resultater:

angivelse i tabelform af data fra hver enkelt testprove

beskrivelse af andre observerede virkninger.

Diskussion af resultater.

Konklusioner.
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Tilleg

Vurdering af ydeevnen ved de foresliede metoder til in vitro-undersogelse af hudirritation med en
rekonstrueret human epidermis-model

INDLEDNING

De procedurer, der foreslds anvendt i forbindelse med denne testmetode, skal vurderes med hensyn til palidelighed og nej-
agtighed ved hjalp af stoffer, der reprasenterer hele Draize-pointskalaen for irritation. Nér den foresldede procedure bedom-
mes ved hjalp af de 20 anbefalede referencestoffer (tabel 2), skal den have samme niveau af pélidelighed og nejagtighed som
den validerede referencemetode 1 (tabel 3) (1). Der redegores narmere for ngjagtigheds- og palidelighedskrav i punkt II og III
nedenfor. Der indgér ikke-klassificerede og klassificerede (i kategori 2 ifolge FN's GHS) stoffer, som reprasenterer relevante
kemiske stofgrupper, sdledes at den foresldede testmetode kan sammenlignes med den validerede referencemetode 1 med
hensyn til pélidelighed og ydeevne (folsomhed, specificitet, falsk negativ-rate, falsk postiv-rate og nejagtighed). Inden test-
metoden tages i brug til test af nye stoffer, skal det fastslds, om den er palidelig, og om den kan identificere irriterende stoffer
i kategori 2 ifelge FN's GHS korrekt.

YDEEVNESTANDARDER

Ydeevnestandarderne omfatter folgende tre elementer: I) de centrale dele af testmetoden, II) referencestoffer, I1I) fastlagte veer-
dier for nejagtighed og pélidelighed (2). De foreliggende ydeevnestandarder bygger pd de ydeevnestandarder, der er fastlagt
efter afslutning af ECVAM-valideringsundersogelsen af hudirritation (3).

) De centrale dele af testmetoden

Almindelige modelbetingelser

Der skal anvendes normale humane keratinocytter til at konstruere epithelet. Der skal vare flere lag af levedygtige epi-
thelceller (basallag, stratum spinosum, stratum granulosum) til stede under et fungerende stratum corneum. Stratum
corneum skal vare flerlaget og indeholde den fedtprofil, der gor den til en effektiv barriere, der kan modsta hurtig gen-
nemtrangning af cytotoksiske markerstoffer, f.eks. SDS eller Triton X-100. Barrierefunktionen kan bedemmes enten
ved at bestemme den koncentration, hvor et markerstof nedsatter vavets levedygtighed med 50 % (ICs,) efter en fast
eksponeringstid, eller ved at bestemme den eksponeringstid, der er nedvendig for at nedsztte levedygtigheden med 50 %
(ET5,), ndr markerstoffet pafores i en narmere fastsat konstant koncentration. Modellens fysiske udformning skal for-
hindre, at stof passerer uden om stratum corneum til det levedygtige vav, hvilket ville forringe modelleringen af hudens
eksponering. Hudmodellen skal veere fri for kontamination med bakterier, virus, mykoplasma og svampe.

Funktionsmessige modelbetingelser

Levedygtighed

MTT foretrackkes til kvantificering af levedygtigheden (4). Absorbansen (optical density — OD) af den farvestofmeangde,
der kan ekstraheres (ved oplesning) fra vavet fra behandlingen med negativ kontrol (NC), skal vaere mindst 20 gange
absorbansen af det rene ekstraktionsmiddel. Det skal godtgeres, at vavet fra behandling med negativ kontrol er en sta-
bil kultur (leverer enslydende levedygtighedsmalinger) i hele testeksponeringsperioden.

Barrierefunktion

Stratum corneum og dets lipidsammensatning skal vaere tilstraekkelig til at modsté hurtig gennemtrangning af cyto-
toksiske markerstoffer, f.eks. SDS eller Triton X-100, bestemt ved 1Cs, eller ETs,,.

Morfologi

Rekonstrueret hud/epidermis skal af behorigt kvalificeret personale underseges histologisk for human hud/epidermis-
lignende struktur (herunder flerlaget stratum corneum).
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Reproducerbarhed

De resultater, metoden giver med en bestemt model, skal udvise tidsmaessig reproducerbarhed, helst godtgjort ved hjelp
af et egnet batchkontrolstof (se definitionerne i punkt 1.2).

Kvalitetskontroller (QC) i modellen

Hver batch af den anvendte epidermismodel skal overholde veldefinerede produktionsgodkendelseskriterier, hvoraf leve-
dygtighed og barrierefunktion er de vigtigste. Der skal af leveranderen af hudmodellen (eller forsegslederen, hvis model-
len er internt fremstillet) fastsecttes en interval for acceptable vaerdier af IC5, eller ETs, (ovre og nedre graense). Vavenes
barriereegenskaber kontrolleres af laboratoriet efter modtagelsen. Kun resultater, der er fremkommet med kvalificerede
vav, kan accepteres til at give en palidelig vurdering af lokalirriterende virkninger. Nedenfor er acceptintervallerne for
de validerede referencemetoder angivet som eksempler.

Tabel 1

Eksempler pd batchgodkendelseskriterier til kvalitetskontrol

Nedre acceptgranse xﬁiﬂzﬁﬁai @vre acceptgranse
Valideret referencemetode 1 IC5, = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC54 = 3,0 mg/ml
(behandling i 18 h med SDS)
Valideret referencemetode 2 ETs = 4,8 hr ETs, = 6,7 hr ETs, = 8,7 hr
(1 % Triton X-100)

Referencestoffer

Referencestoffer benyttes til at fastsld, om en foresldet ny in vitro-testmetode med rekonstrueret human epidermis, som
er bevist at have tilstrakkelig strukturel og funktionel lighed med de validerede referencemetoder, eller som bestér i en
mindre modfikation af en valideret referencemetode, har samme ydeevne som den validerede referencemetode 1 (1).
Blandt de 20 referencestoffer pé listen i tabel 2 er der stoffer i forskellige interessante kemiske stofgrupper og stoffer i
kategori 2 ifolge FN's GHS. P4 listen er der ti stoffer i kategori 2 ifolge FN's GHS, tre stoffer i den valgfrie kategori 3
ifolge FN's GHS og syv ikke-klassificerede stoffer. I denne testmetode betragtes stoffer i den valgfrie kategori 3 som ikke-
klassificerede. Disse referencestoffer er det mindste antal stoffer, der skal indga i vurderingen af nejagtighed og palide-
lighed af en foreslaet testmetode for hudirritation med rekonstrueret human epidermis. Hvis et stof pd listen ikke kan
fas, kan der benyttes andre stoffer, som der foreligger tilstraekkelige in vivo-referencedata om. Hvis det onskes for at
udbygge vurderingen af den foresldede testmetodes nejagtighed, kan der tilfojes flere stoffer, som reprasenterer andre
kemiske stofgrupper, og som der foreligger tilstraekkelige in vivo-referencedata om, til minimumslisten over
referencestoffer.

Tabel 2

Referencestoffer til bestemmelse af ngjagtigheds- og palidelighedsverdier for hudirritationsmodeller med
rekonstrueret human epidermis

Stof () CAS-nummer nliirr:r:e_r Ff}c;i;i:( vll?rgei‘;ii_g vitrc(v;—}l:asteigori vivgiitri:;ori
1-brom-4-chlorbutan 6940-78-9 | 230-089-3 L 0 Kat. 2 Ingen kat.
diethylphthalat 84-66-2 | 201-550-6 L 0 Ingen kat. | Ingen kat.
naphthaleneddikesyre 86-87-3 | 201-705-8 S 0 Ingen kat. | Ingen kat.
allylphenoxyacetat 7493-74-5 | 231-335-2 L 0,3 Ingen kat. | Ingen kat.
isopropanol 67-63-0 | 200-661-7 L 0,3 Ingen kat. | Ingen kat.
4-(methylthio)-benzaldehyd 3446-89-7 | 222-365-7 L 1 Kat. 2 Ingen kat.
methylstearat 112-61-8 | 203-990-4 S 1 Ingen kat. | Ingen kat.
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Stof () CAS-nummer nl:;llrr;frilser Ff);srli( vll?r(;,eiz‘;ion_g vitr((illjefté;ori vivg-llgtizori
heptylbutyrat 5870-93-9 | 227-526-5 L 1,7 Ingen kat. | Valgfri kat. 3
hexylsalicylat 6259-76-3 | 228-408-6 L 2 Ingen kat. | Valgfri kat. 3
tri-isobutylphosphat 126-71-6 | 204-798-3 L 2 Kat. 2 Valgfri kat. 3
1-decanol 112-30-1 | 203-956-9 L 2,3 Kat. 2 Kat. 2
cyclamenaldehyd 103-95-7 | 203-161-7 L 2,3 Kat. 2 Kat. 2
1-bromhexan 111-25-1 | 203-850-2 L 2,7 Kat. 2 Kat. 2
2-chlormethyl-3,5-dimethyl- 86604-75-3 | 434-680-9 S 2,7 Kat. 2 Kat. 2
4-methoxypyridinhydrochlorid
a-terpineol 98-55-5 | 202-680-6 L 2,7 Kat. 2 Kat. 2
di-n-propyldisulfid 629-19-6 | 211-079-8 L 3 Ingen kat. | Kat. 2
butylmethacrylat 97-88-1 | 202-615-1 L 3 Kat. 2 Kat. 2
benzenthiol, 7340-90-1 | 438-520-9 L 3,3 Kat. 2 Kat. 2
5-(1,1-dimethylethyl)-2-methyl
1-methyl-3-phenyl-1-piperazin 5271-27-2 | 431-180-2 S 3,3 Kat. 2 Kat. 2
heptanal 111-71-7 | 203-898-4 L 4 Kat. 2 Kat. 2

() Disse 20 referencestoffer er et reprasentativt udsnit af de 58 stoffer, som oprindelig blev brugt til at validere referencemetode 1
(EpiSkin™). Der foreligger en fuldsteendig liste over teststofferne og kriterierne for udvelgelsen (5).

Stofferne i tabel 2 er et reprasentativt udsnit af de 58 stoffer, der indgik i den internationale ECVAM-
valideringsundersogelse af hudirritation (1). De er udvalgt ud fra felgende kriterier:

— de fés i handelen

— de reprasenterer hele Draize-pointskalaen (fra ikke-irriterende til staerkt irriterende)

— de har en veldefineret kemisk struktur

— de er reprasentative for den validerede metodes reproducerbarhed og pradiktionsevne som fastsldet ved
ECVAM-valideringsundersogelsen

— de er reprasentative for de typer kemisk funktion, der indgér i valideringsprocessen

— de har ikke nogen ekstremt toksisk profil (f.eks. kraftfremkaldende eller reproduktionstoksiske) og indebeerer hel-
ler ikke urimeligt hoje bortskaffelsesomkostninger.

Definerede ngjagtigheds- og pilidelighedsvardier

De foresldede metoder skal vare sammenlignelige med den validerede referencemetode 1 (tabel 3) med hensyn til yde-
evne (folsomhed, specificitet, falsk negativ-rate, falsk postiv-rate og nejagtighed), dvs. at felsomheden skal vare 80 %
eller derover, specificiteten skal vare 70 % eller derover, og nejagtigheden skal vaere 75 % eller derover. Ydeevnen skal
beregnes for alle de klassificeringer, som de forskellige deltagende laboratorier nar frem til med de 20 stoffer. Hvert labo-
ratorium skal fastsatte klassificeringen af de enkelte stoffer ud fra gennemsnittet af levedygtigheden over de forskellige
udforte analyseserier (mindst tre gyldige serier).
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Ydeevne for den validerede referencemetode 1 (1)

Tabel 3

Testmetode Antal stoffer Folsomhed Specificitet Fa} sk Ea.ISk Nojagtighed
negativ-rate positiv-rate
Valideret 58 87,2% (%) 71,1 % (%) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
referencemetode 1 (1)
Valideret 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
referencemetode 1 (1)

(1) Episkin™.
(?) Baseret pa 13 lokalirriterende stoffer i GHS-kategori 2.
(%) Baseret pd 45 lokalirriterende stoffer i GHS-kategori 3 eller ikke kategoriseret i GHS.

Den foresldede testmetodes pélidelighed skal vaere sammenlignelig med de validerede referencemetoders.

Reproducerbarhed inden for laboratoriet

En vurdering af variationen inden for laboratoriet skal vise, at klassificeringerne (kategori 2/ingen kategori) ved forskel-
lige uatheengige analyseserier med de 20 referencestoffer i ét enkelt laboratorium er overensstemmende i 90 % af til-
feeldene eller derover.

Reproducerbarhed mellem laboratorier

En vurdering af reproducerbarheden mellem laboratorier er ikke afgarende, hvis de foresldede testmetoder kun skal
benyttes i ét laboratorium. For metoder, der onskes overfort mellem laboratorier, skal klassificeringerne
(kategori 2[ingen kategori) ved forskellige uathengige analyseserier med de 20 referencestoffer, der foretages i helst
mindst tre laboratorier, vare overensstemmende i 80 % af tilfeeldene eller derover.
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(") Tabel 3 viser ydeevnen for den validerede referencemetode 1, for s vidt angar dens evne til korrekt at identificere lokalirriterende stoffer

(kategori 2 ifolge FN's GHS) og ikke-klassificerede stoffer (savel ingen kategori som valgfri kategori 3) for henholdsvis 58 og 20 referen-
cestoffer (tabel 2).
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BILAG IV

C.3. FERSKVANDSALGER OG CYANOBAKTERIER, VAKSTHAMNINGSTEST

1. METODE

Metoden er &kvivalent med OECD TG 201 (2006) (1).

1.1. INDLEDNING

Testmetoderne bliver med mellemrum gennemgdet og ajourfort pd baggrund af den videnskabelige udvikling. Der
er nodvendigt at revidere testmetode C.3, sdledes at den omfatter flere arter og opfylder kravene til risikovurdering
og klassificering af kemiske stoffer. Revisionen er foretaget pa grundlag af de omfattende praktiske erfaringer med
testen, den videnskabelige udvikling inden for algetoksicitetsundersagelser samt de kontrollerende myndigheders
udstrakte anvendelse af testen, siden denne oprindeligt blev indfort.

1.2. DEFINITIONER
I denne testmetode anvendes folgende definitioner og forkortelser:

Biomasse, den torre vegt af levende materiale, som er til stede i en population, i et givet volumen, f.eks. mg
alger/liter testoplosning. »Biomasse« defineres saedvanligvis som masse, men skal i denne test forstis som masse pr.
volumenenhed. I denne test anvendes typisk mélinger af surrogater for biomasse som f.cks. celletal, fluorescens mv.,
hvorfor betegnelsen »biomasse« ligeledes daekker disse surrogatmalevaerdier.

Variationskoefficient, et dimensionslost mél for variabiliteten af en parameter, defineret som forholdet mellem
standardafvigelsen og middelvaerdien. Den kan ogsa angives i procent. Middelvaerdien af variationskoefficienten for
den gennemsnitlige specifikke vacksthastighed i replikate kontrolkulturer beregnes som folger:

1. Variationskoefficienten beregnes som % af den gennemsnitlige specifikke vaeksthastighed ved hjalp af de trin-
vist beregnede daglige veaekstrater for den pagaldende replikat.

2. Der beregnes et gennemsnit af alle vaerdier beregnet i punkt 1. Deraf fds den gennemsnitlige variationskoef-
ficient for den beregnede trinvise daglige specifikke vackstrate i replikate kontrolkulturer.

ECx, den koncentration af teststof oplest i testsubstratet, der medferer en vaksthamning pd 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 entydigt at skelne mellem EC-veardier afledt af vakstrate (rrate«) eller af udbytte
(yield) benyttes de respektive symboler »E,C« og »E,Ce.

Neeringssubstrat, det komplette, syntetiske neringssubstrat, hvori algerne vokser, ndr de eksponeres for teststof-
fet. Teststoffet vil normalt vaere oplest i testsubstratet.

Vaksthastighed (gennemsnitlig specifik vaksthastighed), den logaritmiske stigning i biomasse i
eksponeringsperioden.

Laveste koncentration med observeret effekt (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC), den laveste
testede koncentration, ved hvilken stoffet har vist statistisk signifikant (p < 0,05) vaekstnedsaettende virkning i for-
hold til kontrolpreverne inden for en given eksponeringsperiode. Alle testkoncentrationer over LOEC skal dog have
en skadelig virkning mindst svarende til den, der iagttages ved LOEC. Er disse to betingelser ikke opfyldt, skal der
fyldestgorende redegores for, hvordan den pagaldende LOEC (og dermed NOEC) er valgt.

Nuleffekt-koncentration (No Observed Effect Concentration (NOEC)), testkoncentrationen umiddelbart under
LOEC.
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1.3.

1.4.

1.5.

Responsvariabel, en variabel, som anvendes til vurdering af den toksiske virkning og er afledt af vilkdrlige malte
parametre, der beskriver biomassen ved andre beregningsmetoder. I naervarende metode er vakstrater og udbytte
responsvariabler, der er afledt ved méling af biomasse direkte eller af et af de naevnte surrogater.

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

Udbytte, veerdien af en mélevariabel ved eksponeringsperiodens slutning minus veerdien af variablen ved ekspo-
neringsperiodens start, dvs. stigningen i biomasse under testen.

TESTMETODENS ANVENDELIGHED

Metoden er bedst anvendelig pd vandopleselige stoffer, som under forsegsbetingelserne forventes at forblive i van-
det. Til testning af stoffer, der er flygtige, staerkt adsorberende, farvede eller tungtopleselige i vand, eller som kan
andre tilgeengeligheden af naringsstoffer eller mineraler i testsubstratet, kan visse @ndringer af den beskrevne frem-
gangsmdde vaere nodvendige (f.eks. lukket system eller konditionering af testbeholderne). Anvisninger for nogle
sddanne eendringer er givet i (2) (3) (4).

TESTENS PRINCIP

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

Systemets respons er vaeksthemningen i en reekke algekulturer (testenheder), der eksponeres for forskellige kon-
centrationer af et teststof. Responsen udtrykkes som funktion af eksponeringskoncentrationen og sammenholdes
med gennemsnitsvaksten i replikate, ikke eksponerede kulturer. For at systemets respons pd toksiske virkninger
kan komme fuldt til udtryk (optimal felsomhed), lader man kulturerne vokse uhaemmet eksponentielt med tilstrack-
kelige neringsstoffer og kontinuerlig belysning tilstreekkelig leenge til, at hemningen af den specifikke vakstha-
stighed kan méles.

Vakst og vaeeksthemning bestemmes kvantitativt ved maling af algebiomassen som funktion af tiden. Algebiomasse
defineres som tor vagt pr. volumenenhed, f.cks. mg alger/liter testoplesning. Tor vegt er imidlertid vanskelig at
mdle, hvorfor der anvendes surrogatparametre. Af sddanne surrogater er celletal det mest anvendte. Andre surro-
gatparametre er cellevolumen, fluorescens, optisk teethed mv. Omregningsfaktoren mellem den mélte surrogatpa-
rameter og biomassen skal vare kendt.

Endepunktet for testen er vaksthemning, udtrykt som logaritmisk stigning i biomasse (gennemsnitlig specifik
vaksthastighed) i eksponeringsperioden. Ud fra de gennemsnitlige specifikke vacksthastigheder, der er registreret i
en rakke testoplosninger, bestemmes den koncentration, der frembringer en bestemt heemning x % (f.eks. 50 %) af
vaksthastigheden, og denne udtrykkes som E,C, (f.eks. E.Cs).

Nér denne metode anvendes i forbindelse med EU-lovgivningen, skal resultaterne beregnes pa grundlag af den gen-
nemsnitlige specifikke vaeksthastighed af de grunde, der er anfert i punkt 2.2. I metoden anvendes udbytte som en
supplerende responsvariabel, der kan vare nedvendig for at efterkomme myndighedsbestemmelser i visse stater.
Udbyttet defineres som biomassen ved eksponeringsperiodens slutning minus biomassen ved eksponeringsperio-
dens start. Ud fra det udbytte, der er registreret i en rakke testoplosninger, bestemmes den koncentration, der frem-
bringer en bestemt hamning x % (f.eks. 50 %) i udbyttet, og denne angives som E,C, (f.eks. E/C5).

Derudover kan den laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) og nuleffekt-koncentrationen (NOEC)
bestemmes statistisk.

OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

Med henblik pa fastsattelse af testbetingelser vil det veere nyttigt at kende teststoffets strukturformel, renhed, lys-
stabilitet, stabilitet under testbetingelserne, lysabsorptionsegenskaber, pKa og resultaterne af omdannelsesunderso-
gelser, herunder bionedbrydeligheden i vand.
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1.6.

1.7.

1.8.

1.8.1.

Teststoffets vandopleselighed, octanol/vand-fordelingskoefficient (P,,) og damptryk skal vare kendt, og til kvan-
titativ bestemmelse af stoffet i testoplesningerne skal der foreligge en pélidelig analysemetode, hvis genfindings-
evne og detektionsgranse rapporteres.

REFERENCESTOF

Til kontrol af testmetoden kan testes et eller flere referencestoffer, f.eks. 3,5-dichlorphenol, som er anvendt i den
internationale ringtest (4). Kaliumdichromat kan ligeledes anvendes som referencestof for grenalger. Det er gnske-
ligt, at der testes et referencestof mindst to gange arligt.

TESTENS VALIDITET

Til afgerelse af, om en test er valid, anvendes folgende praestationskriterier:

— Biomassen i kontrolkulturerne skal vaere steget eksponentielt med mindst en faktor 16 i lobet af testperioden
pé 72 timer. Dette svarer til en specifik vaksthastighed pa 0,92 dag™". For de oftest anvendte arter er vakst-
hastigheden sadvanligvis betydeligt hojere (se tilleeg 1). Dette kriterium er ikke nedvendigvis opfyldt for arter,
der er mere langsomtvoksende end de i tilleg 1 anforte. I s fald ma testperioden forlaenges, sd der opnds en
vaekst til mindst det 16-dobbelte i kontrolkulturerne, og sd vacksten er eksponentiel i hele testperioden. For at
opretholde uheemmet eksponentiel vaekst under testen kan testperioden afkortes til ikke under 48 h, nér blot
den minimale multiplikationsfaktor pa 16 nas.

— Den gennemsnitlige variationskoefficient af den trinvise specifikke vecksthastighed (ved 72-timers test, dag 0-1,
1-2 og 2-3) i kontrolkulturerne (se punkt 1.2 under »variationskoefficient«) ma ikke veere over 35 %. Vedre-
rende beregning af trinvis specifik vecksthastighed: se andet afsnit i punkt 2.2.1. Kriteriet galder for gennem-
snitsveerdien af variationskoefficienterne for replikate kontrolkulturer.

— Variationskoefficienten for de gennemsnitlige specifikke vaksthastigheder i hele testperioden i replikate kon-
trolkulturer ma ikke vaere over 7 % i test med Pseudokirchneriella subcapitata og Desmodesmus subspicatus. For
andre, mindre hyppigt benyttede testede arter ma vardien ikke vare over 10 %.

BESKRIVELSE AF METODEN

Apparatur

Testbeholdere og andet apparatur, der kommer i berering med testoplesningerne, skal vare udfert helt i glas eller
andet kemisk inaktivt materiale. Det pdgaeldende udstyr skal veere omhyggelig vasket for at sikre, at ingen organi-
ske eller uorganiske kontaminanter kan forstyrre algevacksten eller testoplesningernes sammenszatning.

Som testbeholdere anvendes sedvanligvis glaskolber af en storrelse, der giver tilstreekkeligt kulturvolumen til malin-
gerne under testen og tilstreekkelig masseoverforsel af CO, fra atmosfaren (se andet afsnit i punkt 1.8.9). Bemark,
at der skal veere tilstrakkeligt vaeskevolumen til de analytiske bestemmelser (se femte afsnit i punkt 1.8.11).

Derudover er der 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 lysmdling: Man md vare opmarksom p4, at den anvendte metode til lysintensitetsmaling, spe-
cielt den anvendte type detektor (kollektor), vil pavirke mélevaerdien. Til mélingerne skal fortrinsvis benyttes
en sfeerisk detektor (4 n-detektor) (som reagerer pé direkte og reflekteret lys fra alle vinkler over og under male-
planet) eller en 2 n-detektor (som reagerer pa lys fra alle vinkler over maleplanet).

— apparatur til bestemmelse af algebiomasse: Celletal, der er den oftest anvendte surrogatparameter for algebio-
masse, kan bestemmes med en elektronisk partikeltaller, et mikroskop med teellekammer eller et flowcyto-
meter. Andre biomassesurrogater kan maéles med flowcytometer, fluorimeter, spektrofotometer eller
kolorimeter. Det er hensigtsmassigt at beregne en omregningsfaktor fra celletal til tor vagt. Ved spektrofo-
tometrisk bestemmelse af lave biomassekoncentrationer kan det vare nedvendigt at bruge kuvetter med en
lysvej pd mindst 4 cm for at fa brugbare malinger.
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1.8.2.

Testorganismer

Der kan anvendes forskellige arter af ikke-fastsiddende mikroalger og cyanobakterier. De i tilleg 1 opferte stam-
mer har vist sig velegnede ved brug af fremgangsmaden i denne testmetode.

Benyttes andre arter, skal stamme og/eller oprindelse angives. Det skal vere godtgjort, at der kan opretholdes eks-
ponentiel vakst af de valgte testalger i hele testperioden under de givne betingelser.

Neeringssubstrat

To alternative naringssubstrater, OECD-substratet og AAP-substratet, anbefales. Substraternes sammensaetning er
angivet i tilleg 2. Bemerk, at de to mediers initiale pH-vaerdi og bufferkapacitet (som regulerer pH-stigningen) er
forskellige. Testningen kan derfor give forskelligt resultat afhangigt af substratet, specielt ved test af ioniserende
stoffer.

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

Initial biomassekoncentration

Den initiale biomasse i testkulturerne skal veere ens i alle testkulturer og tilstrakkelig lav til at muliggere ekspo-
nentiel vaekst i hele inkubationsperioden uden risiko for, at naringsstoffer opbruges. Den initiale biomasse md ikke
udgere mere end 0,5 mg(l som tor vagt. Folgende initiale cellekoncentrationer anbefales:

Pseudokirchneriella subcapitata 5x10%-10*  celler/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5 x 10° celler/ml
Navicula pelliculosa 10* celler/ml
Anabaena flos-aquae 10* celler/ml
Synechococcus leapoliensis 5x10%10°  celler/ml

Teststofkoncentrationer

Der kan udfores indledende test til at fastlagge det koncentrationsomrade, hvor der kan forventes effekt. Til den
endelige test skal valges mindst fem koncentrationer, der er ordnet i en geometrisk serie med en faktor pd hgjst 3,2.
For teststoffer med flad koncentrations-responskurve kan en hgjere faktor vere berettiget. Koncentrationsserien skal
fortrinsvis daekke det omrade, der medferer 5-75 % hamning af algevaeksthastigheden.

Replikater og kontroller

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 koncen-
tration. Der skal veere mindst tre replikater af kontrolpreverne, og ideelt dobbelt sd mange som antallet af replika-
ter for hver testkoncentration.

Der kan fremstilles et separat st testoplasninger til analytisk bestemmelse af teststofkoncentrationerne (se fjerde
og sjette afsnit i punkt 1.8.11).

Anvendes et oplesningsmiddel til at bringe teststoffet i oplosning, skal testen omfatte ekstra kontroller indehol-
dende oplosningsmidlet i samme koncentration som i testkulturerne.

Fremstilling af podekultur

For at lade de testede alger tilpasse sig til testbetingelserne og sikre, at algerne er i den eksponentielle vakstfase, nar
de benyttes til podning af testoplesningerne, fremstilles en podekultur i testsubstratet 2-4 dage, for testen begyn-
der. Mengden af algebiomasse skal tilpasses, sd der bliver eksponentiel vackst i podekulturen, indtil testen begyn-
der. Podekulturen skal inkuberes under samme betingelser som testkulturerne. Stigningen i biomasse i podekulturen
skal males for at sikre, at vaeksten er inden for normalomradet for den pagaldende teststamme under dyrknings-
betingelserne. Et eksempel pé fremgangsmaden ved dyrkning af alger er beskrevet i tilleeg 3. For at undgé synkrone
celledelinger under testen kan et ekstra formeringstrin af podekulturen vare nedvendigt.
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1.8.8.

1.8.9.

1.8.10.

1.8.11.

Fremstilling af testoplesninger

Alle testoplesninger skal indeholde samme koncentration af naeringssubstrat og initial biomasse af testalger. Testop-
lesningerne af de valgte koncentrationer fremstilles seedvanligvis ved, at en stamoplesning af teststoffet opblandes
med vakstmedium og podekultur. Stamoplesningerne fremstilles normalt ved oplesning af teststoffet i testsubstrat.

Oplesningsmidler, f.eks. acetone, t-butylalkohol og dimethylformamid, kan bruges som baremedier, nar tungtop-
loselige stoffer skal tilsaettes testsubstratet (2) (3). Oplesningsmidlets koncentration ma ikke vere over 100 pl/l, og
det skal tilsattes i samme koncentration til alle kulturer (ogsa kontrollerne) i testserien.

Inkubation

Testbeholderne lukkes med luftgennemtrangelige propper. Testbeholderne omrystes og anbringes i dyrkningsap-
paratet. Under testen skal algerne holdes opslemmet og CO,-overforslen lettes. Kontinuerlig omrystning eller
omrering er derfor nedvendig. Kulturerne skal vere reguleret til en temperatur i omradet 21 til 24 °C, og den fast-
satte temperatur skal holdes inden for 2 °C. Til andre arter end de i tilleeg 1 anferte, f.eks. tropiske arter, kan hejere
temperaturer vare hensigtsmessigt, forudsat at validitetskriterierne kan opfyldes. Det anbefales at placere kolberne
i tilfeldig orden og dagligt bytte rundt pd dem i inkubatoren.

pH af kontrolsubstratet mé hojst stige med 1,5 enheder under testen. For metaller og forbindelser, der kun er delvis
ioniseret ved pH-vaerdier omkring testens pH, kan det vere nedvendigt at begreense pH-afvigelsen for at fa repro-
ducerbare og veldefinerede resultater.. Begreensning af afvigelsen til < 0,5 pH-enhed er teknisk mulig og kan opnés
ved at sikre tilstreekkelig CO,-masseoverforsel fra den omgivende luft til testoplosningen, f.eks. ved at ege omryst-
ningshastigheden. En anden mulighed er at nedseette CO,-behovet ved enten at reducere den initiale biomasse eller
testens varighed.

Den overflade, som kulturerne inkuberes pa, 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
vealges en passende lysintensitet i forhold til den anvendte organisme. Til de anbefalede arter af grenalger skal lys-
intensiteten i testoplgsningernes niveau valges i omradet 60-120 pE-m™2s", mlt i det fotosyntetisk effektive bel-
gelengdeomrdde 400-700 nm med en egnet detektor. Visse arter, navnlig Anabaena flos-aquae, vokser godt ved
lavere lysintensitet og kan tage skade af hajere intensitet. Til sddanne arter ber valges en gennemsnitlig lysinten-
sitet i omradet 40-60 pE:m 25", (For lysméleinstrumenter kalibreret i lux vil den anbefalede lysintensitet pa
60-120 pE'm 25" med cool-white-lys tilnarmelsesvis svare til omradet 4 440-8 880 lux.) Lysintensiteten ma ikke
afvige mere end * 15 % fra den gennemsnitlige lysintensitet i hele inkubationsomradet.

Testens varighed

Testens varighed er normalt 72 timer. Kortere eller lengere varighed kan dog anvendes, forudsat at alle validitets-
kriterierne i punkt 1.7 kan opfyldes.

Mailinger og analytiske bestemmelser

Algebiomassen i hver kolbe bestemmes mindst én gang dagligt i hele testperioden. Hvis mélingerne foretages pé
smd volumener, der er udtaget af testoplesningen med pipette, bor disse ikke erstattes.

Maling af biomasse foretages enten ved manuel celletzlling i mikroskop eller med en elektronisk partikeltaller (i
celletal og/eller biovolumen). Andre teknikker kan anvendes, f.eks. flowcytometri, in vitro eller in vivo chlorophyl-
fluorescens (6) (7) eller optisk densitet, forudsat at der kan pévises tilfredsstillende korrelation med biomasse i hele
det biomasseomrade, der forekommer under testen.

Oplosningernes pH skal males ved testens start og slutning.

Hvis der foreligger en analysemetode til bestemmelse af teststoffet i det anvendte koncentrationsomréde, skal testop-
lesningerne analyseres til efterprovning af intialkoncentrationerne og af, at eksponeringskoncentrationerne over-
holdes under testen.
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1.8.12.

1.8.13.

1.8.14.

Hvis eksponeringskoncentrationerne under testen forventes at afvige mindre end 20 % fra de nominelle vardier,
kan det vare tilstraekkeligt at bestemme en hej og en lav teststofkoncentration og en koncentration omkring den
forventede ECs,, ved testens begyndelse og slutning. Nar koncentrationen ikke kan forventes at holde sig inden for
80-120 % af den nominelle veerdi, anbefales analytisk bestemmelse af alle testkoncentrationer ved testens begyn-
delse og slutning. Til flygtige, ustabile eller steerkt adsorberende stoffer anbefales det at udtage supplerende prover
til analyse med 24 timers mellemrum i hele eksponeringsperioden for bedre at bestemme tabet af teststof. For
sadanne stoffer vil ekstra replikater vare nedvendige. I alle tilfeelde behover teststofkoncentrationen kun bestem-
mes pa én replikat testbeholder ved hver testkoncentration (eller pa indholdet af de poolede beholdere for hver
replikat).

Testmedier, der er fremstillet specielt til analyse af eksponeringskoncentrationerne under testen, skal behandles pa
samme mdde som dem, der anvendes til testning, dvs. podes med alger og inkuberes ved identiske betingelser. Hvis
koncentrationen af oplast teststof kraeves analyseret, kan det vare nedvendigt at separere algerne fra substratet.
Separationen skal fortrinsvis ske ved centrifugering med lav g-kraft, tilstrackkelig til at f& algerne til at bundfelde.

Hvis det kan konstateres, at provestofkoncentrationen har veeret holdt tilfredsstillende inden for + 20 % af den
nominelle eller mélte begyndelseskoncentration under hele testen, kan analysen af resultaterne baseres pd nomi-
nelle eller malte startvaerdier. Er afvigelsen fra den nominelle eller malte initialkoncentration sterre end + 20 %, skal
analysen af resultaterne baseres pa den geometriske middelkoncentration under eksponeringen eller pa modeller,
der beskriver faldet i teststofkoncentrationen (3) (8).

Algevaksthaemning er et mere dynamisk testsystem end de fleste andre korttidstest for akvatisk toksicitet. De fak-
tiske eksponeringskoncentrationer kan derfor vare vanskelige at fastlaegge, navnlig for adsorberende stoffer, der
testes ved lav koncentration. I sddanne tilfaelde er stoffets forsvinden fra oplesningen ved adsorption til den vok-
sende algebiomasse ikke ensbetydende med, at det forsvinder fra testsystemet. Ved analysen af testresultatet skal
det kontrolleres, om et fald i teststofkoncentrationen under testen ledsages af et fald i veeksthemningen. Hvis det er
tilfeldet, kan det overvejes at benytte en egnet model, der beskriver faldet i teststofkoncentrationen (8). Hvis ikke,
kan det vaere hensigtsmaessigt at basere analysen af resultaterne pd de initiale (nominelle eller mélte) koncentrationer.

Andre observationer

Der skal foretages mikroskopisk undersogelse for at verificere, at podekulturen fremtreeder normal og sund, og kon-
statere, om algernes udseende er unormalt ved testens slutning (som en mulig folge af eksponeringen for teststoffet).

Graensetest

Under visse omstandigheder, f.eks. ndr en indledende test viser, at teststoffet er uden toksiske virkninger i koncen-
trationer pa op til 100 mg1™", dog ikke over stoffets oploselighed i testsubstratet, kan der udferes en grensetest,
hvor reaktionen i en kontrolgruppe sammenholdes med reaktionen i én behandlingsgruppe (100 mg1™ eller en
koncentration lig med opleseligheden). Det anbefales kraftigt, at dette understottes ved analyse af eksponerings-
koncentrationen. Alle de beskrevne testbetingelser og validitetskriterier galder for gransetesten, bortset fra, at antal-
let af behandlingsreplikater skal veere mindst seks. Responsvariablerne i kontrol- og behandlingsgruppen kan
analyseres med en statistisk test til ssmmenligning af middelvzardier, f.eks. Students t-test. Er variansen i de to grup-
per uens, skal der anvendes en t-test justeret for forskel i varians.

Modifikation i tilfeelde af sterkt farvede stoffer

Belysningen (lysintensiteten) skal ligge i den hejeste ende af det interval, der forskrives i testmetoden, dvs.
120 pE'm 25" eller hojere.

Lysvejen forkortes ved at reducere testoplgsningernes volumen (til intervallet 5-25 ml).

Der sorges for tilstreekkelig omroring (f.eks. ved moderat rystning), for at algerne kan blive udsat for staerk belys-
ning ved kulturoverfladen.
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2.

2.1.

2.2.

DATA

OPTEGNING AF VAKSTKURVER

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

Der opstilles en tabel over den beregnede biomassekoncentration i testkulturer og kontroller sammen med test-
stofkoncentrationer og maletidspunkter, mélt med en mindste oplesning pa hele timer, og derudfra optegnes vakst-
kurverne. Bide logaritmisk og linear afbildning kan veere nyttig pé dette forste trin, men logaritmisk afbildning er
obligatorisk og giver seedvanligvis en bedre fremstilling af variationerne i vackstmensteret i lobet af testperioden.
Bemark, at eksponentiel vackst frembringer en ret linje, ndr den afbildes pé en logaritmisk skala, og at linjens heald-
ning angiver den specifikke vaksthastighed.

Ud fra kurverne underseges det, om kontrolkulturerne vokser eksponentielt med den forventede hastighed igen-
nem hele testen. Alle datapunkter og kurvernes udseende kontrolleres kritisk, og radata og de anvendte metoder
gds efter for eventuelle fejl. Navnlig kontrolleres alle datapunkter, der synes at afvige med en systematisk fejl. Det er
indlysende, at hvis metodefejl kan konstateres og/eller ma anses for staerkt sandsynlige, ma det pagaldende punkt
markeres som afvigende og udelades af den efterfolgende statistiske analyse. (En algekoncentration pa nul i den ene
af tre replikate testbeholdere kan tyde p4, at beholderen enten ikke er blevet podet korrekt eller ikke har veret til-
straekkelig rengjort.) Begrundelsen for at afvise et datapunkt som afvigende skal klart angives i testrapporten. Som
begrundelse godtages kun (sjeldne) metodefejl, ikke blot ringe praecision. Til identifikation af afvigende vaerdier har
statistiske metoder kun begranset verdi ved problemer af denne art og kan ikke erstatte en faglig vurdering. Afvi-
gende veerdier (market som sddanne) skal helst bibeholdes blandt de datapunkter, der vises ved efterfolgende frem-
stilling af data i grafer eller tabeller.

RESPONSVARIABLER

Testens formdl er at bestemme teststoffets virkninger pa vaksten af alger. I narvarende testmetode beskrives to
responsvariabler, da medlemsstaterne har forskellige praferencer og myndighedskrav. For at testresultaterne skal
kunne godtages i alle medlemsstater, skal virkningerne vurderes ved hjlp af begge de nedenfor beskrevne respon-
svariabler a) og b).

a)  gennemsnitlig specifik vaksthastighed: Denne responsvariabel beregnes pa grundlag af den logaritmiske stig-
ning i biomasse i lobet af testperioden, angivet pr. degn.

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

Nar denne metode anvendes i forbindelse med EU-lovgivningen, skal resultaterne beregnes pa grundlag af den gen-
nemsnitlige specifikke vaeksthastighed, af de grunde, der er anfert nedenfor. Det skal bemarkes, at toksicitetsveer-
dier beregnet ved hjelp af disse to responsvariabler ikke er ssmmenlignelige, og denne forskel ma haves for gje ved
anvendelse af testens resultater. EC -vardier baseret pd gennemsnitlig specifik vaksthastighed (E.C,) vil sedvanlig-
vis veere hejere end resultater baseret pd udbytte (E,C,), ndr testbetingelserne i denne metode er overholdt, hvilket
folger af det matematiske grundlag for de to beregningsméder. Dette mé ikke opfattes som en forskel i folsomhed
mellem de to responsvariabler, men kun, at der er tale om to matematisk forskellige storrelser. Begrebet gennem-
snitlig specifik vacksthastighed bygger pé det generelle eksponentielle vaekstmenster for alger i ikke-begransede kul-
turer, mens toksicitet vurderes pd grundlag af virkningerne pé vaksthastigheden og ikke athanger af den absolutte
storrelse af den specifikke vaksthastighed af kontrollen, koncentrations-responskurvens hzldning eller testens
varighed. Resultater, der er baseret pa responsvariablen udbytte, athaenger derimod af alle disse @vrige variabler.
E,C, athanger af den specifikke vaeksthastighed af de algearter, der anvendes i hver test, og af den maksimale spe-
cifikke vaksthastighed, som kan variere mellem de forskellige arter og endda algestammer. Denne responsvariabel
ber ikke anvendes til at sammenligne folsomheden over for giftstoffer hos forskellige algearter eller -stammer. Skont
det videnskabeligt foretrukne grundlag til vurdering af toksicitet er den gennemsnitlige specifikke vacksthastighed,
indeholder narvarende testmetode toksicitetsvurderinger baseret pa udbytte for at imedekomme de aktuelle myn-
dighedskrav i visse stater.
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2.2.1.

2.2.2.

Gennemsnitlig specifik veeksthastighed

Den gennemsnitlige specifikke vaeksthastighed for en given periode beregnes som den logaritmiske stigning i bio-
masse ved hjalp af ligningen for hver enkelt testbeholder med kontrol- og behandlingsprover:

InX}. ~InX,

t—t.
i

M , (dag™)

hvor:

i er den gennemsnitlige specifikke vaeksthastighed fra tiden i il j

X:: er biomassen til tiden i

i

X er biomassen til tiden j.

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

Den gennemsnitlige specifikke vacksthastighed i hele testperioden (sadvanligvis dag 0-3) beregnes ved at bruge den
nominelt podede biomasse som startveerdi i stedet for en maélt startvaerdi, da der herved sadvanligvis opns storst
preacision. Hvis udstyret til biomassemaling tillader tilstraeekkelig nojagtig bestemmelse af den lille mangde podet
biomasse (f.eks. med flowcytometer), kan den malte initiale biomassekoncentration anvendes. Desuden foretages
trinvis beregning af den specifikke vaksthastighed 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 1.7). Er den specifikke vakst-
hastighed vaesentligt lavere pa dag ét end den totale gennemsnitlige specifikke vacksthastighed, kan dette tyde p4, 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 p4, at der er tale om restitution efter indle-
dende toksisk stress, eller at eksponeringen efter den initiale eksponering er mindsket pga. tab af teststof (herunder
sorption pd algebiomassen). Trinvis beregning af vacksthastigheden kan derfor anvendes til at vurdere teststoffets
virkninger i eksponeringsperioden. Vasentlige forskelle mellem den trinvist beregnede veaksthastighed og den gen-
nemsnitlige vaeksthastighed tyder pd en afvigelse fra konstant eksponentiel vakst, og neje granskning af vackstkur-
verne er da nedvendig.

Den procentuelle haemning af vaeksthastigheden beregnes for hver behandlingsreplikat af udtrykket:

61 =T 100
He
hvor:
%l:  procent heemning af den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed
et middelveerdi af den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed (u) i kontrolgruppen

P gennemsnitlig specifik vaksthastighed for behandlingsreplikaten.

Nér der anvendes oplesningsmiddel til fremstilling af testoplesningerne, skal haemningen i procent beregnes ved
hjalp af oplesningsmiddelkontroller i stedet for kontroller uden oplgsningsmiddel.

Udbytte

Udbyttet beregnes som biomassen ved testens slutning minus biomassen ved testens start for hver enkelt beholder
med kontrol- eller behandlingsprove. For hver testkoncentration og kontrol beregnes en gennemsnitsveerdi af
udbyttet samt estimater for variansen. Udbyttehzemningen i procent (%I,) kan beregnes for hver behandlingsrepli-
kat som folger:

Y —Y.
)

x100

hvor:

%1,:  udbyttehemning i procent
Yo gennemsnitligt udbytte i kontrolgruppen

Y storrelsen af udbyttet for behandlingsreplikaten.
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2.3.

2.4,

OPTEGNING AF KONCENTRATIONS-RESPONSKURVE

Haemningen i procent afsattes som funktion af logaritmen til teststofkoncentrationen, og grafen undersoges ngje,
idet der ses bort fra alle datapunkter, der er udpeget som afvigende i forste fase. Der leegges en javn linje gennem
datapunkterne, enten pé fri hind eller med computer-interpolation, for at fa et forste indtryk af koncentrations-
responssammenhzngen, hvorefter der fortsattes med en mere dybtgdende metode, helst en computerbaseret sta-
tistisk metode. Afhangigt af den pétenkte anvendelse af data, dataenes kvalitet (preecision) og mengde samt
adgangen til vaerktojer til dataanalyse kan det blive besluttet (undertiden med god grund) at standse dataanalysen
pa dette trin og blot aflaese nogletallene ECs, og EC,, (og/eller EC,,) pa frihdndskurven (se ogsé afsnittet nedenfor
om stimulerende virkninger). Af gyldige grunde til ikke at benytte en statistisk metode kan naevnes:

— Data er ikke egnede til at give mere palidelige resultater ved hjelp af computermetoder end ved et fagligt skon
— nogle computerprogrammer kan i sédanne situationer endda vaere ude af stand til at finde en pélidelig los-
ning (f.eks. hvis iterationen ikke konvergerer).

—  Stimuleret vakstrespons kan ikke behandles fyldestgorende med de forhdndenvarende computerprogram-
mer (se nedenfor).

STATISTISKE METODER

Malet er at formulere en kvantitativ koncentrations-responssammenhzng ved hjelp af regressionsanalyse. Der kan
anvendes vegtet linewr regression efter forudgdende lineariserende transformation af responsdataene — til f.eks.
probit-, logit- eller Weibull-enheder (9), men det mé foretrakkes at benytte ikke-lineaere regressionsmetoder, da de
bedre hindterer de uundgdelige uregelmaessigheder i data og afvigelser fra jeevne fordelinger. I omradet teet pa ingen
haemning eller total haemning kan sddanne uregelmeassigheder blive forsterret af transformationen og derved for-
styrre analysen (9). Det ma bemrkes, at standardanalysemetoder, hvor der bruges probit-, logit- eller Weibull-
transformerede variabler, er bestemt til brug pd quantale data (f.eks. dad eller overlevelse) og ma modificeres for at
kunne handtere vakst- eller biomassedata. Seerlige metoder til bestemmelse af EC-vardier ud fra kontinuerte data
findes i henvisning (10) (11) (12). Brugen af ikke-linezr regressionsanalyse er naermere beskrevet i tilleg 4.

For hver responsvariabel, der skal analyseres, anvendes koncentrations-responsrelationen til at beregne punktesti-
mater for EC,-veerdier. Ndr det er muligt, skal der bestemmes 95 % konfidensgranser for hvert estimat. Respons-
dataenes tilpasningsgrad til regressionsmodellen vurderes enten grafisk eller statistisk. Regressionsanalysen skal
foretages ud fra responsvaerdierne for de enkelte replikater, ikke gruppegennemsnit. Hvis ikke-linezer kurvetilpas-
ning er vanskelig eller umulig pa grund af for stor spredning i data, kan problemet omgés ved udferelse af regres-
sionen pé gruppegennemsnittet som en praktisk made at mindske indflydelsen fra formodet afvigende veardier pa.
Nér denne mulighed udnyttes, skal det i testrapporten anfores, at der her er afveget fra den normale procedure, fordi
kurvetilpasning med de enkelte replikater ikke har givet et godt resultat.

Hvis de tilgengelige regressionsmodeller eller -metoder er uegnede til dataene, kan estimater og konfidensgranser
for ECs, desuden fas ved lineeer interpolation med bootstrapping (13).

For at beregne et estimat for LOEC og dermed NOEC og for teststoffets virkninger pd vaksthastigheden ma mid-
delveerdierne for behandlingerne sammenholdes ved hjelp af variansanalyse. Gennemsnittet for hver koncentra-
tion sammenholdes derefter med gennemsnittet for kontrollerne ved hjelp af en egnet multisammenlignings- eller
trend test-metode. Dunnetts eller Williams' test kan eventuelt bruges (14) (15) (16) (17) (18). Det skal vurderes, om
variansanalysens forudsatning om varianshomogenitet er opfyldt. Denne vurdering kan foretages grafisk eller ved
en formel test (18). Hertil kan Levenes eller Bartletts test anvendes Manglende opfyldelse af forudsetningen om vari-
anshomogenitet kan undertiden afhjelpes ved logaritmisk transformation af dataene. Hvis variansen er ekstremt
heterogen og ikke kan korrigeres ved transformation, ma analyse med step-down Jonkheere trend test overvejes.
Der er supplerende vejledning for bestemmelse af NOEC i (12).

Den senere tids videnskabelige udvikling har fort til en anbefaling om, at NOEC-begrebet afskaffes og erstattes med
regressionsbaserede punktestimater for EC,. Der er ikke fastlagt en passende vaerdi af x til denne algetest. Et omrade
pa 10 til 20 % synes at vare passende (afhangigt af den valgte responsvariabel), og det ma foretrackkes at rappor-
tere bdde EC, og EC,,.
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2.5.

2.6.

3.1.

VAKSTSTIMULATION

Ved lave koncentrationer ses undertiden vakststimulation (negativ h@mning). Dette kan enten skyldes hormese
(rtoksisk stimulation«), eller at der er tilsat vaekststimulerende faktorer sammen med testmaterialet til det anvendte
minimalsubstrat. Bemrk, at tilsaetning af uorganiske naringsstoffer ikke skulle have nogen direkte virkning, da
testsubstratet skal indeholde overskud af naringsstoffer under hele testen. Seedvanligvis kan der ses bort fra lavdo-
sisstimulation i EC5o-beregninger, medmindre den er ekstrem. Er den ekstrem, eller skal der beregnes en EC,-veerdi
for en lav x-veerdi, kan sarlige procedurer dog vare nedvendige. Om muligt ber det undgas at lade stimulerende
responsveardier udgd af dataanalysen, og kan den forhdndenverende kurvetilpasningssoftware ikke acceptere en lav
grad af stimulation, kan der anvendes linezr interpolation med bootstrapping. Hvis stimulationen er ekstrem, kan
det overvejes at anvende en hormese-model (19).

IKKE-TOKSISK VAKSTHAMNING

Lysabsorberende teststoffer kan nedsztte vacksthastigheden, fordi de ved at skygge mindsker den tilgaengelige lys-
meangde. Sddanne fysiske virkninger ma adskilles fra toksiske virkninger ved @ndring af testbetingelserne og skal
rapporteres sarskilt. Vejledning findes i (2) (3).

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde folgende:

Teststof:

— fysisk tilstand og relevante fysisk-kemiske egenskaber, herunder vandopleselighed
—  kemiske identifikationsdata, herunder renhed.

Testede arter:

— stamme, leverander eller kilde og anvendte dyrkningsbetingelser.

Testbetingelser:

— startdato og varighed for testen

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

— testkoncentrationer og replikater (f.cks. antal replikater, antal testkoncentrationer og den anvendte geometri-
ske progression)

—  Dbeskrivelse af fremstillingen af testoplosningerne, herunder brug af oplesningsmiddel osv.
— dyrkningsapparatur

— lysintensitet og -kvalitet (kilde, homogenitet)

— temperatur

— testede koncentrationer: de nominelle testkoncentrationer og alle resultater af bestemmelser af teststofkon-
centrationen i testbeholderne. Metodens genfindingsgrad og kvantificeringsgranse i testmatrixen skal
rapporteres

—  alle fravigelser af naervarende testmetode
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— metode til bestemmelse af biomasse og pavisning af korrelation mellem den maélte parameter og den torre
vagt.

Resultater:

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

— Dbiomasse for hver kolbe ved hvert malepunkt samt metode til méling af biomasse
—  veakstkurver (biomasse som funktion af tiden)

— beregnede responsvariabler for hver behandlingsreplikat, med gennemsnitsverdier og variationskoefficient for
replikaterne

—  grafisk fremstilling af ssmmenhangen mellem koncentration og virkning

— estimater for toksiciteten for responsvariablerne, f.eks. EC5,, EC,, EC,, med tilhorende konfidensintervaller.
LOEC og NOEC (hvis disse er beregnet) og de statistiske metoder, der anvendt til at bestemme dem

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

— enhver vakststimulation, der er fundet ved nogen behandling
— eventuelle andre observerede effekter, f.eks. morfologiske @ndringer af algerne

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

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 benzvnt 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 fds som monokulturer fra folgende samlinger (i alfabetisk rakkefolge):

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

UNITED KINGDOM

SAG: Collection of Algal Cultures
Inst. Plant Physiology

University of Géttingen
Nicholausberger Weg 18

3400 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
Udseende og karakteristika af anbefalede arter
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Udseende Krumme, Ovale, Stave Kader af ovale | Stave
skrueformede | hovedsagelig celler
enkeltceller enkeltceller
Storrelse (L x W), pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6x1
Cellevolumen (um’/celle) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5 (%)
Tor vagt af celle (mg/celle) 2-3x 1078 3-4x 1078 3-4x 1078 1-2 x 1078 2-3x 1077
Vaksthastighed (%) (dag ™) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(1) Malt med elektronisk partikeltaller.

(%) Beregnet af storrelsen.

3) Hyppigste observerede vaksthastighed i OECD-substrat ved en lysintensitet p& ca. 70 pE-m%s ' og 21 °C.
YPPIg g y p B g
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Sarlige anbefalinger for dyrkning og hindtering af de anbefalede testarter

Pseudokirchneriella subcapitata og Desmodesmus subspicatus

Disse gronalgearter er sedvanligvis lette at holde i forskellige naringssubstrater. Oplysninger om egnede substrater kan fés
fra kultursamlingerne. Cellerne er normalt soliteere, og méling af celleteetheden kan let foretages med elektronisk partikel-
taeller eller i mikroskop.

Anabaena flos-aquae

Stamkulturer kan holdes med forskellige naeringssubstrater. Det er isar vigtigt at undgd, at batchkulturen kommer ud af den
logaritmiske vackstfase, ndr den fornyes, da restitution pa dette punkt er vanskelig.

Anabaena flos-aquae udvikler aggregater af sammenfiltrede kader af celler. Storrelsen af aggregaterne kan vere forskellig,
athaengigt af dyrkningsbetingelserne. Det kan veere nedvendigt at bryde sddanne aggregater op, for biomassen kan bestem-
mes ved teelling i mikroskop eller med en elektronisk partikeltzller.

For at nedsatte variabiliteten af teellingerne kan kaederne brydes op ved sonikering af delprever. Hvis sonikeringen fortseet-
tes lengere end nedvendigt for at bryde keaederne til kortere laengder, kan cellerne blive odelagt. Intensitet og varighed af
sonikeringen skal vere ens for alle behandlinger.

For at medvirke til at kompensere for variabiliteten skal der talles et tilstrackkeligt antal felter pd heemocytometeret (mindst
400 celler). Derved fds mere pélidelige taethedsbestemmelser i mikroskop.

Til bestemmelse af det totale cellevolumen af Anabaena kan en elektronisk partikelteller anvendes efter forudgdende for-
sigtig sonikering for at bryde cellekeederne. Sonikeringsenergien skal tilpasses, sé bristning af celler undgés.

Ved hjalp af hvirvelomrorer 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 o./min. I stedet kan der anven-
des intermitterende omrystning for at mindske Anabaenas tilbgjelighed til sammenklumpning. I tilfeelde af sammenklump-
ning skal der drages omsorg for, at preverne til biomassebestemmelse bliver representative. Energisk omrystning kan vare
nedvendig for provetagning for at skille algeklumperne ad.

Synechococcus leopoliensis
Stamkulturer kan holdes med forskellige naeringssubstrater. Oplysninger om egnede substrater kan fas fra kultursamlingerne.

Synechococcus leopoliensis vokser som solitere, stavformede celler. Cellerne er meget smé, hvilket komplicerer taelling i mikro-
skop til biomassebestemmelse. Elektroniske partikeltzllere, der er udstyret til tzlling af partikler ned til ca. 1 pm, er gode. In
vitro fluorometrisk méling kan ligeledes anvendes.

Navicula pelliculosa

Stamkulturer kan holdes med forskellige naringssubstrater. Oplysninger om egnede substrater kan fas fra kultursamlin-
gerne. Bemark, at substratet skal indeholde silikat.

Navicula pelliculosa kan danne aggregater under visse vakstbetingelser. Pa grund af dannelse af lipider vil algecellerne under-
tiden have tendens til at akkumulere i overfladefilmen. Under sadanne omstaendigheder md der ved udtagning af delprover
til biomassebestemmelse traffes serlige foranstaltninger for at sikre, at proverne er reprasentative. Det kan veere nedven-
digt med kraftig omrystning, f.eks. med en hvirvelomrerer.
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Tilleg 2

Neringssubstrater

Et af nedenstdende to nearingssubstrater 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 sddanne substrater skal anvendes kemikalier af reagens- eller analysekvalitet og deioniseret vand.

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

Komponent EPA OECD

mg/l mM mg/l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
MgCl,6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,-2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgS0,7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl,-6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA-2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269 ()
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 | 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl,6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
CuCl,.2(H,0) 0,000012 | 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1

() Det molzre forhold mellem EDTA og jern er lidt over 1. Derved undgas udfeldning af jern, samtidig med
at chelatering af tungmetalioner minimeres.

[ testen med diatoméen Navicula pelliculosa skal begge substrater suppleres med Na,SiO5-9H,O0 til en koncentration pa

1,4 mg Si/l.

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

pHeq = 11,30 + log [HCO,]

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

Grundstof EPA OECD

mg|l mg|l
C 2,144 7,148
N 4,202 3,927
P 0,186 0,285
K 0,469 0,459
Na 11,044 13,704
Ca 1,202 4,905
Mg 2,909 2,913
Fe 0,033 0,017
Mn 0,115 0,115

Fremstilling af OECD-substrat

Neeringsstof Koncentration i stamoplesning
Stamoplesning 1: makronaringsstoffer
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 gl
CaCl,-2H,0 1,8 gl
MgSO,:7H,0 1,5 g™
KH,PO, 0,16 gI™!
Stamoplesning 2: jern
FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg 1™
Stamoplesning 3: sporstoffer
H;BO, 185 mg1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(l, 3 mgl™
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™!
Na,Mo0,2H,0 7 mgl™!
Stamoplesning 4: bicarbonat
NaHCO, 50 g1
Na,Si05'9H,0

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

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

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

Til 500 ml steriliseret vand tilsattes der:

— 10 ml stamoplesning 1
— 1 ml stamoplesning 2
— 1 ml stamoplesning 3

— 1 ml stamoplosning 4.
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Der tilsattes steriliseret vand til 1 000 ml.

Giv substratet tid til at ekvilibrere med atmosferens CO,, om nedvendigt ved nogle timers gennembobling med sterilfil-
treret luft.

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

Al.3.1.
Al1.3.2.
Al.3.3.
Al.3.4.
Al1.3.5.
Al.3.6.
Al.3.7.
Al1.3.8.
Al1.3.9.

Al.4.

Al.6.

Fremstilling af AAP-substrat

1 ml af hver stamoplosning i A1.2.1-A1.2.7 tilsattes til ca. 900 ml deioniseret eller destilleret vand og fortyndes
derefter til 1 liter.

Stamoplesninger af makronzringsstoffer fremstilles ved oplesning af nedenstdende i 500 ml deioniseret eller destil-
leret vand. Reagens A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 og A1.2.4 kan kombineres til én stamoplesning.

NaNO; -12,750 g

MgCl,-6H,0 -6,082 g

MgCl,-2H,0 -2,205 g

Stamoplesning af mikronzringsstoffer — (se A1.3)
MgSO,-7H,0 -7,350 g

K,HPO, -0,522 g

NaHCO, -7,500 g

Na,Si05-9H,0 — se bemearkning A1.1.

BEMARKNING Al.1: Anvendes kun til diatomé-testarter. Kan tilsattes direkte (202,4 mg) eller som stamoplos-
ning til en endelige Si-koncentration i substratet pa 20 mg|l.

Stamoplesningen af mikronzringsstoffer fremstilles ved oplesning af nedenstdende i 500 ml deioniseret eller destil-
leret vand:

H,BO, -92,760 mg

Mn(l,4H,0 -207,690 mg

Zn(Cl, -1,635 mg

FeCl-6H,0 -79,880 mg

CoCl,* 6H,0 -0,714 mg

Na,MoO,, 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 A1.2.

BEMERKNING A1.2: 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 HCL.

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

Substratet opbevares i morke ved ca. 4 °C, til det skal bruges.
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Tilleg 3

Eksempel péd fremgangsmade ved dyrkning af alger

Almindelige bemzarkninger
Formélet med dyrkningen efter folgende metode er at fremstille algekulturer til toksicitetstest.

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

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

Udstyr og materijaler

Se under testmetode: Apparatur.

Metoder til fremstilling af algekulturer

Fremstilling af neeringssubstrater (medier):

Alle neeringssalte i substratet fremstilles som koncentrerede stamoplesninger, der opbevares meorkt og koldt. Disse oplas-
ninger steriliseres ved filtrering eller autoklavering.

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

Stamkultur:

Stamkulturerne er sma algekulturer, der regelmessigt overfores til friskt substrat og anvendes som udgangsmateriale ved
testen. Hvis kulturerne ikke jeevnligt bruges, udstryges de pd skrdagarrer. Herfra overferes de til friskt substrat mindst hver
anden méned.

Stamkulturerne dyrkes i koniske kolber indeholdende det pagealdende substrat (volumen ca. 100 ml). Nar algerne inkuberes
ved 20 °C med kontinuerlig belysning, skal de overfares en gang om ugen.

Ved overforslen fores en del af den »gamle« kultur med sterile pipetter til en kolbe med friskt substrat, sa initialkoncentra-
tionen for hurtigtvoksende arter er ca. 100 gange mindre end i den gamle kultur.

Vaksthastigheden for en art kan bestemmes af vakstkurven. Kendes denne, kan man beregne, ved hvilken tathed kulturen
skal overfores til nyt substrat. Dette skal ske, for kulturen ndr dedsfasen.

Forkultur:

Forkulturen har til formal at producere en meangde alger, der er egnede til podning af testkulturer. Forkulturen inkuberes
under testbetingelserne og anvendes, mens den endnu er i eksponentiel vakst, normalt efter en inkubationsperiode pé 2 til
4 dage. Nar algekulturer indeholder deforme eller abnorme celler, skal de kasseres.
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Tilleg 4

Dataanalyse ved ikke-linezr regression

Generelle betragtninger

Responsen i algetest og andre test af mikrobiel vaekst — vekst af biomasse — er i sig selv en kontinuert eller metrisk varia-
bel — en proceshastighed, nar vaksthastigheden anvendes, og integralet af vacksthastigheden med hensyn til tiden, nér bio-
masse valges. Begge henfores til den tilsvarende gennemsnitsrespons for replikate, ikke-cksponerede kontroller, der udviser
maksimal respons ved de anvendte betingelser — med lys og temperatur som de primare bestemmende faktorer i algete-
sten. Systemet er distribueret eller homogent, og biomassen kan betragtes som en helhed uden hensyn til enkeltceller. Vari-
ansfordelingen for den type respons, der ses i et sidant system, atheenger 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 vare de enkelte organismers tolerance (der typisk er
binomialfordelt). Responsen fra kontrollerne er her nulniveau eller baggrundsniveau.

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

Regressionsanalyse

Modeller

Med regressionsanalyse tilstracbes det at beskrive koncentrations-responskurven som en matematisk regressionsfunktion
Y = f (C) eller oftere F (Z), hvor Z = log C. Med den omvendte funktion C = f! (Y) kan der beregnes EC,-vardier, herunder
ECs,, EC,, 0g EC,,, med tilhorende 95 % konfidensgranser. Flere forskellige enkle matematiske funktioner har vist sig vel-
egnede til at beskrive den koncentrations-responssammenhzng, der optraeder i vaksthaemningstest 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 gar mod én for C — 0, og mod nul for C —> uendeligt.

Anvendelse af modeller med kontinuerte terskelfunktioner (f.eks. »the Kooijman model for inhibition of population growthc«
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 tarskel, ECO+, som estimeres ved at ekstrapolere respons-
koncentrationsforholdet til skaering med koncentrationsaksen ved hjalp af en simpel kontinuert funktion, der ikke er dif-
ferentiabel i udgangspunktet.

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

Fremgangsmdde

Fremgangsmaden kan sammenfattes siledes: Der vaelges en passende funktion, Y = f (C), som tilpasses til dataene ved ikke-
lineaer regression. Det mé foretrakkes at anvende malinger fra hver enkelt kolbe frem for gennemsnitsveerdier for replika-
terne, da man derved far mest mulig information fra dataene. Hvis variansen derimod er hgj, tyder praktisk erfaring p4, at
der ved brug af gennemsnitsveardier 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 veare et smrdeles nyttigt redskab til dette formdl. Hvis den valgte funktion for koncentrations-
responssammenhangen ikke beskriver hele kurven eller en vigtig del af denne som f.eks. responsen i koncentrationslav-
punktet, velges en anden mulighed for kurvetilpasning — f.eks. en ikke-symmetrisk kurve som Weibul-funktionen i stedet
for en symmetrisk. Negativ hemning kan vere et problem ved brug af f.eks. log-normalfordelingsfunktionen, sa der ogsa
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her er brug for en alternativ regressionsfunktion. Det kan ikke anbefales at tildele en nulveerdi eller en lille positiv verdi til
sddanne negative verdier, da det forvranger fejlfordelingen. Det kan vere hensigtsmassigt at foretage separate kurvetilpas-
ninger, f.eks. pd den del af kurven, hvor haemningen er lille, for at beregne et estimat for ECy, -veerdierne. Af den tilpassede
ligning beregnes (ved »omvendt beregninge, C = f! (Y)) karakteristiske punktestimater EC,, og som minimum rapporteres
EC;,-veerdien og et eller to estimater for EC,, ,. De praktiske erfaringer fra testningerne har vist, at algetesten sadvanligvis
er tilstraekkelig praecis til at give et rimelig nejagtigt estimat ved 10 % hamning, hvis der er tilstrackkeligt med datapunkter
— medmindre der ved lave koncentrationer optrader stimulation som konfunderende faktor. Ngjagtigheden af et estimat
for EC,, er ofte betydeligt bedre end af en EC, -vaerdi, da EC,, seedvanligvis ligger pd den tilnaermelsesvis lineare del af den
centrale del af koncentrations-responskurven. Undertiden kan EC, , vaere vanskelig at fortolke pd grund af vaekststimulation.
Selv om EC,, sdledes normalt fas med tilstraekkelig nejagtighed, anbefales det sdledes, at man desuden altid rapporterer
EC,,-verdien.

Veegtningsfaktorer

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

W, = 1/Var(r)

Mange regressionsprogrammer kan bruges til vagtet regressionsanalyse med vagtningsfaktorer angivet i en tabel. For nem-
heds skyld bor vaegtningsfaktorerne normaliseres ved multiplikation med n/S w; (hvor n er antallet af datapunkter), siledes
at deres sum bliver lig én.

Normalisering af respons

Normalisering med gennemsnitsresponsen i kontrollerne medforer visse principielle problemer foruden en ret kompliceret
variansstruktur. Nar responsveardierne divideres med kontrollernes gennemsnitsrespons for at fi haemningen i procent, ind-
fores derved en ekstra fejl, der skyldes fejlen pd middelvaerdien for kontrollerne. Medmindre denne fejl er ubetydelig, skal
vagtningsfaktorerne i regressionen og konfidensgranserne korrigeres for kovarians med kontrollen (17). Bemark, at det er
vigtigt med en hej pracision af estimatet for middelvaerdien af responsen i kontrollerne, for at den samlede varians af den
relative repons kan blive minimeret. Denne varians kan angives siledes:

(indeks i henviser til koncentrationsniveau i og indeks 0 til kontrollerne)
Y, = Relativ respons = r;fr, = 1 — 1 =f (C)
med variansen:
Var (Y)) = Var (r;fr,) = (0Y;/0 1,)*Var(r) + (@ Y, 1)*Var (r,)
og, eftersom
@Y,for) = 1/ry, 0g (3 Y0 1) = 1;/r,>
med normalfordelte data og replikaterne m; og m:
Var(r) = 6*|m;
bliver den totale varians af den relative respons Y;:
Var(Y) = 62/(ry> m;) + r,20%[r,* m,

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

Beregning af konfidensintervaller i ikke-linewr regression ved hjalp af omvendt estimation er ret kompliceret og herer ikke
til standardvalgene i almindelige statistikprogrampakker. Tilnarmede konfidensgranser kan beregnes med standardprogram-
mer til ikke-lineaer regression med re-parameterisering (Bruce og Versteeg, 1992), hvorved den matematiske ligning omskri-
ves med de onskede punktestimater, f.eks. med EC,, og ECs, som de parametre, der skal estimeres. (Lad funktionen vaere
I = f (a, B, koncentration), og benyt definitionsrelationerne f (a, f, EC) = 0,1 og f (a, B, EC5,) = 0,5 til at erstatte funktio-
nen f (a, f, koncentration) med den akvivalente 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 middelveerdierne af r; og r,.

P4 det seneste har »boot strap«-metoder vundet udbredelse. I sddanne metoder estimeres en empirisk variansfordeling ved
hjalp af de mélte data sammen med hyppig resampling, der styres af en generator af tilfaeldige tal.
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BILAG V

C.25. AEROB MINERALISERING I OVERFLADEVAND — SIMULERET BIONEDBRYDNINGSFORSOG

METODE

Metoden er &kvivalent med OECD TG 309 (2004) (1).

INDLEDNING

Formalet med forsaget er at bestemme det tidsmeassige forleb af bionedbrydningen af et provestof med lav kon-
centration i aerobt naturligt vand og at kvantificere iagttagelserne i form af kinetiske hastighedsudtryk. Dette simu-
leringsforsag er et shake-flask batchforseg i laboratoriet og har til formal at bestemme hastigheden af aerob
bionedbrydning af organiske stoffer i prover af naturligt vand (ferskvand, brakvand eller sevand). Det bygger pa
ISO/DIS 14592-1 (2) og indeholder desuden elementer fra provemetode C.23 og C.24 (3)(4). Langvarige forsog
kan valgfrit udferes som semikontinuerte forseg i stedet for batchforseg for at undgd aldning af mikromiljeet i
forseget. Hovedformalet med simuleringsforseget er at bestemme mineraliseringen af provestoffet i overfladevand,
og mineraliseringen danner grundlaget for de udtryk, der formulerer nedbrydningskinetikken. Et sekundzrt, valg-
frit formél med forseget er imidlertid at skaffe oplysninger om den primzare nedbrydning og dannelsen af de vig-
tigste omdannelsesprodukter. Identifikation af omdannelsesprodukter og, om muligt, kvantitativ bestemmelse af
disse er serligt vigtig for stoffer, der mineraliseres meget langsomt (f.eks. med en halveringstid for total residual™*C
pa over 60 dage). Pga. begrensningerne i analyseteknikken ber der normalt anvendes hgjere provestofkoncentra-
tion (f.cks. > 100 pg/l) til identifikation og kvantificering af vigtige omdannelsesprodukter.

[ dette forseg forstds ved »lav koncentration« en koncentration, der er s lav (f.eks. mindre end 1 pg/l til 100 pg/l),
at den i forseget iagttagne bionedbrydningskinetik med sikkerhed afspejler den, der forventes at gaelde i miljoet. I
forhold til den samlede masse bionedbrydeligt kulstofsubstrat, der er til rddighed i det i forseget anvendte natur-
lige vand, vil provestoffet, der er til stede i lav koncentration, kun veere et sekundaert substrat. Dette forudsztter, at
den forventede bionedbrydningskinetik er af forste orden (»non-growth« kinetik), og at prevestoffet kan nedbrydes
ved »co-metabolisme«. Ved forste ordens kinetik er nedbrydningshastigheden (mg/l/dag) proportional med sub-
stratkoncentrationen, der aftager med tiden. Ved agte forste ordens kinetik er den specifikke nedbrydningshastig-
hedskonstant, k, uathaengig af tiden og af koncentrationen. Det vil sige, at k ikke @ndrer sig navneverdigt i samme
forseg og ikke endrer sig med den tilsatte koncentration mellem forskellige forseg. Ved den specifikke nedbryd-
ningshastighedskonstant forstds den relative koncentrationsendring pr. tidsenhed: k. Ved forste ordens kinetik er
nedbrydningshastigheden (mg/l/dag) proportional med substratkoncentrationen, der aftager med tiden. Ved agte
forste ordens kinetik er den specifikke nedbrydningshastighedskonstant, k, uathaengig af tiden og af koncentratio-
nen. Det vil sige, at k ikke @ndrer sig naevneverdigt i samme forsgg og ikke @ndrer sig med den tilsatte koncen-
tration mellem forskellige forseg. Ved den specifikke nedbrydningshastighedskonstant forstds den relative
koncentrationsandring pr. tidsenhed: k = (1/C) - (dC/dt). Skent der under de foreskrevne betingelser normalt for-
ventes forste ordens kinetik, kan der veere omstandigheder, hvor andre kinetiske love giver bedre overensstem-
melse. Afvigelser fra forste ordens kinetik ses feks., hvis det er massetransportfeenomener, f.eks.
diffusionshastigheden, snarere end den biologiske reaktionshastighed, der er hastighedsbegransende for den bio-
logiske omdannelse. Data kan imidlertid nesten altid beskrives ved pseudo forste ordens kinetik, nar det accepte-
res, at hastighedskonstanten er koncentrationsathangig.

Inden forseget bor der foreligge oplysninger om biologisk nedbrydning af prevestoffet ved hgjere koncentrationer
(f.eks. fra rutinemeassige screeningstest) og oplysninger om abiotisk nedbrydning, omdannelsesprodukter og rele-
vante fysisk-kemiske egenskaber, hvilket vil lette planlaegning af forseget og fortolkning af resultaterne. Ved at
anvende '*C-market provestof og bestemme fasefordelingen af '*C ved forsegets afslutning kan den endelige bio-
nedbrydelighed bestemmes. Er provestoffet umarket, kan den endelige bionedbrydning kun bestemmes, hvis der
testes en hejere koncentration, og alle vigtige omdannelsesprodukter kendes.

DEFINITIONER

Primzr bionedbrydning: Den strukturendring (omdannelse) af et kemisk stof, der frembringes af mikroorganis-
mer og medforer, at stoffet mister sin kemiske identitet.

Funktionel bionedbrydning: Den strukturandring (omdannelse) af et kemisk stof, som frembringes af mikroor-
ganismer og medferer tab af en bestemt egenskab.

Endelig aerob bionedbrydning: Den af mikroorganismer i tilstedevarelse af oxygen frembragte nedbrydning af
et kemisk stof til carbondioxid, vand og uorganiske salte af eventuelle andre grundstoffer, der er til stede (mine-
ralisering) og produktion af ny biomasse og organiske mikrobielle biosynteseprodukter.
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Mineralisering: Den af mikroorganismer i tilstedevarelse af oxygen frembragte nedbrydning af et kemisk stof eller
organisk materiale til carbondioxid, vand og uorganiske salte af eventuelle andre grundstoffer, der er til stede.

Lag-fase: Den tid, der gar fra et forsog begynder, indtil de nedbrydende mikroorganismer har tilpasset sig, og ned-
brydningsgraden for et kemisk stof eller organisk materiale har ndet et detekterbart omfang (f.cks. 10 % af den teo-
retiske maksimale bionedbrydning, evt. mindre, athangigt af maleteknikkens nejagtighed).

Maksimal bionedbrydningsgrad: Den grad af bionedbrydning af et kemisk stof eller organisk materiale, angivet
i procent, der finder sted i et forsag, og over hvilken der ikke sker yderligere bionedbrydning under forseget.

Primeert substrat: En rakke naturlige kulstof- og energikilder, der tjener til vaekst og opretholdelse af den mikro-
bielle biomasse.

Sekundeert substrat: En substratkomponent, der er til stede i s lav koncentration, at dens nedbrydning kun til-
forer ubetydelige mangder kulstof og energi til de kompetente mikroorganismer i forhold til den mangde kulstof
og energi, der tilfores ved nedbrydning af hovedsubstratets komponenter (de primere substrater).

Nedbrydningshastighedskonstant: En forste ordens eller pseudo forste ordens hastighedskonstant k (d7), der
angiver nedbrydningsprocessers hastighed. For et batch-forseg beregnes k af den forste del af nedbrydningskurven
efter slutningen af lag-fasen.

Halveringstid, t,, (d): En betegnelse til karakterisering af hastigheden af en forste ordens reaktion. Halverings-
tiden er tidsrummet svarende til en formindskelse af koncentrationen med en faktor 2. Sammenhangen mellem
halveringstiden og hastighedskonstanten er givet ved udtrykket t,;, = In2/k.

Nedbrydningshalveringstid, DTs, (d): En betegnelse, der anvendes til kvantitativ angivelse af resultatet af bio-
nedbrydningsforsgg. Det er det tidsrum, inklusive lag-fasen, der er nedvendigt for at nd 50 % bionedbrydning.

Detektionsgraense (limit of detection (LOD)) og kvantificeringsgrense (limit of quantification (LOQ)):
Detektionsgransen er den koncentration af et stof, under hvilken stoffets identitet ikke kan skelnes fra analysebe-
tingede artefakter. Kvantificeringsgraensen er den koncentration af et stof, under hvilken koncentrationen ikke kan
bestemmes med acceptabel nojagtighed.

Oplost organisk kulstof (dissolved organic carbon (DOC)): Den del af det organiske kulstofindhold i en prove
af vand, som ikke kan fjernes ved den foreskrevne faseadskillelse som f.eks. ved centrifugering ved 40 000 ms™2 i
15 min. eller ved membranfiltrering med porestorrelse 0,2 pm-0,45 pm i diameter.

Total organisk *C-aktivitet (total organic '*C activity (TOA)): Den totale '*C-aktivitet, der er knyttet til orga-
nisk kulstof.

Oplest organisk '*C-aktivitet (dissolved organic '*C activity (DOA)): Den totale '*C-aktivitet, der er knyttet
til oplest organisk kulstof.

Partikelbren organisk '*C-aktivitet (particulate organic *C activity (POA)): Den totale '*C-aktivitet, der er
knyttet til partikelformigt organisk kulstof.

PROVEMETODENS ANVENDELIGHED

Denne simuleringsmetode er anvendelig til ikke-flygtige eller svagt flygtige organiske stoffer, der testes ved lave
koncentrationer. Nér der bruges kolber med dben forbindelse til atmosfeeren (f.eks. med vatprop), kan stoffer med
Henrys lov konstant mindre end omkring 1 Pa:m’/mol (ca. 10~ atm'm’/mol) i praksis regnes for ikke-flygtige.
Ved at anvende lukkede kolber med headspace kan man teste svagt flygtige stoffer (med Henrys lov konstant
< 100 Pa-m?/mol eller < 107> atm'm’/mol) uden tab fra prevesystemet. Tab af '*C-markede stoffer kan fore-
komme, hvis der ikke er truffet passende forholdsregler, nir CO, fjernes. I sddanne tilfeelde kan det vere nedven-
digt at opfange CO, i en intern absorber med alkali eller i et eksternt CO,-absorbersystem (direkte '*CO,-
bestemmelse, jf. tilleeg 3). Til fastleeggelse af bionedbrydningens kinetik skal provestofkoncentrationen vere lavere
end stoffets oploselighed i vand. Det skal dog bemrkes, at man i litteraturen kan finde vaesentligt hojere veerdier
for vandopleseligheden end provestoffets opleselighed i naturlige vande. Om ensket kan opleseligheden af pro-
vestoffer med ringe vandopleselighed bestemmes ved brug af de naturlige vande, som forseget omfatter.

Metoden kan dels anvendes til simulering af bionedbrydning i overfladevand fri for grove partikler (»pelagisk for-
sog«), dels i uklart vand som f.eks. naer graensefladen mellem vand og sediment (»forseg med opslemmet sediment«).
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FORS@GETS PRINCIP

Forsgget udferes som batchforsag med inkubering af provestoffet enten med overfladevand alene (»pelagisk for-
sogq) eller overfladevand modificeret med en opslemmet mangde faststof/sediment pé 0,01 til 1 g tor vagt pr.
liter (»forseg med opslemmet sediment«) til simulering af en vandmasse med opslemmede faststoffer eller gen-
opslemmet sediment. I de fleste overfladevande vil koncentrationen af opslemmet faststof/sediment typisk ligge i
den nedre ende af dette interval. Provekolberne inkuberes i morke ved rumtemperatur under aerobe forhold og
med omrystning. Provestoffet skal anvendes i mindst to forskellige koncentrationer til fastleggelse af nedbryd-
ningskinetikken. De anvendte koncentrationer skal indbyrdes afvige med en faktor 5 til 10 og skal vare repra-
sentative for det forventede koncentrationsomrade i miljoet. Den maksimale provestofkoncentration ma ikke vare
over 100 pg/l, dog mé en maksimal provekoncentration pd 10 pg/l eller derunder foretrackkes for at sikre, at bio-
nedbrydningen folger forste ordens kinetik. Den laveste koncentration mé ikke vaere over 10 pg/l, men en laveste
provekoncentration pd 1-2 ug/l eller under 1 pg/l mé foretraekkes. En sé lav koncentration kan normalt analyseres
tilfredsstillende ved hjelp af geengse '*C-maerkede stoffer. Analyseteknikkens begraensninger gor det ofte umuligt
at mdle provestoffets koncentration med den kravede nejagtighed, hvis provestoffet tilsettes i en koncentration
< 100 pg/l (f. andet afsnit i punkt 1.7.2). Til identifikation og kvantitativ bestemmelse af de vigtigste omdannel-
sesprodukter kan anvendes hejere provestofkoncentration (> 100 pg/l, undertiden > 1 mg/l), hvis man ikke rader
over en specifik analysemetode med lav detektionsgraense. Anvendes en hej prevestofkoncentration, kan resulta-
terne muligvis ikke anvendes til at beregne forste ordens nedbrydningskonstant og halveringstid, da nedbrydnin-
gen antagelig ikke vil folge forste ordens kinetik.

Nedbrydningen folges med passende tidsintervaller ved maling enten af residual ' *C eller, hvis en specifik kemisk
analyse anvendes, residualkoncentration af provestoffet. '*C-markning af den mest stabile del af molekylet giver
mulighed for bestemmelse af den totale mineralisering, mens ' *C-merkning af en mindre stabil del af molekylet i
lighed med en specifik analysemetode kun geor det muligt at bestemme den primzre bionedbrydning. Den mest
stabile del omfatter dog ikke nedvendigvis molekylets relevante funktionelle enhed (dvs. den enhed, der kan veere
knyttet til en specifik egenskab som toksicitet, bioakkumulering osv.). I sd fald kan det vaere hensigtsmaessigt at
14C-maerke provestoffet i den funktionelle gruppe for at folge eliminationen af den specifikke egenskab.

OPLYSNINGER OM PROVESTOFFET

Béde radioaktivt mearket og umaerket prevestof kan anvendes i forseget. '*C-markning anbefales, og maerkning
ber normalt finde sted i molekylets mest stabile del(e) (jf. ogsd punkt 1.4). I stoffer indeholdende mere end én aro-
matisk ring skal helst et eller flere kulstofatomer i hver ring vare '*C-market. I bindinger, der let brydes, skal des-
uden et eller flere kulstofatomer pa begge sider af bindingen helst vaere '*C-market. Provestoffets kemiske ogfeller
radiokemiske renhed skal vaere > 95 %. For radioaktivt merkede stoffer skal den specifikke aktivitet helst vare ca.
50 pCi/mg (1,85 MBq) eller derover for at lette '*C-malingerne i forseg med lav initialkoncentration. Falgende
oplysninger om provestoffet skal foreligge:

— vandopleselighed [metode A.6]

— opleselighed i organiske(e) oplosningsmiddel (-midler) (stoffer, der tilfores med oplesningsmiddel eller er
tungtopleselige i vand)

— for stoffer, som kan protoniseres eller deprotoniseres, dissociationskonstant (pKa) [OECD TG 112] (5)

— damptryk [metode A.4] og Henrys konstant

— kemisk stabilitet i vand og i merke (hydrolyse) [metode C.7].

Nér tungtoploselige stoffer testes i sevand, kan det desuden vaere nyttigt at kende udsaltningskonstanten (eller »Set-
schenows konstant«) K®, der er defineret ved udtrykket: log (S/S’) = K* C,,,, where S and S er stoffets oplaselighed
i henholdsvis ferskvand og sevand, og C,, er den molre saltkoncentration.

Udfores forseget som »forsag med opslemmet sediments, skal der foreligge folgende oplysninger:

—  fordelingskoefficient n-octanol/vand [metode A.8]

— adsorptionskoefficient [metode C.18].
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Desuden kan folgende oplysninger veere nyttige:

— stoffets koncentration i miljeet, hvis den kendes eller er beregnet

— provestoffets toksicitet over for mikroorganismer [metode C.11]

— umiddelbar og/eller naturlig bionedbrydelighed [metode C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5)]

— aerob eller anaerob bionedbrydelighed i omdannelsesforseg i jord og sediment/vand [metode C.23 og C.24].

REFERENCESTOF

Som referencestof anvendes et stof, der normalt er let nedbrydeligt under aerobe forhold (f.eks. anilin eller natri-
umbenzoat). Anilin og natriumbenzoat nedbrydes sadvanligvis pd mindre end to uger. Formalet med reference-
stofferne er at sikre, at provevandets mikrobielle aktivitet er inden for visse granser, dvs. at vandet indeholder en
aktiv mikrobiel population.

KVALITETSKRITERIER

Genfinding

Umiddelbart efter tilsetning af provestoffet skal hver begyndelseskoncentration verificeres ved maling af '*C-
aktiviteten eller, for umarkede stoffer, ved kemisk analyse, idet der mindst anvendes dobbelte prover. Dette vil give
oplysninger om analysemetodens anvendelighed og repeterbarhed og om, hvor homogent provestoffet er fordelt.
Ved den efterfolgende dataanalyse anvendes normalt den mélte initiale '*C-aktivitet eller prevestofkoncentration
i stedet for den nominelle koncentration, s& der tages hejde for sorptionstab og doseringsfejl. For '*C-maerket pro-
vestof fds genfindingsgraden ved forsegets slutning af en massebalance (jf. sidste afsnit i punkt 1.8.9.4). Ideelt skal
massebalancen for radioaktivt maerket stof ligge mellem 90 % og 110 %, mens der for umarkede provestoffer bor
opnds en analysengjagtighed svarende til en genfinding af initialmangden pd mellem 70 % og 110 %. De navnte
omrdder mé opfattes som mal, ikke som acceptkriterier for forseget. Hvis det onskes, kan analysengjagtigheden
for provestoffet bestemmes ved en lavere koncentration end initialkoncentrationen samt for de vigtigste
omdannelsesprodukter.

Analysemetodens repeterbarhed og felsomhed

Repeterbarheden af analysemetoden (herunder udvindingsgraden for den indledende ekstraktion) ved kvantitativ
bestemmelse af provestof og, hvis relevant, omdannelsesprodukter kontrolleres ved fem replikate analyser pa hver
enkelt ekstrakt af overfladevand.

Analysemetodens detektionsgranse for provestoffet og for omdannelsesprodukterne skal sd vidt muligt udgere
mindst 1 % af den initiale mangde, der tilfores provesystemet. Kvantificeringsgraensen skal vare hejst 10 % af den
tilsatte koncentration. Til kemisk analyse af mange organiske stoffer og omdannelsesprodukter heraf méd prove-
stoffet ofte tilsattes i forholdsvis hej koncentration, dvs. > 100 pg/l.

BESKRIVELSE AF PROVEMETODEN

Udstyr

Forsoget kan udfores i koniske eller cylindriske kolber af passende kapacitet (f.cks. 0,5 eller 1,0 liter), lukket med
silicone- eller gummiprop, eller i serumflasker med CO,-taet 1ag (f.cks. med butylgummi-septum). En anden mulig-
hed er at udfere forseget med flere kolber og heste hele kolbens indhold, mindst som dobbeltprover, ved hvert
provetagningstidspunkt (if. sidste afsnit i punkt 1.8.9.1). For ikke-flygtige prevestoffer, der ikke er radioaktivt meer-
kede, kraves ikke gastatte propper eller 1ag. Velegnede er lose vatpropper, der forhindrer kontaminering fra luften
(if. andet afsnit i punkt 1.8.9.1). Svagt flygtige kemiske stoffer bor testes i et system af biometertypen med let
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omrering af vandoverfladen. For at sikre mod bakteriel kontaminering kan beholderne valgfrit steriliseres ved
opvarmning eller autoklavering inden brug. Desuden anvendes folgende standardlaboratorieudstyr:

— rystebord eller magnetomrorere til konstant omrering af proevekolberne
—  centrifuge

—  pH-meter

— turbidimeter til nephelometrisk turbiditetsméling

— ovn eller mikroovn til bestemmelse af tor vagt

— apparatur til membranfiltrering

— autoklave eller ovn til varmesterilisering af glasapparatur

—  udstyr til handtering af '*C-markede stoffer

—  udstyr til kvantitativ bestemmelse af '*C-aktivitet i praver fra CO,-opsamlingsveasker og, om nedvendigt, fra
sedimentprover

— analyseudstyr til bestemmelse af provestof (og referencestof), hvis der anvendes specifik kemisk analyse (f.eks.
gaskromatograf eller hojtryksvaskekromatograf).

Stamoplesninger af provestoffet

Til fremstilling af stamoplesningerne af prove- og referencestof skal anvendes deioniseret vand (jf. forste afsnit i
punkt 1.8.7). Det deioniserede vand skal veere frit for stoffer, der kan vere toksiske for mikroorganismer, og ind-
holdet af oplast organisk kulstof (dissolved organic carbon (DOC)) mé ikke veere over 1 mg/l (6).

Indsamling og transport af overfladevand

Provetagningsstedet, hvor overfladevandet indsamles, skal velges i henhold til formélet med forseget i den givne
situation. Ved valg af provetagningssted mé der tages hensyn til oplysninger om eventuel tidligere udledning fra
landbrug, industri eller husholdninger. Hvis det akvatiske miljo vides at have vaeret forurenet med provestoffet eller
andre stoffer med analog struktur inden for de foregdende fire ar, ber det ikke anvendes til indsamling af vand-
prover, medmindre undersegeren udtrykkelig har ensket at undersgge nedbrydningshastigheden p4 tidligere eks-
ponerede steder. Vandets pH og temperatur skal méles pd indsamlingsstedet. Desuden skal indsamlingsdybden og
vandets udseende (f.eks. farve og turbiditet) noteres (jf. punkt 3). Oxygenkoncentrationen og/eller redoxpotentialet
ivand og i sedimentets overfladelag skal méles for at pavise, at der er aerobe betingelser, medmindre dette er ben-
bart, bedemt ud fra prevens udseende og tidligere erfaringer med det pagaldende sted. Overfladevandet skal trans-
porteres i en omhyggeligt rengjort beholder. Under transporten ma prevens temperatur ikke vare navnevaerdigt
hejere end forsegstemperaturen. Ved leengere transporttid end 2-3 timer anbefales afkeling til 4 °C. Vandpreven
ma ikke fryses.

Opbevaring og klargering af overfladevand

Forseget ber fortrinsvis igangsaettes inden for ét dogn efter proveindsamlingen. Er opbevaring af vandet nedven-
dig, ber dette begraenses til kortest mulig tid og mé i intet tilfelde overstige fire uger. Vandpreven skal opbevares
ved 4 °C med beluftning, indtil den skal bruges. For brug skal grove partikler fjernes, f.eks. ved filtrering med nylon-
filter med maskevidde ca. 100 pm, med et groft papirfilter eller ved bundfaeldning.

Klargoring af vand modificeret med sediment (valgfrit)

Anvendes opslemmet sediment, tilsattes sedimentet til kolberne indeholdende naturligt vand (som er filtreret for
at fjerne grove partikler som beskrevet i punkt 1.8.4), s& der dannes en opslemning med en faststofkoncentration
mellem 0,01 og 1 g/l. Overfladesedimentet skal veere fra samme indsamlingssted som vandpreven. Afthangigt af
det pagaeldende akvatiske miljo kan overfladesedimentet enten karakteriseres som sediment med hejt organisk kul-
stofindhold (2,5-7,5 %) og fin tekstur eller med lavt organisk kulstofindhold (0,5-2,5 %) og grov tekstur (3). Over-
fladesedimentet kan klargores saledes: Ved hjalp af et transparent plastror udtages adskillige sedimentkerner, de
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overste aerobe lag skaeres af (fra overfladen til en dybde af maks. 5 mm) straks efter provetagningen, hvorefter de
haldes sammen. Den resulterende sedimentprove transporteres i en beholder med stort luft-headspace for at opret-
holde acrobe betingelser (proven afkeles til 4 °C, hvis transporttiden er over 2-3 timer). Sedimentproven opslam-
mes i provevandet i forholdet 1:10 og opbevares ved 4 °C med beluftning, indtil den skal bruges. Opbevaringstiden
for sedimentet bor begreenses mest muligt og ma i intet tilfeelde overstige fire uger.

Semikontinuert metode (valgfri)

Det kan veare nodvendigt med langvarig inkubering (flere médneder), hvis der optraeder en lang lag-fase, for nev-
neveardig nedbrydning af provestoffet kan males. Vides dette i forvejen fra tidligere forseg med stoffet, kan forse-
get indledes med den semikontinuerte metode, hvor en del af provevandet eller -opslemningen udskiftes med
mellemrum (jf. tilleg 2). I stedet kan det normale batchforseg endres til et semikontinuert forseg, hvis der ikke er
sket nogen nedbrydning af provestoffet efter ca. 60 dages testning med batchmetoden (jf. andet afsnit i
punkt 1.8.8.3).

Tilseetning af prevestoffet (eller referencestoffet)

For stoffer med stor vandopleselighed (> 1 mg/l) og lav flygtighed (Henrys konstant < 1 Pa:m’/mol eller
<107 atm'm’[mol) kan der fremstilles en stamoplesning i deioniseret vand (jf. punkt 1.8.2); en passende mangde
stamoplosning tilszttes provebeholderne, sd den enskede koncentration opnds. Volumenet af den tilsatte stamop-
losning ber holdes sa lavt, som det er praktisk muligt (< 10 % af volumenet af den endelige oplesning, om muligt).
En anden mulighed er at bruge et storre volumen provevand til at oplese provestoffet, hvilket kan betragtes som
et alternativ til brug af organiske oplesningsmidler.

Hvis det ikke kan undgds, ma stamoplesninger af ikke-flygtige stoffer med ringe vandopleselighed fremstilles ved
hjeelp af et flygtigt organisk oplesningsmiddel, men oplesningsmidlet md ikke tilsattes systemet i en mangde pd
over 1 % v[v og ma ikke have negativ indvirkning pa den mikrobielle aktivitet. Oplosningsmidlet ma ikke pavirke
provestoffets stabilitet i vand. Oplesningsmidlet skal fjernes, sa der kun er en yderst ringe mangde tilbage, som
ikke naevneverdigt eger DOC-indholdet i prevevandet eller -suspensionen. Dette skal efterproves ved stofspecifik
analyse eller om muligt ved analyse for DOC (6). Det skal tilstrabes at begreense den overforte mangde oplos-
ningsmiddel til det absolut nedvendige og sikre, at den tilsatte mangde provestof er opleselig i det endelige volu-
men provevand. Tilsztning af prevestoffet til provebeholderne kan ske ved hjalp af andre teknikker som beskrevet
i(7) og (8). Nar der bruges et organisk oplesningsmiddel til tilsaetning af prevestoffet, skal der keres oplesnings-
middelkontrolprever, som indeholder prevevandet (uden tilsaetning) samt prevevand tilsat referencestof, og som
behandles pa samme médde som aktive provebeholdere modificeret med provestof i stabiliserende oplesningsmid-
del. Formalet med oplesningsmiddelkontrolpreverne er at undersege eventuel negativ indvirkning af oplesnings-
midlet pd den mikrobielle population, siledes som dette kan konstateres ved nedbrydningen af referencestoffet.

Forsegsbetingelser

Forsogstemperatur

Inkubering skal enten ske i morke (hvilket ber foretrackkes) eller i diffust lys ved kontrolleret temperatur (+ 2 °C),
som kan vere felttemperaturen eller en standardtemperatur pa 20-25 °C. Felttemperaturen kan enten vare pro-
vens faktiske temperatur pd provetagningstidspunktet eller en gennemsnitlig felttemperatur pa
provetagningsstedet.

Omroring

Der skal sorges for konstant omrystning eller omrering, sd partikler og mikroorganismer holdes opslemmet.
Omroringen fremmer desuden overforslen af oxygen fra provebeholderens headspace til veesken, sd aerobe betin-
gelser kan opretholdes. Kolberne anbringes i rystebord (ca. 100 omdrejninger/min.) eller forsynes med magnetom-
rorer. Omrystning eller omroring skal vare kontinuerlig. Omrystning eller omroring skal dog veare sd svag som
muligt og samtidig opretholde en homogen opslemning.
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Forsogets varighed

Forspget ber normalt ikke strekke sig over mere end 60 degn, medmindre den semikontinuerte metode med
periodisk udskiftning af prevesuspensionen anvendes (jf. punkt 1.8.6 og tilleeg 2). Er nedbrydningen af provestof-
fet begyndt i lebet af de forste 60 dage, kan batchforseget dog forlaenges til maksimalt 90 dage. Nedbrydningen
overvdges med passende tidsintervaller ved bestemmelse af '*C-residualaktivitet eller den udviklede **CO, (jf.
punkt 1.8.9.4) og/eller ved kemisk analyse (punkt 1.8.9.5). Inkubationstiden skal veere tilstrackkeligt lang til, at ned-
brydningsprocessen kan bedemmes. Nedbrydningsgraden skal helst vare over 50 %. For langsomt nedbrydelige
stoffer skal nedbrydningsgraden vere tilstraekkelig (normalt mere end 20 % nedbrydning) til, at nedbrydningsha-
stighedskonstanten kan bestemmes.

Testsystemets pH og oxygenkoncentration skal méles periodisk, medmindre erfaringer fra tilsvarende tidligere for-
sog med vand- og sedimentprover indsamlet pa samme sted gor sddanne mélinger unedvendige. Under visse betin-
gelser kan metaboliseringen af det primeare substrat ved langt sterre koncentration i vand eller sediment muligvis
medfere CO,-udvikling og oxygenforbrug i et omfang, der @ndrer forsegsbetingelserne vasentligt.

Fremgangsmdde

Klargering af kolber til pelagisk forsog

Overfor en passende meangde af provevandet til provekolberne, hgjst en tredjedel af kolbens volumen og mindst
ca. 100 ml. Ogsa hvis der anvendes flere kolber (for at kunne heste en hel kolbe ved hvert provetagningstidspunke),
vil den mest hensigtsmaessige mangde provevand vere ca. 100 ml, da smé prevevolumener kan péavirke lag-fasens
varighed. Provestoffet tilswttes fra en stamoplesning som beskrevet i punkt 1.8.2 og 1.8.7. Der skal anvendes
mindst to forskellige provestofkoncentrationer, der afviger indbyrdes med en faktor 5 til 10, for at nedbrydning-
skinetikken kan fastlagges og nedbrydningshastighedskonstanten beregnes. Begge de valgte koncentrationer skal
vare under 100 pg/l og helst i omradet < 1-10 pg/l.

Kolberne lukkes med propper eller 1dg, der er uigennemtrangelige for luft og CO,. Til ikke ' *C-markede, ikke-
flygtige provestoffer kan anvendes lgse vatpropper, der beskytter mod kontaminering fra luften (jf. punkt 1.8.1),
forudsat at alle vigtige nedbrydningsprodukter vides at vaere ikke-flygtige, og at der anvendes indirekte CO,-
bestemmelse (se tilleg 3).

Kolberne inkuberes ved den valgte temperatur (se punkt 1.8.8.1). Prover til kemisk analyse eller '*C-maling udta-
ges ved forsggets begyndelse (dvs. for bionedbrydningen begynder, se punkt 1.7.1) og derefter med passende tids-
intervaller i lobet af forseget. Proverne kan udtages som delprover (f.eks. 5 ml aliquoter) fra hver replikat, eller ved
at hoste en hel kolbe pé hvert provetagningstidspunkt. Mineraliseringen af provestoffet kan bestemmes enten indi-
rekte eller direkte (se tillaeg 3). Til pélidelig bestemmelse af hastighedskonstanten kraves seedvanligvis mindst fem
provetagningspunkter i nedbrydningsfasen (dvs. efter at lag-fasen er slut), medmindre det for hurtigt nedbrydelige
stoffer kan godtgeres, at tre provetagningspunkter er tilstrakkeligt. For ikke hurtigt nedbrydelige stoffer kan der
let foretages flere mélinger i nedbrydningsfasen, og der skal i sa fald anvendes flere datapunkter til bestemmelse af
k. En fast tidsplan for provetagningen kan ikke angives, da bionedbrydningshastigheden varierer. Ved langsom ned-
brydning anbefales dog ugentlig preveudtagning. Er prevestoffet hurtigt nedbrydeligt, udtages prover dagligt de
forste tre dage, derefter hver anden eller hver tredje dag. Under visse omstendigheder, siledes ved stoffer, der
hydrolyseres meget hurtigt, kan det veere nedvendigt at tage prover en gang i timen. Inden forseget gennemferes,
anbefales det at udfere et indledende forseg til bestemmelse af passende prevetagningsintervaller. Hvis der skal
vare prover til radighed til neermere specifik analyse, tilrddes det at tage ekstra prover og derefter valge dem, der
skal analyseres, ved forsegets slutning i henhold til en bagudrettet strategi, dvs. de sidste prover analyseres forst (se
vejledningen i andet afsnit i punkt 1.8.9.5 vedrerende provernes stabilitet ved opbevaring).

Antal kolber og prover

Kor et tilstreekkeligt antal prevekolber til, at der er:

—  provekolber: mindst to kolber for hver provestofkoncentration (helst mindst tre), dog flere kolber for hver
koncentration hvis der hestes hele provekolber (betegnet F;) ved hvert provetagningstidspunkt

—  provekolber til beregning af massebalance: mindst to kolber (betegnet Fy,) for hver prevekoncentration
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— blindkontrol, intet provestof: mindst én blindprevekolbe (betegnet Fy), kun indeholdende provevand

— referencekontrol: to kolber (betegnet F) med referencestof (f.eks. anilin eller natriumbenzoat i en koncen-
tration af 10 pg/l). Formalet med referencekontrollen er at bekreefte et minimum af mikrobiel aktivitet. Hvis
det er hensigtsmaessigt, kan der anvendes et radioaktivt mearket referencestof, ogsa nir nedbrydningen af pro-
vestoffet overvdges ved kemiske analyser

—  steril kontrol: en eller to kolber (betegnet Fy) indeholdende steriliseret pravevand, til undersogelse af eventuel
abiotisk nedbrydning eller anden ikke-biologisk bortfjernelse af provestoffet. Den biologiske aktivitet kan
enten standses ved autoklavering (121 °C; 20 min.) af prevevandet, ved tilsatning af et giftstof (f.eks. natriu-
mazid (NaN;) i en koncentration af 10-20 g/l, kvikselvchlorid (HgCl,) i en koncentration af 100 mg/l eller
formalin i en koncentration af 100 mg/l) eller ved gammabestraling. Anvendes HgCl,, skal dette bortskaffes
som giftigt affald. For vand med sediment tilsat i store meaengder er det ikke let at opnd sterile forhold; i sa fald
anbefales gentagne autoklaveringer (f.cks. tre gange). Der mé tages hejde for, at autoklaveringen kan sendre
sedimentets sorptionsegenskaber

— oplesningsmiddelkontroller indeholdende provevand og prevevand med referencestof: dobbelt szt kolber
behandlet med samme mangde oplesningsmiddel og efter samme fremgangsmade som ved tilsztning af pro-
vestoffet. Formdlet hermed er at afslore eventuelle skadelige virkninger af oplesningsmidlet ved bestemmelse
af nedbrydningen af referencestoffet.

Ved forsogets tilrettelaeggelse mé forsogslederen veje betydningen af et gget antal forseg op mod et gget antal pro-
vetagningstidspunkter. Det ngjagtige antal kolber, der er nedvendigt, athenger af den anvendte metode til bestem-
melse af nedbrydningen (se tredje afsnit i punkt 1.8.9.1, punkt 1.8.9.4 og tilleg 3).

Der skal udtages to delprover (f.eks. pd 5 ml aliquoter) fra hver provekolbe pa hvert provetagningstidspunkt.
Anvendes mange kolber for at kunne heste hele kolber, skal der hastes mindst to kolber ved hvert provetagnings-
tidspunkt (se forste afsnit i punkt 1.8.9.1).

Klargoring af kolber til forsog med opslemmet sediment (valgfrit)

Der tilseettes det nodvendige volumen provevand og, i givet fald, sediment, til prevekarrene (se punkt 1.8.5). Klar-
goring af kolber til forseg med opslemmet sediment foretages som ved det pelagiske forseg (se punkt 1.8.9.1
o0g 1.8.9.2). Der ber fortrinsvis anvendes serumflasker eller kolber af tilsvarende form. De lukkede kolber anbrin-
ges vandret pa rystebord. Abne kolber til ikke '*C-markede, ikke-flygtige stoffer skal selvfelgelig anbringes sti-
ende; i sa fald anbefales brug af magnetomrerer og magneter overtrukket med glas. Om nedvendigt beluftes
kolberne for at opretholde aerobe betingelser.

Radiokemiske bestemmelser

Den udviklede '*CO, bestemmes indirekte og direkte (se tilleg 3). '*CO, bestemmes indirekte ved forskellen mel-
lem den initiale '*C-aktivitet i prevevand eller -opslemning og den totale residualaktivitet pd provetagningstids-
punktet, malt efter forudgdende forsuring af proven til pH 2-3 og fjernelse af CO,. Derved er uorganisk kulstof
fiernet, og den malte resterende aktivitet kommer fra organisk materiale. Indirekte '*CO,-betemmelse bar ikke
benyttes, hvis der dannes vigtige flygtige omdannelsesprodukter ved omdannelse af provestoffet (se tilleg 3). Om
muligt ber '*CO,-udviklingen males direkte (se tilleg 3) i mindst én provekolbe ved hvert prevetagningstidspunkt.

Derved kan bade massebalance og bionedbrydning kontrolleres, men dette kan kun lade sig gore ved forseg i luk-
kede kolber.

Males den udviklede '*CO, direkte under forseget, skal der ved forsagets start opsettes ekstra kolber hertil. Direkte
14C0,-bestemmelse anbefales, hvis der dannes vigtige omdannelsesprodukter ved prevestoffets omdannelse. Ved
hvert mélepunkt skal de ekstra flasker forsures til pH 2-3, og '*CO, opsamles i en intern eller ekstern absorber (se
tilleg 3).

I stedet kan koncentrationen af ' *C-maerket provestof og vigtige omdannelsesprodukter bestemmes ved radiokro-
matografi (f.eks. tyndtlagskromatografi, RAD-TLC) eller ved HPLC med radiokemisk detektion.
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Det kan frit vaelges, om man vil bestemme fasefordelingen af den resterende radioaktivitet (se tilleg 1) og reste-
rende provestof og omdannelsesprodukter.

Ved forsegets slutning bestemmes massebalancen ved direkte '*CO,-maling med separate prevekolber, fra hvilke
der ikke er udtaget nogen prover under forseget (se tilleg 3).

Specifik kemisk analyse

Er en folsom specifik analysemetode til rddighed, kan den primere bionedbrydning bestemmes ved méling af den
totale residualkoncentration af provestoffet i stedet for ved brug af radioaktiv meerkning. Anvendes et radioaktivt
market provestof (til méling af total mineralisering), kan der ved sidelobende specifikke kemiske analyser fas ver-
difulde supplerende oplysninger og efterprovning af metoden. Specifik kemisk analyse kan desuden anvendes til
bestemmelse af omdannelsesprodukter, der dannes ved nedbrydning af prevestoffet; dette anbefales for stoffer, der
mineraliseres med en halveringstid pa over 60 dage. For hvert provetagningstidspunkt méles og rapporteres kon-
centrationen af provestof og omdannelsesprodukter (som koncentration og som procent af tilfort meengde). Gene-
relt kraves et omdannelsesprodukt identificeret, hvis det pa noget provetagningstidspunkt forefindes i en
koncentration > 10 % af den tilforte koncentration, medmindre andet med rimelighed kan begrundes. Ligeledes
md det overvejes at identificere omdannelsesprodukter, hvis koncentration stiger konstant under forsoget, ogsa selv
om koncentrationen ikke overstiger den navnte granse, da dette kan veare et tegn pd, at de persisterer. Hvis pro-
vestoffet kan tankes at vaere genstand for hurtig abiotisk omdannelses (f.cks. hydrolyse), ma det overvejes at ana-
lysere for omdannelsesprodukterne i sterile kontroller. Nodvendigheden af kvantificering og identifikation af
omdannelsesprodukter ma vurderes konkret i det enkelte tilfaelde, og begrundelser gives i rapporten. Ekstraktion
med organisk oplesningsmiddel skal anvendes i henhold til anvisningerne i den pageldende analysemetode.

Alle prover skal opbevares ved 2 til 4 °C i lufttact emballage, hvis analysen foretages inden for 24 timer (hvilket méa
foretrackkes). Ved leengere opbevaring skal proverne fryses ved en temperatur under — 18 °C eller konserveres
kemisk. Forsuring kan ikke anbefales som konserveringsmetode, da forsurede prover kan vare ustabile. Hvis pro-
verne ikke analyseres inden for 24 timer, men skal opbevares leengere, skal der udfores et forseg, der godtger sta-
biliteten af de betragtede stoffer ved opbevaring under — 18 °C eller i konserveret tilstand. Omfatter analysemetoden
enten ckstraktion med oplesningsmiddel eller fastfase-ekstraktion (SPE), skal ekstraktionen finde sted straks efter
provetagning eller efter hojst 24 timers opbevaring af preven i nedkelet tilstand.

Afheengigt af analysemetodens folsomhed kan sterre provevolumener end angivet i punkt 1.8.1 vare nedvendige.
Forsgget kan let udfores med et provevolumen pa én liter i kolber med et volumen pa 2-3 liter, hvorved der kan
udtages prover pa ca. 100 ml.

DATA OG RAPPORTERING

BEHANDLING AF RESULTATER

Grafisk fremstilling af data

Alle provetagningstidspunkter afrundes til hele timer (medmindre stoffet nedbrydes vasentligt inden for minutter
til timer), men ikke til hele degn. Der optegnes en kurve over provestoffets beregnede residualaktivitet (for '*C-
markede provestoffer) eller residualkoncentration (for umerkede stoffer) som funktion af tiden i bade linezr og
semilogaritmisk afbildning (se figur 1a og 1b). Har nedbrydning fundet sted, ssmmenholdes resultaterne for kol-
ber F med resultaterne for kolber Fg. Hvis der er mindre end 10 % forskel mellem gennemsnitsresultaterne for kol-
berne med provestof (Fy) og de sterile kolber (Fg), kan den iagttagne nedbrydning antages at vare overvejende
abiotisk. Hvis nedbrydningen i kolberne Fg er mindre, kan disse tal benyttes til at korrigere tallene for kolberne F.
(ved fratrakning) for at beregne omfanget af bionedbrydningen. Nar der foretages valgfrie analyser for vigtige ned-
brydningsprodukter, skal der foreleegges grafiske kurver over deres dannelse og aftagen foruden en kurve over fal-
det i provestofindholdet.
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Lag-fasens varighed t; beregnes af nedbrydningskurven (semilogaritmisk afbildning) ved at ekstrapolere kurvens
linezere del til et punkt svarende til en nedbrydning lig nul eller i stedet ved at bestemme tiden svarende til en ned-
brydning pd ca. 10 % (se figur 1a og 1b). Af den semilogaritmiske afbildning bestemmes forste ordens hastigheds-
konstanten k og middelfejlen pa denne ved linear regression pd kurven over In (**C-residualaktivitet eller
provestofkoncentration) som funktion af tiden. Navnlig for '*C-mélinger m& der kun anvendes data herende til
kurvens forste linezere del, der folger efter lag-fasens slutning, og der mé gives praference til nogle fa udvalgte,
reprasentative data frem for et storre antal mere usikre data. Usikkerheden indbefatter her de naturlige fejl i den
anbefalede direkte brug af mélt '*C residualaktivitet (se nedenfor). Hvis nedbrydningen felger et bifasisk menster,
kan det undertiden vere relevant at beregne to forskellige hastighedskonstanter. Hertil defineres to forskellige faser
af nedbrydningskurven. Hastighedskonstanten k og halveringstiden t,, = In2/k beregnes for hver enkelt af de repli-
kate kolber, ndr der er udtaget delprover fra samme kolbe, eller ved hjalp af gennemsnitsvaerdier, nér der hostes
hele kolber pé hvert provetagningstidspunkt (se sidste afsnit i punkt 1.8.9.2). Ved forstnevnte fremgangsmade skal
hastighedskonstant og halveringstid rapporteres for hver enkelt replikat kolbe og som gennemsnitsvaerdi med mid-
delfejl. Er der anvendt hgje koncentrationer af provestoffet, kan nedbrydningskurven afvige betydeligt fra den rette
linje (i semilogaritmisk afbildning), og der geelder ikke n@dvendigvis forste ordens kinetik. Det har derfor ingen
mening at fastleegge en halveringstid. For et begraenset dataomrdde kan man dog anvende pseudo forste ordens
kinetik og beregne halveringstiden DTs,, for nedbrydningen (den tid, der medgér til 50 % nedbrydning). Man ma
dog vare opmarksom p4, at nedbrydningens tidsforleb uden for det valgte dataomrade ikke kan forudsiges ved
hjelp af DT, der blot er en deskriptor for et givet datasat. Der findes let tilgangelige analyseredskaber, som let-
ter statistiske beregninger og kurvefitting, og brug af sddan software anbefales.

Foretages der specifikke kemiske analyser, beregnes hastighedskonstanter og halveringstider for primar nedbryd-
ning som beskrevet ovenfor for total mineralisering. Hvis den primere nedbrydning udger den hastighedsbegrean-
sende proces, kan der undertiden anvendes datapunkter fra hele nedbrydningsforlgbet. Dette skyldes, at malingerne
er direkte, i modsetning til malingerne af '*C-aktivitet.

Anvendes '*C-markede stoffer, skal der opstilles en massebalance i procent af den tilsatte startkoncentration, i det
mindste ved forsggets slutning.

Residualaktivitet

Ved bionedbrydning af den '*C-merkede del af et organisk stof omdannes starstedelen af **C til '*CO,, mens en
anden del udnyttes til vakst af biomasse og/eller syntese af ekstracellulaere metabolitter. »Fuldsteendig« biologisk
nedbrydning af et stof medferer derfor ikke 100 % omdannelse af kulstofindholdet til '*CO,. Den '*C, der ind-
bygges i produkter dannet ved biosyntese, frigives efterfolgende langsomt som '#*CO, ved »sekundaer mineralise-
ring«. Kurver, der viser residualaktiviteten af organisk '*C (malt efter fjernelse af CO,) eller den producerede '*CO,
som funktion af tiden, har derfor en »halec, efter at nedbrydningen er lobet til ende. Dette komplicerer den kine-
tiske fortolkning af data, og til dette formél ber kun den initiale del af kurven (efter lag-fasens afslutning, og inden
ca. 50 % nedbrydning er ndet) normalt anvendes til beregning af en hastighedskonstant for nedbrydningen. Hvis
provestoffet nedbrydes, er den totale organiske '*C-residualaktivitet altid storre end den '*C-aktivitet, der skyldes
tilbagevaerende intakt prevestof. Hvis provestoffet nedbrydes ved en forste ordens reaktion, og en konstant brek-
del a mineraliseres til CO,, vil den initiale haeldning af '*C-depletionskurven (total organisk '*C som funktion af
tiden) veere a gange haldningen af den tilsvarende kurve over koncentrationen af provestoffet (eller, mere pracist,
den del af provestoffet, der er market med '*C). Hvis méalingerne af den totale organiske ' *C-aktivitet bruges uden
korrektion, vil hastighedskonstanten for nedbrydningen derfor veere lavt regnet. I litteraturen er beskrevet metoder
til bestemmelse af provestofkoncentrationen ud fra den mélte radiokemiske aktivitet ved brug af nogle forenklede
forudsaetninger (2)(9)(10)(11). Sddanne metoder kan lettest anvendes pa hurtigt nedbrydelige stoffer.

FORTOLKNING AF RESULTATER

Hvis k findes at vaere uathaengig af den tilsatte koncentration (dvs. den beregnede k-vardi er omtrent ens ved for-
skellige provestofkoncentrationer), kan forste ordens hastighedskonstanten antages at veare reprasentativ for de
anvendte provebetingelser, dvs. provestoffet, vandpreven og forsegstemperaturen. I hvilket omfang resultaterne
kan generaliseres eller ekstrapoleres til andre systemer, kraver det ekspertviden at vurdere. Anvendes en hej pro-
vestofkoncentration, s& nedbrydningen ikke folger forste ordens kinetik, kan data ikke benyttes til direkte bereg-
ning af en forste ordens hastighedskonstant eller en tilsvarende halveringstid. Dog vil data fra forseg med hej
provestofkoncentration stadig vere nyttige til beregning af den totale mineraliseringsgrad ogfeller detektion og
kvantificering af omdannelsesprodukter.



24.8.2009

Den Europziske Unions Tidende

L 220/67

2.3.

Hvis man kender tabsprocenten fra andre tabsprocesser end bionedbrydning (f.eks. hydrolyse eller fordampning),
kan de trackkes fra de nettotab, der iagttages under forseget, hvorved man kan fd en tilnaermet bestemmelse af bio-
nedbrydningshastigheden. Data for hydrolyse vil kunne fas fra f.eks. den sterile kontrol eller fra sidelobende forsog
med hejere provestofkoncentration.

Indirekte og direkte bestemmelse af '*CO, (punkt 1.8.9.4 og tilleg 3) kan kun bruges til at bestemme graden af
provestoffets mineralisering til CO,. Koncentrationen af '*C-market provestof og dannelsen af vigtige omdannel-
sesprodukter (tredje afsnit i punkt 1.8.9.4) kan analyseres ved radiokromatografi (RAD-TLC) eller HPLC. For at hal-
veringstiden kan bestemmes direkte, mé der ikke veere vigtige omdannelsesprodukter (defineret som > 10 % af den
tilsatte mangde provestof) til stede. Hvis der er vigtige omdannelsesprodukter, som her defineret, til stede, er en
detaljeret vurdering af data nedvendig. En sidan vurdering kan bestd i yderligere undersogelser og/eller identifi-
kation af omdannelsesprodukterne (se forste afsnit i punkt 1.8.9.5), medmindre disses skaebne med rimelig sik-
kerhed kan vurderes ud fra tidligere erfaringer (f.eks. oplysninger om nedbrydningsvej). Da den andel af
provestoffets kulstofindhold, der omdannes til CO,, er forskellig (hovedsagelig athangig af koncentrationen af pro-
vestoffet og avrige tilgangelige substrater, provebetingelserne og det mikrobielle miljo), giver forseget ikke umid-
delbar mulighed for beregning af den endelige bionedbrydning som i et DOC die-away forseg, men resultatet svarer
til det, der fés af et respirometrisk forsog. Mineraliseringsgraden vil siledes hojst vare lig med minimumsniveauet
af fuldsteendig bionedbrydning. For at fa et mere fyldestgorende billede af den fuldsteendige bionedbrydning (mine-
ralisering og inkorporation i biomasse) bor analysen af fasefordelingen af '*C foretages ved forsagets slutning (se
tilleg 1)."*C-indholdet i den samlede partikelmangde vil dels besta af '*C indbygget i bakteriel biomasse, dels '*C
sorberet til organiske partikler.

FORSOGETS VALIDITET

Hvis referencestoffet ikke nedbrydes inden for det forventede tidsrum (for anilin og natriumbenzoat sedvanligvis
mindre end to uger), er forsagets validitet tvivlsom og méd nermere efterproves, eller forsaget ma i stedet gentages
med en ny vandpreve. I en ISO ringtest af metoden med deltagelse af syv laboratorier beliggende forskellige steder
i Europa 14 hastighedskonstanten for nedbrydning af anilin efter tilpasning mellem 0,3 og 1,7 dag™' med et gen-
nemsnit p4 0,8 d™' ved 20 °C og en middelfejl pd + 0,4 d™' (t,, = 0,9 dag). Typiske lag-tider var 1 til 7 dage. De
undersogte vande rapporteredes at have en bakteriel biomasse svarende til 10?-10* kolonidannende enheder (CFU)
pr. ml. Nedbrydningshastigheden i naringsstofrige mellemeuropaiske vande var storre end i oligotrofe nordiske
vande, hvilket kan skyldes forskelle i trofisk status eller tidligere eksponering for kemiske stoffer.

Den totale genfinding (ved massebalance) ved forsegets slutning ber vere mellem 90 % og 110 % for radioaktivt
markede stoffer, mens den initiale genfinding ved forsegets begyndelse bor vare mellem 70 % og 110 % for umaer-
kede stoffer. De angivne omrader md imidlertid kun opfattes som maél og ber ikke anvendes som acceptkriterier
for testen.

FORSOGSRAPPORT

Undersogelsens art, dvs. pelagisk eller med opslemmet sediment, skal klart angives i forsegsrapporten, som des-
uden skal indeholde i det mindste folgende oplysninger:

For provestof og referencestof(fer):

— generisk navn, kemisk navn, (anbefalet IUPAC og/eller CAS navn), CAS-nummer, strukturformel (med angi-
velse af placeringen af '*C, ndr radioaktivt merket stof anvendes) og relevante fysisk-kemiske egenskaber (se
punkt 1.5 og 1.6)

—  kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel (med angivelse af placeringen af 14C, nar radioaktivt meerket stof
anvendes) og relevante fysisk-kemiske egenskaber for stoffer anvendt som standarder til identifikation og
kvantificering af omdannelsesprodukter

— renhed (urenheder) af prove- og referencestof

— for meerkede stoffer, radiokemisk renhed og specifik aktivitet (ndr det er relevant).
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For overfladevand:

Der skal som minimum gives folgende oplysninger om den udtagne vandprove:

0g

beliggenhed og beskrivelse af provetagningsstedet, herunder sd vidt muligt oplysninger om tidligere
forurening

dato og klokkeslat for indsamling af proven

neeringsstofindhold (total N, ammonium, nitrit, nitrat, total P, oplest orthophosphat)
provetagningsdybde

provens udseende (f.eks. farve og turbiditet)

DOC og TOC

BOD

temperatur og pH pa provetagningsstedet og -tidspunktet

oxygen- eller redoxpotentiale (kun nedvendigt, hvis der ikke tydeligt ses at vaere acrobe betingelser)
saltindhold eller ledeevne (for sovand og brakvand)

opslemmet faststof (for uklare prover)

eventuelle andre relevante oplysninger om prevetagningsstedet pd provetagningstidspunktet (f.eks. aktuelle
eller historiske oplysninger om stremhastigheden i vandleb eller havstremme, narliggende storre udlednin-
ger og udledningernes art, vejrforholdene i tiden forud for prevetagningen)

, valgfrit:
mikrobiel biomasse (f.cks. direkte talling med acridinorange-farvning, eller kolonidannende enheder)
uorganisk kulstof

koncentration af chlorophyll-a som specifik bestemmelse af algebiomasse.

Hvis forseget udfores med opslemmet sediment, skal der desuden gives folgende oplysninger om sedimentet:

Fo

provetagningsdybde for sedimentet
sedimentets fremtreeden (som f.eks. farvet, mudret, siltholdig eller sandholdig)
tekstur (f.eks. angivet som % groft sand, fint sand, silt og ler)

tor veegt af opslemmet faststof i gfl, TOC-koncentration eller vagttab ved forbreending som mal for indhol-
det af organisk stof

pH
oxygen- eller redoxpotentiale (kun nedvendigt, hvis der ikke tydeligt ses at veare aerobe betingelser).
rsogsbetingelser:

forsinkelse mellem indsamling og anvendelse i laboratorieforseget, opbevaring og forbehandling af preven,
dato for undersogelserne

mangde provestof tilfert, koncentration under forseget og referencestof

tilseetningsmetode for provestoffet, herunder brug af eventuelt oplesningsmiddel
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— anvendt volumen overfladevand og sediment (hvis anvendt), og volumen udtaget til analyse ved hvert
provetagningstidspunkt

—  beskrivelse af det anvendte provesystem.
Hvis forsoget ikke udfores i morke, oplysninger om betingelserne »diffus belysning«:

— oplysninger om den eller de anvendte metoder til sterilisering af kontrolprever (f.cks. autoklaveringstempe-
ratur og -tid samt antal autoklaveringer)

— inkubationstemperatur

— oplysninger om analyseteknik og metode(r) anvendt til radiokemiske mélinger samt til kontrol af masseba-
lance og malinger af fasefordeling (hvis sddanne er udfert)

— antal gentagelser.
Resultater:
— genfindingsprocenter (se punkt 1.7.1)

— reproducerbarhed og felsomhed af de anvendte analysemetoder, herunder detektionsgraense (LOD) og kvan-
tificeringsgranse (LOQ) (se punkt 1.7.2)

— alle malte data (herunder provetagningstidspunkter) og beregnede vaerdier i tabelform og nedbrydningskur-
ver; for hver prevekoncentration og for hver replikat kolbe angives den linewre korrelationskoefficient for
kurvehaldningen i logaritmisk afbildning, den beregnede lag-fase og en forste ordens eller pseudo forste
ordens hastighedskonstant (hvis dette er muligt) samt den tilsvarende nedbrydningshalveringstid (ts)

— relevante vardier angives som gennemsnit af de veerdier, der er iagttaget i de enkelte replikater, f.eks. lag-
fasens varighed, nedbrydningshastighedskonstanten og nedbrydningshalveringstiden (ts)

—  systemet rubriceres enten som ikke tilpasset eller tilpasset, bedemt ud fra nedbrydningskurvens udseende og
ud fra den mulige indvirkning af prevekoncentrationen

— resultaterne af den endelige massebalancekontrol og resultaterne af eventuelle fasefordelingsmalinger

— den andel af '*C, der er mineraliseret, og, nir specifikke analyser anvendes, den endelige primere
nedbrydningsgrad

— identifikation, moler koncentration og procentdel tilsat stof og, nér det er relevant, vigtige omdannelsespro-
dukter (se forste afsnit i punkt 1.8.9.5)

— formodet omdannelsesvej, nr det er relevant

— diskussion af resultater.
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Tilleg 1
Fasefordeling af '*C

Til kontrol af metoden skal rutinemélingerne af total organisk '*C-residualaktivitet (TOA) suppleres med massebalancema-
linger, hvor den udviklede '*CO, bestemmes direkte efter opsamling i absorber (se tilleg 3). Positiv ' “CO,-dannelse er i sig
selv et direkte tegn pa bionedbrydning i modsztning til abiotisk nedbrydning eller andre tabsmekanismer som fordampning
og sorption. Andre nyttige oplysninger til karakterisering af bionedbrydningsegenskaberne kan fas af malinger af fordelin-
gen af TOA pé oplost tilstand (oplost organisk '*C-aktivitet, DOA) og fast partikelform (POA) efter separation af partiklerne
ved membranfiltrering eller centrifugering. POA bestar af provestof, der er sorberet pa den mikrobielle biomasse og p andre
partikler samt af kulstof fra provestoffet, der er anvendt til syntese af nyt cellemateriale og derved indbygget i den partikel-
formige biomassefraktion. Dannelsen af oplast organisk '*C kan bestemmes som DOA, nér bionedbrydningen er slut (sva-
rende til plateauet af kurven over nedbrydningen som funktion af tiden).

Fasefordelingen af residual *#C i udvalgte praver bestemmes ved filtrering af proven pa et 0,22 um eller 0,45 pm membran-
filter af et materiale, der ikke adsorberer naevneveerdige maengder provestof (polycarbonatfiltre kan vare egnede). Er sorp-
tionen af provestoffet pd filteret for stor til at kunne ignoreres (dette skal verificeres inden forseget), kan
hejhastighedscentrifugering (2 000 g; 10 min.) anvendes i stedet for filtrering.

Derefter behandles filtratet eller centrifugatet som beskrevet i tilleg 3 for ufiltrerede prover. Membranfiltratet opleses i en
egnet scintillationsvaske og talles pa sadvanlig made, idet korrektion for quenching normalt kun foretages ved hjalp af
kanalforholdet for ekstern standard eller behandling af proverne med et blegemiddel. Er der anvendt centrifugering, skal den
pellet, der er dannet af partikelfraktionen, genopslemmes i 1-2 ml destilleret vand og overfores til et scintillationsglas. Der-
efter vaskes to gange med 1 ml destilleret vand, og vaskevandet overfores til scintillationsglasset. Opslamningen kan om
nedvendigt indlejres i en gel til veeskescintillationsteelling.
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Tilleg 2
Semikontinuert metode

Vanskelige stoffer kan krave inkubation i indtil flere maneder for at opna tilstraekkelig nedbrydning. Forseget ber normalt
ikke vare over 60 dage, medmindre den normale vandpreves egenskaber opretholdes ved udskiftning af preveopslemnin-
gen. Er nedbrydningen af prevestoffet begyndt inden for de forste 60 dage, kan forseget dog forlaenges til maksimalt 90 dage,
uden at forsggsopslemningen udskiftes.

Ved langvarig inkubation kan mangfoldigheden af det mikrobielle samfund blive nedsat som folge af forskellige tabsmeka-
nismer og muligvis opbrugning af essentielle naringsstoffer og primzare kulstofsubstrater i vandpreven. Derfor anbefales
det at anvende en semikontinuert metode for at fa tilfredsstillende bestemmelse af nedbrydningshastigheden for langsomt
nedbrydelige stoffer. Den semikontinuerte metode ber anvendes fra forsegets start, hvis tidligere erfaring viser, at der krae-
ves en inkubationsperiode pa tre méineder for at opnd 20 % nedbrydning af stoffet. En anden mulighed er, at det normale
batchforseg @ndres til et semikontinuert forseg, hvis der ikke er sket nogen nedbrydning af provestoffet, efter at forseget
har kert i ca. 60 dage med batchmetoden. Den semikontinuerte udferelse af forseget kan standses og forseget fortsattes
som et batchforsgg, nir der er konstateret en vesentlig nedbrydning (f.eks. > 20 %).

I det semikontinuerte forseg udskiftes ca. en tredjedel af forsegsopslemningens volumen hver anden uge med friskindsam-
let vand, som er tilsat provestof svarende til initialkoncentrationen. Anvendes den valgfrie metode med opslemmet sedi-
ment, skal udskiftningsvandet desuden tilseettes sediment svarende til initialkoncentration (mellem 0,01 og 1 g/l). Udferes
forseget med opslemmet sediment, er det vigtigt, at systemet holdes fuldsteendig opslemmet, ogsd mens vandet skiftes, og
at der er samme opholdstid for faste stoffer og for vand, da man ellers ikke opnir den tilsigtede overensstemmelse med et
homogent vandigt system uden fastliggende faser. Af disse grunde ber initialkoncentrationen af opslemmet sediment helst
vare i den nedre del af det foreskrevne interval, nir den semikontinuerte metode anvendes.

Den angivne tilseetning af provestof forudsetter, at den delvise udskiftning af preveopslemningen ikke medferer overskri-
delse af den initiale provestofkoncentration, for at man skal undgd den tilpasning, der ofte ses ved heje provestofkoncen-
trationer. Da metoden bade indebaerer re-inokulering og kompensation for opbrugte neeringsstoffer og primeere substrater,
genetableres den oprindelige mikrobielle mangfoldighed, og forseget kan i princippet forlaenges ubegraenset. Nar den semi-
kontinuerte metode anvendes, at det vigtigt at bemarke, at residualkoncentrationen af provestoffet skal korrigeres for de
mangder provestof, der tilsattes og fiernes ved hver udskiftningsgang. For stoffer, der kun udviser ringe sorption, kan man
frit vaelge, om man vil bruge totalkoncentrationen eller den opleste koncentration af prevestoffet. Sorptionen er uden betyd-
ning (< 5 %) ved de foreskrevne betingelser (0,1-1 g faststof/l) for stoffer med log K, < 3 (galder for neutrale, lipofile for-
bindelser). Dette illustreres af folgende beregningseksempel. 0,1 g faststof |l svarer til ca. 10 mg kulstof pr. liter (ved en
vaegtbrok kulstof, f- = 0,01). Idet det forudszattes, at

Log K, (for provestoffet) = 3

K, =042 xK,,

Fordelingskoefficient, K4 = fo x K

Vil den opleste andel af totalkoncentrationen (C-water (C,)/C-total (C,) vaere:

Co/Co=1J(1 + Ky x SS) = 1(1 + K, x fo x SS) = 1/(1 + 0,42 x 10* x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999
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Tilleg 3

Bestemmelse af '*CO,

Indirekte '*CO,-bestemmelse

Til rutinemessige malinger er indirekte bestemmelse normalt den mindst tidskraevende og mest ngjagtige metode, ndr pro-
vestoffet er ikke-flygtigt og ikke omdannes til flygtige omdannelsesprodukter. De ufiltrerede prover overfores simpelthen til
scintillationsglas, f.eks. i en maengde af 5 ml. En passende initial aktivitet i preverne er 5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bg),
og en mindste initial aktivitet er ca. 1 000 dpm. CO,-indholdet fjernes efter forsuring til pH 2-3 med 1-2 dréber koncen-
treret H;PO, eller HCL. CO, -fjernelse kan ske ved gennembobling med luft i ¥5-1 time. I stedet kan glassene omrystes kraf-
tigt i 1-2 timer (f.eks. pd en mikropladeryster) eller med svagere omrystning natten over. Effektiviteten af CO,-fjernelsen skal
kontrolleres (ved forleengelse af beluftnings- eller omrystningsperioden). Der tilsattes derefter en scintillationsvaske egnet
til teelling af vandige prover, proven homogeniseres i en omrorer, og radioaktiviteten méles med veskescintillationstelling,
idet man fratraekker den baggrundsaktivitet, der er fundet i blindproverne (Fy). Medmindre provevandet er staerkt farvet eller
har et hejt partikelindhold, vil preverne normalt udvise ensartet quenching, og det vil vare tilstreekkeligt at korrigere for
quenching ved hjalp af en ekstern standard. Hvis provevandet er steerkt farvet, kan det vare nodvendigt at tilseette en intern
standard til at korrigere for quenching. Er partikelkoncentrationen hgj, kan det vaere umuligt at f4 en homogen oplesning
eller gel, eller proverne vil udvise store forskelle i quenching. I s fald kan man benytte den tellemetode, der er beskrevet
nedenfor for proveslam. Udfores forseget med opslemmet sediment, kan '*CO, méles indirekte ved udtagning af en homo-
gen 10 ml prove af provevand|/proveopslemning og adskillelse af faserne ved centrifugering med passende hastighed (f.eks.
40 000 m/s? i 15 min.). Den vandige fase behandles derefter som ovenfor beskrevet. '*C-aktiviteten i partikelfasen (POA)
bestemmes ved genopslemning af sedimentet i et lille volumen destilleret vand, overforsel til scintillationsglas og tilsetning
af scintillationsvaske, sd der dannes en gel (serlige scintillationsvaesker fas hertil). Alt efter partiklernes beskaffenhed (f.eks.
indholdet af organisk stof) kan det veere en fordel at behandle proven natten over med et vavsoplesende middel og derefter
homogenisere den i en omrerer, for scintillationsvasken tilsattes. I stedet kan POA bestemmes ved forbraending i overskud
af oxygen ved hjalp af en oxidiser. Ved tallingen skal der altid medtages interne standarder, og det kan vare nedvendigt at
korrigere hver enkelt prove for quenching ved tilsaetning af intern standard.

Direkte *CO,-bestemmelse

Hvis den udviklede '*CO, males direkte, skal det ske ved at opstte ekstra kolber ved forsagets begyndelse og haste pro-
vekolberne i hvert mélepunkt ved forsuring af kolberne til pH 2-3 og indsamling af '*CO, i en intern (anbragt i hver pro-
vekolbe ved forsegets begyndelse) eller ekstern absorber. Som absorptionsmiddel kan enten anvendes alkali (f.eks. 1 N
NaOH-oplosning eller en NaOH-pellet), ethanolamin eller en ethanolamin-baseret absorber, eller andre gaengse absorbere.
Til direkte méling af '*CO, skal kolberne lukkes med septa f.eks. af butylgummi.
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Figur 1a

Eksempel pa aritmetisk kurve over data (residualaktiviteten som funktion af tiden)
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Figur 1b

Eksempel pd semilogaritmisk kurve over data (In til residualaktiviteten som funktion af tiden)

5 -

In residualaktiviteten (% af initialaktiviteten)

N

lag-fase ()

tid



24.8.2009 Den Europziske Unions Tidende L 220/75

BILAG VI

C.26. LEMNA SP. VAKSTHAMNINGSTEST

1. METODE

Metoden er akvivalent med OECD TG 221 (2006) (1). Der er opnéet bred tilslutning blandt EU’'s myndigheder
til, at Lemna-testen er et velegnet alternativ til en algetest for steerkt farvede stoffer (2)(3).

1.1. INDLEDNING

Formalet med nervarende testmetode er at vurdere stoffers toksicitet over for akvatiske ferskvandsplanter af slaeg-
ten Lemna (andemad). Den er baseret pa eksisterende retningslinjer (4)(5)(6)(7)(8)(9), men der er foretaget &endrin-
ger, som afspejler den senere tids forskning og dreftelser vedrerende en rackke vigtige punkter. Den foreslaede
metode er blevet valideret ved en international ringtest (10).

[ denne testmetode beskrives toksicitetstestning med Lemna gibba og Lemna minor, der begge har vaeret genstand
for omfattende undersogelser og er omhandlet i ovennavnte standarder. Taksonomien for Lemna spp. er van-
skelig, idet den kompliceres af, at der findes en bred vifte af fanotyper. Genetisk variation i responsen pa gift-
stoffer hos Lemna 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 narvarende testmetode. Det skal bemeer-
kes, at testen ikke udfores axenisk, men nogle af testprocessens trin er foranstaltninger, der skal holde kontami-
neringen med andre organismer nede pa et minimum.

Der gives en narmere beskrivelse af testning med udskiftning af substratet (semistatisk forseg og gennemstrom-
ningsforseg) og uden udskiftning (statisk). Afhangigt af malsatningen for testen og myndighedernes krav anbe-
fales det at overveje brug af den semistatiske metode og gennemstremningsmetoden f.eks. til stoffer, der hurtigt
forlader oplesningen ved fordampning, fotonedbrydning, udfaeldning eller bionedbrydning. Naermere anvisnin-
ger er givet i (11).

1.2 DEFINITIONER
Folgende definitioner og forkortelser anvendes i denne testmetode:

Biomasse: den torre veegt af det levende materiale, som er til stede i en population. I denne test méles typisk sur-
rogater for biomasse, f.cks. bladantal eller bladareal, og betegnelsen »biomasse« benyttes sdledes ogsa for sidanne
surrogater.

Chlorose: gulning af bladvaev.

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

Koloni: en samling af moder- og datterblade (sdvanligvis 2 til 4), der sidder fast pa hinanden. Betegnes under-
tiden en plante.

EC,: den koncentration af teststof 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-veerdier afledt af henholdsvis vaeksthastig-
hed og udbytte anvendes betegnelsen »E,C« for vaeksthastighed (rate) og »E,C« for udbytte (yield), efterfulgt af den
anvendte mélevariabel, f.eks. »E,C (bladantal)«.

Gennemstromningstest: en test, hvor testoplesningen udskiftes kontinuerligt.

Blad: en individuel/enkelt »bladlignende« struktur hos andemadplanten. Det er den mindste enhed, dvs. det mind-
ste individ, der kan formere sig.

Opsvulmethed: blade, der fremtraeder udbulede eller opsvulmede.
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Vakst: en stigning i en mélevariabel i lobet af testperioden, f.eks. bladantal, ter vaegt, vdd veagt eller bladareal.

Vaksthastighed (gennemsnitlig specifik veaeksthastighed): den logaritmiske biomasseforogelse i
eksponeringsperioden.

Laveste koncentration med observeret effekt (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC): den lave-
ste testede koncentration, ved hvilken stoffet har vist statistisk signifikant (p < 0,05) vaekstnedszttende virkning
i forhold til kontrolpreverne inden for en given eksponeringsperiode. Alle testkoncentrationer over LOEC skal
dog have en skadelig virkning mindst svarende til den, der iagttages ved LOEC. Kan disse to betingelser ikke opfyl-
des, skal der fyldestgorende redegores for, hvordan den pagaldende LOEC (og dermed NOEC) er valgt.

Malevariabler: enhver type variabel, der males for at udtrykke endepunktet for en test ved hjlp af en eller flere
forskellige responsvariabler. I denne metode er bladantal, bladareal, frisk veegt og ter veegt malevariabler.

Monokultur: en kultur med én planteart.

Nekrose: dgdt (dvs. hvidt eller gennembledt) bladvaev.

Nuleffekt-koncentration (No Observed Effect Concentration, NOEC): testkoncentrationen umiddelbart
under LOEC.

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

Responsvariabler: variabler, som anvendes til vurdering af den toksiske virkning og er afledt af malte parame-
tre, der beskriver biomassen ved forskellige beregningsmetoder. I naerverende metode er vaksthastighed og
udbytte responsvariabler, der er afledt af malevariabler som bladantal, bladareal, frisk vaegt eller tor vagt.

Semistatisk test (udskiftningstest): en test, hvor testoplesningen udskiftes med bestemte intervaller i lobet af
testen.

Statisk test: en testmetode, hvor testoplesningen ikke udskiftes under testen.

Endepunkt for en test: den generelle faktor, som teststoffet fremkalder en andring af i forhold til kontrollen
som mal for testen. I denne testmetode er endepunktet vaeksthemning, som kan udtrykkes ved forskellige respon-
svariabler, der er baseret pa en eller flere malevariabler.

Testsubstrat: det komplette, syntetiske naringssubstrat, hvorpd testplanterne vokser, ndr de eksponeres for test-
stoffet. Normalt er teststoffet oplast i testsubstratet.

Udbytte: verdien af en mélevariabel for biomasse ved eksponeringsperiodens slutning minus verdien af samme
variabel ved eksponeringsperiodens start.

TESTENS PRINCIP

Eksponentielt voksende plantekulturer af sleegten Lemna dyrkes som monokultur ved forskellige koncentrationer
af teststoffet i syv dage. Testens formal er at kvantificere stofrelaterede virkninger pa den vegetative vaekst i dette
tidsrum, baseret pa vurdering af udvalgte malevariabler. Bladantallet er den primare malevariabel. Der males des-
uden mindst én anden mélevariabel, (totalt bladareal, tor vagt eller frisk vagt), da nogle stoffer kan péavirke andre
mdlevariabler langt mere end bladantallet. De stofrelaterede virkninger kvantificeres ved, at vaksten i testoplos-
ningerne sammenholdes med vaksten i kontrolpreverne, hvorudfra man bestemmer den koncentration, som
frembringer en bestemt haemning x % (f.cks. 50 %) af vaksthastigheden, og som betegnes EC, (f.eks. ECsy).

Testens endepunkt er hemning af vaksten, der er udtrykt som den logaritmiske stigning i mélevariablen (den gen-
nemsnitlige specifikke vacksthastighed) i eksponeringsperioden. Ud fra de gennemsnitlige specifikke vaksthastig-
heder, der er registreret i en rakke testoplosninger, bestemmes den koncentration, der frembringer en bestemt
heemning x % (f.eks. 50 %) af vaksthastigheden, og denne betegnes E,C, (f.eks. E.Cs).



24.8.2009

Den Europziske Unions Tidende

L 220/77

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.7.1.

I denne metode anvendes udbytte som en supplerende responsvariabel, der kan vere nedvendig for at efter-
komme myndighedsbestemmelserne i visse stater. Udbyttet defineres som vaerdien af malevariablerne ved eks-
poneringsperiodens slutning minus vaerdien af variablerne ved eksponeringsperiodens start. Ud fra det udbytte,
der er registreret i en rackke testoplesninger, bestemmes den koncentration, der frembringer en bestemt ham-
ning x % (f.eks. 50 %) af udbyttet, og denne betegnes E,C, (f.eks. E,C5p).

Derudover kan den laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) og nuleffekt-koncentrationen (NOEC)
bestemmes statistisk.

OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

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

Af oplysninger om teststoffet, der kan vare nyttige ved fastsattelse af testbetingelserne, kan navnes strukturfor-
mel, renhed, vandopleselighed, stabilitet i vand, lysstabilitet, pK,, K, damptryk og bionedbrydelighed. Vand-
opleseligheden og damptrykket kan bruges til at beregne Henrys konstant, som angiver, om der kan forventes
vasentligt tab af teststof i lobet af testperioden. Derved fis en indikation af, om der skal treffes saerlige skridt til
at kontrollere sddanne tab. Er oplysningerne om teststoffets oplaselighed og stabilitet usikre, anbefales det at vur-
dere disse ved testbetingelserne, dvs. med samme neringssubstrat, temperatur og belysning som i testen.

Nar regulering af testsubstratets pH er serlig vigtig, f.eks. ved testning af metaller eller hydrolytisk ustabile stof-
fer, anbefales det at tilsette en buffer til naeringssubstratet (se forste afsnit i punkt 1.7.4). I (11) er der givet vej-
ledning for testning af stoffer, hvis fysisk-kemisk egenskaber vanskeligger testning.

REFERENCESTOF

Til kontrol af testmetoden kan der testes et eller flere referencestoffer, f.eks. 3,5-dichlorphenol, som er anvendt i
den internationale ringtest (10). Det tilrddes, at testning af et referencestof finder sted mindst to gange arligt eller,
hvis testningsfrekvensen er lavere, sidelobende med toksicitetsbestemmelsen af et teststof.

TESTENS VALIDITET

For at testen skal vare valid, skal fordoblingstiden for bladantallet i kontrollen vere mindre end 2,5 dage (60 h),
tilnaermelsesvis svarende til en syvdobling pa syv dage og en gennemsnitlig specifik vacksthastighed 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 (8). Kriteriet forventes desuden at kunne opfyldes under semistati-
ske forhold og med gennemstrgmning. Beregningen af fordoblingstiden er vist i punkt 2.1.

BESKRIVELSE AF METODEN

Apparatur

Alt udstyr, der kommer i beroring med testsubstraterne, skal vare udfort helt i glas eller andet kemisk inaktivt
materiale. Glasapparatur, der anvendes til dyrkning og testning, skal vere renset for kemiske kontaminanter, der
kan udvaskes i testsubstratet, og skal vaere sterilt. Testbeholderne skal veere tilstrekkeligt vide til, at blade fra for-
skellige kolonier i kontrolbeholderne kan vokse uden at overlappe hinanden ved testens slutning. Redderne ma
gerne rore bunden af testbeholderen, men en mindste dybde pa 20 mm og et mindste rumfang pd 100 ml i hver
testbeholder tilrddes. Valget af testbeholder er ikke afgorende, nar blot disse krav er opfyldt. Baegerglas, krystal-
lisationsskale eller petriskdle af glas med passende mal har alle vist sig velegnede. Testbeholderne skal have ldg,
der nedsatter fordampning og utilsigtet kontaminering til et minimum og samtidig tillader det nedvendige luft-
skifte. Testbeholderne, og isar disses 1dg, md ikke skygge eller eendre lysets spektrale sammenszatning.

Kulturerne og testbeholderne ma ikke opbevares sammen. Dette opnds bedst ved, at klimakamre, inkubatorer eller
lokaler er separate. Belysning og temperatur skal kunne reguleres og holdes pd et konstant niveau (se punkt 1.7.8).
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Testorganisme

Som testorganisme anvendes i denne test enten Lemna gibba eller Lemna minor. Tilleeg 1 indeholder en kort beskri-
velse af de arter af andemad, der er blevet anvendst til toksicitetstestning. Plantemateriale kan fas fra en kultur-
samling, 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 vaere fri for dbenbare forureningskilder. Hvis de leveres fra et andet laboratorium eller fra en kultur-
samling, skal de opbevares pd tilsvarende méde i mindst tre uger. Kilden til plantematerialet og den testede art og
klon (hvis denne kendes) skal altid rapporteres.

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

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

Dyrkning

For at undga at skulle vedligeholde kulturerne s ofte (f.eks. ndr Lemna-test ikke patankes anvendt i en periode)
kan kulturerne opbevares ved reduceret belysning og temperatur (4-10 °C). En nermere beskrivelse af dyrknin-
gen er givet i tilleg 2. Hvis der er tydelige tegn pd kontaminering med alger eller andre organismer, udtages en
delprove af Lemna-blade, som overfladesteriliseres og derefter overfores til friskt substrat (se tilleeg 2). I s4 fald kas-
seres resten af den kontaminerede kultur.

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

Testsubstrat

Der anbefales forskellige substrater til Lemna minor og Lemna gibba som beskrevet nedenfor. Det mé neje over-
vejes, om der skal anvendes pH-buffer i testsubstratet (MOPS (4-morpholinpropan sulfonsyre, CAS-nr.: 1132-
61-2, Einecs-nr.: 214-478-5) i L. minor-substrat og NaHCO5 i L. gibba-substrat), hvis det mistankes for at kunne
reagere med teststoffet og pavirke tegnene pé dets toksicitet. Steinberg-substrat (12) er ligeledes acceptabelt, nar
blot validitetskriterierne er opfyldt.

Til dyrkning af og testning med L. minor anbefales en modificeret version af Lemna-naringssubstratet efter svensk
standard (SIS). Sammensztningen af dette substrat er givet i tilleg 3.

Til dyrkning af og testning med L. gibba anbefales naeringssubstratet 20X AAP, som er beskrevet i tilleg 3.

Steinberg-substratet, som beskrives i tilleeg 3, er ogsd velegnet til L. minor og kan desuden bruges til L. gibba, nar
blot validitetskriterierne er opfyldt.

Testoplesninger

Testoplesninger fremstilles saeedvanligvis ved fortynding af en stamoplesning. Stamoplesningerne af teststoffet
fremstilles normalt ved oplesning af stoffet i naeringssubstrat.

Den hgjeste testede koncentration af teststoffet skal seedvanligvis ikke vere storre end stoffets vandopleselighed
under testbetingelserne. Det skal dog bemaerkes, at Lemna spp. flyder ovenpa og kan blive eksponeret for stoffer,
som samler sig i vand-luft-gransefladen (f.cks. stoffer, der er tungtopleselige i vand, hydrofobe eller overflade-
aktive). Under sddanne omsteendigheder vil eksponeringen skyldes andet materiale end det opleste materiale, og
alt efter teststoffets egenskaber kan testkoncentrationerne vere storre end opleseligheden i vand. For teststoffer
med lav vandopleselighed kan det vere nedvendigt at fremstille en koncentreret stamoplasning eller -dispersion
af stoffet ved hjalp af et organisk oplesnings- eller dispergeringsmiddel for at lette tilsatning af nejagtige mang-
der teststof til testsubstratet og medvirke til, at det dispergeres eller oploses. Brug af sédanne midler bor pd enhver
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madde soges undgdet. Brug af sddanne hjalpeoplesnings- og dispergeringsmidler ma ikke medfere fytotoksisk
virkning. Som eksempler pd almindeligt anvendte oplesningsmidler, der er uden fytotoksisk virkning i koncen-
trationer op til 100 pl-1”", kan navnes acetone og dimethylformamid. Hvis der anvendes et opl@snings- eller dis-
pergeringsmiddel, skal dets slutkoncentration rapporteres og skal holdes s& lav som muligt (< 100 ul-1™), og der
skal vaere samme koncentration af oplesnings- eller dispergeringsmiddel i alle behandlings- og kontrolgrupper.
Nearmere anvisninger kan findes i (11).

Behandlings- og kontrolgrupper

Det vil lette valget af passende teststofkoncentrationer, hvis man pa forhdnd kender til teststoffets toksicitet over
for Lemna, f.eks. fra et indledende forseg. I den endelige toksicitetstest skal der normalt vaere mindst fem teststof-
koncentrationer, der danner en geometrisk rackke. Kvotienten mellem testkoncentrationerne skal helst ikke veere
over 3,2, men kan dog veere storre, ndr koncentrations-responskurven er flad. Anvendes feerre end fem koncen-
trationer, skal dette begrundes. Der skal anvendes mindst tre replikater for hver testkoncentration.

Ved fastsattelse af omréddet for testkoncentrationerne (i det indledende forsag og/eller i den endelige toksicitets-
test) skal folgende tages i betragtning:

—  Ved bestemmelse af en EC,-veerdi skal denne ligge i det omrade, testkoncentrationerne dakker, for at den
skal blive bestemt med et tilstreekkeligt konfidensniveau. Ved beregning af en EC;o-vaerdi skal den hojeste
testkoncentration sdledes vare storre end ECso-vaerdien. Ligger EC5,-veerdien uden for testkoncentrationer-
nes omrade, bliver de tilhorende 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 veere sé lav, at vaksten
ikke er vasentligt lavere end i kontrolpreven. Desuden skal den hgjeste testkoncentration vare sé hej, at
vaksten er vasentligt mindre end i kontrolpreven. Er det ikke tilfeldet, mé testen gentages med et andet
koncentrationsomrade (medmindre den hgjeste koncentration svarer til oploselighedsgransen eller til den
maksimalt kraevede grensekoncentration, f.eks. 100 mg1™).

Hver test skal omfatte kontroller med samme naringssubstrat, samme antal blade og kolonier og samme miljo-
betingelser og procedurer som testbeholderne, men uden teststof. Hvis der anvendes et oplasnings- eller disper-
geringsmiddel, skal der indgd en ekstra kontrolbehandling med samme koncentration af
oplesnings/dispergeringsmiddel som i testbeholderne med teststof. Antallet af replikate kontrolprever (og, i givet
fald, prover med oplesningsmiddel) skal mindst vere lig antallet af beholdere for hver testkoncentration, og ide-
elt skal der vare dobbelt s& mange.

Hvis der ikke kreeves bestemmelse af NOEC, kan testens design @ndres, sd der er flere forskellige koncentrationer
og feerre replikater for hver koncentration. Der skal dog vare mindst tre replikater af kontrolpreverne.

Eksponering

Kolonier bestdende af 2 til 4 synlige blade overfores fra podekulturen i tilfeldig orden 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 repli-
kater pr. behandling med 9 til 12 blade som startveerdi i hver replikat er tilstrackkeligt til at pavise vakstforskelle
mellem behandlingerne svarende til en heemning pd 4 til 7 %, beregnet som vaksthastighed (10 til 15 %, bereg-
net som udbytte) (10).

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 ompla-
ceres tilfaeldigt ved hver observation (eller hyppigere).
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Hvis en indledende stabilitetstest viser, at teststofkoncentrationen ikke kan opretholdes (dvs. den maélte koncen-
tration kommer ned under 80 % af den malte initialkoncentration) gennem hele testperioden (7 dage), anbefales
et semistatisk testregime. Dette gennemfores ved, at kolonierne eksponeres for friskfremstillede test- og kontrol-
oplesninger mindst to gange i lobet af testen (f.cks. pa dag 3 og 5). Hyppigheden af eksponeringen for friskt sub-
strat afhaenger af teststoffets stabilitet. Meget ustabile eller flygtige stoffer kan krave hyppigere eksponering, for
at koncentrationerne kan holdes tilnaermelsesvis konstante. I visse tilfeelde kan det vare ngdvendigt at bruge en
gennemstremningsmetode (11)(13).

Eksponeringsscenariet ved péfering pé bladene (spray) er ikke omhandlet i denne metode. Der henvises i stedet
til (14).

Inkubationsbetingelser

Belysningen skal vare konstant og komme fra lysstofrer med »warme eller »cool white« lys med en styrke, der
veelges i omrddet 85-135 pE-m™>:s™!, malt 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 testomradet
md ikke afvige mere end £ 15 % fra den valgte lysstyrke. Den anvendte metode til lysdetektion og -maéling, spe-
cielt den anvendte type sensor, vil pavirke mélevardien. Sferiske sensorer (som reagerer pé lys fra alle vinkler
over og under méileplanet) og cosinus-sensorer (som reagerer pa lys fra alle vinkler over maleplanet) mé fore-
trekkes frem for retningsbestemte sensorer og vil give hojere afleesninger fra en Iyskilde bestdende af mange punk-
ter som den her beskrevne.

Temperaturen i testbeholderne skal vaere 24 + 2 °C. Kontrolsubstratets pH ma hejst stige med 1,5 enheder under
testen. Dog vil en afvigelse pd mere end 1,5 enhed ikke gore testen ugyldig, ndr det kan vises, at validitetskrite-
rierne er opfyldt. I saerlige tilfelde, f.eks. testning af ustabile stoffer eller metaller, ma der udvises ekstra opmark-
somhed over for pH-afvigelse. Naermere vejledning er givet i (11).

Varighed

Testen afsluttes 7 dage efter, at planterne er overfort til testbeholderne.

Milinger og analytiske bestemmelser

Ved testens begyndelse telles og registreres antallet af blade i testkarrene, idet der serges for, at fremstdende, klart
synlige blade medtages. Antal blade med normalt og unormalt udseende bestemmes ved testens begyndelse,
mindst hvert tredje dogn i lobet af eksponeringsperioden (dvs. mindst to gange i lobet af testperioden pa syv dage)
samt ved testens slutning. Andringer i planternes udvikling, f.eks. i bladsterrelse, udseende, tegn pa nekrose, chlo-
rose eller opsvulmethed, opbrydning af kolonierne eller tab af disses flydeevne, samt i reddernes leengde og udse-
ende, skal registreres. Saerlige kendetegn ved testsubstratet (f.eks. ikke-oplast materiale i testbeholderen eller
algevaekst pa denne) skal ligeledes registreres.

Foruden at bladantallet registreres under testen, vurderes teststoffets virkninger pd en (eller flere) af folgende
mélevariabler:

i)  totalt bladareal

ii)  tor vagt

iii) frisk vaegt.

Bestemmelse af det totale bladareal har den fordel, at det kan bestemmes for hver testbeholder og kontrolbehol-
der 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 begynde testen, samt ved testens
slutning med plantemateriale fra hver test- og kontrolbeholder. Hvis der ikke méles bladareal, er tor vagt at fore-
trekke frem for frisk veegt.

Bestemmelse af totalt bladareal, tor vagt og frisk vegt kan foretages saledes:
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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 kalibre-
ring med flade former med kendt areal. Der skal sorges for at udelukke interferens fra testbeholderens rand.
En alternativ, men mere omstaendelig metode er at fotokopiere testbeholdere og planter, klippe den resul-
terende silhuet af kolonierne ud og bestemme arealet med en bladareal-analysator eller ved hjelp af milli-
meterpapir. Ogsd andre teknikker kan anvendes (f.eks. vejning af papiret svarende til silhuetten og
sammenholdelse med et enhedsareal).

ii)  Tor vagt: 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 rodstum-
per skal medtages. Den torre vagt skal angives med en nejagtighed mindst svarende til 0,1 mg.

i)  Frisk vaegt: Alle kolonier overfores til pd forhdnd 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 o./min. i
10 minutter ved rumtemperatur. Rerene, der indeholder de nu terrede kolonier, vejes igen, og den friske
vaegt beregnes ved fratreekning af vagten af de tomme ror.

Hyppighed af mdlinger og analytiske bestemmelser

Hvis testen udferes statisk, skal pH for hver behandling méles ved testens start og slutning. Udferes testen semi-
statisk, foretages pH-maling pa hver portion »frisk« testoplesning for hver udskiftning foruden pé de tilsvarende
»brugte« oplesninger.

Lysintensiteten skal méles i vaekstkammeret, inkubatoren eller lokalet i punkter med samme afstand til lyskilden
som bladene af Lemna. Malingerne foretages mindst én gang i lobet af testen. Mindst én gang dagligt males tem-
peraturen af substratet i en surrogatbeholder, der opbevares ved samme betingelser i klimakammeret, inkubato-
ren eller lokalet.

Under testen bestemmes teststofkoncentrationerne med passende intervaller. Mindstekravet i statiske test er
bestemmelse af koncentrationerne ved testens start og slutning.

I semistatiske test, hvor teststofkoncentrationen ikke forventes at forblive inden for + 20 % af den nominelle kon-
centration, er det nedvendigt at analysere alle frisk fremstillede testoplesninger, og de samme oplesninger ana-
lyseres ved hver udskiftning (se tredje afsnit i punkt 1.7.7). For de test, hvor den malte startkoncentration af
teststoffet ikke er inden for + 20 % af den nominelle verdi, men hvor der kan fremlagges tilstrackkelig doku-
mentation for, at startkoncentrationerne er repeterbare og stabile (dvs. inden for omridet 80-120 % af startkon-
centrationen), kan det godtages, at der kun foretages kemisk bestemmelse af den hojeste og laveste
testkoncentration. 1 alle tilfalde behover teststofkoncentrationen for udskiftning kun bestemmes pa én replikat
testbeholder ved hver testkoncentration (eller pa indholdet af de poolede beholdere for hver replikat).

For gennemstrgmningstest vil det vere hensigtsmeassigt med en provetagningsplan svarende til den, der er beskre-
vet for semistatiske test, herunder analyse ved testens start, midtpunkt og slutning, men maling af »brugt« testop-
losning er ikke hensigtsmaessig i dette tilfaelde. I sddanne test skal flowhastigheden af fortyndingsmiddel og
teststofoplesning eller teststof-stamoplesning kontrolleres dagligt.

Hvis det kan konstateres, at provestofkoncentrationen har varet holdt tilfredsstillende inden for £ 20 % af den
nominelle eller mélte startkoncentration under hele testen, kan analysen af resultaterne baseres pa nominelle eller
malte startveerdier. Er afvigelsen fra den nominelle eller mélte startkoncentration storre end * 20 %, skal analysen
af resultaterne baseres pd den geometriske middelkoncentration under eksponeringen eller pd modeller, der
beskriver faldet i teststofkoncentrationen (11).
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1.7.11.

2.1.

2.2.

Greensetest

Under visse omstaendigheder, f.eks. nr en indledende test viser, at teststoffet er uden toksiske virkninger i kon-
centrationer pa op til 100 mg-1™, dog ikke over stoffets oplaselighed i testsubstratet, kan der udferes en graen-
setest, hvor reaktionen i en kontrolgruppe sammenholdes med reaktionen i én behandlingsgruppe (100 mg1™
eller en koncentration lig med opleselighedsgransen). Det anbefales kraftigt, at dette understottes ved analyse af
eksponeringskoncentrationen. Alle de beskrevne testbetingelser og validitetskriterier finder anvendelse pa en
gransetest bortset fra, at antallet af behandlingsreplikater skal fordobles. Vaksten i kontrol- og behandlingsgrup-
pen kan analyseres med en statistisk test til sammenligning af middelvaerdier, f.eks. Students t-test.

DATA OG RAPPORTERING

FORDOBLINGSTID

Til bestemmelse af fordoblingstiden (Ty) for bladantallet og forsegets overensstemmelse med dette validitetskri-
terium (punkt 1.6) anvendes folgende formel pé de data, der er indsamlet for kontrolbeholderne:

Ty=1In2/p

hvor p er den gennemsnitlige specifikke vaeksthastighed, der bestemmes som beskrevet i forste og andet afsnit i
punkt 2.2.1.

RESPONSVARIABLER

Testens formal er at bestemme teststoffets virkninger pa den vegetative vackst af Lemna. I naervarende testmetode
beskrives to responsvariabler, da praferencer og myndighedskrav er forskellige i medlemsstaterne. For at testre-
sultaterne skal kunne godtages i alle medlemsstater, skal virkningerne vurderes ved hjalp af begge de nedenfor
beskrevne responsvariabler a) og b).

a)  Gennemsnitlig specifik vaksthastighed: Denne responsvariabel beregnes pa grundlag af den logaritmiske
andring i bladantallet samt den logaritmiske e&ndring i en anden méleparameter (totalt bladareal, tor vagt
eller frisk veegt) med tiden (udtrykt pr. dag) i kontrollerne og i hver behandlingsgruppe. Den kaldes under-
tiden relativ vacksthastighed (15).

b)  Udbytte: Denne responsvariabel beregnes pé grundlag af @ndringen i bladantallet og desuden @ndringen i
en anden maleparameter (totalt bladareal, tor veegt eller frisk veegt) i kontrollerne og i hver behandlings-
gruppe indtil testens slutning.

Det skal bemaerkes, at toksicitetsvardier beregnet ved hjalp af disse to responsvariabler ikke er sammenlignelige,
og at forskellen mellem dem mad holdes for gje ved anvendelse af testens resultater. EC,-vardier baseret pa gen-
nemsnitlig specifik vaksthastighed (E,C,) vil seedvanligvis vaere hejere end resultater baseret pa udbytte (E,C,),
ndr testbetingelserne i denne metode er overholdt, hvilket folger af det matematiske grundlag for de to bereg-
ningsmdder. Dette md ikke opfattes som en forskel i folsomhed mellem de to responsvariabler, men kun, at der
er tale om to matematisk forskellige storrelser. Begrebet gennemsnitlig specifik vaksthastighed bygger péd det
generelle eksponentielle vakstmonster for andemad i ikke-begransede kulturer, idet toksiciteten vurderes pd
grundlag af virkningerne pé veksthastigheden og ikke afthanger af den absolutte storrelse af den specifikke vackst-
hastighed af kontrollen, koncentrations-responskurvens haldning eller testens varighed. Resultater, der er base-
ret pd responsvariablen udbytte, athaenger derimod af alle disse @vrige variabler. E,C, athanger af den specifikke
vaeksthastighed 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 sam-
menligne folsomheden over for giftstoffer mellem forskellige arter af andemad, endsige forskellige kloner. Skent
det videnskabeligt foretrukne grundlag til vurdering af toksicitet er den gennemsnitlige specifikke vacksthastig-
hed, indeholder narvarende testmetode ogsé toksicitetsvurderinger baseret pd udbytte for at imedekomme de
aktuelle myndighedskrav i visse stater.
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2.2.1.

2.2.2.

Beregningen af toksicitet skal baseres pd bladantal og pd mindst én anden mélevariabel (totalt bladareal, tor vegt
eller frisk vaegt), da visse stoffer kan pavirke andre malevariabler langt mere end bladantallet. Denne virkning ville
ikke blive opdaget ved beregning af bladantallet alene.

Bladantallet og eventuelle andre registrerede malevariabler, dvs. totalt bladareal, tor vaegt eller frisk veegt, samles
i en tabel sammen med teststofkoncentrationerne for hvert mélepunkt. Den efterfolgende dataanalyse, f.cks.
beregning af estimater for LOEC, NOEC eller EC,, skal baseres pa vardierne for de enkelte replikater og ikke bereg-
nede gennemsnit for hver behandlingsgruppe.

Gennemsnitlig specifik vaeksthastighed

Den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed for en given periode beregnes som den logaritmiske stigning i
vakstvariablerne — bladantal og en anden malevariabel (totalt bladareal, tor vagt eller frisk vagt) — ved hjlp
af nedenstdende udtryk for hver replikat af kontrol og behandlingspreve:

ln(N).) ~In(N))

P’i.}' = ¢

— py er den gennemsnitlige specifikke vaksthastighed i tidsrummet fra i til j
er veerdien af mélevariablen i test- eller kontrolbeholderen til tiden i
— N  er vardien af malevariablen i test- eller kontrolbeholderen til tiden j

— ter tidsrummet fraitilj

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

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 gennemsnit-
svaerdi af den specifikke vaksthastighed samt estimater for variansen. Derudover foretages en trinvis beregning
af vacksthastigheden for at vurdere teststoffets virkninger i eksponeringsperioden (f.eks. ved betragtning af loga-
ritmisk transformerede vakstkurver). Vasentlige forskelle mellem den trinvist beregnede vacksthastighed og den
gennemsnitlige vaksthastighed tyder pa en afvigelse fra konstant eksponentiel vakst, og neje granskning af
vakstkurverne er da nedvendig. I sa fald kan et forsigtigt sken opstilles ved at ssammenholde de specifikke vakst-
hastigheder fra behandlede kulturer i det tidsrum, hvor haemningen er maksimal, med de tilsvarende veerdier for
kontrolprever i samme tidsrum.

Haemningen i procent af vaksthastigheden (1)) kan derefter beregnes for hver testkoncentration (behandlings-
gruppe) af folgende udtryk:

%l = e, 10,
He
hvor:
— % er hamningen i procent af den gennemsnitlige specifikke vecksthastighed
— e er gennemsnitsveerdien af p i kontrolgruppen
— g er gennemsnitsveerdien af p i behandlingsgruppen
Udbytte

Virkningerne pa udbyttet bestemmes pé grundlag af to malevariabler, bladantallet og en anden mélevariabel (totalt
bladareal, tor vaegt eller frisk vagt) i hver testbeholder ved testens start og slutning. For ter vagt og frisk vagt
bestemmes start-biomassen pé grundlag af en prove af blade, der tages fra samme batch som den, der er anvendt
til at pode testbeholderne (se andet afsnit i punkt 1.7.3). For hver testkoncentration og kontrol beregnes en
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gennemsnitsvardi af udbyttet samt estimater for variansen. Udbyttehemningen i procent (% 1,) kan beregnes for
hver behandlingsgruppe som folger:

(bc B bT)

%Iy= x 100

C

— %1 er udbyttereduktionen i procent
— be erslut-biomasse minus start-biomasse for kontrolgruppen

— by erslut-biomasse minus start-biomasse for behandlingsgruppen

2.2.3. Optegning af koncentrations-responskurver

Der afsattes koncentrations-responskurver over sammenhangen mellem den gennemsnitlige haemningsprocent
for responsvariablerne (I, eller I, beregnet som vist i sidste afsnit i punkt 2.2.1 eller i punkt 2.2.2) og logaritmen
til teststofkoncentrationen.

2.2.4. Beregning af EC,

Estimaterne for EC, (f.eks. ECs,) baseres pd gennemsnitsvaerdien dels af specifik vaksthastighed (E.C,), dels af
udbytte (E,C,), der hver iser er baseret pd bladantal og endnu en mélevariabel (totalt bladareal, tor vagt eller frisk
vagt). Dette skyldes, at der findes teststoffer med forskellig virkning pé bladantallet og pa de evrige mélevari-
abler. Som parametre for toksicitet er der derfor fire EC, -veerdier for hvert beregnet haemningsniveau x: E,C, (bla-
dantal), E,C, (totalt bladareal, tor vagt eller frisk vagt), E,C, (bladantal) og E,C, (totalt bladareal, tor vagt eller
frisk vaegt).

2.3. STATISTISKE METODER

Malet er at formulere den kvantitative koncentrations-responssammenhang ved hjalp af regressionsanalyse. Der
kan anvendes vagtet linear regression efter forudgdende lineariserende transformation af responsdataene — til
f.eks. probit-, logit- eller Weibull-enheder (16), men det ma foretrackkes at benytte ikke-linewre regressionsme-
toder, da de bedre hindterer de uundgéelige uregelmassigheder i data og afvigelser fra jevne fordelinger. I omré-
det tet pd enten ingen haemning eller total hemning kan sddanne uregelmessigheder blive forstorret ved
transformation og derved gribe forstyrrende ind i analysen (16). Det md bemarkes, at standardanalysemetoder,
hvor der bruges probit-, logit- eller Weibull-transformerede variabler, er bestemt til brug pé binare data (f.cks.
dad eller overlevelse) og mé modificeres for at kunne benyttes til data for vaksthastighed eller udbytte. Sarlige
metoder til bestemmelse af EC,-vardier ud fra kontinuerte data findes i henvisning (17)(18) og (19).

For hver responsvariabel, der skal analyseres, anvendes koncentrations-responsrelationen til at beregne punkte-
stimater for EC,-vardier. Nir det er muligt, skal der bestemmes 95 % konfidensgranser for hvert estimat.
Responsdataenes tilpasningsgrad til regressionsmodellen vurderes enten grafisk eller statistisk. Regressionsana-
lysen skal foretages pa responsvardierne for de enkelte replikater, ikke pd gruppegennemsnit.

Hvis de tilgengelige regressionsmodeller eller -metoder er uegnede til dataene, kan estimater og konfidensgran-
ser for EC5, desuden fés ved linewr interpolation med bootstrapping (20).

Til beregning af et estimat for LOEC og dermed NOEC ma middelvardierne for behandlingerne sammenholdes
ved hjalp af variansanalyse. Gennemsnittet for hver koncentration sammenholdes derefter med gennemsnittet
for kontrollerne ved hjalp af en egnet multisammenlignings- eller trend test-metode. Dunnetts eller Williams’ test
kan veere nyttig (21)(22)(23)(24). Det m& vurderes, om variansanalysens forudsatning om varianshomogenitet
er opfyldt. Denne vurdering kan foretages grafisk eller ved en formel test (25). Hertil kan Levenes eller Bartletts
test anvendes. Manglende opfyldelse af forudsetningen om varianshomogenitet kan undertiden afhjaelpes ved
logaritmisk transformation af dataene. Hvis variansen er ekstremt heterogen og ikke kan korrigeres ved trans-
formation, ma analyse med step-down Jonkheere trend test overvejes. Supplerende vejledning for bestemmelse af
NOEC er givet i (19).
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3.1.

Den senere tids videnskabelige udvikling har fort til en anbefaling om, at NOEC-begrebet afskaffes og erstattes
med regressionsbaserede punktestimater EC,. Der er ikke fastlagt en passende vaerdi af x til denne Lemna-test. Et
omréde pa 10 til 20 % synes imidlertid at vare passende (atheengigt af den valgte responsvariabel), og det md fore-
treekkes at rapportere bade EC;, og EC,,.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde folgende:

Teststoffet:

— fysisk tilstand og fysisk-kemiske egenskaber, herunder vandopleselighed
—  kemiske identifikationsdata (f.eks. CAS-nr.), herunder renhed.

Testede arter:

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

Testbetingelser:

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

— testsubstrat

—  beskrivelse af testens design: testbeholdere og lag, oplesningsvolumener, antal kolonier og blade pr. testbe-
holder 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
— testtemperaturen

— lyskilde, lysintensitet og -homogenitet

— pH-vardierne af test- og kontrolsubstraterne

— teststofkoncentrationer og analysemetoder med fyldestgorende oplysninger om kvalitetsvurdering (valide-
ringsundersogelser, standardafvigelser eller konfidensgranser for analyserne)

— metoder til bestemmelse af bladantal og andre malevariabler, f.eks. tor vagt, frisk vagt og bladareal
—  alle fravigelser af naervaerende testmetode.
Resultater:

— radata: antal blade og andre mélevariabler 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 mélevariabler anbefales, se andet
afsnit i punkt 2.2.1)

— fordoblingstid/vaksthastighed i kontrolpreven, baseret pa bladantal
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beregnede responsvariabler for hver behandlingsreplikat, med gennemsnitsvardier og variationskoefficient
for replikaterne

grafisk fremstilling af sammenhangen mellem koncentration og virkning

estimater for toksicitetsendepunkter for responsvariablerne, f.eks. ECs, EC,q, EC5, med tilhorende konfi-
densintervaller; 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.cks. mindste signifikante

forskel)
enhver vakststimulation, der er fundet ved nogen behandling
ethvert visuelt tegn pa fytotoksicitet samt observationer af testoplesningerne

diskussion af resultaterne, herunder den eventuelle betydning af fravigelser fra naervarende testmetode.
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Tilleg 1
Beskrivelse af Lemna spp.

Vandplanten med trivialnavnet andemad, Lemna spp., tilherer familien Lemnaceae, der omfatter en reekke arter, som er
udbredt over hele verden og bestér 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 nedsanket skiveformet stilk (blad) og en meget tynd rod, der udgér fra midten af undersiden
pa 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 aldre planter og bestér af to-tre blade af forskellig storrelse. Lemnas enkle
struktur, ukennede formering og korte generationstid ger planten meget velegnet til laboratorietest (4)(5).

P4 grund af artsbetingede forskelle i folsomhed er sammenligning af felsomhed kun gyldig inden for samme art.

Eksempler pd arter af Lemna, der er blevet anvendt til testning: Henvisninger vedrerende de forskellige arter

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Kilder til Lemna-arter

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

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

TIf. +1 4169783641

Fax +1 4169785878

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

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002

USA

TIf. +1 9195157572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91 STOCKHOLM

SVERIGE

TIf. +46 86747240

Fax: +46 86747636

Federal Environmental Agency (UBA)

FG1III 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

TYSKLAND

E-mail: lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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Tilleg 2
Vedligeholdelse af stamkultur

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

Med jaevne mellemrum udtages et antal unge, lysegronne planter og overfores aseptisk til nye dyrkningsbeholdere med friskt
substrat. Under de her foreslaede koligere 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 stam-
kultur bliver kontamineret med. f.cks. alger eller svampe, ma der foretages indgreb til at eliminere kontaminanten. For algers
og de fleste andre kontaminanters vedkommende kan dette opnas ved overfladesterilisation. Der udtages en prove af det kon-
taminerede plantemateriale, og redderne klippes bort. Materialet omrystes derefter kraftigt med rent vand, efterfulgt af ned-
senkning i en 0,5 % (v/v) oplesning af natriumhypochlorit i mellem 30 sekunder og 5 minutter. Plantematerialet skylles
derefter med sterilt vand og overfores i et par portioner til dyrkningsbeholdere indeholdende friskt naringssubstrat. Mange
af bladene vil do som folge af denne behandling, specielt hvis der anvendes langere eksponeringsperioder, men nogle af de
overlevende vil seedvanligvis vaere fri for kontaminering. Disse kan derefter bruges til podning af nye kulturer.
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Tilleg 3

Substrater

Der anbefales forskellige naeringssubstrater 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 ssmmensatningen 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 I-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 mé ikke autoklaveres.

—  Sterile stamoplosninger skal opbevares koligt og merkt. Stamoplesning I-V skal kasseres efter scks maneder, mens hold-
barheden for stamoplesning VI (og valgfrit VII) er én maned.

i
) gl ) Grundsiof | Koncentrton
g

NaNO, 8,50 85 Na, N 32,14

! KH2P04 1,34 13,4 K, P 6,0, 2,4

11 MgSO, - 7H,0 15 75 Mg, S 74,98

I 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
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

v ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 7n 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
l:eCl3 - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17

Y Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

Vil MOPS (buffer) 490 490 — —

—  Til fremstilling af én liter SIS-substrat tilsattes folgende til 900 ml deioniseret vand:
— 10 ml stamoplesning I
— 5 ml stamoplesning II
— 5 ml stamoplesning III
— 5 ml stamoplosning IV
— 1 ml stamoplesning V
— 5 ml stamoplesning VI
— 1 ml stamoplesning VII (valgfrit)
Bemerkning: Til visse teststoffer kan der yderligere vaere brug for en stamoplesning VII (MOPS-buffer) (se sidste afsnit i punkt 1.4).

— pHjusteres til 6,5 + 0,2 med enten 0,1 M eller 1 M HCl eller NaOH, og der fyldes op til én liter med deioniseret vand.
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20X AAP-naringssubstrat

Stamoplesninger fremstilles i sterilt, destilleret eller deioniseret vand.

Sterile stamoplesninger skal opbevares koligt og merkt. Under disse betingelser vil stamoplesningerne have en holdbarhed
pd mindst 6-8 uger.

Der fremstilles fem naringssubstrat-stamoplesninger (A1, A2, A3, B og C) til 20X AAP-substrat, idet der anvendes kemi-
kalier af reagenskvalitet. Naeringssubstratet fremstilles ved, at der tilsettes 20 ml af hver naringssubstrat-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 én liter

med deioniseret vand. Substratet filtreres gennem et membranfilter med en porediameter pa ca. 0,2 pm over i en steril
beholder.

Det nzringssubstrat, der skal bruges til testningen, skal fremstilles 1-2 dage for brug, for at pH kan stabiliseres. Neerings-
substratets pH skal kontrolleres for brug og om nedvendigt justeres igen med 0,1 M eller 1 M NaOH eller HCl som beskre-

vet ovenfor.

_ Koncentration i Koncentration i Feerdigt substrat
Stamoplesning nr. Stof staméal?flz};lgen faer(illggt.lflll)b(s‘;mt Crundstof K (? ;C ;?,tlr) a? ;)n

NaNO, 26 510 Na, N 190, 84

Al MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,-2H,0 44 90 Ca 24,04

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

A3 K,HPO,3H,0 | 1,4 30 K, P 9,4,3,7
H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,-4H,0 0,42 8,3 Mn 23
FeCl;-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 | 0,30 6,0 —

b ZnCl, 3,3 mg ™! 66 pgl™ Zn 31 pgl™!
CoCl,"6H,0 1,4 mgl™ 29 pgl™ Co 7,1 pgl™?
Na,Mo0,2H,0 | 7,3 mg 1™ 145 pgl™ Mo 58 pgl™!
CuCl,-2H,0 0,012 mgl™! 0,24 pgl™ Cu 0,080 pgl™

C NaHCO, 15 300 Na, C 220, 43

() Medmindre noteret.

Fodnote: Den teoretisk mest passende endelige bicarbonatkoncentration (som vil overflodiggere nevnevardig pH-justering) er 15 mg/l,
ikke 300 mg/L. Den traditionelle brug af 20X AAP-substratet og ringtesten af metoden er imidlertid baseret pa 300 mg/L. (L. Sims, P.
Whitehouse og R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and Ring-testing of draft OECD Test Guide-
line. 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.

— Nearingssubstratet fremstilles af stamoplesninger eller af det 10-dobbelt koncentrerede substrat, som har den maksi-
male substratkoncentration uden udfaldning.
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Tabel 1

pH-stabiliseret STEINBERG-substrat (modificeret efter Altenburger)

Stof Neringssubstrat
Makronzringsstoffer molvagt mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NOs), - 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
Mikronzringsstoffer molvagt 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
Mndl, - 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 (makronzaringsstoffer)

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

Tabel 3

Stamoplesninger (mikroneeringsstoffer)

2. Mikronaringsstoffer (1 000 gange koncentreret) mg|l

Stamoplesning 4:

H,BO, 120,0
Stamoplesning 5:

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

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

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

Stamoplesning 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA-dinatrium-dihydrat 1 500,00
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— Stamoplesning 2 og 3 og 4 til 7 kan pooles hver for sig (idet de nedvendige koncentrationer tages i betragtning).

— For at fa opna leengere holdbarhed autoklaveres stamoplosningerne ved 121 °C i 20 min., eller sterilfiltreres (0,2 pm)
som alternativ. Brug af sterilfiltrering (0,2 pm) tilrddes kraftigt til stamoplosning 8.

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

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

— pH skal vaere 5,5 £ 0,2 (justeres ved tilsetning af mindst mulig NaOH-oplesning eller HCI).

— Der fyldes op med vand til 1 000 ml.

— Huvis stamoplesningerne er steriliseret, og det anvendte vand er af den korrekte kvalitet, kraeves ingen yderligere steri-
lisering. 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 tilseettes 20 ml stamoplesning 1, 2 og 3 (se tabel 2) til ca. 30 ml vand for at undga udfeldning.
— Der tilseettes 1,0 ml stamoplosning 4, 5, 6, 7 og 8 (se tabel 3). Der fyldes op med vand til 100 ml.

— Huvis stamoplesningerne er steriliseret, og det anvendte vand er af den korrekte kvalitet, kreeves ingen yderligere steri-
lisering. Hvis steriliseringen finder sted pa det endelige substrat, skal stamoplesning 8 tilseettes efter autoklavering (ved
121 °Ci 20 min.).

— pH af substratet (i den endelige koncentration) skal veere 5,5 + 0,2.




