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II

(Rechtsakte ohne Gesetzescharakter)

VERORDNUNGEN

VERORDNUNG (EU) 2016/266 DER KOMMISSION
vom 7. Dezember 2015

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

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

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

(Text von Bedeutung fiir den EWR)
DIE EUROPAISCHE KOMMISSION —
gestiitzt auf den Vertrag tiber die Arbeitsweise der Europdischen Union,

gestiitzt auf die Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des Europiischen Parlaments und des Rats vom 18. Dezember 2006
zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrinkung chemischer Stoffe (REACH), zur Schaffung einer
Europdischen Chemikalienagentur, zur Anderung der Richtlinie 1999/45/EG und zur Aufhebung der Verordnung (EWG)
Nr. 793/93 des Rates, der Verordnung (EG) Nr. 1488/94 der Kommission, der Richtlinie 76/769/EWG des Rates sowie
der Richtlinien 91/155/EWG, 93/67[/EWG, 93/105/EG und 2000/21/EG der Kommission (!), insbesondere auf Artikel 13
Absatz 2,

in Erwigung nachstehender Griinde:

(1)  In der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 der Kommission (%) sind die in der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006
vorgesehenen Priifmethoden zur Bestimmung der physikalisch-chemischen Eigenschaften, der Toxizitit und der
Okotoxizitit von Stoffen festgelegt.

(2)  Es ist angezeigt, die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zu aktualisieren und um neue und aktualisierte
Priifmethoden zu ergidnzen, die die OECD kiirzlich angenommen hat, um dem technischen Fortschritt Rechnung
zu tragen und sicherzustellen, dass die Zahl der verwendeten Versuchstiere im Einklang mit der Richtlinie
2010/63/EU des Europdischen Parlaments und des Rates (°) reduziert wird. Interessentriger wurden zu dem
vorliegenden Entwurf konsultiert.

(3)  Diese Anpassung betrifft 20 neue Priifmethoden — eine neue Methode zur Bestimmung einer physikalisch-
chemischen Eigenschaft, elf neue Priifmethoden und drei aktualisierte Priifmethoden zur Bewertung der
Okotoxizitit sowie finf neue Priifmethoden zur Bewertung des Verbleibs und des Verhaltens in der Umwelt.

(4)  Die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 sollte daher entsprechend gedndert werden.

(5)  Die in dieser Verordnung vorgeschenen Maffnahmen entsprechen der Stellungnahme des mit Artikel 133 der
Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 eingesetzten Ausschusses —

(') ABLL 396 vom 30.12.2006, S. 1.

(*) Verordnung (EG) Nr. 440/2008 der Kommission vom 30. Mai 2008 zur Festlegung von Priifmethoden gemif$ der Verordnung (EG)
Nr. 1907/2006 des Europdischen Parlaments und des Rates zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrinkung chemischer
Stoffe (REACH) (ABL. L 142 vom 31.5.2008, . 1).

(*) Richtlinie 2010/63/EU des Europdischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere (ABL. L 276 vom 20.10.2010, S. 33).
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HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

Artikel 1

Der Anhang der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird nach Maflgabe des Anhangs der vorliegenden Verordnung
gedndert.

Artikel 2

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

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

Briissel, den 7. Dezember 2015

Fiir die Kommission
Der Président
Jean-Claude JUNCKER
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ANHANG

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

(1) Am Anfang des Anhangs wird vor Teil A folgender Hinweis eingefiigt:

»Hinweis:

Bevor eine der folgenden Methoden zur Priifung eines mehrkomponentigen Stoffes (multi-constituent substance, MCS),
eines Stoffes mit unbekannter oder variabler Zusammensetzung, komplexer Reaktionsprodukte oder biologischer
Materialien (UVCB-Stoffe) oder eines Gemischs angewendet wird und soweit in der jeweiligen Methode deren
Anwendbarkeit zur Priifung von MCS, UVCB oder Gemischen nicht vorgesehen ist, sollte iiberlegt werden, ob die
Priifmethode fiir den vorgesehenen aufsichtsrechtlichen Zweck geeignet ist.

Wenn die Methode zur Priifung eines MCS, UVCB oder Gemischs verwendet wird, sind in grofStmoglichem Umfang
hinreichende Informationen zur Zusammensetzung des Gemischs bereitzustellen (z. B. durch Angabe der
chemischen Zusammensetzung, zu den jeweiligen Mengenanteilen und zu ihren relevanten Merkmalen der
Komponenten).*

(2) Kapitel A.24 wird angefuigt:

,A.24. VERTEILUNGSKOEFFIZIENT (N-OCTANOL/WASSER), HOCHLEISTUNGS-FLUSSIGKEITSCHRO-
MATOGRAPHIE (HPLC-METHODE)

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 117 (2004).

1. Als Verteilungskoeffizient (P) bezeichnet man das Verhiltnis der Gleichgewichtskonzentrationen eines gelosten
Stoffs in einem Zweiphasensystem aus zwei weitgehend unmischbaren Losungsmitteln. Fiir n-Octanol und
Wasser gilt:

P, — C, - Octanol

C Wasser

Der Verteilungskoeffizient (P) ist der Quotient zweier Konzentrationen. Er wird ohne MafSeinheit gewohnlich in
Form seines Zehnerlogarithmus angegeben.

2. Der P, -Wert ist ein Schliisselparameter in Studien zur Persistenz chemischer Stoffe in der Umwelt. Eine hoch
signifikante Beziehung zwischen dem P, -Wert nicht ionisierter Stoffe und ihrer Bioakkumulation in Fischen
wurde nachgewiesen. Auflerdem wurde nachgewiesen, dass der P_-Wert ein hilfreicher Parameter zur Prognose
der Adsorption im Boden und in Sedimenten und zur Feststellung quantitativer Struktur-Wirkungs-
Bezichungen bei vielfiltigen biologischen Wirkungen ist.

3. Der urspriingliche Vorschlag fiir diese Priifmethode beruhte auf einem Artikel von C. V. Eadsforth und P. Moser
(1). 1986 hat das deutsche Umweltbundesamt die Entwicklung der Priifmethode und einen OECD-Ringversuch
koordiniert (2).

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

4. log P -Werte von — 2 bis 4 (gelegentlich bis zu 5 und hoher) (') konnen experimentell mit der
Schiittelmethode bestimmt werden (Kapitel A.8 dieses Anhangs, OECD-Priifrichtlinie 107). Mit der HPLC-
Methode konnen log P, -Werte von 0 bis 6 ermittelt werden (1)(2)(3)(4)(5). Bei dieser Methode muss unter
Umstinden der P -Wert geschitzt werden, um geeignete Referenzstoffe zuordnen und Schlussfolgerungen aus

den in der Priiffung generierten Daten ziehen zu konnen. Die Berechnungsmethoden werden in der Anlage zu
dieser Priifmethode kurz erldutert. Die HPLC wird mit isokratischer Elution durchgefiihrt.

5. Die P_-Werte hingen von den Umgebungsbedingungen (Temperatur, pH-Wert, lonenkonzentration usw.) ab.
Diese sollten im Versuch definiert werden, damit die P -Werte richtig interpretiert werden konnen. Fiir
ionisierbare Stoffe konnte in Zukunft eine andere Methode zur Verfiigung stehen (z. B. der Entwurf der OECD-
Priifrichtlinie zur pH-Messung ionisierter Stoffe (6)), die als alternative Methode angewandt werden sollte. Nach
diesem Entwurf der OECD-Richtlinie kann zwar unter Umstinden der P -Wert dieser ionisierbaren Stoffe
ermittelt werden; manchmal ist jedoch eher die HPLC-Methode bei einem fiir die jeweiligen Umgebungsbe-
dingungen relevanten pH-Wert zu empfehlen (siche Nummer 9).

() Eine Obergrenze ist durch die Notwendigkeit einer vollstindigen Phasentrennung nach Anpassungen des Verteilungsgleichgewichts und
vor der Probenahme fiir analytische Bestimmungen gegeben. Bei entsprechender Sorgfalt kann die Obergrenze auf hohere P, -Werte
ausgedehnt werden.
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PRINZIP DER METHODE

6. Analysen durch Umkehrphasen-HPLC werden mit Analysensdulen mit handelsiiblichen Festphasen
durchgefiihrt, die chemisch an Siliciumdioxid gebundene langkettige Kohlenwasserstoffe (z. B. C; oder C,,)
enthalten.

7. Eine in eine solche Sdule injizierte Chemikalie partitioniert zwischen der mobilen Losungsmittelphase und der
stationdren Kohlenwasserstoffphase, wihrend sie mit der mobilen Phase durch die Sdule eluiert wird. Die Stoffe
werden proportional entsprechend dem jeweiligen Kohlenwasserstoff/Wasser-Verteilungskoeffizienten
abgetrennt; dabei werden zunichst die hydrophilen Stoffe und zuletzt die lipophilen Stoffe eluiert. Die
Retentionszeit wird als Kapazititsfaktor k ausgedriickt und mit folgender Formel bestimmt:

k:tR_tO
to

Dabei ist t, die Retentionszeit des Priifstoffs und t, die Totzeit, d. h. die Zeit, die ein Losungsmittelmolekiil
durchschnittlich zum Wandern durch die Sdule benétigt. Quantitative Analysemethoden sind nicht erforderlich,
es miissen lediglich die Retentionszeiten bestimmt werden.

8.  Der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient eines Priifstoffs kann berechnet werden, indem der Kapazititsfaktor
k des Priifstoffs bestimmt und der so ermittelte Faktor k in die folgende Gleichung eingesetzt wird:

logP,, =a+b x logk
Dabei sind:

a,b = lineare Regressionskoeffizienten.

Die vorstehende Gleichung kann durch lineare Regression des Logarithmus der Octanol/Wasser-Verteilungskoef-
fizienten von Referenzsubstanzen gegen den Logarithmus der Kapazititsfaktoren der Referenzsubstanzen
ermittelt werden.

9. Durch Umkehrphasen-HPLC konnen Verteilungskoeffizienten im log P_ -Bereich von 0 bis 6 bestimmt werden;
in Ausnahmefillen sind Berechnungen aber auch im log P -Bereich von 6 bis 10 moglich. Dazu muss unter
Umstinden allerdings die mobile Phase modifiziert werden (3). Fir starke Siuren und Basen sowie fiir
Metallkomplexe, Stoffe, die mit dem Elutionsmittel reagieren, und fiir grenzflichenaktive Stoffe ist diese
Methode nicht geeignet. Messungen an ionisierbaren Stoffen konnen nur an deren nicht ionisierter Form (freie
Sdure oder freie Base) durch Verwendung eines geeigneten Puffers mit einem pH-Wert unter (freie Sdure) bzw.
tiber (freie Base) dem pK -Wert durchgefiihrt werden. Alternativ konnte in Zukunft eine pH-Messmethode zur
Priifung ionisierbarer Stoffe zur Verfiigung stehen, die als Alternativmethode (6) angewendet werden konnte.
Wenn der log P -Wert fiir eine Einstufung oder eine Bewertung des Umweltrisikos ermittelt wird, ist die
Priifung bei einem fiir die jeweilige natiirliche Umgebung typischen pH-Bereich vorzunehmen (d. h. im pH-
Bereich von 5,0 bis 9).

10. Manchmal kénnen Verunreinigungen die Interpretation der Ergebnisse erschweren, weil die Zuordnung der
Peaks nicht eindeutig ist. Fiir Gemische, die ein nicht aufgelostes Band ergeben, sollten jeweils die obere und die
untere Grenze des log P, -Peaks und die prozentuale Fliche jedes log P, -Peaks angegeben werden. Fiir
Gemische, die aus einer Gruppe von Homologen bestehen, sollte auch der gewichtete durchschnittliche log P_ -
Wert angegeben werden (7); dieser ist ausgehend von den einzelnen P -Werten und den entsprechenden
prozentualen Flichen zu berechnen (8). Alle Peaks, die mit einer Fliche von mindestens 5 % zur gesamten
Peak-Fliche beitragen, sind in der Berechnung zu beriicksichtigen (9):

>_,(log P,,;)(Fliche %) 3~ (log P,,;)(Fliche %;)
gew- Durchschn. log Pay = Gesamtpeakfliche % - >_, Fliche %

Der gewichtete durchschnittliche log P, -Wert gilt nur fiir aus Homologen (z. B. einer Reihe von Alkanen)
bestehende Stoffe oder Gemische (z. B. fiir Tallole). Die Messung von Gemischen kann zu aussagekriftigen
Ergebnissen fithren, wenn die Empfindlichkeit des verwendeten analytischen Detektors bei allen in dem
Gemisch enthaltenen Stoffen gleich ist und eine angemessene Auflosung erreicht werden kann.

INFORMATIONEN ZUM PRUFSTOFF

11. Die Dissoziationskonstante, die Strukturformel und die Loslichkeit in der mobilen Phase sollten bekannt sein,
bevor diese Methode angewendet wird. AufSerdem sind Informationen zur Hydrolyse hilfreich.
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12.

13.

14.

15.

QUALITATSKRITERIEN

Um die Zuverlassigkeit der Messung zu erhohen, sind Doppelbestimmungen durchzufiihren.

— Wiederholbarkeit: Der aus wiederholten Messungen unter identischen Bedingungen und mit derselben
Gruppe von Referenzstoffen ermittelte log P, -Wert sollte im Bereich von * 0,1 log-Einheiten liegen.

— Reproduzierbarkeit: Wenn die Messungen mit einer anderen Reihe von Referenzstoffen wiederholt werden,
konnen andere Ergebnisse ermittelt werden. In der Regel liegt der Korrelationskoeffizient R der Beziehung
zwischen log k und log P, bei einer Reihe von Priifstoffen etwa bei 0,9; dies entspricht einem Octanol-/
Wasser-Verteilungskoeffizienten von log P * 0,5 log-Einheiten.

Der Ringversuch hat gezeigt, dass mit der HPLC-Methode log P_ -Werte im Bereich von + 0,5 Einheiten der mit
der Schiittelmethode bestimmten Werte ermittelt werden konnen (2). Weitere Vergleiche sind der Literatur zu
entnehmen (4)(5)(10)(11)(12). Die hochste Genauigkeit wird mit Korrelationsdiagrammen strukturverwandter
Referenzstoffe erzielt (13).

REFERENZSTOFFE

Um den gemessenen Kapazititsfaktor k eines Stoffs mit seinem P, zu korrelieren, muss eine Kalibrierkurve mit
mindestens sechs Datenpunkten erstellt werden (siche Nummer 24). Die Wahl der geeigneten Referenzstoffe
obliegt dem Benutzer. Die log P, -Werte der Referenzstoffe sollten in der Regel den log P,_-Wert des Priifstoffs
einschlieSen; d. h. mindestens ein Referenzstoff sollte einen P, -Wert iiber dem des Priifstoffs und ein anderer
einen P _-Wert unter dem des Priifstoffs haben. Extrapolationen sollten nur ausnahmsweise vorgenommen
werden. Die Referenzstoffe sollten vorzugsweise mit dem Priifstoff strukturverwandt sein. Die log-P, -Werte der
fur die Kalibrierung verwendeten Referenzstoffe miissen auf zuverldssigen Versuchsdaten beruhen. Bei Stoffen
mit hohem log P, (normalerweise iiber 4) konnen berechnete Werte verwendet werden, wenn keine
zuverldssigen experimentellen Daten verfiigbar sind. Wenn extrapolierte Werte verwendet werden, ist ein
Grenzwert anzugeben.

Fir viele Gruppen von Chemikalien liegen umfangreiche Listen mit log P -Werten vor (14)(15). Wenn keine
Daten zu den Verteilungskoeffizienten strukturverwandter Stoffe verfiigbar sind, kann eine mit sonstigen
Referenzstoffen ermittelte allgemeinere Kalibrierung verwendet werden. In Tabelle 1 sind empfohlene
Referenzstoffe und die jeweiligen P -Werte zusammengestellt. Bei ionisierbaren Stoffen beziehen sich die
angegebenen Werte auf die nicht ionisierte Form. Im Ringversuch wurden die Werte einer Plausibilitits- und
Qualitatspriifung unterzogen.

Tabelle 1

Empfohlene Referenzstoffe

CAS-Nummer Referenzstoff log P, pKa
1 78-93-3 2-Butanon 0,3
(Methylethylketon)
2 1122-54-9 4-Acetylpyridin 0,5
3 62-53-3 Anilin 0,9
4 103-84-4 Acetanilid 1,0
5 100-51-6 Benzylalkohol 1,1
6 150-76-5 4-Methoxyphenol 1,3 pKa = 10,26
7 122-59-8 Phenoxyessigsdure 1,4 pKa = 3,12
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CAS-Nummer Referenzstoff log P, pKa
8 108-95-2 Phenol 1,5 pKa =9,92
9 51-28-5 2,4-Dinitrophenol 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benzonitril 1,6
11 140-29-4 Phenylacetonitril 1,6
12 589-18-4 4-Methylbenzylalkohol 1,6
13 98-86-2 Acetophenon 1,7
14 88-75-5 2-Nitrophenol 1,8 pKa=7,17
15 121-92-6 3-Nitrobenzoesaure 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-Chloranilin 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitrobenzol 1,9
18 104-54-1 Zinnamylalkohol 1,9
(Zimtalkohol)

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

(trans) 4,44 (trans)
22 100-66-3 Anisol 2,1
23 93-58-3 Methylbenzoat 2,1
24 71-43-2 Benzol 2,1
25 99-04-7 3-Methylbenzoesdure 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-Chlorphenol 2,4 pKa=9,1
27 79-01-6 Trichlorethylen 2,4
28 1912-24-9 Atrazin 2,6
29 93-89-0 Ethylbenzoat 2,6
30 1194-65-6 2,6-Dichlorbenzonitril 2,6
31 535-80-8 3-Chlorbenzoesiure 2,7 pKa = 3,82
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CAS-Nummer Referenzstoff log P, pKa
32 108-88-3 Toluol 2,7
33 90-15-3 1-Naphthol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-Dichloranilin 2,8
35 108-90-7 Chlorbenzol 2,8
36 1746-13-0 Allyl-Phenylether 2,9
37 108-86-1 Brombenzol 3,0
38 100-41-4 Ethylbenzol 3,2
39 119-61-9 Benzophenon 3,2
40 92-69-3 4-Phenylphenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Thymol 3,3
42 106-46-7 1,4-Dichlorbenzol 3,4
43 122-39-4 Diphenylamin 3,4 pKa=0,79
44 91-20-3 Naphthalin 3,6
45 93-99-2 Phenylbenzoat 3,6
46 98-82-8 Isopropylbenzol 3,7
47 88-06-2 2,4,6-Trichlorphenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Biphenyl 4,0
49 120-51-4 Benzylbenzoat 4,0
50 88-85-7 2,4-Dinitro-6-sec-butylphenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-Trichlorbenzol 4,2
52 143-07-7 Dodecansidure 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 Diphenylether 4,2
54 85-01-8 Phenanthren 4,5
55 104-51-8 n-Butylbenzol 4.6
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CAS-Nummer Referenzstoff log P, pKa
56 103-29-7 Dibenzyl 4,8
57 3558-69-8 2,6-Diphenylpyridin 4,9
58 206-44-0 Fluoranthen 51
59 603-34-9 Triphenylamin 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

BESCHREIBUNG DER METHODE
Vorabschitzung des Verteilungskoeffizienten

16. Erforderlichenfalls kann der Verteilungskoeffizient der Priifsubstanz geschitzt werden; die Schitzung sollte
vorzugsweise mit einer Berechnungsmethode (siche Anlage) bzw. gegebenenfalls auch aufgrund des
Verhiltnisses der Loslichkeit der Priifsubstanz in den reinen Losungsmitteln erfolgen.

Gerdt

17. Benotigt werden ein Flissigphasenchromatograph mit einer Pumpe mit niedriger Forderleistung und ein
geeignetes Detektionssystem. Angesichts der Vielzahl chemischer Gruppen kommen ein UV-Detektor mit einer
Wellenldnge von 210 nm oder ein RI-Detektor in Betracht. Die Leistung der HPLC-Sdule kann durch polare
Gruppen in der stationdren Phase erheblich beeintrichtigt werden. Deshalb sollten die stationiren Phasen so
wenig polare Gruppen wie moglich enthalten (16). Es konnen handelsiibliche Mikroteilchenfiillungen fur die
Umkehrphasenchromatografie oder Fertigsdulen verwendet werden. Zwischen das Dosiersystem und die
Analysensiule kann eine Vorsiule gesetzt werden.

Mobile Phase

18. Zur Zubereitung des Elutionsmittels werden fir die HPLC-Methode ausreichend reines Methanol und
destilliertes oder entionisiertes Wasser verwendet; das Elutionsmittel wird vor seiner Verwendung entgast. Es ist
das Verfahren der isokratischen Elution anzuwenden. Dabei werden Methanol-Wasser-Verhiltnisse mit einem
Wassergehalt von mindestens 25 % empfohlen. Im Normalfall ist eine Methanol-Wasser-Mischung im
Volumenverhiltnis 3:1 fiir die Eluierung von Verbindungen mit einem log P-Wert von 6 bei einer Elutionszeit
von einer Stunde und einer Durchflussrate von 1 ml/min ausreichend. Fiir Verbindungen mit einem log P-Wert
von iiber 6 kann eine Verkiirzung der Elutionszeit (auch der der Referenzstoffe) durch Senkung der Polaritit
der mobilen Phase oder Kiirzung der Sdulenlidnge erforderlich sein.

19. Der Priifstoff und die Referenzstoffe miissen in der mobilen Phase in ausreichender Konzentration 16slich sein,
um nachgewiesen werden zu konnen. Nur in Ausnahmefillen diirfen in der Methanol-Wasser-Mischung
Zusatzstoffe verwendet werden, da diese die Eigenschaften der Siule verindern. In diesen Fillen muss
sichergestellt werden, dass keine Auswirkungen auf die Retentionszeit der Priifstoffe und der Referenzstoffe
gegeben sind. Wenn die Methanol-Wasser-Mischung ungeeignet ist, konnen andere Mischungen aus einem
organischen Losungsmittel und Wasser verwendet werden, beispielsweise Ethanol-Wasser, Acetonitril-Wasser
oder 2-Propanol-Wasser.

20. Der pH-Wert des Losungsmittels ist fir ionisierbare Stoffe kritisch. Er sollte innerhalb des pH-Bereichs der
Sdule liegen, der sich im Allgemeinen zwischen 2 und 8 bewegt. Die Anwendung eines Puffers ist zu
empfehlen. Dabei muss darauf geachtet werden, dass kein Salz ausfillt und es nicht zur Beschidigung der Saule
kommt, was bei einer Reihe von Mischungen von organischer Phase und Puffer moglich ist. HPLC-Messungen
mit einer an Siliciumdioxid gebundenen stationdren Phase und einem pH-Wert iiber 8 sind nicht
empfehlenswert, da die Leistung der Sdule bei Verwendung einer alkalischen mobilen Phase rapide nachlassen
kann.

Gelaste Stoffe

21. Der Priifstoff und die Referenzstoffe miissen ausreichend rein sein, um die Peaks der Chromatogramme den
jeweiligen Stoffen zuordnen zu koénnen. Die fiir Priif- oder Kalibrierungszwecke verwendeten Stoffe werden
moglichst in der mobilen Phase gelost. Wird fiir die Losung des Priifstoffs und der Referenzstoffe ein anderes
Losungsmittel als die mobile Phase verwendet, so ist die mobile Phase fir die letzte Verdiinnung vor der
Injektion zu verwenden.
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Priifbedingungen

22. Die Temperatur darf wihrend der Messungen um hochstens * 1 °C schwanken.

Bestimmung der Totzeit t,

23. Die Totzeit t, lasst sich durch Verwendung nicht chromatografisch verzogerter organischer Verbindungen (z. B.
Thioharnstoff oder Formamid) bestimmen. Ein genauerer Wert fur die Totzeit ergibt sich aus den gemessenen
Retentionszeiten oder aus etwa sieben Komponenten einer homologen Reihe (z. B. n-Alkyl-Methyl-Ketone) (17).
Die Retentionszeiten t, (n. + 1) werden gegen t, (n.) aufgetragen; n. ist die Anzahl der Kohlenstoffatome. Es
ergibt sich eine Gerade, t, (n. + 1) = A t, (ng) + (1 — A)t,; A ergibt sich aus k(n. + 1)/k(n.) und ist konstant. Die
Totzeit t, wird aus dem Schnittpunkt (1 — A)t, und der Steigung A bestimmt.

Regressionsgleichung

24. Der nichste Schritt besteht in der Erstellung einer Korrelationskurve log kflog P fiir geeignete Referenzstoffe
mit log P-Werten etwa im Bereich des fur den Priifstoff zu erwartenden Wertes. In der Praxis werden dazu 6
bis 10 Referenzstoffe gleichzeitig eingespritzt. Die Retentionszeiten werden am besten mithilfe eines mit dem
Detektionssystem gekoppelten registrierenden Integrators bestimmt. Die Logarithmen der entsprechenden
Kapazititsfaktoren (log k) werden als Funktion von log P aufgezeichnet. Die Regressionsgleichung wird in
regelmifSigen Abstinden (mindestens einmal tdglich) vorgenommen, damit eventuelle Leistungsverdnderungen
der Sdule beriicksichtigt werden konnen.

BESTIMMUNG DES P,,,~-WERTES DES PRUFSTOFFS

25. Der Prifstoff wird in den geringsten noch nachweisbaren Mengen eingespritzt. Die Retentionszeit wird doppelt
bestimmt. Der Verteilungskoeffizient des Priifstoffs kann aus dem berechneten Kaparzititsfaktor auf der
Kalibrierkurve interpoliert werden. Bei sehr niedrigen und sehr hohen Verteilungskoeffizienten ist eine
Extrapolation erforderlich. In diesen Fillen ist besonders auf die Vertrauensgrenzen der Regressionsgeraden zu
achten. Wenn die Retentionszeit der Probe auflerhalb des Bereichs der fiir die Standards ermittelten
Retentionszeiten liegt, ist ein Grenzwert anzugeben.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Priifbericht

26. Der Bericht muss folgende Angaben enthalten:

— wenn bestimmt, die Vorabschitzung des Verteilungskoeffizienten, die geschitzten Werte und die
verwendete Methode; wenn eine Berechnungsmethode verwendet wurde, die vollstindige Beschreibung der
Methode einschlieflich der Datenbasis und detaillierter Informationen zur Auswahl von Substrukturen;

— Priif- und Referenzstoffe: Reinheit, Strukturformel und CAS-Nummer,

— Beschreibung der Ausriistung und der Betriebsbedingungen: Analysensaule, Vorsidule

— mobile Phase, Detektionsverfahren, Temperaturbereich, pH-Wert;

— Elutionsprofile (Chromatogramme);

— Totzeit und entsprechendes Messverfahren;

— Retentionswerte und P_ -Werte aus der Literatur fiir zur Kalibrierung verwendete Referenzstoffe;

— nahere Angaben zur Anpassung der Regressionsgeraden (log k/log P, ) und zum Korrelationskoeffizienten
der Geraden einschlieflich Konfidenzintervallen;

— durchschnittliche Retentionswerte und interpolierter log P -Wert fiir den Priifstoff;

— bei Mischungen: Elutionsprofil-Chromatogramm mit Abgrenzungswerten;
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— log P,,-Werte im Verhiltnis zur prozentualen Fliche des log P, -Peaks;
— Berechnung mit einer Regressionsgeraden;

— gegebenenfalls berechnete durchschnittliche log P,_-Werte.
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Anlage

Methoden zur Berechnung von P,-Werten

EINLEITUNG

1. Diese Anlage enthilt eine kurze Einfithrung in die Berechnung von P__-Werten. Weitere Informationen sind der
Literatur zu entnehmen (1)(2).

2. Die berechneten P, -Werte werden zu folgenden Zwecken verwendet:

— Auswahl der anzuwendenden Versuchsmethode: Schiittelmethode bei log P, zwischen — 2 und 4 und
HPLC-Methode bei log P zwischen 0 und 6;

— Festlegung der Bedingungen der HPLC (Referenzstoffe, Methanol-Wasser-Verhiltnis);
— Plausibilitétspriifung der durch Versuchsverfahren ermittelten Werte;

— Abgabe einer Einschitzung, wenn Versuchsverfahren nicht verwendet werden konnen.

Prinzip der Berechnungsverfahren

3. Die hier vorgeschlagenen Berechnungsverfahren beruhen auf der theoretischen Aufspaltung des Molekiils in
geeignete Substrukturen, fur die zuverldssige log P, -Inkremente bekannt sind. Der log P, -Wert wird als
Summe seiner entsprechenden Teilwerte und der Korrekturglieder fiir intramolekulare Wechselwirkungen
berechnet. Aufstellungen iiber Konstanten von Substrukturen und Korrekturglieder liegen vor (1)(2)(3)(4)(5)(6).
Einige davon werden regelmifig aktualisiert (3).

Zuverlissigkeit berechneter Werte

4. Im Allgemeinen nimmt die Zuverldssigkeit der Berechnungsverfahren in dem Mafe ab, in dem die Komplexitit
des Priifstoffs zunimmt. Bei einfachen Stoffen mit niedrigem Molekulargewicht und einer oder zwei
funktionellen Gruppen ist mit einer Abweichung von 0,1 bis 0,3 log P -Einheiten von den Ergebnissen der
verschiedenen Fragmentmethoden gegeniiber den Messwerten zu rechnen. Die Fehlerspanne hingt von der
Zuverldssigkeit der verwendeten Konstanten fiir die Substrukturen, der Fahigkeit der Erkennung
intramolekularer Wechselwirkungen (z. B. Wasserstoffbindungen) und der richtigen Anwendung der
Korrekturglieder ab. Bei ionisierbaren Stoffen ist die richtige Beriicksichtigung der Ladung und des
lonisierungsgrades wichtig (10).

Fujita-Hansch’sche n-Methode

5. Die urspriinglich von Fujita et al. (7) fur hydrophobe Substituenten eingefithrte Konstante n wird wie folgt
definiert:

"X = log P, (PhX) —log P, (PhH)

wobei PhX ein aromatischer Abkommling und PhH der Ausgangsstoff ist.

Beispiel: ~ "Cl =log Pow (C;H,Cl) —log P_ (C,H,)
=2,84-213
=0,71

Die m-Methode ist vorwiegend bei aromatischen Stoffen von Bedeutung. m-Werte liegen fiir zahlreiche
Substituenten vor (4)(5).

Rekker-Methode

6.  Mit der Rekker-Methode (8) wird log P_, wie folgt berechnet:

i

Log P, = Z afi + Z (Glieder f.d. Wechselwirkungen)
)
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wobei a, fur die Haufigkeit steht, mit der eine bestimmte Substruktur im Molekiil vorkommt, und f; das log P -
Inkrement der Substruktur ist. Die Glieder fiir die Wechselwirkungen lassen sich als ein ganzes Vielfaches einer
einzigen Konstante C,, (der so genannten magischen Konstante) angeben. Die Substrukturkonstanten f, und C,
wurden aus einer Liste von 1 054 experimentell ermittelten P, -Werten (825 Verbindungen) mithilfe der

mehrfachen Regressionsanalyse bestimmt (6)(8). Die Bestimmung der Glieder fiir die Wechselwirkungen erfolgt
nach den in der Literatur angegebenen Regeln (6)(8)(9).

Hansch-Leo-Methode

7. Nach Hansch und Leo (4) wird der log P, -Wert wie folgt berechnet:

LogP, = Y _ afi+ Y _ b
j

i

wobei f; eine Substrukturkonstante und F; ein Korrekturglied (Faktor) ist und a, und b, fiir die entsprechende
Haufigkeit des Vorkommens stehen. Listen der Substrukturwerte fiir einzelne Atome und Gruppen und fiir
Korrekturglieder F, wurden durch die Trial-and-Error-Methode aus experimentell bestimmten P, -Werten
abgeleitet. Die Korrekturglieder sind in unterschiedliche Kategorien eingeordnet worden (1)(4). Um siamtliche
Regeln und Korrekturglieder zu beriicksichtigen, wurden geeignete Software-Pakete entwickelt (3).

KOMBINIERTE METHODE

8.  Die Berechnung der log P, -Werte komplexer Molekiile kann betrichtlich verbessert werden, wenn das Molekiil
in grofere Substrukturen zerlegt wird, fir die zuverldssige log P, -Werte vorliegen, sei es aus Tabellen (3) (4),
sei es aus eigenen Messungen. Solche Substrukturen (z. B. Heterocyclen, Anthrachinon, Azobenzol) koénnen
dann mit den Hansch’schen n-Werten oder mit den Substrukturkonstanten nach Rekker oder Leo kombiniert
werden.

Bemerkungen

i) Die Berechnungsmethoden konnen auf teilweise oder vollstindig ionisierte Stoffe nur dann angewendet werden,
wenn die erforderlichen Korrekturfaktoren beriicksichtigt werden.

i) Wenn von intramolekularen Wasserstoffbindungen ausgegangen werden kann, miissen die entsprechenden
Korrekturglieder (etwa + 0,6 bis + 1,0 log P -Einheiten) addiert werden (1). Hinweise auf das Vorliegen solcher
Bindungen sind Stereo-Modellen oder spektroskopischen Daten des Stoffs zu entnehmen.

iiiy Wenn mehrere tautomere Formen moglich sind, ist die wahrscheinlichste Form als Berechnungsgrundlage
anzunehmen.

iv) Die Uberarbeitungen der Listen der Substrukturkonstanten sind sorgfiltig zu verfolgen.
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(3) Kapitel C.3 erhalt folgende Fassung:

,C.3. SUSSWASSERALGEN UND CYANOBAKTERIEN: WACHSTUMSINHIBITIONSTEST
EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 201 (2006, Anhang korrigiert im Jahr 2011). Es
wurde festgestellt, dass die Priifmethode auf weitere Arten ausgeweitet und an die Anforderungen an die
Risikobewertung und die Klassifizierung chemischer Stoffe angepasst werden muss. Die Uberarbeitung wurde
auf der Grundlage umfassender praktischer Erfahrungen sowie des wissenschaftlichen Fortschritts im
Zusammenhang mit Untersuchungen zur Algentoxizitit und der weit reichenden Anwendung entsprechender
Rechtsvorschriften seit Annahme der urspriinglichen Fassung vorgenommen.

Definitionen der verwendeten Begriffe sind Anlage 1 zu entnehmen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Mit dieser Priifung soll die Wirkung einer Chemikalie auf das Wachstum von Siifwasser-Mikroalgen und/oder
Cyanobakterien bestimmt werden. Exponentiell wachsende Testorganismen werden in Batch-Kulturen iiber
einen Zeitraum von im Allgemeinen 72 Stunden der Priifchemikalie ausgesetzt. Trotz der verhiltnismafSig
kurzen Testdauer konnen Auswirkungen iiber mehrere Generationen beurteilt werden.

Die Systemantwort besteht in der Verringerung des Wachstums einer Reihe von Algenkulturen (Versuchs-
einheiten), die einer Priifchemikalie in unterschiedlichen Konzentrationen ausgesetzt wurden. Diese Reaktion
wird in Abhingigkeit von der Expositionskonzentration gegeniiber dem durchschnittlichen Wachstum in der
Chemikalie nicht ausgesetzten Replikatkontrollkulturen bewertet. Um die Systemantwort auf toxische
Auswirkungen (optimale Empfindlichkeit) umfassend beschreiben zu koénnen, wird ein unbegrenztes
exponentielles Wachstum der Kulturen bei hinreichender Erndhrung und kontinuierlicher Beleuchtung iiber
einen ausreichenden Zeitraum ermoglicht, damit anschliefend die Verringerung der spezifischen
Wachstumsrate gemessen werden kann.

Wachstum und Wachstumshemmung werden durch zeitabhingige Messung der Biomasse der Algen bestimmt.
Die Biomasse der Algen wird als Trockenmasse pro Volumen ausgedriickt (z. B. in mg Algen/Liter Testlosung).
Die Trockenmasse ist jedoch schwer zu messen; daher werden Surrogatparameter verwendet. Hiufigster
Surrogatparameter ist die Zellzahl. Weitere Surrogatparameter sind das Zellvolumen, die Fluoreszenz, die
optische Dichte usw. Der Faktor fiir die Umrechnung zwischen dem gemessenen Surrogatparameter und der
Biomasse sollte bekannt sein.

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

Eine weitere Reaktionsvariable bei dieser Priifmethode ist der Zellertrag (Yield). Diese Variable kann erforderlich
sein, damit linderspezifische Regulierungsanforderungen erfiillt werden. Der Zellertrag wird definiert als
Biomasse am Ende der Expositionsdauer abziiglich der Biomasse zu Beginn der Expositionsdauer. Aus dem in
einer Reihe von Testlosungen erfassten Zellertrag wird die Konzentration berechnet, die eine spezifizierte
Hemmung des Zellertrags (z. B. um 50 %) hervorruft; diese Konzentration wird als E C, angegeben (z. B. E,Cy).
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8.  Auflerdem konnen die niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung (LOEC) und die hochste gepriifte
Konzentration ohne beobachtete Wirkung (NOEC) statistisch bestimmt werden.

INFORMATIONEN ZUR PRUFCHEMIKALIE

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

10. Die Wasserloslichkeit, der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient (P,) und der Dampfdruck der Priifchemikalie
sollten bekannt sein, und eine validierte Methode zur Quantifizierung der Chemikalie in den Testlosungen mit
bekannten Wiederfindungsraten und mit bekannter Nachweisgrenze sollte verfiigbar sein.

VALIDITAT DES TESTS

11. Damit ein Test als valide gewertet werden kann, miissen die folgenden Kriterien erfullt sein:

— Die Biomasse der Kontrollkulturen muss binnen der 72-stiindigen-Testdauer exponentiell um einen Faktor
von mindestens 16 gewachsen sein. Dieses Wachstum entspricht einer spezifischen Wachstumsrate von
0,92 d-1. Bei den am hiufigsten verwendeten Arten ist die Wachstumsrate im Allgemeinen erheblich grofer
(siche Anlage 2). Dieses Kriterium wird unter Umstdnden nicht erfiillt, wenn Arten verwendet werden, die
langsamer wachsen als die in Anlage 2 genannten Arten. In diesem Fall sollte die Testdauer so verlingert
werden, dass ein mindestens 16faches Wachstum der Kontrollkulturen gewihrleistet ist; dabei muss das
Wachstum wihrend der gesamten Testdauer exponentiell erfolgen. Die Testdauer kann bis auf eine
Mindestdauer von 48 Stunden verkiirzt werden, um wihrend des Tests ein unbegrenztes exponentielles
Wachstum aufrechtzuerhalten; Voraussetzung ist jedoch, dass ein Mindestmultiplikationsfaktor von 16
erreicht wird.

— Der mittlere Variationskoeffizient der sektionalen spezifischen Wachstumsraten (Tage 0-1, 1-2 und 2-3 bei
72-stiindigen Tests) der Kontrollkulturen (siche Anlage 1 unter ,Variationskoeffizient) darf maximal 35 %
betragen. Zur Berechnung der sektionalen spezifischen Wachstumsrate sind die Hinweise unter Nummer 49
zu beachten. Dieses Kriterium gilt fiir den Mittelwert des Variationskoeffizienten, der fiir Replikatkontroll-
kulturen berechnet wurde.

— Der Variationskoeffizient der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsraten wihrend der gesamten
Testdauer darf bei den Replikatkontrollkulturen in Tests mit Pseudokirchneriella subcapitata und Desmodesmus
subspicatus hochstens 7 % betragen. Bei weniger hiufig in Tests verwendeten Arten sollte der Wert
hochstens 10 % betragen.

REFERENZCHEMIKALIEN

12. Um das Priifverfahren zu testen, konnen Referenzchemikalien wie z. B. das im internationalen Ringtest (1)
verwendete 3,5-Dichlorphenol gepriift werden. Fiir Griinalgen kann auch Kaliumdichromat als Referenz-
chemikalie verwendet werden. Nach Moglichkeit sollten Referenzchemikalien mindestens zweimal jihrlich
getestet werden.

ANWENDBARKEIT DES TESTS

13. Diese Priifmethode ist am einfachsten bei wasserloslichen Chemikalien anzuwenden, die unter den
Priifbedingungen voraussichtlich im Wasser gelost bleiben. Zum Priifen von fliichtigen, stark adsorbierenden,
farbigen und schlecht in Wasser 16slichen Chemikalien sowie von Chemikalien, die sich auf die Verfiigbarkeit
von Nihrstoffen oder Mineralien im Priiffmedium auswirken kénnen, sind am beschriebenen Verfahren unter
Umstinden gewisse Anderungen vorzunehmen (z. B. die Herstellung eines geschlossenen Systems oder eine
besondere Vorbereitung der PriifgefiRe). Hinweise zu verschiedenen Anderungen sind den Quellen (2), (3) und
(4) zu entnehmen.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
Apparatur

14. Prifgefife und sonstige Apparaturen, die mit den Testlosungen in Berithrung kommen, miissen vollstindig aus
Glas oder einem anderen chemisch inerten Material bestehen. Die Komponenten sollten griindlich gespiilt
werden, um sicherzustellen, dass keine organischen oder anorganischen Verunreinigungen das Algenwachstum
oder die Zusammensetzung der Testlosungen beeintrachtigen konnen.
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15. Als Priifgefie kommen im Allgemeinen Glaskolben mit Abmessungen in Betracht, die wihrend des Tests ein
hinreichendes Kulturvolumen und einen hinreichenden CO,-Transfer aus der Umgebungsluft gewahrleisten
(siehe Nummer 30). Das Fliissigkeitsvolumen muss fir analytische Bestimmungen hinreichend sein (siehe
Nummer 37).

16. Auflerdem werden unter Umstinden die folgenden Gerite benotigt.

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

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

— Apparatur zur Bestimmung der Biomasse der Algen: Die Zellzahlen als am héufigsten verwendeter
Surrogatparameter fiir die Biomasse von Algen kann mit einem elektronischen Teilchenzahler, mit einem
Mikroskop mit Zahlkammer und mit einem Durchflusszytometer ermittelt werden. Weitere Surrogate fuir
Biomassen konnen mit einem Durchflusszytometer, einem Fluorimeter, einem Spektrophotometer oder
einem Farbmessgerdt gemessen werden. Ein Umrechnungsfaktor, mit dem die Zellzahlen zur Trockenmasse
in Beziehung gesetzt wird, kann Berechnungen erleichtern. Um mit einem Spektrophotometer verwertbare
Messungen bei geringen Biomassekonzentrationen durchfithren zu konnen, miissen unter Umstinden
Kiivetten mit einem Strahlengang von mindestens 4 cm verwendet werden.

Testorganismen

17. Fir die Tests konnen mehrere Arten frei treibender Mikroalgen und Cyanobakterien verwendet werden. Die in
Anlage 2 genannten Stimme haben sich fir das in dieser Priifmethode beschriebene Verfahren als geeignet
erwiesen.

18. Wenn andere Arten verwendet werden, sollten der betreffende Stamm und/oder die Herkunft angegeben
werden. AufSerdem ist sicherzustellen, dass das exponentielle Wachstum der ausgewahlten Testalgen wihrend
der gesamten Testdauer unter den jeweiligen Bedingungen aufrechterhalten werden kann.

Nihrmedium

19. Als Nihrmedien werden wahlweise das OECD-Medium oder das AAP-Medium empfohlen. Die Zusammen-
setzungen dieser Medien sind Anlage 3 zu entnehmen. Beide Medien haben unterschiedliche pH-Ausgangswerte
und unterschiedliche Pufferkapazititen (zur Regulierung des pH-Anstiegs). Daher konnen die Testergebnisse je
nach verwendetem Medium unterschiedlich ausfallen; dies gilt insbesondere fir die Priifung ionisierender
Chemikalien.

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

Biomasse-Ausgangskonzentration

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

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

Desmodesmus subspicatus 2-5 x 103 Zellen/ml
Navicula pelliculosa 104 Zellen/ml
Anabaena flos-aquae 104 Zellen/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 10* - 105 Zellen/ml
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Konzentrationen der Priifchemikalie

22. Der Konzentrationsbereich, in dem Effekte zu erwarten sind, sollte durch einen Vortest (Range-Finding Test)
ermittelt werden. Fiir den definitiven Test sind mindestens fiinf Konzentrationen in einer geometrischen Reihe
mit einem Faktor von héochstens 3,2 auszuwihlen. Bei Priifchemikalien mit einer flacheren Konzentrations-
Wirkungskurve kann ein hoherer Faktor gerechtfertigt sein. Die Konzentrationsreihen sollten vorzugsweise
einen Bereich abdecken, in dem das Algenwachstum um 5-75 % gehemmt wird.

Replikate und Kontrollen

23. Das Prifprotokoll muss fiir jede Testkonzentration drei Replikate vorsehen. Wenn die NOEC nicht bestimmt
werden muss, kann das Priifprotokoll dahingehend gedndert werden, dass die Anzahl der Konzentrationen
erhoht und die Anzahl der Replikate verringert wird. Es miissen mindestens drei Kontrollreplikate verwendet
werden, im Idealfall die doppelte Anzahl der Replikate fiir jede Testkonzentration.

24. Fir analytische Bestimmungen der Priifchemikalienkonzentrationen kann eine eigene Reihe von Testlosungen
hergestellt werden (siche Nummern 36 und 38).

25. Wenn zur Auflosung der Priifchemikalie ein Losungsmittel verwendet wird, sind weitere Kontrollen mit dem
Losungsmittel in der Konzentration zu testen, die auch in den Pritfkulturen verwendet wird.

Herstellung der Impfkultur

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

Herstellung der Testlosungen

27. Alle Testlosungen missen das Nihrmedium und die Ausgangsbiomasse der Testalgen in denselben
Konzentrationen enthalten. Die Testlosungen in den ausgewihlten Konzentrationen werden gewohnlich durch
Mischen einer Stammlosung der Priiffchemikalie mit dem Ndhrmedium und der Impfkultur hergestellt.
Stammlosungen werden im Allgemeinen durch Auflosung der betreffenden Chemikalie im Priifmedium
hergestellt.

28. Wenn Chemikalien mit geringer Wasserloslichkeit zum Priifmedium hinzugegeben werden sollen, konnen
Losungsmittel (z. B. Aceton, t-Butyl-Alkohol und Dimethylformamid) als Triger verwendet werden (2)(3). Die
Losungsmittelkonzentration sollte hochstens 100 plfl betragen, und fiir alle Kulturen der Testreihen
(einschliefSlich der Kontrollkulturen) ist die gleiche Konzentration zu verwenden.

Inkubation

29. Die Priifgefafle sind mit luftdurchldssigen Stopfen zu versehen. Anschliefend werden die Gefafle geschiittelt und
in die Kulturapparatur gebracht. Wihrend des Tests miissen die Algen suspendiert bleiben, und der CO,-
Transfer muss unterstiitzt werden. Dazu sollten die Gefifle stindig geschiittelt oder umgerithrt werden. Die
Temperatur der Kulturen wird bei einer Toleranz von * 2 °C stindig auf 21 bis 24 °C geregelt. Bei anderen als
den in Anlage 2 genannten Arten (z. B. bei tropischen Arten) sind unter Umstinden hohere Temperaturen
angemessen, die Validitdtskriterien miissen jedoch erfiillt sein. Es wird empfohlen, die Gefifse zufillig verteilt
und téglich neu in den Inkubator einzusetzen.

30. Der pH-Wert des Kontrollmediums darf wihrend des Tests hochstens um 1,5 Einheiten steigen. Bei Metallen
und Chemikalien, die bei pH-Werten etwa im Bereich der im Test verwendeten pH-Werte teilweise ionisieren,
muss die pH-Verschiebung moglicherweise begrenzt werden, um reproduzierbare und gut definierte Ergebnisse
zu erhalten. Es ist technisch moglich, die Verschiebung auf < 0,5 pH-Einheiten zu begrenzen, indem ein
angemessener CO,-Transfer aus der Umgebungsluft in die Testlosung sichergestellt wird (z. B. durch stirkeres
Schiitteln). Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verringerung des CO,-Bedarfs durch Verringerung der
Ausgangsbiomasse oder in einer Verkiirzung der Testdauer.
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31. Die Oberfliche, auf der die Kulturen inkubiert werden, sollte kontinuierlich und gleichférmig fluoreszierend
beleuchtet werden (z. B. mit den Lichtfarben kaltweif§ (cool-white) oder mit Tageslicht (daylight). Algen- und
Cyanobakterienstimme stellen unterschiedliche Anforderungen an die Lichtverhiltnisse. Die Lichtintensitit
sollte entsprechend den verwendeten Testorganismen gewéhlt werden. Bei den empfohlenen Griinalgenarten ist
fur die Testlosungen eine Lichtintensitit von 60-120 pE m~2 s-! zu wihlen (bei Messung im photosynthetisch
wirksamen Spektralbereich von 400-700 nm mit einem geeigneten Rezeptor). Einige Arten, insbesondere
Anabaena flos-aquae, wachsen bei geringeren Lichtintensitdten und konnen durch grofere Lichtintensitdten
beschidigt werden. Bei diesen Arten sollte die durchschnittliche Lichtintensitit im Bereich 40-60 pE-m- 2s-!
liegen. (Bei in Lux kalibrierten Lichtmessgerdten entspricht der Bereich 4 440-8 880 Ix fiir die Lichtfarbe ,cool-
white’ etwa der empfohlenen Lichtintensitidt von 60-120 pE m- s~ '. Die Lichtintensitit darf um hochstens
t 15 % von der durchschnittlichen Lichtintensitit @iber dem Inkubationsbereich abweichen.

Testdauer

32. Im Allgemeinen dauert der Test 72 Stunden. Allerdings sind auch kiirzere oder lingere Testzeiten moglich,
sofern alle unter Nummer 11 genannten Validititskriterien eingehalten werden.

Messungen und analytische Bestimmungen

33. Die Algenbiomasse in den einzelnen Kolben wird wahrend der Testdauer mindestens einmal tiglich uberpriift.
Wenn die Messungen an kleinen Volumina vorgenommen werden, die aus der Testlosung pipettiert wurden,
sollten die betreffenden Volumina nicht ersetzt werden.

34. Die Biomasse wird durch manuelle Zahlung der Zellen unter dem Mikroskop oder mit einem elektronischen
Teilchenzahler (bei Zellzahlen und/oder Biovolumen) ermittelt. Alternative Verfahren wie z. B. die Messung mit
einem Durchflusszytometer, in vitro und/oder in vivo durchgefithrte Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen (5)(6)
oder Messungen der optischen Dichte kommen in Betracht, wenn in dem fiir den jeweiligen Test mafigeblichen
Biomassebereich eine befriedigende Korrelation mit der Biomasse nachgewiesen werden kann.

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

36. Wenn ein Analyseverfahren zur Bestimmung der Testsubstanz im maflgeblichen Konzentrationsbereich
durchfiihrbar ist, sind die Testlosungen zu analysieren, um die Ausgangskonzentrationen und die Aufrecht-
erhaltung der Expositionskonzentrationen wihrend der Tests zu priifen bzw. sicherzustellen.

37. Die Analyse der Priffchemikalienkonzentration am Anfang und am Ende des Tests bei einer niedrigen und einer
hohen Testkonzentration sowie bei einer Konzentration im zu erwartenden EC,-Bereich kann hinreichend sein,
wenn anzunehmen ist, dass die Expositionskonzentrationen wihrend des Tests um weniger als 20 % von den
Nominalwerten abweichen. Wenn die Konzentrationen eher nicht im Bereich von 80-120 % der nominellen
Konzentrationen bleiben werden, wird die Analyse simtlicher Testkonzentrationen am Anfang und am Ende
der Tests empfohlen. Bei fliichtigen, instabilen oder stark adsorbierenden Priifchemikalien werden wihrend der
Expositionsdauer weitere Probenahmen zur Durchfithrung von Analysen in Abstinden von jeweils 24 Stunden
empfohlen, um den Verlust der Priifchemikalie besser bestimmen zu kénnen. Bei diesen Chemikalien werden
zusitzliche Replikate benotigt. In jedem Fall missen die Priffchemikalienkonzentrationen fiir alle Testkonzent-
rationen bei den Replikaten jeweils nur fiir ein Gefdf§ (bzw. fiir den Inhalt der gepoolten Gefifle der jeweiligen
Replikate) bestimmt werden.

38. Eigens fir die Analyse von Expositionskonzentrationen wihrend der Testdauer hergestellte Priifmedien werden
auf die gleiche Weise behandelt wie die fur die Tests verwendeten Medien, d. h. die Medien miissen mit Algen
geimpft und unter identischen Bedingungen inkubiert werden. Wenn eine Analyse der gelosten Priifchemikalie
erforderlich ist, miissen die Algen unter Umstinden vom Medium getrennt werden. Die Trennung sollte
vorzugsweise durch Zentrifugierung mit einer so geringen Beschleunigung erfolgen, die gerade ausreicht, damit
die Algen sich absetzen.

39. Wenn nachgewiesen wird, dass die Konzentration der Priifchemikalie wihrend der gesamten Testdauer
zufriedenstellend im Bereich von * 20 % der Nominalkonzentration oder der gemessenen Ausgangskon-
zentration aufrechterhalten werden konnte, konnen die Ergebnisse auch ausgehend von den Nominalwerten
bzw. von den gemessenen Ausgangswerten analysiert werden. Wenn die Abweichung von der Nominalkon-
zentration oder von der gemessenen Ausgangskonzentration mehr als + 20 % betrégt, sollte bei der Analyse
der Ergebnisse von der geometrischen mittleren Konzentration wihrend der Expositionsdauer oder von
Modellen ausgegangen werden, welche den Riickgang der Priifchemikalienkonzentration beschreiben (3)(7).

40. Der Test zur Hemmung des Algenwachstums ist ein dynamischeres Priifsystem als die meisten sonstigen
aquatischen Toxizitdtstests mit kiirzerer Testdauer. Entsprechend sind die tatsichlichen Expositionskonzent-
rationen unter Umstinden schwer zu bestimmen; dies gilt besonders fiir adsorbierende Chemikalien, die bei
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niedrigen Konzentrationen getestet werden. In diesen Fillen bedeutet das Verschwinden der Priifchemikalie aus
der Losung infolge der Adsorption an die zunehmende Algenbiomasse nicht, dass das Priifsystem die
Chemikalie ,verliert’. Bei der Analyse des Testergebnisses ist zu priifen, ob ein Riickgang der Priifchemikalien-
konzentration im Laufe des Tests mit einer Abnahme der Wachstumshemmung einhergeht. Wenn dies der Fall
ist, kann der Einsatz eines geeigneten Modells zur Beschreibung des Riickgangs der Priifchemikalienkon-
zentration (7) in Betracht gezogen werden. Ansonsten empfiehlt es sich unter Umstinden, bei der Analyse der
Ergebnisse von den Ausgangskonzentrationen (Nominalkonzentrationen oder gemessenen Konzentrationen)
auszugehen.

Sonstige Beobachtungen

41. Durch Beobachtung unter dem Mikroskop wird sichergestellt, dass die Impfkultur normal und gesund wirke;
auflerdem koénnen unter dem Mikroskop am Ende des Tests gegebenenfalls Auffilligkeiten an den Algen
festgestellt werden (die z. B. auf die Exposition gegeniiber der Priifchemikalie zuriickzufithren sein konnten).

Limit-Test

42. Unter gewissen Umstinden, z. B. wenn ein Vortest darauf hindeutet, dass die Priifchemikalie bei
Konzentrationen bis zu 100 mg/l bzw. bis zur Loslichkeitsgrenze im Priffmedium (mafigeblich ist die jeweils
niedrigere Konzentration) keine toxische Wirkung hat, kann ein Limit-Test durchgefithrt werden, in dem die
Reaktionen einer Kontrollgruppe und einer Behandlungsgruppe (100 mg/l bzw. eine der Loslichkeitsgrenze
entsprechende Konzentration) verglichen werden. Es wird nachdriicklich empfohlen, diese Tests durch Analysen
der Expositionskonzentration zu verifizieren. Alle oben beschriebenen Testbedingungen und Validitétskriterien
gelten fir Limit-Tests; allerdings sollten mindestens sechs Replikate pro Priifkonzentration verwendet werden.
Die Reaktionsvariablen in den Kontrollgruppen und den Behandlungsgruppen konnen mit einem statistischen
Test zum Vergleich der Mittelwerte analysiert werden (z. B. mit einem Student-t-Test). Wenn keine Varianzenho-
mogenitdt vorliegt, wird ein angepasster t-Test durchgefiihrt.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Grafische Darstellung der Wachstumskurven

43. Die Biomasse in den Priifgefiffen kann in Einheiten des fir die Messung verwendeten Surrogatparameters
ausgedriickt werden (z. B. als Zellzahl oder Fluoreszenz).

44. Die geschitzte Biomassekonzentration der Priifkulturen und der Kontrollkulturen ist zusammen mit den
mindestens zu jeder vollen Stunde zu erfassenden Konzentrationen der Priifchemikalie und den
Messzeitpunkten in Tabellen zusammenzustellen und fiir die Erstellung von Wachstumskurven zu verwenden.
In diesem ersten Stadium konnen sowohl logarithmische Skalen als auch lineare Skalen angebracht sein;
wahrend der Testdauer sind jedoch logarithmische Skalen zu verwenden, die im Allgemeinen eine bessere
Darstellung von Abweichungen der Wachstumsstrukturen ermdglichen. Exponentielles Wachstum ergibt auf
einer logarithmischen Skala aufgetragen eine Gerade, und die Steigung der Geraden gibt die Wachstumsrate an.

45. Mithilfe der Kurven ist zu untersuchen, ob die Kontrollkulturen wihrend der gesamten Testdauer mit der
erwarteten Geschwindigkeit exponentiell wachsen. Alle Datenpunkte sowie der Verlauf der Kurven sind kritisch
zu priifen, und Ausgangsdaten und Verfahren sind auf maogliche Fehler zu kontrollieren. Insbesondere sind alle
Datenpunkte zu priifen, die aufgrund eines systematischen Fehlers abzuweichen scheinen. Wenn
Verfahrensfehler zweifelsfrei festgestellt und/oder als sehr wahrscheinlich betrachtet werden konnen, wird der
betreffende Datenpunkt als Ausreifler gekennzeichnet und nicht in die anschliefende statistische Analyse
einbezogen. (Eine Algenkonzentration von null in einem von zwei drei Replikatgefiflen kann darauf hindeuten,
dass das Gefif nicht ordnungsgemifl geimpft oder nicht angemessen gereinigt wurde.) Die Griinde fir den
Ausschluss eines als Ausreifler eingestuften Datenpunkts sind im Priifbericht genau anzugeben. Als
Begriindungen werden ausschlieflich (seltene) Verfahrensfehler, nicht aber einfach ungenaue Messungen
anerkannt. Statistische Verfahren zur Bestimmung von Ausreiflern sind bei dieser Art von Problemen von
begrenztem Nutzen und konnen die Beurteilung durch Fachleute nicht ersetzen. Die Ausreifler sollten (als
solche gekennzeichnet) vorzugsweise in den spdter in grafischen oder tabellarischen Darstellungen von
Datenpunkten enthalten sein.

Reaktionsvariablen

46. Mit der Priifung sollen die Auswirkungen der Priifchemikalie auf das Algenwachstum bestimmt werden. Da in
unterschiedlichen Rechtsordnungen unterschiedliche Priferenzen und rechtliche Anforderungen bestehen,
werden in dieser Prifmethode zwei Reaktionsvariablen beschrieben. Damit die Testergebnisse in allen
Rechtsordnungen anerkannt werden konnen, sollten die Auswirkungen mit Hilfe der beiden im Folgenden
beschriebenen Reaktionsvariablen a und b beurteilt werden:

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

b) Zellertrag: Diese Reaktionsvariable ergibt sich aus der Biomasse am Ende des Tests abziiglich der Biomasse
zu Beginn des Tests.
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47. Es wird darauf hingewiesen, dass die mit diesen beiden Reaktionsvariablen berechneten Toxizititswerte nicht
vergleichbar sind; der entsprechende Unterschied muss bei der Verwendung der Testergebnisse beriicksichtigt
werden. Die aufgrund der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate (E.C,) berechneten Werte fiir EC,
werden im Allgemeinen hoher sein als die anhand des Zellertrags (E,C) ermittelten Werte, wenn die fiir diese
Testmethode vorgesehenen Bedingungen eingehalten werden; dies ist auf die unterschiedliche mathematische
Grundlage der beiden Verfahren zuriickzufithren. Die auftretenden Unterschiede sollten jedoch nicht als
Anzeichen fir eine unterschiedliche Empfindlichkeit der beiden Reaktionsvariablen betrachtet werden; beide
Werte sind einfach mathematisch verschieden. Das Konzept der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate
beruht auf dem im Allgemeinen exponentiellen Verlauf des Algenwachstums bei nicht begrenzten Kulturen, bei
denen die Toxizitdt aufgrund der Auswirkungen auf die Wachstumsrate ermittelt wird, ohne jedoch von der
absoluten Hohe der jeweiligen Wachstumsrate der Kontrollprobe, von der Steigung der Konzentrations-
Wirkungskurve oder von der Testdauer abhingig zu sein. Auf der Reaktionsvariable ,Zellertrag’ beruhende
Ergebnisse hingegen héngen von allen iibrigen genannten Variablen ab. EC, ist von der spezifischen
Wachstumsrate der in den einzelnen Tests verwendeten Algenarten sowie von der maximalen spezifischen
Wachstumsrate abhingig, die je nach Art sowie sogar zwischen den einzelnen Algenstimmen unterschiedlich
sein kann. Diese Reaktionsvariable sollte nicht verwendet werden, um die Empfindlichkeit von Algenarten oder
auch nur verschiedener Algenstimme gegeniiber Giftstoffen zu vergleichen. Die Verwendung der durchschnitt-
lichen spezifischen Wachstumsrate zur Ermittlung der Toxizitdt wird in der Wissenschaft bevorzugt; bei dieser
Prifmethode werden jedoch auch Toxizititsschitzungen aufgrund des Zellertrags beriicksichtigt, um den
derzeitigen Regulierungsanforderungen in einigen Lindern Rechnung zu tragen.

Durchschnittliche Wachstumsrate

48. Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate in einem bestimmten Zeitraum wird mit Hilfe der folgenden
Formel als logarithmische Zunahme der Biomasse fiir die Gefdfle mit den verschiedenen Kontrollproben und
mit den behandelten Proben berechnet [1]:

_lnX,-—lnXi

-1
Bi-j = t;‘t,' (Tag ) [l]v

Dabei sind:

w; durchschnittliche spezifische Wachstumsrate zwischen Zeitpunkt i und Zeitpunkt j;
X; Biomasse zum Zeitpunkt i

X;: Biomasse zum Zeitpunkt j

Fiir jede Behandlungsgruppe und fir jede Kontrollgruppe sind die mittlere Wachstumsrate sowie die Konfidenz-
intervalle zu berechnen.

49. Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate wird iiber die gesamte Testdauer (im Allgemeinen Tage 0-3)
berechnet; dabei ist eher von der geimpften Nominalbiomasse als von einem gemessenen Ausgangswert
auszugehen, da auf diese Weise gewohnlich eine hohere Genauigkeit erzielt wird. Wenn die zur Messung der
Biomasse verwendete Ausriistung eine hinreichend genaue Bestimmung der Biomasse mit der geringen Masse
des Inokulums zuldsst (z. B. ein Durchflusszytometer), kann die gemessene Konzentration der Ausgangs-
biomasse angenommen werden. Aufferdem ist wihrend der gesamten Testdauer (Tage 0-1, 1-2 und 2-3) die
sektionale Wachstumsrate als tagliche spezifische Wachstumsrate zu ermitteln und zu priifen, ob das Wachstum
der Kontrollgruppe konstant bleibt (siche Giiltigkeitskriterien, Nummer 11). Eine spezifische Wachstumsrate,
die an einem bestimmten Tag signifikant niedriger ist als die durchschnittliche spezifische Gesamtwachs-
tumsrate, kann Anzeichen fiir eine ,Lag-Phase sein. Bei den Kontrollkulturen kann eine ,Lag’-Phase minimiert
und praktisch ausgeschlossen werden, wenn die Vorkultur in geeigneter Weise vermehrt wird; bei den
behandelten Kulturen hingegen kann eine ,Lag'-Phase Anzeichen fiir eine Erholung nach anfinglicher toxischer
Belastung oder Anzeichen fiir eine geringere Belastung infolge eines Verlustes der Priifchemikalie (u. a. durch
Sorption in die Algenbiomasse) nach der anfinglichen Behandlung sein. Entsprechend kann die sektionale
Wachstumsrate bewertet werden, um die Auswirkungen der Priffchemikalie wahrend der Expositionsdauer zu
beurteilen. Erhebliche Unterschiede zwischen der sektionalen Wachstumsrate und der durchschnittlichen
Wachstumsrate deuten auf Abweichungen vom konstanten exponentiellen Wachstum hin und erfordern eine
genaue Uberpriifung der Wachstumskurve.

50. Die prozentuale Hemmung der Wachstumsrate jedes Behandlungsreplikats ist mit folgender Formel zu
berechnen:

%I, :”"y_’” x 100 [2],
C
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Dabei sind:
%I, = Hemmung der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate in Prozent;
pe = mittlere durchschnittliche spezifische Wachstumsrate (i) der Kontrollgruppe;

Br durchschnittliche spezifische Wachstumsrate des Behandlungsreplikats.

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

Zellertrag

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

Y.-Y
%I, _(e¥a) 100 [3]
Dabei sind:
%1, = prozentuale Hemmung des Zellertrags
Y. = mittlerer Zellertrag der Kontrollgruppe
Y; = Zellertrag des Behandlungsreplikats.

Grafische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve

53. Die prozentuale Hemmung ist bezogen auf den Logarithmus der Priifchemikalienkonzentration grafisch
darzustellen und sorgfiltig zu tiberpriifen; dabei sind alle Datenpunkte zu verwerfen, die in der ersten Phase als
Ausreiffer identifiziert wurden. Die Datenpunkte sind nach visueller oder rechnergestiitzter Interpolation zu
einer gleichmaffigen Kurve zu verbinden, um einen ersten Eindruck von der Beziehung zwischen den
verschiedenen Konzentrationen und Wirkungen zu erhalten. Anschliefend ist mit einer differenzierteren
Methode (vorzugsweise mit einer rechnergestiitzten statistischen Methode) fortzufahren. Je nach der
beabsichtigten Verwendung der Daten, der Qualitdt (Genauigkeit) und dem Umfang der Daten sowie nach der
Verfiigbarkeit von Werkzeugen zur Analyse der Daten kann (gelegentlich durchaus berechtigt) entschieden
werden, die Datenanalyse in diesem Stadium zu beenden und einfach die wesentlichen Werte fiir EC, und EC,,
(undfoder EC,;) aus der nach visueller Interpolation erstellten Kurve zu entnehmen (siche auch folgender
Abschnitt zu stimulierenden Auswirkungen). Die folgenden Griinde koénnen dafiir sprechen, von der
Anwendung einer statistischen Methode abzusehen:

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

— Das Wachstum stimulierende Wirkungen konnen mit verfugbarer Software nicht angemessen verarbeitet
werden (siche folgender Abschnitt).

Statistische Verfahren

54. Ziel ist die Ermittlung einer quantitativen Konzentrations-Wirkungsbeziehung durch Regressionsanalyse. Im
Anschluss an eine linearisierte Transformation der Reaktionsdaten (z. B. in Einheiten nach dem Probit-, Logit-
oder Weibull-Modell) (8) kann eine gewichtete lineare Regression vorgenommen werden; nicht-lineare
Regressionsverfahren, mit denen die unvermeidlichen Unregelmifigkeiten der Daten und Abweichungen von
gleichférmigen Verteilungen besser verarbeitet werden kénnen, werden jedoch bevorzugt. Gegen null bzw.
gegen die vollstindige Hemmung kénnen diese Unregelmifigkeiten durch die Transformation vergrofiert
werden und die Analyse beeintrichtigen (8). Es wird darauf hingewiesen, dass Standard-Analysemethoden mit
Probit-, Logit- oder Weibull-Transformationen fiir quantale Daten (z. B. Mortalitit oder Uberlebensraten)
vorgesehen sind und zur Anwendung in Verbindung mit Wachstums- oder Biomassedaten modifiziert werden
miissen. Spezifische Verfahren zur Bestimmung von EC -Werten aus kontinuierlichen Daten sind den Quellen
(9), (10) und (11) zu entnehmen. In Anlage 5 wird der Einsatz nicht-linearer Regressionsanalysen niher
erldutert.
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55. Fir jede zu analysierende Reaktionsvariable sind aufgrund der Konzentrations-Wirkungsbeziehung EC -Werte
zu ermitteln. Nach Moglichkeit sollten fiir alle EC -Werte die 95- %-Konfidenzintervalle bestimmt werden. Die
Qualitit der Ubereinstimmung der Reaktionsdaten mit dem Regressionsmodell wird grafisch oder statistisch
bewertet. Die Regressionsanalyse muss mit den Reaktionen der einzelnen Replikate (und nicht mit den
Mittelwerten der Behandlungsgruppe) durchgefithrt werden. Wenn eine nicht-lineare Kurvenanpassung jedoch
schwierig oder wegen zu grofler Streuung der Daten nicht méglich ist, kann die Regression auch bezogen auf
die Mittelwerte der Gruppe vorgenommen werden, um so auf einfache Weise die Auswirkungen erwarteter
AusreifSer zu reduzieren. Wenn von dieser Moglichkeit Gebrauch gemacht wird, sollte dies im Priifbericht als
Abweichung vom normalen Verfahren vermerkt und darauf hingewiesen werden, dass mit Kurvenanpassungen
der einzelnen Replikate kein befriedigendes Ergebnis erzielt wurde.

56. Schitzwerte fir ECy, und fiir die Konfidenzintervalle konnen auch durch lineare Interpolation mit einem
Bootstrapping-Algorithmus (13) erzielt werden, wenn die verfiigbaren Regressionsmodelle/-methoden fur die
betreffenden Daten nicht geeignet sind.

57. Um die LOEC und entsprechend die NOEC zu schitzen sowie um die Auswirkungen der Priifchemikalie auf die
Wachstumsrate zu ermitteln, miissen die Mittelwerte der behandelten Proben mit Verfahren zur Varianzanalyse
(ANOVA) verglichen werden. Der Mittelwert der einzelnen Konzentrationen ist dann mit einer geeigneten
Methode zur Durchfihrung von Mehrfachvergleichen bzw. zur Durchfithrung von Trendtests mit dem
Mittelwert der Kontrollgruppe zu vergleichen. Dunnett- und Williams-Tests konnen hilfreich sein (12)(14)(15)
(16)(17). Die ANOVA-Annahme der Varianzhomogenitit muss einer Uberpriifung unterzogen werden. Die
entsprechende Bewertung kann anhand einer grafischen Darstellung oder aufgrund eines formalen Tests
vorgenommen werden (17). Geeignet sind Levene- und Bartlett-Tests. Wenn die Annahme der Varianzho-
mogenitit nicht erfullt ist, kann gelegentlich eine Korrektur durch logarithmische Datentransformation
erfolgen. Bei auferordentlicher Varianzheterogenitit, die durch Transformation nicht korrigiert werden kann,
sollten Analysemethoden wie z. B. Jonckheere-Trendtests (Step-down) erwogen werden. Weitere Hinweise zur
Bestimmung von NOEC-Werten sind Quelle (11) zu entnehmen.

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

Wachstumsstimulation

59. Gelegentlich wird bei niedrigen Konzentrationen eine Wachstumsstimulation (negative Hemmung) beobachtet.
Diese Wachstumsstimulation kann entweder auf eine Hormesis (toxische Stimulation) oder darauf
zurlickzufithren sein, dass im verwendeten Minimalmedium mit dem zu priffenden Material zusitzliche das
Wachstum stimulierende Faktoren zum Tragen kommen. Die Zugabe anorganischer Nahrstoffe sollte keine
unmittelbaren Auswirkungen haben, weil das Prifmedium wihrend der gesamten Testdauer ohnehin
tiberschiissige Nahrstoffe enthalten sollte. Eine Stimulation mit niedriger Dosierung kann bei Berechnungen von
EC,, gewohnlich iibergangen werden, wenn die Stimulation nicht ungewohnlich stark ist. Bei ungewohnlich
starker Stimulation oder wenn ein EC-Wert fiir einen niedrigen x-Wert berechnet werden soll, sind
moglicherweise jedoch besondere Verfahrensweisen erforderlich. Die Loschung von Stimulationsreaktionen aus
der Datenanalyse sollte nach Mdoglichkeit vermieden werden, und wenn die verfiigbare Software zur
Kurvenanpassung nicht in der Lage ist, geringere Stimulationen zu verarbeiten, kann eine lineare Interpolation
mit einem Bootstrapping-Algorithmus vorgenommen werden. Bei ungewohnlich starker Stimulation kann der
Einsatz eines Hormesis-Modells erwogen werden (18).

Nicht toxische Wachstumshemmung

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

PRUFBERICHT

61. Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:
Priifchemikalie:

— physikalische Beschaffenheit und mafigebliche physikalisch-chemische Eigenschaften einschlieflich der
Wasserloslichkeitsgrenze;

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

— Stamm, Lieferant oder Herkunft und Kulturbedingungen.
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Priifbedingungen:

— Datum des Testbeginns und Dauer des Tests;

— Beschreibung des Priifprotokolls: Priifgefife, Kulturvolumina, Biomassedichte zu Beginn des Tests;
— Zusammensetzung des Mediums;

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

— Beschreibung der Herstellung der Testldsungen, einschlieflich Verwendung von Losungsmitteln usw.;

— Kulturapparatur;

— Lichtintensitit und Qualitdt (Herkunft, Homogenitit);

— Temperatur;

— getestete  Konzentrationen: nominale Testkonzentrationen sowie alle Ergebnisse der Analysen zur
Bestimmung der Konzentration der Priifchemikalie in den Priifgefifien; auferdem sind die mit der Methode
erzielte Wiederfindungsrate und die Quantifizierungsgrenze der Testmatrix anzugeben;

— samtliche Abweichungen von dieser Priifmethode;

— Methode zur Bestimmung der Biomasse und Anzeichen fiir eine Korrelation zwischen dem gemessenen
Parameter und der Trockenmasse.

Ergebnisse:

— pH-Werte zu Beginn und am Ende des Tests bei allen behandelten Proben;

— Biomasse in jedem Gefifs an allen Messpunkten und Methode zur Messung der Biomasse;

— Wachstumskurven (grafische Darstellung der Entwicklung Biomasse iiber einem bestimmten Zeitraum;

— berechnete Reaktionsvariablen fiir alle Behandlungsreplikate mit Mittelwerten und dem Variationskoef-
fizienten fiir Replikate;

— grafische Darstellung der Beziehung zwischen Konzentration und Wirkung;
— Schitzungen der Toxizitit fiir die Reaktionsvariablen (z. B. EC;,, EC,,, EC,, sowie entsprechende Konfidenz-
intervalle; wenn berechnet, sind die LOEC und die NOEC sowie die zur jeweiligen Berechnung

angewendeten statistischen Methoden anzugeben;

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

— jede in behandelten Proben festgestellte Wachstumsstimulation;
— alle sonstigen beobachteten Auswirkungen (z. B. morphologische Verinderungen der Algen);

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

Begriffsbestimmungen

Bei dieser Priifmethode werden die folgenden Begriffsbestimmungen zugrunde gelegt und folgende Abkiirzungen
verwendet:

Biomasse: Trockenmasse lebenden Materials einer Population bezogen auf ein gegebenes Volumen (z. B. mg Algen/
Liter Testlosung). Gewohnlich bezeichnet der Begriff Biomasse’ eine Masse; in Rahmen dieser Priifung wird er
allerdings zur Bezeichnung einer Masse pro Volumen verwendet. Typischerweise werden Surrogate fiir die
betreffende Biomasse (z. B. Zellzahlen oder Fluoreszenz) gemessen; entsprechend bezieht sich der Begriff ,Biomasse’
auch auf diese Surrogatparameter.

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.

Variationskoeffizient: ein dimensionsloses Maf fiir die Verinderlichkeit eines Parameters, definiert als Verhaltnis
der Standardabweichung zum Mittelwert. Der Variationskoeffizient kann auch als Prozentwert ausgedriickt werden.
Der mittlere Variationskoeffizient der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate bei Replikatkontrollkulturen
wird wie folgt berechnet:

1. Der Variationskoeffizient in Prozent (VK %) der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate wird aus den
taglichen bzw. abschnittsbezogenen Wachstumsraten der jeweiligen Replikate berechnet.

2. Der Mittelwert aller gemdff dem ersten Gedankenstrich berechneten Werte ist zu berechnen, um den mittleren
Variationskoeffizienten der tiglichen/abschnittsbezogenen spezifischen Wachstumsrate in Replikatkontrollkulturen
zu bestimmen.

EC_ Konzentration der im Priifmedium aufgelosten Priifchemikalie, bei der das Wachstum des Testorganismus
binnen einer bestimmten Expositionsdauer (die ausdriicklich anzugeben ist, wenn die Expositionsdauer nicht mit der
vollstindigen oder gewohnlichen Dauer der Priffung tibereinstimmt) um x % (z. B. 50 %) abnimmt. Um eindeutig
anzugeben, ob ein EC-Wert aus der Wachstumsrate (growth rate) oder aus dem Zellertrag (yield) abgeleitet wurde,
werden die Kurzbezeichnungen ,E C* fiir die Wachstumsrate und ,E C* fiir den Zellertrag verwendet.

Nihrmedium: gesamtes synthetisches Kulturmedium, in dem die zu priifenden Algen wachsen, wenn sie der
Priifchemikalie ausgesetzt werden. Die Priifchemikalie wird im Allgemeinen im Prifmedium aufgelost.

Wachstumsrate (durchschnittliche spezifische Wachstumsrate): logarithmische Zunahme der Biomasse wihrend der
Expositionsdauer.

Niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung (LOEC): niedrigste gepriifte Konzentration, bei der
beobachtet wurde, dass die Chemikalie binnen einer bestimmten Expositionsdauer gegeniiber der Kontrollprobe eine
statistisch signifikante Wachstumsreduzierung bewirkt (bei p < 0,05). Siamtliche Testkonzentrationen iiber der LOEC
miissen schidliche Folgen haben, die mindestens den bei der LOEC beobachteten schidlichen Folgen gleichwertig
sind. Wenn diese beiden Bedingungen nicht erfiillt werden konnen, ist umfassend darzulegen, warum die LOEC (und
entsprechend die NOEC) gewdhlt wurde.

Hochste gepriifte Konzentration ohne beobachtete Wirkung (NOEC): Testkonzentration unmittelbar unterhalb
der LOEC.

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

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

Priifchemikalie: ein beliebiger Stoff oder eine Mischung, der bzw. die nach dieser Methode gepriift wird.

Zellertrag: Wert einer Messvariablen am Ende der Expositionsdauer abziiglich des Wertes der Messvariablen zu
Beginn der Expositionsdauer als Maf fir die Zunahme der Biomasse wihrend der Priifung.
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Anlage 2

Stimme, die sich fiir den Test als geeignet erwiesen haben

Griinalgen

Pseudokirchneriella subcapitata (frither auch als Selenastrum capricornutum bezeichnet), ATCC 22662, CCAP 278/4,

61.81 SAG

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

Kieselalgen

Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cyanobakterien

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

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Herkunft der Stimme

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

Reihenfolge):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

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

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria LA22 OLP

VEREINIGTES KONIGREICH

SAG: Sammlung Algenkulturen
Pflanzenphysiologisches Institut
Universitdt Gottingen
Nikolausberger Weg 18

37073 Gottingen
DEUTSCHLAND

UTEX Culture Collection of Algae

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

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
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Aussehen und Merkmale der empfohlenen Arten

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Gekriimmte .
Aussehen und gedrehte .OV?L mellslt Stabchen Kettenllovaler Stabchen
cinzelne Zellen | €inzelne Zellen Zellen
Grofe (L x B) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5x%x3 6 x1
Zellvolumen (um?|Zelle) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5()
Zelltrockenmasse (mg/Zelle) 2-3 x 10-8 3-4 x 10-8 3-4 x 10-8 1-2 x 10-8 2-3 x 10
Wachstumsrate (°) (Tag~!) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-24

() Gemessen mit einem elektronischen Teilchenzihler.

(® Aus der Grofe berechnet.

(*) Am héufigsten beobachtete Wachstumsrate im OECD-Medium bei einer Lichtintensitit von ca. 70 pE - m~2 - s~' und einer Tem-
peratur von 21 °C.

Spezifische Empfehlungen zur Kultivierung und zur Handhabung der fiir den Test empfohlenen Arten
Pseudokirchneriella subcapitata und Desmodesmus subspicatus

Diese Grimnalgen sind in unterschiedlichen Kulturmedien im Allgemeinen leicht zu kultivieren. Informationen zu
geeigneten Medien sind von den Einrichtungen zu beziehen, welche die Sammlungen unterhalten. Die Zellen liegen
gewohnlich als Einzelzellen vor; mit einem elektronischen Teilchenzdhler oder unter einem Mikroskop kann die
Zelldichte problemlos bestimmt werden.

Anabaena flos-aquae

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

Anabaena flos-aquae bildet Ansammlungen verschachtelter Zellketten. Die Grofle dieser Ansammlungen kann je nach
Kulturbedingungen unterschiedlich sein. Unter Umstdnden miissen diese Ansammlungen getrennt werden, wenn die
Biomasse unter dem Mikroskop bzw. mit einem elektronischen Teilchenzahler bestimmt werden soll.

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

Mit dem Himozytometer sind hinreichend Zellen zu zidhlen (mindestens 400), um auftretende Schwankungen
korrigieren zu konnen und die Zuverldssigkeit der mikroskopischen Dichtebestimmungen zu erhdhen.

Zur Bestimmung des Gesamtvolumens der Anabaena-Zellen nach dem Trennen der Zellketten durch vorsichtige
Ultraschallbehandlung kann ein elektronischer Teilchenzédhler verwendet werden. Die Ultraschallenergie ist so
anzupassen, dass die Zellen nicht beschidigt werden.

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

Die Priifgefiffe werden auf einen Schiitteltisch (mit kreisformiger oder gerader Schiittelbewegung) gestellt, der mit
etwa 150 Umdrehungen pro Minute bewegt wird. Alternativ kann bei Anabaena die Verklumpungstendenz auch
durch intermittierendes Schiitteln verringert werden. Wenn eine Verklumpung auftritt, ist darauf zu achten, dass
reprisentative Proben fiir Messungen der Biomasse vorliegen. Unter Umstinden missen die Gefiffe vor der
Probenahme kriftig geschiittelt werden, um die Algenklumpen aufzuldsen.
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Synechococcus leopoliensis

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

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

Navicula pelliculosa

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

Navicula pelliculosa kann unter bestimmten Wachstumsbedingungen Ansammlungen bilden. Wegen der Bildung von
Lipiden neigen die Algenzellen gelegentlich zur Akkumulierung im Oberflichenfilm. In diesem Fall sind besondere
Verfahrensweisen erforderlich, wenn reprisentative Unterproben zur Bestimmung der Biomasse genommen werden
sollen. Unter Umstéinden ist ein kriftiges Schiitteln z. B. mit einem Wirbelmischer erforderlich.
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Anlage 3

Nihrmedien

Fiir die Tests kann eines der beiden folgenden Nihrmedien verwendet werden:
— OECD-Medium: Originalmedium gemif OECD TG 201 sowie gemif$ ISO 8692;
— US. EPA-Medium AAP, auch gemifl ASTM.

Bei der Herstellung dieser Medien sind chemische Stoffe in Reagenzien- oder Analysequalitit und entionisiertes
Wasser zu verwenden.

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

Bestandteil EPA OECD
mg/l mM mg|l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,(l 15,0 0,280
Mgdl, - 6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl, - 2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO, - 7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl, - 6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA - 2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269*
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
Mndl, - 4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
Zn(l, 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
CudCl, - 2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH-Wert 7,5 8,1
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Das Molverhiltnis von EDTA zu Eisen ist geringfiigig grofSer als eins. Daher kann das Eisen nicht ausfillen, und die
Chelatbildung von Schwermetallionen wird minimiert.

Im Test mit der Kieselalge Navicula pelliculosa sind beide Medien mit Na,SiO, -

Konzentration von 1,4 mg Si/l erreicht ist.

9H,0 aufzufiillen, bis eine

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

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

Bei 15 mg NaHCO, /I, pH

eq=

7,5 (U.S. EPA-Medium) und bei 50 mg NaHCO,/1, pH,, = 8,1 (OECD-Medium).

Elementzusammensetzung der Priiffmedien

eq_

Element EPA OECD

mgl mgl

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

Herstellung des OECD-Mediums

Nahrstoff

Konzentration in der Stammlosung

Stammlosung 1:

Makronahrstoffe

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

Eisen

FeCl, - 6H,0 64 mg|l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg/l
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StammlGsung 3:
Spurenelemente
H,BO, 185 mg|l
Mndl, - 4H,0 415 mg/l
Zn(l, 3 mgfl
Codl, - 6H,0 1,5 mg/l
CudCl, - 2H,0 0,01 mg/l
Na,MoO, - 2H,0 7 mg/l
Stammlosung 4:
Bicarbonat
NaHCO, 50 g/l
Na,Si0, - 9H,0

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

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

sterilisieren.

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

hinzugegeben:

Zu 500 ml sterilisiertem Wasser werden folgende Mengen hinzugegeben:
10 ml Stammlosung 1

1 ml Stammlosung 2

1 ml Stammlosung 3

1 ml Stammlosung 4

Anschliefend wird mit sterilisiertem Wasser auf 1 000 ml aufgefullt.

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

Luft zu sprudeln.

Herstellung des AAP-Mediums

1. Von den Stammlosungen 2.1 bis 2.7 ist jeweils 1 ml zu etwa 900 ml entionisiertem oder destilliertem Wasser

hinzuzugeben; anschliefend wird auf 1 Liter aufgefillt.

2. Stammlésungen mit Makronidhrstoffen werden hergestellt, indem die folgenden Stoffmengen jeweils zu 500 ml
entionisiertem oder destilliertem Wasser hinzugegeben werden. Die Reagenzien 2.1, 2.2, 2.3 und 2.4 konnen

zu einer einzigen Stammlosung kombiniert werden.

2.1 NaNoO, 12,750 g
2.2 MgCl,6H,0 6,082 g
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23 CaCl,;2H,0 2,205 g

2.4 Mikrondhrstoff-Stammlosung (siehe 3)

2.5 MgSO,7H,0 7,350 g
2.6 K,HPO, 0,522 ¢g
2.7 NaHCO, 7,500 g
2.8 Na,SiO;9H,0 Siehe Hinweis 1

Hinweis 1: Ausschlielich fiir im Test eingesetzte Kieselalgen-Arten zu verwenden; kann unmittelbar (202,4 mg)
hinzugegeben oder mittelbar durch Auffillen mit einer Stamml6sung bis zum Erreichen einer
Endkonzentration von 20 mg Si/l im Medium hinzugegeben werden.

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

3.1 H,BO, 92,760 mg

3.2 MnCl,4H,0 207,690 mg

3.3 Zndl, 1,635 mg

3.4 FeCl,;-6H,0 79,880 mg

3.5 CoCl,-6H20 0,714 mg

3.6 Na,MoO,2H,0 3,630 mg

3.7 CuCl,2H,0 0,006 mg

3.8 Na,EDTA-2H,O 150,000 mg. [Dinatrium(ethylendinitril)tetraacetat]
3.9 Na,SeO,5H,0 0,005 mg; siche Hinweis 2.

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

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

6. Das Medium ist bis zur Verwendung bei einer Temperatur von etwa 4 °C dunkel zu lagern.
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Anlage 4

Beispiel eines Verfahrens zur Kultivierung der Algen

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

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

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

Ausriistung und Materialien

Siehe Prisfmethode: Apparatur.

Verfahren zur Herstellung von Algenkulturen
Herstellung von Nahrlosungen (Medien)

Alle Nihrsalze des Mediums werden als konzentrierte Stammlosungen hergestellt und dunkel und kiihl gelagert. Die
Losungen werden durch Filtration oder Autoklavieren sterilisiert.

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

Stammkultur

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

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

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

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

Vorkultur

Mit der Vorkultur sollen Algen zur Impfung der Priifkulturen hergestellt werden. Die Vorkultur wird unter den
Priifbedingungen inkubiert und noch wihrend der Phase des exponentiellen Wachstums verwendet (in der Regel
nach einer Inkubationsdauer von 2 bis 4 Tagen). Algenkulturen mit deformierten oder anomalen Zellen sind zu
verwerfen.
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Anlage 5

Datenanalyse durch nicht-lineare Regression

Allgemeine Bemerkungen

In den Algentests und in sonstigen Tests zur Ermittlung des mikrobiologischen Wachstums — des Wachstums einer
Biomasse — stellt die Reaktion naturgemif eine kontinuierliche oder metrische Variable dar: eine Prozessrate, wenn
von einer Wachstumsrate ausgegangen wird, und ein zeitbezogenes Integral, wenn die Biomasse zugrunde gelegt
wird. Diese beide Variablen werden zu der mittleren Wirkung in Beziehung gesetzt, die bei nicht exponierten
Replikatkontrollen beobachtet wird, die unter den gegebenen Bedingungen am stirksten reagieren, wobei Licht und
Temperatur bei Algentests die wichtigsten Determinanten sind. Das System kann verteilt oder homogen sein, und die
Biomasse kann als kontinuierlicher Parameter betrachtet werden; einzelne Zellen brauchen nicht beriicksichtigt zu
werden. Die Varianzverteilung des Reaktionstyps dieser Systeme hingt ausschlieSlich von den Versuchsbedingungen
ab (die in der Regel durch logarithmisch-normale oder normale Fehlerverteilungen gekennzeichnet sind). In dieser
Hinsicht besteht ein Unterschied gegeniiber typischen Reaktionen in Bioassays mit quantalen Daten, bei denen die
Toleranz  (typischerweise mit Binomialverteilung) der einzelnen Organismen hdufig als mafgebliche
Varianzkomponente betrachtet wird. Kontrollreaktionen liegen hier bei null oder im Bereich des Hintergrundwerts.

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

Regressionsanalyse
Modelle

Durch eine Regressionsanalyse soll die Konzentrations-Wirkungskurve als mathematische Regressionsfunktion
Y = f (C) bzw. haufiger als F (Z) beschrieben werden; dabei ist Z = log C. Umgekehrt ermoglicht C = {1 (Y) die
Berechnung von EC_-Werten einschlieSlich EC,, EC,, und EC,, sowie der jeweiligen 95- %-Konfidenzintervalle.
Verschiedene einfache mathematische Funktionen haben sich als geeignet zur Beschreibung von Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen in Tests zur Ermittlung der Hemmung des Algenwachstums erwiesen. Zu diesen Formeln
zdhlen die logistische Gleichung, die nicht symmetrische Weibull-Verteilung und die logarithmische Normalverteilung
als sigmoide Kurven, bei denen sich jeweils ein asymptotischer Verlauf gegen 0 bei C — 0 bzw. gegen 1 bei C —
unendlich ergibt.

Der Einsatz kontinuierlicher Schwellenwert-Funktionsmodelle (z. B. des Kooijman-Modells der ,Hemmung des
Populationswachstums’ — Kooijman u. a. 1996) wurde kiirzlich als Alternative zu asymptotischen Modellen
vorgeschlagen. Dieses Modell geht davon aus, dass bei Konzentrationen unter einem bestimmten Schwellenwert EC +
keine Auswirkungen mehr gegeben sind; dieser Schwellenwert wird mit Hilfe einer einfachen kontinuierlichen
Funktion mit undifferenziertem Ausgangspunkt durch Extrapolation der Konzentrations-Wirkungsbeziehung so
geschitzt, dass die Konzentrationsachse geschnitten wird.

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

Verfahren

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

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

Gewichtungsfaktoren

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

W, = 1/Var(r)

Viele Regressionsprogramme beinhalten die Option zur Durchfilhrung gewichteter Regressionsanalysen mit
Gewichtungsfaktoren, die aus einer Tabelle ausgewidhlt werden konnen. Die Normalisierung der Gewichtungsfaktoren
kann auf bequeme Weise erfolgen, indem die Gewichtungsfaktoren so mit n/Z w, (n = Anzahl der Datenpunkte)
multipliziert werden, dass sich die Summe 1 ergibt.

Normalisierung der Reaktionen

Die Normalisierung durch die mittlere Kontrollreaktion bringt einige grundsitzliche Probleme mit sich und bedingt
eine cher komplizierte Varianzstruktur. Mit der Division der Reaktionen durch die mittlere Kontrollreaktion zur
Ermittlung der prozentualen Hemmung wird ein weiterer Fehler eingefithrt, der auf den in den Mittelwerten der
Kontrollen enthaltenen Fehler zuriickzufihren ist. Wenn dieser Fehler nicht vernachlidssigbar gering ist, sind
Gewichtungsfaktoren in Verbindung mit der Regression und mit den Konfidenzintervallen bezogen auf die Kovarianz
der Kontrollen zu korrigieren (Draper und Smith, 1981). Eine hohe Genauigkeit der geschitzten Mittelwerte der
Kontrollreaktionen ist wichtig, um die Gesamtvarianz der relativen Reaktion zu minimieren. Diese Varianz ldsst sich
wie folgt beschreiben:

(Dabei steht das tiefgestellte i fiir die Konzentration i und die tiefgestellte O fiir die Kontrollen.)

Yi = relative Reaktion = r,/r, = 1 - = {(C)
bei gegebener Varianz Var(Y ) = Var(r,/r,) = (0 Yi [0 r)? - Var(r) + (O Y,/O 1,)? - Var(r,)
entsprechend gilt (0 Y,/0 r) = 1[r, und (O Y /O 1) = 1}/r,?
bei normal verteilten Daten und m, und m, Replikaten: Var(r, ) = o?/m;
fur die Gesamtvarianz der relativen Reaktion Y, gilt somit:

Var(Y) = 6?/(r,2 - m) + 1.2 - 6%[r,2 - m,.

Der Fehler im Mittelwert der Kontrollen ist umgekehrt proportional zur Quadratwurzel der Anzahl der in den
Durchschnitt einbezogenen Kontrollreplikate; gelegentlich ist die Einbeziehung historischer Daten gerechtfertigt, um
den Fehler auf diese Weise erheblich zu reduzieren. Ein alternatives Verfahren besteht darin, die Daten nicht zu
normalisieren und die absoluten Reaktionen einschlieflich der Daten der Kontrollreaktionen nicht anzupassen,
sondern den Kontroll-Reaktionswert als zusitzlichen Parameter einzufithren, der durch nicht-lineare Regression
anzupassen ist. In Verbindung mit einer normalen Regressionsgleichung mit zwei Parametern erfordert diese

Methode die Anpassung von drei Parametern; daher sind mehr Datenpunkte erforderlich als bei der nicht-linearen
Regression von Daten, die mit einer vordefinierten Kontrollreaktion normalisiert werden.
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Umkehrung der Konfidenzintervalle

Die Berechnung nicht-linearer Konfidenzintervalle durch Schitzung mit der Umkehrfunktion gestaltet sich eher
komplex und ist in den iiblichen statistischen Computer-Programmen als regulire Option nicht enthalten. Ungefihre
Konfidenzintervalle kénnen mit Standardprogrammen zur Berechnung nicht-linearer Regressionen durch Neu-
Parametrisierung ermittelt werden (Bruce und Versteeg, 1992); dabei wird die mathematische Formel mit den
angestrebten Punktschitzungen (z. B. EC,, und EC,) als zu schitzenden Parametern neu entwickelt. Vorausgesetzt
wird, dass I = f (a, p, Konzentration); die Definitionsbeziehungen f (q, f, EC,;) = 0,1 und f (a, f, EC;,) = 0,5 werden
verwendet, um f (a, p, Konzentration ) durch eine dquivalente Funktion g (EC,,, EC,, Konzentration) zu ersetzen.

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

In letzter Zeit werden zunehmend auch Methoden mit Bootstrapping-Algorithmen verwendet. Diese Methoden
beruhen auf Schitzungen einer empirischen Varianzverteilung ausgehend von den gemessenen Daten und von
hdufigen Stichproben unter Einsatz eines Zufalls-Nummerngenerators.
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(4) Kapitel C.11 erhalt folgende Fassung:

,C.11. BELEBTSCHLAMM, PRUFUNG DER ATMUNGSHEMMUNG (KOHLENSTOFF- UND AMMONIUMO-
XIDATION)

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 209 (2010). Sie beschreibt ein Verfahren zur
Bestimmung der Auswirkungen einer Chemikalie auf Mikroorganismen (im Wesentlichen Bakterien) in
Belebtschlamm durch Messung der Respirationsrate (Kohlenstoff- und/oder Ammoniumoxidation) unter
definierten Bedingungen und bei unterschiedlichen Konzentrationen der Priifchemikalie. Die Priifmethode
beruht auf dem ETAD-Test (ETAD = Ecological and Toxicological Association of the Dyestuffs Manufacturing industry)
(1)(2), auf der vorherigen OECD-Priifrichtlinie 209 (3) und auf der gednderten ISO-Norm 8192 (4). Zweck
dieser Methode ist die Schaffung eines schnellen Screening-Verfahrens, mit dem sich die Auswirkungen von
Chemikalien auf die im Belebtschlamm der biologischen (aeroben) Stufe von Kliranlagen enthaltenen
Mikroorganismen feststellen lassen. Die Testergebnisse konnen auch als Indikator fiir geeignete nicht
inhibierende Konzentrationen von Priifchemikalien dienen, welche in Tests zur biologischen Abbaubarkeit
(siehe z. B. Kapitel C.4 A-F, C.9, C.10, C.12 und C.29 sowie OECD TG 302C) verwendet werden. In diesem Fall
kann der Test als Screening-Test etwa wie ein Vorversuch oder ein Limit-Test (siche Nummer 39) durchgefiihrt
werden, bei dem nur die Gesamtrespiration beriicksichtigt wird. Bei Priifungen auf leichte biologische
Abbaubarkeit (Kapitel C.4 A-F und Kapitel C.29), bei denen die Konzentration des Inokulums erheblich
geringer ist als bei der vorliegenden Priifmethode, sind diese Informationen allerdings mit Vorsicht zu
bewerten. Wenn in diesem Respirationstest keine Hemmung festgestellt wird, bedeutet dies nicht zwangslaufig,
dass auch bei der Priiffung auf leichte biologische Abbaubarkeit gemaff den Kapiteln C.4 A-F oder C.29 keine
Hemmung gegeben wire.
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2. Insgesamt wird die Priifung der Atmungshemmung seit ihrer erstmaligen Veroffentlichung offenbar erfolgreich
durchgefiihrt; gelegentlich wurde allerdings auch von falschen Ergebnissen berichtet (siche z. B. (2)(4)(5)).
Kurven, die die Respiration in Abhdngigkeit von der Konzentration aufzeigen, verlaufen manchmal biphasisch,
Darstellungen der Dosis-Wirkungs-Beziehung wurden verzerrt, und EC,-Werte waren aufergewohnlich niedrig
(5). In Untersuchungen wurde festgestellt, dass diese Ergebnisse dann ermittelt wurden, wenn der in der
Priifung verwendete Belebtschlamm stark nitrifiziert und wenn die Priifchemikalie sich stirker auf die
Ammoniumoxidation auswirkt als auf die allgemeine heterotrophe Oxidation. Bei diesen falschen Ergebnissen
konnen zusitzliche Priifungen mit einem spezifischen Nitrifikationshemmer durchgefithrt werden. Durch die
Messung der Sauerstoffverbrauchsraten mit und ohne diese Hemmstoffe (z. B. N-Allylthioharnstoff (ATU))
konnen die gesamte und die heterotrophe Sauerstoffverbrauchsrate und die Sauerstoffverbrauchsrate durch
Nitrifikation berechnet werden (4)(7)(8). Bei beiden Prozessen kann also die Hemmung durch eine
Priifchemikalie ermittelt werden, und die EC;-Werte konnen sowohl fir die Oxidation von organischem
Kohlenstoff (heterotroph) als auch fir die Ammoniumoxidation (Nitrifikation) wie gewohnt berechnet werden.
In seltenen Fillen kann die hemmende Wirkung von N-Allylthioharnstoff durch die Komplexbildung mit
Priifchemikalien oder Mediumzusitzen, z. B. Cu**-Ionen (6), teilweise oder vollstindig aufgehoben werden. Cu*
*Ionen sind fur Nitrosomonas von entscheidender Bedeutung; in hoheren Konzentrationen sind sie allerdings

giftig.

3.  Die Nitrifikation bei der aeroben Behandlung von Abwissern als unumginglicher Schritt bei der Abtrennung
von Stickstoffverbindungen aus Abwissern durch Denitrifikation in gasformige Produkte hat in europiischen
Lindern besondere Bedeutung erlangt. Inzwischen hat die EU niedrigere Grenzwerte fiir die Stickstoffkon-
zentration in behandelten Abwissern festgesetzt, die in aufnehmende Gewisser eingeleitet werden (').

4. Fir die meisten Zwecke reicht es aus, nur die Auswirkungen auf die Mechanismen der Oxidation organischen
Kohlenstoffs zu bewerten. Manchmal miissen jedoch die Auswirkungen auf die Nitrifikation allein oder auf die
Nitrifikation und die Oxidation organischen Kohlenstoffs getrennt gepriift werden, um die Ergebnisse
angemessen interpretieren und die Auswirkungen richtig verstehen zu konnen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

5. Die Respirationsraten von mit synthetischem Abwasser beschickten Belebtschlammproben werden nach einer
Kontaktzeit von drei Stunden in einer geschlossenen Zelle mit einer Sauerstoffelektrode gemessen. Wenn ein
realistisches Expositionsszenarium zugrunde gelegt wird, konnen auch lingere Kontaktzeiten angemessen sein.
Wenn die Priffchemikalie rasch abgebaut wird (z. B. abiotisch durch Hydrolyse) oder fliichtig ist und sich keine
angemessene Konzentration aufrechterhalten ldsst, kann zusitzlich eine kiirzere Expositionsdauer
(beispielsweise 30 Minuten) gewihlt werden. Die Empfindlichkeit der einzelnen Belebtschlammproben ist am
Tag der Exposition anhand einer geeigneten Referenzchemikalie zu priifen. Mit der Priifung wird gewohnlich
der EC-Wert (z. B. EC,,) der Priifchemikalie und/oder die hochste gepriifte Konzentration ohne beobachtete
Wirkung (NOEC) ermittelt.

6. Die Hemmung der Sauerstoffaufnahme durch Mikroorganismen, die organischen Kohlenstoff oxidieren, kann
getrennt von derjenigen durch Ammonium oxidierende Mikroorganismen bestimmt werden; dazu ist die
Sauerstoffverbrauchsrate mit und ohne N-Allylthioharnstoff zu messen; N-Allylthioharnstoff ist ein spezifischer
Hemmstoff, der der Oxidation von Ammonium zu Nitrit durch Nitritbakterien (Stufe 1) entgegenwirkt. In
diesem Fall wird die prozentuale Hemmung der Sauerstoffverbrauchsrate durch einen Vergleich der Sauerstoff-
verbrauchsrate in Gegenwart der Priffchemikalie mit der mittleren Sauerstoffverbrauchsrate der entsprechenden
Kontrollen ohne Priifchemikalie berechnet, beides jeweils mit und ohne den spezifischen Inhibitor N-Allylthio-
harnstoft.

7. Ein etwaiger Sauerstoffverbrauch aufgrund abiotischer Prozesse kann nachgewiesen werden, indem die jeweilige
Verbrauchsrate in Mischungen aus Priifchemikalie, synthetischem Abwassermedium und Wasser, aber ohne
Belebtschlamm, ermittelt wird.

INFORMATIONEN ZUR PRUFCHEMIKALIE

8. Die Kenndaten (vorzugsweise die CAS-Nummer), die Bezeichnung (IUPAC), die Reinheit, die Wasserloslichkeit,
der Dampfdruck, die Fliichtigkeit und das Adsorptionsverhalten der Priifchemikalie miissen bekannt sein, damit
die Ergebnisse richtig interpretiert werden konnen. Im Allgemeinen konnen fliichtige Chemikalien nur dann
angemessen gepriift werden, wenn spezielle Vorkehrungen getroffen wurden (siehe Nummer 21).

(") Richtlinie 91/271/EWG des Rates vom 21. Mai 1991 iiber die Behandlung von kommunalem Abwasser; ABL L 135 vom 30.5.1991,
S.40-52.
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ANWENDBARKEIT DER PRUFMETHODE

9.  Die Prifmethode kann bei wasserloslichen, schlecht lslichen und fliichtigen Chemikalien angewendet werden.
Bei Chemikalien mit eingeschrankter Loslichkeit ist es jedoch unter Umstinden nicht immer moglich, EC,,-
Werte zu ermitteln. Giiltige Ergebnisse fiir fliichtige Chemikalien lassen sich manchmal nur dann erzielen,
wenn die Priiffchemikalie am Ende der Expositionsdauer immer noch grofitenteils (d. h. > 80 %) im
Reaktionsgemisch enthalten ist. Bei Unsicherheiten hinsichtlich der Stabilitit oder der Fliichtigkeit der
Priifchemikalie sollten zusitzliche Analysedaten vorgelegt werden, um die EC -Konzentration genauer zu
bestimmen.

REFERENZCHEMIKALIEN

10. Referenzchemikalien miissen regelmiflig gepriift werden, um die Zuverldssigkeit der Priffmethode und der
Prifbedingungen  sicherzustellen und um am Expositionstag die Empfindlichkeit der einzelnen
Belebtschlammproben zu priifen, die als Inokulum verwendet werden. Als Referenz-Hemmstoff wird 3,5-
Dichlorphenol (3,5-DCP) empfohlen; diese Chemikalie ist ein bekannter Inhibitor der Respiration und wird in
zahlreichen Inhibitions- und Toxizitdtstests verwendet (4). In Verbindung mit der Hemmung der Gesamtre-
spiration kann als Referenzchemikalie auch Kupfer-(Il)-sulfat-Pentahydrat verwendet werden (9). N-Methylanilin
ist als spezifische Referenzchemikalie zur Nitritifikationshemmung geeignet (4).

VALIDITATSKRITERIEN UND REPRODUZIERBARKEIT

11. Die Sauerstoffverbrauchsrate der Blindkontrollen (ohne Priifchemikalie und ohne Referenzchemikalien) muss
pro Stunde mindestens 20 mg Sauerstoff pro Gramm Belebtschlamm (Trockenmasse der suspendierten
Feststoffe) betragen. Bei geringerer Sauerstoffverbrauchsrate ist der Test mit gewaschenem Belebtschlamm oder
mit Schlamm anderer Herkunft zu wiederholen. Der Variationskoeffizient der Sauerstoffverbrauchsrate der
Kontrollreplikate darf am Ende des definitiven Tests hochstens bei 30 % liegen.

12. 2004 hat die ISO einen internationalen Ringtest mit Belebtschlamm aus hduslichen Abwissern organisiert (4);
in diesem Test wurde fiir 3,5-DCP ein EC,-Wert im Bereich von 2 bis 25 mg/l fiir die Gesamtrespiration, von
5 bis 40 mg/l fir die heterotrophe Respiration und von 0,1 bis 10 mg/l fiir die Nitrifikationsrespiration
ermittelt. Wenn der EC,-Wert fiir 3,5-DCP nicht im erwarteten Bereich liegt, ist der Test mit Belebtschlamm
anderer Herkunft zu wiederholen. Der EC,-Wert fiir Kupfer-(Il)-sulfat-Pentahydrat muss fiir die Gesamtre-
spiration bei 53 bis 155 mg/l liegen (9).

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
Priifgefifle und Apparatur

13. Fir die Priifung sind gewohnliche Laborausriistung sowie folgende Materialien zu verwenden:

a) Priifgefife — z. B. 1 000-ml-Bechergliser fiir jeweils 500 ml Reaktionsgemisch (siche Nummer 5 in Abb.
1);

b) Zellen und Zubehor zur Messung der Konzentration des gelosten Sauerstoffs, eine geeignete Sauerstoffe-
lektrode, eine geschlossene Zelle zur Aufnahme der Probe ohne Kopfraum (headspace) und ein Aufzeich-
nungsgerdt (z. B. Nummern 7, 8, 9 in Abb. 1, Anlage 2). Alternativ kann eine BSB-Flasche mit geeigneter
Ubergangstiille zur Abdichtung der Sauerstoffelektrode zum Flaschenhals verwendet werden (siche Abb. 2
in Anlage 3). Um zu vermeiden, dass beim Einsetzen der Sauerstoffelektrode Fliissigkeit austritt, sollte
zundchst ein Trichter oder ein Glasrohrchen durch die Tiille geschoben werden; statt dessen konnen auch
Gefifle mit gebordeltem Rand verwendet werden. In beiden Fillen sind ein Magnetrithrer oder ein
alternatives Rithrverfahren zu verwenden (z. B. eine selbstrithrende Sonde);

) Magnetrithrer und Riihrfisch mit einem Uberzug aus inertem Material zur Verwendung in der Messkammer
und|/oder in den PriifgefifSen;

d) Beliiftungseinrichtung: Erforderlichenfalls muss Druckluft durch einen geeigneten Filter geleitet werden, um
Staub und Ol abzutrennen und durch Waschflaschen mit Wasser zur Luftbefeuchtung. Die Geféfle sind mit
Pasteur-Pipetten oder sonstigen Beliiftungseinrichtungen zu beliiften, die keine Chemikalien adsorbieren. Mit
einer Schiittelmaschine mit Rundschiittelbewegung mit einer Drehzahl zwischen 150 und 250 min-! und
mit Flaschen mit einem Volumen von z. B. 2 000 ml kann der Sauerstoftbedarf des Schlamms gedeckt
werden; auflerdem kénnen mit dieser Schiittelmaschine Probleme bei Chemikalien tiberwunden werden, die
tibermifig schiumen, die fliichtig sind und daher verlorengehen konnen oder schwierig zu dispergieren
sind, wenn die Beliftung durch Drucklufteinspeisung (Air Sparging) erfolgt. Das Priifsystem umfasst
gewohnlich eine Reihe kontinuierlich beliifteter und nacheinander (z. B. in Intervallen von 10 bis
15 Minuten) angesetzter Becherglaser, die dann der Reihe nach analysiert werden. Wahlweise kénnen auch
validierte Gerite verwendet werden, die fiir eine gleichzeitige Beliiftung und Messung der Sauerstoffver-
brauchsrate der Mischungen ausgelegt sind;



1.3.2016 Amtsblatt der Europdischen Union L 54/39

e) pH-Messgerit;

f) Zentrifuge, normale Tischzentrifuge zur Zentrifugierung von Schlimmen mit 10 000 m/s2.

Reagenzien

14. Fir die Priffungen sind grundsatzlich Reagenzien in Analysequalitit zu verwenden.

Wasser

15. Wenn nicht ausdriicklich chlorfreies Leitungswasser vorgeschrieben ist, muss destilliertes oder entionisiertes
Wasser mit weniger als 1 mg/] gelostem organischem Kohlenstoff (DOC) verwendet werden.

Versorgung mit synthetischem Abwasser

16. Das Medium ist so zuzubereiten, dass die folgenden Bestandteile in den jeweils genannten Anteilen enthalten

sind:

— Pepton 16 g
— Fleischextrakt (oder ein vergleichbarer Pflanzenextrakt) 11g
— Harnstoff 3g
— Natriumchlorid (NaCl) 07¢
— Calciumchlorid-Dihydrat (CaC1,, 2H,0) 04¢
— Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO,, 7H,0) 02¢g
— wasserfreies Kaliummonohydrogenphosphat (K,HPO,) 2,8¢

— destilliertes oder entionisiertes Wasser q.s.p. 1 Liter

17. Der pH-Wert dieser Losung muss bei 7,5 + 0,5 liegen. Wenn das hergestellte Medium nicht sofort verwendet
wird, kann es bei 0 bis 4 °C im Dunkeln hochstens eine Woche gelagert werden; alternativ kann die Lagerung
auch unter anderen Bedingungen erfolgen, bei denen sich die Zusammensetzung nicht verdndert. Dieses
synthetische Abwasser hat die hundertfache Konzentration des im technischen Bericht der OECD vom 11. Juni
1976 ,Vorgeschlagenes Verfahren zur Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit von Tensiden in
synthetischen Detergenzien‘ beschriebenen Abwassers und enthilt aufSerdem Dikaliumhydrogenphosphat.

18. Alternativ konnen die Bestandteile des Mediums vor der Lagerung getrennt sterilisiert werden, oder das Pepton
und der Fleischextrakt werden erst kurz vor der Durchfiihrung der Priifung hinzugegeben. Vor der Verwendung
ist das Medium griindlich zu mischen und der pH-Wert erforderlichenfalls auf 7,5 £ 0,5 einzustellen.

Priifchemikalie

19. Eine Stamml6sung ist fur leicht wasserlosliche Priifstoffe nur bis zur maximalen Wasserloslichkeit herzustellen.
(Ausfillungen sind nicht annehmbar) In Wasser schlecht losliche Stoffe, Gemische mit Bestandteilen mit
unterschiedlicher Wasserloslichkeit und adsorptive Stoffe sind direkt in die Priifgefiffe einzuwiegen. In diesen
Fillen kann die Verwendung von Stammlosungen eine Alternative sein, wenn geloste Konzentrationen der
Priifchemikalien in den Priifgefiffen analytisch bestimmt werden (bevor der Belebtschlamm hinzugegeben wird).
Wenn WAFs (Water-Accommodated Fractions) hergestellt werden, ist auch eine analytische Bestimmung der
aufgelosten Konzentrationen der Priifchemikalien in den Priifgefiflen von wesentlicher Bedeutung. Organische
Losungsmittel, Dispergiermittel/Emulgatoren zur Verbesserung der Loslichkeit sind zu vermeiden.
Stammlosungen konnen einer Ultraschallbehandlung unterzogen werden, und Suspensionen kénnen vorgeriihrt
werden (z. B. iiber Nacht), wenn geeignete Informationen tiber die Stabilitit der jeweiligen Priifchemikalie unter
den betreffenden Bedingungen verftgbar sind.

20. Die Priiffchemikalie kann den pH-Wert im Priifsystem beeintrachtigen. Der pH-Wert der mit der Priifchemikalie
behandelten Mischungen ist vor der Herstellung des Versuchsaufbaus in einem Vorversuch zu bestimmen, um
zu priifen, ob der pH-Wert vor der eigentlichen Priifung sowie nochmals am Tag der eigentlichen Priifung
eingestellt werden muss. Losungen/Suspensionen der Priifchemikalie in Wasser sind erforderlichenfalls vor
Hinzugabe des Inokulums zu neutralisieren. Da die Neutralisierung jedoch die chemischen Eigenschaften der
Chemikalie dndern kann, konnten je nach Zweck der Untersuchung weitere Priifungen durchgefithrt werden,
um die Auswirkungen der Priffchemikalie auf den Schlamm ohne Einstellung des pH-Wertes zu ermitteln.
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21. Infolge von Stoffverlusten wihrend der Expositionsdauer konnen die toxischen Wirkungen fliichtiger
Chemikalien insbesondere bei Priifungen, bei denen Luft durch das System geperlt wird, unterschiedlich stark
ausgepragt sein. Bei den betreffenden Stoffen ist Vorsicht geboten; in diesen Fillen sind stoffspezifische
Analysen von Kontrollmischungen vorzunehmen, in denen der jeweilige Stoff enthalten ist, und die Beliiftung
ist entsprechend zu modifizieren.

Referenzchemikalie

22. Wenn 3,5-Dichlorphenol als Referenzchemikalie verwendet wird, ist eine Losung aus 1,00 g 3,5-Dichlorphenol
auf 1 000 ml Wasser herzustellen (15). Die Auflosung ist durch warmes Wasser und/oder eine Ultraschallbe-
handlung zu beschleunigen; nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur ist die Losung auf das vorgesehene
Volumen aufzufiillen. Es muss allerdings sichergestellt werden, dass sich die Struktur der Referenzchemikalie
nicht gedndert hat. Der pH-Wert der Losung wird gepriift und gegebenenfalls mit NaOH oder H,SO, auf 7-8
eingestellt.

23. Wenn Kupfer-(I)-sulfat-Pentahydrat als Referenzchemikalie vorgesehen ist, sind Konzentrationen von 58 mg|l,
100 mg/l und 180 mg/l (Faktor 1,8) zu verwenden. Der Stoff wird unmittelbar in die Priifgefife eingewogen
(29 — 50 — 90 mg bei einem Gesamtvolumen von 500 ml). Anschliefend wird der Stoff in 234 ml
autoklaviertem Leitungswasser aufgelost. Kupfer-(Il)-sulfat-Pentahydrat ist leicht loslich. Nach Beginn der
Priifung werden 16 ml synthetisches Abwasser und 250 ml Belebtschlamm hinzugegeben.

Spezifischer Nitrifikationshemmer

24. Es wird eine Stammlosung mit 2,32 g N-Allylthioharnstoff (ATU) pro Liter hergestellt. Die Hinzugabe von
2,5 ml dieser Stammlosung zu einem Inkubationsgemisch mit einem Endvolumen von 500 ml fithrt zu einer
Endkonzentration von 11,6 mg ATU/l (10- “mol/l); diese Konzentration ist erfahrungsgemafl hinreichend (4),
um eine vollstindige Hemmung der Nitrifikation in einem nitrifizierenden Belebtschlamm mit 1,5 g/l
suspendierten Stoffen zu bewirken.

Abiotische Kontrolle

25. Unter gewissen seltenen Bedingungen kann eine Priifchemikalie mit starker Reduktionswirkung einen
messbaren abiotischen Sauerstoffverbrauch verursachen. In diesen Fillen sind abiotische Kontrollen erforderlich,
um zwischen der abiotischen Sauerstoffaufnahme durch die Priifchemikalie und dem Sauerstoffverbrauch durch
Mikroorganismen unterscheiden zu kénnen. Abiotische Kontrollen konnen hergestellt werden, indem bei den
Priifmischungen auf das Inokulum verzichtet wird. Ebenso konnen abiotische Kontrollen ohne Inokulum
verwendet werden, wenn unterstiitzende analytische Messungen vorgenommen werden, um die erzielte
Konzentration in der Expositionsphase der Priifung zu bestimmen (z. B. bei Verwendung von Stammldsungen
von schlecht wasserloslichen Chemikalien oder Gemischen mit Bestandteilen mit unterschiedlicher Wasserlos-
lichkeit). In speziellen Fillen kann die Herstellung einer abiotischen Kontrolle mit einem sterilisierten Inokulum
(z. B. durch Autoklavieren oder durch Hinzugabe sterilisierender Giftstoffe) erforderlich sein. Manche
Chemikalien konnen Sauerstoff nur dann erzeugen oder verbrauchen, wenn die Oberfliche hinreichend grof§
fiir eine Reaktion ist, selbst dann, wenn die Chemikalien dazu normalerweise eine erhebliche hohere
Temperatur oder einen erheblich hoheren Druck bendtigen. In diesem Zusammenhang ist bei Peroxiden
besondere Aufmerksamkeit geboten. Ein sterilisiertes Inokulum besitzt eine groffe Oberfliche.

Inokulum

26. Im Allgemeinen wird Belebtschlamm am Auslass des Belebungsbeckens, oder in der Nahe des Auslasses des
Beckens, einer ordnungsgemif$ betriebenen Kldranlage entnommen, in der hauptsichlich hdusliche Abwisser
aufbereitet werden. Je nach Zweck des Tests konnen auch sonstige geeignete Typen von Belebtschlamm oder
Belebtschlamm sonstiger Herkunft (z. B. im Labor geziichteter Schlamm) mit geeigneten Konzentrationen an
suspendierten Stoffen (2-4 g/l) verwendet werden. Schlimme aus unterschiedlichen Behandlungsanlagen
konnten jedoch unterschiedliche Eigenschaften aufweisen und unterschiedlich empfindlich sein.

27. Der Schlamm kann wie entnommen verwendet werden; grobe Teilchen sind jedoch durch kurzzeitiges
Absetzen (etwa 5-15 Minuten) und Dekantieren der oberen Schicht der feineren Feststoffe oder durch Sieben
(z. B. mit einer Maschenweite von 1 mm? abzutrennen. Alternativ kann der Schlamm in einem Mischer
mindestens etwa 15 Sekunden homogenisiert werden; dabei sind jedoch die Scherkrifte und die Temperatur-
anderung zu beachten, die bei lingerer Mischdauer auftreten konnen.
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28. Hiufig muss der Schlamm gewaschen werden (z. B. bei geringer endogener Respirationsrate). Zunichst ist der
Schlamm zu zentrifugieren, bis ein klarer Uberstand entsteht und sich aus den Feststoffen des Abwassers ein
Pellet bildet (z. B. nach 10 Minuten mit etwa 10 000 m/s?). Die iiberstehende Fliissigkeit wird entfernt und der
Schlamm in chlorfreiem Leitungswasser unter Schiitteln resuspendiert; anschlieend ist das Waschwasser durch
Zentrifugieren abzutrennen und ebenfalls zu entfernen. Erforderlichenfalls ist der Wasch- und Zentrifu-
giervorgang zu wiederholen. Die Trockenmasse eines bekannten Volumens des resuspendierten Schlamms wird
ermittelt, und der Schlamm wird unter Abtrennen der Fliissigkeit konzentriert oder in chlorfreiem
Leitungswasser weiter verdiinnt, bis er die erforderliche Feststoffkonzentration von 3 g/l aufweist. Der
Belebtschlamm ist bei der Testtemperatur kontinuierlich zu beliiften (z. B. mit 2 1/Minute) und mdglichst am
Tag der Entnahme zu verwenden. Wenn dies nicht moglich ist, muss dem Schlamm das synthetische Abwasser
(50 ml synthetisches Abwasser/l Belebtschlamm) zwei weitere Tage lang tiglich zugefihrt werden.
Anschliefend wird der Schlamm fiir die Priifung verwendet, und die Ergebnisse sind als giiltig anzunehmen,
sofern keine signifikante Anderung der Aktivitit des Schlamms zu verzeichnen ist; dies ist anhand der
endogenen heterotrophen Respirationsrate und der Respirationsrate durch Nitrifikation zu beurteilen.

29. Schwierigkeiten konnen sich ergeben, wenn es bei der Inkubation zu derartiger Schaumbildung kommt, dass
der Schaum und die mit dem Schaum verbundenen Feststoffe des Schlamms aus den Beliiftungsgefiffen
herausgedriickt werden. Gelegentlich ist ein Schiumen einfach auf das Vorhandensein des synthetischen
Abwassers zuriickzufithren, aber wenn die Priifchemikalie aus einem Tensid besteht oder ein Tensid enthalt, ist
mit Schaumbildung zu rechnen. Der Verlust von Schlamm-Feststoffen aus den Priifmischungen hat eine
kiinstliche Reduzierung der Respirationsrate zur Folge, die filschlicherweise als Ergebnis einer Hemmung
ausgelegt werden konnte. Aulerdem bewirkt die Beliiftung der Tensidlosung eine Konzentration der Tenside in
der Schaumschicht; der Verlust des Schaums aus dem Priifsystem reduziert die Expositionskonzentrationen. Die
Schaumbildung kann durch einfache mechanische Methoden (z. B. durch gelegentliches manuelles Rithren mit
einem Glasstab) oder durch Zugabe eines tensidfreien Silikon-Antischaummittels und/oder durch Beliiftung mit
einem Schiittelkolben kontrolliert werden. Wenn das Problem auf das Vorhandensein des synthetischen
Abwassers zuriickzufithren ist, muss die Zusammensetzung des Abwassers gedndert werden, indem ein
Antischaum-Reagenz zugesetzt wird (z. B. 50 pl/l). Ist die Schaumbildung auf die Priifchemikalie
zuriickzufithren, muss die fiir eine Reduzierung der Schaumbildung erforderliche Menge bei der maximalen
Priifkonzentration ermittelt werden; anschlieBend sind alle Priifgefifie in identischer Weise zu behandeln
(einschlielich der Priifgefife wie Blindkontrollen und Referenzgefiffe ohne Schaum). Wenn Antischaummittel
verwendet werden, darf es nicht zu Wechselwirkungen mit dem Inokulum und/oder mit der Priifchemikalie
kommen.

PRUFVERFAHREN

30. Die Hemmung kann fur drei Arten von Sauerstoffverbrauch bestimmt werden: den Gesamtverbrauch, den
heterotrophen Sauerstoffverbrauch und den Verbrauch durch Nitrifikation. Im Allgemeinen ist die Messung der
Hemmung des Gesamtsauerstoftverbrauchs ausreichend. Die Auswirkungen auf den heterotrophen Sauerstoft-
verbrauch durch die Oxidation organischen Kohlenstoffs einerseits und auf die Ammoniumoxidation
andererseits misssen aber bestimmt werden, wenn fiir eine bestimmte Chemikalie eine getrennte Bewertung
dieser beiden Endpunkte erforderlich ist oder wenn (optional) atypische Dosis-Wirkungs-Kurven der Hemmung
des Gesamtsauerstoffverbrauchs erklirt werden sollen.

Priifbedingungen

31. Die Priifung ist bei einer Temperatur von 20 + 2 °C vorzunehmen.

Priifmischungen

32. Prifmischungen (F; wie in Tabelle 1), die Wasser, synthetisches Abwasser und die Priifchemikalie enthalten, sind
mit verschiedenen nominalen Konzentrationen der Priifchemikalie herzustellen (siche Tabelle 1 fiir Beispiele
von Volumina der Bestandteile). Erforderlichenfalls ist der pH-Wert auf 7,5 * 0,5 einzustellen; die Mischungen
werden mit Wasser verdiinnt, und anschlieBend wird das Inokulum hinzugegeben, um in den Gefiflen gleiche
Endvolumina herzustellen und mit der Beliiftung beginnen zu kénnen.

Referenzmischungen

33. Diese Mischungen (F;) sind mit der Referenzchemikalie (z. B. mit 3,5-Dichlorphenol) anstelle der
Priiffchemikalie auf die gleiche Weise herzustellen wie die Priifmischungen.
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Blindkontrollen

34. Bei Tests, bei denen die Priifgefife nacheinander in regelmidfigen Abstinden vorbereitet werden, sind zu
Beginn und am Ende der Expositionsdauer Blindkontrollen (F;) vorzunehmen. Wenn Priifungen mit Geriten
vorgenommen werden, die gleichzeitige Messungen des Sauerstoffverbrauchs zulassen, sind fiir jede Gruppe
gleichzeitiger Analysen mindestens zwei Blindkontrollen einzubeziehen. Blindkontrollen enthalten jeweils
gleiche Volumina des Belebtschlamms und des synthetischen Mediums, jedoch weder die Priifchemikalie noch
die Referenzchemikalie. Sie sind mit Wasser auf das gleiche Volumen wie die Priif- und die Referenzmischungen
zu verdiinnen.

Abiotische Kontrolle

35. Wenn erforderlich (beispielsweise wenn von einer Prifchemikalie bekannt oder anzunehmen ist, dass sie stark
reduzierende Eigenschaften hat), muss ein Gemisch F, hergestellt werden, um den abiotischen Sauerstoft-
verbrauch zu messen. Das Gemisch muss die gleichen Mengen der Priifchemikalie und des synthetischen
Abwassers enthalten und das gleiche Volumen wie die Priifmischungen haben, darf aber keinen Belebtschlamm
enthalten.

Allgemeines Verfahren und Messungen

36. Prifmischungen, Referenzmischungen, die Blindkontrollen und die abiotischen Kontrollen werden bei der
Testtemperatur inkubiert und zwangsbeliiftet (0,5 bis 1 1/min), um die Konzentration des gelosten Sauerstoffs
tber 60-70 % zu halten und die Suspendierung der Schlammflocken aufrechtzuerhalten. Um die
Schlammflocken in Suspension zu halten, miissen die Kulturen zudem geriihrt werden. Die Inkubation gilt als
begonnen, wenn das Belebtschlamm-Inokulum mit den anderen Bestandteilen des endgiiltigen Gemischs in
Kontakt kommt. Am Ende der Inkubation werden die Proben nach Ablauf der vorgesehenen Expositionsdauer
von gewohnlich drei Stunden entnommen, um in einer fur diesen Zweck entwickelten Zelle (Abbildung 2 in
Anlage 3) oder in einer vollstindig gefillten BSB-Flasche die Geschwindigkeit der Abnahme der Konzentration
des gelosten Sauerstoffs zu messen. Auf welche Weise die Inkubationen beginnen, hingt auch von der
Kapazitit der Ausriistung ab, mit der die Sauerstoffverbrauchsraten gemessen werden. Wenn die Ausriistung
beispielsweise nur eine einzelne Sauerstoffsonde enthilt, werden die Messungen getrennt vorgenommen. In
diesem Fall werden die fur die Priifung in synthetischem Abwasser benotigten Mischungen ohne Zugabe des
Inokulums hergestellt, und die jeweils benotigten Anteile Schlamm werden in alle Gefifle der jeweiligen Reihe
gegeben. Die Inkubation der Proben wird nacheinander in angemessenen Intervallen (z. B. 10 bis 15 Minuten)
gestartet. Das Messsystem kann auch mehrere Sonden enthalten, was die Durchfithrung mehrerer gleichzeitiger
Messungen erleichtert; in diesem Fall kann das Inokulum den Gefiffen der betreffenden Gruppen gleichzeitig
hinzugegeben werden.

37. Die Belebtschlamm-Konzentration liegt bei allen Priif-, Referenz- und Blindmischungen (nicht aber bei der
abiotischen Kontrolle) bei nominal 1,5 g/l suspendierte Feststoffe. Der Sauerstoffverbrauch ist nach
dreistiindiger Exposition zu messen. Gegebenenfalls sind zusitzliche Messungen nach 30-miniitiger Exposition
vorzunehmen, wie unter Nummer 5 beschrieben.

Nitrifikationspotenzial des Schlamms

38. Um festzustellen, ob der Schlamm nitrifiziert und in welchem Mafl diese Nitrifikation gegebenenfalls erfolgt,
werden Mischungen (F,) wie die Mischungen fur die Blindkontrollen und die zusitzlichen Kontrollen® (Fy)
hergestellt, die jedoch auferdem N-Allylthioharnstoff in einer Konzentration von 11,6 mg/l enthalten. Die
Mischungen sind zu beliiften und 3 Stunden bei 20 + 2 °C zu inkubieren. AnschlieSend wird der Sauerstoft-
verbrauch gemessen, und die Sauerstoffverbrauchsrate durch Nitrifikation wird berechnet.

Priifprotokolle
Vorversuch

39. Erforderlichenfalls wird mit einem Vorversuch der Konzentrationsbereich der Priifchemikalie ermittelt, der in
einem definitiven Test zur Bestimmung der Hemmung des Sauerstoftverbrauchs benoétigt wird. Alternativ kann
durch die Tatsache, dass in einem Vorversuch keine Hemmung des Sauerstoffverbrauchs durch die
Priifchemikalie festgestellt wurde, belegt werden, dass ein definitiver Test nicht erforderlich ist. In diesem Fall
sollten drei Proben mit der hochsten gepriiften Konzentration (in der Regel 1 000 mg/l, jedoch abhingig von
den Datenanforderungen) im Vorversuch enthalten sein.
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Tabelle 1

Beispiele fiir Mischungen fiir den Vorversuch

Reagenz Ausgangskonzentration
Stammlosung der Priifchemikalie 10 g/l
Stammlosung des synthetischen Mediums Siehe Nummer 16
Stammlosung mit Belebtschlamm 3 g/l suspendierte Feststoffe
Dosierung in Priifgefifle (%)
Bestandteile von Mischungen

FT] FTZ FT3-5 FB]-Z FA
Stammlosung der Priifchemikalie (ml) 0,5 5 50 0 50
(Nummern 19 bis 21)
Stammlosung des synthetischen Mediums 16 16 16 16 16
(ml)
(Nummer 16)
Belebtschlamm-Suspension (ml) 250 250 250 250 0
(Nummern 26 bis 29)
Wasser 233,5 229 184 234 434
(Nummer 15)
Gesamtvolumen der Mischungen (ml) 500 500 500 500 500

Konzentrationen in der Mischung

Priifsuspension (mg/l) 10 100 1 000 0 1 000
Belebtschlamm
(suspendierte Feststoffe) (mg/l) 1 500 1 500 1 500 1 500 0

() Auf dieselbe Weise ist mit der Referenzchemikalie zu verfahren (Gefifle Fy, ;).

40. Die Priifung ist unter Verwendung von mindestens drei Konzentrationen der Priifchemikalie (z. B. 10 mg/l,
100 mg/l und 1 000 mg/l) und mit einer Blindkontrolle sowie erforderlichenfalls mit mindestens drei
abiotischen Kontrollen mit den hochsten Konzentrationen der Priifchemikalie vorzunehmen (siehe z. B.
Tabelle 1). Im Idealfall hat die niedrigste Konzentration keine Auswirkungen auf den Sauerstoffverbrauch. Die
Sauerstoftverbrauchsrate und gegebenenfalls die Nitrifikationsrate sind zu berechnen; anschliefend wird die
prozentuale Hemmung berechnet. Je nach Zweck der Priffung ist es auch moglich, nur die Toxizitit einer
Grenzkonzentration (z. B. 1 000 mg/l) zu bestimmen. Wenn bei diesen Konzentrationen keine statistisch
signifikante toxische Wirkung auftritt, brauchen keine weiteren Priifungen mit hoheren oder niedrigeren
Konzentrationen mehr vorgenommen zu werden. Schlecht wasserlosliche Stoffe, Mischungen mit Bestandteilen
mit unterschiedlicher Wasserloslichkeit und adsorptive Stoffe sind direkt in die Priifgefifie einzuwiegen. In
diesem Fall ist das fiir die Stammldsung mit dem Priifstoff vorgesehene Volumen durch Verdiinnungswasser zu
ersetzen.

Definitiver Test
Hemmung des Gesamtsauerstoffverbrauchs

41. Die Prifung wird mit einer Reihe von Konzentrationen durchgefithrt, die im Vorversuch ermittelt wurden. Um
sowohl eine NOEC als auch einen EC-Wert (z. B. EC,;) zu erhalten, sind meist sechs Kontrollen und fiinf
Priifkonzentrationen in einer geometrischen Reihe mit je funf Replikaten zu empfehlen. Die abiotische
Kontrolle braucht nicht wiederholt zu werden, wenn im Vorversuch kein Sauerstoffverbrauch festgestellt wurde;
wenn jedoch ein signifikanter Sauerstoffverbrauch zu verzeichnen ist, sind fiir jede Konzentration der
Priifchemikalie abiotische Kontrollen einzubezichen. Die Empfindlichkeit des Schlamms ist mithilfe der
Referenzchemikalie 3,5-Dichlorphenol zu priifen. Da diese Empfindlichkeit erfahrungsgemafl schwankt, muss
sie bei jeder Testreihe gepriift werden. In jedem Fall werden nach drei Stunden sowie erforderlichenfalls
zusitzlich bereits nach 30 Minuten Proben aus den Priifgefiffen entnommen, um den Sauerstoffverbrauch in
der Zelle mit der Sauerstoffelektrode zu messen. Aus den erfassten Daten werden die spezifischen
Respirationsraten der Kontroll- und der Priifmischungen berechnet. Die prozentuale Hemmung ist mit der
nachstehenden Gleichung 7 zu ermitteln.
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Unterscheidung zwischen der Hemmung der heterotrophen Respiration und der
Nitrifikation

42. Die Verwendung des spezifischen Nitrifikationshemmers ATU ermoglicht die unmittelbare Beurteilung der
hemmenden Wirkung von Priifchemikalien auf die heterotrophe Oxidation. Die Auswirkungen auf die Nitrifika-
tionsrate konnen durch Subtraktion der Sauerstoffverbrauchsrate mit ATU von der Gesamtverbrauchsrate (ohne
ATU) berechnet werden. Zwei Reihen von Reaktionsmischungen sind nach den Priifprotokollen zur Ermittlung
des EC -Wertes bzw. der NOEC herzustellen, wie unter Nummer 41 beschrieben; aufferdem ist jedem Gemisch
in einer der beiden Reihen ATU in einer Endkonzentration von 11,6 mg/l zuzugeben. (Von dieser
Konzentration ist belegt, dass die Nitrifikation in Schlamm mit Konzentrationen suspendierter Feststoffe von
bis zu 3 000 mg/l vollstindig gehemmt wird (4).) Am Ende des Expositionszeitraums werden die Sauerstoffver-
brauchsraten gemessen; diese direkten Werte geben nur Aufschluss iiber die heterotrophe Respiration. Die
Differenz zwischen diesen Werten und den entsprechenden Gesamtrespirationsraten entspricht der
Nitrifikation. Anschliefend werden die unterschiedlichen Grade der Hemmung berechnet.

Messungen

43. Nach den jeweiligen Expositionszeiten wird eine Probe aus dem ersten Beliiftungsgefifs in die Zelle mit der
Sauerstoffelektrode gegeben (siche Abb. 1 in Anlage 2) und umgehend die Konzentration des geldsten
Sauerstoffs gemessen. Wenn ein System mit mehreren Elektroden verfiigbar ist, konnen die Messungen
gleichzeitig vorgenommen werden. Das Rithren (mit einem beschichteten Magnetrithrstabchen) erfolgt mit der
gleichen Geschwindigkeit wie beim Kalibrieren der Elektrode. Dadurch wird sichergestellt, dass die Sonde mit
minimaler Verzdgerung auf Anderungen der Sauerstoffkonzentrationen reagiert und dass im Messgefifl
regelmifiige und reproduzierbare Sauerstoffmessungen vorgenommen werden kénnen. In der Regel ist das
selbstrithrende Sondensystem einiger Sauerstoffelektroden ausreichend. Zwischen den Messungen ist die Zelle
mit Wasser zu spiilen. Alternativ kann die Probe auch in eine BSB-Flasche (Abb. 2 in Anlage 3) mit einem
Magnetrithrer gegeben werden. Anschlieend ist eine Sauerstoffsonde mit Dichttiille in den Hals des Gefifes
einzufithren und der Magnetrithrer zu starten. In beiden Fillen wird die Konzentration des gelosten Sauerstoffs
tiber einen Zeitraum von gewohnlich 5 bis 10 Minuten bzw. bis zum Absinken der Sauerstoffkonzentration auf
weniger als 2 mg/l kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet. Danach wird die Elektrode herausgenommen
und das Gemisch wieder in das Beliiftungsgefafs gegeben; die Mischung ist weiter zu beliiften und zu rithren,
wenn eine Messung nach lingeren Expositionszeiten erforderlich ist.

Uberpriifung der Konzentration der Priifchemikalie

44, Fir bestimmte Zwecke muss unter Umstinden die Konzentration der Priifchemikalie in den Priifgefilen
gemessen werden. Bei der Verwendung von Stammldsungen mit

— schlecht wasserldslichen Stoffen,
— Gemischen mit Bestandteilen mit unterschiedlicher Wasserloslichkeit oder

— Stoffen mit guter Wasserloslichkeit, deren Konzentration in der Stammlosung jedoch an der Grenze zur
maximalen Wasserloslichkeit liegt,

ist die geloste Fraktion nicht bekannt, und die tatsichliche Konzentration der in die Priifgefife iiberfiihrten
Priifchemikalie ist demnach unbekannt. Um die Exposition zu beschreiben, miissen die Konzentrationen der
Priifchemikalie in den Priifgefifien analysiert werden. Zur Vereinfachung des Verfahrens sollte diese Analyse vor
Zugabe des Inokulums erfolgen. Da ausschlieflich gelste Fraktionen in die Priifgefiffe gegeben werden, konnen
die gemessenen Konzentrationen sehr gering sein.

45. Um zeitaufwendige und teure Analysen zu vermeiden, sollte die Priifchemikalie einfach direkt in die Priifgefifie
eingewogen und bei den anschliefenden Berechnungen die anfinglich gewogene nominale Konzentration
zugrunde gelegt werden. Eine Unterscheidung zwischen geloster, nicht geloster und adsorbierter Fraktion der
Priifchemikalie braucht nicht vorgenommen zu werden, da alle diese Fraktionen auch unter realen Bedingungen
in Kldranlagen auftreten und je nach Zusammensetzung des Abwassers sehr unterschiedlich sein konnen. Ziel
der Priifmethode ist die realistische Abschitzung einer nicht hemmenden Konzentration; die Methode ist nicht
geeignet, um im Einzelnen zu untersuchen, welche Fraktionen zur Hemmung der Mikroorganismen im
Belebtschlamm beitragen. Auch adsorptive Stoffe sind direkt in die PriifgefifSe einzuwiegen; um Verluste durch
Adsorption zu minimieren, werden die Gefife silanisiert.
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DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Berechnung der Sauerstoffverbrauchsraten

46. Die Sauerstoffverbrauchsraten sind aus dem Mittelwert der gemessenen Werte zu berechnen — z. B. aus dem
linearen Abschnitt der Kurven der Sauerstoffkonzentration in Abhdngigkeit von der Zeit. Die Berechnungen
werden auf Sauerstoffkonzentrationen von 2,0 mg/l bis 7,0 mg/l beschrinkt, da hohere und niedrigere
Konzentrationen selbst Auswirkungen auf die Sauerstoffverbrauchsraten haben konnten. Die Beriicksichtigung
von Konzentrationsbereichen ober- oder unterhalb dieser Werte ist manchmal nicht zu vermeiden und
erforderlich, wenn die Respiration stark beeintrachtigt und entsprechend gering ist oder wenn bei einem
bestimmten Belebtschlamm eine sehr hohe Respiration zu verzeichnen ist. Dies ist annehmbar, wenn die
betreffenden Bereiche der Verbrauchskurve gerade verlaufen und wenn sich ihre Steigung unter- bzw. oberhalb
der O,-Grenzwerte 2,0 mg[l oder 7,0 mg/l nicht dndert. Gekriimmte Kurvenabschnitte sind ein Beleg dafiir,
dass sich das Messsystem noch stabilisiert oder dass sich die Verbrauchsrate dndert. Die Sauerstoffver-
brauchsrate darf nicht anhand dieser Abschnitte berechnet werden. Die Sauerstoffverbrauchsrate ist in
Milligramm pro Liter und Stunde (mg/lh) oder in Milligramm pro Gramm getrockneter Schlamm und Stunde
(mg/gh) anzugeben. Die Sauerstoffverbrauchsrate R, in mg/lh, kann nach der Gleichung 1 berechnet oder
interpoliert werden ausgehend vom linearen Abschnitt der Kurve des aufgezeichneten Sauerstoffriickgangs:

R=(Q,-Q)Ax60 (1)

Dabei sind:

Q, = Sauerstoffkonzentration am Anfang des ausgewéhlten Abschnitts der linearen Phase (mg/l);
Q, = Sauerstoftkonzentration am Ende des ausgewihlten Abschnitts der linearen Phase (mg/l);
A, = Zecitabstand zwischen diesen beiden Messungen (min.).

47. Die spezifische Respirationsrate (R) wird als die Menge an Sauerstoff ausgedriickt, die pro Gramm
Trockenmasse des Schlamms und pro Stunde (mg/gh) verbraucht wird; sie ist mit Gleichung 2 zu berechnen:

Dabei ist SS die Konzentration der suspendierten Feststoffe im Priifgemisch (g/l).

48. Die verschiedenen kombinierbaren Indizes von R sind:

S = spezifische Rate

T = Gesamtrespirationsrate

N = auf Nitrifikationsrespiration zuriickzufithrende Rate
H = auf heterotrophe Respiration zuriickzufiihrende Rate
A = auf abiotische Prozesse zuriickzufithrende Rate

B = auf Blindkontrollen basierende Rate (Mittelwert)

Berechnung der Sauerstoffverbrauchsrate aufgrund von Nitrifikation

49. Die Beziehung zwischen der Gesamtrespiration (R,), der Nitrifikationsrespiration (Ry) und der heterotrophen
Respiration (R, wird mit Gleichung 3 beschrieben:
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Dabei sind:

Ry = Sauerstoffverbrauchsrate aufgrund von Nitrifikation (mg/lh);

R, = gemessene Rate des Sauerstoffverbrauchs der Blindkontrolle (ohne ATU; F) (mg/lh).
R, = gemessene Rate des Sauerstoffverbrauchs der Blindkontrolle mit ATU (F) (mg/lh).

50. Diese Bezichung gilt fur Blindwerte Ry, Ry Ryy), abiotische Kontrollen (Ry,, R;,, R,,) und Assays mit
Priifchemikalien Ry, Ry, Ryy) (mg/gh). Spezifische Respirationsraten werden wie folgt berechnet:

51. Wenn Ry in einem Vorversuch nicht signifikant ist (z. B. < 5 % der R; bei Blindkontrollen), kann davon
ausgegangen werden, dass der heterotrophe Sauerstoffverbrauch dem Gesamtverbrauch entspricht und dass
keine Nitrifikation stattfindet. Wenn in den Prirfungen die Auswirkungen auf heterotrophe und nitrifizierende
Mikroorganismen beriicksichtigt werden sollen, wird Belebtschlamm anderer Herkunft benotigt. Der definitive
Test ist durchzufithren, wenn bei unterschiedlichen Konzentrationen der Priifchemikalie Anzeichen fiir eine
Hemmung des Sauerstoffverbrauchs festgestellt werden.

Berechnung der prozentualen Hemmung

52. Die prozentuale Hemmung des Gesamtsauerstoffverbrauchs, I, bei den einzelnen Konzentrationen der
Priifchemikalie wird mit Gleichung 7 ermittelt:

IT = [1 - (RT - RTA)/RTB] x 100 % (7)

53. Analog dazu wird die prozentuale Hemmung des heterotrophen Sauerstoffverbrauchs, I, bei den einzelnen
Konzentrationen der Priifchemikalie mit Gleichung 8 ermittelt:

IH = [1 - (RH - RHA)/RHB] x 100 % (8)

54. Die Hemmung des Sauerstoffverbrauchs durch Nitrifikation, I, wird fiir die einzelnen Konzentrationen

schlieflich mit Gleichung 9 berechnet:

N?

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

55. Die prozentuale Hemmung des Sauerstoffverbrauchs ist bezogen auf den Logarithmus der Konzentration der
Priifchemikalie grafisch darzustellen (Hemmkurve siehe Abb. 3 in Anlage 4). Die Hemmkurven werden fiir jede
Beluiftungsperiode von jeweils 3 Stunden bzw. zusdtzlich nach 30 Minuten grafisch dargestellt. Anschlieffend ist
aus der Grafik die Konzentration der Priifchemikalie zu berechnen oder zu interpolieren, bei der der Sauerstoff-
verbrauch um 50 % gehemmt wird (EC,,). Wenn geeignete Daten verfiigbar sind, konnen die 95- %-Konfidenz-
intervalle der EC,, Werte, die Steigung der Kurve und geeignete Werte fiir den Beginn der Hemmung (z. B. EC,,
oder EC,,) sowie das Ende des Inhibitionsbereichs (etwa EC,, oder EC,) berechnet oder interpoliert werden.

56. Angesichts der hiufig beobachteten Variabilitit der Ergebnisse kann es in vielen Fillen ausreichen, die
Ergebnisse zusitzlich nach der Groenordnung anzugeben, z. B.:

EC,, <1 mgfl
EC,, 1 mg/l bis 10 mg/l
EC,, 10 mg/l bis 100 mg/l

EC,, > 100 mg/l



1.3.2016 Amtsblatt der Europdischen Union L 54/47

Interpretation der Ergebnisse

EC

X

57. EC_-Werte einschlieflich der entsprechenden oberen und unteren 95- %-Konfidenzgrenzen fiir die einzelnen
Parameter werden mit geeigneten statistischen Methoden berechnet (z. B. Probit-Analysen, Logit- oder Weibull-
Modell, Trimmed Spearman-Karber-Methode oder einfache Interpolation) (11). Ein EC-Wert wird ermittelt,
indem der x % des Mittelwerts der Kontrollen entsprechende Wert in die gefundene Gleichung eingesetzt wird.
Um den EC,;-Wert oder einen sonstigen EC -Wert zu ermitteln, sind die Mittelwerte der Vorbehandlung (x)
einer Regressionsanalyse zu unterzichen.

Schatzung der NOEC

58. Wenn mit einer statistischen Analyse die NOEC bestimmt werden soll, werden Statistiken fiir die einzelnen
Gefifle benotigt. (Die Gefile werden jeweils als Replikate betrachtet.) Es sind geeignete statistische Methoden
anzuwenden; mafgeblich ist das OECD-Dokument ,Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity
Data: a Guidance to Application (11). Im Allgemeinen werden schidliche Wirkungen der Priifchemikalie im
Vergleich mit der Kontrolle einer einseitigen (kleineren) Hypothesenpriifung mit p < 0,05 unterzogen.

Priifbericht

59. Das Priifprotokoll enthilt die folgenden Informationen:
Priifchemikalie:
— allgemeine Bezeichnung, chemische Bezeichnung, CAS-Nummer, Reinheit;

— physikalisch-chemische Eigenschaften der Priifchemikalie (z. B. log K , Wasserloslichkeit, Dampfdruck,
Henry-Konstante (H) und mégliche Informationen zum Verbleib der Priifchemikalie (z. B. Adsorption an
den Belebtschlamm));

Priifsystem

— Herkunft, Betriebsbedingungen der Kldranlage und eingeleitete Abwisser, Konzentration, Vorbehandlung
und Versorgung des Belebtschlamms;

Priifbedingungen

— Testtemperatur, pH-Wert wihrend der Priffung und Dauer der Expositionsphase(n);
Ergebnisse

— Spezifischer Sauerstoffverbrauch der Kontrollen (mg O,/(g Schlamm x h);

— alle gemessenen Daten, die Hemmungskurve(n) und die Methode zur Berechnung von EC,;

— EC,, und nach Moglichkeit die 95- %-Konfidenzgrenzen sowie moglichst EC,, und EC,,; wenn mdglich, die
NOEC und die angewandten statistischen Methoden, wenn EC;, nicht bestimmt werden kann;

— Ergebnisse fir die Gesamthemmung sowie gegebenenfalls fiir die Hemmung der heterotrophen und der
Nitrifikationsrespiration;

— der abiotische Sauerstoffverbrauch der physikalisch-chemischen Kontrolle (soweit verwendet);
— Bezeichnung der Referenzchemikalie und Ergebnisse mit dieser Chemikalie;

— samtliche Beobachtungen und Abweichungen vom Standardverfahren, die Einfluss auf die Ergebnisse
gehabt haben konnten.
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Anlage 1

Begriffsbestimmungen

Bei dieser Priifmethode werden die folgenden Begriffsbestimmungen zugrunde gelegt:

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.

EC, (Konzentration mit einer Wirkung von x %): Konzentration, bei der innerhalb einer bestimmten
Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle eine Wirkung von x % auf die Testorganismen zu verzeichnen ist. Der
EC,,-Wert beispielsweise ist die Konzentration, bei der bei 50 % einer exponierten Population wihrend einer
bestimmten Expositionsdauer von einer Wirkung auf einen Endpunkt der Priifung ausgegangen wird.

NOEC (hochste gepriifte Konzentration ohne beobachtete Wirkung): Die Konzentration der Priifchemikalie,
bei der keine Wirkung beobachtet wird. Bei diesem Test hat die der NOEC entsprechende Konzentration innerhalb
einer bestimmten Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle keine statistisch signifikante Wirkung (p < 0,05).

Priifchemikalie: ein beliebiger Stoff oder eine Mischung, der bzw. die nach dieser Methode gepriift wird.
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Anlage 2
Abb. 1 Messgerite (Beispiele)
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Anlage 3
Abb. 2 Messgerit (Beispiel) mit einer BSB-Flasche
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Anlage 4

Abb. 3 Hemmkurven (Beispiel)
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(5) Kapitel C.26 erhalt folgende Fassung:

,C.26 LEMNA SP. — WACHSTUMSINHIBITIONSTEST
EINLEITUNG

1. Diese Prifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 221 (2006). Sie dient zur Beurteilung der Toxizitit
von Chemikalien bei Stiwasserpflanzen der Gattung Lemna (Wasserlinse). Die Methode beruht auf bestehenden
Methoden (1)(2)(3)(4)(5)(6), sicht aber Anderungen der entsprechenden Methoden vor, die neueren Forschungs-
ergebnissen und Anhoérungen beziiglich einer Reihe wesentlicher Aspekte Rechnung tragen. Die Priifmethode
wurde in einem internationalen Ringversuch validiert (7).
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2. Die Prifmethode beschreibt Toxizitdtstests mit Lemna gibba und Lemna minor, die beide umfassend untersucht
wurden und Gegenstand der genannten Standards waren. Die Taxonomie von Lemna spp. ist schwierig;
problematisch sind die zahlreichen Phdnotypen. Lemna konnen zwar genetisch bedingt unterschiedlich auf
Giftstoffe reagieren, doch es liegen noch keine ausreichenden Daten zu den Ursachen fiir diese Variabilitit vor,
um einen speziellen Klon zur Verwendung bei dieser Priifmethode empfehlen zu konnen. Es wird darauf
hingewiesen, dass der Test nicht axenisch durchgefilhrt wird; in verschiedenen Stadien wahrend der
Durchfithrung des Tests wird jedoch mit geeigneten Mafnahmen versucht, Verunreinigungen durch andere
Organismen auf ein Minimum zu begrenzen.

3.  Die Durchfithrung von Tests sowohl mit Erneuerung der Testlosung (semistatische Tests und Durchflusstests)
als auch ohne Erneuerung der Testlosung (statische Tests) wird detailliert beschrieben. Abhingig von den
Zielsetzungen der Tests sowie von rechtlichen Anforderungen wird empfohlen, den Einsatz von semistatischen
Methoden sowie von Durchflussmethoden zu priifen (z. B. fiir Stoffe, die durch Verfliichtigung, Photoabbau,
Ausfillung oder biologischen Abbau rasch verloren gehen). Weitere Informationen sind Quelle (8) zu
entnehmen.

4. Definitionen der verwendeten Begriffe sind Anlage 1 zu entnehmen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

5. Exponentiell wachsende Pflanzenkulturen der Gattung Lemna werden iiber einen Zeitraum von sieben Tagen als
Monokulturen in unterschiedlichen Konzentrationen der Priifchemikalie kultiviert. Ziel des Tests ist es, die
durch den Stoff bedingten Auswirkungen auf das Pflanzenwachstum wihrend dieses Zeitraums zu
quantifizieren, basierend auf der Auswertung ausgewihlter Messvariablen. Die Frondzahl ist die primére
Messvariable. Auflerdem wird mindestens eine weitere Messvariable (gesamte Frondfliche, Trockenmasse oder
Frischmasse) gemessen, da sich einige Stoffe erheblich stirker auf diese Messvariablen auswirken als auf die
Frondzahlen. Um die stoffabhingigen Auswirkungen zu quantifizieren, wird das Wachstum der Testlosungen
mit dem Wachstum der Kontrolllosungen verglichen, und die Konzentration, die eine spezifizierte
Wachstumshemmung von x % (z. B. 50 %) verursacht, wird bestimmt und als EC, (z. B. EC,,) angegeben.

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

7. Eine weitere Reaktionsvariable bei dieser Priifmethode ist der Zellertrag (Yield); diese Variable kann erforderlich
sein, damit in manchen Lindern bestimmte Rechtsvorschriften erfiillt werden. Die Variable ergibt sich aus den
Messvariablen am Ende der Expositionsdauer abziiglich der Messvariablen bei Beginn der Expositionsdauer. Aus
dem in einer Reihe von Testlosungen ermittelten Zellertrag wird die Konzentration berechnet, bei der sich eine
festgelegte Zellertrag-Hemmung von x % (z. B. 50 %) ergibt; diese Konzentration wird als E C, bezeichnet (z. B.
EyCSO)'

8.  Auflerdem konnen die niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung (LOEC) und die hochste gepriifte
Konzentration ohne beobachtete schidliche Wirkung (NOEC) statistisch bestimmt werden.

INFORMATIONEN ZUR PRUFCHEMIKALIE

9.  Eine Analysemethode mit geeigneter Empfindlichkeit fiir die Quantifizierung des im Priifmedium enthaltenen
Stoffs sollte verfiigbar sein.

10. Zur Festlegung der Testbedingungen hilfreiche Informationen zur Priifchemikalie sind die Strukturformel, die
Reinheit, die Wasserloslichkeit, die Stabilitdt in Wasser, die Lichtbestindigkeit, pK,, K ,, der Dampfdruck und
die biologische Abbaubarkeit. Aus der Wasserloslichkeit und dem Dampfdruck kann die Henry-Konstante
berechnet werden, aus der zu entnehmen ist, ob wihrend der Testdauer erhebliche Verluste der Priifchemikalie
zu erwarten sind. Die Konstante gibt Aufschluss dariiber, ob bestimmte Mafnahmen zur Uberwachung dieser
Verluste durchgefiihrt werden sollten. Wenn Informationen zur Loslichkeit und zur Stabilitit der Priifchemikalie
nicht zuverldssig sind, sollten diese unter den Testbedingungen (Nahrmedium, Temperatur und Beleuchtung)
untersucht werden.
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11. Wenn der Einhaltung des pH-Wertes des Prifmediums besondere Bedeutung zukommt (z. B. beim Testen von
Metallen oder sonstigen hydrolytisch instabilen Chemikalien), wird die Zugabe einer Pufferlosung zum
Nihrmedium empfohlen (siche Nummer 21). Weitere Hinweise zur Priifung von Chemikalien mit physikalisch-
chemischen Merkmalen, welche die Durchfiithrung des Tests erschweren, sind Quelle (8) zu entnehmen.

VALIDITAT DES TESTS

12. Die Tests sind nur valide, wenn die Zeit bis zur Verdopplung der Frondzahl der Kontrolle weniger als 2,5 Tage
(60 h) betrigt, was in etwa einer Erhohung um das Siebenfache in sieben Tagen und einer durchschnittlichen
spezifischen Wachstumsrate von 0,275 d- ! entspricht. Fir die Medien und Testbedingungen gemif§ dieser
Methode kann dieses Kriterium mit dem Prifprotokoll des statischen Tests (5) erfiillt werden. Auflerdem wird
angenommen, dass dieses Kriterium auch bei den Bedingungen des semistatischen Tests und des Durchflusstests
erfiillt wird. Wie die Verdopplungszeit zu berechnen ist, wird unter Nummer 49 beschrieben.

REFERENZCHEMIKALIE

13. Um das Priifverfahren zu testen, konnen Referenzstoffe wie z. B. das im internationalen Ringtest (7) verwendete
3,5-Dichlorphenol gepriift werden. Die Referenzchemikalien sollten mindestens zweimal jahrlich bzw. — wenn
die Tests seltener durchgefiithrt werden — gleichzeitig mit der Bestimmung der Toxizitdt einer Priifchemikalie
getestet werden.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Apparatur

14. Simtliche Gerite, die mit dem Priifmedium in Berithrung kommen, miissen aus Glas oder einem sonstigen
chemisch inerten Material bestehen. Die zur Kultivierung und fir die Tests verwendeten Glasgerite miissen
steril sein und von chemischen Verunreinigungen befreit werden, die in das Priifmedium gelangen kénnten. Die
Priifgefifle miissen so grof sein, dass die Fronds der verschiedenen Kolonien in den Kontrollgefiffen wachsen
konnen, ohne sich am Ende der Testdauer zu iiberlagern. Es ist unerheblich, ob die Wurzeln den Boden der
Priifgefile berithren, in jedem Fall sind jedoch eine Mindesttiefe von 20 mm und ein Mindestvolumen von
100 ml pro Priifgeff§ zu empfehlen. Die Art der PriifgefifSe ist nicht entscheidend, sofern diese Anforderungen
erfullt sind. Bewahrt haben sich Bechergliser, Kristallisierungsschalen und Petrischalen mit geeigneten
Abmessungen. Die Priifgefife werden abgedeckt, um die Verdunstung und zufillige Verunreinigungen zu
minimieren und trotzdem den erforderlichen Luftaustausch zu ermdoglichen. Die Priifgefifle und insbesondere
die verwendeten Abdeckungen diirfen keine Schatten erzeugen und keine Anderungen des Lichtspektrums
bewirken.

15. Kulturen und Prifgefile diirfen nicht zusammen gelagert werden. Daher werden am besten getrennte
Wachstumskammern bzw. getrennte Inkubatoren verwendet oder getrennte Rdume genutzt. Beleuchtung und
Temperatur missen kontrolliert werden konnen, und fiir Beleuchtung und Temperatur miissen gleichbleibende
Werte aufrechterhalten werden konnen (sieche Nummern 35 und 36).

Testorganismus

16. Fir diesen Test wird entweder Lemna gibba oder Lemna minor verwendet. In Anlage 2 sind Kurzbeschreibungen
von in Toxizitdtstests verwendeten Wasserlinsenarten zusammengestellt. Das Pflanzenmaterial kann aus einer
Kultursammlung oder aus einem anderen Labor bezogen oder aus der Natur entnommen werden. Bei
Entnahme aus der Natur sollten die Pflanzen mindestens acht Wochen vor der Verwendung in dem Medium
kultiviert werden, das auch fiir die Tests verwendet wird. Orte in der freien Natur, aus denen die Ausgangs-
kulturen entnommen werden, diirfen keinen offensichtlichen Quellen von Verunreinigungen ausgesetzt sein.
Wenn die Kulturen aus einem anderen Labor oder aus einer Kultursammlung bezogen werden, sollten sie
ebenfalls mindestens drei Wochen unter dhnlichen Bedingungen kultiviert werden. Angegeben werden sollten
auch die Herkunft des Pflanzenmaterials, der Arten und des Klons (wenn bekannt), die fiir die Tests verwendet
werden.

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

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

19. Um den Kultivierungsaufwand zu reduzieren (z. B. wenn iiber einen bestimmten Zeitraum keine Tests mit
Lemna vorgesehen sind), konnen die Kulturen bei verringerter Beleuchtung und niedrigerer Temperatur (4-10 °
C) gelagert werden. Nihere Informationen zur Kultivierung sind Anlage 3 zu entnehmen. Bei offensichtlichen
Anzeichen fiir Verunreinigungen durch Algen oder sonstige Organismen muss eine Oberflichensterilisation
einer Teilprobe der Lemna-Fronds vorgenommen werden und anschlieRend eine Ubertragung in ein frisches
Medium erfolgen (siche Anlage 3). In diesem Fall sollte die verbleibende verunreinigte Kultur verworfen
werden.

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

Priifmedium

21. Fir Lemna minor und Lemna gibba werden jeweils die im Folgenden genannten Medien empfohlen. Wenn
vermutet wird, dass das Medium mit der Priifchemikalie reagieren und die Toxizititswirkung beeinflussen
konnte, ist sorgfiltig zu priifen, ob eine pH-Pufferlosung zum Priifmedium gegeben werden muss (beim L.-
minor-Medium MOPS  (4-Morpholinpropan-Sulfonsiure, CAS-Nr: 1132-61-2) und beim L.-gibba-Medium
NaHCO,). Das Steinberg-Medium (9) ist ebenfalls akzeptabel, wenn die Validitdtskriterien erfiillt werden.

22.  Zur Kultivierung von L. minor und fiir Tests mit L. minor wird eine Modifizierung des SIS-Lemna-Nahrmediums
(SIS = schwedisches Standardmedium) empfohlen. Die Zusammensetzung dieses Mediums ist Anlage 4 zu
entnehmen.

23. Zur Kultivierung von L. gibba und fiir Tests mit L. gibba wird das Nahrmedium 20X — AAP (siche Anlage 4)
empfohlen.

24. Das in Anlage 4 beschriebene Steinberg-Medium ist fiir L. minor ebenfalls geeignet, kann aber auch fiir L. gibba
verwendet werden, wenn die Validitéatskriterien erfallt sind.

Testlosungen

25. Die Testlosungen werden gewohnlich durch Verdiinnung einer Stammldsung hergestellt. Zum Herstellen von
Stammlosungen der Priifchemikalie wird die Chemikalie im Allgemeinen im Nihrmedium geldst.

26. Die hochste getestete Konzentration der Priifchemikalie sollte in der Regel die Wasserloslichkeit der Chemikalie
bei den jeweiligen Testbedingungen nicht iiberschreiten. Allerdings wird darauf hingewiesen, dass Lemna spp.
auf der Oberfliche treiben und Chemikalien ausgesetzt werden konnten, die sich am Ubergang zwischen
Wasser und Umgebungsluft sammeln (z. B. schlecht wasserlosliche oder hydrophobe Chemikalien oder
oberflachenaktive Chemikalien). Unter diesen Umstinden besteht eine Belastung durch nicht in der Losung
enthaltene Materialien, und die Testkonzentrationen konnen je nach den Merkmalen der Priifchemikalie die
Wasserloslichkeit tiberschreiten. Bei Priifchemikalien mit geringerer Wasserloslichkeit muss unter Umstinden
mit einem organischen Losungsmittel oder einem Dispergiermittel eine konzentrierte Stammlosung oder eine
Dispersion der Chemikalie hergestellt werden, damit leichter die exakten Mengen der Priifchemikalie zum
Prifmedium hinzugegeben werden konnen und damit die Dispergierung und die Auflosung der Chemikalie
begiinstigt wird. Die Verwendung dieser Materialien sollte unbedingt vermieden werden. Durch die
Verwendung der Losungsmittel oder Dispergiermittel sollte keine Phytotoxizitdt entstehen. Haufig verwendete
Losungsmittel, die bei Konzentrationen bis zu 100 pl/l keine phototoxische Wirkung haben, sind z. B. Aceton
und Dimethylformamid. Wenn ein Losungsmittel oder ein Dispergiermittel verwendet wird, muss die
Endkonzentration protokolliert und auf ein Minimum (< 100 pl/l) beschrinkt werden; alle behandelten Proben
und die Kontrollproben miissen das Losungsmittel bzw. das Dispergiermittel in derselben Konzentration
enthalten. Weitere Informationen zur Verwendung von Dispergiermitteln sind Quelle (8) zu entnehmen.

Test- und Kontrollgruppen

27. Die vorherige Kenntnis der Toxizitdt der Priifchemikalie fiir Lemna (z. B. aufgrund eines Vorversuchs) erleichtert
die Auswahl geeigneter Testkonzentrationen. Beim definitiven Toxizitdtstest werden in der Regel mindestens
funf Testkonzentrationen in einer geometrischen Reihe angeordnet. Der Abstandsfaktor zwischen den
Testkonzentrationen betrdgt hochstens 3,2; bei flachen Konzentrations-Reaktionskurven kommen jedoch auch
hohere Werte in Betracht. Die Verwendung von weniger als fiinf Konzentrationen muss begriindet werden. Fir
jede Testkonzentration sind mindestens drei Replikate zu verwenden.
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28. Beim Festlegen des Testkonzentrationsbereichs (zur Bereichsermittlung undf/oder fur den definitiven
Toxizitdtstest) sind folgende Punkte zu beriicksichtigen:

— Um ein angemessenes Konfidenzintervall sicherzustellen, miissen bei der Bestimmung eines EC -Wertes die
Testkonzentrationen so gewahlt werden, dass der EC -Wert eingeschlossen ist. Bei der Ermittlung von EC,
beispielsweise muss die hochste Testkonzentration grofer als EC;, sein. Wenn der EC,;-Wert auferhalb des
Testkonzentrationsbereichs liegt, sind die entsprechenden Konfidenzintervalle grof, und das verwendete
statistische Modell ist eventuell nicht geeignet.

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

29. Die Tests beinhalten jeweils Kontrollen, bei denen das gleiche Nahrmedium, die gleiche Anzahl an Fronds und
Kolonien und die gleichen Umgebungsbedingungen wie in den Priifgefiflen gegeben sind und nur die
Priifchemikalie fehlt. Wenn ein zusitzliches Losungsmittel oder Dispergiermittel verwendet wird, muss eine
zusitzliche Kontrolle mit der gleichen Konzentration des Losungsmittel/Dispergiermittel wie in den
Priifansitzen getestet werden. Die Anzahl der Kontrollgefifie zur Durchfithrung von Replikaten (sowie ggf. der
Losungsmittelgefiffe) muss mindestens identisch mit der Anzahl der fiir die verschiedenen Testkonzentrationen
verwendeten Gefifde sein; im Idealfall sollten sogar doppelt so viele Gefile verwendet werden.

30. Wenn die NOEC nicht bestimmt werden muss, kann das Priifprotokoll geindert werden, indem die Anzahl der
Konzentrationen erhoht und die Anzahl der Replikate verringert wird. Allerdings miissen mindestens drei
Kontrollreplikate verwendet werden.

Exposition

31. Kolonien mit zwei bis vier sichtbaren Fronds werden unter keimfreien Bedingungen aus der Impfkultur
tibertragen und zufillig den Priifgefilen zugewiesen. Die Priifgefifle enthalten insgesamt jeweils neun bis zwolf
Fronds. Die Anzahl der Fronds und Kolonien muss in allen PriifgefafSen identisch sein. Erfahrungen mit dieser
Methode sowie Daten aus Ringtests haben gezeigt, dass drei Replikate pro Behandlung, wobei jedes Replikat
anfinglich neun bis zwolf Fronds enthilt, hinreichend sind, um Unterschiede hinsichtlich der Wachstums-
hemmungen in der Gréenordnung von ca. 4 bis 7 % aufgrund der Wachstumsrate (pro Zellertrag 10 bis 15 %
berechnet) zwischen den Behandlungen feststellen zu kénnen (7).

32. Die Priifgefifle miissen randomisiert im Inkubator angeordnet werden, um die Auswirkungen rdumlich
unterschiedlicher Lichtintensititen und Temperaturen zu minimieren. Aufferdem sind die Gefifie blockweise
anzuordnen oder zufillig umzustellen, wenn die Messungen vorgenommen werden (bzw. noch haufiger).

33. Wenn aufgrund eines vorldufigen Stabilitdtstests anzunehmen ist, dass die Priffchemikalienkonzentration nicht
tiber die gesamte Testdauer (7 Tage) aufrechterhalten werden kann (d. h. wenn die gemessene Konzentration
unter 80 % der gemessenen Ausgangskonzentration fillt), wird ein semistatischer Test empfohlen. In diesem
Fall werden die Kolonien wihrend der Testdauer mindestens zweimal (z. B. an den Tagen 3 und 5) in frisch
hergestellte Test- und Kontrolllosungen gegeben. Wie hiufig die Losungen dem frischen Medium ausgesetzt
werden, hidngt von der Stabilitit der Priifchemikalie ab. Bei sehr instabilen oder fliichtigen Chemikalien ist
unter Umstdnden eine hdufigere Exposition erforderlich, um die Konzentrationen annidhernd konstant zu
halten. Unter gewissen Umstdnden kann auch die Durchfihrung eines Durchflusstests erforderlich sein (8)(10).

34. Das Expositionsszenario beim Besprithen wird in dieser Priifmethode nicht beriicksichtigt; diesbeziiglich wird
auf Quelle (11) verwiesen.

Inkubationsbedingungen

35. Durch kontinuierliche fluoreszierende Beleuchtung mit warmem oder Kkaltweilem Licht wird eine
Lichtintensitdt hergestellt, die bei Messung unter photosynthetisch aktiver Strahlung (400-700 nm) an Punkten
jeweils in demselben Abstand von der Lichtquelle wie die Lemna-Fronds bei 85-135 pEm~ 25~ ! liegt
(entsprechend etwa 6 500-10 000 Ix). Abweichungen von der gewdhlten Lichtintensitit dirfen im Testbereich
hochstens £ 15 % betragen. Dabei ist zu beachten, dass die Messwerte von der Methode zur Feststellung und
zur Messung der Lichtintensitit (insbesondere vom Sensortyp) abhidngen. Kugelformige Sensoren (die auf Licht
aus allen Winkeln iiber und unter der Messebene reagieren) sowie ,Kosinus*-Sensoren (die auf Licht aus allen
Winkeln iiber der Messebene ansprechen) sind gegeniiber unidirektionalen Sensoren zu bevorzugen, da diese
Sensoren bei Mehrpunkt-Lichtquellen des hier beschriebenen Typs hohere Messwerte ergeben.
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36. Die Temperatur der Priifgefifie betrigt 24 + 2 °C. Der pH-Wert des Kontrollmediums darf wihrend des Tests
hochstens um 1,5 Einheiten ansteigen. Auch bei Abweichungen von mehr als 1,5 Einheiten sind Testergebnisse
dann nicht ungiiltig, wenn nachgewiesen werden kann, dass die Validititskriterien erfiillt sind. Erhohte Sorgfalt
ist bei der Beurteilung von Verschiebungen des pH-Wertes in Sonderfillen geboten (z. B. beim Testen instabiler
Chemikalien oder beim Testen von Metallen). Weitere Informationen in diesem Zusammenhang sind Quelle (8)
zu entnehmen.

Dauer

37. Der Test wird sieben Tage nach Einsetzen der Pflanzen in die Priifgefiffe beendet.

Messungen und analytische Bestimmungen

38. Bei Beginn des Tests wird die Anzahl der in den Priifgefiflen enthaltenen Fronds ermittelt und protokolliert; zu
zdhlen sind alle herausragenden, deutlich erkennbaren Fronds. Die Anzahl der normal oder anomal
aussehenden Fronds ist bei Beginn des Tests, alle drei Tage wihrend der Expositionsdauer (d. h. binnen des
Zeitraums von sieben Tagen mindestens zweimal) und am Ende des Tests zu bestimmen. Anderungen in der
Entwicklung der Pflanzen (z. B. Anderungen der GréRe oder des Aussehens der Fronds, Anzeichen fiir eine
Nekrose, Chlorose oder Aufwolbungen, das Aufbrechen von Kolonien oder der Verlust der Schwimmfihigkeit
sowie Verinderungen der Wurzellinge oder der sonstigen Beschaffenheit der Wurzeln) sind zu protokollieren.
Wesentliche Merkmale des Priifmediums (z. B. Vorliegen nicht gelosten Materials oder Algenwachstum im
Priifgefifs) werden ebenfalls vermerkt.

39. Erginzend zur Ermittlung der Frondzahl wihrend des Tests sind auch die Auswirkungen der Priifchemikalie auf
eine (oder mehrere) der folgenden Messvariablen zu bewerten:

i) Gesamtflache der Fronds,
ii) Trockenmasse,
iii) Frischmasse.

40. Die Gesamtfliche der Fronds hat den Vorteil, dass sie fir jedes einzelne Priifgefifl und fir jedes einzelne
Kontrollgefifs jeweils bei Beginn des Tests, wahrend der Durchfithrung des Tests und am Ende des Tests
bestimmt werden kann. Die Trockenmasse und die Frischmasse werden bei Beginn des Tests an einer Probe der
Impftkultur ermittelt, die typisch fur das bei Beginn des Tests verwendete Material ist; eine weitere Feststellung
erfolgt am Ende des Tests anhand des Pflanzenmaterials jeweils aus den Priifgefifen und aus den
Kontrollgefiflen. Wenn die Frondfliche nicht gemessen wird, ist eher die Trockenmasse als die Frischmasse zu
ermitteln.

41. Die Gesamtfliche der Fronds, die Trockenmasse und die Frischmasse konnen wie folgt bestimmt werden:

i) Gesamtfliche der Fronds: Die Gesamtfliche der Fronds aller Kolonien kann durch Bildanalyse ermittelt
werden. Eine Silhouette des Priifgefiffes und der Pflanzen kann mit einer Videokamera erfasst werden. Dazu
wird das Gefdf$ auf einen Leuchtkasten gestellt; das dort aufgenommene Bild wird anschlieend digitalisiert.
Durch die Kalibrierung mit flachen Verldufen bekannter Flachen kann dann die Gesamtfliche der Fronds im
Priifgefafs bestimmt werden. Dabei ist darauf zu achten, dass Storungen durch den Rand des PriifgefifSes
ausgeschlossen werden. Ein alternatives, aber aufwendigeres Verfahren besteht darin, Priifgefifle und
Pflanzen zu fotokopieren und die entsprechenden Silhouetten der Kolonien auszuschneiden; anschlieBend
wird die jeweilige Fliche mit einem Blattflichen-Analysator oder mit Millimeterpapier bestimmt. Geeignet
sind unter Umstdnden aber auch andere Verfahren (z. B. die Ermittlung des Papiergewicht-Verhiltnisses
zwischen der Fliche der Kolonie-Silhouette und der Fliche der jeweils zugrunde gelegten Einheit).

ii) Trockenmasse: Alle Kolonien werden aus den Priifgefiflen entnommen und mit destilliertem oder
entionisiertem Wasser gespiilt. Durch anschlieBendes Abloschen wird iiberschiissiges Wasser entfernt;
danach werden die Proben bei 60 °C auf ein konstantes Gewicht getrocknet. Wurzelreste werden
einbezogen. Die Trockenmasse wird mit einer Genauigkeit von mindestens 0,1 mg angegeben.

ili) Frischmasse: Alle Kolonien werden in zuvor gewogene Rohrchen aus Polystyrol (oder einem sonstigen
inerten Material) mit feinen Lochern (1 mm) im gerundeten Boden gesetzt. Anschliefend werden die
Rohrchen bei Raumtemperatur 10 Minuten mit 3 000 Umdrehungen/min. zentrifugiert. Die Rohrchen mit
den nun getrockneten Kolonien werden noch einmal gewogen; danach wird die Frischmasse durch
Subtraktion des Gewichts der leeren Rohrchen bestimmt.

Haufigkeit der Messungen und der analytischen Bestimmungen

42. Bei statischen Tests wird jeweils bei Beginn und am Ende des Tests der pH-Wert der behandelten Losungen
gemessen. Bei semistatischen Tests wird fiir alle Batches der (frischen‘ Testlosung jeweils vor den Erneuerungen
der pH-Wert ermittelt; aufSerdem ist der pH-Wert der ,verbrauchten’ Losungen zu bestimmen.
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43. Die Lichtintensitit wird in der Wachstumskammer, im Inkubator oder im jeweiligen Raum in dem Abstand von
der Lichtquelle gemessen, der auch bei den Lemna-Fronds gegeben ist. Wihrend des Tests wird mindestens eine
Messung vorgenommen. Die Temperatur des Mediums in einem Surrogatgefdf unter den gleichen Bedingungen
wie in der Wachstumskammer bzw. im Inkubator oder im jeweiligen Raum ist mindestens tiglich zu
protokollieren.

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

45. Bei semistatischen Tests, bei denen davon ausgegangen wird, dass die Konzentration der Priifchemikalie nicht
im Bereich von * 20 % der Nominalkonzentration aufrechterhalten werden kann, missen alle frisch
hergestellten Testlosungen sowie alle Losungen jeweils nach der Erneuerung analysiert werden (siche
Nummer 33). Bei Tests, bei denen die gemessene Ausgangskonzentration der Priifchemikalie zwar nicht + 20 %
der Nominalkonzentration betrdgt, fir die aber hinreichend nachgewiesen werden kann, dass die Ausgangskon-
zentrationen wiederholbar und stabil sind (d. h. dass die Konzentrationen im Bereich von 80-120 % der
Ausgangskonzentration liegen), sind chemische Bestimmungen nur bei der hochsten und der niedrigsten
Konzentration erforderlich. In jedem Fall brauchen die Priffchemikalienkonzentrationen fiir alle Testkonzent-
rationen vor der Erneuerung jeweils nur bei einem einzigen Replikat (bzw. bei Gefiffen mit zusammengefassten
Replikaten jeweils bei nur einem Gefaf) erneut bestimmt zu werden.

46. Bei Durchflusstests ist dhnlich zu verfahren, wie bei den semistatischen Tests, d. h. Analysen sind jeweils bei
Beginn des Tests, in der Mitte und am Ende des Tests durchzufiihren; Messungen der ,verbrauchten Losungen
sind jedoch nicht erforderlich. Bei diesem Testtyp wird der Durchfluss des Verdiinnungsmittels und der
Priifchemikalie oder der Priifchemikalien-Stammlosung téglich geprift.

47. Wenn nachgewiesen wird, dass die Konzentration der Priifchemikalie wihrend der gesamten Testdauer
zufriedenstellend in Hohe von + 20 % der Nominalkonzentration oder der gemessenen Ausgangskonzentration
aufrechterhalten werden konnte, konnen die Ergebnisse auch ausgehend von den Nominalwerten bzw. von den
gemessenen Ausgangswerten analysiert werden. Betrdgt die Abweichung von der Nominalkonzentration oder
von der gemessenen Ausgangskonzentration mehr als + 20 %, sollte bei der Analyse der Ergebnisse vom
geometrischen Mittel der Konzentration wihrend der Expositionsdauer oder von Modellen ausgegangen
werden, die den Riickgang der Priifchemikalienkonzentration beschreiben (8).

Limit-Test

48. Unter bestimmten Umstdnden, z. B. wenn ein vorldufiger Test darauf hindeutet, dass die Priifchemikalie bei
Konzentrationen bis zu 100 mg/l bzw. bis zur Loslichkeitsgrenze im Priifmedium (maflgeblich ist die jeweils
niedrigere Konzentration) keine toxische Wirkung hat, kann ein Limit-Test durchgefiihrt werden, in dem die
Reaktionen einer Kontrollgruppe und einer Behandlungsgruppe (100 mg/l bzw. eine mit der Loslichkeitsgrenze
identische Konzentration) verglichen werden. Es wird nachdriicklich empfohlen, diese Tests durch Analysen der
Expositionskonzentration zu verifizieren. Alle oben beschriebenen Testbedingungen und Validititskriterien
beziehen sich auf einen Limit-Test; allerdings sollte die Anzahl der behandelten Replikate mindestens doppelt so
hoch sein. Das Wachstum der Kontrollgruppe und der Behandlungsgruppe kann mit einem statistischen Test
zum Vergleich der Mittelwerte analysiert werden (z. B. mit einem Student-t-Test).

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Verdopplungszeit

49. Um die Dauer bis zur Verdopplung der Frondzahl (T,) zu bestimmen und um sicherzustellen, dass dieses
Validitatskriterium von der Studie erfiillt wird (siche Nummer 12), sind die Daten der Kontrollgefifle in die
folgende Gleichung einzusetzen:

T,=In2/p

Dabei steht p fur die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate, die wie unter den Nummern 54 und 55
beschrieben bestimmt wurde.
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Reaktionsvariablen

50. Mit der Prirfung sollen die Auswirkungen der Priifchemikalie auf das vegetative Wachstum von Lemna bestimmt
werden. Diese Priifmethode beschreibt zwei Reaktionsvariablen, da in unterschiedlichen Rechtsordnungen
unterschiedliche Praferenzen und rechtliche Anforderungen bestehen. Damit die Testergebnisse in allen
Rechtsordnungen anerkannt werden konnen, sind die Auswirkungen mithilfe der beiden im Folgenden
beschriebenen Reaktionsvariablen a und b zu auszuwerten.

a) Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate: Diese Reaktionsvariable wird aufgrund von Verinderungen der
Frondzahlen-Logarithmen sowie ausgehend von den Verdnderungen der Logarithmen sonstiger
Messparameter der Kontrollen und der einzelnen Behandlungsgruppen (gesamte Frondfliche, Trockenmasse
oder Frischmasse) wihrend eines bestimmten Zeitraums (jeweils pro Tag ausgedriickt) berechnet.
Gelegentlich wird diese Wachstumsrate auch als relative Wachstumsrate bezeichnet (12).

b) Zellertrag: Diese Reaktionsvariable wird ausgehend von Anderungen der Frondzahl sowie aufgrund von
Anderungen anderer Messparameter der Kontrollen und der einzelnen Behandlungsgruppen (gesamte
Frondfliche, Trockenmasse oder Frischmasse) bis zum Ende der Testdauer berechnet.

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

52. Toxizitdtsschitzungen miissen auf der Frondzahl sowie auf einer weiteren Messvariablen (gesamte Frondfliche,
Trockenmasse oder Frischmasse) beruhen, da sich manche Chemikalien erheblich stirker auf andere
Messvariablen auswirken konnen als die Frondzahl. Diese Auswirkungen wiirden nicht festgestellt, wenn
ausschlielich die Frondzahl berechnet wiirde.

53. Die Anzahl der Fronds sowie alle sonstigen protokollierten Messvariablen (gesamte Frondflache, Trockenmasse
oder Frischmasse) werden zusammen mit den Konzentrationen der Priifchemikalie fir jede Messung
tabellarisch zusammengestellt. Anschliefende Datenanalysen z. B. zur Schitzung von LOEC-, NOEC- oder EC -
Werten sollten auf den Werten der einzelnen Replikate, nicht aber auf berechneten Mittelwerten der einzelnen
Behandlungsgruppen beruhen.

Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate

54. Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate in einem bestimmten Zeitraum wird als logarithmische
Zunahme der Wachstumsvariablen (d. h. der Frondzahl und einer sonstigen Messvariablen (gesamte
Frondfliche, Trockenmasse oder Frischmasse)) fiur die einzelnen Replikate der Kontrolllosungen und der
behandelten Losungen mit der nachstehenden Formel berechnet:

In (N;) -In (N;)
Bo=—""4

Dabei sind:

— 1 durchschnittliche spezifische Wachstumsrate vom Zeitpunkt i bis zum Zeitpunkt j

— N Messvariable im Priifgefiff bzw. im Kontrollgefiff zum Zeitpunkt i
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— N Messvariable im Priifgefdff bzw. im Kontrollgefal zum Zeitpunkt j

— t Zeitraum vom Zeitpunkt i bis zum Zeitpunkt j

Fir jede Behandlungsgruppe und fiir jede Kontrollgruppe sind die mittlere Wachstumsrate und die
Varianzschitzungen zu berechnen.

55. Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate wird fir die gesamte Testdauer berechnet. (In der
vorstehenden Formel bezeichnet ,i* den Beginn des Tests und der Zeitpunkt ,j* das Ende des Tests.) Fir alle
Konzentrationen der Testlosungen und der Kontrolllosungen sind ein Mittelwert fir die durchschnittliche
spezifische Wachstumsrate zu berechnen und die entsprechenden Varianzschitzungen vorzunehmen.
Auflerdem muss die abschnittsbezogene Wachstumsrate bestimmt werden, um die Auswirkungen der
Priifchemikalie wihrend der Expositionsdauer beurteilen zu konnen (z. B. durch Priifung der logarithmisch
transformierten Wachstumskurven). Erhebliche Unterschiede zwischen der abschnittsbezogenen Wachstumsrate
und der durchschnittlichen Wachstumsrate deuten auf Abweichungen vom konstanten exponentiellen
Wachstum hin und erfordern eine genaue Uberpriifung der Wachstumskurve. In diesem Fall wiirde ein
vorsichtigerer Ansatz in einem Vergleich der spezifischen Wachstumsraten der behandelten Kulturen wihrend
der Dauer der maximalen Hemmung mit den spezifischen Wachstumsraten der Kontrolllosungen im selben
Zeitraum bestehen.

56. Die Hemmung der Wachstumsrate in Prozent (I) kann anschliefend fir jede Testkonzentration
(Behandlungsgruppe) nach der folgenden Formel berechnet werden:

C-uT
%1,:“‘”7(:”)“00

Dabei sind:

— % I: Hemmung der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate in Prozent
— pe Mittelwert fur p in der Kontrollgruppe

— pp Mittelwert fur p in der Behandlungsgruppe

Zellertrag

57. Die Auswirkungen auf den Zellertrag werden ausgehend von zwei Messvariablen, d. h. der Frondzahl und einer
sonstigen Messvariablen (der gesamten Frondfliche, der Trockenmasse oder der Frischmasse) der jeweiligen
Priifgefifle am Anfang und am Ende des Tests bestimmt. Fiir die Trockenmasse und die Frischmasse wird die
Ausgangsbiomasse bezogen auf eine Frond-Probe aus dem betreffenden Batch bestimmt, aus der die Priifgefifse
geimpft wurden (siche Nummer 20). Fiir die Testkonzentrationen und fiir die Kontrolllosungen ist jeweils ein
mittlerer Zellertrag zu berechnen; die Varianzen sind jeweils zu schitzen. Die prozentuale Hemmung des
Zellertrags ( % 1) kann fiir die Behandlungsgruppen wie folgt berechnet werden:

(b — br)
b,

%1, = % 100

Dabei sind:

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

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

Darstellung der Konzentrations-Reaktionskurven

58. Die Konzentrations-Reaktionskurven der mittleren Hemmung der Reaktionsvariablen in Prozent (I, bzw. I,
berechnet gemdff der Anweisung unter Nummer 56 bzw. Nummer 57) bezogen auf die logarithmische
Konzentration der Priifchemikalie werden grafisch dargestellt.
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Schiitzung von EC,

59. Schitzungen der EC -Werte (z. B. ECy;) sollten sowohl auf der mittleren spezifischen Wachstumsrate (E.C,) als
auch auf dem Zellertrag (E,C) beruhen, und beide Werte sollten ihrerseits von der Frondzahl und von einer
weiteren Messvariablen (gesamte Frondfliche, Trockenmasse oder Frischmasse) ausgehen, weil sich manche
Priifchemikalien unterschiedlich auf die Frondzahl und sonstige Messvariablen auswirken. Die gewiinschten
Toxizitdtsparameter bestehen entsprechend aus vier EC -Werten fiir alle berechneten Hemmkonzentrationen x:
EC, (Frondzahl); EC, (gesamte Frondfliche, Trockenmasse oder Frischmasse); EC, (Frondzahl) und EC,
(gesamte Frondfliche, Trockenmasse oder Frischmasse).

Statistische Verfahren

60. Ziel ist die Ermittlung einer quantitativen Konzentrations-Wirkungsbezichung durch Regressionsanalyse. Im
Anschluss an eine linearisierte Transformation der Reaktionsdaten (z. B. in Einheiten nach dem Probit-, Logit-
oder Weibull-Modell) (13) kann eine gewichtete lineare Regression vorgenommen werden; nicht-lineare
Regressionsverfahren, mit denen die unvermeidlichen Unregelmifigkeiten der Daten und Abweichungen von
gleichférmigen Verteilungen besser verarbeitet werden koénnen, werden jedoch bevorzugt. Im Bereich von null
bzw. der vollstindigen Hemmung kénnen diese Unregelmifigkeiten durch die Transformation vergrofert
werden und die Analyse beeintrdchtigen (13). Es wird darauf hingewiesen, dass Standard-Analysemethoden mit
Probit-, Logit- oder Weibull-Transformationen fiir quantale Daten (z. B. Mortalitit oder Uberlebensraten)
vorgesehen sind und zur Verwendung in Verbindung mit Wachstums- oder Zellertragsdaten entsprechend
modifiziert werden miissen. Spezifische Verfahren zur Bestimmung von EC -Werten aus kontinuierlichen Daten
sind den Quellen (14), (15) und (16) zu entnehmen.

61. Fir jede zu analysierende Reaktionsvariable sind aufgrund der Konzentrations-Wirkungsbeziehung EC -Werte
zu ermitteln. Nach Moglichkeit sollten fiir jeden EC-Wert die 95- %-Konfidenzintervalle bestimmt werden. Die
Qualitit der Ubereinstimmung der Reaktionsdaten mit dem Regressionsmodell sollte grafisch oder statistisch
bewertet werden. Die Regressionsanalyse wird mit den Reaktionen der einzelnen Replikate (und nicht mit den
Mittelwerten der Behandlungsgruppe) durchgefiihrt.

62. Schitzwerte fiir EC,, und fir die Konfidenzintervalle konnen auch durch lineare Interpolation mit einem
Bootstrapping-Algorithmus (17) erzielt werden, wenn die verfiigbaren Regressionsmodelle/-methoden fur die
betreffenden Daten nicht geeignet sind.

63. Fir eine Schitzung der LOEC und entsprechend auch der NOEC miissen die Mittelwerte der behandelten
Losungen durch Varianzanalyseverfahren (ANOVA) verglichen werden. Der Mittelwert der einzelnen
Konzentrationen ist dann mit einer geeigneten Methode zur Durchfithrung von Mehrfachvergleichen bzw. zur
Durchfithrung von Trendtests mit dem Mittelwert der Kontrollgruppe zu vergleichen. Dunnett- und Williams-
Tests konnen hilfreich sein (18)(19)(20)(21). Die ANOVA-Annahme der Varianzhomogenitit muss einer
Uberpriifung unterzogen werden. Die entsprechende Bewertung kann anhand einer grafischen Darstellung oder
aufgrund eines formalen Tests vorgenommen werden (22). Geeignet sind Levene- und Bartlett-Tests. Wenn die
Annahme der Varianzhomogenitit nicht erfullt ist, kann gelegentlich eine Korrektur durch logarithmische
Datentransformation erfolgen. Bei auferordentlicher Varianzheterogenitit, die durch Transformation nicht
korrigiert werden kann, sollten Analysen durch Methoden wie z. B. Jonckheere-Trendtests (Stepdown) erwogen
werden. Weitere Hinweise zur Bestimmung von NOEC-Werten sind Quelle (16) zu entnehmen.

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

Abschlussbericht

65. Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:
Priifchemikalie:

— physikalische Beschaffenheit und physikalisch-chemische Eigenschaften einschlieflich der Wasserloslich-
keitsgrenze;

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

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

— verwendetes Testverfahren (statisch, semistatisch oder Durchfluss);
— Datum des Testbeginns und Dauer des Tests;

— Priifmedium;

— Beschreibung des Priifprotokolls: Priifgefiffe und Abdeckungen, Losungsvolumina, Anzahl der Kolonien und
Fronds pro Priifgefil am Anfang des Tests;

— Testkonzentrationen (Nominalkonzentrationen bzw. gemessene Konzentrationen) und Anzahl der Replikate
pro Konzentration;

— Methoden zur Herstellung von Stamm- und Testlosungen einschlieflich der Verwendung von
Losungsmitteln und Dispergiermitteln;

— Temperatur wihrend des Tests;
— Lichtquelle, Lichtintensitit und Homogenitit des Lichts;
— pH-Werte der Priifmedien und der Kontrollmedien;

— Pritfchemikalienkonzentrationen und Analysemethode mit geeigneten Daten zur Qualititsbewertung
(Validierungsstudien, Standardabweichungen oder Konfidenzgrenzen der Analysen);

— Methoden zur Bestimmung der Frondzahl und sonstiger Messvariablen (z. B. Trockenmasse, Frischmasse
oder Frondfliche);

— samtliche Abweichungen von dieser Priifmethode.
Ergebnisse:

— Ausgangsdaten: Anzahl der Fronds und sonstige Messvariablen der einzelnen Priifgefie und der
Kontrollgefif3e jeweils bei einer Beobachtung und Analyse;

— Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Messvariablen;

— Wachstumskurven bei den verschiedenen Konzentrationen (moglichst mit logarithmisch transformierter
Messvariable, siche Nummer 55);

— Verdopplungszeit/Wachstumsrate in der Kontrolllosung bezogen auf die Frondzahl;

— berechnete Reaktionsvariablen fiir alle behandelten Replikate mit Mittelwerten und dem Variationskoef-
fizienten fiir Replikate;

— grafische Darstellung der Beziehung zwischen Konzentration und Wirkung;
— Schitzungen der Endpunkte der Toxizitdt fiir die verschiedenen Reaktionsvariablen (z. B. EC,, EC,, und
EC,,) und entsprechende Konfidenzintervalle; wenn berechnet, sind die LOEC und/oder die NOEC sowie die

zur jeweiligen Berechnung verwendeten statistischen Methoden anzugeben;

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

— jegliche in behandelten Proben festgestellte Wachstumsstimulation;
— alle offensichtlichen Anzeichen einer Phytotoxizitdt sowie Beobachtungen an den Testlosungen;

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

Begriffsbestimmungen

Bei dieser Priifmethode werden die folgenden Begriffsbestimmungen zugrunde gelegt und folgende Abkiirzungen
verwendet:

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

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.
Chlorose: Gelbfirbung des Blattmaterials.

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

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

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

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

Frond: eine separate/einzelne blattartige’ Struktur einer Wasserlinsen-Pflanze; kleinste reproduktionsfihige Einheit
(d. h. einzelner Organismus).

Aufwolbungen: Fronds mit einer Wolbung oder Schwellung.

Wachstum: Zunahme der Messvariablen, z. B. Frondzahl, Trockenmasse, Feuchtmasse oder Frondfliche wihrend
der Testdauer.

Wachstumsrate (durchschnittliche spezifische Wachstumsrate): logarithmische Zunahme der Biomasse wihrend der
Expositionsdauer.

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

Messvariablen: alle Variablentypen, die gemessen werden, um mit mindestens einer Reaktionsvariablen den
Endpunkt des Tests zu beschreiben; Messvariablen bei dieser Methode sind Frondzahl, Frondfliche, Frischmasse und
Trockenmasse.

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

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

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

Reaktionsvariablen: Variablen fiir die geschitzte Toxizitit, abgeleitet aus beliebigen gemessenen Variablen zur
Beschreibung der Biomasse durch verschiedene Berechnungsmethoden; bei dieser Priifmethode sind die
Wachstumsraten und der Zellertrag Reaktionsvariablen, die aus Messvariablen wie z. B. Frondzahl, Frondfliche,
Frischmasse oder Trockenmasse abgeleitet werden.
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Semistatischer (Erneuerungs-)test: Test, bei dem die Testlosung wahrend der Testdauer regelmifig in bestimmten
Intervallen erneuert wird.

Statischer Test: Testmethode, bei der die Testlosung wihrend der Testdauer nicht erneuert wird.
Priifchemikalie: ein beliebiger Stoff oder eine Mischung, der bzw. die nach dieser Methode gepriift wird.

Endpunkt des Tests: beschreibt den allgemeinen Faktor, der bezogen auf die Kontrolle als Testziel durch die
Priifchemikalie verindert wird; bei dieser Priifmethode wird als Endpunkt des Tests die Wachstumshemmung
angenommen; diese kann durch verschiedene Reaktionsvariablen ausgedriickt werden, die jeweils auf mindestens
einer Messvariablen beruhen.

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

Zellertrag: Wert einer Messvariablen zur Beschreibung der Biomasse am Ende der Expositionsdauer abziiglich der
Messvariablen am Anfang der Expositionsdauer.
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Anlage 2

Beschreibung Lemna spp.

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

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

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

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

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

Lemna_minor: United States Environmental Protection Agency (US EPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant
Toxicity Test Using Lemna spp., ,Public draft‘. EPA 712-C-96-156.8 S.

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

Swedish Standards Institute (SIS).(1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor,
duckweed. SS 02 82 13.15 S. (Schwedisch).

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

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

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

Lemna perpusilla: Clark, J. R. et al. (1981). Accumulation and depuration of metals by duckweed (Lemna perpusilla).
Ecotoxicol.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.

Bezugsquellen fiir Lemna-Arten

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

Toronto, Ontario, Kanada, M5S 3 B2

Telefon: +1-416-978-3641

Telefax:+1-416-978-5878

E-Mail: jacreman@botany.utoronto.ca
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North Carolina State University

Forestry Dept

Duckweed Culture Collection

Campus Box 8002
Raleigh, NC 27695-8002
United States

Telefon +1 919 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu

Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University

SE-106 91

Stockholm

SCHWEDEN

Telefon: +46 8 674 7240
Fax +46 8 674 7636

Umweltbundesamt (UBA)
FG 11T 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin
DEUTSCHLAND

E-Mail: Lemna@uba.de
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(2) Landolt, E. (1986). Biosystematic investigations in the family of duckweed (Lemnaceae). Vol. 2. Geobotanisches
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(3) Bjorndahl, G. (1982). Growth performance, nutrient uptake and human utilization of duckweeds (Lemnaceae
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Anlage 3

Haltung der Stammkultur

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

RegelmifSig wird eine gewisse Anzahl junger, hellgriiner Pflanzen entnommen und mit einem keimfreien Verfahren
in neue Kulturgefile mit einem frischen Medium gebracht. Unter den hier empfohlenen kithleren Bedingungen
konnen in Intervallen von bis zu drei Monaten Teilkulturen hergestellt werden.

In den Priifungen werden chemische reine (mit Sdure gereinigte) und sterile glaserne Kulturgefifie verwendet, die
keimfrei zu handhaben sind. Bei einer Verunreinigung der Stammkultur (z. B. durch Algen oder Pilze) sind
entsprechende Schritte zur Entfernung der verunreinigenden Organismen erforderlich. Algen und die meisten
sonstigen verunreinigenden Organismen konnen durch eine Oberflichensterilisation entfernt werden. Von dem
verunreinigten Pflanzenmaterial wird eine Probe genommen, und die Wurzeln werden abgeschnitten. Das Material
wird kraftig in sauberem Wasser geschiittelt und dann 30 Sekunden bis 5 Minuten in eine 0,5 %ige Natriumhypoch-
loridlosung (v/v) getaucht. Danach wird das Pflanzenmaterial mit sterilem Wasser gespiilt und in mehreren Schritten
in Kulturgefifle jeweils mit frischem Nihrmedium gebracht. Bei dieser Behandlung werden viele Fronds sterben,
besonders bei lingerer Expositionsdauer; einige der iiberlebenden Fronds sollten jedoch frei von Verunreinigungen
sein. Diese Fronds koénnen zur Impfung neuer Kulturen verwendet werden.
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Anlage 4

Medien

Fir L. minor und L. gibba werden unterschiedliche Ndhrmedien empfohlen. Fiir L. minor sollte ein modifiziertes
schwedisches Standardmedium (SIS) verwendet werden; fiir L. gibba ist das Medium 20X AAP zu empfehlen. Die
Zusammensetzungen beider Medien werden im Folgenden beschrieben. Bei der Herstellung dieser Medien sind
chemische Stoffe in Reagenzien- oder Analysequalitit und entionisiertes Wasser zu verwenden.

Schwedisches Standard-Lemna-Nihrmedium (SIS)

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

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

— Sterile Stammlosungen werden kiihl und dunkel gelagert. Die Stamml6sungen I-V sind nach sechs Monaten zu
entsorgen; die Stammldsung VI (sowie optional Stammlosung VII) kann einen Monat gelagert werden.

S fomsenaion i | Korzetaton .
16sung Stoff der Stamml6sung divm Hergestelltes Medium
N el (mg*)
Element Kon(fﬁrglﬁell)tion
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
1I MgSO,-7H,0 15 75 Mg; S 7,4, 9,8
111 CaCl,2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8, 17,5
v Na,CO, 4,0 20 C 2,3
\ H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl,-4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO,2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
ZnSO,7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO,5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,),"6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
VI FeCl,-6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,-EDTA 2H,0 0,28 1,4 - -
VIl MOPS (Puffer) 490 490 - -
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Um einen Liter SIS-Medium herzustellen, werden die folgenden Inhaltsstoffe zu 900 ml entionisiertem Wasser

hinzugegeben:

— 10 ml Stammldsung I

— 5 ml Stamml6sung 1I

— 5 ml Stamml6sung 11T

— 5 ml Stammloésung IV

— 1 ml Stammlosung V

— 5 ml Stammlosung VI

— 1 ml Stammloésung VII (optional)

Hinweis: Bei bestimmten Priifchemikalien kann eine weitere Stammlésung VI (MOPS-Pufferlosung) erforderlich sein
(siehe Nummer 11).

Der pH-Wert wird wahlweise mit 0,1 oder 1 mol HCl oder NaOH auf 6,5 £ 0,2 eingestellt; durch Zugabe von
entionisiertem Wasser wird ein Volumen von einem Liter hergestellt.

Nihrmedium 20X AAP

Die Stammlosungen werden in sterilem destilliertem oder entionisiertem Wasser hergestellt.

Sterile Stammlosungen werden kithl und dunkel gelagert. Unter diesen Bedingungen betrdgt die Lagerfahigkeit der
Stamml6sungen mindestens 6-8 Wochen.

Fir das Medium 20X AAP werden fiinf Stamm-Nahrlosungen (A1, A2, A3, B und C) hergestellt; dabei sind
chemische Stoffe mit Reagenzienqualitit zu verwenden. Jeweils 20 ml der Stamm-Nahrlosungen werden zu etwa
850 ml entionisiertem Wasser hinzugegeben, um das Nihrmedium herzustellen. Der pH-Wert wird wahlweise mit
0,1 oder 1 mol HCl oder NaOH auf 7,5 + 0,1 eingestellt; durch Zugabe von entionisiertem Wasser wird ein
Volumen von einem Liter hergestellt. AnschlieBend wird das Medium durch einen Membranfilter mit einer
Porengrofe von (etwa) 0,2 um in ein steriles Behiltnis gefiltert.

Das fiir die Priifung vorgesehene Nahrmedium ist 1-2 Tage vor der Verwendung herzustellen, damit sich der pH-
Wert stabilisieren kann. Der pH-Wert des Nihrmediums muss vor der Verwendung gepriift und ggf. durch Zugabe

von 0,1 oder 1 mol NaOH oder HCl wie oben beschrieben korrigiert werden.

Konzentration im

Stamm- Konzentration in heroestellten Me-
16sung Stoff der Stamml6sung 8 ditm Hergestelltes Medium
N &0 (g1 )
Konzentration
Element (mg/*]) (
Al NaNO, 26 510 Na; N 190; 84
MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,2H,0 4.4 90 Ca 24,04
A2 MgSO,-7H,0 15 290 S 38,22
A3 K,HPO,-3H,0 1,4 30 K; P 9,4; 3,7
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Stamm- Konzentaton in | 42RO |
losung Stoff der Stamml6sung dium Hergestelltes Medium
e LAY (mg/1) ()
T
B H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
Mn(Cl,-4H,0 0,42 83 Mn 2,3
FeCl,-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 0,30 6,0 - -
Zn(l, 3,3 mg/l 66 ng/l Zn 31 pgfl
Co(Cl,-6H,0 1,4 mgl 29 ugfl Co 7,1 pgl
Na,Mo0O,2H,0 7,3 mg|l 145 pgfl Mo 58 pg/l
CuCl,2H,0 0,012 mg/l 0,24 ng/l Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

(*) Wenn nicht anders angegeben

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

STEINBERG-Medium (nach ISO 20079)

Konzentrationen und Stammlosungen

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

Bei der Herstellung des Mediums werden chemische Stoffe in Reagenzien- oder Analysequalitit und entionisiertes
Wasser verwendet.

Das Nahrmedium ist aus Stammlosungen oder aus dem 10fach konzentrierten Medium herzustellen, damit ohne
Ausfillungen eine groffitmogliche Konzentration des Mediums erzielt werden kann.

Tabelle 1

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

Bestandteil Nihrmedium
Makroelemente Molmasse mg]l mmolfl
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
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Bestandteil Nahrmedium
Mikroelemente Molmasse g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl, - 6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA-Dinatrium-Dihydrat 372,24 1 500,00 4,03
Tabelle 2
Stamml6sungen (Makroelemente)
1. Makroelemente (50fach konzentriert) gl
Stammlosung 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63
Stammlosung 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Stammlosung 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
Tabelle 3
Stammlosungen (Mikroelemente)
2. Mikroelemente (1 000fach konzentriert) mg(l
StammlGsung 4:
H,BO, 120,0
Stammldsung 5:
ZnS0, - 7H,0 180,0
StammlGsung 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Mikroelemente (1 000fach konzentriert) mg|l
Stammlosung 7:
MnCl, - 4H,0 180,0
Stammlosung 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA-Dinatrium-Dihydrat 1 500,00

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

— Um die Lagerfihigkeit zu verlingern, sind die Stammlosungen 20 Minuten bei 121 °C zu autoklavieren oder
einer Sterilfiltration (Porengrofe 0,2 pm) zu unterziehen. Fir die Stammlosung 8 wird eine Sterilfiltration
(0,2 um) nachdriicklich empfohlen.

Herstellung der Endkonzentration des STEINBERG-Mediums (modifiziert)

— Zu 20 ml der Stammlésungen 1, 2 und 3 (siehe Tabelle 2) werden etwa 900 ml entionisiertes Wasser zugegeben,
um eine Ausfillung zu vermeiden.

— Von den Stammlosungen 4, 5, 6, 7 und 8 wird jeweils 1,0 ml hinzugegeben (siche Tabelle 3).

— Der pH-Wert wird durch Zugabe eines minimalen Volumens einer NaOH- oder HCl-Losung auf 5,5 0,2
eingestellt.

— AnschlieBend werden die Losungen mit Wasser auf ein Volumen von 1 000 ml aufgefiillt.

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

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

— Zu 20 ml der Stammlésungen 1, 2 und 3 (sieche Tabelle 2) werden etwa 30 ml entionisiertes Wasser zugegeben,
um eine Ausfillung zu vermeiden.

— Von den Stammlosungen 4, 5, 6, 7 und 8 wird jeweils 1,0 ml hinzugegeben (siche Tabelle 3). Anschlielend
werden die Losungen mit Wasser auf ein Volumen von 100 ml aufgefillt.

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

— Der pH-Wert des Mediums in der Endkonzentration betragt 5,5 + 0,2.

(6) Die folgenden Kapitel C.31 bis C.46 werden angefiigt:

,C.31. WACHSTUMSTEST BEI LANDPFLANZEN: UNTERSUCHUNG VON AUFLAUF UND WACHSTUM
VON KEIMLINGEN

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 208 (2006). Die Priifmethoden werden regelmifig
unter Berticksichtigung des wissenschaftlichen Fortschritts und der Anwendbarkeit in Rechtsvorschriften
iberarbeitet und aktualisiert. Diese aktualisierte Priifmethode dient zur Beurteilung potenzieller Auswirkungen
von Chemikalien auf das Auflaufen und das Wachstum von Keimlingen. Insoweit erstreckt sie sich weder auf
chronische Wirkungen noch auf Wirkungen auf die Reproduktion (d. h. Samenansatz, Blitenbildung, Reifung
der Friichte). Die Expositionsbedingungen und die Eigenschaften der zu priifenden Chemikalie miissen
beriicksichtigt werden, um sicherzustellen, dass geeignete Priifmethoden verwendet werden. (Bei der Priifung
von Metallen/Metallverbindungen sind die Wirkung des pH-Wertes und entsprechender Gegenionen zu
beriicksichtigen) (1). Diese Priifmethode ist nicht fur Pflanzen vorgesehen, die Chemikalienddmpfen ausgesetzt
sind. Sie ist anzuwenden bei allgemeinen Chemikalien, Bioziden und Pflanzenschutzprodukten (auch als
Pflanzenschutzmittel oder Pestizide bezeichnet). Die Methode wurde ausgehend von bestehenden Methoden
entwickelt (2)(3)(4)(5)(6)(7). AuBerdem wurden verschiedene weitere Quellen im Zusammenhang mit Priiffungen
an Pflanzen beriicksichtigt (8)(9)(10). Definitionen der verwendeten Begriffe sind Anlage 1 zu entnehmen.
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PRINZIP DER PRUFMETHODE

2. Mit der Priifung werden die Wirkungen auf den Saatauflauf und das frithe Wachstum hoherer Pflanzen
beurteilt, die im Boden (oder in einer sonstigen geeigneten Bodenmatrix) der Priifchemikalie ausgesetzt waren.
Das Saatgut wird mit dem mit der Priifchemikalie behandelten Boden in Berithrung gebracht und gewohnlich
14 bis 21 Tage nach dem Auflauf von 50 % der Samen in der Kontrollgruppe auf Wirkungen untersucht. Die
gemessenen Endpunkte bestehen in der visuellen Beurteilung des Auflaufs, der Ermittlung der Sprosstro-
ckenmasse (alternativ der Sprossfrischmasse) sowie in manchen Fllen der Sprosslinge und in einer Bewertung
der sichtbaren schidlichen Wirkungen auf verschiedene Teile der Pflanze. Diese Messungen und Beobachtungen
werden mit denen bei unbehandelten Kontrollpflanzen verglichen.

3. Je nach erwartetem Expositionspfad wird die Priffchemikalie entweder in den Boden (bzw. in eine kiinstliche
Bodenmatrix) eingearbeitet oder auf die Bodenoberfliche aufgebracht, so dass der potenzielle Expositionspfad
der Chemikalie angemessen nachgebildet wird. Die Priffchemikalie wird in die Bodenmasse eingearbeitet. Nach
der Einarbeitung wird der Boden in Topfe gefiillt; anschlieSend wird das Saatgut der betreffenden Pflanzenarten
gesit. Bei der Applikation auf die Oberfliche wird die Chemikalie auf den in die Topfe eingefiillten Boden
ausgebracht, in den bereits die Samen gesdt wurden. Danach werden die Versuchseinheiten (Kontrollen und
behandelte Boden mit Saatgut) unter Bedingungen gehalten, die die Keimung/das Wachstum der Pflanzen
fordern.

4. Je nach Ziel der Untersuchung kann die Priifung zur Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Kurve oder als Limit-Test
mit nur einer Konzentration/Dosierung durchgefihrt werden. Wenn die Ergebnisse des Limit-Tests ein
bestimmtes Toxizitdtsniveau iiberschreiten (z. B. wenn Wirkungen von mehr als x % beobachtet werden), wird
ein Vorversuch zur Bestimmung der Ober- und der Untergrenze der Toxizitdt durchgefithrt. Darauf folgt ein
Test mit mehreren Konzentrationen/Dosierungen zur Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Kurve. Mit einer
geeigneten statistischen Analyse werden die wirksame Konzentration EC, oder die wirksame Dosierung ER,
(z. B. EC,5, ER,,, ECy,, ER,) fur die empfindlichsten relevanten Parameter bestimmt. Aulerdem konnen mit
diesem Test die hochste gepriifte Konzentration ohne beobachtete schidliche Wirkung (NOEC) und die
niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung (LOEC) berechnet werden.

INFORMATIONEN ZUR PRUFCHEMIKALIE

5. Die folgenden Informationen sind hilfreich zur Bestimmung des voraussichtlichen Expositionspfads der
jeweiligen Chemikalie und zur Konzeption der Priifung: Strukturformel, Reinheit, Wasserloslichkeit, Loslichkeit
in organischen Losungsmitteln, 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, Sorptionsverhalten des Bodens,
Dampfdruck, chemische Bestindigkeit in Wasser und Licht und biologische Abbaubarkeit.

VALIDITAT DES TESTS

6. Damit ein Test als valide gewertet werden kann, miissen die Kontrollen die folgenden Kriterien erfiillen:
— Es muss eine Auflaufrate von mindestens 70 % erzielt werden.

— Die Keimlinge weisen keine sichtbaren phytotoxischen Wirkungen auf (z. B. Chlorose, Nekrose, Welken,
Verformungen von Bldttern und Stingeln), und bei den Pflanzen treten hinsichtlich Wachstumsentwicklung
und Morphologie nur solche Unterschiede auf, die fur die jeweilige Art normal sind.

— Die mittlere Uberlebensrate der aufgelaufenen Kontrollkeimlinge liegt wahrend der Dauer der Untersuchung
bei mindestens 90 %.

— Die Umweltbedingungen fiir alle Pflanzen einer bestimmten Art sind identisch, und die Nihrmedien
enthalten die gleiche Menge Bodenmatrix, Trigermaterial oder Substrat derselben Herkunft.

REFERENZCHEMIKALIE

7.  Eine Referenzchemikalie kann regelmifig getestet werden, um sicherzustellen, dass sich die Leistungsfdhigkeit
des Tests, die Reaktion der jeweiligen Testpflanzen und die Testbedingungen im Laufe der Zeit nicht erheblich
gedndert haben. Die Leistungsfahigkeit des Priifsystems in bestimmten Labors kann auch anhand historischer
Messungen der Biomasse und des Wachstums von Kontrollpflanzen beurteilt werden; diese Messungen konnen
auch als laborinterne Qualititskontrollmalnahme dienen.



L 54/76 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016

BESCHREIBUNG DER METHODE
Naturboden — kiinstliches Substrat

8.  Pflanzen konnen in Topfen mit sandigem Lehm, lehmigem Sand oder sandiger Lehm-/Tonerde mit einem
Anteil von bis zu 1,5 % organischem Kohlenstoff (ca. 3 % organische Bestandteile) gezogen werden. Alternativ
konnen auch handelsiibliche Pflanzenerde oder eine kiinstliche Bodenmischung mit bis zu 1,5 % organischem
Kohlenstoff verwendet werden. Tonboden sollten nicht verwendet werden, wenn bekannt ist, dass die
Priifchemikalie eine hohe Tonaffinitit besitzt.. Feldboden ist bis auf eine Teilchengréffe von 2 mm zu sieben,
um eine gleichmifSige Struktur herzustellen und grobe Partikel abzutrennen. Art und Beschaffenheit, der
prozentuale Anteil an organischem Kohlenstoff, der pH-Wert und der Salzgehalt (gemessen an der elektrischen
Leitfahigkeit des fertig aufbereiteten Bodens) werden erfasst. Der Boden ist nach einer Standard-Klassifizierung
einzustufen (11). Um die Wirkung von im Boden befindlichen Erregern zu reduzieren, kann der Boden
pasteurisiert oder wirmebehandelt werden.

9. Naturboden kann wegen unterschiedlicher physikalisch-chemischer Eigenschaften und unterschiedlicher
Mikrobenpopulationen die Interpretation der Ergebnisse erschweren und zu stirkeren Schwankungen fuhren.
Diese Variablen wirken sich auf die Fahigkeit des Bodens zur Aufnahme von Feuchtigkeit, auf die chemische
Bindungsfihigkeit, auf die Beliiftung sowie auf den Gehalt an Nahrstoffen und Spurenelementen aus. Uber diese
Unterschiede bei den physikalischen Faktoren hinaus bestehen Unterschiede auch im Hinblick auf chemische
Eigenschaften wie z. B. den pH-Wert und das Redoxpotenzial, die die Bioverfugbarkeit der Priifchemikalie
beeintrichtigen konnen (12)(13)(14).

10. Fir die Versuche mit Pflanzenschutzprodukten werden in der Regel keine kiinstlichen Substrate verwendet; sie
konnen aber bei der Untersuchung allgemeiner Chemikalien hilfreich sein sowie dann, wenn die Unterschiede
natiirlicher Boden minimiert und eine bessere Vergleichbarkeit der Testergebnisse erzielt werden sollen. Die
verwendeten Substrate miissen aus inertem Material bestehen, bei dem es nur zu minimalen Wechselwirkungen
mit der Priffchemikalie undfoder dem Losungsmitteltrager kommt. Mit Sdure gereinigter Quarzsand,
Mineralwolle und Glasperlen (z. B. mit einem Durchmesser von 0,35 bis 0,85 mm) haben sich als geeignete
inerte Materialien erwiesen, die die Priifchemikalie nur minimal absorbieren (15) und eine maximale
Verfiigbarkeit der Chemikalie zur Aufnahme durch die Wurzeln des Keimlings gewdhrleisten. Vermiculit, Perlit
oder sonstige stark absorbierende Materialien sind ungeeignet. Um Stress durch Nihrstoffmangel zu vermeiden,
sind Nahrstoffe zur Forderung des Pflanzenwachstums bereitzustellen; hierzu sollten nach Moglichkeit
chemische Analysen durchgefiihrt oder Kontrollpflanzen visuell gepriift werden.

Kriterien fiir die Auswahl von Arten fiir die Priifungen

11. Die ausgewdhlten Arten miissen in Bezug auf ihre taxonomische Diversitit im Pflanzenreich, ihre Verbreitung,
ihre Abundanz, die artenspezifischen Lebenszyklusmerkmale und ihren natiirlichen Lebensraum ein
angemessen breites Spektrum abdecken, um eine entsprechende Reihe von Reaktionen zu ermitteln (8)(10)(16)
(17)(18)(19)(20). Bei der Auswahl sind folgende Merkmale der maoglicherweise im Test zu verwendenden Arten
zu beriicksichtigen:

— die Arten haben einheitliche Samen, die aus zuverlissigen Standardquellen fiir Saatgut leicht zu beschaffen
sind und die regelmifig, zuverlissig und gleichmifig keinem; die Keimlinge wachsen einheitlich;

— die Pflanzen sind fiir Labortests geeignet und fithren zu verlisslichen und reproduzierbaren Ergebnissen
innerhalb von Testanlagen sowie in unterschiedlichen Testanlagen;

— die Empfindlichkeit der gepriften Arten muss sich mit den Reaktionen der Pflanzen decken, die in der
durch die jeweilige Chemikalie belasteten Umgebung vorkommen;

— die Arten wurden in gewissem Umfang bereits in anderen Toxizitdtstests verwendet und ihr Verhalten in
Herbizid-Bioassays, Schwermetall-Screenings, Tests auf Salz- oder Mineralienbelastung oder in Allelopathie-
Untersuchungen deutet auf Empfindlichkeit gegentiber vielfdltigen Belastungsfaktoren hin;

— sie sind mit den Wachstumsbedingungen der Priifung kompatibel;
— sie erfiillen die Validititskriterien der Priifung.

Anlage 2 enthilt einige in Tests bislang am hiufigsten verwendeten Arten, Anlage 3 eine Liste potenzieller
Nichtkulturpflanzen.
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12. Wie viele Arten zu priifen sind, hingt von den jeweiligen Regulierungsanforderungen ab; daher enthilt diese
Priifmethode hierzu keine Angaben.

Applikation der Priifchemikalie

13. Die Chemikalie wird in einen geeigneten Triger (z. B. Wasser, Aceton, Ethanol, Polyethylenglykol,
Gummiarabikum oder Sand) gegeben. Gemische (Fertigprodukte oder Formulierungen) mit Wirkstoffen und
mit verschiedenen Hilfsstoffen konnen ebenfalls gepriift werden.

Einarbeitung in den Boden/in kiinstliches Substrat

14. In Wasser losliche oder suspendierbare Chemikalien koénnen in Wasser gegeben werden; anschlieend wird die
Losung mithilfe einer geeigneten Mischvorrichtung mit dem Boden vermischt. Dieser Priifungstyp kommt dann
in Betracht, wenn eine Belastung durch die Chemikalie iiber den Boden oder tiber im Boden enthaltenes
Porenwasser gegeben ist und die Gefahr der Aufnahme iiber die Wurzeln besteht. Die zugegebene Menge der
Priifchemikalie darf die Wasserhaltekapazitit des Bodens nicht iiberschreiten. Bei allen Testkonzentrationen
muss das gleiche Volumen Wasser zugegeben werden, jedoch nur so viel, dass das Bodensubstrat nicht
verklumpt.

15. Schlecht wasserlosliche Chemikalien sind in einem geeigneten fliichtigen Losungsmittel (z. B. Aceton oder
Ethanol) aufzulosen und mit Sand zu mischen. Das Losungsmittel kann dann aus dem Sand abgetrennt werden,
indem ein Luftstrom auf den kontinuierlich durchmischten Sand geleitet wird. Der so behandelte Sand wird mit
dem fur den Versuch vorgesehenen Boden gemischt. Eine zweite Kontrolle wird ausschlieBlich aus Sand und
Losungsmittel hergestellt. Bei allen Dosierungsstufen und bei der zweiten Kontrolle werden gleiche Mengen
Sand, dem zundchst Losungsmittel beigemischt und dann entzogen wurde, hinzugegeben. Fiir feste, unlosliche
Priifchemikalien wird trockener Boden in einer geeigneten Mischvorrichtung mit der Chemikalie gemischt.
AnschlieSend wird der Boden in Topfe gefiillt, und das Saatgut wird umgehend eingesit.

16. Wenn anstelle von Naturboden ein kiinstliches Substrat verwendet wird, konnen wasserlosliche Chemikalien
unmittelbar vor Beginn des Tests in der Nahrlosung aufgelost werden. Chemikalien, die nicht wasserloslich
sind, aber mit einem Losungsmitteltriger in Wasser suspendiert werden konnen, sind mit dem Trdger zur
Nahrlosung hinzuzugeben. Nicht wasserlosliche Chemikalien, fir die es auch keinen nicht toxischen
wasserloslichen Trdger gibt, sind in einem geeigneten fliichtigen Losungsmittel aufzulsen. Die Losung wird mit
Sand oder Glasperlen gemischt und in einem Vakuum-Rotationstrockner verdampft, so dass eine gleichmifige
Schicht der Chemikalie auf dem Sand oder den Perlen verbleibt. Vor der Befiillung der Topfe ist eine gewogene
Menge der Perlen mithilfe des gleichen organischen Losungsmittels und der Priifchemikalie zu extrahieren.

Ausbringung auf die Oberfliche

17. Im Fall von Pflanzenschutzprodukten wird die Priifchemikalie hdufig ausgebracht, indem die Oberfliche des
Bodens mit der Testlosung bespritht wird. Alle bei den Tests verwendeten Gerite einschlieflich der Ausriistung
zur Herstellung und Applikation der Priifchemikalie muss eine solche Konstruktion und Kapazitit aufweisen,
dass die Tests mit der betreffenden Ausriistung in der erforderlichen Genauigkeit und mit reproduzierbarer
Abdeckung ausgefithrt werden konnen. Die Bodenoberfliche muss gleichmifig abgedeckt werden.
Insbesondere ist darauf zu achten, dass Chemikalien nicht von der Ausriistung adsorbiert werden und nicht mit
der Ausriistung reagieren konnen (z. B. Kunststoffschlduche und lipophile Chemikalien oder Stahlbauteile und
Komponenten). Die Priifchemikalie wird in gleicher Weise wie bei einem typischen Sprithbehilter auf die
Bodenoberfliche aufgespritht. Im Allgemeinen bewegen sich die Sprithvolumina im Bereich der normalen
landwirtschaftlichen Praxis, und die Volumina (Wassermenge usw.) sind zu protokollieren.) Die Diisen sind so
zu wihlen, dass der Boden gleichmifig abgedeckt wird. Wenn Losungsmittel und Triger verwendet werden, ist
eine zweite Gruppe von Kontrollpflanzen ausschlieBlich mit dem Loésungsmittel/Trdger zu behandeln. Bei
Pflanzenschutzprodukten, die als Formulierungen gepriift werden, ist dies nicht erforderlich.

Verifizierung der Konzentration/Dosierung der Priifchemikalie

18. Die angewendeten Konzentrationen/Dosierungen sind durch eine geeignete Analyse zu bestitigen. Bei loslichen
Chemikalien konnen simtliche Testkonzentrationen/-dosierungen bestitigt werden, indem die Testlosung mit
der hochsten Konzentration analysiert wird und Aufzeichnungen tiber anschlieende Verdiinnungen und iiber
die Verwendung kalibrierter Ausriistung (z. B. kalibrierter Glasgerite oder kalibrierte Sprithausriistung) gefiihrt
werden. Bei unloslichen Chemikalien muss das Gewicht der in den Boden eingebrachten Priifchemikalie
zugrunde gelegt werden. Wenn ein Homogenititsnachweis erforderlich ist, muss der Boden unter Umstinden
analysiert werden.
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VERFAHREN
Versuchsaufbau

19. Saatgut derselben Art wird in Topfe eingesit. Die Anzahl der Samen pro Topf hidngt von der Art, der Grofle des
Topfs und der Testdauer ab. In den Topfen sollten sich so viele Pflanzen befinden, dass angemessene
Wachstumsbedingungen gegeben sind und die Topfe wihrend der Testdauer nicht zu voll werden. Die
maximale Dichte diirfte je nach Samengrofe bei drei bis zehn Samen pro 100 cm? liegen. Zu empfehlen sind
beispielsweise ein bis zwei Mais-, Soja-, Tomaten-, Gurken- oder Zuckerriibenpflanzen pro 15-cm-Topf, drei
Raps- oder Erbsenpflanzen pro 15-cm-Topf und finf bis zehn Zwiebeln oder Weizenhalme oder sonstige
Pflanzen mit kleinen Samen pro 15-cm-Topf. Die Anzahl der Topfe mit dem Saatgut und die der Replikate (ein
Replikat ist als ein Topf definiert, deshalb stellen Pflanzen in demselben Topf kein Replikat dar) muss fur eine
optimale statistische Analyse ausreichend sein (21). Wenn im Test Arten mit wenigen grofien Samen je Topf
(Replikat) verwendet werden, ist eine grofere Variabilitit zu erwarten als bei Arten, bei denen eine grofiere
Anzahl kleiner Samen pro Topf gesit werden kann. Diese Variabilitit kann minimiert werden, indem in alle
Topfe die gleiche Anzahl Samen gesit wird.

20. Mit Kontrollgruppen wird sichergestellt, dass die beobachteten Wirkungen ausschlieflich mit der Exposition
gegeniiber der Priifchemikalie in Zusammenhang stehen bzw. ausschlieflich der Priifchemikalie zuzurechnen
sind. Die Kontrollgruppe muss mit Ausnahme der Exposition gegeniiber der Priifchemikalie in jeder Hinsicht
mit der Prifgruppe identisch sein. In einem Test miissen alle verwendeten Pflanzen einschlieflich der
Kontrollen aus derselben Quelle stammen. Um Verzerrungen zu vermeiden, sind Test- und Kontrolltépfe zu
randomisieren.

21. Mit einem Insektizid oder einem Fungizid behandeltes Saatgut (d. h. gebeiztes Saatgut) darf nicht verwendet
werden. Einige Regulierungsbehorden erlauben jedoch die Verwendung bestimmter nicht systemischer
Kontaktfungizide (z. B. Captan, Thiram) (22). Wenn Bedenken hinsichtlich der Eintragung von Erregern iiber
das Saatgut bestehen, kann das Saatgut kurz in eine schwache Hypochloritlosung (5 %) gegeben, griindlich
unter flieBendem Wasser gewaschen und getrocknet werden. Es diirfen keine Behandlungen mit anderen
Pflanzenschutzprodukten vorgenommen werden.

Priifbedingungen

22. Die Priifbedingungen miissen etwa den Bedingungen entsprechen, die fir ein normales Wachstum der
gepriiften Arten und Sorten erforderlich sind. (Beispiele fiir Priifbedingungen sind Anlage 4 zu entnehmen.) Die
auflaufenden Pflanzen sind entsprechend guter girtnerischer Praxis in Klimakammern, Phytotronanlagen oder
Gewichshdusern zu halten. In Pflanzenwachstumsanlagen umfasst diese gute Praxis beispielsweise die Regelung
sowie die Aufzeichnung von Temperatur, Feuchtigkeit, Kohlendioxid-Konzentration, Lichtverhiltnissen
(Intensitdt, Wellenldnge, photosynthetisch aktive Strahlung), Beleuchtungsdauer und Bewisserung in
angemessener Haufigkeit (z. B. tdglich), um ein gutes Wachstum der Pflanzen (gemessen an der Entwicklung
der Kontrollpflanzen der ausgewihlten Arten) sicherzustellen. Die Temperaturen in Gewdchshiusern miissen
durch Beliiftungs-, Heiz- und/oder Kiihlsysteme geregelt werden. Fiir Tests in Gewidchshdusern werden im
Allgemeinen die folgenden Bedingungen empfohlen:

— Temperatur: 22 £ 10 °G;
— Feuchtigkeit: 70 £ 25 %;
— Photoperiode: mindestens 16 Stunden;

— Lichtintensitdt: 350 £ 50 pE/m?/s. Zusitzliche Beleuchtung kann erforderlich sein, wenn die Intensitdt unter
200 pE/m2/s, Wellenldnge 400-700 nm, absinkt (aufSer bei bestimmten Arten mit geringerem Lichtbedarf).

Im Laufe der Priifung sind die Umgebungsbedingungen zu iiberwachen und zu protokollieren. Die Pflanzen
miissen in nicht porosen Kunststofftopfen oder in glasierten Topfen mit einer Schale oder einem Untersetzer
unter dem Topf gezogen werden. Die Topfe konnen regelmifig umgestellt werden, um Wachstumsunterschiede
(infolge unterschiedlicher Priifbedingungen in den Wachstumsanlagen) zu minimieren. Aufferdem miissen die
Topfe so grofs sein, dass die Pflanzen normal wachsen konnen.

23. Zur Erhaltung der Wuchskraft konnen den Boden bei Bedarf Nahrstoffe zugefihrt werden. Notwendigkeit und
Zeitpunkt der Gabe zusitzlicher Nahrstoffe lassen sich durch Beobachtung der Kontrollpflanzen ermitteln. Die
Testbehiltnisse sollten von unten bewissert werden (z. B. mit Glasfaserdochten). Anfinglich kann aber auch
von oben bewissert werden, um die Keimung anzuregen und um bei Oberflichenapplikation das Eindringen
der Chemikalie in den Boden zu erleichtern.
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24. Die spezifischen Wachstumsbedingungen sollten fir die zu priffende Art und die jeweilige Priifchemikalie
angemessen sein. Die Pflanzen der Kontrollgruppe und die behandelten Pflanzen sind unter den gleichen
Umgebungsbedingungen zu halten; es sollten jedoch geeignete Mafnahmen getroffen werden, um Kreuzexpo-
sitionen (z. B. gegen fliichtige Chemikalien) zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen sowie der
Kontrollgruppen gegen die Priifchemikalie zu vermeiden.

Priifung mit einer einzigen Konzentration/Dosierung

25. Bei der Bestimmung der Konzentration/Dosierung einer Chemikalie zur Durchfithrung eines Tests mit einer
einzigen Konzentration/Dosierung (Challenge- oder Limit-Test) sind eine Reihe von Faktoren zu beachten. Bei
allgemeinen Chemikalien gehoren dazu die physikalisch-chemischen Eigenschaften der betreffenden Chemikalie.
Bei Pflanzenschutzprodukten sind die physikalisch-chemischen Eigenschaften und die Art der Verwendung der
Priifchemikalie, die maximale Konzentration/Dosierung, die Anzahl der Aufbringungen pro Saison und/oder die
Persistenz der Priifchemikalie zu beriicksichtigen. Um festzustellen, ob eine allgemeine Chemikalie
phytotoxische Eigenschaften besitzt, kann eine Prifung mit maximal 1 000 mg/kg trockenem Boden
angemessen sein.

Vorversuch

26. Erforderlichenfalls kann ein Vorversuch durchgefiihrt werden, um die in der definitiven Dosis-Wirkungs-Studie
zu testenden Konzentrationen/Dosierungen zu bestimmen. Im Vorversuch sollten die Testkonzentrationen|/-
dosierungen weit auseinander liegen (z. B. 0,1, 1,0, 10, 100 and 1 000 mg/kg trockener Boden). Im Fall von
Pflanzenschutzprodukten kann von der empfohlenen oder maximalen Konzentration oder Dosierung
ausgegangen werden (z. B. 1/100, 1/10, 1/1 der empfohlenen/maximalen Konzentration oder Dosierung).

Priifung mit mehreren Konzentrationen/Dosierungen

27. Ziel der Prifung mit mehreren Konzentrationen/Dosierungen sind entsprechend den Anforderungen der
Regulierungsbehorden die Ermittlung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung und die Bestimmung eines EC - bzw.
ER -Werts fiir Auflauf, Biomasse und/oder sichtbare Wirkungen im Vergleich zu nicht exponierten Kontrollen.

28. Die Abstinde zwischen den Konzentrationen oder Dosierungen und ihre Anzahl sollten hinreichend sein, um
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zuverlissig feststellen, eine Regressionsgleichung aufstellen und die Werte fiir
EC, oder ER, bestimmen zu koénnen. Die ausgewdhlten Konzentrationen/Dosierungen miissen die zu
ermittelnden EC - oder ER -Werte einschliefen. Wenn beispielsweise ein EC,-Wert bendtigt wird, sollten die
Prifungen bei Dosierungen durchgefiihrt werden, bei denen eine Wirkung im Bereich von 20-80 % zu
erwarten ist. Hierzu werden mindestens fiinf Testkonzentrationen/-dosierungen mit einer geometrischen Reihe
sowie eine unbehandelte Kontrolle empfohlen, wobei sich die Konzentrationen/Dosierungen hochstens um den
Faktor 3 unterscheiden sollten. Fiir jede Behandlungsgruppe und fiir jede Kontrollgruppe sind mindestens vier
Replikate vorzusehen, und insgesamt sind mindestens 20 Samen zu verwenden. Bei bestimmten Pflanzen mit
schlechter Keimung oder unterschiedlicher Wachstumsentwicklung sind unter Umstinden auch mehr Replikate
erforderlich, um die statistische Aussagekraft der Priifung zu erhohen. Wenn eine groffere Anzahl an
Testkonzentrationen/-dosierungen verwendet wird, kann die Anzahl der Replikate reduziert werden. Muss die
NOEC bestimmt werden, sind unter Umstinden mehr Replikate erforderlich, um die erwiinschte statistische
Aussagekraft zu erzielen (23).

Beobachtungen

29. Wihrend der Beobachtungsdauer (d. h. 14 bis 21 Tage nach Auflauf von 50 % der Kontrollpflanzen sowie
gegebenenfalls auch der Kontrollen mit Losungsmitteln) werden die Pflanzen hdufig (mindestens wochentlich,
moglichst sogar tdglich) auf Auflaufen und sichtbare Anzeichen von Phytotoxizitit und Mortalitit kontrolliert.
Am Ende der Priiffung werden der Prozentanteil der aufgelaufenen Pflanzen und die Biomasse der iiberlebenden
Pflanzen sowie sichtbare Schidigungen an verschiedenen Pflanzenteilen protokolliert. Zu Letzteren zdhlen
Anomalien im Aussehen der aufgelaufenen Keimlinge, Wachstumshemmungen, Chlorose, Entfirbungen,
Mortalitit und Wirkungen auf die Entwicklung der Pflanzen. Die endgiiltige Biomasse kann anhand der
endgiiltigen durchschnittlichen Spross-Trockenmasse der iiberlebenden Pflanzen ermittelt werden, indem die
Pflanzen am Boden abgeschnitten und dann bei 60 °C auf ein konstantes Gewicht getrocknet werden.
Alternativ kann die endgiiltige Biomasse auch anhand der Spross-Frischmasse bestimmt werden. Die Linge der
Triebe kann ein weiterer Endpunkt sein, wenn von den Regulierungsbehérden gefordert. Es muss ein
einheitliches System fur die Beurteilung sichtbarer Schiden verwendet werden, um feststellbare toxische
Reaktionen bewerten zu konnen. Beispiele fiir qualitative und quantitative visuelle Beurteilungen sind den
Quellen (23) und (24) zu entnehmen.



L 54/80 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Statistische Analyse
Priifung mit einer einzigen Konzentration/Dosierung

30. Fir jede Pflanzenart sind die ermittelten Daten mithilfe einer geeigneten statistischen Methode zu analysieren
(21). Die Wirkung bei der Testkonzentration/-dosierung ist ebenso zu protokollieren wie gegebenenfalls die
Tatsache, dass bei der Testkonzentration/-dosierung eine bestimmte Wirkung nicht eintritt (z. B. festgestellte
Wirkung <x % bei Konzentration oder Dosierung ).

Priifung mit mehreren Konzentrationen/Dosierungen

31. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung wird mithilfe einer Regressionsgleichung aufgestellt. Dabei konnen
verschiedene Modelle zur Anwendung kommen. Fiir die Bestimmung der EC - oder ER -Werte (etwa EC,;, ER,;,
EC,, oder ER,;) und der entsprechenden Konfidenzintervalle fir das Auflaufen als quantale Daten beispielsweise
konnten u. a. das Logit-, das Probitmodell, die Weibull-, die Spearman-Karber- oder die Trimmed Spearman-
Karber-Methode geeignet sein. Das Wachstum der Keimlinge (Gewicht und Linge) als kontinuierliche
Endpunkte EC, oder ER, und die entsprechenden Konfidenzintervalle konnen mit geeigneten Regressions-
analysen (z. B. durch nicht lineare Regressionsanalyse nach Bruce-Versteeg (25)) bestimmt werden. Nach
Moglichkeit sollte R? bei den empfindlichsten Arten mindestens 0,7 betragen, und die Testkonzentrationen/-
dosierungen sollten Wirkungen im Bereich von 20-80 % einschlieBen. Zur Ermittlung der NOEC sind
leistungstahige statistische Tests zu empfehlen, die auf Basis der Datenverteilung ausgewahlt werden sollten (21)
(26).

Priifbericht

32. Der Prifbericht muss die Ergebnisse der Untersuchungen sowie eine detaillierte Beschreibung der
Priifbedingungen, eine eingehende Diskussion der Ergebnisse, eine Datenanalyse und die Schlussfolgerungen der
Analyse enthalten. Eine tabellarische Ubersicht und eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist beizufiigen. Der
Bericht muss folgende Angaben enthalten:

Priifchemikalie:

— chemische Kenndaten, relevante Eigenschaften der gepriiften Chemikalie (z. B. log P, Wasserloslichkeit,
Dampfdruck und gegebenenfalls Angaben zum Verbleib und zum Verhalten in der Umwelt);

— Angaben zur Herstellung der Testlosung und zur Verifizierung von Testkonzentrationen wie unter
Nummer 18 beschrieben.

Im Test verwendete Art:

— Angaben zum Testorganismus; Art/Sorte, Pflanzenfamilien, wissenschaftliche und allgemeine Bezeichnung,
moglichst genaue Angaben zu Quelle und Herkunft des Saatguts (d. h. Name des Lieferanten, Keimrate,
GroRenklasse der Samen, Chargen- oder Losnummer, Saatjahr oder Wachstumssaison, Datum der
Bewertung der Keimung), Lebensfihigkeit usw.;

— Anzahl der gepriiften ein- und zweikeimblattrigen Arten;

— Griinde fiir die Auswahl der Arten;

— Beschreibung der Lagerung, der Behandlung und der Erhaltung des Saatguts.

Priifbedingungen:

— Priifanlage (z. B. Wachstumskammer, Phytotron und Gewichshaus);

— Beschreibung des Priifsystems (z. B. Abmessungen der Topfe, Topfmaterial und Bodenmenge);

— Merkmale des Bodens (Textur oder Typ: Partikelverteilung und Klassifizierung, physikalische und chemische
Eigenschaften einschlieflich Prozentanteil organischer Materie und organischen Kohlenstoffs sowie pH-
Wert);

— Vorbereitung des Bodens/Substrats vor der Priifung (natiirlicher und kiinstlicher Boden, Sand usw.);

— Beschreibung des Nahrmediums, falls verwendet;
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— Applikation der Priifchemikalie: Beschreibung der Applikationsmethode, Beschreibung der Ausriistung, der
Exposition (Dosierung und Volumina) einschlieflich chemischer Verifizierung, Beschreibung der Kalibrie-
rungsmethode und der Umgebungsbedingungen wahrend der Applikation;

— Wachstumsbedingungen: Lichtintensitit (z. B. photosynthetisch aktive Strahlung), Photoperiode,
Temperaturen (max./min.), Bewdsserungsplan und -methode, Diingung;

— Anzahl der Samen pro Topf, Anzahl der Pflanzen pro Dosis, Anzahl der Replikate (Topfe) pro
Expositionsrate;

— Typ und Anzahl der Kontrollen (negative und/oder positive Kontrollen sowie Losungsmittelkontrollen, falls
verwendet);

— Dauer der Priifung.

Ergebnisse:

— Tabelle mit allen Endpunkten fiir alle Replikate, Testkonzentrationen/-dosierungen und Arten;
— Anzahl und Prozentsatz aufgelaufener Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollen;

— Messungen der Biomasse (Spross-Trockenmasse oder -Frischmasse) der Pflanzen ausgedriickt als Prozentsatz
der Kontrollen;

— Linge der Pflanzentriebe als Prozentsatz der Kontrollen, falls gemessen;

— Prozentanteil sichtbarer Schiden sowie qualitative und quantitative Beschreibung der sichtbaren Schiden
(Chlorose, Nekrose, Welken, Verformungen von Blittern und Stingeln sowie gegebenenfalls des Ausbleiben
von Wirkungen) durch die Priifchemikalie im Vergleich zu Kontrollpflanzen;

— Beschreibung der Skala zur Beurteilung sichtbarer Schiden, wenn eine visuelle Beurteilung vorliegt;
— bei Untersuchungen mit einer einzigen Dosierung ist der Prozentanteil der Schdden zu protokollieren;

— EC.- oder ER -Werte (z. B. EC,,, ER;,, EC,;, ER,;) und entsprechende Konfidenzintervalle. Wenn Regressions-
analysen vorgenommen werden, sind der Standardfehler fiir die Regressionsgleichung und der
Standardfehler der einzelnen Parameterschitzungen (z. B. Steigung und Schnittpunkt) anzugeben;

— NOEC (und LOECQ), falls berechnet;

— Beschreibung der statistischen Verfahren und der zugrunde gelegten Annahmen;

— grafische Darstellung dieser Daten und der Dosis-Wirkungs-Beziehung der im Test verwendeten Art;
Abweichungen von den fiir diese Priifmethode beschriebenen Verfahren und auflergewohnliche Vorkommnisse

wahrend der Priifung.
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Anlage 1

Begriffsbestimmungen

Wirkstoff: ein Stoff, mit dem eine bestimmte biologische Wirkung erzielt werden soll (z. B. Bekimpfung von
Insekten, Pflanzenkrankheiten oder Unkriutern im jeweils behandelten Bereich); auch als Wirkstoff technischer
Qualitit bezeichnet.

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.

Pflanzenschutzmittel oder Pestizide: Stoffe mit spezifischer biologischer Wirkung, die gezielt zum Schutz von
Pflanzen gegen Schidlinge (z. B. Pilze, Insekten und konkurrierende Pflanzen) eingesetzt werden.

EC,, Konzentration mit einer Wirkung von x %, oder ER, Dosis mit einer Wirkung von x %: die
Konzentration oder Dosis, bei der es in einem Test zu einer unerwiinschten Anderung des Endpunkts um x %
gegeniiber der jeweiligen Kontrolle kommt (z. B. Reduzierung des Auflaufs, des Sprossgewichts, der endgiiltigen
Anzahl vorhandener Pflanzen oder Zunahme sichtbarer Schiden um 25 % oder 50 %, entsprechend einer EC,/ER;
bzw. EC,,[ER,,).

Auflauf: Austreten der Koleoptile (Keimscheide) oder der Kotyledone (Keimblatt) aus dem Boden.

Formulierung: fiir den Handel hergestelltes Produkt mit dem Wirkstoff; auch als Endprdparat () oder fir den
typischen Verwendungszweck bestimmtes Endprodukt bezeichnet.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration): niedrigste gepriifte Konzentration der Priifchemikalie, bei der eine
Wirkung beobachtet wurde. Bei dieser Priifung hat die der LOEC entsprechende Konzentration innerhalb einer
bestimmten Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle eine statistisch signifikante Wirkung (p < 0,05) und ist
hoher als die NOEC.

Nichtzielpflanzen: Pflanzen auferhalb des Zielpflanzenbereichs. Bei Pflanzenschutzmitteln bezieht diese
Bezeichnung sich gewo6hnlich auf Pflanzen auflerhalb des behandelten Bereichs.

NOEC (No observed Effect Concentration): Die hochste Konzentration der Priifchemikalie, bei der keine Wirkung
beobachtet wurde. Bei diesem Test hat die der NOEC entsprechende Konzentration innerhalb einer bestimmten
Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle keine statistisch signifikante Wirkung (p < 0,05).

Phytotoxizitit: in Messungen und visuellen Priifungen festgestellte schidliche Abweichungen vom normalen
Aussehen und Wachstum der Pflanzen aufgrund der Wirkung einer bestimmten Chemikalie.

Replikat: Versuchseinheit, die die Kontrollgruppe und/oder die Behandlungsgruppe reprisentiert. Bei diesen
Untersuchungen ist der Topf als Replikat definiert.

Visuelle Priifung: Beurteilung des sichtbaren Schadens anhand von Beobachtungen zur Haltung der Pflanze, zur
Wuchskraft, zu Missbildungen, Chlorose, Nekrose sowie zum Gesamteindruck im Vergleich zu einer Kontrolle.

Priifchemikalie: ein Stoff oder eine Mischung, der bzw. die nach dieser Methode gepriift wird.

(") Endpraparat: im Handel angebotenes formuliertes Produkt mit dem Wirkstoff.
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Anlage 2
Liste der Ublicherweise fiir Pflanzentests verwendeten Arten
Familie Art Gewohnliche Bezeichnung
DICOTYLEDONAE
Apiaceae (Umbelliferae) Daucus carota Mohre
Asteraceae (Compositae) Helianthus annuus Sonnenblume
Asteraceae (Compositae) Lactuca sativa Gartensalat

Brassicaceae (Cruciferae)

Sinapis alba

Weiller Senf

Brassicaceae (Cruciferae) Brassica campestris var. chinensis Chinakohl
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica napus Raps
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica oleracea var. capitata Kohl
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica rapa Riibsen
Brassicaceae (Cruciferae) Lepidium sativum Gartenkresse
Brassicaceae (Cruciferae) Raphanus sativus Rettich
Chenopodiaceae Beta vulgaris Ribe
Cucurbitaceae Cucumis sativus Gurke
Fabaceae (Leguminosae) Glycine max (G. soja) Sojabohne
Fabaceae (Leguminosae) Phaseolus aureus Mungobohne
Fabaceae (Leguminosae) Phaseolus vulgaris Gartenbohne
Fabaceae (Leguminosae) Pisum sativum Erbse
Fabaceae (Leguminosae) Trigonella foenum-graecum Bockshornklee

Fabaceae (Leguminosae)

Lotus corniculatus

Gewohnlicher Hornklee

Fabaceae (Leguminosae) Trifolium pratense Wiesenklee
Fabaceae (Leguminosae) Vicia sativa Futterwicke
Linaceae Linum usitatissimum Flachs
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Buchweizen
Solanaceae Solanum lycopersicon Tomate
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Familie Art Gewohnliche Bezeichnung
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa Zwiebel
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Hafer
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Gerste

Poaceae (Gramineae)

Lolium perenne

Deutsches Weidelgras

Poaceae (Gramineae)

Oryza sativa

Reis

Poaceae (Gramineae)

Secale cereale

Roggen

Poaceae (Gramineae)

Sorghum bicolor

Korner-Sorghum, Mohrenhirse

Poaceae (Gramineae)

Triticum aestivum

Weichweizen

Poaceae (Gramineae)

Zea mays

Mais




Liste potenzieller Nichtkulturpflanzen

OECD-Liste potenzieller Arten fiir Toxizititspriifungen an Pflanzen

Anlage 3

Hinweis: Die folgende Tabelle enthilt Informationen zu 52 Nichtkulturpflanzen (Literaturangaben sind jeweils in Klammern nachgestellt). Die genannten Auflaufraten stammen aus der
veroffentlichten Literatur und dienen nur als Anhaltspunkt. In Abhingigkeit von der Herkunft des Saatguts und anderen Faktoren kann es im Einzelfall zu Abweichungen kommen.

. Photoperiode
) e Lebensdauer (') und Samenge- fur Keimung Saattiefe Keimzeit . Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
der Art wicht Spezialbehandlungen () .
. Lebensraum oder (mm) (3) (Tage) (%) (6) Anbieter (7) ratur (%)
(gemeiner deutscher Name) (mg) Wachstum ()
APIACEAE A, B gestorte Flichen, 1,7-1,9 L=D (14 0 5(50 %) | Stratifikation (Kilte) (7, | NACH (5)
g Hecken, Weiden (14, 19) (19) 14, 18, 19); unter Um-
T ] 1) ’ ) ’
o 16, 19 stinden ist eine Reifun,
rilis japénica 6 (1, 19) d fung
(Gewohnlicher  Kletten- erforderlich (19); Kei-
kerbel) mung durch Dunkelheit
gehemmt (1, 19); keine
Spezialbehandlungen (5)
ASTERACEAE P 0,09-0,17 L =D (14) 0 3 (50 %) | Keimung durch Bestrah- | NACH (4) A, DF 7
Bellis perennis Grasflichen, Acker, Ra- (4, 19) (4) (19) lung nicht bgemtrachggt
) ) sen (16, 19) 11 (100 % (18, 19); keine Spezial-
(Génsebliimchen) ’ 18) behandlungen (4, 14)
Centaurea cyanus A 4,1-4,9 (4, L=D (14) 0-3 (2, 4, 14-21 keine Spezialbehandlun- | NACH (2,4) | A, D,EF 7
(Kornblume) Felder, Stralenrinder, 14) 14) (10&%) gen (2, 4)
offene Lebensrdume (14)
(16)
Centaurea nigra P 2,4-2,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3 (50 %) | Reifung kann erforder- | NACH (5, a
(Schwarze Flockenblume) | Felder, Stralenrdnder, 19) (19) lich seiln (1h8,Dl9%(; lﬁef' 22, 26)
offene Lebensrdume 4 (97 %) | mung durch Lunke el
gehemmt (19); keine
(16, 19) (18) ;
Spezialbehandlungen
(5, 14, 26)
Inula helenium P 1-1,3 (4, 0 keine Spezialbehandlun- | NACH (4) AF
Alant feuchte, gestorte Stand- 14, 29) (4, 29) gen (4)
orte
(16)
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. Photoperiode
FAMILIE Bé)tamscher Name Lebensdauer (') und Samenge- fur Keimung Saattiefe Keimzeit . Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
er Art Leb wicht d 3 " Spezialbehandlungen (%) . . . "
. ebensraum oder (mm) (%) (Tage) (*) Q) Anbieter (7) ratur (%)
(gemeiner deutscher Name) (mg) Wachstum ()
Leontodon hispidus P 0,85-1,2 L=D(14) 0 (19) 4 (50 %) | Keimung durch Bestrah- | NACH (5,
(Steifhaariger Lowen- | Felder, Strafenrinder, (14, 19) (19) llun~g glih'emmt (17., 1%)8, 22, 23)
zahn) gestorte Flachen (16, 7 (80 %) 9); keine Spezialbe-
19) (18) handlungen (5, 23)
Rudbeckia hirta B, P gestort 0,3(4,14) | L=D (14) 0 <10 keine Spezialbehandlun- | NACH (4, C,D,EF
(Rudbeckie (16) 4, 33) (100 %) | gen 33)
(33) (414,33
Solidago canadensis P 0,06-0,08 | L=D (11) 0 14-21 zu gleichen Teilen mit | NACH (4) E F
Kanadische Goldrute Weiden, offene Flichen (4, 14) (4) (11) $and mischen und. 24 h
(16) in 500 ppm GA einwei-
chen (11); keine Spezial-
behandlungen (4)
Xanthium pensylvanicum A 25-61 (14, 0(1) Keimung kann durch | VOR UND a
(Spitzklette) Felder, offene Lebens- 29) 5(29) Dunkelheit gehemmt NACH (31)
; werden (1); 12 h in war-
rdume (16) L
mem Wasser einweichen
(29)
Xanthium spinosum A 200 (14) L=D (14) 10 Skarifikation (14); keine | VOR UND a
(Dornige Spitzklette) offene Lebensrdaume L>D (6) (6) Spezialbehandlungen (6) | NACH (6)
(16)
Xanthium strumarium A 67,4 (14) L=D (14) 10-20 (6, keine Spezialbehandlun- | VOR UND a
(Gewohnliche Spitzklette) |  Felder, offene Lebens- 21) gen 21\11A§I; (361’
rdume (16) (6, 14, 21) » 28, 31)
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. Photoperiode
FAMILIE Bé)tamscher Name Lebensdauer (') und Samenge- fur Keimung Saattiefe Keimzeit . Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
er Art wicht Spezialbehandlungen (%) .
. Lebensraum oder (mm) (3) (Tage) (%) (6) Anbieter (7) ratur (%)
(gemeiner deutscher Name) (mg) Wachstum ()
BRASSICACEAE P 0,6 (14,19) | L=D (14) 0 (19) 5(50 %) | Keimung durch Bestrah- | NACH (5, F
Cardamine pratensis Felder, Strafenrinder, (19) lur}g gehemmt (18, 19); 22)
Rasen (16, 19) 15 (98 %) keine Spezialbehandlun-
(Wiesenschaumkraut) ’ (18) ° gen (5, 14, 22)
CARYOPHYLLACEAE P 0,21 (14) L=D (14) <14 Reifung kann erforder- | NACH (5, F
: . : (100 %) lich sein (18); keine Spe- | 15, 22-26)
Lychnis flos-cuculi (16) (14, 25) zialbehandlungen (5,
(Kuckucks-Lichtnelke) 14, 15, 22-26)
Chenopodiaceae a 0,7-1,5 (14, | L=D (14) 0 2 (50 %) | Behandlung je mnach | VOR UND a 32
) ; . . 19, 34) (19) Farbe der Samen unter- | NACH (28,
Cher'lOPOde"’l album Feldre;r}ll(iir,dg gst%t)e Fla (. 19) schiedlich (19); trockene 31, 34)
(Weifler Gansefuf) ’ Keimruhe (19); Kei-
mung durch Dunkelheit
gehemmt (1, 18, 19);
Stratifikation (Kalte)
(18); keine Spezialbe-
handlungen (14, 34)
CLUSIACEAE P 0,1-0,23 =D 0 3 (19) Keimung durch Dunkel- NACH AEF
Hypericum perforatum Felder, Acker, offene Le- | (14, 19) (14) (1, 19) 11 (90 %) }llgl)t gehemmt (1, 18, (5, 15, 25,
. bensrdume (16, 19) (18) 27)
(Echtes Johanniskraut) keine Spezialbehandlun-
gen (5, 14, 15, 25, 27)
CONVOLVULACEAE a 28,2 L>D 10-20 4 (100 %) | Keimung durch Bestrah- | VOR UND a
Ipomoea hederacea Straenrdnder, offene (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) ?ﬁlg nicht beeintrachtigt NACH
. Lebensrdume, Maisfelder (6,12, 21
feu-Prunk ’ , 12,21,
(Efeu-Prunkwinde) (16) keine Spezialbehandlun- 28)
gen (6, 21)
CYPERACEAE P 0,2 L=D 0 (1) 12 (91 %) | Keimung durch Dunkel- | VOR UND B 7
Cyperus rotundus Acker, Weiden, Straen- (14) (14) 10-20 (6, (10) heit gehemmt (1) NACH
rinder (16, 30) 10) keine Spezialbehandlun- | (6, 28, 31)

(Knolliges Zypergras)

gen (6, 10, 14)
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. Photoperiode
FAMILIE Bg:?\lifher Name Lebensdauer (') und Savrzi?l%e— fur Keimung Saattiefe Keimzeit Spezialbehandlungen (%) Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
(gemeiner deutscher Name) Lebensraum (mg) }(:der 0 (mm) () (Tage) (*) P 8 ©) Anbieter (7) ratur (%)
Wachstum
FABACEAE P 1-1,67 | L=D (14) 1(50 %) | Skarifikation (14, 19) NACH A, D,EF
Lotus corniculatus Grasflachen, Straenrdn- | (14, 19) (19) Keimung durch Bestrah- | (5, 23, 25)
T der, offene Lebensrdume lung nicht beeintrichtigt
(Gewohnlicher Hornklee) (16, 19) (18, 19); keine Spezial-
behandlungen (23, 25)
Senna obtusifolia A 23-28 L=D (14 10-20 Samen 24 h in Wasser NACH a
(Senna) feuchte Wiilder (16) 9) L>D (9) (6,9) einweichen (9) (6,9)
Skarifikation (14); je
nach Farbe unterschied-
liche Lebensfdhigkeit der
Samen (1); keine Spe-
zialbehandlungen (6)
Sesbania exaltata A 11-13 L>D(9) 10-20 Samen 24 h in Wasser | VOR UND a
(Hanf) Schwemmboden (16) 9, 14) (9, 21) einweichen (9) NACH
Keimung durch Bestrah- | (9, 21, 28,
lung nicht beeintrichtigt 31)
(1); keine Spezialbe-
handlungen (21)
Trifolium pratense P 1,4-1,7 L=D (14) 1 (50 %) | Skarifikation (14, 18) NACH AEF
(Wiesenklee) Felder, Stralenrander, (14, 19) (19) unter Umstinden Rei- (5)
Acker (16, 19) fung erforderlich (19);
Keimung durch Bestrah-
lung nicht beeintrichtigt
(1, 19); keine Spezialbe-
handlungen (5)
LAMIACEAE P 0,75-1,0 L=D (14) 0 keine Spezialbehandlun- NACH F
Leonurus cardiaca offene Flichen (16) (4, 14) (4) gen (4)
(Echtes Herzgespann) (4, 14)
Mentha spicata P 2,21 0 keine Spezialbehandlun- NACH F
(Griine Minze) feuchte Gebiete (16) 4) (4) gen 4

(4)
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. Photoperiode
FAMILIE Botanischer Name Lebensdauer (') und Samenge- fur Keimung Saattiefe Keimzeit . Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
der Art wicht Spezialbehandlungen (%) .
. Lebensraum oder (mm) (3) (Tage) (%) (6) Anbieter (7) ratur (%)
(gemeiner deutscher Name) (mg) Wachstum ()
Nepeta cataria P 0,54 L=D (14) 0 keine Spezialbehandlun- NACH F
(Echte Katzenminze) gestorte Flachen (16) (4, 14) (4) gen (2,4)
(2, 4, 14)
Prunella vulgaris P 0,58 -1,2 L=D (14) 0 5(50 %) | Keimung durch Dunkel- NACH A F
(Gewdhnliche Braunelle) | Acker, Grasflichen, ge- | (4, 14, 19) 4, 19) (19) heit gehemmt (18, 19) (4, 22)
storte Standorte (16, 7 (91 %) | stirkere Keimung bei
19) (18) grofleren  Samen  (1);
keine Spezialbehandlun-
gen (4, 14, 22)
Stachys officinalis P 14-18 L=D (14) 7 (50 %) | keine Spezialbehandlun- NACH F
(Echte Betonie) Grasflichen, Feldrinder (14, 19) (19) gen (5, 22)
(19) (5, 14, 22)
MALVACEAE A 8,8 L= D (14) 10-20 4(84 %) | Skarifikation (14) VOR UND AF
Abutilon theophrasti Felder, offene Lebens- (14) (6, 10, 21) (10) keine Spezialbehandlun- NACH
(Europiische  Samtpap- rdume (16) gen (5, 10, 21) (6, 221, 28,
pel) 30
Sida spinosa a 3,8 L=D (14) 10-20 Skarifikation (14) VOR UND A F
Sida spinosa Felder, Stralenrinder (14) (6, 21) Keimung durch Bestrah- NACH
(16) lung nicht beeintrachtigt | (6, 21, 28,
(1); keine Spezialbe- 31)
handlungen (6, 21)
PAPAVERACEAE a 01-03 | L=D (14 0 4(50 %) | Stratifikation (Kilte) und | NACH A DEF
Papaver rhoeas Felder, Acker, gestorte (4, 14, 19, 4, 29) (19) Skarifikation (1, 19, 32) (4) G
(Klatschmohn) Standorte (16, 19) 29) keine Spezialbehandlun-

gen (4, 14, 29)
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. Photoperiode
FAMILIE Bg:?\lifher Name Lebensdauer (') und Savrzi?l%e— fur Keimung Saattiefe Keimzeit Spezialbehandlungen () Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
. Lebensraum oder (mm) (3) (Tage) (%) (6) Anbieter (7) ratur (%)
(gemeiner deutscher Name) (mg) Wachstum ()
POACEAE Rasen, Weiden (16) 0,07 (14) L > D (fO) 20 (10) 10 (62 %) | Keimung durch Bestrah- | NACH (10) A E
. . (10) lung gehemmt (1, 17-
Agrostis tenuis 19); keine Spezialbe-
(Rotes Strauf3gras) handlungen (10)
Alopecurus myosuroides A 0,9-1,6 L=D(14) 2 < 24 (30 %) | Skarifikation (14); Be- | VOR UND a 32
(Acker-Fuchsschwanz- Felder, offene Lebens- (29, 34) (29) (34) handlung mit 101 mg/ 1 NACH
gras) riume (16) KNO, (14); Stratifika- (28, 34)
tion (Wirme) (1) Kei- ’
mung durch Dunkelheit
gehemmt (1); keine Spe-
zialbehandlungen (34)
Avena fatua A 7-37,5 (14, | L=D (14) | 10-20 (6, 3 (70 %) | Skarifikation (7, 32);| VOR UND a
(Flughafer) Anbaugebiete, offene 30) L>D (6) 10) (18) Ee}mur}llg durchl Dunkel- 11\(I)ASH (61’
Lebensraume (16) eit gehemmt (1) » 28, 31)
Stratifikation (Kilte) (1,
18); keine Spezialbe-
handlungen (6, 10, 14)
Bromus tectorum A 0,45-2,28 L=D (14) 3 (29) Reifungsperiode (1, 7,| VOR UND a
(Dach-Trespe) Felder, Stralenrdnder, (14, 29) 3,2); Keimung ~ durch | NACH (28,
Acker (16) Licht gehemmt (1); 31)
keine Spezialbehandlun-
gen (14)
Cynosurus cristatus p 0,5-0,7 (14, | L=D (14) 0 (29) 3 (50 %) | Keimung durch Bestrah- | NACH (5) a
19, 29) (19) lung nicht beeintrichtigt

(Kammgras)

Felder, Straflenrinder,
offene Lebensrdume
(16, 19)

(19); keine Spezialbe-
handlungen (14, 29)
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. Photoperiode
FAMILIE Bé)tarzs:her Name Lebensdauer (') und Sarqe?l%e— fur Keimung Saattiefe Keimzeit Spezialbehand] o) Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
(gemeiner (ferutsrcher Name) Lebensraum v(vr;cg) oder (mm) (3) (Tage) (%) peziaibehandiungen (6) Anbieter (7) ratur (%)
Wachstum (%)
Digitaria sanguinalis A 0,52-0,6 L=D(14) | 10-20 (21) 7 (75 %) | Skarifikation, Stratifika- | VOR UND a
(Blutrote Fingerhirse) Felder, Rasen, offene Le- (14, 30) 14 (94 %) tion (Kalte) und Reifung | NACH (18,
bensréume (16) (7) (1, 7, 14, 32), Behand- 25, 31)
lung mit 101 mg/l
KNO, (14); Keimung
durch Dunkelheit ge-
hemmt (1); keine Spe-
zialbehandlungen (21)
Echinochloa crusgalli A 1,5 (14) L =D (14) 10-20 (7, Skarifikation (7, 32); | VOR UND a
; . 21) Keimung durch Bestrah- | NACH (3,
(Hiihnerhirse) (16) L>D @) lung nicht beeintrichtigt | 21, 28, 31)
(1); keine Spezialbe-
handlungen (3, 14, 21)
Elymus canadensis P 4-5(14,30) | L=D (11) 1 14-28 keine Spezialbehandlun- | NACH (2) C,D,E
(Kanada-Quecke) Uferzonen, gestorte (11) (11) gen
Standorte (16) (2,11)
Festuca pratensis p 1,53-2,2 L=D (14) 20 (10) 9 (74 %) | keine Spezialbehandlun- | NACH (10) a 7
(Wiesenschwingel) Felder, feuchte Gebiete (16, 19) L>D (10) (10) gen
(16, 19) 2(50%) |(10,19)
(19)
Hordeum pusillum A 3,28 (14) Stratifikation ~(Warme) | VOR (31) 7
(Gerste) Weiden, Stralenrdnder, (1): Ke1mung durch Be-
offene Lebensriume strahlung nicht beein-
(16) trachtigt (1)
Phieum pratense p 0,45 (14, L > D (10, 0-10 (10, 2 (74 %) | Keimung durch Dunkel- | NACH (10) AE
(Wiesenlieschgras) Weiden, Acker, gestorte 19) 14) 19) (10) et gehgmm}: (1]39 ) Ki'
Standorte (16, 19) 8 (50 %) |mung durch ~DBestrah-
(19) lung nicht beeintrichtigt

(17); keine Spezialbe-
handlungen (10, 14, 17,
19)
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. Photoperiode
FAMILIE Bg:?\lifher Name Lebensdauer (') und Savrzi?l%e— fur Keimung Saattiefe Keimzeit Spezialbehandlungen (%) Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
(gemeiner deutscher Name) Lebensraum (mg) W, }(:der 0 (mm) () (Tage) (*) P 8 ©) Anbieter (7) ratur (%)
achstum
POLYGONACEAE A 5-8 (4,14, | L=D (20) | 0-2 (4, 29) Stratifikation  (Kilte) | VOR UND a 32
Polygonum convolvulus offene Lebensrdume, 29) liberzg-8 X;?Chl?éir(r}&nzy %C?g(l}, 12)’
(Windenknoterich) Stratenrénder (16) durch ’Bestraillung nich% o
gehemmt (1)
Polygonum lapathifolium A 1,8-2,5(14) | L>D (6) 5(94 %) | Keimung durch Bestrah- | VOR UND AE
(Ampfer-Knéterich) feuchter Boden (16) (18) mg nllggtn?fslgntra(ciﬁtrlcg}: NACH (6)
Dunkelheit ~ gehemmt
(18); Stratifikation
(Kalte) (1); keine Spe-
zialbehandlungen (5)
Polygonum pennsylvanicum A 3,6-7 (14, 2 (29) Stratifikation (Kdlte) | VOR (31) AE
(Vogelknoterich) Felder, offene Lebens- 29) Eber 4 Wochen b.e1 0-5
riume (16) C (1, 29); Keimung
durch Dunkelheit ge-
hemmt (1)
Polygonum periscaria A 2,1-2,3 L>D(13) 0 (19) <14 (13) | Skarifikation, Stratifika- | NACH (13) a 32
(Floh-Knoterich) gestorte Flachen, Acker (14,19) 2 (50 %) tion (Kalte), Behandlgng
(16, 19) (19) mit GA (14); Stratifika-
’ tion (Kilte), Reifung
(17-19); Keimung durch
Dunkelheit ~ gehemmt
(19); keine Spezialbe-
handlungen (13)
Rumex crispus p 1,3-1,5(4, | L=D (14, 0 3 (50 %) | Keimung durch Dunkel- | NACH (4, AE 32
(Krauser Ampfer) Acker, Straenrander, 14, 19) 33) (4, 19, 33) (19) gel.tf gehelrin mt (1% 39); 33)
offene Flichen (16, 19) 6 (100 %) | ~enung xann eriorder-
(33) lich sein (18); keine Spe-

zialbehandlungen (4,
14, 33)
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. Ph iod
FAMILIE Botanischer Name Lebensdauer (') und Samenge- ﬁi;) tlggrerrlfnge Saattiefe Keimzeit Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
der Art Lebensraum wicht oder (mm) () (Tage) (*) Spezialbehandlungen () (©) Anbieter (') ratur (3)
(gemeiner deutscher Name) ¢ (mg) Wachstum () 8
PRIMULACEAE A 0,4-05(4, | L=D (14) 1(50 %) | Stratifikation (Kalte), Be- | NACH (2,4) A F
Anagallis arvensis Acker, Grasflichen, ge- 14,19) (19) }1138nd11119ng 3“21;t i[zh(tl; ::r
(Acker-Gauchbheil) stort(ei 6S talng%orte Kei,muné 'erforderlich
’ (1); keine Spezialbe-
handlungen (2, 4)
RANUNCULACEAE P 1,5-2 (14, L=D (14) 1 41 -56 (19, | keine Spezialbehandlun- | NACH (5, 32
Ranunculus acris Acker, Strafenrinder, 19, 29) (29) 29) gen 22, 24-26)
(Scharfer HahnenfuR) offene Flichen (16, 19) (5, 14, 22, 24 -26)
ROSACEAE P 0,8-1,5 (14, | L=D (14) 0 (19) 5(50 %) | Keimung durch Dunkel- | NACH (5, a
Geum urbanum Hecken, feuchte Gebiete 19) (19) heit .g.ehefnmt (183, 19); 1 22,25, 26)
16 (79 %) Stratifikation ~ (Wirme)
(Echte Nelkenwurz) (1 6, 19) (18) (1)’ keine Spezialbe_
handlungen (5, 14, 22,
25, 26)
RUBIACEAE a 7-9 (14,19) | L=D (14) 5 (50 %) | Stratifikation (Kilte) (1, | VOR UND a 32
Galium aparine Acker, feuchte Gebiete, (19) Iligs,trla%)l;uﬁgr:ilil}ll% ];i:eri;h NA%{) (6,
(Kletten-Labkraut) gestorte Stla(;l)dorte (16, 6 (z 10;)) %) wichtigt (18, 19); Kei-
mung durch Licht ge-
hemmt (1); keine Spe-
zialbehandlungen (6,
14)
Galium mollugo P 7 L=D (14) 2 keine Spezialbehandlun- | NACH (5, a
(Wiesen-Labkraut) Wallhecken, offene Fla- (29) (29) gen 22, 24, 26)
chen (8) (5, 14, 22, 24, 26, 29)
SCROPHULARIACEAE | B, P Hecken, offene Fla- | 0,1-0,6 (4, | L =D (14) 0 6 (50 %) | Keimung durch Dunkel- | NACH (4, D,G,F
Digitalis purpurea chen (16, 19) 14, 19) 4, 19) (19) heit gehfzmmt (l,' 17- 22-26)
i 8 (99 %) 19); keine Spezialbe-
(Roter Fingerhut) (18) handlungen (4, -26, 22)
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. Photoperiode
FAMILIE Botanischer Name Lebensdauer (1) und Sampnge— fiir Keimun, Saattiefe Keimzeit . Toxizitdtstest Saatgut- Sonstige Lite-
der Art wicht 8 Spezialbehandlungen (°) 8 8
. Lebensraum oder (mm) (3) (Tage) (%) P 8 (6) Anbieter (7) ratur (%)
(gemeiner deutscher Name) (mg) Wachstum ()
Veronica persica A 0,5-0,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3(19) Keimung durch Dunkel- | VOR UND a 32
(Persischer Ehrenpreis) Acker, Grasflichen, ge- 19) 5 (96 %) heit %ekh emmt (18,K"119); NACH (28)
storte Standorte (16, (18) Stratifikation (Kalte)

19)

(18); keine Spezialbe-
handlungen (14)

—_——

) A = einjihrig, B = zweijdhrig, P = ausdauernd.

?) Die Quellen 11, 14 und 33 beziehen sich auf das Licht (L) und die Dunkelheit (D), die zur Keimung benotigt werden. Die Quellen 3, 6, 9, 10, 13 und 20 haben die Wachstumsbedingungen in Gewichs-
hausern zum Gegenstand.

%) 0 mm bedeutet, dass die Samen auf die Oberflache des Bodens gesit wurden oder dass zur Keimung Licht benotigt wird.

(
(*) Die Zahlen bezeichnen die Anzahl der Tage, nach denen der genannten Quelle zufolge ein bestimmter Prozentanteil der Samen gekeimt ist (z. B. 3 Tage Keimrate 50 % (Quelle 19)).
(’) Angaben zur Dauer der Reifung undfoder Stratifikation sind nicht immer verfiigbar. Auler wenn eine Kaltebehandlung erforderlich ist, werden die Temperaturbedingungen nicht angegeben, da die Tempe-

ratur bei Priifungen in Gewachshédusern nur in eingeschranktem Umfang geregelt werden kann. Die meisten Samen keimen bei den normalen Temperaturfluktuationen in Gewéchshdusern.

(%) Die betreffende Art wurde einer Vorauflauf- (VOR) und/oder Nachauflaufpriifung auf Phytotoxizitit mit Herbiziden unterzogen.
(") Beispiele gewerblicher Saatgutanbieter.
(8) Zwei alternative Quellen, die ebenfalls beriicksichtigt wurden.
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Genannte Saatgutanbieter

Anbieter Anbieterinformationen

A Herbiseed

New Farm, Mire Lane, West End, Twyford RG10 ONJ, ENGLAND
+44 1189 349 464

www.herbiseed.com

B Tropilab Inc.

8240 Ulmerton Road, Largo, FL 33771-3948, USA
+1 727 344 — 4050

www.tropilab.com

C Pterophylla — Native Plants & Seeds
#316 Regional Road 60, RR#1, Walsingham, ON NOE 1X0, KANADA
+1 519 586 — 3985

D Applewood Seed Co.

5380 Vivian St., Arvada, CO 80002, USA
+1 303 431 — 7333
www.applewoodseed.com

E Ernst Conservation Seeds

9006 Mercer Pike, Meadville, PA 16335, USA
+1 800 873 — 3321

www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds

Bortree Stile, Ulverston, Cumbria LA12 7PB, ENGLAND
+44 1229 581137

www.chiltemseeds.co.uk

G Thompson & Morgan

P.O. Box 1051, Fort Erie, ON L2A 6C7, KANADA
+1 800 274 — 7333
www.thompson-morgan.com
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Anlage 4

Beispiele fiir geeignete Wachstumsbedingungen fiir bestimmte Pflanzenarten

Die folgenden Bedingungen haben sich fiir zehn Pflanzenarten als geeignet erwiesen und konnen als Orientierung
auch fur Priifungen bestimmter anderer Arten in Wachstumskammern dienen:

Kohlendioxid-Konzentration: 350 + 50 ppm;
Relative Feuchte: 70 % + 5 % in Lichtperioden und 90 % + 5 % in Dunkelperioden
Temperatur: 25 + 3 °C am Tag und 20 % 3 °C in der Nacht;

Photoperiode: 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit; Licht mit einer Wellenlinge von durchschnittlich 400 bis
700 nm;

Licht: Leuchtdichte 350 + 50 pE/m?[s, gemessen an der Vegetationsoberfldche.
Die Kulturpflanzenarten sind:

— Tomate (Solanum lycopersicon);

— Gurke (Cucumis sativus);

— Salat (Lactuca sativa);

— Sojabohne (Glycine max);

— Kohl (Brassica oleracea var. capitata);

— Mohre (Daucus carota);

— Hafer (Avena sativa);

— Deutsches Weidelgras (Lolium perenne);
— Mais (Zea mays);

— Zwiebel (Allium cepa).
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C.32. ENCHYTRAEEN-REPRODUKTIONSTEST
EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 220 (2004). Sie soll eingesetzt werden, um die
Wirkung von Chemikalien auf die Reproduktionsleistung von Enchytraecen (Enchytraeus albidus, Henle 1873) im
Boden zu beurteilen. Die Priifung beruht im Wesentlichen auf einer vom deutschen Umweltbundesamt
entwickelten (1) und in einem Ringtest (2) gepriiften Methode. Dariiber hinaus wurden noch weitere Methoden
zur Untersuchung der Toxizitdt von Chemikalien fiir Enchytraeen und Regenwiirmer in Betracht gezogen (3)(4)

(5)(6)(7)(8).

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

2. Bodenbewohnende Anneliden der Gattung Enchytracus sind &kologisch relevante Arten fiir Okotoxizitit-
spriifungen. Enchytraeen kommen zwar haufig in Béden vor, in denen auch Regenwiirmer leben; bei vielen
Boden treten sie aber auch dann in grofSer Anzahl auf, wenn keine Regenwiirmer vorkommen. Enchytraeen
konnen sowohl in Labortests als auch in Halbfreiland- und in Freilandtests verwendet werden. Aus praktischer
Sicht ist festzustellen, dass viele Enchytraeus-Arten leicht zu handhaben und zu ziichten sind; auferdem ist ihre
Regenerationszeit erheblich kiirzer als die von Regenwiirmern. Ein Reproduktionstest mit Enchytraeen dauert
nur 4 bis 6 Wochen (gegeniiber 8 Wochen bei Regenwiirmern (Eisenia fetida).

3. Allgemeine Informationen zur Okologie und zur Okotoxikologie von Enchytraeen in der terrestrischen Umwelt
sind den Quellen (9), (10), (11) und (12) zu entnehmen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

4. Adulte Enchytraeen werden verschiedenen Konzentrationen der in kiinstlichen Boden eingemischten
Priifchemikalie ausgesetzt. Die Priifung kann in zwei Schritte unterteilt werden: a) einen Vorversuch zur
Feststellung des geeigneten Konzentrationsbereichs (falls keine hinreichenden Informationen verfigbar sind), in
dem die Mortalitit nach zweiwochiger Exposition als wesentlicher Endpunkt beurteilt wird, und b) einen
definitiven Reproduktionstest, bei dem die Gesamtzahl an juvenilen Tieren eines Elterntiers und das Uberleben
der Elterntiere bewertet werden. Der definitive Test dauert sechs Wochen. Nach den ersten drei Wochen werden
die adulten Wiirmer herausgenommen und die morphologischen Anderungen protokolliert. Nach weiteren drei
Wochen werden die juvenilen Tiere gezihlt, die aus den von den adulten Tieren hergestellten Kokons geschliipft
sind. Die Reproduktionsleistung der Tiere, die der Priifchemikalie ausgesetzt waren, wird mit der Reproduk-
tionsleistung der Kontrollgruppe(n) verglichen, um i) die NOEC (hochste gepriifte Konzentration ohne
beobachtete schidliche Wirkung) undfoder ii) mit dem EC-Wert (z. B. EC,, oder EC,) (mithilfe eines
Regressionsmodells) die Konzentration zu ermitteln, bei der die Reproduktionsleistung um x % reduziert wird.
Die Testkonzentrationen miissen den EC -Bereich einschliefen (z. B. EC,, und EC,), damit der EC,-Wert durch
Interpolation anstelle einer Extrapolation ermittelt werden kann.

INFORMATIONEN ZUR PRUFCHEMIKALIE

5. Die Wasserloslichkeit, der log-K  -Wert, der Boden-Wasser-Verteilungskoeffizient (z. B. Kapitel C.18 oder C.19)
und der Dampfdruck der Priifchemikalie sollten bekannt sein. Wiinschenswert sind zudem Informationen iiber
den Verbleib der Chemikalie im Boden (z. B. die Photolyse- und die Hydrolyserate).

6. Die Prifmethode kann sowohl fiir wasserlosliche als auch fur nicht 16sliche Chemikalien verwendet werden.
Allerdings ist die Priifchemikalie entsprechend unterschiedlich einzubringen. Fiir fliichtige Chemikalien ist die
Priifmethode nicht geeignet (d. h. fir Chemikalien, bei denen die Henry-Konstante oder der Luft-Wasser-
Verteilungskoeffizient grofer als eins ist, oder fir Chemikalien, bei denen der Dampfdruck bei 25 °C mehr als
0,0133 Pa betrigt.

VALIDITAT DES TESTS

7. Damit ein Test als valide gewertet werden kann, sollten die Kontrollen die folgenden Kriterien erfiillen:

— Die Mortalitit der adulten Tiere darf am Ende des Vorversuchs und nach den ersten drei Wochen des
Reproduktionstests nicht mehr als 20 % betragen;

— wenn bei der Vorbereitung des Tests 10 adulte Tiere pro Gefif§ verwendet wurden, sollten sich am Ende des
Tests durchschnittlich mindestens 25 juvenile Tiere pro Gefdf§ entwickelt haben;

— der Variationskoeffizient um die durchschnittliche Anzahl an juvenilen Tieren sollte am Ende des Reproduk-
tionstests hochstens 50 % betragen.



L 54/102 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016

Wenn ein Test die genannten Validititskriterien nicht erfiillt, ist er zu beenden, sofern keine besonderen Griinde
fur seine Fortsetzung vorliegen. Die Begriindung ist in den Priifbericht aufzunehmen.

REFERENZCHEMIKALIE

8.  Eine Referenzchemikalie ist entweder regelmifSig zu priifen oder in jeden einzelnen Test mit einzubeziehen, um
sicherzustellen, dass sich die Reaktion der Testorganismen im Laufe der Zeit nicht signifikant gedndert hat. Eine
geeignete Referenzchemikalie ist Carbendazim, fir das gezeigt wurde, dass es die Lebens- und Reproduktions-
fahigkeit von Enchytracen beeintrichtigt (13)(14); auferdem konnen Chemikalien mit gut bekannten
Toxizititsdaten verwendet werden. AgrEvo Company (Frankfurt, Deutschland) bietet unter dem Handelsnamen
Derosal™ eine Carbendazim-Formulierung mit einem Wirkstoffanteil von 360 g/l (32,18 %) an. Diese
Formulierung wurde in einem Ringtest verwendet (2). Der im Ringtest ermittelte EC,;,-Wert der Reproduktions-
leistung lag bei 1,2 + 0,8 mg Wirkstoff/kg Trockenmasse (2). Wenn ein positiver toxischer Standard in die
Testreihe aufgenommen wird, ist eine einzige Konzentration zu verwenden, und die Anzahl der Replikate muss
mit der Anzahl der Kontrollen tibereinstimmen. Bei Carbendazim wird die Priffung von 1,2 mg Wirkstoff/kg
Trockenmasse (getestet in einer fliissigen Formulierung) empfohlen.

BESCHREIBUNG DES TESTS
Ausriistung

9. Die Priifgefifle miissen aus Glas oder einem sonstigen chemisch inertem Material bestehen. Geeignet sind
Glasgefifie (z. B. mit einem Volumen von 0,20 bis 0,25 | und einem Durchmesser von = 6 cm). Die Gefifse
miissen transparente Deckel haben (z. B. aus Glas oder Polyethylen), die so ausgefithrt sind, dass sie die
Wasserverdampfung reduzieren und gleichzeitig den Gasaustausch zwischen dem Bodensubstrat und der
Atmosphire erlauben. Die Deckel miissen transparent sein, damit die erforderliche Lichtdurchléssigkeit gegeben
ist.

10. Es wird eine iibliche Laborausriistung insbesondere mit folgenden Bestandteilen benotigt:
— Trockenschrank;
— Stereomikroskop;
— pH-Messgerit und Photometer;
— Waagen mit geeigneter Genauigkeit;
— geeignete Vorrichtungen zur Temperaturregelung;
— geeignete Ausriistung zur Feuchtigkeitsregelung (bei Expositionsgefafien mit Deckel nicht wesentlich);
— Inkubator oder kleiner Raum mit Klimaanlage;
— Pinzette, Haken oder Schlaufen;

— Fotoschalen.

Herstellung des kiinstlichen Bodens

11. In diesem Test wird kiinstlicher Boden (5)(7) mit folgender Zusammensetzung verwendet (bezogen auf
Trockenmassen, bei 105 °C bis zur Massekonstanz getrocknet):

— 10 % Sphagnum-Torf, luftgetrocknet und fein gemahlen (eine Partikelgrofle von 2 + 1 mm ist akzeptabel);
vor der Verwendung in einem Test sollte sichergestellt werden, dass mit einer frischen Torf-Charge
hergestellter Boden fur die Zucht der Wiirmer geeignet ist;

— 20 % Kaolin-Ton (Kaolinit-Anteil vorzugsweise iiber 30 %);
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— ca. 0,3 bis 1,0 % Calciumcarbonat (CaCO,, pulverisiert, Analysequalitit), um einen pH-Wert von 6,0 £ 0,5
zu erzielen; wie viel Calciumcarbonat hinzuzugeben ist, kann vor allem von der Qualitit/Beschaffenheit des
Torfs abhidngen;

— ca. 70 % luftgetrockneter Quarzsand (je nach erforderlichem CaCO;-Anteil), hauptsichlich Feinsand mit
mehr als 50 % Partikeln mit einer Grofe von 50 bis 200 um.

Vor der Verwendung eines kiinstlichen Bodens in einem definitiven Test ist seine Eignung fiir die Zucht von
Wiirmern und zur Erfillung der Validititskriterien des Tests nachzuweisen. Die entsprechende Priifung wird
insbesondere empfohlen, um sicherzustellen, dass die Aussagekraft des Tests bei reduziertem Kohlenstoffgehalt
des kiinstlichen Bodens, z. B. durch Verringerung des Torfanteils auf 4-5 % und entsprechende Erhchung des
Sandanteils, nicht beeintrachtigt wird. Durch eine solche Reduzierung des Gehalts an organischem Kohlenstoff
kann die Bindung der Priifchemikalie an den Boden (d. h. an organischen Kohlenstoff) verringert werden und
die Verfugbarkeit der Priifchemikalie fiir die Wiirmer zunehmen. Es wurde nachgewiesen, dass Enchytraeus
albidus den Validitdtskriterien hinsichtlich der Reproduktion bei Versuchen mit Feldboden mit geringerem
Gehalt an organischem Kohlenstoff als oben angegeben (z. B. 2,7 %) (15) geniigen, und es gibt (wenngleich in
begrenztem Umfang) Hinweise darauf, dass diese Ergebnisse auch mit kiinstlichem Boden mit 5 %igem
Torfanteil erzielt werden konnen.

Hinweis: Wenn in weiteren (z. B. hoherstufigen) Tests natiirlicher Boden verwendet wird, sind auch die Eignung
dieses Bodens und die Erfiillung der Validitdtskriterien des Tests nachzuweisen.

12. Die trockenen Bestandteile des Bodens werden griindlich gemischt (z. B. in einem groflen Labormischer). Der
Mischvorgang wird mindestens eine Woche vor Priifbeginn durchgefithrt. Der gemischte Boden muss zwei Tage
ruhen, damit sich der Siurepegel ausgleichen/stabilisieren kann. Zur Bestimmung des pH-Werts wird eine
Mischung aus Boden und einer 1 M Kaliumchlorid- (KCl) oder einer 0,01 M Calciumchloridlosung (CaCl,) im
Verhiltnis 1:5 verwendet (siche (16) und Anlage 3). Wenn der Siuregrad des Bodens aufSerhalb des
spezifizierten Bereichs liegt (siche Nummer 11), kann der pH-Wert durch Zugabe einer geeigneten Menge
CaCO, eingestellt werden. Ist der Boden zu alkalisch, kann der pH-Wert durch Zugabe eines groferen Anteils
des Gemischs (siche Nummer 11) ohne CaCO, eingestellt werden.

13. Die maximale Wasserhaltekapazitit des kiinstlichen Bodens wird mit den in Anlage 2 beschriebenen Verfahren
ermittelt. Ein oder zwei Tage vor Beginn des Tests wird der trockene kiinstliche Boden mit so viel
entionisiertem Wasser befeuchtet, dass etwa die Halfte des endgiiltigen Wassergehalts erreicht wird (40-60 %
der maximalen Wasserhaltekapazitdt). Zu Beginn des Tests wird der befeuchtete Boden entsprechend der
Anzahl der im Test zu verwendenden Testkonzentrationen (sowie gegebenenfalls der Referenzchemikalie) und
Kontrollen aufgeteilt. Der Feuchtegehalt wird auf 40-60 % der maximalen Wasserhaltekapazitit eingestellt,
indem die Losung mit der Priffchemikalie und/oder destilliertes oder entionisiertes Wasser hinzugegeben wird
(siehe Nummern 19, 20 und 21). Der Feuchtegehalt wird zu Beginn und am Ende des Tests ermittelt (durch
Trocknen bei 105 °C bis zur Massekonstanz) und sollte im optimalen Bereich fiir die Lebensfihigkeit der
Wiirmer liegen. Fiir eine grobe Priifung des Feuchtegehalts des Bodens kann der Boden vorsichtig in der Hand
gedriickt werden; bei richtigem Feuchtegehalt sollten Wassertropfchen zwischen den Fingern austreten.

Auswahl und Vorbereitung der Versuchstiere

14. Die empfohlene Art fiir den Test ist Enchytraeus albidus (Henle 1837, weifler Topfwurm), ein Mitglied der Familie
Enchytraeidae (Ordnung Oligochaeta, Stamm Annelida). E. albidus ist eine der grofiten Enchytraeen-Arten; bei
einzelnen Exemplaren wurde eine Linge von bis zu 35 mm gemessen (17)(18). E. albidus ist weltweit in
marinen, limnischen und terrestrischen Habitaten zu finden, hauptsichlich in faulendem organischem Material
(Seetang, Kompost), seltener auch in Wiesen (9). Die breite 6kologische Toleranz und gewisse morphologische
Variationen deuten darauf hin, dass es unterschiedliche Rassen geben konnte.

15. E. albidus wird im Handel als Fischfutter angeboten. Es ist zu priifen, ob die Kultur durch andere,
normalerweise kleinere Arten kontaminiert ist (1) (19). Ist dies der Fall, sind alle Wiirmer in einer Petrischale
mit Wasser zu waschen. Mithilfe eines Stereomikroskops werden grofe adulte Exemplare von E. albidus fiir eine
neue Kultur aussortiert, und alle anderen Wiirmer sind zu verwerfen. E. albidus ldsst sich leicht in einer Vielzahl
organischer Materialien ziichten (siche Anlage 4). Der Lebenszyklus von E. albidus ist kurz, da die Tiere ihre
Geschlechtsreife zwischen dem 33. Lebenstag (bei 18 °C) und dem 74. Lebenstag (bei 12 1 °C) erreichen. Fiir
die Priifung sollten ausschlieSlich Wurmkulturen verwendet werden, die mindestens fiinf Wochen lang (eine
Generation) ohne Probleme im Labor gehalten wurden.
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16. Andere Enchytraeus-Arten kommen ebenfalls in Betracht; z. B. E. buchholzi Vejdovsky 1879 oder E. crypticus
Westheide und Graefe 1992 (siche Anlage 5). Werden andere Enchytraeus-Arten verwendet, so sind diese
eindeutig zu identifizieren, und die Wahl der Art ist zu begriinden.

17. Fir die Tests sind adulte Tiere zu verwenden. In der Clitellum-Region sollten Eier (weifle Flecken) erkennbar
sein, und die Tiere miissen alle etwa gleich groff sein (ca. 1 cm lang). Die Zuchtkultur braucht nicht
synchronisiert zu werden.

18. Wenn die Enchytracen nicht in demselben Bodentyp und unter denselben Bedingungen (einschliefSlich
Fitterung) gehiltert werden wie im endgiltigen Test, muss eine Akklimatisierung erfolgen (mindestens 24
Stunden bis drei Tage). Zunichst sollten mehr adulte Tiere als zur Durchfithrung des Tests benotigt
akklimatisiert werden, damit beschidigte oder anderweitig ungeeignete Exemplare verworfen werden kénnen.
Am Ende des Akklimatisierungszeitraums werden fiir den Test ausschlieSlich Wiirmer ausgewdhlt, die Eier
enthalten und keine Verhaltensauffilligkeiten zeigen (z. B. Versuche, den Boden zu verlassen). Die Wiirmer
werden mit einer Juwelierpinzette, mit Haken oder Schlaufen vorsichtig herausgenommen und in eine
Petrischale mit einer kleinen Menge Silwasser gesetzt. Fiir diesen Zweck ist rekonstituiertes Siifwasser zu
empfehlen, wie in Kapitel C.20 (Daphnia magna Reproduktionstest) beschrieben, da entionisiertes oder
entmineralisiertes Wasser oder Leitungswasser fur die Wirmer schadlich sein konnte. Die Wiirmer werden
unter einem Stereomikroskop untersucht, und Wiirmer ohne Eier werden verworfen. Es ist sorgfiltig darauf zu
achten, dass auch Milben und Springschwinze entfernt und verworfen werden, die in die Kulturen geraten sein
konnten. Fir den Test nicht benétigte gesunde Wiirmer werden in die Stammkultur zuriickgegeben.

Herstellung der Testkonzentrationen
Wasserlosliche Priifchemikalie

19. Eine Losung der Priifchemikalie wird in entionisiertem Wasser in ausreichender Menge fiir alle Replikate einer
Testkonzentration hergestellt. Vorzugsweise sollte eine angemessene Menge Wasser verwendet werden, um den
erforderlichen Feuchtegehalt (d. h. 40 bis 60 % der maximalen Wasserhaltekapazitit (siche Nummer 13)) zu
erzielen. Jede Losung mit der Priifchemikalie wird griindlich mit einer Charge des angefeuchteten Bodens
gemischt und dann in das Priifgefiff gegeben.

Wasserunldsliche Priifchemikalien

20. Chemikalien, die in Wasser unloslich, aber in organischen Losungsmitteln loslich sind, konnen in der
kleinstmoglichen Menge eines geeigneten Losungsvermittlers (z. B. Aceton) gelost werden. Hierzu sind
ausschliefSlich fliichtige Losungsmittel zu verwenden. Der Tragerstoff wird auf eine kleine Menge (z. B. 2,5 g)
Quarzsand gespritht oder mit dem Sand vermischt. Anschliefend wird der Sand mindestens eine Stunde unter
einem Abzug gestellt, damit das Losungsmittel verdunsten kann. Diese Mischung aus Quarzsand und
Priifchemikalie wird zum angefeuchteten Boden hinzugegeben und nach Hinzugabe von entionisiertem Wasser
in ausreichender Menge griindlich gemischt, um den erforderlichen Feuchtegehalt zu erzielen. Die endgiiltige
Mischung wird in die Priifgefife gegeben.

21. Bei Chemikalien, die sowohl in Wasser als auch in organischen Losungsmitteln schlecht 15slich sind, wird das
Aquivalent von 2,5 g fein gemahlenem Quarzsand pro Priifgefd mit der Menge der Priifchemikalie vermischt,
die erforderlich ist, um die gewiinschte Testkonzentration zu erhalten. Diese Mischung aus Quarzsand und
Priifchemikalie wird zum angefeuchteten Boden hinzugegeben und nach Hinzugabe von entionisiertem Wasser
in ausreichender Menge griindlich vermischt, um den erforderlichen Feuchtegehalt zu erzielen. Die endgiiltige
Mischung wird auf die PriifgefifSe verteilt. Dieses Verfahren wird fir alle Testkonzentrationen wiederholt, und
es wird eine geeignete Kontrolle hergestellt.

22. Die Chemikalien werden im Allgemeinen hochstens bis zu einer Konzentration von 1 000 mg/kg Boden
(Trockenmasse) gepriift. Je nach Zielsetzung eines bestimmten Tests konnen Priifungen allerdings auch mit
hoheren Konzentrationen vorgenommen werden.

DURCHFUHRUNG DER TESTS
Test- und Kontrollgruppen

23. Fir jede Testkonzentration werden 20 g (Trockenmasse) Testboden in das Priifgefifl gegeben (siche Nummern
19, 20 und 21). Auferdem werden Kontrollen ohne die Priifchemikalie hergestellt. In alle Priifgefifie wird
Futter gegeben, wie unter Nummer 29 beschrieben. In jedes Priifgefiff werden zehn zufillig ausgewihlte
Wiirmer gesetzt. Die Wiirmer werden vorsichtig in die einzelnen Priifgefiffe gegeben und auf dem Boden
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abgesetzt (z. B. mit einer Juwelierpinzette, mit Haken oder mit Schlaufen. Die Anzahl der Replikate der
Testkonzentrationen und der Kontrollen hingt vom jeweiligen Priifprotokoll ab (siche Nummer 34). Die
Priifgefile werden nach dem Zufallsprinzip in den Testinkubator gestellt, und die Positionen werden
wochentlich neu randomisiert.

24, Wenn zur Applikation der Priifchemikalie ein Losungsvermittler verwendet wird, ist zusitzlich zu den
Testreihen eine Kontrollreihe mit Quarzsand mit aufgesprithtem oder untergemischtem Losungsmittel zu
prifen. Die Konzentration des Losungsmittels oder des Dispergiermittels muss mit der Konzentration
tibereinstimmen, die auch in den Priifgefiflen mit der Priifchemikalie verwendet wird. Bei Chemikalien, die
gemidfl den unter Nummer 21 beschriebenen Verfahren zu applizieren sind, muss eine Kontrollreihe mit
zusitzlichem Quarzsand (2,5 g pro Gefif) gepriift werden.

Priifbedingungen

25. Die Testtemperatur betrigt 20 = 2 °C. Damit die Wiirmer den Boden nicht verlassen, wird die Priifung bei
einem geregelten Licht-Dunkel-Zyklus (vorzugsweise 16 Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit) mit einer
Lichtstirke von 400 bis 800 lux im Bereich der Priifgefie durchgefiihrt.

26. Um die Feuchte des Bodens zu ermitteln, werden die Gefiffe zu Beginn des Tests und danach jeweils einmal
pro Woche gewogen. Gewichtsverluste werden durch Zugabe von entionisiertem Wasser in ausreichender
Menge aufgefillt. Wasserverluste konnen durch Aufrechterhaltung einer hohen Luftfeuchtigkeit (> 80 %) im
Testinkubator reduziert werden.

27. Der Feuchtegehalt und der pH-Wert sind jeweils zu Beginn und am Ende sowohl des Vorversuchs als auch des
definitiven Tests zu messen. Die Messungen sind an allen Kontrollen und an allen mit der Priifchemikalie (in
allen Konzentrationen) behandelten Bodenproben vorzunehmen, die zwar in der gleichen Weise wie die
Testkulturen hergestellt und gehandhabt werden, aber keine Wiirmer enthalten. Zu diesen Bodenproben ist nur
zu Beginn des Tests Futter hinzuzugeben, um die Aktivitit der vorhandenen Mikroorganismen anzuregen. Es
sollte die gleiche Menge Futter hinzugegeben werden, wie zu den Testkulturen. Wiahrend des Tests braucht in
diese Gefifse allerdings kein weiteres Futter mehr gegeben zu werden.

Fiitterung

28. Es wird Futter verwendet, das die Lebensfihigkeit der Enchytraeen-Population gewdhrleistet. Haferflocken,
vorzugsweise vor der Verwendung autoklaviert, um Verunreinigungen durch Mikroorganismen zu verhindern
(auch Erwidrmung ist moglich), haben sich als geeignetes Futter erwiesen.

29. Bei der ersten Fiitterung werden 50 mg gemahlene Haferflocken mit dem Boden in jedem Gefiff vermischt,
bevor die Wiirmer eingesetzt werden. Anschliefend wird bis zum 21. Tag Futter einmal wochentlich
hinzugegeben. An Tag 28 wird nicht gefuttert, da die adulten Tiere in diesem Stadium bereits herausgenommen
wurden und die juvenilen Wiirmer ab diesem Zeitpunkt verhiltnismifSig wenig zusitzliches Futter brauchen.
Die Fiitterung wahrend des Tests besteht aus 25 mg gemahlenen Haferflocken pro Gefdff, die wird vorsichtig
auf die Bodenoberfliche gelegt werden, damit die Wiirmer nicht verletzt werden. Um Schimmelpilzbefall zu
verhindern, sind die Haferflocken mit einer kleinen Menge Boden zu bedecken. Wenn das Futter nicht
aufgezehrt wird, sollte die Futtermenge verringert werden.

Protokoll des Vorversuchs zur Konzentrationsbereichs-Bestimmung

30. Wenn erforderlich, wird ein Vorversuch beispielsweise mit fiinf Konzentrationen der Priifchemikalie (0,1, 1,0,
10, 100 und 1 000 mg/kg (Boden Trockenmasse)) durchgefiihrt. Ein Replikat fiir jede Behandlung und jede
Kontrolle ist ausreichend.

31. Der Vorversuch dauert zwei Wochen. Am Ende des Versuchs wird die Mortalitit der Wiirmer ermittelt. Ein
Wurm wird dann als tot erfasst, wenn er am vorderen Ende nicht mehr auf mechanische Reize reagiert. Uber
die Mortalitdt hinaus konnen auch weitere Informationen hilfreich sein, um die im definitiven Test zu
verwendenden Konzentrationen festzulegen. Anderungen im Verhalten der adulten Wiirmer (die Wiirmer
konnen sich nicht mehr in den Boden eingraben, sie liegen reglos an der Glaswand des Priifgefifes usw.) sowie
morphologische Anderungen (z. B. offene Wunden) sind daher ebenso zu protokollieren wie das
Vorhandensein juveniler Wiirmer. Letzteres kann mit der in Anlage 6 beschriebenen Firbemethode ermittelt
werden.
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32. Der ungefihre LC,-Wert kann bestimmt werden, indem der geometrische Mittelwert der Mortalititsdaten
berechnet wird. Bei der Festlegung des Konzentrationsbereichs fiir den definitiven Test wird davon ausgegangen,
dass die Wirkungen auf die Reproduktionsleistungen maximal um den Faktor 10 geringer sind als der LC,-
Wert. Dies ist jedoch eine empirische Beziehung; jeder Einzelfall kann anderes aussehen. Weitere
Beobachtungen im Vorversuch (z. B. das Vorkommen juveniler Tiere) konnen helfen, den Konzentrationsbereich
der Priifchemikalie fiir den definitiven Test noch genauer einzugrenzen.

33. Um den LC,-Wert genau zu bestimmen, wird empfohlen, den Test mit mindestens vier Replikaten fiir jede
Konzentration der Priifchemikalie und mit einer geeigneten Anzahl Konzentrationen zu wiederholen, damit
sich mindestens vier statistisch signifikante mittlere Reaktionen fiir die jeweiligen Konzentrationen ergeben.
Eine dhnliche Anzahl an Konzentrationen und Replikaten ist gegebenenfalls auch fiir die Kontrollen zu
verwenden.

Protokoll des definitiven Reproduktionstests

34. Entsprechend den Empfehlungen aufgrund eines Ringtests werden drei Protokolle vorgeschlagen (2):

— Zur Bestimmung der NOEC sind mindestens fiinf Konzentrationen in einer geometrischen Reihe zu priifen.
Zu empfehlen sind vier Replikate je Testkonzentration und acht Kontrollen. Die Konzentrationen diirfen
sich maximal um den Faktor 1,8 unterscheiden.

— Zur Ermittlung des EC-Werts (z. B. EC,, oder EC,) miissen mindestens fiinf Konzentrationen gepriift
werden; diese Konzentrationen miissen den EC, einschliefen, damit der EC_ interpoliert werden kann und
nicht extrapoliert werden muss. Mindestens vier Replikate je Testkonzentration und vier Kontrollreplikate
werden empfohlen. Der Abstandsfaktor kann unterschiedlich sein (d. h. im erwarteten Wirkungsbereich
maximal 1,8 und bei den hoheren und niedrigeren Konzentrationen mehr als 1,8).

— Ein kombinierter Ansatz ermdglicht die Bestimmung sowohl der NOEC als auch des EC -Werts. Es sind acht
Testkonzentrationen in einer geometrischen Reihe zu verwenden. Zu empfehlen sind vier Replikate je
Behandlung und acht Kontrollen. Die Konzentrationen diirfen sich maximal um den Faktor 1,8
unterscheiden.

35. Pro Priifgefaf§ sind zehn adulte Wiirmer zu verwenden (siche Nummer 23). Zu Beginn des Tests und danach
einmal wochentlich bis zum 21. Tag einschlieSlich wird Futter in die Priifgefifie gegeben (siche Nummer 29).
An Tag 21 werden die Bodenproben sorgfiltig manuell abgesucht, und die lebenden adulten Wiirmer werden
erfasst und gezidhlt; Verhaltensinderungen (die Wiirmer graben sich nicht mehr in den Boden; sie liegen reglos
an der Glaswand des Priifgefiffes usw.) und morphologische Veranderungen (z. B. offene Wunden) werden
protokolliert. Anschliefend werden alle adulten Wirmer aus den Prifgefifen und aus dem Boden
herausgenommen. Der Testboden mit etwa gebildeten Kokons wird nochmals drei Wochen unter den
genannten Priifbedingungen inkubiert, wobei allerdings nur noch einmal an Tag 35 gefiittert wird (25 mg
gemahlene Haferflocken pro Gefdf).

36. Nach sechs Wochen werden die neu geschliipften Wiirmer gezdhlt. Hierzu wird die auf der Firbung mit
Bengalrot beruhende Methode (siche Anlage 6) empfohlen, wenngleich sich auch andere Verfahren zur
Entnahme und Flotation unter Zufuhr von Fliissigkeit (aber nicht von Wirme) als geeignet erwiesen haben (4)
(10)(11)(20). Die Einfirbung mit Bengalrot wird empfohlen, weil die Nassextraktion aus einem Bodensubstrat
durch Tritbungen aufgrund suspendierter Tonpartikel erschwert sein konnte.

Limit-Test

37. Wenn im Vorversuch auch bei der hochsten Konzentration (d. h. bei 1 000 mg/kg) keine Wirkungen
festzustellen sind, kann der Reproduktionstest als Limit-Test durchgefithrt werden, bei dem mit einer
Konzentration von 1 000 mg/kg nachgewiesen wird, dass die NOEC im Hinblick auf die Reproduktionsleistung
noch tiber diesem Wert liegt.
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Zusammenfassung und Zeitplan des Tests

38. Im Einzelnen umfasst der Test folgende Schritte:

Zeitpunkt

Vorversuch

Definitiver Test

Tag — 7 oder frither

— Herstellen des kiinstlichen Bodens

(Mischen trockener Bestandteile)

— Herstellen des kiinstlichen Bodens

(Mischen trockener Bestandteile)

Tag - 5

Priifung des pH-Werts des kiinstli-
chen Bodens

Messung der maximalen Wasserhal-
tekapazitit des Bodens

— Priifung des pH-Werts des kiinstli-

chen Bodens

Messung der maximalen Wasserhalte-
kapazitit des Bodens

Tag — 5 bis - 3

Sortieren der Wiirmer zur Akklima-
tisierung

Sortieren der Wiirmer zur Akklimati-
sierung

Tag— 3 bis 0

Akklimatisieren der Wiirmer iiber
mindestens 24 Stunden

Akklimatisieren der Wiirmer iiber
mindestens 24 Stunden

Tag -1

Befeuchten des kiinstlichen Bodens
und Aufteilung in Chargen

Befeuchten des kiinstlichen Bodens
und Aufteilung in Chargen

Tag 0

Herstellen der Stammlésungen
Applikation der Priifchemikalie

Einwiegen des Priifsubstrats in die
Priifgefifse

Einmischen des Futters
Einsetzen der Wiirmer

Messung pH-Werts und des Feuch-
tigkeitsgehalts des Bodens

Herstellen der Stammlosungen
Applikation der Priifchemikalie

Einwiegen des Priifsubstrats in die
PriifgefifSe

Einmischen des Futters
Einsetzen der Wiirmer

Messung des pH-Werts und des
Feuchtigkeitsgehalts des Bodens

Tag 7

Priifen des Feuchtigkeitsgehalts des
Bodens

Priffen des Feuchtigkeitsgehalts des
Bodens

Fiittern

Tag 14

Bestimmen der Mortalitit der adul-
ten Tiere

Schitzung der Anzahl der juvenilen
Tiere

Messung des pH-Werts und des
Feuchtigkeitsgehalts des Bodens

Prifen des Feuchtigkeitsgehalts des
Bodens

Fittern

Tag 21

Beobachten des Verhaltens der adul-
ten Tiere

Entnahme der adulten Tieren

Bestimmung der Mortalitdt der adul-
ten Tiere

Prifen des Feuchtigkeitsgehalts des
Bodens

Fiittern

Tag 28

Prifen des Feuchtigkeitsgehalts des
Bodens

Keine Fiitterung
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Zeitpunkt Vorversuch Definitiver Test

Tag 35 — Priifen des Feuchtigkeitsgehalts des
Bodens

— Fttern

Tag 42 — Zihlen der juvenilen Wiirmer

— Messung des pH-Werts und des
Feuchtigkeitsgehalts des Bodens

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Auswertung der Ergebnisse

39. Anlage 7 enthilt zwar eine Ubersicht, doch bei dieser Priifmethode ist keine statistische Vorgehensweise fiir die
Analyse der Priifergebnisse vorgeschrieben.

40. Der wesentliche Endpunkt des Vorversuchs ist die Mortalitit. Anderungen im Verhalten der adulten Wiirmer
(die Wirmer konnen sich nicht mehr in den Boden eingraben, sie liegen reglos an der Glaswand des
Priifgefdfes usw.) sowie morphologische Anderungen (z. B. offene Wunden) sind jedoch ebenso zu
protokollieren wie das Vorhandensein juveniler Wiirmer. Der LC,-Wert wird normalerweise mit Probit-
Analysen (21) oder durch logistische Regressionsanalysen bestimmt. Wenn diese Analysemethode jedoch
ungeeignet ist (z. B. weil weniger als drei Konzentrationen verfiigbar sind, bei denen ein Teil der Tiere gestorben
ist), konnen auch alternative Methoden verwendet werden. In Betracht kommen etwa gleitende Durchschnitte
(22), die Trimmed-Spearman-Karber-Methode (23) oder eine einfache Interpolation (z. B. geometrischer
Mittelwert von LC, und LC,,,, berechnet als Quadratwurzel von LC, multipliziert mit LC, ).

41. Endpunkt beim definitiven Test ist die Vermehrungsrate (d. h. die Anzahl der entstandenen juvenilen Tiere).
Ebenso wie im Vorversuch sind jedoch im Abschlussbericht auch alle Anzeichen fiir sonstige schidliche
Wirkungen zu erfassen. Fiir die statistische Analyse miissen fiir jede Textkonzentration und jede Kontrolle im
Reproduktionstest das arithmetische Mittel und die Standardabweichung berechnet werden.

42. Wenn eine Varianzanalyse vorgenommen wurde, konnen die Standardabweichung, s, und die Freiheitsgrade, df,
durch die nach der ANOVA geschitzte gepoolte Varianz bzw. durch die entsprechenden Freiheitsgrade ersetzt
werden (wenn die Varianz nicht von der Konzentration abhingig ist). In diesem Fall sind die einzelnen
Varianzen der Kontrollen und der Gefifle mit den Testkonzentrationen zu verwenden. In der Regel werden die
betreffenden Werte mit kommerzieller Statistik-Software berechnet, wobei die Ergebnisse der einzelnen Gefifse
als Replikate angenommen werden. Wenn die Zusammenfassung von Daten der negativen Kontrollen und der
Losungsmittelkontrollen sinnvoller erscheint als die Priifung mit einer einzelnen Kontrolle, werden die
Kontrollen getestet, um sicherzustellen, dass sich die Ergebnisse nicht signifikant unterscheiden (entsprechende
Tests siche Nummer 45 und Anlage 7).

43, ODb weitere statistische Tests vorzunehmen und statistische Riickschliisse zu ziehen sind, hdngt davon ab, ob bei
den Replikaten eine Normalverteilung und eine homogene Varianz der Werte gegeben ist.

Schiitzung der NOEC

44. Vorzugsweise sollten leistungsfahige Tests durchgefithrt werden. Dabei konnten Informationen (z. B. frithere
Erfahrungen mit Ringtests oder sonstige historische Daten) herangezogen werden, um zu beurteilen, ob die
Daten in etwa normal verteilt sind. Entscheidender ist die Varianzhomogenitit (Homoskedastizitit).
Erfahrungsgemif steigt die Varianz hiufig mit zunehmendem Mittelwert. In diesem Fall konnte eine
Datentransformation eine Homoskedastizitit zur Folge haben. Eine entsprechende Transformation sollte aber
eher auf Erfahrungen mit historischen Daten als auf den Daten der aktuellen Untersuchung beruhen. Bei
homogenen Daten sind multiple t-Tests (z. B. ein Williams-Test (a = 0,05, einseitig) (24)(25) oder in
bestimmten Fillen auch ein Dunnett-Test (26)(27)) durchzufithren. Bei uneinheitlichen Replikaten miissen die t-
Werte in der Tabelle korrigiert werden, wie von Dunnett und Williams empfohlen. Bei einer starken Variation
steigen/sinken die Ergebnisse nicht regelmifig. Bei derart starken Monotonieabweichungen ist der Dunnett-Test
besser geeignet. Bei Abweichungen von der Homoskedastizitit kann es angebracht sein, mdgliche Wirkungen in
Bezug auf Varianzen ndher zu untersuchen, um dann zu entscheiden, ob die t-Tests durchgefithrt werden
konnen, ohne zu viel an Aussagekraft einzubiiffen (28). Alternativ kann ein multipler U-Test (z. B. der
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Bonferroni-U-Test nach Holm (29)) oder — wenn bei diesen Daten zwar eine Homoskedastizitdt festzustellen
ist, die Daten ansonsten aber mit der zugrunde liegenden monotonen Dosis-Wirkungs-Kurve iibereinstimmen
— ein weiterer nicht parametrischer Test (z. B. Jonckheere-Terpstra (30)(31) oder Shirley) (32)(33)
vorgenommen werden; dies wire im Allgemeinen sinnvoller als t-Tests fiir ungleiche Varianzen (siche auch
Flussdiagramm in Anlage 7).

45. Wenn ein Limit-Test durchgefithrt wurde und die Voraussetzungen fiir parametrische Priifverfahren (Normalitit,
Homogenitdt) erfullt sind, kann der paarige Student-t-Test verwendet werden; ansonsten ist der -U-Test nach
Mann und Whitney durchzufithren (29).

Schitzung von EC,

46. Zur Berechnung eines EC -Werts wird eine Regressionsanalyse (linear oder nicht linear) mit den Mittelwerten
aus der Vorbehandlung vorgenommen, nachdem eine geeignete Dosis-Wirkungs-Beziehung ermittelt wurde. Fiir
das Wachstum der Wiirmer als kontinuierliche Reaktion konnen EC _-Werte mit einer geeigneten
Regressionsanalyse geschitzt werden (35). Geeignete Funktionen fiir quantale Daten (Mortalitit/Uberleben und
Anzahl der Nachkommen) sind die normale sigmoide Funktion, die Logit- oder die Weibull-Funktion mit zwei
bis vier Parametern, die teilweise auch hormetische Effekte abbilden kénnen. Wenn eine Dosis-Wirkungs-
Funktion mithilfe einer linearen Regressionsanalyse angepasst wurde, miissten in der Regressionsanalyse ein
signifikanter r>-Wert (Bestimmungskoeffizient) und/oder eine Steigung festzustellen sein; anschlieBend wird der
EC,-Wert abgeschitzt, indem in die nach der Regressionsanalyse erstellte Gleichung ein Wert entsprechend x %
des Mittelwerts der Kontrollgruppe eingesetzt wird. 95- %-Konfidenzintervalle werden nach Fieller (zitiert in
Finney (21)) oder mit sonstigen modernen geeigneten Methoden berechnet.

47. Alternativ wird die Reaktion als Anteil oder Prozentanteil eines Modellparameters nachgebildet, der dann als
mittlere Reaktion der Kontrollgruppe angenommen wird. In diesen Fillen kann die normale (Logit, Weibull)
sigmoide Kurve hdufig leicht durch eine Probit-Regression an die Ergebnisse angepasst werden (21). In diesen
Fillen ist die Gewichtungsfunktion entsprechend den metrischen Antworten anzupassen, wie bei Christensen
(36) beschrieben. Wenn allerdings eine Hormesis festgestellt wurde, ist die Probit-Analyse durch eine 4-
Parameter-Funktion (Logit oder Weibull) zu ersetzen, die mit einem nicht linearen Regressionsverfahren
angepasst wird (36). Kann keine geeignete Dosis-Wirkungs-Funktion an die Daten angepasst werden, konnen
alternative Methoden zur Abschitzung von EC_und der entsprechenden Konfidenzintervalle verwendet werden
(beispielsweise gleitende Durchschnitte nach Thompson (22) und das Trimmed-Spearman-Karber-Verfahren

(23)).

PRUFBERICHT

48. Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:
Priifchemikalie:

— physikalische Beschaffenheit und — wenn relevant — physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B.
Wasserloslichkeit oder Dampfdrucky);

— chemische Bezeichnung der Priifchemikalie nach der IUPAC-Nomenklatur, CAS-Nummer, Charge, Los,
Strukturformel und Reinheit;

— Verfallsdatum der Probe;
Im Test verwendete Art:

— ecingesetzte  Testtiere:  Art, wissenschaftlicher ~Name, Bezugsquelle der Testorganismen und
Zuchtbedingungen.

Priifbedingungen:

— Bestandteile und Herstellung des kiinstlichen Bodens;

— Methode der Applikation der Priifchemikalie;

— Beschreibung der Priifbedingungen (Temperatur, Feuchtegehalt, pH-Wert usw.);

— vollstindige Beschreibung des Priifprotokolls und der Verfahren.
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Priifergebnisse:
— Mortalitat adulter Wiirmer nach zwei Wochen und Anzahl der juvenilen Tiere am Ende des Vorversuchs;

— Mortalitit adulter Wiirmer nach dreiw6chiger Exposition und vollstindige Anzahl der juvenilen Tiere am
Ende des definitiven Tests;

— alle beobachteten physischen oder pathologischen Symptome und Verhaltensinderungen der
Testorganismen;

— der LC,,-Wert, die NOEC und/oder der EC -Wert (z. B. EC;, oder EC,,) fur die Reproduktionsleistung,
gegebenenfalls mit Konfidenzintervallen, und eine Grafik des angepassten Modells der Berechnung sowie
samtliche Informationen und Feststellungen, die fiir die Interpretation der Ergebnisse hilfreich sein konnen;

Abweichungen von den fir diese Priifmethode beschriebenen Verfahren und auflergewohnliche Vorkommnisse
wihrend der Priifung.

LITERATUR

(1) Rombke, J. (1989). Entwicklung eines Reproduktionstests an Bodenorganismen — Enchytraeen.
Abschlussbericht des Battelle-Instituts e.V. Frankfurt fiir das Umweltbundesamt (Berlin), FE-Vorhaben 106
03 051/01.

(2) Rombke, J., und Moser, T. (1999). Organisation and Performance of an International Ringtest for the Validation
of the Enchytraeid Reproduction Test. UBA-Texte 4/99, 150 + 223 S.

(3) Westheide, W., und Bethge-Beilfuss, D. (1991). The sublethal enchytraeid test system: guidelines and some
results, In: Modern Ecology: Basic and Applied Aspects. Hrsg. Esser, G., und Overdieck, D., S. 497-508.
Elsevier, Amsterdam.

(4) Dirven-Van Breemen, E., Baerselmann, R., und Notenboom, J. (1994). Onderzoek naar de Geschiktheid van de
Potwormsoorten Enchytraeus albidus en Enchytraeus crypticus (Oligochaeta, Annelida) in Bodemecotoxicologisch
Onderzoek. RIVM Rapport Nr. 719102025. 46 S.

(5) Kapitel C.8: Toxizitdt bei Regenwiirmern.

(6) ISO (Internationale Organisation fiir Normung) (1993). Bodenbeschaffenheit — Wirkungen von Schadstoffen
auf Regenwiirmer (Eisenia fetida) — Teil 1: Verfahren zur Bestimmung der akuten Toxizitdt unter Verwendung
von kiinstlichem Bodensubstrat, Nr. 11268-1. ISO, Genf.

(7) ISO (Internationale Organisation fiir Normung) (1996). Bodenbeschaffenheit — Wirkungen von Schadstoffen
auf Regenwiirmer — Teil 2: Bestimmung der Wirkung auf die Reproduktionsleistung von Eisenia fetida/Eisenia
andrei, Nr. 11268-2. ISO, Genf.

(8) Rundgren, S., und AK. Augustsson (1998). Test on the enchytraeid Cognettia sphagnetorum (Vejdovsky 1877).
In: Lokke, H., und C.AM. Van Gestel, Handbook of soil invertebrate toxicity tests. John Wiley and Sons,
Chichester, 73-94.

(9) Kasprzak, K. (1982). Review of enchytraeid community structure and function in agricultural ecosystems.
Pedobiologia 23, 217-232.

(10) Rémbke, J. (1995). Enchytraeen (Oligochaeta) als Bioindikator, UWSF — Z. Umweltchem. Okotox. 7, 246-249.
(11) Dunger, W., und Fiedler, HJ. (1997). Methoden der Bodenbiologie. G. Fischer Verlag, Stuttgart, New York.
(12) Didden, W.AM. (1993). Ecology of terrestrial Enchytraeidae. Pedobiologia 37, 2-29.

(13) Becker, H. (1991). Bodenorganismen — Priifungskategorien der Forschung. UWSF — Z. Umweltchem. Okotox.
3, 19-24.

(14) Rombke, J., und Federschmidt, A. (1995). Effects of the fungicide Carbendazim on Enchytraeidae in laboratory
and field tests, Newsletter on Enchytraeidae 4, 79-96.

(15) Rombke, J., Riepert, F. und Achazi R. (2000): Enchytraeen als Testorganismen. In: Toxikologische Beurteilung
von Boden. Heiden, S., Erb, R, Dott, W. und Eisentraeger, A. (Hrsg.). Spektrum Verl.,, Heidelberg. 59-81.

(16) ISO (Internationale Organisation fiir Normung) (1994). Bodenbeschaffenheit — Bestimmung des pH-Wertes,
Nr. 10390. ISO, Genf.



1.3.2016

Amtsblatt der Europdischen Union L 54/111

(17) Bell, A.-W. (1958). The anatomy of Enchytraeus albidus, with a key to the species of the genus Enchytraeus. Ann.
Mus. Novitat. 1902, 1-13.

(18) Nielsen, C.O. und Christensen, B. (1959). The Enchytraeidae, critical revision and taxonomy of European
species. Natura Jutlandica 8-9, 1-160.

(19) Bouguenec, V., und Giani, N. (1987). Deux nouvelles especes d’Enchytraeus (Oligochaeta, Enchytraeidae) et
rediscription d’E. bigeminus. Remarques sur le genre Enchytraeus. Ann. Limnol. 23, 9-22.

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

(21) Finney, D.J. (1971). Probit Analysis (3" ed.), S. 19-76. Cambridge Univ. Press.

(22) Finney, D.J. (1978). Statistical Method in Biological Assay. — Charles Griffin & Company Ltd, London.

(23) Hamilton, M.A., R.C. Russo und R.V. Thurston. (1977). Trimmed Spearman-Karber Method for estimating
median lethal concentrations in toxicity bioassays. Environ. Sci. Technol. 11(7), 714-719; Correction Environ.

Sci. Technol. 12(1998), 417.

(24) Williams, D.A., (1971). A test for differences between treatment means when several dose levels are compared
with a zero dose control. Biometrics 27, 103-117.

(25) Williams, D.A., (1972). The comparison of several dose levels with a zero dose control. Biometrics 28, 519-
531.

(26) Dunnett, C.W., (1955). A multiple comparison procedure for comparing several treatments with a control.
Amer. Statist. Ass. J. 50, 1096-1121.

(27) Dunnett, C.W., (1964) New tables for multiple comparisons with a control. Biometrics 20, 482-491.

(28) Hoeven, N. van der, (1998). Power analysis for the NOEC: What is the probability of detecting small toxic
effects on three different species using the appropriate standardized test protocols? Ecotoxicology 7: 355-361

(29) Holm, S., (1979): A simple sequentially rejective multiple test procedure. Scand. J. Statist. 6, 65-70.

(30) Jonckheere, A. R. (1954); A Distribution-free k-Sample Test Against Ordered Alternatives, Biometrika 41, 133-
145.

(31) Terpstra, T. J. (1952); The Asymptotic Normality and Consistency of Kendall’s Test Against Trend, When Ties
are Present in One Ranking, Indagationes Math. 14, 327-333.

(32) Shirley, E. A. (1979); The comparison of treatment to control group means in toxicology studies, Applied
Statistics 28, 144-151.

(33) Williams, D.A. (1986); A Note on Shirley’s Nonparametric Test for Comparing Several Dose Levels with a
Zero-Dose Control, Biometrics 42, 183-186.

(34) Sokal, R.R., und FJ. Rohlf. (1981). Biometry. The Principle and practice of statistics in biological research. 2nd
edition. W.H. Freeman and Company. New York.

(35) Christensen, E.R., (1984). Dose-response functions in aquatic toxicity testing and the Weibull model. Water
Research 18, 213-221.

(36) Van Ewijk, PH., und J.A. Hoekstra. (1993). Calculation of the EC;, and its confidence interval when sub-toxic
stimulus is present. Ecotox, Environ. Safety. 25, 25-32.



L 54112 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016

Anlage 1

Begriffsbestimmungen

Fiir diese Priifmethode gelten folgende Begriffsbestimmungen:

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.

EC, (Konzentration mit einer Wirkung von x %): Konzentration, bei der es innerhalb einer bestimmten
Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle zu einer Wirkung von x % auf die Testorganismen kommt; bei diesem
Test werden die Wirkungskonzentrationen als Masse der Priifchemikalie bezogen auf die Trockenmasse des
Testbodens ausgedriickt.

LC, (Konzentration ohne letale Wirkung): die Konzentration einer Priifchemikalie, bei der Testorganismen innerhalb
einer bestimmten Expositionsdauer nicht getStet werden; bei diesem Test wird LC, als Masse der Priifchemikalie
bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens ausgedriickt.

LC,, (mediane letale Konzentration): die Konzentration einer Priifchemikalie, bei der innerhalb einer bestimmten
Expositionsdauer 50 % der Testorganismen getotet werden; bei diesem Test wird LCy, als Masse der Priifchemikalie
bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens ausgedriickt.

LC,,, (absolut todliche Konzentration): die Konzentration einer Priifchemikalie, bei der innerhalb einer bestimmten
Expositionsdauer 100 % der Testorganismen getotet werden; bei diesem Test wird LC,, als Masse der Priifchemikalie
bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens ausgedriickt.

LOEC (niedrigste Konzentration, bei der noch eine schiddliche Wirkung zu beobachten ist): niedrigste Konzentration
der Priifchemikalie mit statistisch signifikanter Wirkung (p < 0,05); bei diesem Test wird die LOEC als Masse der
Priifchemikalie bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens ausgedriickt. Bei allen Testkonzentrationen oberhalb
der LOEC miisste normalerweise eine Wirkung auftreten, die sich statistisch von der jeweiligen Kontrolle
unterscheidet. Alle Abweichungen von den vorstehenden Beschreibungen bei der Ermittlung der LOEC sind im
Priifbericht zu begriinden.

NOEC (hochste Konzentration ohne beobachtete Wirkung): Die hochste Konzentration der Priifchemikalie
unmittelbar unterhalb der LOEC, bei der keine Wirkung beobachtet wird; bei diesem Test hat die der NOEC
entsprechende Konzentration innerhalb einer bestimmten Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle keine
statistisch signifikante Wirkung (p < 0,05).

Reproduktionsrate: mittlere Anzahl der juvenilen Wiirmer, die im Testzeitraum aus einer bestimmten Anzahl an
adulten Tieren hervorgegangen sind.

Priifchemikalie: ein Stoff oder eine Mischung, der bzw. die nach dieser Methode gepriift wird.
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Anlage 2

Bestimmung der maximalen Wasserhaltekapazitit

Bestimmung der Wasserhaltekapazitit des kiinstlichen Bodens

Die folgende Methode hat sich als geeignet erwiesen. Eine ndhere Beschreibung ist ISO DIS 11268-2 Anhang C zu
entnehmen.

Mit einer geeigneten Vorrichtung (Stechzylinder usw.) eine bestimmte Menge (z. B. 5 g) des Priifbodens entnehmen.
Den Zylinder auf der Unterseite mit Filterpapier abdecken, anschliefend mit Wasser fiillen und auf einem Gestell in
ein Wasserbad setzen. Den Zylinder allmihlich eintauchen, bis der Boden durch das Wasser bedeckt ist, und etwa
drei Stunden im Wasser belassen. Da nicht alles durch die Bodenkapillare aufgenommene Wasser im Substrat
gehalten werden kann, den Zylinder mit der Bodenprobe zur Entwisserung fiir zwei Stunden in einem geschlossenen
Gefif§ (um eine Austrocknung zu verhindern) auf sehr feuchten, fein gemahlenen Quarzsand stellen. Anschliefend
wird die Probe gewogen und bei 105 °C auf eine konstante Masse getrocknet. Die Wasserhaltekapazitit (WHC =
Water Holding Capacity) kann dann wie folgt berechnet werden:

S D

WHC (in % Trockenmasse) = =— };_ x 100

Dabei sind:

S

das wassergesittigte Substrat + Masse des Zylinders + Masse des Filterpapiers

Tara (Masse des Zylinders + Masse des Filterpapiers)

D Trockenmasse des Substrats

LITERATUR:

ISO (Internationale Organisation fir Normung) (1996). Bodenbeschaffenheit — Wirkungen von Schadstoffen auf
Regenwiirmer — Teil 2: Bestimmung der Wirkung auf die Reproduktionsleistung von Eisenia fetida/Eisenia andrei,
Nr. 11268-2. ISO, Genf.
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Anlage 3

Bestimmung des pH-Wertes von Boden

Die folgende Methode zur Bestimmung des pH-Wertes von Boden beruht auf der Beschreibung in ISO 10390
(Bodenbeschaffenheit — Bestimmung des pH-Wertes).

Eine gegebene Menge Boden mindestens 12 Stunden bei Raumtemperatur trocknen. Eine Suspension aus
(mindestens 5 g) Boden in einer 1-M-Losung analysenreines Kaliumchlorid (KCl) oder einer 0,01-M-Losung
analysenreines Calciumchlorid (CaCl,) im Verhiltnis 1:5 herstellen. Anschliefend die Suspension funf Minuten
kraftig schiitteln und dann mindestens 2, aber nicht linger als 24 Stunden ruhen lassen. Der pH-Wert der fliissigen
Phase wird mit einem pH-Meter gemessen, das vor jeder Messung mit einer geeigneten Reihe an Pufferlosungen (z. B.
pH 4,0 und 7,0) kalibriert wurde.

LITERATUR

ISO (Internationale Organisation fur Normung) (1994). Bodenbeschaffenheit — Bestimmung des pH-Wertes, Nr.
10390. ISO, Genf.
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Anlage 4

Kulturbedingungen fiir Enchytraeus sp.

Enchytraeen der Art Enchytraeus albidus (und anderer Enchytraeus-Arten) konnen in grofien Kunststoffkdsten (z. B. 30
x 60 x 10 cm) geziichtet werden, die mit einer Mischung aus kiinstlichem Boden und natiirlicher, nicht
kontaminierter Gartenerde im Verhiltnis 1:1 gefiillt werden. Kompostmaterial konnte toxische Chemikalien (etwa
Schwermetalle) enthalten und ist daher zu vermeiden. Vor der Verwendung des Bodens ist simtliche Fauna zu
entfernen (z. B. durch Gefrieren). Es kann auch ein Substrat ausschlieflich aus kiinstlichem Boden verwendet
werden, aber die Reproduktionsrate ist dann unter Umstinden geringer als in einem gemischten Bodensubstrat. Der
pH-Wert des Substrats muss im Bereich von 6,0 0,5 liegen.

Die Kultur wird bei einer Temperatur von 15 bis 20 + 2 °C im Dunkeln aufbewahrt. Temperaturen iiber 23 °C sind
zu vermeiden. Der Boden muss feucht gehalten werden, darf aber nicht nass sein. Die richtige Feuchte ist dann
gegeben, wenn bei vorsichtigem Ausdriicken des Bodens zwischen den Fingern kleine Wassertropfen austreten. Die
Entstehung anoxischer Bedingungen ist zu vermeiden, indem sichergestellt wird, dass die Abdeckungen der
Kulturgefile einen angemessenen Gasaustausch mit der Atmosphire ermdéglichen. Um die Beliiftung des Substrats
zu erleichtern, ist der Boden wochentlich vorsichtig zu lockern.

Die Wiirmer konnen mit Haferflocken gefiittert werden. Diese sind in verschlossenen Behiltnissen zu lagern und vor
Gebrauch zu autoklavieren oder zu erwirmen, um Befall mit Mehlmilben (z. B. Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina)
oder Raubmilben (z. B. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acaring) zu vermeiden. Nach der Wirmebehandlung
wird das Futter gemahlen, damit es leichter auf dem Boden ausgestreut werden kann. Von Zeit zu Zeit konnen die
Haferflocken mit Vitaminen, Milch und Lebertran angereichert werden. Als Futter kommen auch Backhefe und das
Fischfutter , TetraMin in Betracht.

Die Fiitterung erfolgt etwa zweimal pro Woche. Eine angemessene Menge Haferflocken wird auf dem Boden
ausgestreut oder beim Lockern des Bodens zur besseren Beliiftung vorsichtig in das Substrat gemischt. Die absolute
Futtermenge hingt von der Anzahl Wiirmer im Substrat ab. Allgemein gilt, dass die Futtermenge zu erhohen ist,
wenn das gesamte Futter binnen eines Tages nach Bereitstellung aufgezehrt ist. Wenn dagegen bei der zweiten
Fiitterung (nach einer Woche) noch Futter auf der Bodenoberfliche liegt, muss die Futtermenge reduziert werden.
Futter mit Schimmelpilzbefall ist zu entfernen und zu ersetzen. Nach drei Monaten sind die Wiirmer in frisch
hergestelltes Substrat umzusetzen.

Die Kulturbedingungen gelten als zufriedenstellend, wenn die Wiirmer a) nicht versuchen, das Bodensubstrat zu
verlassen, b) sich rasch im Boden bewegen, ¢) eine glinzende Oberfliche haben, an der keine Bodenpartikel
anhaften, d) eine mehr oder weniger weilliche Farbe haben, e) in unterschiedlichen Altersstufen in der Kultur
vertreten sind und f) sich kontinuierlich vermehren.
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Anlage 5

Durchfiithrung der Priifung mit anderen Enchytraeus-Arten

Wahl der Arten

Aufer E. albidus konnen auch andere Arten verwendet werden, dann sind Priifverfahren und Validititskriterien
entsprechend anzupassen. Da viele Enchytraeus-Arten leicht zu beschaffen sind und im Labor gut gehalten werden
konnen, sind die wichtigsten Kriterien fiir die Auswahl einer anderen Art als E. albidus die 6kologische Relevanz und
die Empfindlichkeit der jeweiligen Art. Es kann allerdings auch praktische Griinde fiir die Umstellung auf eine andere
Art geben. In Lindern beispielsweise, in denen E. albidus nicht vorkommt und auch nicht eingefithrt werden darf
(z. B. aufgrund von Quarantinebestimmungen) miissen andere Enchytraeus-Arten verwendet werden.

Beispiele fiir geeignete alternative Arten)

— Enchytraeus crypticus (Westheide und Graefe 1992): Diese Art wurde in den letzten Jahren haufig in
okotoxologischen Untersuchungen verwendet, weil sie sich leicht ziichten und untersuchen ldsst. Die Wiirmer
sind allerdings klein und entsprechend schwieriger zu handhaben als E. albidus (besonders in den Phasen vor
Durchfilhrung der Firbemethode). Das Vorkommen von E. cypticus im Freiland konnte nicht sicher
nachgewiesen werden, da diese Art bisher nur in Zusammenhang mit Regenwurmkulturen beschrieben wurde.
Seine okologischen Anforderungen sind daher nicht bekannt.

— Enchytraeus buchholzi (Vejdovsky 1879): Unter dieser Bezeichnung wird vermutlich eine Gruppe eng verwandter
Arten erfasst, die morphologisch schwer voneinander zu unterscheiden sind. Diese Art sollte nur dann fiir
Priifungen verwendet werden, wenn die fur eine Untersuchung vorgesehenen Tiere jeweils einer bestimmten Art
zugeordnet werden konnen. E. buchholzi kommt gewohnlich in Wiesen und an gestorten Standorten (z. B. an
Strafenrindern) vor.

— Enchytraeus luxuriosus: Diese Art wurde urspriinglich als E. ;minutus’ bezeichnet; sie wurde erst vor Kurzem naher
beschrieben (1). E. minutus wurde von U. Graefe (Hamburg) erstmals in einer Wiese in der Nahe von St. Peter-
Ording (Schleswig-Holstein) entdeckt. E. luxuriosus ist etwa halb so groff wie E. albidus, aber grofer als die
iibrigen hier behandelten Arten. Insoweit konnte diese Art eine gute Alternative zu E. albidus darstellen.

— Enchytraeus bulbosus (Nielsen und Christensen 1963): Bislang wurde diese Art in mineralischen Boden in
Deutschland und in Spanien dokumentiert, wo wie allgemein verbreitet ist, aber keine sehr groflen Populationen
aufweist. Im Vergleich zu anderen kleinen Arten dieser Gattung ist diese Art verhdltnismifig leicht zu
bestimmen. Uber ihr Verhalten in Laborversuchen oder iiber ihre Empfindlichkeit gegeniiber Chemikalien ist
nichts bekannt. Allerdings hat sich gezeigt, dass die Art leicht zu kultivieren ist (E. Belotti, personliche
Mitteilung).

Zuchtbedingungen

Alle oben genannten Enchytraeus-Arten konnen in den Substraten kultiviert werden, die auch fur E. albidus verwendet
werden. Wegen der geringeren Grofle der Tiere konnen auch die Kulturgefiffe kleiner sein, und es kann zwar das
gleiche Futter verwendet werden, aber die Futtermengen sind zu reduzieren. Der Lebenszyklus dieser Arten ist kiirzer
als der von E. albidus, und die Tiere miissen hdufiger gefiittert werden.

Priifbedingungen

Im Allgemeinen werden die Priffungen unter den gleichen Bedingungen vorgenommen wie bei E. albidus; die
folgenden Unterschiede sind allerdings zu beachten:

— Die PriifgefifSe konnen (miissen aber nicht) kleiner sein;

— der Reproduktionstest kann (muss aber nicht) verkiirzt werden (etwa von sechs Wochen auf vier Wochen); die
Dauer eines Vorversuchs sollte allerdings nicht geindert werden;

— in Anbetracht der geringen Grofe der juvenilen Tiere wird nachdriicklich die Firbemethode zum Zahlen der
Tiere empfohlen;

— das Validititskriterium beziiglich der ,Anzahl der juvenilen Tiere pro Priifgefif§ in der Kontrollgruppe* ist auf ,50¢
zu dndern.
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Anlage 6

Detaillierte Beschreibung der Entnahmeverfahren
Fiarbung mit Bengalrot

Diese urspriinglich in der limnischen Okologie (1) entwickelte Methode wurde fiir die Zahlung juveniler Enchytraeen
im Enchytracen-Reproduktionstest erstmals von W. de Coen (Universitit Gent, Belgien) beschrieben. Unabhingig
davon wurde von RIVM Bilthoven eine modifizierte Version entwickelt (Bengalrot gemischt mit Formaldehyd statt
mit Ethanol) (2)(3).

Am Ende des definitiven Tests (d. h. nach sechs Wochen) wird der Boden aus den Priifgefiflen in ein flaches
Behiltnis umgefiillt. Geeignet ist beispielsweise ein Bellaplast-Gefafl oder ein Fotoschale mit geripptem Boden, weil
die Rippen die Beweglichkeit der Wiirmer im Beobachtungsbereich einschrianken. Die juvenilen Tiere werden mit
Ethanol fixiert (ca. 5 ml pro Replikat). Anschliefend werden die Gefifle 1-2 cm hoch mit Wasser befiillt. Einige
Tropfen (200-300 pl) Bengalrot (1 %ige Losung in Ethanol) werden hinzugegeben (alternativ 0,5 % Eosin), und die
beiden Bestandteile werden sorgfiltig gemischt. Nach zwolf Stunden sollten die Wiirmer eine rotliche Farbe
aufweisen und leicht zu zdhlen sein, weil sie auf der Oberfliche des Substrats liegen. Alternativ kann die Substrat-
Alkoholmischung durch ein Sieb gegeben werden (Maschenweite 0,250 mm), bevor die Wiirmer gezahlt werden. Bei
diesem Verfahren werden Kaolinit, Torf und (teilweise) Sand ausgewaschen; die rotlich eingefirbten Wiirmer sind
dann leichter zu erkennen und zu zihlen. Die Verwendung beleuchteter Lupen (Grofe der Lupe mindestens 100 x
75 mm mit 2- oder 3-facher Vergroferung) erleichtert das Zahlen ebenfalls.

Die Firbetechnik verkiirzt den Zeitaufwand beim Zahlen auf wenige Minuten pro Gefif3; in der Regel miisste eine
Person alle in einem Test verwendeten GefifSe in hochstens zwei Tagen auszahlen konnen.

Nassextraktion

Mit der Nassextraktion sollte unmittelbar nach Testende begonnen werden. Der Boden aus den Priifgefifien wird in
Kunststoffsiebe mit einer Maschenweite von etwa 1 mm gegeben. Anschliefend werden die Siebe so auf
Kunststoffschalen gesetzt, dass sie den Boden nicht berithren. Die Schalen werden vorsichtig mit Wasser gefiillt, bis
die Proben in den Sieben vollstindig von Wasser bedeckt sind. Um eine Wiederfindungsrate von mehr als 90 % aller
vorhandenen Wirmer sicherzustellen, ist fiir die Entnahme eine Zeitraum von 3 Tagen bei 20 + 2 °C vorzusehen.
Am Ende des Extraktionszeitraums werden die Siebe herausgenommen, und das Wasser wird (bis auf einen kleinen
Anteil) langsam dekantiert, wobei darauf zu achten ist, dass die Sedimente am Boden der Gefdfle nicht aufgewirbelt
werden. Die Kunststoffschalen werden dann leicht geschwenkt, um die Sedimente im Uberstandswasser zu
suspendieren. Danach wird das Wasser in eine Petrischale gegeben. Nach dem Absetzen der Bodenpartikel sind die
Enchytraeen erkennbar und konnen mit einer Stahlpinzette mit weichen Spitzen unter einem Stereomikroskop
entnommen und gezahlt werden.

Flotation

Eine Flotationsmethode wurde in einer Anmerkung von R. Kuperman (4) beschrieben. Nach dem Fixieren des Inhalts
eines Priifgefifles mit Ethanol wird der Boden bis zu einer Hohe von 10-15 mm iiber der Bodenoberfliche mit
kolloidalem Siliciumdioxid Ludox AM-30 (30 Gew.- % Suspension in Wasser) bedeckt. Nachdem der Boden 2-3
Minuten griindlich mit dem Flotationsmittel gemischt wurde, konnen die auf der Oberfliche schwimmenden
juvenilen Wiirmer leicht gezdhlt werden.

LITERATUR

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

(2) Dirven-Van Breemen, E., Baerselmann, R., und Notenboom, J. (1994). Onderzoek naar de Geschiktheid van de
Potwormsoorten Enchytraeus albidus en Enchytraeus crypticus (Oligochaeta, Annelida) in Bodemecotoxicologisch
Onderzoek. RIVM Rapport Nr. 719102025. 46 S.
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Ecotox. Envir. Safety 38, 108-121.
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Anlage 7

Uberblick iiber die statistische Auswertung der Daten (NOEC-Bestimmung)

Parametrische Priifung Nicht parametrische Priifung

Start

|

Nein

Daten: Datentransformation Kein Mindestens 4 Replikate.je | Nein Statistische Priifung
Var. homogen? s Behandlung? nicht empfohlen.
Normalverteilung? Ja i
3
[)a La
Zusitzliche Ja Sind beide Zusiitzliche Ja Sind beide
Losungsmittelkontrolle? Kontrollen gleich? Losungsmittelkontrolle? Kontrollen gleich?
t-Test U-Test
Ja i Nein Ja ¢ Nein
k] ¥
Nein Beide Kontrollen AusschliefSen der Nein | Beide Kontrollen Ausschliefen der
konnen zusammen- Kontrolle ohne kénnen zusammen- Kontrolle ohne
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Dunnett- Bonferroni — U-Test
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C.33. REPRODUKTIONSTEST MIT REGENWURMERN (EISENIA FETIDA/EISENIA ANDREI)
EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 222 (2004). Sie wird zur Beurteilung der
Wirkungen von Chemikalien im Boden auf die Reproduktionsleistung (sowie zur Beurteilung sonstiger
subletaler Endpunkte) der Regenwurm-Arten Eisenia fetida (Savigny 1826) und Eisenia andrei (Andre 1963)
verwendet (1)(2). Die Methode wurde einem Ringtest unterzogen (3). Eine Methode zur Priifung der akuten
Toxizitit bei Regenwiirmern ist verfugbar (4). Auferdem wurde eine Reihe weiterer internationaler und
nationaler Leitlinien zur Priifung der akuten und der chronischen Toxizitit bei Regenwiirmern veréffentlicht (5)

(6)(7)(8).

2. Eisenia fetida [Eisenia andrei werden als Vertreter der Bodenfauna und insbesondere der Familie der
Regenwiirmer betrachtet. Hintergrundinformationen zur Okologie der Regenwiirmer und ihre Verwendung bei
Okotoxizititspriifungen sind verfiigbar (7)(9)(10)(11)(12).

PRINZIP DER PRUFMETHODE

3. Adulte Wiirmer werden einer Reihe von Konzentrationen der entweder in den Boden gemischten oder — bei
Pestiziden — auf oder in den Boden applizierten Priifchemikalie ausgesetzt; dabei ist entsprechend den
Anwendungsformen der jeweiligen Chemikalie zu verfahren. Das Applikationsverfahren hingt von den
Priifzielen ab. Die Konzentrationsspanne wird so gewdhlt, dass die Konzentrationen abgedeckt sind, bei denen
tiber einen Zeitraum von acht Wochen mit subletalen und letalen Wirkungen zu rechnen ist. Nach
vierwochiger Exposition werden die Wirkungen auf die Mortalitit und das Wachstum der adulten Wiirmer
ermittelt. Die adulten Wiirmer werden aus dem Boden entfernt, und nach weiteren vier Wochen werden durch
Auszihlen der im Boden vorhandenen juvenilen Tiere die Wirkungen auf die Reproduktionsleistung beurteilt.
Die Reproduktionsleistung der Tiere, die der Priifchemikalie ausgesetzt waren, wird mit der Reproduktions-
leistung der Kontrollgruppe(n) verglichen, um (i) die NOEC (hochste messbare Konzentration ohne statistisch
signifikante Wirkung) und/oder (i) mithilfe eines Regressionsmodells den EC -Wert (z. B. EC,, oder ECy), d. h.
die Konzentration zu ermitteln, bei der die Reproduktionsleistung um x % reduziert wird. Die Testkonzent-
rationen missen den EC -Bereich einschlieen (z. B. EC,, und EC,), damit der EC-Wert nicht extrapoliert
werden muss, sondern durch Interpolation bestimmt werden kann (Begriffsbestimmungen siehe Anlage 1).

ANGABEN ZUR PRUFCHEMIKALIE

4. Die folgenden Angaben zur Priifchemikalie miissen verfiigbar sein, um geeignete Priifverfahren aufstellen zu
konnen:

— Wasserlslichkeit,
- log Kow’
— Dampfdruck

— und moglichst Informationen zu Verbleib und Verhalten in der Umwelt (z. B. Photolyse- und Hydrolyserate
soweit fur die jeweilige Auf- oder Einbringung von Bedeutung).

5. Diese Priifmethode ist bei allen Chemikalien unabhingig von ihrer Wasserloslichkeit anzuwenden. Fur fliichtige
Chemikalien ist die Priifmethode nicht geeignet (d. h. fir Chemikalien, bei denen die Henry-Konstante oder der
Luft-Wasser-Verteilungskoeffizient grofer als 1 ist, oder fiir Chemikalien, bei denen der Dampfdruck bei 25 °C
mehr als 0,0133 Pa betrigt).

6. Bei dieser Prifmethode wird ein moglicher Abbau der Priifchemikalie im Laufe des Versuchs nicht
beriicksichtigt. Entsprechend kann nicht davon ausgegangen werden, dass die anfinglichen Expositionskonzent-
rationen wihrend der gesamten Priifung aufrechterhalten werden. In diesem Fall sind chemische Analysen der
Priifchemikalie zu Beginn und am Ende der Priifung zu empfehlen.
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REFERENZCHEMIKALIE

7. Der NOEC- und/oder der EC -Wert einer Referenzchemikalie sind zu ermitteln, um angemessene Bedingungen
fur den Labortest sicherstellen und nachweisen zu konnen, dass sich die Reaktion der Testorganismen im Laufe
der Zeit nicht statistisch relevant dndert. Referenzchemikalien sollten mindestens einmal jihrlich bzw. — wenn
die Tests seltener durchgefithrt werden — parallel zur Bestimmung der Toxizitdt einer Priifchemikalie getestet
werden. Bei Carbendazim oder Benomyl wird die Reproduktionsleistung nachweislich beeintrachtigt;
entsprechend sind beide Chemikalien als Referenzchemikalien geeignet (3). Signifikante Wirkungen miissten bei
() 1 bis 5 mg Wirkstoff/kg Trockenmasse oder (b) 250-500 g/ha oder 25-50 mg/m? festzustellen sein. Wenn
ein positiver toxischer Standard in die Testreihe aufgenommen wird, ist eine einzige Konzentration zu
verwenden, und die Anzahl der Replikate muss mit der Anzahl in den Kontrollen tibereinstimmen.

VALIDITAT DES TESTS

8. Damit ein Testergebnis als valide gewertet werden kann, miissen die Kontrollen die folgenden Kriterien erfiillen:

— Aus jedem Replikat (mit jeweils 10 adulten Wiirmern) miissen bis zum Ende des Tests > 30 juvenile Tiere
hervorgegangen sein;

— der Variationskoeffizient der Reproduktionsleistung liegt bei < 30 %;
— die Mortalitdt adulter Tiere in den ersten vier Wochen des Tests betrdgt < 10 %.
Wenn ein Test die genannten Validititskriterien nicht erfullt, ist der Test zu beenden, sofern keine besonderen

Griinde fiir seine Fortsetzung vorliegen. Die Begriindung ist in den Bericht aufzunehmen.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
Ausriistung

9. Zu verwenden sind Priifbehilter aus Glas oder einem sonstigen chemisch inerten Material mit einem Fassungs-
vermdgen von etwa 1 bis 2 1. Die Behdlter sollten eine Querschnittsfliche von etwa 200 cm? haben, damit bei
Zugabe von 500 bis 600 g Substrat (Trockenmasse) eine Tiefe des feuchten Substrats von etwa 5 bis 6 cm
erreicht wird. Die Abdeckung des Behilters muss den Gasaustausch zwischen dem Substrat und der
Atmosphire zulassen, lichtdurchldssig sein (z. B. kann eine perforierte transparente Abdeckung verwendet
werden) und ein Entweichen der Wiirmer verhindern. Wenn erheblich mehr Testsubstrat als die genannten 500
bis 600 g pro Priifbehilter verwendet wird, ist die Anzahl der Wiirmer entsprechend zu erhhen.

10. Es wird eine iibliche Laborausriistung insbesondere mit folgenden Bestandteilen benotigt:
— Trockenschrank;
— Stereomikroskop;
— pH-Messgerit und Photometer;
— Waagen mit geeigneter Genauigkeit;
— geeignete Vorrichtungen zur Temperaturregelung;
— geeignete Ausriistung zur Feuchtigkeitsregelung (bei Expositionsgefifen mit Deckel nicht wesentlich);
— Inkubator oder kleiner Raum mit Klimaanlage;
— Pinzette, Haken oder Schlaufen;

— Wasserbad.

Herstellung des kiinstlichen Bodens

11. In diesem Test wird kiinstlicher Boden (5)(7) mit folgender Zusammensetzung verwendet (bezogen auf
Trockenmassen, bei 105 °C bis zur Massekonstanz getrocknet):

— 10 % Sphagnum-Torf (pH-Wert moglichst im Bereich 5,5-6,0, keine sichtbaren Pflanzenreste, fein gemahlen
und auf einen bestimmten Feuchtegehalt getrocknet);

— 20 % Kaolin-Ton (Kaolinit-Anteil vorzugsweise iiber 30 %);
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— 0,3 bis 1,0 % Calciumcarbonat (CaCO,, pulverisiert, analysenrein), um einen pH-Ausgangswert von 6,0 *
0,5 zu erzielen;

— 70 % luftgetrockneter Quarzsand (je nach erforderlichem CaCO,-Anteil), hauptsachlich Feinsand mit mehr
als 50 % Partikeln mit einer Grofle von 50-200 pm.

Hinweis 1: Wie viel CaCO, benotigt wird, hidngt von der Zusammensetzung des Bodensubstrats einschliefSlich
des Futters ab und ist unmittelbar vor der Untersuchung durch Messung von Teilproben des Bodens zu
ermitteln. Der pH-Wert in einer gemischten Probe wird in einer Kaliumchlorid-Losung (1 mol) oder einer
Calciumchlorid-Losung (CaCl,) (0,01 mol) bestimmt (13).

Hinweis 2: Der Gehalt des kiinstlichen Bodens an organischem Kohlenstoff kann reduziert werden, z. B. indem
der Torfgehalt auf 4 bis 5 % verringert und der Sandanteil entsprechend erhoht wird. Durch eine solche
Reduzierung des Gehalts an organischem Kohlenstoff kann die Adsorption der Priifchemikalie an den Boden
(organischen Kohlenstoff) verringert werden und die Bioverfiigbarkeit der Priifchemikalie fiir die Wiirmer
zunehmen. Es wurde nachgewiesen, dass Eisenia fetida den Validitdtskriterien hinsichtlich der Vermehrung bei
Versuchen mit Feldboden mit geringerem Gehalt an organischem Kohlenstoff (z. B. 2,7 % (14)) geniigt, und es
hat sich gezeigt, dass diese Ergebnisse auch mit kiinstlichem Boden mit 5 %igem Torfgehalt erzielt werden
konnen. Daher ist es zur Erfiilllung der Validititskriterien vor der Verwendung des kiinstlichen Bodens in einer
Hauptpriifung nicht notwendig, seine Eignung fiir die Priifung nachzuweisen, wenn der Torfgehalt nicht stirker
als oben angegeben reduziert wird.

Hinweis 3: Wenn in weiteren (z. B. hoherstufigen) Tests natiirlicher Boden verwendet wird, sind auch die
Eignung dieses Bodens und die Erfiillung der Validitdtskriterien des Tests nachzuweisen.

12. Die trockenen Bestandteile des Bodens werden in einem gut beliifteten Bereich griindlich durchmischt (z. B. in
einem groflen Labormischer). Vor Priifbeginn wird der trockene kiinstliche Boden mit so viel entionisiertem
Wasser befeuchtet, bis etwa die Hilfte des endgiiltigen Wassergehalts erreicht ist, die 40 bis 60 % der
maximalen Wasserhaltekapazitdt (50 + 10 % Feuchte bezogen auf die Trockenmasse) entspricht. Dabei entsteht
ein Substrat, das kein {iberstehendes oder freies Wasser mehr enthilt (durch Ausdriicken mit der Hand
festzustellen). Die maximale Wasserhaltekapazitit des kiinstlichen Bodens wird mit den in Anlage 2, 1SO
11274 (15) oder der entsprechenden EU-Norm beschriebenen Verfahren ermittelt.

13. Wird die Priifchemikalie auf die Bodenoberfliche aufgebracht oder ohne Wasser in den Boden gemischt, so
kann die endgiiltige Menge des Wassers bei der Herstellung des Substrats in den kiinstlichen Boden gemischt
werden. Wird die Priifchemikalie zusammen mit etwas Wasser in den Boden gemischt, kann das zusitzliche
Wasser zusammen mit der Priifchemikalie hinzugegeben werden (siche Nummer 19).

14. Der Feuchtegehalt des Bodens wird zu Beginn und am Ende des Tests gemidfl ISO 11465 (16) oder nach der
entsprechenden EU-Norm und der pH-Wert nach Anlage 3 oder ISO 10390 (13) bzw. der entsprechenden EU-
Norm bestimmt. Diese Parameter sind an einer Probe des Kontrollbodens und jeweils an einer Probe des
Bodens mit den einzelnen Testkonzentrationen zu ermitteln. Wenn saure oder basische Chemikalien gepriift
werden, braucht der pH-Wert des Bodens nicht korrigiert zu werden. Der Feuchtegehalt ist wihrend des
gesamten Tests durch regelmifiges Wiegen der Behiltnisse zu kontrollieren (siche Nummern 26 und 30).

Auswahl und Vorbereitung der Testtiere

15. Als Testspezies werden Eisenia fetida oder Eisenia andrei verwendet (1)(2). Fir den Priifbeginn werden adulte,
zwei bis zwolf Monate alte Wiirmer mit Clitellum bendtigt. Die Wiirmer sind aus einer synchronisierten Kultur
mit verhdltnismifig homogener Altersstruktur auszuwihlen (Anlage 4). Der Altersunterschied zwischen den
Tieren einer Testgruppe darf hochstens vier Wochen betragen.

16. Die ausgewihlten Wiirmer werden mindestens einen Tag lang an den fir die Priifung zu verwendenden
kiinstlichen Boden gewohnt. Sie erhalten dabei das gleiche Futter, das auch im Test verwendet werden soll
(siche Nummern 31-33).

17. Zu Prifbeginn werden Gruppen von je 10 Wiirmern einzeln gewogen und nach dem Zufallsprinzip auf die
Priifbehilter verteilt. Vor dem Wiegen werden die Wiirmer mit entionisiertem Wasser gewaschen und zum
Abtropfen kurz auf Filterpapier gesetzt. Die Feuchtmasse der Wiirmer sollte jeweils zwischen 250 und 600 mg
betragen.



L 54124 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016

Herstellung der Testkonzentrationen

18. Fir die Applikation der Priifchemikalie kommen zwei Methoden in Betracht: Die Priifchemikalie kann in den
Boden gemischt (siche Nummern 19-21) oder auf die Bodenoberfliche aufgebracht werden (siehe
Nummern 22-24). Welche Methode jeweils zu verwenden ist, hingt von den Priifzielen ab. Im Allgemeinen
wird empfohlen, die Priifchemikalie in den Boden zu mischen. Es konnen allerdings Applikationsverfahren
erforderlich sein, die der gdngigen landwirtschaftlichen Praxis (z. B. Aufsprithen einer fliissigen Formulierung
oder Verwendung spezieller Pestizidformulierungen wie z. B. Granulate oder Saatgutbeizen) entsprechen. Als
Hilfsmittel zur Aufbereitung des Bodens mit der Priifchemikalie sollten Losungsmittel ausgewihlt werden, die
gegenitber Regenwiirmern wenig toxisch sind, und im Prifprotokoll ist eine geeignete Losungsmittelkontrolle
vorzusehen (sieche Nummer 27).

Mischen der Priifchemikalie in den Boden
Wasserldsliche Priifchemikalien

19. Unmittelbar vor Priifbeginn wird eine Losung der Priifchemikalie in entionisiertem Wasser in der fir alle
Replikate einer Testkonzentration erforderlichen Menge hergestellt. Um die Herstellung der Testlosung zu
erleichtern, wird unter Umstdnden ein zweites Losungsmittel benotigt. Aus praktischen Griinden sollte so viel
Losung hergestellt werden, wie zur Erzielung des endgiiltigen Feuchtegehalts (40 bis 60 % der maximalen
Wasserhaltekapazitit) erforderlich ist. Die Losung wird griindlich mit dem Bodensubstrat gemischt, bevor die
Mischung in die Priifbehalter gegeben wird.

Wasserunldsliche Priifchemikalien

20. Die Priifchemikalie wird in einem kleinen Volumen eines geeigneten organischen Losungsmittels (z. B. Aceton)
gelost und dann auf eine kleine Menge feinen Quarzsand aufgespritht oder mit dem Sand vermischt.
Anschliefend wird sie einige Minuten unter einen Abzug gestellt, damit das Losungsmittel verdunsten kann.
Der so behandelte Sand wird griindlich mit dem angefeuchteten kiinstlichen Boden gemischt. Danach wird
entionisiertes Wasser in der erforderlichen Menge hinzugegeben und mit dem Substrat gemischt, um einen
endgiiltigen Feuchtegehalt von 40 bis 60 % der maximalen Wasserhaltekapazitit zu erzielen. Der Boden kann
dann in die Priifbehilter gegeben werden. Dabei ist zu beachten, dass manche Losungsmittel fiir Regenwiirmer
toxisch sein konnen.

In Wasser und organischen Losungsmitteln unldsliche Priifchemikalien

21. 10 g fein gemahlener Industrie-Quarzsand werden mit der Menge der Priifchemikalie gemischt, die zur
Erzielung der Testkonzentration im Boden benotigt wird. Anschliefend wird diese Mischung griindlich mit dem
angefeuchteten kiinstlichen Boden gemischt. Danach wird entionisiertes Wasser in der erforderlichen Menge
hinzugegeben und mit dem Substrat gemischt, um einen endgiltigen Feuchtegehalt von 40 bis 60 % der
maximalen Wasserhaltekapazitit zu erhalten. Der Boden kann dann in die Priifbehalter gegeben werden.

Applikation der Priifchemikalie auf die Bodenoberfliche

22. Der Boden wird nach dem Einsetzen der Wiirmer behandelt. Die Priifbehdlter werden zunichst mit dem
angefeuchteten Bodensubstrat gefiillt; anschlieffend werden die gewogenen Wiirmer auf die Oberfliche gesetzt.
Gesunde Wiirmer graben sich in der Regel sofort in das Substrat ein; nach 15 Minuten noch an der Oberfliche
verbliebene Wiirmer werden entsprechend als beschiddigt betrachtet und sind zu ersetzen. Wenn Wiirmer
ersetzt werden, sind die neuen Wiirmer und die zu ersetzenden Wiirmer zu wiegen, damit zu Priifbeginn das
Lebendgewicht der gesamten exponierten Gruppe und das Gesamtgewicht des Behilters mit den Wiirmern
bekannt sind.

23. Danach wird die Priifchemikalie hinzugegeben. In der ersten halben Stunde nach dem Einsetzen der Wiirmer
(oder wenn sich noch Wiirmer an der Oberfliche befinden) darf die Priifchemikalie noch nicht hinzugegeben
werden, um einen unmittelbaren Hautkontakt mit der Prifchemikalie zu vermeiden. Handelt es sich bei der
Priffchemikalie um ein Pestizid, kann es angebracht sein, die Chemikalie auf den Boden aufzusprithen. Die
Priifchemikalie ist mit einem geeigneten Labor-Sprithgerit moglichst gleichmifig auf den Boden aufzubringen,
um die Sprithapplikation im Freiland zu simulieren. Vor der Applikation die Abdeckung des Priifbehilters
abnehmen und den Behilter auskleiden, um die Seitenwinde des Behilters vor Spritzern zu schiitzen. Zur
Auskleidung kann ein Priifbehalter ohne Boden verwendet werden. Die Applikation muss bei einer Temperatur
von 20 * 2 °C und, bei wissrigen Losungen, Emulsionen oder Dispersionen, mit einem Wasserdurchsatz von
600-800 pl/m? erfolgen. Die Wassermenge ist mit einem geeigneten Kalibrierungsverfahren zu kontrollieren.
Spezielle Formulierungen (z. B. Granulate oder Saatgutbeizen) sind entsprechend der landwirtschaftlichen Praxis
aufzubringen.
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24. Die Prifbehilter bleiben eine Stunde gedffnet, damit zur Applikation der Priifchemikalie verwendete fliichtige
Losungsmittel verdunsten konnen. Dabei ist darauf zu achten, dass in diesem Zeitraum keine Wiirmer die
Priifgefifie verlassen.

VERFAHREN
Test- und Kontrollgruppen

25. Empfohlen werden 10 Regenwiirmer je 500 bis 600 g kiinstlichen Bodens (Trockenmasse) (d. h. 50 bis 60 g
Boden pro Wurm). Wenn groflere Mengen an Boden verwendet werden (etwa bei der Priifung von Pestiziden in
Verbindung mit besonderen Applikationsverfahren (z. B. bei Saatgutbeizen)) muss das Verhiltnis von 50 bis
60 g Boden pro Wurm durch Erhéhung der Anzahl der Wiirmer ausgeglichen werden. Fiir jeden Kontroll-
behilter und jeden Priifbehilter sind 10 Wiirmer vorzubereiten. Die Wiirmer werden gewaschen, abgewischt
und dann kurz auf saugfihiges Papier gelegt, um iiberschiissiges Wasser zu entfernen.

26. Um systematische Fehler beim Verteilen der Wiirmer auf die Priifbehilter zu vermeiden, ist die Homogenitit
der Priifpopulation zu bestimmen, indem aus der Population, aus der die Versuchstiere zu entnehmen sind, eine
Probe von 20 Wiirmern nach dem Zufallsprinzip entnommen wird. Diese werden einzeln gewogen. Nachdem
die notige Homogenitit sichergestellt ist, werden Gruppen von Wiirmern gebildet, gewogen und nach dem
Zufallsprinzip den Priifbehdltern zugeordnet. Nach dem Einsetzen der Versuchstiere ist jeder einzelne
Priifbehilter zu wiegen, um ein Ausgangsgewicht zu erhalten, das als Grundlage fiir die Uberwachung des
Feuchtegehalts des Bodens wihrend des gesamten Versuchs dienen kann (siche Nummer 30). Anschliefend
werden die Priifbehalter, wie unter Nummer 9 beschrieben, abgedeckt und in die Priifkammer gestellt.

27. Fiir jede der unter den Nummern 18-24 beschriebenen Methoden zur Applikation der Priifchemikalie werden
geeignete Kontrollen hergestellt. Die beschriebenen Verfahren sind auch bei Herstellung der Kontrollen
einzuhalten, allerdings wird keine Priifchemikalie hinzugegeben. Gegebenenfalls werden also organische
Losungsmittel, Quarzsand oder sonstige Trigerstoffe in Konzentrationen/Mengen entsprechend den Anteilen in
den Priifbehiltern hinzugegeben. Soweit ein Losungsmittel oder ein sonstiger Tragerstoff verwendet wird, um
eine Priifchemikalie aufzubringen, ist eine zusitzliche Kontrolle ohne den Trigerstoff und ohne die
Priifchemikalie herzustellen und zu untersuchen, um sicherzustellen, dass der Tragerstoff keine Auswirkungen
auf das Ergebnis hat.

Priifbedingungen

28. Die Testtemperatur betrdgt 20 * 2 °C. Der Test wird bei einem geregelten Licht-Dunkel-Zyklus (vorzugsweise
16 Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit) mit einer Lichtstirke von 400 bis 800 Ix im Bereich der
Priifbehalter durchgefiihrt.

29. Die Priifbehilter werden wihrend des Versuchs nicht beliiftet; die Deckel der PriifgefifSe sollten jedoch so
beschaffen sein, dass ein Gasaustausch ermdglicht und die Verdunstung von Feuchtigkeit begrenzt wird (siche
Nummer 9).

30. Der Wassergehalt des Bodensubstrats in den Priifbehiltern ist wihrend des gesamten Versuchs aufrecht-
zuerhalten, indem die Priifbehilter (ohne Abdeckung) regelmifig gewogen und Verluste gegebenenfalls mit
entionisiertem Wasser ausgeglichen werden. Der Wassergehalt sollte um hochstens 10 % vom Anfangswas-
sergehalt abweichen.

Fiitterung

31. Akzeptabel ist jedes Futter, das nachweislich dafiir sorgt, wihrend der Dauer des Versuchs das Gewicht der
Wiirmer aufrechtzuerhalten. Erfahrungsgemafl sind Haferflocken sowie Rinder- und Pferdedung geeignet. Es
muss sichergestellt werden, dass die Rinder oder Pferde, von denen der Dung stammt, nicht mit Arzneimitteln
oder Chemikalien wie z. B. wachstumsfordernden Mitteln, Nematiziden oder sonstigen veterinirmedizinischen
Produkten behandelt wurden, die die Entwicklung der Wiirmer wihrend des Versuchs beeintrachtigen konnten.
Nach Moglichkeit sollte selbstgesammelter Rinderdung verwendet werden, da sich gezeigt hat, dass im Handel
als Gartendiinger angebotener Rinderdung nachteilige Wirkungen auf die Wiirmer haben kann. Der Dung sollte
luftgetrocknet und fein gemahlen sein und vor seiner Verwendung pasteurisiert werden.

32. Jede frische Futtercharge ist vor der Verwendung im Versuch an eine nicht fir den Versuch vorgesehene
Wurmkultur zu verfuttern, um sicherzustellen, dass es von geeigneter Qualitdt ist. Das Wachstum und die
Kokonbildung diirfen bei den Wiirmern im Vergleich zu Wiirmern in einem Substrat, das kein Futter aus der
neuen Charge enthilt (Bedingungen siehe Priifmethode C.8 (4)), nicht beeintrichtigt sein.
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33. Das Futter wird erstmals einen Tag nach dem Einsetzen der Wiirmer und nach Applikation der Priifchemikalie
auf den Boden bereitgestellt. In jedem Behilter werden etwa 5 g des Futters auf der Bodenoberfliche verteilt
und mit entionisiertem Wasser befeuchtet (etwa 5 bis 6 ml pro Behilter). Danach wird wiahrend der
vierwochigen Testdauer einmal pro Woche frisches Futter hinzugegeben. Wenn das Futter nicht verzehrt wird,
ist die Ration zu reduzieren, um Pilz- und Schimmelbildung zu vermeiden. Die adulten Wiirmer werden an
Tag 28 des Versuchs aus dem Boden genommen. Danach werden nochmals weitere 5 g Futter in die
Priifbehilter gegeben. Wahrend der tibrigen vier Wochen des Tests wird nicht mehr gefuttert.

Auswahl der Testkonzentrationen

34. Bereits bekannte Informationen iiber die Toxizitit der Priifchemikalie bieten einen Anhaltspunkt fiir die
Auswahl angemessener Testkonzentrationen (z. B. Erfahrungswerte aus einem Test zur Priifung der akuten
Toxizitit (4) und/oder Ergebnisse von Vorversuchen). Wenn erforderlich, wird ein Vorversuch beispielsweise mit
funf Konzentrationen der Priifchemikalie (0,1, 1,0, 10, 100 und 1 000 mg/kg (Trockenmasse des Bodens))
vorgenommen. Ein Replikat pro Gefil mit Testkonzentration und pro Kontrolle ist ausreichend. Der
Vorversuch dauert zwei Wochen; am Ende des Tests wird die Mortalitdt ermittelt.

Priifprotokoll

35. Da fiir diesen Versuch keine allgemeingiiltige Statistik vorgegeben werden kann, wird im Zusammenhang mit
dieser Priifmethode die Ermittlung der NOEC- und EC -Werte beschrieben. In absehbarer Zukunft werden die
zustindigen Behorden wahrscheinlich die Angabe der NOEC vorschreiben. Ebenfalls in naherer Zukunft
konnten EC_-Werte aus statistischen und 6kologischen Griinden umfassender beriicksichtigt werden.
Entsprechend den Empfehlungen aufgrund eines Ringtests im Zusammenhang mit einem Priifverfahren zur
Ermittlung der Reproduktionsleistung von Enchytraeen werden daher drei Protokolle vorgeschlagen (17).

36. Bei der Festlegung der Konzentrationen sind die folgenden Aspekte zu beriicksichtigen:

— Zur Bestimmung der NOEC sind mindestens fiinf/zwolf Konzentrationen in einer geometrischen Reihe zu
priffen. Zu empfehlen sind vier Replikate je Testkonzentration und acht Kontrollen. Die Konzentrationen
diirfen sich maximal um den Faktor 2,0 unterscheiden.

— Zur Ermittlung der EC -Werte (z. B. EC,, oder EC,;) wird eine angemessene Anzahl an Konzentrationen
empfohlen, die mindestens vier statistisch signifikant unterschiedliche mittlere Reaktionen hervorrufen. Zu
empfehlen sind mindestens zwei Replikate pro Testkonzentration und sechs Replikate pro Kontrolle. Der
Abstandsfaktor kann unterschiedlich sein (d. h. im erwarteten Wirkungsbereich maximal 1,8 und bei den
héheren und niedrigeren Konzentrationen mehr als 1,8).

— Ein kombinierter Ansatz ermdglicht die Bestimmung sowohl der NOEC als auch des EC -Werts. Es sind acht
Behandlungskonzentrationen in einer geometrischen Reihe zu verwenden. Zu empfehlen sind vier Replikate
je Behandlung und acht Kontrollen. Die Konzentrationen diirfen sich maximal um den Faktor 1,8
unterscheiden.

Testdauer und Messungen

37. An Tag 28 werden die lebenden adulten Wiirmer ermittelt und gezahlt. Verhaltensauffilligkeiten bei adulten
Tiere (die Tiere konnen sich nicht mehr in den Boden eingraben oder liegen unbeweglich auf dem Boden) und
morphologische Anderungen (z. B. offene Wunden) werden ebenfalls protokolliert. AnschlieRend werden alle
adulten Wiirmer aus den Priifgefiffen herausgenommen, gezihlt und gewogen. Die Entnahme der adulten
Wiirmer kann erleichtert werden, indem der Boden mit den Wiirmern vor der Beurteilung in eine saubere
Schale umgefiillt wird. Vor dem Wiegen werden die aus dem Boden entnommenen Wiirmer gewaschen (mit
entionisiertem Wasser); zur Entfernung des iiberschiissigen Wassers werden die Wiirmer kurz auf Filterpapier
gelegt. Nicht wiedergefundene Wiirmer sind als tot zu erfassen; es wird davon ausgegangen, dass diese Wiirmer
gestorben sind und sich vor der Bewertung zersetzt haben.

38. Wenn der Boden aus den Behiltern genommen wurde, wird er nun (ohne die adulten Wiirmer, aber
gegebenenfalls mit gebildeten Kokons) in die Behilter zuriickgegeben. AnschlieSend wird der Boden weitere vier
Wochen unter den genannten Priifbedingungen inkubiert; gefiittert wird allerdings nur noch einmal zu Beginn
dieser Testphase (siche Nummer 33).
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39. Nach Ablauf der zweiten 4-wochigen Phase werden die Anzahl der aus den in dem Boden befindlichen Kokons
geschliipften juvenilen Tiere und die Anzahl der Kokons mit den in Anlage 5 beschriebenen Verfahren
ermittelt. Aulerdem sind sdmtliche Anzeichen von Beschidigungen oder Verletzungen der Wiirmer wihrend
der Testphase zu erfassen.

Limit-Test

40. Wenn im Vorversuch bei der hochsten Konzentration (1 000 mg/kg) keine Wirkungen festzustellen sind, wird
der Reproduktionstest als Limit-Test mit der Testkonzentration 1 000 mg/kg durchgefithrt. Mit einem Limit-
Test kann unter Minimierung der im Versuch zu verwendenden Wiirmer nachgewiesen werden, dass die NOEC
fur die Reproduktionsleistung grofer ist als die Limit-Konzentration. Sowohl fiir den behandelten Boden als
auch fiir die Kontrollen sind jeweils acht Replikate zu verwenden.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Auswertung der Ergebnisse

41. Anlage 6 enthilt zwar eine Ubersicht, doch bei dieser Priifmethode ist keine statistische Vorgehensweise fiir die
Analyse der Priifergebnisse vorgeschrieben.

42. FEin Endpunkt ist die Mortalitit. Anderungen im Verhalten der adulten Tiere (die Wiirmer kénnen sich nicht
mehr in den Boden eingraben, sie liegen reglos an der Glaswand des Priifgefifles usw.) sowie morphologische
Anderungen (z. B. offene Wunden) sind jedoch ebenso zu protokollieren wie das Vorhandensein juveniler
Wiirmer. Der LC,-Wert wird normalerweise mit Probit-Analysen (18) oder durch logistische Regressions-
analysen bestimmt. Wenn diese Analysemethode jedoch ungeeignet ist (z. B. wenn weniger als drei
Konzentrationen verfiigbar sind, bei denen Tiere gestorben sind), konnen auch alternative Methoden verwendet
werden. In Betracht kommen etwa gleitende Durchschnitte (19), die Trimmed-Spearman-Karber-Methode (20)
oder eine einfache Interpolation (z. B. geometrischer Mittelwert von LC, und LC,,, berechnet als
Quadratwurzel von LC, multipliziert mit LC, ).

43. Der andere Endpunkt ist die Vermehrungsrate (d. h. die Anzahl der entstandenen juvenilen Tiere). Ebenso wie
im Vorversuch sind jedoch im Abschlussbericht auch alle sonstigen Anzeichen fiir schadliche Wirkungen zu
erfassen. Fir die statistische Analyse miissen fiir jede Testkonzentration und fiir jede Kontrolle im Reproduk-
tionstest das arithmetische Mittel X und die Standardabweichung berechnet werden.

44. Wenn eine Varianzanalyse vorgenommen wurde, konnen die Standardabweichung, s, und die Freiheitsgrade, df,
durch die nach der ANOVA geschitzte gepoolte Varianz und durch die entsprechenden Freiheitsgrade ersetzt
werden (wenn die Varianz nicht von der Konzentration abhingig ist). In diesem Fall sind die einzelnen
Varianzen der Kontrollen und der Gefifle mit den Testkonzentrationen zu verwenden. In der Regel werden die
betreffenden Werte mit kommerzieller Statistik-Software berechnet, wobei die Ergebnisse der einzelnen Gefif3e
als Replikate angenommen werden. Wenn die Zusammenfassung von Daten der negativen Kontrollen und der
Losungsmittelkontrollen sinnvoller erscheint als die Priifung mit einer einzelnen Kontrolle, werden die
Kontrollen getestet, um sicherzustellen, dass sich die Ergebnisse nicht signifikant unterscheiden (entsprechende
Tests siche Nummer 47 und Anlage 6).

45. Ob weitere statistische Tests vorzunehmen und statistische Riickschliisse zu ziehen sind, hingt davon ab, ob bei
den Replikaten eine Normalverteilung und eine homogene Varianz der Werte gegeben sind.

NOEC-Schitzung

46. Vorzugsweise sollten leistungsfahige Tests durchgefithrt werden. Dabei konnten Informationen (z. B. frithere
Erfahrungen mit Ringtests oder sonstige historische Daten) herangezogen werden, um zu beurteilen, ob die
Daten in etwa normal verteilt sind. Entscheidender ist die Varianzhomogenitit (Homoskedastizitit).
Erfahrungsgemif steigt die Varianz hiufig mit zunehmendem Mittelwert. In diesem Fall konnte eine
Datenumwandlung eine Homoskedastizitdt zur Folge haben. Eine entsprechende Umwandlung sollte aber eher
auf Erfahrungen mit historischen Daten als auf den Daten der aktuellen Untersuchung beruhen. Bei homogenen
Daten sind multiple t-Tests (z. B. ein Williams-Test (a = 0,05, einseitig) (21)(22) oder in bestimmten Fillen auch
ein Dunnett-Test (23)(24)) durchzufithren. Bei uneinheitlichen Replikaten miissen die t-Werte in der Tabelle
korrigiert werden, wie von Dunnett und Williams empfohlen. Bei einer starken Variation steigen/sinken die
Ergebnisse nicht regelmifSig. Bei derart starken Monotonieabweichungen ist der Dunnett-Test besser geeignet.
Bei Abweichungen von der Homoskedastizitit kann es angebracht sein, mogliche Wirkungen in Bezug auf
Varianzen naher zu untersuchen, um dann zu entscheiden, ob die t-Tests durchgefithrt werden kénnen, ohne
zu viel an Aussagekraft einzubiien (25). Alternativ kann ein multipler U-Test (z. B. der Bonferroni-U-Test nach
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Holm (26)) oder — wenn bei diesen Daten zwar eine Homoskedaszitit festzustellen ist, die Daten ansonsten
aber mit der zugrunde liegenden monotonen Dosis-Wirkungs-Kurve {ibereinstimmen — ein weiterer nicht
parametrischer Test (z. B. Jonckheere-Terpstra (27) (28) oder Shirley (29) (30)) vorgenommen werden; dies wire
im Allgemeinen sinnvoller als t-Tests fiir ungleiche Varianzen (siche auch Flussdiagramm in Anlage 6).

47. Wenn ein Limit-Test durchgefiihrt wurde und die Voraussetzungen fiir parametrische Priifverfahren (Normalitit,
Homogenitit) erfiillt sind, kann der paarige Student-t-Test verwendet werden; ansonsten ist der U-Test nach
Mann und Whitney durchzufiihren (31).

EC,-Schitzung

48. Zur Berechnung eines EC -Werts wird eine Regressionsanalyse (linear oder nicht linear) mit den Mittelwerten
aus der Vorbehandlung vorgenommen, nachdem eine geeignete Dosis-Wirkungs-Beziehung ermittelt wurde. Fiir
das Wachstum der Wiirmer als kontinuierliche Reaktion konnen EC_-Werte aufgrund einer geeigneten
Regressionsanalyse geschitzt werden (32). Geeignete Funktionen fiir quantale Daten (Mortalitit/Uberleben und
Anzahl der Nachkommen) sind die normale sigmoide Funktion, die Logit-Funktion oder die Weibull-Funktion
mit zwei bis vier Parametern, die teilweise auch hormetische Effekte abbilden konnen. Wenn eine Dosis-
Wirkungs-Funktion mithilfe einer linearen Regressionsanalyse angepasst wurde, miissten in der
Regressionsanalyse ein signifikanter r>-Wert (Bestimmungskoeffizient) und/oder eine Steigung festzustellen sein;
anschliefend wird der EC -Wert abgeschitzt, indem in die nach der Regressionsanalyse erstellte Gleichung ein
Wert entsprechend x % des Mittelwerts der Kontrollgruppe eingesetzt wird. 95- %-Konfidenzintervalle werden
nach Fieller (zitiert in Finney (18)) oder mit sonstigen modernen geeigneten Methoden berechnet.

49. Alternativ wird die Reaktion als Anteil oder Prozentanteil eines Modellparameters nachgebildet, der dann als
mittlere Reaktion der Kontrollgruppe angenommen wird. In diesen Fillen kann die normale (Logit, Weibull)
Sigmakurve durch eine Probit-Regression hiufig leicht an die Ergebnisse angepasst werden (18). In diesen
Fillen ist die Gewichtungsfunktion entsprechend den metrischen Antworten anzupassen, wie bei Christensen
(33) beschrieben. Wenn allerdings eine Hormesis festgestellt wurde, ist die Probit-Analyse durch eine 4-
Parameter-Funktion (Logit oder Weibull) zu ersetzen, die mit einem nicht linearen Regressionsverfahren
angepasst wird (34). Kann keine geeignete Dosis-Wirkungs-Funktion an die Daten angepasst werden, konnen
alternative Methoden zur Abschitzung von EC_und der entsprechenden Konfidenzintervalle verwendet werden
(beispielsweise gleitende Durchschnitte nach Thompson (19) und das Trimmed-Spearman-Karber-Verfahren
(20)).

PRUFBERICHT

50. Der Priifbericht muss folgende Angaben enthalten:
Priifchemikalie:
— eine genaue Beschreibung der Priifchemikalie (Charge, Los, CAS-Nummer und Reinheit);

— Merkmale der Priffchemikalie (z. B. log K, Wasserloslichkeit, Dampfdruck, Henry-Konstante (H) und
Angaben zu Verbleib und Verhalten).

Testorganismen:

— eingesetzte Testtiere: Art, wissenschaftlicher Name, Bezugsquelle und Zuchtbedingungen;
— Alter, Groenbereich (Masse) der Testorganismen.

Priifbedingungen

— Angaben zur Herstellung des Priifbodens;

— maximale Wasserhaltekapazitit des Bodens;

— Beschreibung des Verfahrens zur Einbringung der Priifchemikalie in den Boden;

— nahere Angaben zu chemischen Hilfsstoffen, die zur Applikation der Priifchemikalie verwendet wurden;
— (gegebenenfalls) Angaben zur Kalibrierung der Sprithvorrichtung;

— Beschreibung des Versuchsaufbaus und des Priifverfahrens;

— Grofe der Priifbehilter und Volumen des Priifsubstrats;

— Priifbedingungen: Lichtintensitit, Dauer der Licht-Dunkel-Zyklen, Temperatur;
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— Beschreibung der Fiitterung; Typ und Menge des im Versuch verwendeten Futters; Zeitpunkte der Fiitterung;
— pH-Wert und Wassergehalt des Bodens zu Beginn und am Ende des Versuchs.

Priifergebnisse:

— Mortalitit der adulten Tiere ( %) in jedem Priifbehilter nach den ersten vier Wochen des Versuchs;

— Gesamtmasse der adulten Wiirmer in den einzelnen Priifbehiltern zu Beginn des Versuchs;

— Gewichtsverdnderungen der lebenden adulten Wiirmer (% des Ausgangsgewichts) in den einzelnen
Priifbehiltern nach den ersten vier Wochen des Versuchs;

— Anzahl der in den einzelnen Priifbehiltern entstandenen juvenilen Tiere am Ende des Versuchs;
— Beschreibung deutlicher oder pathologischer Symptome oder ausgeprigter Verhaltensinderungen;
— Ergebnisse mit der Referenzchemikalie;

— der LC,,-Wert, die NOEC und/oder der EC -Wert (z. B. EC;, oder EC,,) fur die Reproduktionsleistung,
gegebenenfalls mit Konfidenzintervallen, und eine Grafik des angepassten Modells fiir die Berechnung sowie
samtliche Informationen und Feststellungen, die fiir die Interpretation der Ergebnisse hilfreich sein konnten;

— grafische Darstellung der Dosis-Wirkungs-Beziehung;
— Ergebnisse der einzelnen Priifbehalter;
Abweichungen von den fiir diese Priifmethode beschriebenen Verfahren und auflergewohnliche Vorkommnisse

wahrend der Priifung.
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Anlage 1

Begriffsbestimmungen

Fiir diese Priifmethode gelten folgende Definitionen:

Chemikalie: ein Stoff oder ein Gemisch.

EC, (Konzentration mit einer Wirkung von x %): Konzentration, bei der es innerhalb einer gegebenen
Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle zu einer x %- Wirkung auf die Testorganismen kommt; ECj;
beispielsweise ist die Konzentration, bei der bei 50 % einer exponierten Population wihrend einer bestimmten
Expositionsdauer von einer Wirkung auf einen Endpunkt der Priifung ausgegangen wird. Bei diesem Test werden die
Wirkungskonzentrationen als Masse der Priifchemikalie bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens oder als
Masse der Priifchemikalie pro Flicheneinheit des Bodens ausgedriickt.

LC, (Konzentration ohne letale Wirkung): die Konzentration einer Priifchemikalie, bei der Testorganismen innerhalb
einer bestimmten Expositionsdauer nicht getotet werden; bei diesem Test wird LC, als Masse der Priifchemikalie
bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens ausgedriickt.

LC,, (mittlere letale Konzentration): die Konzentration einer Priifchemikalie, bei der Testorganismen innerhalb einer
bestimmten Expositionsdauer zu 50 % getotet werden; bei diesem Test wird LC,, als Masse der Priifchemikalie
bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens oder als Masse der Priifchemikalie pro Flicheneinheit des Bodens
ausgedriickt.

LC,,, (absolut todliche Konzentration): die Konzentration einer Priifchemikalie, bei der Testorganismen innerhalb
einer bestimmten Expositionsdauer zu 100 % getotet werden; bei diesem Test wird LC,,, als Masse der
Priifchemikalie bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens ausgedriickt.

LOEC: die niedrigste Konzentration der Priifchemikalie mit statistisch signifikanter Wirkung (p < 0,05); in diesem
Test wird die LOEC als Masse der Priifchemikalie bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens oder als Masse der
Priifchemikalie pro Flicheneinheit des Bodens ausgedriickt. Bei allen Testkonzentrationen oberhalb der LOEC miisste
normalerweise eine Wirkung auftreten, die sich statistisch von der jeweiligen Kontrolle unterscheidet. Jegliche
Abweichungen von diesen Vorgaben sind im Priifbericht zu begriinden.

NOEC: die hochste messbare Konzentration der Priifchemikalie (unmittelbar unterhalb der LOEC) ohne statistisch
signifikante Wirkung; bei diesem Test hat die der NOEC entsprechende Konzentration innerhalb einer bestimmten
Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle keine statistisch signifikante Wirkung (p < 0,05).

Priifchemikalie: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der bzw. das mit dieser Methode gepriift wird.

Reproduktionsrate: durchschnittliche Anzahl der juvenilen Wiirmer, die im Testzeitraum aus einer bestimmten
Anzahl an adulten Tieren hervorgegangen sind.
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Anlage 2

Bestimmung der maximalen Wasserhaltekapazitit des kiinstlichen Bodens

Die folgende Methode hat sich zur Bestimmung der maximalen Wasserhaltekapazitit des Bodens bewihrt. Eine
nahere Beschreibung ist ISO DIS 11268-2 (1) Anhang C zu entnehmen.

Mit einer geeigneten Vorrichtung zur Probenahme (Stechzylinder etc.) eine bestimmte Menge (z. B. 5 g) des
Prifbodens entnehmen. Den Zylinder auf der Unterseite mit Filterpapier abdecken, anschliefend mit Wasser fiillen
und auf einem Gestell in ein Wasserbad setzen. Den Zylinder allmihlich eintauchen, bis der Boden durch das Wasser
bedeckt ist, und etwa drei Stunden im Wasser belassen. Da nicht alles durch die Bodenkapillare aufgenommene
Wasser im Substrat gehalten werden kann, den Zylinder mit der Bodenprobe zur Entwisserung fiir zwei Stunden in
einem geschlossenen Gefifs (um eine Austrocknung zu verhindern) auf sehr feuchten, fein gemahlenen Quarzsand
stellen. Anschliefend die Probe wiegen und bei 105 °C bis zur Massekonstanz trocknen. Die Wasserhaltekapazitit
(Water Holding Capacity, WHC) kann dann wie folgt berechnet werden:

S D

WHC (in % Trockenmasse) = % x 100

Dabei sind:

wn
1l

das wassergesittigte Substrat + Masse des Zylinders + Masse des Filterpapiers
T = Tara (Masse des Zylinders + Masse des Filterpapiers)

Trockenmasse des Substrats

)
I
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Anlage 3

Bestimmung des pH-Wertes von Boden

Die folgende Methode zur Bestimmung des pH-Wertes von Boden beruht auf der Beschreibung in ISO DIS 10390:
Bodenbeschaffenheit; Bestimmung des pH-Wertes (1).

Eine gegebene Menge Boden mindestens 12 Stunden bei Raumtemperatur trocknen. Eine Suspension aus
(mindestens 5 g) Boden in einer 1-M-Losung analysenreines Kaliumchlorid (KCl) oder einer 0,01-M-Losung
analysenreines Calciumchlorid (CaCl,) im Verhiltnis 1:5 herstellen. Anschliefend die Suspension funf Minuten
kraftig schiitteln und dann mindestens 2, aber nicht linger als 24 Stunden ruhen lassen. Der pH-Wert der fliissigen
Phase wird mit einem pH-Messgerit gemessen, das vor jeder Messung mit einer geeigneten Reihe an Pufferldsungen
(z. B. pH 4,0 und 7,0) kalibriert wurde.

LITERATUR:
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Anlage 4

Anzucht von Eisenia fetida [Eisenia andrei

Die Anzucht sollte vorzugsweise in einer Klimakammer bei einer Temperatur von 20 °C £ 2 °C erfolgen. Bei dieser
Temperatur und mit hinreichend Futter sind die Wiirmer nach 2 bis 3 Monaten geschlechtsreif.

Beide Arten konnen in vielfiltigen tierischen Exkrementen angezogen werden. Als Anzuchtmedium wird eine
Mischung aus Pferde- oder Rinderdung und Torf im Verhiltnis 50:50 empfohlen. Es muss sichergestellt werden, dass
die Rinder oder Pferde, von denen der Dung stammt, nicht mit Arzneimitteln oder Chemikalien wie z. B. wachstums-
fordernden Mitteln, Nematiziden oder sonstigen veterinirmedizinischen Produkten behandelt wurden, die die
Entwicklung der Wiirmer wihrend des Versuchs beeintrichtigen konnten. Nach Maoglichkeit sollte selbstgesammelter
Dung ,organischer’ Herkunft verwendet werden, da sich gezeigt hat, dass im Handel als Gartendiinger angebotener
Dung nachteilige Wirkungen auf die Wiirmer haben kann. Das Medium sollte einen pH-Wert von etwa 6 bis7
(eingestellt mit Calciumcarbonat) sowie eine niedrige Ionenleitfihigkeit (weniger als 6 mS/cm oder 0,5 %
Salzkonzentration) haben und nicht ibermafig mit Ammonium oder tierischem Urin verunreinigt sein. Das Substrat
sollte feucht, jedoch nicht zu nass sein. Zur Anzucht eignen sich Kisten mit einem Fassungsvermdgen von 10 bis
50 1.

Zur Gewinnung von Wiirmern gleichen Alters und gleicher Grofle (Masse) ist es am besten, die Kultur mit Kokons
zu beginnen. Sobald die Kultur etabliert ist, werden zur Aufrechterhaltung der Kultur adulte Wiirmer zur weiteren
Kokonablage fur 14 bis 28 Tage in einen Anzuchtkasten mit frischem Substrat gesetzt. Danach werden die adulten
Wiirmer herausgenommen; die aus den Kokons geschliipften juvenilen Tiere werden als Grundstamm fiir die nichste
Kultur verwendet. Die Wiirmer werden kontinuierlich mit tierischen Exkrementen gefiittert und von Zeit zu Zeit in
frisches Substrat umgesetzt. Erfahrungsgemif§ sind luftgetrockneter und fein gemahlener Rinder- und Pferdedung
sowie Haferflocken als Futter geeignet. Es ist sicherzustellen, dass die Rinder oder Pferde, von denen der Dung
stammt, nicht mit Chemikalien wie z. B. wachstumsfordernden Mitteln behandelt wurden, die in der Langzeitkultur
nachteilige Wirkungen auf die Wiirmer haben konnten. Die aus den Kokons geschliipften Wiirmer werden fir den
Versuch verwendet, wenn sie ein Alter von 2 bis 12 Monaten erreicht haben und als adult gelten.

Die Wiirmer konnen als gesund betrachtet werden, wenn sie sich durch das Substrat bewegen, nicht versuchen, das
Substrat zu verlassen und sich regelmifig vermehren. Das Substrat ist dann erschopft, wenn die Wiirmer sich sehr
langsam bewegen und das hintere Ende gelblich aussieht. In diesem Fall sollte frisches Substrat bereitgestellt und/
oder die Besatzdichte verringert werden.
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Anlage 5

Verfahren zum Zihlen der aus den Kokons geschliipften juvenilen Wiirmer

Da die Handverlesung von Wiirmern aus dem Bodensubstrat sehr zeitaufwendig ist, werden zwei alternative
Methoden empfohlen:

(a) Die Priifbehilter werden in ein Wasserbad mit einer Temperatur von anfinglich 40 °C gesetzt, die danach auf 60
°C erhoht wird. Nach etwa 20 Minuten missten die juvenilen Wiirmer an die Bodenoberfliche kommen; von
dort konnen sie leicht abgelesen und gezahlt werden.

(b) Der Testboden kann nach der von van Gestel u. a. entwickelten Methode (1) durch ein Sieb gespiilt werden,
sofern der Torf, der Dung oder das Haferflockenmehl, der bzw. das dem Boden hinzugegeben wurde, fein
gemahlen wurden. Zwei Siebe mit einer Maschenweite von 0,5 mm (Durchmesser 30 cm) werden aufeinander
gesetzt. Der Inhalt eines Priifbehilters wird mit einem kriftigen Leitungswasserstrahl durch die Siebe gespiilt,
wobei die juvenilen Wiirmer und die Kokons hauptsichlich auf dem oberen Sieb verbleiben. Die gesamte
Oberfliche des oberen Siebs ist wihrend des Siebvorgangs feucht zu halten, damit die juvenilen Wiirmer auf
einem Wasserfilm schwimmen und nicht durch die Maschen des Siebs kriechen. Am besten wird dazu ein
Brauseaufsatz verwendet.

Nachdem das gesamte Bodensubstrat durch das Sieb gespiilt wurde, konnen die juvenilen Tiere und die Kokons vom
oberen Sieb in eine Schale gespiilt werden. Der Inhalt der Schale wird stehen gelassen, damit leere Kokons zur
Wasseroberfliche steigen und volle Kokons und juvenile Wiirmer auf den Boden sinken konnen. Danach kann das
tiberstehende Wasser abgegossen werden, und die juvenilen Wiirmer und die Kokons konnen in eine Petrischale mit
etwas Wasser gesetzt werden. Zur Auszdhlung konnen die Wiirmer mit einer Nadel oder einer Pinzette entnommen
werden.

Erfahrungsgemaf ist Methode (a) besser fiir die Entnahme juveniler Wiirmer geeignet, die sogar durch ein Sieb mit
einer Maschenweite von 0,5 mm gespiilt werden konnen.

Grundsitzlich ist zu ermitteln, welche Methode fiir die Entnahme der Wiirmer (sowie ggf. der Kokons) aus dem

Bodensubstrat geeignet ist. Wenn juvenile Tiere von Hand abgesammelt werden, sollte der Vorgang bei allen Proben
zweimal durchgefiihrt werden.

LITERATUR:
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determining the viability of cocoons produced in earthworm toxicity experiments. Pedobiologia 32:367-371.
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Anlage 6

Ubersicht iiber die statistische Auswertung der Daten (NOEC-Bestimmung)

Parametrische Priifung Nicht parametrische Priifung

Start

|

Nein

Daten: Datentransformation Kein Mindestens 4 Replikate. je Nein Statistische Pr[ifung
Var. homogen? s Behandlung? nicht empfohlen.
Normalverteilung? Ja i
3
[)a La
Zusitzliche Ja Sind beide Zusitzliche Ja Sind beide
Losungsmittelkontrolle? Kontrollen gleich? Losungsmittelkontrolle? Kontrollen gleich?
t-Test U-Test
Lla—l i Nein Ja ! Nein
* ¥
Nein Beide Kontrollen Ausschliefen der Nein | Beide Kontrollen Ausschlieen der
konnen zusammen- Kontrolle ohne kénnen zusammen-| Kontrolle ohne
gefasst werden Losungsmittel gefasst warden. Losungsmittel
t | ]
L :
Dunnett- Bonferroni — U-Test
Williams-Test Jonckheere-Terpstra Test

Shirley-
Dunn-Test
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C.34. BESTIMMUNG DER HEMMUNG ANAEROBER BAKTERIEN — REDUKTION DER
GASPRODUKTION VON ANAEROBEM FAULSCHLAMM

EINLEITUNG

1. Diese Prifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 224 (2007). In Gewdsser eingeleitete Chemikalien
passieren sowohl aerobe als auch anaerobe Zonen, in denen sie abgebaut werden und/oder die Aktivitit von
Bakterien hemmen konnen; in bestimmten Fillen konnen sie iiber Jahrzehnte oder noch linger unverdndert in
anaeroben Zonen verbleiben. Bei der Abwasserbehandlung ist die erste Stufe (Vorklirung) im Uberstandswasser
aerob und im abgesetzten Schlamm anaerob. Es folgt die zweite Stufe mit einer aeroben Zone im
Belebtschlamm-Beliiftungsbecken und einer anaeroben Zone im nachfolgenden Absetzbecken (Nachklirung).
Schlamm aus beiden Stufen wird in der Regel einer anaeroben Behandlung unterzogen; dabei entstehen Methan
und Kohlenstoffdioxid, die gewohnlich zur Stromerzeugung genutzt werden. In der natiirlichen Umwelt
verbleiben Chemikalien, die sich in Sedimenten in Buchten, Astuarien und im Meer ablagern, wahrscheinlich
auf unbestimmte Zeit in diesen anaeroben Zonen, wenn sie nicht biologisch abbaubar sind. Grofle Anteile
dieser Chemikalien gelangen hauptsichlich aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften (z. B. schlechte
Wasserloslichkeit, starke Adsorption an suspendierte Feststoffe und keine biologische Abbaubarkeit unter
aeroben Bedingungen) in diese Zonen.

2. In die Umwelt eingeleitete Chemikalien sollten zwar sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben
Bedingungen abbaubar sein, doch ist es wichtig, dass in beiden Zonen die mikrobielle Aktivitit durch diese
Chemikalien nicht gehemmt wird. Im Vereinigten Konigreich kam es in einigen Fillen zu einer vollstindigen
Hemmung der Methanproduktion, beispielsweise verursacht durch Pentachlorphenol in Industrieabwissern;
hier mussten die betreffenden Schlimme aus den Faultirmen unter hohem Kostenaufwand an sichere’
Standorte gebracht und es musste gesunder Faulschlamm aus benachbarten Anlagen importiert werden. Es gab
jedoch viele weniger drastische Fille der Faulschlammhemmung durch andere Chemikalien, darunter
aliphatische Halogenkohlenwasserstoffe (aus der chemischen Reinigung) und Reinigungsmittel), die den
Faulungsprozess dennoch erheblich beeintrachtigten.

3. Nur eine Priffmethode (C.11) (1) befasst sich mit der Hemmung der Bakterienaktivitit (Atmung von
Belebtschlamm) und bewertet die Wirkung von Priffchemikalien auf die Sauerstoffzehrung bei Vorhandensein
von Substrat. Die Methode wird allgemein angewandt, um die mogliche schidliche Wirkung chemischer Stoffe
auf die aerobe Behandlung von Abwissern moglichst frithzeitig zu erkennen und nicht hemmende
Konzentrationen der Priifchemikalien zur Verwendung in verschiedenen Bioabbaubarkeitstests abzuschitzen.
Mit der Priifmethode C.43 (2) ist es begrenzt mdglich, die toxische Wirkung einer Priifchemikalie auf die
Gasproduktion anaeroben Schlamms zu bestimmen, der auf ein Zehntel seiner normalen Feststoffkonzentration
verdinnt wurde, um bei der Bewertung des Zersetzungsprozentsatzes die erforderliche Genauigkeit zu
gewihrleisten. Da verdiinnter Schlamm empfindlicher auf hemmende Chemikalien regieren konnte, entschied
sich die zustindige ISO-Gruppe fiir die Entwicklung einer Methode mit unverdiinntem Schlamm. Mindestens
drei Texte wurden gepriift (aus Dinemark, Deutschland und dem Vereinigten Konigreich), und schlieflich
wurden zwei ISO-Normen erarbeitet — eine fiir unverdiinnten Schlamm (ISO 13 641-1) (3) und eine fiir
hundertfach verdiinnten Schlamm (ISO 13 641-2) (4), um Schlimme und Sedimente mit geringen Bakterienpo-
pulationen zu reprisentieren. Beide Methoden wurden im Ringtest gepriift (5), wobei Teil 1 als akzeptable
Norm bestitigt wurde, bei Teil 2 jedoch Uneinigkeit bestand. Das Vereinigte Konigreich war der Auffassung,
diese Methode miisse weiter untersucht werden, da ein erheblicher Anteil der Teilnehmerlabors von sehr wenig
oder keinerlei Gasproduktion berichtete, was zum Teil darauf zuriickgefithrt wurde, dass der Test aufgrund des
zu hohen Gasanteils (75 %) nicht empfindlich genug war.

4. In fritheren Arbeiten aus dem Vereinigten Konigreich (6)(7) wurde ein manometrisches Verfahren beschrieben,
bei dem unverdiinnter Faulschlamm (plus roher Kldrschlamm als Substrat) in 500-ml-Gefiflen verwendet
wurde; die Apparatur war sperrig, und der Rohschlamm ging mit einer erheblichen Geruchsbelistigung einher.
Spater wurde die kompaktere und einfacher zu handhabende Apparatur von Shelton und Tiedje (8) (in der von
Battersby und Wilson (9) entwickelten Form) von Wilson et al. (10) erfolgreich angewendet. Kawahara et al.
(11) gelang im Labor die Herstellung weiterer Standardschlimme, die zur Verwendung in Tests auf anaerobe
biologische Abbaubarkeit und die Hemmwirkung bestimmter Chemikalien geeignet sind. Auflerdem wurde der
Rohschlamm durch anaerobem Schlamm in hundertfacher Verdiinnung bzw. durch Schlimme oder Sedimente
bzw. vergleichbare Substrate mit niedriger bakterieller Aktivitit als Testsubstrat ersetzt.

5. Mit dieser Priifmethode konnen Daten generiert werden, die fiir die Prognostizierung der wahrscheinlichen
Wirkung einer Priifchemikalie auf die Gasproduktion in anaeroben Faultiirmen hilfreich sind. Nur Langzeittests,
bei denen aktive Faultiirme realistischer simuliert werden, konnen jedoch Aufschluss dariiber geben, ob es zu
einer Anpassung der Mikroorganismen an die Priifchemikalie kommen kann oder ob sich Chemikalien, mit
hoher Adsorptionsneigung, die an den Schlamm adsorbiert werden, tiber einen iiber die Versuchsdauer
hinausgehenden Zeitraum zu einer toxischen Konzentration anreichern kénnen.
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10.

PRINZIP DER PRUFUNG

Aliquoten einer Mischung aus anaerobem Faulschlamm (20-40 g/l Gesamtfeststoffgehalt) und einer abbaubaren
Substratlosung einzeln und gleichzeitig in verschiedenen Priifchemikalienkonzentrationen drei Tage lang in
geschlossenen Gefiflen inkubieren. Die erzeugte Gasmenge (Methan und Kohlenstoffdioxid) anhand des
Druckanstiegs (Pa) in den Flaschen messen. Die prozentuale Hemmung der Gaserzeugung durch die
verschiedenen Priifchemikalienkonzentrationen anhand der in den jeweiligen Priif- und Kontrollgefifien
erzeugten Mengen berechnen. Den EC,-Wert und andere Wirkkonzentrationen anhand von Kurven der
prozentualen Hemmung bezogen auf die verschiedenen Priifchemikalienkonzentrationen oder (hdufiger) ihre
Logarithmen berechnen.

ANGABEN ZUR PRUFCHEMIKALIE

Priifchemikalien sollten im Allgemeinen in der reinsten erhiltlichen Form verwendet werden; denn Verunrei-
nigungen in bestimmten Chemikalien (z. B. bei Chlorphenolen) konnen sehr viel toxischer wirken als die
Pritfchemikalie als solche. Die Priifchemikalien sollten jedoch in der Form untersucht werden, in der sie
hergestellt/im Handel angeboten werden. Die Verwendung von Formulierungen wird in der Regel nicht
empfohlen, kann aber bei schlecht 16slichen Priifchemikalien angemessen sein. Folgende Eigenschaften der
Pritfchemikalie sollten bekannt sein: Loslichkeit in Wasser und in einigen organischen Losungsmitteln,
Dampfdruck, Adsorptionskoeffizient, Hydrolyse und biologische Abbaubarkeit unter anaeroben Bedingungen.

ANWENDUNGSBEREICH DER METHODE

Der Test kann mit wasserloslichen, wasserunloslichen und mit flicchtigen Chemikalien durchgefithrt werden.
Besondere Vorsicht ist bei Materialien mit geringer Wasserloslichkeit (siche Literaturangabe (12)) und von hoher
Fliichtigkeit geboten. Es konnen auch Inokula aus anderen anaeroben Quellen (z. B. Schlimme, wassergesittigte
Boden und Sedimente) verwendet werden. Anaerobe Bakteriensysteme, die zuvor toxischen Chemikalien
ausgesetzt waren, konnen sich so angepasst haben, dass sie auch unter Einwirkung xenobiotischer Chemikalien
noch aktiv sind. Inokula aus angepassten Bakteriensystemen konnen eine hohere Toleranz gegeniiber
Priifchemikalien aufweisen als Inokula aus nicht angepassten Systemen.

REFERENZCHEMIKALIEN

Zur Verfahrenskontrolle wird eine Referenzchemikalie in parallel zu den normalen Testdurchldufen aufgestellten
geeigneten Gefdflen getestet. 3,5-Dichlorphenol hat sich als eine Chemikalie erwiesen, die die anaerobe
Gaserzeugung sowie die Sauerstoffzehrung des Belebtschlamms und diverse andere biochemische Reaktionen
konsistent hemmt. Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass zwei weitere Chemikalien, Methylen-bis-
thiocyanat und Pentachlorphenol, die Methanerzeugung stirker hemmen als 3,5-Dichlorphenol. Die mit diesen
Chemikalien erzielten Ergebnisse wurden aber noch nicht validiert. Pentachlorphenol wird nicht empfohlen,
weil es in reiner Form schwer zu beschaffen ist.

REPRODUZIERBARKEIT VON TESTERGEBNISSEN

In einem internationalen Ringtest (5) konnten die 10 beteiligten Labore EC;,-Werte der fiir 3,5-Dichlorphenol
und 2-Bromethansulfonsiure nur hinreichend reproduzieren. (Der Wertebereich fiir Dichlorphenol lag bei 32-
502 mg/l und fiir Bromethansulfonsiure bei 220-2 190 mg/l)

1.3.2016

mgl mg/g Schlamm
Zahl der Teil-
nehmer-labors Mittelwert Standard- VK (%) Mittelwert Standard- VK (%)
abwei-chung abwei-chung
3,5-Dichlorphenol
10 153 158 103 5 4,6 92
2-Bromethansulfonsiure
10 1058 896 85 34 26 76
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EC,,-Daten aus dem Ringtest — unverdiinnter Schlamm

11. Die hohen Variationskoeffizienten zwischen den Labors spiegeln zu einem grofen Teil die unterschiedliche
Empfindlichkeit der im Schlamm enthaltenen Mikroorganismen wider, die durch eine Priexposition oder eine
fehlende Priexposition gegeniiber der Priifchemikalie oder anderen chemisch verwandten Chemikalien
verursacht wurde. Die Genauigkeit, mit der der EC,,-Wert anhand der Schlammbkonzentration bestimmt wurde,
war kaum besser als der ,volumetrische* Wert (mg/l). Die Variationskoeftizienten (22, 9 und 18 % fiir EC;;, mg/
g) der EC,-Werte fiir 3,5-Dichlorphenol der drei Labore, die Angaben zur Genauigkeit Threr EC,, Werte
tibermittelten, waren erheblich niedriger als die Mittelwerte aller zehn Labors zusammen. Die Mittelwerte der
drei Labors waren jeweils 3,1; 3,2 und 2,8 mg/g. Die niedrigeren, annehmbaren Variationskoeffizienten
innerhalb der Labors zeigen im Vergleich zu den erheblich hoheren Variationskoeffizienten zwischen den
Labors (9-22 % gegeniiber 92 %) erhebliche Unterschiede bei den Eigenschaften der einzelnen Schlimme.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Apparatur

12. Benotigt werden die iibliche Laborausriistung sowie die folgenden Gerite und Hilfsmittel:
a) Inkubator — funkensicher und auf 35 + 2 °C geregelt;

b) druckbestindige Priifgefifle aus Glas in angemessener Nenngrofe ('), jeweils mit gasdicht beschichtetem
Septum, belastbar bis zu 2 bar oder 2 x 10° Pa (Beschichtung beispielsweise mit PTFE (Polytetrafluorethen)).
Empfohlen werden gliserne Serumflaschen mit einem nominellen Volumen von 125 ml und einem
tatsichlichen Volumen von etwa 160 ml mit Durchstichseptum (%) und geboérdelten Aluminiumringen; es
konnen aber auch Flaschen mit einem Gesamtinhalt von 0,1-1 | verwendet werden;

¢) Prizisionsdruckmesser (*) mit Nadelanschluss;

Druckmesser, eingestellt fiir die Messung und Entliiftung des gesamten erzeugten Gases (Methan und
Kohlenstoffdioxid); geeignet ist beispielsweise ein tragbarer Prizisionsdruckmesser mit Spritzennadel-
anschluss; ein gasdichtes 3-Wege-Ventil gestattet zum Ablassen von iiberschiissigem Druck (Anlage 1). Das
Innenvolumen von Schlauch und Ventil des Druckmessgerits muss moglichst gering sein, damit Fehler
wegen Nichtbeachtung des Geritevolumens nicht ins Gewicht fallen;

d) Isolationsbehilter zum Transportieren des Faulschlamms;

e) 3-Wege-Druckventile;

f) Sieb, 1 mm Quadratmaschen;

g) Behilter zur Aufnahme des Faulschlamms; ein Glas oder eine Flasche aus hochdichtem Polyethylen; Inhalt
etwa 5 1, ausgestattet mit Rithrer und der Mdglichkeit zur Beliiftung des Kopfraumes mit Stickstoffgas (siehe
Nummer 13);

h) Membranfilter (0,2 pm) zum Sterilisieren des Substrats;

(") Die empfohlene Grofe liegt bei 0,1-1 1.

() Zu empfehlen sind gasdichte Silikon-Septa. Auflerdem sollte die Gasdichtheit der Verschliisse, insbesondere bei Septa aus
Butylkautschuk, gepriift werden, denn mehrere im Handel erhiltliche Septa sind in Bezug auf Methan nicht ausreichend gasdicht,
und einige Septa bleiben nicht dicht, wenn sie unter Testbedingungen mit einer Nadel durchstochen werden.

— Gasdicht beschichtete Septa werden empfohlen und sind bei fliichtigen Chemikalien unbedingt zu verwenden. (Einige
handelsiibliche Septa sind verhéltnismé@ig diinn (weniger als 0,5 c¢m) und werden undicht, wenn sie mit einer Spritzennadel
durchstochen werden.)

— Septa aus Butylkautschuk (etwa 1 cm) werden fiir nicht fliichtige Priifchemikalien empfohlen (denn sie bleiben normalerweise
auch nach dem Durchstechen gasdicht).

— Vor dem Versuch sind die Septa sorgfiltig auf Gasdichtheit nach dem Durchstechen zu priifen.

() Der Druckmesser ist nach Herstelleranweisungen zu verwenden und regelmifig zu kalibrieren. Wird ein Druckmesser der
vorgeschriebenen Qualitit verwendet (z. B. mit einer Stahlmembran verkapselt), ist eine Kalibrierung im Labor nicht mehr erforderlich.
Der Druckmesser sollte allerdings regelmifig von einem zugelassenen Institut kalibriert werden. Die Genauigkeit der Kalibrierung kann
im Labor durch eine punktuelle Messung bei 1 x 10° Pa durch Vergleich mit einem Druckmesser mit mechanischer Anzeige gepriift
werden. Wenn der betreffende Punkt richtig gemessen wird, bleibt auch die Linearitdt unverindert. Werden sonstige Messgerite
eingesetzt (ohne zertifizierte Herstellerkalibrierung), ist in regelméfigen Abstinden eine Umrechnung iiber den gesamten Messbereich
zu empfehlen (Anlage 2).



L 54/140 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016

i) Mikrospritzen zum gasdichten Anschluss des Druckmessgerits (siche Nummer 12(c)) an den Kopfraum in
den Flaschen (siche Nummer 12(b)); auch fur die Zugabe nicht loslicher flissiger Testmaterialien in die
Flaschen;

j) Handschuhkasten (Glovebox), optional, aber empfohlen, mit leichtem Stickstoffiiberdruck.

Reagenzien

13. Fur die Prifung sind ausschlieflich Reagenzien in Analysequalitit zu verwenden. Es muss grundsitzlich
Stickstoffgas hoher Reinheit mit weniger als 5pl/l Sauerstoff verwendet werden.

Wasser

14. Wenn in einer Priifungsphase eine Verdiinnung vorgenommen werden muss, ist entliiftetes entionisiertes
Wasser zu verwenden. Eine Analyse dieses Wassers zur Kontrolle ist nicht notwendig; es ist jedoch
sicherzustellen, dass die Entionisierungsvorrichtung regelmifig gewartet wird. Entionisiertes Wasser wird auch
fur die Herstellung von Stammlosungen verwendet. Vor der Zugabe des anaeroben Inokulums zu einer Losung
oder zu einer Verdiinnung des Priifmaterials ist sicherzustellen, dass die Losung bzw. die Verdiinnung frei von
Sauerstoff ist. Dazu wird entweder eine Stunde vor Zugabe des Inokulums Stickstoffgas durch das
Verdiinnungswasser (bzw. durch die Verdiinnungen) geblasen oder das Verdiinnungswasser wird in
sauerstofffreier Atmosphdre bis zum Siedepunkt erhitzt und anschlieBend weiterhin unter sauerstofffreier
Atmosphire auf Raumtemperatur abgekiihlt.

Faulschlamm

15. Aktiven Faulschlamm aus einem Faulbehilter einer Kliranlage (oder aus einem Laborfermenter) entnehmen, in
der vorwiegend Schlamm aus hiuslichen Abwissern behandelt wird. Praktische Informationen zu Schlimmen
aus Laborfermentern sind anderen Quellen zu entnehmen (11). Wenn ein adaptiertes Inokulum verwendet
werden soll, kann der Faulschlamm auch aus einer Anlage zur Klirung von Industrieabwissern entnommen
werden. Zur Entnahme des Schlamms Flaschen mit weitem Hals aus hochdichtem Polyethylen oder dhnlich
dehnbarem Material verwenden. Den Schlamm bis zu einer Hohe von etwa 1 ¢cm unter der Oberkante der
Flaschen einfiillen; anschliefend die Flaschen dicht verschliefen, vorzugsweise mit einem Druckventil (Nummer
12(e)), und in isolierte Behdlter stellen (Nummer 12(d)), um Temperaturschocks zu minimieren, bis die Flaschen
in einen Inkubator mit konstanter Temperatur von 35 + 2 °C iiberfithrt werden. Beim Offnen der Flaschen
darauf achten, dass der tiberschiissige Gasdruck entweder durch vorsichtiges Losen des Verschlusses oder iiber
das 3-Wege-Druckventil (Nummer 12(e)) entweichen kann. Den Schlamm moglichst innerhalb weniger Stunden
nach der Entnahme verwenden; ist dies nicht méglich, kann er bis zu drei Tage bei 35 * 2 °C unter Stickstoffat-
mosphire im Kopfraum aufbewahrt werden. (In dieser Zeit wird die Aktivitdit der Mikroorganismen
normalerweise nur geringfiigig beeintrichtigt.)

Achtung! — Faulschlamm erzeugt entziindbare Gase, die einen Brand oder eine Explosion auslosen koénnen. Da
der Schlamm auflerdem potenziell pathogene Organismen enthilt, sind beim Umgang mit Faulschlamm
entsprechende Vorsichtsmaffnahmen zu treffen. Aus Sicherheitsgriinden diirfen zur Entnahme des Schlamms
keine Glasgefifle verwendet werden.

Inokulum

16. Unmittelbar vor der Verwendung den Schlamm vorsichtig umrithren und durch ein Sieb mit einer
Maschenweite von 1 mm? (Nummer 12(f)) in eine geeignete Flasche passieren (Nummer 12(g)), deren
Kopfraum mit einem Stickstoffstrom begast wird. Fir die Messung der Konzentration des gesamten
Trockenstoffes (siche z. B. ISO 11 923 (13) bzw. die entsprechende EU-Norm) eine Probe zur Seite stellen. Im
Allgemeinen wird der Schlamm unverdiinnt verwendet. Die Feststoftkonzentration liegt gewohnlich zwischen 2
und 4 % (w/w). Den pH-Wert des Schlamms priifen und erforderlichenfalls auf 7 + 0,5 einstellen.

Priifsubstrat

17. 10 g Néhrbouillon (z. B. Oxoid), 10 g Hefeextrakt und 10 g D-Glucose in entionisiertem Wasser losen und auf
100 ml verdinnen. Die Losung durch Filtration durch einen 0,2-pm-Membranfilter (Nummer 12(h))
sterilisieren und entweder sofort verwenden oder hochstens einen Tag lang bei 4 °C lagern.

Priifchemikalie

18. Fir jede wasserlosliche Priifchemikalie eine separate Stammlosung, z. B. mit 10 g/l der Chemikalie in
sauerstofffreiem Verdiinnungswasser, herstellen (Nummer 14). Von dieser Stammlosung geeignete Mengen fiir
die Herstellung der Testmischungen in abgestuften Konzentrationen verwenden. Alternativ kann von jeder
Stammlosung eine Verdiinnungsreihe so hergestellt werden, dass die in die Testflaschen hinzuzugebende Menge
fur alle benotigten Endkonzentrationen gleich ist. Der pH-Wert der Stammlosungen erforderlichenfalls auf
7 £ 0,2 einstellen.
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19. Bei Priifchemikalien, die in Wasser nicht hinreichend 16slich sind, nach den Anweisungen in ISO 10 634 (12)
bzw. der entsprechenden EU-Norm verfahren. Wenn ein organisches Losungsmittel verwendet werden muss,
sind Losungsmittel wie etwa Chloroform oder Tetrachlorkohlenstoff zu vermeiden, da diese die
Methanproduktion erfahrungsgemif deutlich hemmen. In einem geeigneten fliichtigen Losungsmittel (z. B.
Aceton oder Diethylether) eine Losung mit einer geeigneten Konzentration einer nicht wasserloslichen
Chemikalie herstellen. In die leeren Testflaschen die benétigten Mengen an in Losungsmittel geloster Chemikalie
geben (Nummer 12(b)) und das Losungsmittel vor Zugabe des Faulschlamms verdampfen lassen. Bei anderen
Methoden gemif ISO 10 634 (12) bzw. nach der entsprechenden EU-Norm verfahren; dabei ist allerdings zu
beriicksichtigen, dass zur Herstellung von Emulsionen verwendete Tenside die anaerobe Gasproduktion
hemmen konnen. Wenn davon ausgegangen wird, dass das Vorhandensein organischer Losungsmittel und
Emulgatoren Artefakte verursachen konnte, kann die Priffchemikalie auch als Pulver oder Fliissigkeit direkt in
das Priiffgemisch gegeben werden. Fliichtige Chemikalien und wasserunlésliche fliissige Priifchemikalien kénnen
mit Mikrospritzen in beimpfte Serumflaschen eingespritzt werden (Nummer 12(i)).

20. Die Priifchemikalien werden so in die Flaschen gegeben, dass eine geometrische Konzentrationsreihe entsteht
(z. B. 500 mg/l, 250 mgfl, 125 mg/l, 62,5 mg(l, 31,2 mg/l and 15,6 mg/l). Wenn der Toxizititsbereich nicht
von dhnlichen Chemikalien her bekannt ist, sollte zunichst einen Vorversuch mit Konzentrationen von
1 000 mg/l, 100 mg/l und 10 mg/l durchfithrt werden, um den benétigten Konzentrationsbereich zu ermitteln.

Referenzchemikalie

21. Zur Herstellung einer wissrigen Losung mit 3,5-Dichlorphenol (10 gfl) schrittweise Natriumhydroxidlosung in
einer Mindestmenge von 5 mol/l zu dem Feststoff geben und dabei die Losung so lange schiitteln, bis dieser
sich aufgelost hat. Anschliefend die Losung bis zum bendtigten Volumen mit sauerstofffreiem
Verdiinnungswasser (Nummer 14) auffullen; der Losungsvorgang kann durch eine Ultraschallbehandlung
unterstiitzt werden. Wenn der mittlere Bereich der EC,,-Werte in mindestens drei Tests mit unterschiedlichen
Inokula (unterschiedliche Herkunft oder zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen) bestimmt wurde, konnen
auch andere Referenzchemikalien verwendet werden.

INTERFERENZEN/FEHLER

22. Manche Bestandteile des Schlamms konnen mit potenziellen Hemmstoffen reagieren, die dann fiir
Mikroorganismen nicht mehr verfiigbar sind; die Hemmung wird dadurch entsprechend reduziert oder vollig
unterbunden. Wenn der Schlamm bereits eine hemmende Chemikalie enthilt, kann es bei der Priifung ebenfalls
zu falschen Ergebnissen kommen, wenn dieser Stoff getestet wird. Daneben gibt es noch eine Reihe weiterer
Faktoren, die Ergebnisse verfilschen konnen. Diese sind (zusammen mit Methoden zur Vermeidung oder
zumindest zur Reduzierung von Fehlern) in Anlage 3 aufgelistet.

PRUFVERFAHREN

23. Die Zahl der erforderlichen Replikate hidngt vom erforderlichen Genauigkeitsgrad der Inhibitionsindizes ab.
Sind die Verschliisse der Flaschen wihrend der gesamten Versuchsdauer gasdicht genug, ist nur eine Charge
(mindestens drei Replikate) Testflaschen pro getesteter Konzentration notwendig. Ebenso wird auch fur jede
Referenzchemikalie und fiir jede Kontrollreihe nur jeweils eine Charge Flaschen bendtigt. Wenn die Verschliisse
der Flaschen jedoch nach ein- oder mehrmaligem Durchstechen nicht mehr dicht sind, muss fir jede
Zeitspanne (t), fiir die Ergebnisse ermittelt werden sollen, und fur alle zu priffenden Konzentrationen einer
Priifchemikalie eine Charge Testflaschen (z. B. drei Flaschen) bereitgestellt werden. Gleichermaflen sind ,t-
Chargen von Flaschen fiir die Referenzchemikalie und fiir die Kontrollen vorzubereiten.

24. Die Verwendung einer Glove-Box (Nummer 12(j)) wird empfohlen. Mindestens 30 Minuten vor Beginn des
Versuchs wird mit der Einleitung eines Stickstoffstroms durch die Glove-Box, die die gesamte erforderliche
Ausriistung enthélt, begonnen. Beim Handhaben und VerschlieBen der Flaschen ist sicherzustellen, dass die
Temperatur des Schlamms im Bereich 35 £ 2 °C bleibt.

Vorversuch

25. Wenn iiber die Aktivitit des Faulschlamms nichts bekannt ist, sollte ein Vorversuch durchgefithrt werden. Dazu
Kontrollen beispielsweise mit Feststoffkonzentrationen von 10 g[l, 20 g/l und 40 g/l und mit einem Substrat,
jedoch ohne die Priifchemikalie herstellen. Zudem verschiedene Mengen an Reaktionsgemisch verwenden, um
drei oder vier verschiedene Verhiltnisse an Kopfraum- zu Fliissigkeitsvolumen- zu erhalten. Anhand der
Gasvolumina, die in den verschiedenen Zeitintervallen erzeugt werden, die optimalen Bedingungen ermitteln,
unter denen zweimal tdglich signifikante Gasvolumina und eine Druckentlastung pro Tag bei optimaler
Empfindlichkeit (') und ohne Explosionsgefahr gemessen werden konnen.

(") Dies gilt fiir die Versuchsplanung und fiir die Versuchsbedingungen, wobei die — aus Blindkontrollen und aus Gefiflen mit einer
Hemmung von 70-80 % — erzeugten Gasvolumina innerhalb annehmbarer Fehlergrenzen geschitzt werden konnen.
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Zugabe der Priifchemikalien

26. Wasserlosliche Priifchemikalien als wissrige Losungen (Nummer 18) in leere Testflaschen (Nummer 12(b))
geben. Jeden Konzentrationsbereich mindestens in dreifacher Ausfihrung ansetzen (Nummer 20). Bei nicht
oder schlecht loslichen Priifchemikalien Losungen der Priifchemikalie in organischen Losungsmitteln mit einer
Mikrospritze in leere Flaschen injizieren, um Replikate von jeweils funf Konzentrationen der Priifchemikalie
herzustellen. Das Losungsmittel verdampfen, indem Stickstoffgas iiber die Oberfliche der Losungen in die
Testflaschen geleitet wird. Alternativ konnen nicht l6sliche feste Chemikalien als abgewogene Feststoffmengen
auch direkt in die Testflaschen gegeben werden.

27. Werden wasserunlosliche oder schlecht wasserlosliche fliissige Priifchemikalien mithilfe eines Losungsmittels
hinzugegeben, so sind sie nach Zugabe des Inokulums und des Priifsubstrats (siche Nummer 30) mit einer
Mikrospritze direkt in die Testflaschen zu injizieren. Fliichtige Priifchemikalien konnen auf dieselbe Weise
hinzugegeben werden.

Zugabe von Inokulum und Substrat

28. Eine geeignete Menge gesiebten Faulschlamms (siche Nummer 16) in einer 5-1-Flasche (Nummer 12(g)) rithren;
dabei gleichzeitig den Kopfraum mit Stickstoffgas begasen. Testflaschen mit wissrigen Losungen oder mit
verdampften Losungsmittellosungen der Priifchemikalien etwa zwei Minuten mit gasformigem Stickstoff spiilen,
um vorhandene Luft zu entfernen. Aliquoten (z. B. 100 ml) des gut durchmischten Schlamms mit einer Pipette
mit weiter Offnung oder mit einem Messzylinder in die Testflaschen geben. Wichtig ist, dass die Pipette in
einem einzigen Schritt mit der exakt benotigten Schlammmenge gefullt wird, da sich die im Schlamm
enthaltenen Feststoffe leicht absetzen konnen. Wenn eine zu grofle Menge aufgenommen wird, muss die Pipette
entleert und neu befullt werden.

29. Anschliefend so viel Substratlosung (Nummer 17) hinzugeben, dass sich in dem Gemisch eine Konzentration
von jeweils 2 g[l Nahrbouillon, Hefeextrakt und D-Glucose ergibt; die Testflaschen dabei kontinuierlich mit
gasformigem Stickstoff spiilen. Die Testchargen konnten z. B. so aussehen:

Endgiiltige Masse- Volumen der Plriifchemikalie Reagenzien lind Medien
konzentration der (ml) (ml)
Pritfchemikalie in Stammlosun, Stammlosun, Verdiinnungswas-
den Priifgefafien s g g Inokulum Substrat
(mg]}) a) 10 g/l b) 1 g/l ser Nr 16 Nt 17
8 Nr. 18 Nr. 18 Nr. 14 : '
0 - 0 1,0 100 2
1 - 0,1 0,9 100 2
3,3 - 0,33 0,67 100 2
10 0,1 - 0,9 100 2
33 0,33 - 0,67 100 2
100 1,0 - 0 100 2
Gesamtinhalt der Flasche = 160 ml, Fliissigkeitsvolumen = 103 ml,
Gasvolumen = 57 ml oder 35,6 % des Gesamtvolumens.

30. Gleichermaflen ausreichend leere Testflaschen mit gasformigem Stickstoff ausspiilen, um fliichtige und

unlosliche flissige Prifchemikalien zu entfernen (siche Nummer 27).
Kontrollen und Referenzchemikalie
31. Mindestens drei Replikate an Flaschen, die jeweils nur Schlamm und Substrat enthalten, als Kontrollen

ansetzen. Des Weiteren Replikate an Flaschen mit Schlamm, Substrat und hinreichend Stammlosung der
Referenzchemikalie — 3,5-Dichlorphenol (Nummer 21) — mit einer Endkonzentration von 150 mg/l
vorbereiten. Diese Konzentration sollte die Gasproduktion um etwa 50 % hemmen. Alternativ kann eine
Konzentrationsreihe mit der Referenzchemikalie hergestellt werden. Zudem vier zusitzliche Flaschen mit
Schlamm, sauerstofffreiem Wasser und Substrat fir pH-Messungen ansetzen. In zwei der Flaschen die
Priifchemikalie in der hochsten zu priifenden Konzentration geben; zu den beiden iibrigen Flaschen
sauerstofffreies Wasser geben.
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32. Es ist sicherzustellen, dass alle Flaschen — die Flaschen mit der Priifchemikalie und die Kontrollen — dasselbe
Fliissigkeitsvolumen (V,) enthalten; erforderlichenfalls die Fliissigkeit mit sauerstofffreiem entionisiertem Wasser
(Nummer 14) auffillen. Der Kopfraum sollte zwischen 10 % und 40 % des Flaschenvolumens ausmachen; der
tatsichliche Wert richtet sich nach den Ergebnissen des Vorversuchs. Nach Zugabe aller Bestandteile in die
Flaschen die Nadel, mit der das Gas injiziert wurde, herausziehen, und die Flaschen mit einem Gummistopfen
und einer Aluminiumkappe (Nummer 12(b)) verschlieBen; hierzu den Stopfen mit einem Tropfen
entionisiertem Wasser anfeuchten, damit er leichter eingeschoben werden kann. Den Inhalt der einzelnen
Flaschen durch Schiitteln vermischen.

Inkubation der Flaschen

33. Die Flaschen in einen thermostatgeregelten Inkubator stellen, der moglichst mit einer Schiittelvorrichtung
ausgestattet sein sollte; die Temperatur auf 35 £ 2 °C einstellen. Die Flaschen im Dunkeln inkubieren. Nach
etwa einer Stunde den Druck in den Flaschen mit dem Atmosphirendruck abgleichen. Dazu die mit dem
Druckmesser (Nummer 12(c)) verbundene Spritzennadel durch die einzelnen Flaschenverschliisse stechen und
das Ventil so lange 6ffnen, bis der Druckmesser auf Null steht; danach das Ventil wieder schlieen. Die Nadel
ist im Winkel von etwa 45° einzufithren, damit kein Gas aus den Flaschen austreten kann. Wenn der Inkubator
nicht tiber eine Schiittelvorrichtung verfigt, miissen die Flaschen wihrend der gesamten Inkubationsdauer
zweimal tdglich manuell geschiittelt werden, um das System zu &quilibrieren. Die Flaschen inkubieren und
umdrehen, damit kein Gas durch das Septum austreten kann. Falls nicht 16sliche Prifchemikalien am Boden der
Flasche anhaften konnten, sollten die Flaschen nicht umgedreht werden.

Druckmessung

34. Wenn die Flaschen eine Temperatur von 35 % 2 °C erreicht haben, den pH-Wert des Inhalts von zwei der vier
fur diesen Zweck angesetzten Flaschen messen und aufzeichnen; den Flascheninhalt anschliefend entsorgen.
Die restlichen Flaschen weiter im Dunkeln inkubieren. Den Druck in den Flaschen in den nichsten 48 bis 72
Stunden zweimal tdglich messen; dazu die Nadel des Druckmessers durch den Verschluss der einzelnen
Flaschen stechen und die Nadel zwischen den Messungen trocknen. Wiahrend der Messung, die maoglichst ziigig
erfolgen sollte, sollte die Inkubationstemperatur in allen Bereichen der Flaschen aufrechterhalten werden.
Sobald der angezeigte Druck stabil ist, den angezeigten Wert aufzeichnen. Danach das Ventil zur Entliftung
offnen und wieder schliefen, wenn der Druckmesser auf Null steht. Der Versuch wird nach dem Zeitpunkt des
ersten Druckausgleichs (Zeit 0°) gewohnlich fur 48 Stunden fortgesetzt. Bei fliichtigen Chemikalien sind nur
eine Messung und nur eine Entliiftung (am Ende der Inkubationszeit) bzw. hochstens zwei Messungen und
Entliiftungen vorzunehmen, um einen Verlust der Priifchemikalie zu vermeiden (10).

35. Bei negativer Druckanzeige darf das Ventil nicht geoffnet werden. Manchmal sammelt sich Feuchtigkeit in der
Spritzennadel und in der Schlauchleitung, was durch einen geringen Unterdruck angezeigt wird. In diesen Fall
die Nadel herausziehen, den Schlauch schiitteln, mit einem Papiertuch trocknen und eine neue Nadel aufsetzen.

Messung des pH-Werts

36. Nach der letzten Druckmessung die pH-Werte der Flascheninhalte lesen und aufzeichnen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Darstellung der Ergebnisse

37. Fir jeden Satz Replikatflaschen Summe und Mittelwert der nach jedem Zeitintervall aufgezeichneten
Druckergebnisse und fur jedes Replikat nach jedem Zeitintervall den mittleren kumulativen Bruttogasdruck
berechnen. Dazu Kurven der mittleren kumulativen Gasproduktion (Pa) gegen die Zeit fur die Kontrollen, die
Flaschen mit den Priifchemikalien und die Referenzflaschen zeichnen. Auf dem linearen Abschnitt der Kurve
einen Zeitpunkt (gewohnlich 48 Stunden) wiahlen und fur jede Konzentration mit der Gleichung [1]
dieHemmunyg (1) in Prozent bestimmen:

I=(1-Pfp)x100 [1],

Dabei sind:

—
|

= Hemmung in Prozent ( %);

g~}
1l

der erzeugte Gasdruck in Pascal (Pa) in den Flaschen mit Priifmaterial zum gewdhlten Zeitpunkt;

-]
1}

der erzeugte Gasdruck in Pascal (Pa) in der Kontrolle zum selben Zeitpunkt.
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Nach Moglichkeit sollten zur Bestimmung von I zwei Kurven gezeichnet werden, d. h. eine Kurve bezogen auf
die Konzentration und eine bezogen auf den Logarithmus der Konzentration, um die Kurve mit der besseren
Linearitit wihlen zu konnen. Den EC,-Wert (mg/l) visuell oder durch Regressionsanalyse anhand der Kurve
mit der besseren Linearitdt bestimmen. Zu Vergleichszwecken kann es hilfreich sein, die Konzentration der
Chemikalie in mg Chemikalie/g der gesamten Trockenfeststoffe auszudriicken. Um diese Konzentration zu
erhalten, die Volumenkonzentration (mg/l) durch die Volumenkonzentration der trockenen Feststoffe des
Schlamms (g/l) (Nummer 16) dividieren.

38. Berechnet wird entweder die durch die Konzentration der Referenzchemikalie bewirkte prozentuale Hemmung
(wenn nur eine Konzentration verwendet wurde) oder der EC,-Wert (wenn eine hinreichende Anzahl an
Konzentrationen untersucht wurde).

39. Den mittleren Druck des in der Kontrolle erzeugten Gases P (Pa) mit Hilfe der Kalibrierkurve des Druckmessers
(Anlage 2) in Volumen umrechnen; aus dem erhaltenen Wert sodann die Gasproduktioninnerhalb von 48
Stunden als fir 100 ml unverdiinntem Schlamm mit einer Feststoffkonzentration von 2 % (20 gfl) bis 4 %
(40 g/l) erzeugtes Volumen berechnen.

Validititskriterien

40. Die Ergebnisse des ISO-Interlabortests (5) haben gezeigt, dass die Referenzchemikalie (3,5-Dichlorphenol) die
Gasproduktion bei Konzentrationen von 32 mg/l bis 510 mg/l (Mittelwert 153 mgfl) um 50 % hemmt
(Nummer 10). Diese Konzentrationsspanne ist so breit, dass keine genauen Grenzwerte fiir die Hemmung als
zuverldssige Validititskriterien festgesetzt werden konnen; dies sollte jedoch méglich sein, sobald Verfahren fiir
die Herstellung einheitlicherer Inokula entwickelt wurden. Die in Kontrollflaschen innerhalb von 48 Stunden
erzeugten Gasvolumina reichten von 21 mlfg bis zu 149 ml/g Schlammfeststoff (Mittelwert 72 ml/g). Ein
offensichtlicher Zusammenhang zwischen dem erzeugten Gasvolumen und dem entsprechenden EC,-Wert
bestand nicht. Beim Abschluss der Tests lag der pH-Wert zwischen 6,1 und 7,5.

41. Der Test wird als giiltig betrachtet, wenn es in der Referenzkontrolle mit 150 mg/l 3,5-Dichlorphenol zu einer
Hemmung von iiber 20 % kommt, in der Blindkontrolle mehr als 50 ml Gas pro g Trockenmasse produziert
werden und der pH-Wert bei Testende im Bereich zwischen 6,2 und 7,5 liegt.

Priifbericht

42. Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:
Priifchemikalie

— Handelsiiblicher Name, chemische Bezeichnung, CAS-Nummer, Strukturformel und relevante physikalisch-
chemische Eigenschaften;

— Reinheit (Verunreinigungen) der Priifchemikalie.

Priifbedingungen

— Volumina der fliissigen Bestandteile und des Kopfraums in den Priifgefifen;
— Beschreibungen der Priifgefife und der Gasmessung (z. B. Druckmessertyp);

— Einbringung der Priifchemikalie und der Referenzchemikalie in das Testsystem, verwendete Testkonzent-
rationen und Verwendung von Losungsmitteln;

— Angaben zum verwendeten Inokulum: Name der Kldranlage, Beschreibung der Herkunft (Bezugsquelle) des
behandelten Abwassers (z. B. Betriebstemperatur, Riickhaltezeit des Schlamms, vorwiegend héusliche oder
vorwiegend industrielle Abwisser usw.), Konzentration der Feststoffe, Gasproduktion im anaeroben
Faulturm, vorherige Exposition oder vielleicht bereits erfolgte Anpassung an toxische Chemikalien, Ort der
Entnahme des Schlamms, Sediments usw.;

— Inkubationstemperatur und Temperaturspanne;

— Zabhl der Replikate.
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Ergebnisse
— pH-Werte bei Versuchsende;

— alle gemessenen Daten aus den Priif-, Kontroll- und Referenzgefiffen (z. B. in Pa oder in Millibar) in
tabellarischer Form;

— prozentuale Hemmung in den Test- und Referenzflaschen und Darstellung der Hemmungs-Konzentrations-
Kurven;

— Berechnung der EC,-Werte, ausgedriickt in mg/l und mg/g;
— Gasproduktion pro g Schlamm innerhalb von 48 Stunden;
— Angabe von Griinden, falls die Priifergebnisse verworfen werden;

— Diskussion der Ergebnisse einschlieflich simtlicher Abweichungen von den Verfahren im Rahmen dieser
Priifmethode sowie Diskussion aller durch Interferenzen und Fehler bedingten Abweichungen der
Testergebnisse von den erwarteten Ergebnissen;

— Angabe, ob in dem Test die Toxizitit gegeniiber priexponierten oder nicht priexponierten
Mikroorganismen gemessen werden sollte.
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Muster einer Apparatur zur Messung der Biogasproduktion anhand des Gasdrucks

Anlage 1

0

AONNYN

Fak

— Gasdichter Verschluss (gebordelte Kappe und Septum)

Legende:

1 — Druckmesser

2 — Gasdichtes 3-Wege-Ventil
3 — Spritzennadel

4

5 — Kopfraum

6 — Faulschlamm-Inokulum

Priifgefife in einem Temperaturumfeld von 35 + 2 °C
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Anlage 2

Umrechnung der Druckmesswerte

Die Messwerte des Druckmessers konnen mithilfe einer Standardkurve zum Gasvolumen in Bezug gesetzt werden.
Anhand dieser Kurve ldsst sich das Volumen des innerhalb von 48 Stunden pro Gramm Trockenschlamm erzeugten
Gases berechnen. Dieser Aktivititsindex wird als eines der Kriterien fiir die Validititsbewertung der Testergebnisse
verwendet. Die Kalibrierkurve wird erstellt, indem bekannte Gasvolumina bei 35 + 2 °C in Serumflaschen injiziert
werden, die mit einer Wassermenge entsprechend dem Volumen des Reaktionsgemischs V, gefiillt sind:

— Auf 35 2 °C temperierte Wasseraliquoten mit einem Volumen von V, ml in fiinf Serumflaschen geben. Die
Flaschen verschliefen und 1 Stunde zum Aquilibrieren in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 35 + 2 °C
stellen;

— den Druckmesser einschalten; nach Stabilisierung der Anzeige das Gerit auf Null stellen;

— die Spritzennadel durch den Verschluss einer der Flaschen stechen und das Ventil 6ffnen. Wenn der Druckmesser
den Wert Null anzeigt, das Ventil wieder schliefSen;

— dieses Verfahren mit den tibrigen Flaschen wiederholen;

— in jede Flasche 1 ml Luft einer Temperatur von 35 + 2 °C injizieren. Die am Druckmesser befestigte Nadel durch
den Verschluss einer Flasche stechen und abwarten, bis sich die Druckanzeige stabilisiert hat. Nach Aufzeichnung
des Druckwertes das Ventil so lange 6ffnen, bis die Anzeige wieder auf Null steht. Danach das Ventil schliefen;

— dieses Verfahren mit den tibrigen Flaschen wiederholen;

— anschliefend das gesamte Verfahren mit 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml und
50 ml Luft wiederholen;

— die Konversionskurve als Druck (Pa) gegen das injizierte Gasvolumen (ml) zeichnen. Das Messgerit reagiert im
Bereich von 0-70 000 Pa und bei einer Gasproduktion von 0-50 ml linear.
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Anlage 3

Bekannte Faktoren, die Ergebnisse verfilschen konnen

a) Qualitdt der Flaschenverschliisse

Fiir die Serumflaschen sind im Handel verschiedene Septa erhiltlich. Viele Septa (u. a. aus Butylkautschuk) sind
nicht mehr dicht, wenn sie unter den Bedingungen dieses Versuchs mit einer Nadel durchstochen wurden.
Manchmal fillt der Druck nach dem Durchstechen sehr langsam ab. Um Dichtheitsproblemen vorzubeugen, wird
die Verwendung gasdichter Septa empfohlen (Nummer 12(b)).

b) Feuchtigkeit in der Spritzennadel

Manchmal sammelt sich Feuchtigkeit in Spritzennadel und Schlauchleitung, was sich durch einen geringen
Unterdruck angezeigt wird. Um das Problem zu beheben, die Nadel herausziechen und die Schlauchleitung
schiitteln, mit Zellstoffpapier abtrocknen und eine neue Nadel aufsetzen (Nummern 12(c) und 35).

¢) Verunreinigung durch Sauerstoff

Die Ergebnisse anaerober Methoden konnen durch Kontamination mit Sauerstoff verfilscht werden, da dies die
Gasproduktion beeintrichtigen kann. Bei dieser Methode sollte dieses Risiko durch Anwendung strikt anaerober
Verfahren (u. a. unter Verwendung einer Glove-Box) minimiert werden.

d) Grobe Substratpartikel im Schlamm

Die anaerobe Gasproduktion und die Empfindlichkeit des Schlamms werden durch Substrate beeinflusst, die mit
dem Inokulum in die Testflaschen gelangen konnen. Faulschlamm aus anaeroben Faultiirmen zur Behandlung
hiuslicher Abwisser enthilt oft noch erkennbare Partikel (wie Haare und Zelluloseriickstidnde), die die Entnahme
reprisentativer Proben erschweren. Durch Sieben des Schlamms konnen grofere nicht losliche Bestandteile
abgetrennt werden; auf diese Weise wird die Reprisentativitit der Proben verbessert (Nummer 16).

e) Fliichtige Priifchemikalien

Flichtige Priifchemikalien werden im Kopfraum der Testflaschen freigesetzt. Dadurch kénnen beim Entliiften
nach den Druckmessungen geringe Anteile des Priifmaterials verloren gehen, was zu fehlerhaft hohen EC,-Werte
fihrt. Durch Wahl eines geeigneten Kopfraum-[Fliissigkeitsvolumen-Verhéltnisses und durch Verzicht auf die
Entliiftung nach den Druckmessungen kann dieser Fehler minimiert werden (10).

f) Nichtlinearitat der Gasproduktion

Ist die Kurve der mittleren kumulativen Gasproduktion bezogen auf die Inkubationszeit iiber den Zeitraum von
48 Stunden nicht mehr oder weniger linear, so kann dies die Genauigkeit der Priifung beeintrichtigen. Um dies
zu vermeiden, empfiehlt es sich unter Umstidnden, Faulschlamm anderer Herkunft zu verwenden und/oder die
Losung aus Testsubstrat/Ndhrbouillon, Hefeextrakt und Glucose (Nummer 29) in hoherer Konzentration zu
verwenden.
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Anlage 4

Anwendung auf Umweltproben mit niedriger Biomassekonzentration — Anaerobe Schlimme,
Sedimente usw.

EINLEITUNG

A.1  Im Allgemeinen ist die spezifische mikrobielle Aktivitit (erzeugtes Gasvolumen pro g trockener Feststoffe) in
natiirlich vorkommenden anaeroben Schlimmen, Sedimenten, Boden usw. deutlich geringer als bei
anaeroben Faulschlimmen aus Abwissern. Wenn die Hemmwirkung von Chemikalien bei diesen weniger
aktiven Proben gemessen werden soll, miissen daher einige Versuchsparameter modifiziert werden. Bei diesen
weniger aktiven Proben kommen zwei allgemeine Vorgehensweisen in Betracht:

a) Um eine genauere Simulation (siehe ISO 13 641, Teil 1) zu ermdglichen, einen modifizierten Vorversuch
(Nummer 25) mit der unverdiinnten Probe Schlamm, Boden usw. bei 35 + 2 °C oder der am Ort der
Probenahme vorherrschenden Temperatur durchfihren;

b) oder die Priifung mit einem (im Verhiltnis 1:100) verdiinnten Faulschlamm durchfiihren, um die von der
Umweltprobe erwartete geringere Aktivitdt zu simulieren; dabei allerdings die Temperatur von 35 + 2 °C
beibehalten (siche ISO 13 641, Teil 2).

A2  Option a) kann nach der hier beschriebenen Methode (wie ISO 13 641, Teil 1) durchgefithrt werden;
entscheidend ist jedoch, dass im Vorversuch (Nummer 25) optimale Bedingungen bestimmt werden (wenn
diese nicht bereits aus fritheren Versuchen bekannt sind). Die Schlamm- oder die Sedimentprobe griindlich
mischen (z. B. in einem Mischer) und falls notwendig mit einer kleinen Menge entliifteten
Verdiinnungswassers (Nummer 14) so verdiinnen, dass sie fliissig genug ist, um von einer Pipette mit grofer
Offnung oder von einem Messzylinder aufgenommen zu werden. Ist davon auszugehen, dass Nahrstoffe
fehlen konnten, kann die Schlammprobe (unter anaeroben Bedingungen) zentrifugiert und in dem mit dem
Hefeextrakt versetzten mineralischen Medium (A.11) neu suspendiert werden.

A3 Option b): Dieses Vorgehen gewihrleistet die Simulation von schwach aktiven Umweltproben in
ausreichender Art und Weise, allerdings fehlt bei diesen Proben die hohe Konzentration an suspendierten
Feststoffen. Die Bedeutung dieser Feststoffe im Hinblick auf die Hemmung ist nicht bekannt, die Reaktion
zwischen den Priifchemikalien und den Schlammbestandteilen sowie die Adsorption der Priifchemikalien an
die Feststoffe konnte jedoch die Toxizitit der Priffchemikalie verringern.

A4 Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Temperatur: Im Interesse einer genauen Simulation sollten die Tests bei
der am Ort der Probenahme vorherrschenden Temperatur durchgefithrt werden, da andere Gruppen
methanproduzierender Bakteriengemeinschaften bekanntermaflen innerhalb anderer Temperaturbereiche aktiv
sind; so z. B. thermophile Bakterien bei ~30-35 °C, mesophile Bakterien bei 20-25 °C und psychrophile
Bakterien bei < 20 °C; entsprechend konnen sich unterschiedliche Verldufe der Hemmungseffekte ergeben.

A.5  Dauer: Bei der allgemeinen Priifung, Teil 1, (mit unverdiinntem Schlamm) wurde in den vorgesehenen 2-4
Tagen stets geniigend Gas produziert, wihrend die Gasproduktion bei Teil 2 (mit hundertfach verdinntem
Schlamm) im Ringtest nicht ausreichend war (soweit tiberhaupt Gas produziert wurde). Madsen et. al. (1996)
erkldren in ihrer Beschreibung des letztgenannten Tests, dass mindestens 7 Tage vorgesehen werden sollten.

Test mit niedriger Biomassekonzentration (Option b)

Es sollten folgende Anderungen und Erginzungen vorgenommen werden, d. h. einige Absitze und
Unterabsitze des Haupttexts sind zu erginzen bzw. zu ersetzen.

A.6  Unter Nummer 6 ist der folgende Absatz anzufiigen: Testprinzip:

,Dieses Verfahren kann mit hundertfach verdiinntem anaerobem Schlamm angewendet werden, u. a., um die
geringe Aktivitdt von Schlimmen und Sedimenten zu simulieren. Die Inkubation erfolgt entweder bei 35 °C
oder bei der am Probenahmeort vorherrschenden Temperatur. Da die bakterielle Aktivitit erheblich geringer
ist als bei unverdiinntem Faulschlamm, sollte die Inkubationsdauer auf mindestens 7 Tage verldngert werden.’

A.7  Unter Nummer 12 Buchstabe a ist folgender Satz anzufiigen:

,Der Inkubator sollte auch bei Temperaturen von 15 °C noch betrieben werden konnen.*
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A8

A9

A.10

Nummer 13 ist um ein weiteres Reagenz zu ergdnzen:

,LPhosphorsiure (H,PO,), 85 Masse- % in Wasser.'

Am Ende von Nummer 16 ist folgender Satz anzuftigen:

JFir diesen Test ist eine Endkonzentration von 0,20 + 0,05 g/l Gesamttrockenfeststoff insgesamt zu
verwenden.

Nummer 17. Priifsubstrat

Dieses Substrat darf nicht verwendet werden; es ist durch Hefextrakt zu ersetzen (siche Nummern 17, A.11,
A12, A13).

Zur Verdiinnung des anaeroben Schlamms muss ein mineralisches Medium mit Spurenelementen verwendet

werden; der Einfachheit halber wird das organische Substrat (Hefeextrakt) diesem Medium hinzugegeben.

Nach Nummer 17 ist folgender Text anzufiigen:

,a) Mineralisches Priifmedium, mit Hefeextrakt

Die Herstellung erfolgt aus 10-fach konzentriertem Priiffmedium (Nummer 17 Buchstabe b; A.12) mit
einer Losung aus Spurenelementen (Nummer 17 Buchstabe ¢, A.13). Dazu ist Natriumsulfid-Nonahydrat
(Nummer 17 Buchstabe b; A.12) verwenden, das entweder erst vor Kurzem erworben oder vor der
Verwendung gewaschen und getrocknet wurde, um eine hinreichende Reduzierungswirkung zu
gewihrleisten. Wenn der Test nicht mit einer Glove-Box (Nummer 12 Buchstabe j) durchgefihrt wird,
sollte die Konzentration des Natriumsulfids in der Stammlosung (von 1 gfl) auf 2 g/l erhoht werden.
Natriumsulfid kann bis zu einer Endkonzentration von 0,2 g/l auch aus einer geeigneten Stammlosung
durch das Septum der verschlossenen Testflaschen injiziert werden, weil dadurch das Oxidationsrisiko
reduziert wird. Alternativ kann Titan-(Ill)-citrat (Nummer 17 Buchstabe b) verwendet werden. Die
Chemikalie bis zu einer Endkonzentration von 0,8 bis 1,0 mmol/l durch das Septum der verschlossenen
Testflaschen injizieren. Titan-(Ill)-citrat ist ein hochwirksames Reduziermittel mit geringer Toxizitdt, das
wie folgt hergestellt wird: 2,94 g Trinatriumcitrat-Dihydrat in 50 ml sauerstofffreiem Verdiinnungswasser
(Nummer 14) losen (resultierende Konzentration = 200 mmol/l); danach 5 ml einer Titan-(Ill)-chlorid-
Losung (15 g/100 | Verdiinnungswasser) hinzugeben. Den pH-Wert mit Natriumcarbonat auf 7 + 0,5
neutralisieren und die Losung unter einem Stickstoff-Gasstrom in eine geeignete Serumflasche geben. Die
Konzentration des Titan-(Ill)-citrats in dieser Stammlosung betrdgt 164 mmol/l. Das Prifmedium
entweder umgehend verwenden oder hochstens einen Tag lang bei einer Temperatur von 4 °C lagern.

A.12 b) 10-fach konzentriertes Priifmedium, hergestellt aus:

Al3 ¢

wasserfreiem Kalium-dihydrogenphosphat (KH,PO,) 2,7 ¢
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) 449
(oder 11,2 g Dodecahydrat) 53¢
Ammoniumchlorid (NH,Cl)

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, 2H,0) 0,75¢
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, 6H,0) 1,0g
Eisen(Il)-Chloridtetrahydrat (FeCl, 4H,0) 02¢g
Resazurin (Redoxindikator) 0,01g
Natriumsulfid-Nonahydrat (Na,S.9H,0) 10g
(oder Titan-(Ill)-citrat) Endkonzentration 0,8 mmol/l bis 1,0 mmol/l
Spurenelementelosung (siehe Nummer 17 Buchstabe ¢; A.13) 10,0 ml
Hefeextrakt 100 g

In Verdiinnungswasser 16sen (Nummer 14) und auf 1 000 ml auffillen.

Spurenelementelosung, hergestellt aus:

Mangan-(Il)-chlorid-Tetrahydrat (MnCl,.4H,0) 05¢
Orthoborsdure (H,BO,) 0,05 g
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Zinkchlorid (ZnCl,) 0,05¢
Kupfer-(I)-chlorid (CuCl,) 0,03 ¢
Natriummolybdat-Dihydrat (Na2MoO4.2H20) 0,01g
Kobalt-(I)-chlorid-Hexahydrat (CoCl2.6H20) 10¢g
Nickel-(I)-chlorid-Hexahydrat (NiC12.6H20) 01lg
Dinatriumselenit (Na2SeO3) 0,05¢

In Verdiinnungswasser 16sen (Nummer 14) und auf 1 000 ml auffiillen.

A.14 Nummer 25: Vorversuch

Ein Vorversuch, wie unter Nummer 24 beschrieben, ist unerldsslich; allerdings sollte die Feststoffkon-
zentration des Schlamms ein Hundertstel der dort genannten Konzentration betragen (d. h. 0,1g/l, 0,2g/l und
0,4g(]). Die Inkubation sollte mindestens 7 Tage dauern.

Hinweis: Im Ringtest (5) war das Volumen des Kopfraums mit 75 % des Gesamtvolumens erheblich zu grofs;
es sollte im empfohlenen Bereich von 10 bis 40 % liegen. Das Volumen des Kopfraums sollte so gewahlt
werden, dass die produzierte Gasmenge bei einer Hemmung von etwa 80 % noch mit annehmbarer
Genauigkeit (z. B. £ 5 bis + 10 %) gemessen werden kann.

A.15 Nummern 26 bis 30: Zugabe der Priifchemikalie, des Inokulums und des Substrats

Die Zugabe erfolgt wie unter den genannten Nummern beschrieben; die Substratlosung (Nummer 17) wird
jedoch durch das Priifmedium mit dem Hefeextrakt-Substrat ersetzt (A.11).

Auflerdem wird die Endkonzentration der trockenen Schlammfeststoffe von 2-4 g/l auf 0,2 £ 0,05 g/l (A.9)
reduziert. Tabelle A.1 enthilt zwei Beispiele fir die Zugabe von Bestandteilen zum Priifgemisch; diese Tabelle
ersetzt die Tabelle unter Nummer 29.

A.16 Nummer 33: Inkubation der Flaschen

Da ecine geringere Gasproduktion zu erwarten ist, sollte die Inkubationsdauer auf mindestens 7 Tage
verldngert werden.

A.17 Nummer 34: Druckmessungen

Die Messung des Drucks im Kopfraum der Flaschen erfolgt nach dem unter Nummer 34 beschriebenen
Verfahren, wenn die Mengenangaben in der gasformige Phase benotigt werden. Sollen die CO,- plus CH,-
Gesamtmengen gemessen werden, zunichst den pH-Wert der fliissigen Phase auf etwa pH 2 reduzieren,
indem H,PO, in die jeweiligen Flaschen injiziert wird; anschliefend nach 30-miniitigem Schiitteln bei
Testtemperatur der Druck messen. Mehr Informationen zur Qualitit des Inokulums koénnen allerdings
ermittelt werden, indem der Druck in den einzelnen Flaschen vor und nach der Reduzierung des pH-Werts
gemessen wird. Wenn beispielsweise die CO,-Produktionrate erheblich iiber der Methan-Produktionsrate liegt,
kann dies die Empfindlichkeit der fermentativen Bakterien verdndern und/oder die Priifchemikalie wirkt vor
allem auf methanogene Bakterien.

A.18 Nummer 36: Messung des pH-Werts

Wenn H,PO, verwendet werden soll, sind speziell fiir die pH-Messungen einige zusitzliche Flaschen ohne
H,PO, vorzubereiten.

LITERATUR:

Madsen, T, Rasmussen, H.B., und Nilsson, L. (1996), Methods for screening anaerobic biodegradability and toxicity
of organic chemicals. Project No.336, Water Quality Institute, Ddnische Umweltagentur, Kopenhagen.
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Tabelle A.1.

Versuchspline fiir Testchargen — Beispiele

Normale Reihen-

Bestandteile des Reaktionsgemischs Beispiel 1 Beispiel 2 folge der Zugabe
Konzentration des priparierten Inokulums (g/l) 0,42 2,1 —
Volumen des zugegebenen Inokulums (ml) 45 9 4
Konzentration des Inokulums in den Testflaschen (g/l) 0,20 0,20 —
Volumen des zugegebenen Priifmediums (ml) 9 9 2
Volumen des zugegebenen Verdiinnungswassers (ml) 36 72
Konzentration des Hefeextrakts in den zu Testflaschen 9,7 9,7 —

@/
Volumen der Stammlosung mit der Priifchemikalie (ml) 3 3 1
Gesamtflisssigkeitsvolumen (ml) 93 93 —
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Anlage 5
Begriffsbestimmungen
Fiir diese Priifmethode gelten die folgenden Definitionen:

Chemikalie: ein Stoff oder ein Gemisch.

Priifchemikalie: ein beliebiger Stoff oder ein beliebiges Gemisch, der bzw. das nach dieser Methode gepriift wird.
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C.35 SEDIMENT-WASSER-TOXIZITATSSTUDIE MIT DOTIERTEM SEDIMENT AN LUMBRICULUS

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 225 (2007). Sedimentfressende endobenthische
Tiere werden durch in Sedimenten gebundene Chemikalien potenziell stark belastet und verdienen folglich
besonderes Augenmerk (z. B. (1)(2)(3)). Unter diesen Sedimentfressern nehmen aquatische Oligochaeten in den
Sedimenten aquatischer Systeme einen bedeutenden Platz ein. Durch Bioturbation der Sedimente und als
Beutetiere haben diese Tiere erheblichen Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit sedimentgebundener Chemikalien fiir
andere Organismen (z. B. benthivore Fische). Im Gegensatz zu epibenthischen Organismen graben sich
endobenthische aquatische Oligochaeten (z. B. Lumbriculus variegatus) in die Sedimente ein und nehmen Partikel
unterhalb der Sedimentoberfliche auf. Dies gewihrleistet, dass die Testorganismen der Priifchemikalie iiber alle
moglichen Aufnahmewege ausgesetzt werden (z. B. Kontakt mit kontaminierten Sedimentpartikeln und orale
Aufnahme dieser Partikel, aber auch Aufnahme iiber Poren- und Uberstandswasser).

2. Diese Priffmethode wurde zur Bewertung der Wirkung einer lingerfristigen Exposition des endobenthischen
Oligochaeten Lumbriculus variegatus (Miiller) gegeniiber sedimentgebundenen Chemikalien entwickelt. Sie beruht
auf bereits bestehenden Testprotokollen fiir Sedimenttoxizitit und -bioakkumulation (z. B. (3)(4)(5)(6)(7)(8)(9)
(10)). Die Methode wird fur statische Priifbedingungen beschrieben. Bei dem fur diese Priifmethode
verwendeten Expositionsszenario wird das Sediment mit der Priiffchemikalie dotiert. Mit dotierten Sedimenten
soll ein mit der Priffchemikalie kontaminiertes Sediment simuliert werden.

3. In der Regel haben auf Toxizitit bei sedimentbewohnenden Organismen zu priffende Chemikalien eine lange
Verweildauer in diesem Kompartiment. Sedimentbewohner konnen tiber verschiedene Wege exponiert werden.
Die relative Bedeutung der einzelnen Expositionspfade und die Geschwindigkeit, mit der diese jeweils zu den
gesamten toxischen Wirkungen beitragen, hingen von den physikalisch-chemischen Eigenschaften des
betreffenden Stoffes und seinem Verhalten im tierischen Organismus ab. Fiir stark adsorbierende Chemikalien
(z. B. log K, > 5) oder fir kovalent an das Sediment gebundene Chemikalien kann die Aufnahme tiber die
Nahrung ein wichtiger Expositionspfad sein. Um die Toxizitdt dieser Chemikalien nicht unterzubewerten, wird
das fiir die Vermehrung und das Wachstum der Testorganismen erforderliche Futter dem Sediment zugegeben,
bevor es mit der Priffchemikalie dotiert wird (11). Die beschriebene Priifmethode ist detailliert genug, um die
Prifung durchfithren und den Versuchsplan je nach Bedingungen in den einzelnen Labors und den
unterschiedlichen Eigenschaften der Priifchemikalien anpassen zu konnen.

4. Die Prifmethode dient der Ermittlung der Wirkungen einer Priifchemikalie auf die Reproduktion und die
Biomasse der Testorganismen. Als biologische Parameter werden die Gesamtzahl der tiberlebenden Wiirmer
und die Biomasse (Trockenmasse) am Ende der Expositionsdauer gemessen. Diese Daten werden entweder
anhand eines Regressionsmodells zur Ermittlung der Konzentration analysiert, bei der eine Wirkung von x %
auftreten wiirde (z. B. ECy, EC,; und EC,,), oder es wird eine statistische Hypothesenpriifung vorgenommen,
um die hochste messbare Expositionskonzentration ohne statistisch signifikante Wirkung (NOEC-Wert) und die
niedrigste messbare Konzentration, bei der noch statistisch signifikante Wirkungen beobachtet werden (LOEC-
Wert), zu bestimmen.

5. Kapitel C.27 dieses Anhangs (Sediment-Wasser-Toxizititstest mit gespiktem Sediment an Chironomiden‘ (6))
enthilt viele wichtige und niitzliche Informationen zur Durchfithrung der vorliegenden Sedimenttoxizi-
tatsstudie. Dieses Dokument dient daher als Grundlage fiir die zur Durchfithrung von Sedimenttoxizititstests
mit Lumbriculus variegatus erforderlichen Modifikationen. Weitere Referenzdokumente sind z. B. der ASTM
Standard Guide for Determination of the Bioaccumulation of Sediment-Associated Contaminants by Benthic Invertebrates
(3), die U.S. EPA Methods for Measuring the Toxicity and Bioaccumulation of Sediment-Associated Contaminants with
Freshwater Invertebrates (7) und die ASTM Standard Guide for Collection, Storage, Characterization, and Manipulation
of Sediments for Toxicological Testing and for selection of samplers used to collect benthic invertebrates (12). Wichtige
Informationsquellen fiir die Erarbeitung dieses Dokuments waren auflerdem die in Ringtests der Priifmethode
((13), Ringtest-Bericht) gewonnenen praktischen Erfahrungen sowie Informationen aus der Fachliteratur.

VORAUSSETZUNGEN UND PRAKTISCHE HINWEISE

6. Vor Beginn der Studie sind Informationen zur Priifchemikalie (z. B. Sicherheitsvorkehrungen, geeignete
Lagerbedingungen und Analysemethoden) einzuholen. Fir Leitlinien fiir Priffchemikalien mit physikalisch-
chemischen Eigenschaften, die die Durchfithrung des Tests erschweren, siche (14).
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7. Vor der Durchfihrung einer Priifung sollte Folgendes iiber die Priifchemikalie bekannt sein:
— Name, chemische Bezeichnung (vorzugsweise IUPAC-Bezeichnung), Strukturformel, CAS-Nummer, Reinheit;
— Dampfdruck;
— Wasserloslichkeit;
8.  Die folgenden zusitzlichen Informationen gelten als hilfreich:
— Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, K ;
— organischer Kohlenstoff/Wasser-Verteilungskoeffizient, ausgedriickt als K ;
— Hydrolyse;
— Phototransformation in Wasser;
— biologische Abbaubarkeit;
— Oberflachenspannung.

9. Informationen iiber bestimmte Eigenschaften des zu verwendenden Sediments sollten ebenfalls vor Beginn des
Versuchs vorliegen (7). Fir Einzelheiten siche Nummern 22 bis 25.

TESTPRINZIP

10. Wirmer in vergleichbarem physiologischem Zustand (synchronisiert wie in Anlage 5 beschrieben) werden
einer Reihe von Giftstoffkonzentrationen ausgesetzt, die der Sedimentphase eines Sediment-Wasser-Systems
zugesetzt wurden. Als Medien sollten kiinstliches Sediment und rekonstituiertes Wasser verwendet werden. Als
Kontrollen werden Priifgefifle ohne Priifchemikalie verwendet. Die Priifchemikalie wird fiir jede Konzentration
in einem einzigen Schritt in das Sediment dotiert, um Schwankungen zwischen Replikaten der einzelnen
Konzentrationen zu minimieren; die Testorganismen werden anschliefend in die Priifgefifle gesetzt, in denen
Sediment-Wasser-Konzentrationen &quilibriert wurden (siehe Nummer 29). Die Testtiere werden in den
Sediment-Wasser-Systemen 28 Tage lang exponiert. Aufgrund seines niedrigen Nihrstoffgehalts sollte das
kiinstliche Sediment mit Futter angereichert werden (siche Nummern 22 und 23 sowie Anlage 4), um
sicherzustellen, dass die Wiirmer unter kontrollierten Bedingungen wachsen und sich vermehren. Auf diese
Weise wird gewihrleistet, dass die Tiere sowohl iiber das Wasser und das Sediment als auch iiber das Futter
exponiert werden.

11. Bevorzugter Endpunkt bei dieser Art von Studie ist der EC-Wert (z. B. ECy,, EC,5 und EC,, d. h. die
Konzentration, bei der eine Wirkung von x % bei den Testorganismen beobachtet wird) fur die Reproduktion
bzw. die Biomasse im Vergleich zur Kontrolle. Es wird jedoch darauf hingewiesen, dass der ECy-Wert —
angesichts der hohen Unsicherheit niedriger EC-Werte (z. B. EC,, oder EC,;) mit extrem hohem 95 %-
Konfidenzintervall (z. B. (15)) und der durch Hypothesenpriifungen ermittelten statistischen Aussagekraft — als
robustester Endpunkt betrachtet wird. Auflerdem lassen sich fiir Biomasse und Reproduktion NOEC- und
LOEC-Werte ermitteln, wenn Versuchsplan und verfiigbares Datenmaterial diese Berechnungen gestatten (siche
Nummern 34 bis 38). Der Versuchsplan richtet sich nach dem Zweck der Studie, d. h. der Ableitung des EC -
Werts oder des NOEC-Wertes.

REFERENZPRUFUNG

12. Es wird davon ausgegangen, dass das Verhalten der Kontrollorganismen hinreichend dokumentiert, dass ein
Labor zur Durchfithrung der Priiffung in der Lage und — soweit historische Daten vorliegen — die Priifung
wiederholbar ist. Zusitzlich konnen in regelmifigen Abstinden mithilfe eines Referenzgiftstoffs Referenz-
Toxizititstests durchgefiihrt werden, um die Empfindlichkeit der Testorganismen zu bestimmen. Mit
96 Stunden-Referenz-Toxizititstests ausschlieSlich in Wasser kénnen Empfindlichkeit und Zustand der
Versuchstiere zufriedenstellend demonstriert werden (4)(7). Informationen iiber die Toxizitit von
Pentachlorphenol (PCP) in vollstindigen Tests (28-tigige Exposition gegeniiber dem dotierten Sediment) sind
Anlage 6 sowie dem Bericht iiber den Ringtest dieser Priifmethode (13) zu entnehmen. Fiir die akute Toxizitit
von PCP in Wasser siehe beispielsweise (16). Diese Informationen konnen fiir den Vergleich der Empfindlichkeit
des Testorganismus in Referenzpriifungen mit PCP als Referenzgiftstoff verwendet werden. Kaliumchlorid (KCl)
oder Kupfersulfat (CuSO,) wurden als Referenzgiftstoffe fiir L. variegatus empfohlen (4)(7). Bislang ist es noch
schwierig, Qualitdtskriterien anhand von KCl-Toxizitdtsdaten festzulegen, da Daten iiber L. variegatus in der
Literatur nicht verfiigbar sind. Fiir Informationen zur Toxizitdt von Kupfer fiir L. variegatus siche (17) bis (21).
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VALIDITAT DES TESTS

13. Damit der Test als giiltig anerkannt werden kann, sollten die folgenden Anforderungen erfiillt sein:

— Ein Ringtest (13) hat gezeigt, dass sich die durchschnittliche Anzahl lebender Wiirmer (Lumbriculus
variegatus) pro Replikat in den Kontrollen am Ende der Expositionsdauer gegeniiber der Anzahl Wiirmer
pro Replikat zu Beginn der Exposition mindestens um das 1,8-Fache erhoht hat.

— Der pH-Wert des Uberstandswassers muss wihrend der gesamten Priifung zwischen 6 und 9 liegen.

— Die Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser darf bei Testtemperatur nicht weniger als 30 % des
Luftsauerstoff-Sattigungswertes (Air Saturation Value, ASV) betragen.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
Priifsystem

14. Nach Moglichkeit sollten statische Systeme verwendet werden, bei denen das Uberstandswasser nicht erneuert
wird. Ist das Sediment/Wasser-Verhiltnis (siche Nummer 15) angemessen, reicht im Allgemeinen eine schwache
Beluiftung aus, um eine annechmbare Wasserqualitit fiir die Testorganismen zu gewéhrleisten (z. B. Maximierung
des Anteils an gelostem Sauerstoff und Minimierung der Anreicherung von Ausscheidungsprodukten).
Semistatische Systeme oder Durchflusssysteme mit intermittierender oder stindiger Erneuerung des
Uberstandswassers sollten nur in Ausnahmefillen verwendet werden, denn es ist davon auszugehen, dass die
regelmdfige Erneuerung des Uberstandswassers das chemische Gleichgewicht beeintrichtigt (z. B. durch
Verluste der Priifchemikalie aus dem Priifsystem).

Priifgefifle und Apparatur

15. Die Exposition erfolgt in 250-ml-Bechergldsern mit einem Durchmesser von 6 cm. Andere Glasgefifle konnen
verwendet werden, sofern sie eine angemessene Tiefe von Uberstandswasser und Sediment gewahrleisten. In
jedes Gefif wird eine Schicht von etwa 1,5-3 cm des formulierten Sediments gegeben. Das Verhiltnis zwischen
Sedimentschichttiefe und Uberstandswasserstiefe betragt 1:4. Die Gefdfle miissen ein der Besatzrate (d. h. der
Anzahl der pro Gewichtseinheit des Sediments eingesetzten Wiirmer) angemessenes Fassungsvermdgen haben
(siche auch Nummer 39).

16. Priifgefifle und sonstige Apparaturen, die mit der Priffchemikalie in Berithrung kommen, sollten vollstindig aus
Glas oder einem anderen chemisch inerten Material bestehen. Die Verwendung von Materialien, die sich
auflosen konnen, die Priifchemikalien absorbieren oder andere Chemikalien freisetzen bzw. den Testorganismen
schaden konnen, sollte fiir alle verwendeten Teile moglichst vermieden werden. Gerite, die mit den Priifmedien
in Berithrung kommen, konnen aus Polytetrafluorethylen (PTFE), rostfreiem Stahl und/oder Glas bestehen. Bei
organischen Chemikalien, die auf Glas bekanntermafen adsorbiert werden, kann silanisiertes Glas erforderlich
sein. In solchen Fillen muss das Gerdt nach der Benutzung entsorgt werden.

Testspezies

17. Die fur diese Art von Studie zu verwendende Spezies ist der SiiBwasser-Oligochaet Lumbriculus variegatus
(Miiller). Diese Art ist gegeniiber einer Vielzahl von Sedimenttypen tolerant und wird allgemein fiir Sedimentto-
xizitdts- und -bioakkumulationstests verwendet (z. B. (3), (5), (7), (9), (13), (15), (16), (22), (23), (24), (25), (26),
(27), (28), (29), (30), (31), (32), (33), (34) und (35)). Die Herkunft der Testtiere, die Artbestimmung (z. B. (36))
und die Kulturbedingungen sind zu protokollieren. Die Art braucht nicht vor jeder Priifung neu bestimmt zu
werden, wenn die Organismen aus einer Laborkultur stammen.

Anzucht der Testorganismen

18. Damit eine ausreichende Anzahl Wiirmer fur die Sediment-Toxizitdtstests verfiigbar ist, empfiehlt es sich, die
Wirmer in einer Dauerkultur vorritig zu halten. Fir Hinweise zu Laborkulturmethoden fur Lumbriculus
variegatus sowie Bezugsquellen fiir Ausgangskulturen siehe Anlage 5. Fiir nihere Informationen zur Kultivierung
dieser Art siehe (3), (7) und (27).

19. Um sicherzustellen, dass die Tests mit Tieren derselben Art durchgefithrt werden, wird die Herstellung von
Monospezies-Kulturen dringend empfohlen. Dabei ist sicherzustellen, dass die Kulturen und insbesondere die in
den Tests verwendeten Wiirmer keine erkennbaren Anzeichen von Krankheiten und Anomalien aufweisen.



L 54/158 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016

Wasser

20. Als Uberstandswasser fiir die Tests wird rekonstituiertes Wasser (siche Kapitel C.1 dieses Anhangs) (37)
empfohlen. Dieses Testwasser kann auch fiir die Laborzucht der Wirmer verwendet werden (fur die
Aufbereitung des Wassers siehe Anlage 2). Falls erforderlich, kann auch natiirliches Wasser verwendet werden.
Das gewihlte Testwasser sollte so beschaffen sein, dass die Testspezies wahrend der Akklimatisierungs- und
Testphasen weiter wachsen und sich vermehren kann, ohne Abweichungen in Aussehen oder Verhalten zu
entwickeln. Es wurde nachgewiesen, dass Lumbriculus variegatus in diesem Testwasser iiberlebt, wichst und sich
vermehrt (30), und so eine maximale Standardisierung der Test- und Kulturbedingungen gewihrleistet ist.
Wenn rekonstituiertes Wasser verwendet wird, sollte seine Zusammensetzung protokolliert und das Testwasser
vor der Verwendung charakterisiert werden (zumindest pH-Wert, Sauerstoffgehalt und Harte, letztere
ausgedriickt in mg CaCO,/l). Auflerdem kann es sinnvoll sein, das Testwasser vor der Verwendung auf
Mikroschadstoffe zu untersuchen (siehe z. B. Anlage 3).

21. Der pH-Wert des Uberstandswassers sollte im Bereich 6,0-9,0 liegen (siche Nummer 13). Wird mit einer
verstirkten Ammoniakbildung gerechnet, sollte der pH-Wert auf 6,0-8,0 korrigiert werden. Fiir die Priifung
z. B. schwacher organischer Sauren empfichlt es sich, den pH-Wert durch Puffern des Testwassers anzupassen,
wie z. B. unter (16) beschrieben. Die Gesamthirte des Testwassers sollte bei natiirlichem Wasser zwischen 90
und 300 mg CaCO, pro Liter betragen. Anlage 3 enthilt zusitzliche Kriterien fiir akzeptables Testwasser im
Sinne der OECD-Priifrichtlinie 210 (38).

Sediment

22. Da unkontaminierte natiirliche Sedimente von einem bestimmten Herkunftsort mdglicherweise nicht
ganzjahrig verfiigbar sind und darin vorhandene Infauna (Endofauna) und vorhandene Mikroschadstoffe den
Test beeinflussen konnen, ist vorzugsweise ein formuliertes Sediment (auch bezeichnet als rekonstituiertes,
kiinstliches oder synthetisches Sediment) zu verwenden. Durch die Verwendung eines formulierten Sediments
werden Schwankungen bei den Testbedingungen und die Gefahr der Eintragung von im Sediment enthaltenden
Organismen (Infauna) auf ein Mindestmafl begrenzt. Das folgende formulierte Sediment basiert auf dem
kiinstlichen Sediment gemif8 (6), (39) und (40). Es wird fiir diese Art von Priifung empfohlen (siehe (6), (10),
(30), (41), (42), (43)):

a) 4-5 % (bezogen auf die Trockenmasse) Sphagnumtorf: Wichtig ist, dass der Torf in Pulverform
(Zersetzungsgrad ,mittel’), fein gemahlen (Partikelgrofe < 0,5 mm) und ausschlielich luftgetrocknet
verwendet wird;

b) 20 £ 1 % (bezogen auf die Trockenmasse) Kaolin-Ton (Kaolingehalt vorzugsweise iiber 30 %);

¢) 75-76 % (bezogen auf die Trockenmasse) Quarzsand (feiner Sand, Korngrofle < 2 mm, > 50 % der Partikel
sollten eine Korngrofle zwischen 50 und 200 pm haben);

d) entionisiertes Wasser, 30-50 % bezogen auf die Trockenmasse des Sediments, zusitzlich zu den trockenen
Sedimentbestandteilen;

e) chemisch reines Calciumcarbonat (CaCO,), das zugegeben wird, um den pH-Wert der fertigen Mischung des
Sediments einzustellen;

f) der gesamte organische Kohlenstoff (TOC) der fertigen Mischung sollte 2 % (+ 0,5 %), bezogen auf die
Trockenmasse des Sediments, betragen und ist durch Zugabe von geeigneten Mengen Torf und Sand (siche
Buchstaben a und ¢) sicherzustellen;

g) Futter, beispielsweise fein gemahlene Brennnesselblitter (Urtica sp., gemifs Arzneimittelstandards, fir den
menschlichen Verzehr), oder eine Mischung aus fein gemahlenen Blattern von Urtica sp. mit Alpha-Cellulose
(1:1), in einem Anteil von 0,4-0,5 %, bezogen auf die Trockenmasse des Sediments, zusitzlich zu den
trockenen Sedimentbestandteilen; fiir nihere Informationen siehe Anlage 4.

23. Die Herkunft von Torf, Kaolin-Ton, Futtermaterial und Sand sollte bekannt sein. Zusatzlich zu Buchstabe g sind
in Kapitel C.27 dieses Anhangs (6) alternative Pflanzenmaterialien aufgelistet, die als Nihrstoffe dienen konnen:
getrocknete Maulbeerbldtter (Morus alba), Weilsklee (Trifolium repens), Spinat (Spinacia oleracea) oder
Getreidegriser.

24. Das gewihlte Futter sollte hinzugegeben werden, bevor oder wihrend das Sediment mit der Priifchemikalie
dotiert wird. Die Futterquelle sollte zumindest eine akzeptable Vermehrung in den Kontrollen ermdglichen.
Eine vor Gebrauch durchgefiihrte Analyse des kiinstlichen Sediments oder seiner Bestandteile auf
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Mikroschadstoffe konnte niitzliche Informationen liefern. Ein Beispiel fiir die Herstellung des formulierten
Sediments ist in Anlage 4 gegeben. Trockene Bestandteile konnen auch gemischt werden, sofern es nach
Zugabe des Uberstandswassers nachweislich nicht zu einer Auftrennung der Sedimentbestandteile (z. B.
schwimmende Torfpartikel) kommt und der Torf oder das Sediment ausreichend konditioniert ist (siche auch
Nummer 25 und Anlage 4). Das kiinstliche Sediment sollte zumindest nach der Herkunft seiner Bestandteile,
der Korngrofenverteilung (Prozentanteil an Sand, Schlick und Ton), dem gesamten organischen Kohlenstoff
(TOC), dem Wassergehalt und dem pH-Wert charakterisiert werden. Die Messung des Redoxpotenzials ist
fakultativ.

25. Soweit (beispielsweise fiir spezifische Tests) erforderlich, konnen auch natiirliche Sedimente von
unkontaminierten Standorten als Test- und/oder Kultursedimente dienen (3). Wenn natiirliches Sediment
verwendet wird, sollte dieses allerdings zumindest nach Herkunft (Entnahmeort), pH-Wert und
Ammoniakgehalt des Porenwassers, gesamtem organischem Kohlenstoff (TOC) und Stickstoffgehalt, Partikelgro-
Benverteilung (Prozentanteil an Sand, Schlick und Ton) und Wassergehalt (in %) (7) charaktierisiert werden;
auflerdem muss das Sediment frei von Schadstoffen und sonstigen Organismen sein, die mit den
Testorganismen konkurrieren oder diese fressen konnten. Die Messung des Redoxpotenzials und der Kationen-
austauschkapazitdt ist fakultativ. Ferner wird empfohlen, natiirliches Sediment vor dem Dotieren mit der
Priifchemikalie sieben Tage lang unter den Bedingungen des anschliefenden Tests zu konditionieren. Nach
dieser Konditionierung ist das Uberstandswasser zu entfernen und zu verwerfen.

26. Das zu verwendende Sediment sollte von einer Qualitit sein, die gewihrleistet, dass die Kontrollorganismen
wihrend der Exposition iiberleben und sich vermehren konnen, ohne Abweichungen in Aussehen oder
Verhalten zu entwickeln. Die Kontrollwiirmer sollten sich in das Sediment eingraben und das Sediment
aufnehmen. Die Vermehrung in den Kontrollen sollte mindestens das Validititskriterium gemdfl Nummer 13
erfiillen. Das Vorhandensein bzw. Fehlen von Fakalpellets auf der Oberfliche des Sediments (die auf Sediment-
aufnahme hinweisen), ist zu protokollieren und kann bei der Auswertung der Testergebnisse hinsichtlich der
Expositionspfade niitzlich sein. Weitere Informationen iiber die Sedimentaufnahme konnen durch die unter
(24), (25), (44) und (45) beschriebenen Methoden eingeholt werden, die der Bestimmung der Sediment-
aufnahme oder der Wahl der Partikel durch die Testorganismen dienen.

27. Verfahren fiir die Handhabung natiirlicher Sedimente vor der Verwendung im Labor sind unter (3), (7) und (12)
beschrieben. Fiir die Aufbereitung und Lagerung des fiir den Versuch mit Lumbriculus empfohlenen kiinstlichen
Sediments siche Anlage 4.

Applikation der Priifchemikalie

28. Die Priifchemikalie wird in das Sediment dotiert. Da die meisten Priifchemikalien wahrscheinlich nur schwach
wasserloslich sind, sollten sie zur Herstellung der Stammlosung in der kleinstmdglichen Menge eines geeigneten
organischen Losungsmittels (z. B. Aceton, n-Hexan oder Cyclohexan) gelost werden. Die Stammlosung sollte
mit demselben Losungsmittel gelost werden, um die Testlosungen herzustellen. Hauptkriterien fiir die Wahl des
geeigneten Losungsvermittlers sollten die Toxizitdt und Fliichtigkeit des Losungsmittels und die Loslichkeit der
Priifchemikalie in dem gewihlten Losungsmittel sein. Fiir jede Konzentration ist dasselbe Volumen der
entsprechenden Losung zu verwenden. Das Sediment sollte fiir jede Konzentration in einem einzigen Schritt
dotiert werden, um Schwankungen bei den Priifchemikalienkonzentrationen zwischen den einzelnen Replikaten
zu minimieren. Die Testlosungen anschlieffend mit Quarzsand vermischen, wie unter Nummer 22 beschrieben
(z. B. 10 g Quarzsand pro Priifgefif). Erfahrungsgemif reicht ein Volumen von 0,20-0,25 ml pro g Quarzsand
aus, um den Sand vollstindig zu durchtrinken. Das Losungsmittel anschliefend verdampfen, bis der Sand
vollstindig getrocknet ist. Um (je nach Dampfdruck der Chemikalie) verfliichtigungsbedingte Priifchemikalien-
verluste zu vermeiden, sollte der beschichtete Sand unmittelbar nach dem Trocknen verwendet werden. Den
trockenen Sand mit einer geeigneten Menge eines formulierten Sediments der gewiinschten Konzentration
vermischen. Bei der Aufbereitung des Sediments die in der Mischung von Priifchemikalie und Sand enthaltene
Sandmenge Dberiicksichtigen (d. h. das Sediment sollte mit moglichst wenig Sand hergestellt werden).
Wesentlicher Vorteil dieses Verfahrens ist, dass praktisch kein Losungsmittel in das Sediment gelangt (7).
Alternativ, z. B. bei Freilandsedimenten, kann die Priifchemikalie auch hinzugegeben werden, indem ein
getrockneter und fein gemahlener Anteil des Sediments dotiert wird (wie oben fiir Quarzsand beschrieben) oder
indem die Priffchemikalie in das feuchte Sediment eingerithrt wird mit anschliefender Verdampfung des
verwendeten Losungsvermittlers. Es ist darauf zu achten, dass die Priifchemikalie mit dem Sediment gut
durchmischt ist, um eine homogene Verteilung im Sediment zu gewihrleisten. Erforderlichenfalls konnen
Teilproben analysiert werden, um die Zielkonzentrationen im Sediment zu bestitigen und den Homogeni-
titsgrad zu bestimmen. Es kann auch sinnvoll sein, Teilproben der Testlosungen zu untersuchen, um auch dort
die Zielkonzentrationen im Sediment zu bestdtigen. Da zur Applikation der Priifchemikalie auf den Quarzsand
ein Losungsmittel verwendet wird, sollte mit derselben Menge Losungsmittel wie bei den Testsedimenten eine
Losungsmittelkontrolle angesetzt werden. Das verwendete Dotierungsverfahren und die Griinde fir die Wahl
eines anderen Verfahrens als oben beschrieben sollten angegeben werden. Das Dotierungsverfahren kann an die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifchemikalie angepasst werden (z. B. um Verluste durch
Verfliichtigung beim Dotieren oder Aquilibrieren zu vermeiden). Fiir weitere Hinweise zum Dotierungs-
verfahren siehe Environment Canada (1995) (46).
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29. Nachdem das dotierte Sediment hergestellt, in die Priifgefifie fir die Replikate gegeben und mit Testwasser
aufgefullt wurde, sollte ausreichend Zeit vorgesehen werden, damit sich die Priifchemikalie aus dem Sediment
in die wissrige Phase verteilen kann (z. B. (3)(7)(9)). Dies sollte moglichst unter den Temperatur- und
Beliiftungsbedingungen des Tests geschehen. Die erforderliche Aquilibrierungszeit ist sediment- und
chemikalienabhingig und liegt gewohnlich in der Grofenordnung von Stunden bis Tagen, in seltenen Fillen
betrdgt sie mehrere Wochen (4 bis 5 Wochen) (z. B. (27)(47)). Bei diesem Test wird keine Gleichgewichtsein-
stellung abgewartet sondern es wird eine Aquilibrierungszeit von 48 Stunden bis zu 7 Tagen empfohlen, um
die Zeit fur einen Abbau der Priifchemikalie zu minimieren. Je nach Zweck der Studie (z. B. Simulation von
Umweltbedingungen) kann das dotierte Sediment fuir eine lingere Dauer dquilibriert oder gealtert werden.

30. Nach dieser Aquilibrierungszeit sollten Proben zumindest aus dem Uberstandswasser und dem Sediment
entnommen werden, und zwar mindestens jeweils von der hochsten und einer niedrigeren Konzentration, um
die Konzentration der Priifchemikalie zu bestimmen. Diese analytischen Bestimmungen der Priifchemikalie
sollten die Berechnung der Massenbilanz und auf den gemessenen Ausgangskonzentrationen basierende
Ergebnisse ermoglichen. In der Regel wird das Sediment-Wasser-System durch Probenahmen gestort oder
zerstort. Daher konnen gewohnlich fir die Untersuchung von Sediment und Wiirmern nicht dieselben
Replikate verwendet werden. Es miissen zusitzliche ,Analytikgefile’ in geeigneter Grofe bereitgestellt werden,
die auf dieselbe Weise (inklusive Testorganismen) behandelt, die aber nicht fur biologische Untersuchungen
verwendet werden. Die GefalgrofSe ist so zu wihlen, dass die fiir das jeweilige Analyseverfahren erforderlichen
Probemengen aufgenommen werden konnen. Fiir nihere Informationen siche Nummer 53.

DURCHFUHRUNG DER PRUFUNG
Vorversuch

31. Wenn keine Informationen tiber die Toxizitdt der Priffchemikalie bei Lumbriculus variegatus verfiigbar sind, kann
die Durchfithrung eines Vorversuchs hilfreich sein, um den im Hauptversuch zu analysierenden Konzentra-
tionsbereich zu ermitteln und die Bedingungen des endgiiltigen Tests zu optimieren. Zu diesem Zweck wird die
Priifchemikalie in einem breiten Konzentrationsbereich getestet. Die Wiirmer werden jeder Konzentration fiir
eine bestimmte Zeit (z. B. 28 Tage wie im Hauptversuch) ausgesetzt, wodurch geeignete Testkonzentrationen
ermittelt werden konnen. Replikate sind nicht erforderlich. Das Verhalten der Wiirmer (z. B. Meiden des
Sediment), das durch die Priffchemikalie und/oder das Sediment verursacht werden konnte, sollte im
Vorversuch beobachtet und protokolliert werden. Konzentrationen iiber 1000 mglkg Sediment
(Trockengewicht) sind im Vorversuch nicht zu untersuchen.

Hauptversuch

32. Im Hauptversuch mindestens fiinf Konzentrationen verwenden, die beispielsweise nach dem Ergebnis des
Vorversuchs (Nummer 31) ausgewahlt werden, wie unter den Nummern 35, 36, 37 und 38 beschrieben.

33. Zusitzlich zu den Testreihen wird eine Kontrolle (fiir Replikate siche Nummern 36, 37 und 38), die aufSer der
Priifchemikalie alle Testbestandteile enthilt, angesetzt. Ein zur Applikation der Priifchemikalie moglicherweise
verwendeter Losungsvermittler darf keine messbaren Wirkungen auf die Testorganismen haben; derartige
Wirkungen lassen sich anhand einer zusitzlichen Kontrolle, die ausschlieflich Losungsmittel enthalt, feststellen.

Versuchsplanung

34. Die Versuchsplanung regelt Zahl und Abstinde der Testkonzentrationen, die Anzahl Priifgefife je
Konzentration und die Zahl der auf die einzelnen GefifSe verteilten Wiirmer. Fiir die Verfahren zur Bestimmung
der EC -Werte und der NOEC-Werte und fiir die Durchfithrung eines Limit-Tests siche Nummern 35, 36, 37
und 38.

35. Die fur den Test verwendeten Konzentrationen miissen in jedem Fall die Wirkungskonzentration (z. B. EC,,
EC,; und EC,)) und den Konzentrationsbereich, in dem die Wirkung der Priifchemikalie von Interesse ist,
einschlieBen. Extrapolierungen weit unterhalb der niedrigsten Konzentration mit Wirkung auf die
Testorganismen oder oberhalb der hochsten getesteten Konzentration sind zu vermeiden. Wenn — in
Ausnahmefillen — trotzdem eine Extrapolierung vorgenommen wird, ist dies im Bericht umfassend zu
begriinden.
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36. Wenn EC-Werte bestimmt werden miissen, sollten mindestens fiinf Konzentrationen und mindestens drei
Replikate jeder Konzentration getestet werden. Um Schwankungen zwischen den Kontrollen besser abschitzen
zu konnen, werden sechs Replikate fiir die Kontrolle bzw. — soweit verwendet — fiir die Losungsmittel-
kontrolle empfohlen. Im Interesse einer angemessenen Modellierung ist es in jedem Fall ratsam, eine
hinreichende Anzahl Konzentrationen zu testen. Die Konzentrationen sollten sich hochstens um den Faktor 2
unterscheiden (aufSer bei einer schwachen Steigung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve). Die Anzahl Replikate
pro Behandlung kann reduziert werden, wenn die Zahl der Priifkonzentrationen mit Reaktionen im Bereich 5-
95 % erhoht wird. Eine Erhohung der Zahl der Replikate oder eine Verkiirzung der Intervalle zwischen den
Priifkonzentrationen fithrt eher zu engeren Konfidenzintervallen fiir den Test.

37. Wenn LOEC- und NOEC-Werte bestimmt werden miissen, sollten mindestens fiinf Testkonzentrationen mit
mindestens vier Replikaten verwendet werden. Um Schwankungen zwischen den Kontrollen besser abschitzen
zu konnen, werden sechs Replikate fur die Kontrolle bzw. — soweit verwendet — fiir die Losungsmittel-
kontrolle empfohlen. Die einzelnen Konzentrationen sollten sich hochstens um den Faktor 2 unterscheiden. Fiir
Informationen zur statistischen Aussagekraft von Hypothesenpriifungen im Rahmen des Ringtests dieser
Priifmethode siehe Anlage 6.

38. Wenn (beispielsweise aufgrund eines Vorversuchs) bis zu 1 000 mglkg Sediment (Trockengewicht) keine
Wirkungen erwartet werden oder wenn bereits eine einzige Testkonzentration zur Bestitigung des
maflgeblichen NOEC-Wertes ausreicht, kann (unter Verwendung einer Testkonzentration und von Kontrollen)
ein Limit-Test durchgefiihrt werden. Im letztgenannten Fall ist die gewahlte Limit-Konzentration im Priifbericht
detailliert zu begriinden. Sinn und Zweck der Limit-Tests ist die Priifung mit einer einzigen Konzentration, die
so hoch ist, dass die Priifer mogliche toxischen Wirkungen der Chemikalie ausschlieen konnen; dabei wird das
Limit auf einen Konzentrationswert festgesetzt, der unter realen Bedingungen nicht erreicht werden dirfte.
Empfohlen wird eine Konzentration von 1 000 mg/kg (Trockengewicht). In der Regel sind mindestens sechs
Replikate pro Behandlung und Kontrollen erforderlich. Fiir Informationen zur statistischen Aussagekraft von
Hypothesenpriifungen im Rahmen des Ringtests dieser Priifmethode siche Anlage 6.

Expositionsbedingungen
Testorganismen

39. Der Versuch wird mit mindestens 10 Wiirmern je Replikat durchgefiihrt, das zur Bestimmung biologischer
Parameter verwendet wird. Diese Anzahl Wiirmer entspricht in etwa 50-100 mg feuchter Biomasse. Ausgehend
von einem Trockengewichtsanteil von 17,1 % (48) ergeben sich daraus ungefihr 9-17 mg trockene Biomasse
pro Gefdf. U.S. EPA (2000 (7)) empfiehlt ein Fiillverhaltnis von hochstens 1:50 (trockene Biomasse: TOC). Fiir
das unter Nummer 22 beschriebene Sediment entspricht dies etwa 43 g Sediment (Trockengewicht) pro 10
Wiirmer bei einem TOC von 2,0 % Trockensediment. Wenn mehr als 10 Wiirmer pro Gefifl verwendet
werden, muss die Menge des Sediments und des Uberstandswassers entsprechend angepasst werden.

40. Die fiir eine Priifung verwendeten Wiirmer sollten alle aus derselben Quelle stammen und einen #hnlichen
physiologischen Zustand aufweisen (siche Anlage 5). Es sind Wiirmer dhnlicher Grofe auszuwihlen (siehe
Nummer 39). Es wird empfohlen, vor dem Test eine Teilprobe der Charge oder des Wiirmervorrats zu wiegen,
um das Durchschnittsgewicht zu bestimmen.

41. Die fur eine Priffung zu verwendenden Wiirmer aus der Kultur nehmen (siche Anlage 5). Grofe (adulte) Tiere,
die keine Anzeichen einer kiirzlich erfolgten Fragmentierung aufweisen, in Glasgefile (z. B. Petrischalen) mit
sauberem Wasser setzen und synchronisieren, wie in Anlage 5 beschrieben. Nach der Regeneration iiber einen
Zeitraum von 10-14 Tagen unversechrte vollstindige Wirmer dhnlicher Grofe, die nach einem leichten
mechanischen Reiz aktiv schwimmen oder zu kriechen beginnen, fir den Versuch auswihlen. Wenn sich die
Priifbedingungen von den Kulturbedingungen unterscheiden (z. B. in Bezug auf Temperatur, Lichtverhaltnisse
und Uberstandswasser) sollte eine Akklimatisierungsphase von beispielsweise 24 Stunden unter
Testbedingungen beziiglich Temperatur, Lichtverhdltnissen und Uberstandswasser ausreichen, um die
Anpassung der Wiirmer an die Priifbedingungen zu ermoglichen. Die akklimatisierten Oligochaeten nach dem
Zufallsprinzip auf die Priifgefife verteilen.

Fiitterung

42. Da das Futter dem Sediment vor (oder wihrend) der Applikation der Priifchemikalie zugegeben wird, werden
die Wiirmer wihrend des Versuchs nicht weiter gefiittert.
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Licht und Temperatur

43. Die Licht-/Dunkelphase bei Kultur und Priifung betrigt gewohnlich 16 Stunden (3)(7). Die Lichtintensitit sollte
gering gehalten werden (z. B. 100-500 lx), um auf der Oberfliche des Sediments natiirliche Bedingungen zu
simulieren; wihrend der Exposition die Lichtintensitit mindestens einmal messen. Die Temperatur sollte
wiahrend der gesamten Priffung 20 + 2 °C betragen. An einem gegebenen Messtag sollte der Temperaturun-
terschied zwischen den Priifgefifien nicht mehr als + 1 °C betragen. Die Priifgefifle nach dem Zufallsprinzip in
den Testinkubator oder auf die Testfliche stellen, um beispielsweise standortbedingte Reproduktionstrends auf
ein Mindestmaf$ zu begrenzen.

Beliiftung

44. Das Uberstandswasser der Priifgefife vorsichtig beliiften (z. B. mit 2-4 Blasen pro Sekunde); die dazu
verwendete Pasteur-Pipette etwa 2 cm iiber der Oberfliche des Sediments ansetzen, um Perturbationen des
Sediments zu minimieren. Dabei darauf achten, dass die Konzentration des gelosten Sauerstoffs nicht unter
30 % des Luftsauerstoff-Sattigungswerts (ASV) sinkt. Die Luftzufuhr kontrollieren und erforderlichenfalls an
Werktagen mindestens einmal tiglich korrigieren.

Messungen der Wasserqualitit

45. Fiir das Uberstandswasser sollten die folgenden Wasserqualititsparameter gemessen werden:

Temperatur: Einmal wochentlich sowie am Anfang und am Ende der Expositionsdauer bei
mindestens einem Priifgefif§ pro Konzentration und pro Kontrolle; wenn maoglich,
auch die Temperatur im umgebenden Medium (Umgebungsluft oder Wasserbad)
z. B. stindlich messen.

Gehalt an gelostem Sauer- | Einmal wochentlich sowie am Anfang und am Ende der Expositionsdauer bei
stoff: mindestens einem Priifgefiff pro Konzentration und pro Kontrolle; ausgedriickt
in mg(l und als Luftsauerstoff-Sattigungswert (in %).

Luftzufuhr: An Werktagen mindestens einmal tiglich kontrollieren und erforderlichenfalls
korrigieren.
pH-Wert: Einmal wochentlich sowie am Anfang und am Ende der Expositionsdauer bei

mindestens einem Priifgefafl pro Konzentration und pro Kontrolle.

Gesamt-wasserhrte: Zu Beginn und am Ende der Expositionsdauer bei mindestens einem Kontrollre-
plikat und einem Priifgefifl bei hochster Konzentration; ausgedriickt in mg/l
CaCo,

Gesamt-ammoniakgehalt: | Zu Beginn der Expositionsdauer bei mindestens einem Kontrollreplikat und einem

Priifgefafd fiir jede Konzentration und anschliefend dreimal wochentlich; ausge-
driickt in mg/l NH,* oder NH, oder als Ammoniak-N gesamt.

Wenn die Messung der Wasserqualitdtsparameter die Entnahme umfangreicher Wasserproben aus den Gefiflen
erforderlich macht, kann die Bereitstellung separater Gefiafle fiir Wasserqualititsmessungen sinnvoll sein, um
das Wasser/Sediment-Volumenverhiltnis nicht zu verdndern.

Biologische Beobachtungen

46. Wihrend der Expositionsdauer sollten die Priifgefiffe beobachtet werden, um Verhaltensunterschiede bei den
Wiirmern (z. B. Meiden des Sediments, sichtbare Fikalpellets auf der Sedimentoberfliche) feststellen zu konnen.
Beobachtungen sind zu protokollieren.
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47. Am Ende der Priifung jedes Replikat untersuchen (fiir chemische Analysen vorgesehene zusitzliche Gefifde
konnen hiervon ausgenommen werden). Alle Wiirmer nach einer geeigneten Methode moglichst unversehrt aus
dem Priifgefal entnehmen. Eine Moglichkeit ist das Aussieben der Wiirmer aus dem Sediment. Dazu kann ein
Edelstahlsieb mit geeigneter Maschenweite verwendet werden. Den GrofSteil des Uberstandswasser vorsichtig
abgieffen und das verbleibende Sediment sowie das Restwasser zu einem Schlamm verrithren, der durch das
Sieb passiert werden kann. Bei einer Maschenweite von 500 pum passieren die meisten Sedimentpartikel das
Sieb sehr schnell. Das Sediment sollte jedoch sehr ziigig gesiebt werden, damit die Wiirmer nicht in oder durch
die Maschen kriechen kénnen. Bei einer Maschenweite von 250 pm diirfte dies ausgeschlossen sein. Es ist
jedoch darauf zu achten, dass moglichst wenig Sedimentpartikel auf den Maschen hingen bleiben. Der gesiebte
Schlamm jedes Replikats kann noch ein zweites Mal gesiebt werden, um sicherzustellen, dass tatsichlich alle
Wirmer gefunden wurden. Alternativ konnte das Sediment auch aufgewdrmt werden, indem es in ein
Wasserbad mit einer Temperatur von 50-60 °C gestellt wird; die Wiirmer kriechen dann hervor und konnen
mit einer feuerpolierten Glaspipette mit breiter Offnung von der Sedimentoberfliche aufgenommen werden.
Eine weitere Moglichkeit wire die Herstellung eines Sedimentschlamms, der in eine flache Schale mit geeigneter
Grofe gegossen wird. Aus der flachen Schlammschicht konnen die Wiirmer mit einer Stahlnadel oder einer
Juwelierpinzette (die dann eher als Gabel denn als Pinzette zu verwenden ist, damit die Wiirmer nicht verletzt
werden) aufgenommen und in sauberes Wasser gesetzt werden. Nach dem Entfernen aus dem
Sedimentschlamm die Wiirmer mit Priifmedium absptilen und zahlen.

48. Unabhingig von der verwendeten Methode miissen die Labors nachweisen, dass ihre Mitarbeiter in der Lage
sind, durchschnittlich mindestens 90 % der Organismen im Sediment wiederzufinden. Beispielsweise konnte
eine bestimmte Anzahl Testorganismen in das Kontrollsediment oder in die Priifsedimente eingesetzt und nach
einer Stunde die Wiederfindungsrate ermittelt werden (7).

49. Die Gesamtzahl der lebenden und toten Wiirmer pro Replikat sollte erfasst und bewertet werden. Wiirmer der
folgenden Kategorien gelten als tot:

a) nach einem leichten mechanischen Reiz erfolgt keine Reaktion;

b) es zeigen sich Anzeichen von Zersetzung (in Verbindung mit Buchstabe a)
¢) keine Wiederfindung.

Als lebend gelten Wiirmer der folgenden Kategorien:

a) grofSe vollstindige (adulte) Wiirmer ohne regenerierte Korperbereiche;

b) vollstindige Wiirmer mit regenerierten, leicht helleren Korperbereichen (d. h. mit einem neuen hinteren Teil
und/oder einem neuen vorderen Teil);

¢) unvollstindige Wiirmer (d. h. kiirzlich fragmentierte Wiirmer mit nicht regenerierten Korperbereichen).

Diese zusdtzlichen Beobachtungen sind nicht verbindlich, konnen aber fur die weitere Auswertung der
biologischen Ergebnisse hilfreich sein. (Eine hohe Anzahl Wiirmer der Kategorie ¢ kann beispielsweise auf eine
behandlungsbedingt verzogerte Reproduktion oder Regeneration hindeuten.) Festgestellte Unterschiede im
Aussehen der behandelten Wiirmer und der Kontrollwiirmer (z. B. Lisionen des Integuments, 6dematdse
Korperbereiche) sollten protokolliert werden.

50. Unmittelbar nach dem Zihlen/Bewerten die in den einzelnen Replikaten gefundenen lebenden Wiirmer in
getrocknete, vorgewogene und beschriftete Waagschalen (jeweils eine pro Replikat) setzen und mit einem
Tropfen Ethanol pro Waagschale toten. Die Waagschalen bei einer Temperatur von 100 # 5 °C iiber Nacht in
einem Trockenschrank trocknen und nach dem Abkithlen in einem Exsikkator wiegen; anschlieBend das
Trockengewicht der Wiirmer (vorzugsweise in g bis auf mindestens 4 Dezimalstellen) bestimmen.

51. Zusitzlich zum Gesamttrockengewicht kann auch das aschefreie Trockengewicht bestimmt werden, wie in (49)
beschrieben, um auch anorganische Bestandteile aus dem aufgenommenen Sedimentmaterial im
Verdauungstrakt der Wiirmer zu beriicksichtigen.

52. Die Biomasse wird als gesamte Biomasse pro Replikat (juvenile und adulte Wiirmer) ermittelt. Tote Wiirmer
sollten zur Bestimmung der Biomasse pro Replikat nicht berticksichtigt werden.
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Uberpriifung der Priifchemikalienkonzentrationen
Probenahmen

53. Zumindest am Ende der Aquilibrierungsphase (d. h. vor Zugabe der Testorganismen) sowie bei Priifungsende
sollten zur chemischen Analytik Proben der Priifchemikalie (und zwar zumindest in der hochsten und in einer
niedrigeren Konzentration) entnommen werden. Untersucht werden sollten mindestens Proben des Sediments
und des Uberstandswassers. Pro Matrix und pro Behandlung sollten an jedem Probenahmetag jeweils
mindestens zwei Proben entnommen werden. Eine der beiden Proben kann als Reserve aufbewahrt werden (die
z. B. dann analysiert werden kann, wenn die erste Analyse einen Wert auflerhalb des Bereichs von + 20 % der
nominalen Konzentration ergibt). Bei spezifischen chemischen Merkmalen, z. B. wenn ein rascher Abbau der
Priifchemikalie erwartet wird, konnen die Analysen je nach Expertenurteil verfeinert werden (z. B. hiufigere
Probenahmen oder Analyse weiterer Konzentrationen). Zwischenmessungen konnen dann vorgenommen
werden (z. B. an Tag 7 nach Beginn der Exposition).

54. Das Uberstandswasser vorsichtig abgiefen oder absaugen, um das Sediment moglichst wenig zu perturbieren.
Die entnommenen Probenvolumina protokollieren.

55. Nach dem Entfernen des Uberstandswassers das Sediment homogenisieren und in ein geeignetes Behiltnis
geben. Das Gewicht der feuchten Sedimentprobe protokollieren.

56. Wenn zusidtzlich die Priifchemikalie im Porenwasser analysiert werden muss, homogenisierte und abgewogene
Sedimentproben zentrifugieren, um das Porenwasser zu erhalten. Beispiel: Etwa 200 ml feuchtes Sediment in
Zentrifugiergldser mit einem Fiillinhalt von 250 ml geben. Danach die Proben ohne Filtration zentrifugieren,
um das Porenwasser zu isolieren (z. B. 30-60 min. mit 10 000 £ 600 x g hochstens bei Testtemperatur). Nach
dem Zentrifugieren Uberstand abgieRfen oder mit einer Pipette aufnehmen und das Volumen protokollieren;
dabei darauf achten, dass keine Sedimentpartikel eingebracht werden. Das Gewicht der verbliebenen
Sedimentpellets notieren. Die Schitzung der Massenbilanz oder die Wiederfindung der Priifchemikalie im
Wasser-Sediment-System konnen erleichtert werden, wenn das Trockengewicht des Sediments an jedem
Probenahmetag ermittelt wird. Bei zu kleinen Probenvolumina kann es vorkommen, dass sich die
Konzentrationen im Porenwasser nicht analysieren lassen.

57. Wenn die Analyse nicht sofort durchgefithrt wird, sind alle Proben in geeigneter Weise zu lagern, z. B. unter
den empfohlenen Bedingungen, bei denen die jeweilige Priifchemikalie am wenigsten abgebaut wird.
(Umweltproben beispielsweise bei —18 °C im Dunkeln lagern.) Vor Beginn der Priifung sind Informationen iiber
geeignete Lagerbedingungen fiir die jeweilige Priifchemikalie (z. B. Dauer, Temperatur, Extraktionsverfahren
usw.) einzuholen.

Analysemethode

58. Da Genauigkeit, Prizision und Reproduzierbarkeit der fir die Priifchemikalie angewandten Analysemethode
entscheidend fiir das gesamte Verfahren sind, muss experimentell uberpriift werden, ob Prizision und
Reproduzierbarkeit der chemischen Analyse sowie die Wiederfindung der Priifchemikalie in Wasser- und
Sedimentproben fiir die jeweilige Methode zumindest bei der niedrigsten und der hochsten Konzentration
akzeptabel sind. Auflerdem muss gewihrleistet werden, dass die Priifchemikalie in den Priifkammern nicht in
Konzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenze nachweisbar ist. Erforderlichenfalls sind die nominalen
Konzentrationen fiir die Wiederfindung der Qualitdtskontrolldotierungen zu korrigieren (z. B. wenn die
Wiederfindungsrate auflerhalb des Bereichs von 80-120 % des dotierten Volumens liegt). Alle Proben sind
wihrend des Tests stets so zu handhaben, dass Verunreinigungen und Verluste (z. B. infolge der Adsorption der
Priifchemikalie an das Probenahmegerit) auf ein Mindestmafl beschrinkt werden.

59. Die Wiederfindung der Priifchemikalie, die Bestimmungsgrenze und die Nachweisgrenze in Sediment und
Wasser sollten protokolliert und angegeben werden.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Auswertung der Ergebnisse

60. Die wichtigsten statistisch auszuwertenden obligatorischen Endpunkte der Priifung sind die Biomasse und die
Gesamtzahl der Wiirmer pro Replikat. Optional kénnten auch Reproduktion (Vermehrung der Wiirmer) und
Wachstum (Zunahme der trockenen Biomasse) bewertet werden. In diesem Fall sollte das Trockengewicht der
Wiirmer zu Beginn der Exposition bestimmt werden (z. B. durch Messung des Trockengewichts einer
reprasentativen Teilprobe der fiir die Priiffung zu verwendenden Charge synchronisierter Wiirmer).
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61. Die Mortalitit ist bei dieser Priifung zwar kein Endpunkt, sollte moglichst aber dennoch bewertet werden. Zur
Bestimmung der Mortalitit sollten Wirmer, die auf einen leichten mechanischen Reiz nicht reagieren oder die
Anzeichen von Zersetzung zeigen, sowie nicht aufzufindende Wiirmer als tot gelten. Tote Wiirmer sollten
zumindest protokolliert und bei der Auswertung der Testergebnisse beriicksichtigt werden.

62. Wirkungskonzentrationen sind in mg/kg Sedimenttrockenmasse auszudriicken. Wenn die Wiederfindungsrate
der im Sediment oder in Sediment und Uberstandswasser zu Beginn der Exposition gemessenen Priifchemikalie
zwischen 80 und 120 % der nominalen Konzentrationen liegt, konnen die Wirkungskonzentrationen (EC,
NOEC, LOEC) bezogen auf die nominalen Konzentrationen ausgedriickt werden. Weicht die Wiederfindungsrate
um mehr als £ 20 % von den nominalen Konzentrationen ab, so sind die Wirkungskonzentrationen (EC,,
NOEC, LOEC) auf die zu Beginn der Exposition gemessenen Ausgangskonzentrationen zu beziehen,
beispielsweise durch Beriicksichtigung der Massenbilanz der Priifchemikalie im Priifsystem (siche Nummer 30).
In diesen Fillen konnen zusitzliche Informationen aus der Analyse der Stammlosungen und/oder der
Applikationslosungen bezogen werden, um zu bestitigen, dass die Testsedimente ordnungsgemifl hergestellt
wurden.

EC

X

63. Die EC -Werte der unter Nummer 60 beschriebenen Parameter werden nach geeigneten statistischen Methoden
berechnet (z. B. durch Probit-Analysen, Logit- oder Weibull-Transformationen, mit der Trimmed-Spearman-
Karber-Methode oder durch einfache Interpolation). (15) und (50) enthalten Leitlinien fir die statistische
Auswertung. Ein EC -Wert wird ermittelt, indem ein x % des Kontroll-Mittelwertes entsprechender Wert in die
Gleichung eingefiigt wird. Zur Berechnung des EC,-Wertes oder einen anderen EC -Wertes sind die Mittelwerte
(X)) der jeweiligen Behandlungsgruppen einer Regressionsanalyse zu unterziehen.

NOEC/LOEC

64. Wenn die NOEC-[LOEC-Werte durch statistische Analyse bestimmt werden sollen, sind Ergebnisse aus den
einzelnen Gefiflen erforderlich, (wobei die einzelnen Gefifle als Replikate zu betrachten sind). Es sollten
geeignete statistische Methoden angewendet werden. Im Allgemeinen werden schidliche Wirkungen der
Priifchemikalie im Vergleich zur Kontrolle einer einseitigen (kleineren) Hypothesenpriifung bei p < 0,05
unterzogen. In den folgenden Absitzen werden einige Beispicle gegeben. Empfehlungen fiir geeignete
statistische Methoden finden sich unter (15) und (50).

65. Die Normalverteilung von Daten kann z. B. anhand der Kolmogorov-Smirnov-Methode (,Goodness-of-Fit-Test),
anhand einer Prifung zur Ermittlung des Quotienten aus Spannweite und Standardabweichung (range to
standard deviation ratio, R[s-Test) oder anhand des Shapiro-Wilk-Tests (zweiseitig, p < 0,05) untersucht werden.
Mit dem Cochran-Test, dem Levene-Test oder dem Bartlett-Test (zweiseitig, p < 0,05) kann die Varianzho-
mogenitit gepriifft werden. Wenn die Bedingungen parametrischer Testverfahren (Untersuchung auf
Normalverteilung und Varianzhomogenitit) erfillt sind, kénnen eine einseitige Varianzanalyse (ANOVA) und
anschliefend multiple Vergleichstests durchgefithrt werden. Mit paarweisen Vergleichstests (z. B. mit dem
Dunnett-t-Test) oder Step-down-Trendtests (z. B. dem Williams-Test) kann berechnet werden, ob zwischen den
Kontrollen und den verschiedenen Priifchemikalienkonzentrationen signifikante Unterschiede (p < 0,05)
bestehen. Andernfalls sollten nicht parametrische Methoden (z. B. ein U-Test mit Bonferroni-/Holm-Korrektur
oder ein Jonckheere-Terpstra-Trendtest) verwendet werden, um den NOEC- und LOEC-Wert zu bestimmen.

Limit-Test

66. Wenn ein Limit-Test (Vergleich der Kontrolle mit einer einzigen Priifkonzentration) durchgefiihrt wurde und die
Voraussetzungen fiir parametrische Testverfahren (Normalitdt und Homogenitdt) erfillt sind, konnen metrische
Antworten (Gesamtzahl der Wiirmer und Biomasse ausgedriickt als Trockengewicht der Wiirmer) mit einem
Student-Test (t-Test) ausgewertet werden. Sind diese Bedingungen nicht erfiillt, so kann ein t-Test fiir ungleiche
Varianzen (Welch-Test) oder ein nicht-parametrischer Test wie der Wilcoxon-Mann-Whithey-U-Test verwendet
werden. Fir Informationen zur statistischen Aussagekraft von Hypothesenpriifungen im Rahmen des Ringtests
dieser Methode siehe Anlage 6.

67. Um signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollen (Kontrolle und Losungsmittelkontrolle) zu ermitteln,
konnen die Replikate der einzelnen Kontrollen wie beim Limit-Test gepriift werden. Werden bei diesen Tests
keine signifikanten Unterschiede festgestellt, konnen alle Replikate (Kontrolle und Losungsmittelkontrolle)
gepoolt werden. Andernfalls alle Behandlungen mit der Losungsmittelkontrolle vergleichen.
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Auswertung der Ergebnisse

68. Die Ergebnisse sind mit Vorsicht zu interpretieren, wenn von dieser Priiffmethode abgewichen wurde und wenn
gemessene Testkonzentrationen nahe an der Nachweisgrenze des angewandten Analyseverfahrens liegen.
Jegliche Abweichung von dieser Priifmethode ist zu protokollieren.

Priifbericht

69. Der Priifbericht muss mindestens folgende Angaben enthalten:
— Priifchemikalie:

— chemische Kenndaten (Common name, chemische Bezeichnung, Strukturformel, CAS-Nummer usw.)
einschliefSlich Reinheitsgrad und Analyseverfahren zur Quantifizierung der Chemikalie, Herkunft der
Priifchemikalie, Identitit und Konzentration etwa verwendeter Losungsmittel;

— alle verfiigbaren Informationen iiber die physikalische Beschaffenheit und die physikalisch-chemischen
Eigenschaften, bei sie bei Beginn des Versuchs ermittelt wurden (z. B. Wasserloslichkeit, Dampfdruck,
Koeffizient der Verteilung im Boden (bzw. ggf. im Sediment), log K, Stabilitdt in Wasser usw.);

oW’

— Testspezies:

— wissenschaftlicher Name, Herkunft, etwaige Vorbehandlungen, Akklimatisierung, Kulturbedingungen
usw.;

— Priifbedingungen:
— angewandtes Testverfahren (z. B. statisch, semistatisch oder Durchfluss);

— Versuchsplan (z. B. Anzahl, Material und Grofe der Prifkammern, Wasservolumen pro Gefifs,
Sedimentmasse und Volumen pro Gefifs (bei Durchflussverfahren und semistatischen Verfahren:
Wasseraustauschrate), Beliiftung vor und wihrend des Versuchs, Anzahl Replikate, Anzahl Wiirmer je
Replikat zu Beginn der Exposition, Anzahl Testkonzentrationen, Dauer der Konditionierung, Aquilibi-
rierungs- und Expositionsdauer, Haufigkeit der Probennahmen);

— Tiefe des Sediments und des Uberstandswassers;
— Methode der Vorbehandlung der Priifchemikalie und der Dotierung/Applikation;

— nominelle Priifkonzentrationen, Einzelheiten zur Entnahme von Proben fiir chemische Analysen und die
Analysemethoden, mit denen die Konzentrationen der Priifchemikalie ermittelt wurden;

— Sedimentmerkmale gemifs den Nummern 24 und 25; sonstige vorgenommene Messungen; Herstellung
des formulierten Sediments;

— Aufbereitung des Priifwassers vor Beginn des Versuchs (falls rekonstituiertes Wasser verwendet wird)
und Merkmale des Wassers (Sauerstoffgehalt, pH-Wert, Leitfahigkeit, Hirte und andere vorgenommene
Messungen);

— Angaben zur Fiitterung, einschlieflich Art des Futters, Praparation, Menge und Fiitterungsregime;
— Lichtintensitdt und Hell-/Dunkelphase(n);

— Methoden zur Ermittlung aller biologischen Parameter (z. B. Probenahme, Kontrolle, Wiegen der
Testorganismen) sowie aller abiotischen Parameter (z. B. Parameter fur Wasser- und Sedimentqualitit);

— Volumina und/oder Gewichte aller Proben fiir die chemische Analyse;

— genaue Informationen iiber die Behandlung aller Proben fir die chemische Analyse einschliefSlich
Angaben zu Aufbereitung, Lagerung, Dotierungsverfahren, Entnahme- und Analyseverfahren
(einschlieflich ~ Genauigkeit) fir die jeweilige Priifchemikalie und Wiederfindungsraten der
Priifchemikalie.
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— Ergebnisse:

— Qualitdt des Wassers in den Priifgefilen (pH-Wert, Temperatur, Gehalt an gelostem Kohlenstoff, Harte,
Ammoniakkonzentrationen und andere vorgenommene Messungen);

— gesamter organischer Kohlenstoff (TOC), Verhiltnis Trockenmasse/Feuchtmasse, pH-Wert des Sediments
und andere vorgenommene Messungen;

— Gesamtzahl sowie — falls bestimmt — die Zahl der vollstindigen und nicht mehr vollstindigen
Wiirmer in den einzelnen Priifkammern am Ende des Versuchs;

— Trockengewicht der Wiirmer in den einzelnen Prifkammern am Ende des Versuchs und — falls
gemessen — Trockengewicht einer Wiirmer-Teilprobe zu Beginn des Versuchs;

— alle festgestellten anomalen Verhaltensweisen im Vergleich zu den Kontrollen (z. B. Meiden des
Sediments, Vorkommen oder Fehlen von Fikalpellets);

— festgestellte Todesflle;

— Schitzwerte fir toxische Endpunkte, z. B. EC, NOEC- und/oder LOEC-Werte und die fir ihre
Bestimmung angewandten statistischen Methoden;

— die nominalen Priifkonzentrationen, die gemessenen Priifkonzentrationen und die Ergebnisse simtlicher
Analysen zur Bestimmung der Konzentration der Priifchemikalie in den Priifgefiffen;

— jegliche Abweichungen von den Validitatskriterien.
— Auswertung der Ergebnisse:
— Ubereinstimmung der Ergebnisse mit den Validitétskriterien gemaf in Nummer 13;

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

Begriffsbestimmungen

Fiir diese Priifmethode gelten folgende Definitionen:

Aquilibrierungszeitraum: die fiir die Verteilung der Priifchemikalic zwischen Festphase, Porenwasser und
Uberstandswasser vorgeschene Zeit; die Aquilibierung erfolgt nach dem Dotieren des Sediments mit der
Priifchemikalie und vor Zugabe der Testorganismen.

Chemikalie: ein Stoff oder ein Gemisch.
Dotiertes Sediment: Sediment, dem die Priifchemikalie hinzugefiigt wurde.

EC_: Konzentration der Priifchemikalie im Sediment, bei der es innerhalb einer gegebenen Expositionsdauer zu einer
X %-Wirkung (z. B. 50 %) auf einen biologischen Parameter kommt.

Expositionsphase/Expositionsdauer: die Zeit, wihrend der die Testorganismen der Priifchemikalie ausgesetzt sind.

Formuliertes Sediment oder rekonstituiertes/kiinstliches/synthetisches Sediment: ein Gemisch aus Stoffen, das die
physikalischen Bestandteile eines natiirlichen Sediments simulieren soll.

Konditionierungszeitraum: die fiir die Stabilisierung des Mikrobenbestandteils des Sediments und die Abtrennung
von beispielsweise aus Sedimentbestandteilen stammendem Ammoniak vorgesehene Zeit; die Konditionierung
erfolgt vor dem Dotieren des Sediments mit der Priifchemikalie. Gewdhnlich wird das Uberstandswasser nach dem
Konditionieren verworfen.

LOEC (Niedrigste messbare Konzentration mit statistisch signifikanter Wirkung): niedrigste gepriifte
Konzentration einer Priifchemikalie, bei der beobachtet wird, dass sie im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante
toxische Wirkung hat (p < 0,05); allerdings miissen alle Testkonzentrationen iiber der LOEC eine Wirkung zeigen,
die der LOEC-Wirkung gleichwertig ist oder dariiber liegt. Sind diese beiden Bedingungen nicht erfullt, ist genau zu
begriinden, warum die LOEC (und entsprechend die NOEC) gewihlt wurde.

NOEC (Hochste messbare Konzentration ohne statistisch signifikante Wirkung): Priifkonzentration
unmittelbar unterhalb der LOEC, die im Vergleich zur Kontrolle wihrend einer bestimmten Expositionsdauer keine
statistisch signifikante Wirkung (p < 0,05) zeigt.

Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient (K ; manchmal auch ausgedriickt als P_ ): bezeichnet das Verhiltnis der
Loslichkeit einer Chemikalie in n-Octanol und Wasser im Gleichgewicht und zeigt die Fettloslichkeit einer
Chemikalie an (Kapitel A.24 in diesem Anhang). K, oder der Logarithmus von K (log K,) gilt als Maf8 fiir das

Potenzial einer Chemikalie zur Anreicherung in aquatischen Organismen.

OW)

Organischer Kohlenstoff/Wasser-Verteilungskoeffiozient (K ): bezeichnet das Verhéltnis zwischen der
Konzentration der Chemikalie im/am organischen Kohlenstoff im Sediment und der Konzentration der Chemikalie
im Wasser im Gleichgewicht.

Porenwasser oder Interstitialwasser: Wasser in den Hohlrdumen zwischen Sediment- oder Bodenpartikeln.
Priifchemikalie: ein beliebiger Stoff oder ein beliebiges Gemisch, der bzw. das nach dieser Methode gepriift wird.

Uberstandswasser: das im Priifgefif§ iiber dem Sediment stehende Wasser.
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Anlage 2
Zusammensetzung des empfohlenen rekonstituierten Wassers
(ibernommen aus Kapitel C.1 dieses Anhangs (1))

a)  Calciumchloridlosung
11,76 g CaCl, 2H,0 in entionisiertem Wasser 16sen; anschlieSend mit entionisiertem Wasser bis auf 1 Liter
auffullen.

b)  Magnesiumsulfatlosung
4,93 g MgSO, 7H,0 in entionisiertem Wasser 16sen; anschliefend mit entionisiertem Wasser bis auf 1 Liter
auffillen.

¢)  Natriumbicarbonatlosung
2,59 g NaHCO, in entionisiertem Wasser losen; anschlieBend mit entionisiertem Wasser bis auf 1 Liter
auffillen.

d)  Kaliumchloridlosung

0,23 g KCl in entionisiertem Wasser 16sen; anschliefend mit entionisiertem Wasser bis auf 1 Liter auffullen.

Alle Chemikalien miissen Analysequalitit haben.

Die Leitfahigkeit des destillierten oder entionisierten Wassers darf hochstens 10 pScm-! betragen.

Von den Losungen a bis d jeweils 25 ml mischen und das Gesamtvolumen mit entionisiertem Wasser bis auf 1 Liter
auffiillen. Die Summe der Ca- und Mg-lonen in diesen Losungen betrdgt 2,5 mmol/l.

Das Verhiltnis der Ca- zu den Mg-lonen betrigt 4:1 und das der Na- zu den K-Ionen 10:1. Die Gesamtalkalinitit
K, ; dieser Losung betrdgt 0,8 mmol/l.

Das Wasser bis zur Sauerstoffsittigung beliiften und anschliefend ohne weitere Beliiftung bis zur Verwendung zwei
Tage lagern.

(1)

BEZUGSQUELE

Kapitel C.1 dieses Anhangs, Akute Toxizitit fiir Fische.
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Anlage 3

Physikalisch-Chemische Eigenschaften eines geeigneten Testwassers

Bestandteil Konzentrationen

Partikel <20 mg/l
Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff <2 pgfl
Nichtionisierter Ammoniak <1 pgfl
Restchlor <10 pgfl
Gesamtgehalt an phosphororganischen Pestiziden <50 ng/l
1Gesamtgehalt an chlororganischen Pestiziden plus polychlorierten Bipheny- <50 ng/l
en

Gesamtgehalt an organischem Chlor <25 ng/l

(ibernommen aus OECD (1992) (1))

BEZUGSQUELLE

(1) OECD (1992). Guidelines for Testing of Chemicals No. 210. Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OECD, Paris.
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Anlage 4

Empfohlenes kiinstliches Sediment — Empfehlungen fiir Herstellung und Lagerung

Bestandteile des Sediments

. . in % des Sediment-
Bestandteil Beschreibung trockengewichts
Torf Sphagnum-Torf, Zersetzungsgrad: ,mittel’, luftgetrocknet, 50,5
ohne sichtbare Pflanzenreste, fein gemahlen (Partikel-
grofle < 0,5 mm).
Quarzsand Korngrofe: < 2 mm, aber > 50 % der Partikel sollten 75-76
eine Grofle im Bereich 50-200 pm haben.
Kaolin-Ton Kaolinitgehalt > 30 % 201
Futter z. B. Nesselpulver (Folia urticae), Bldtter von Urtica dioica 0,4-0,5 %
(Brennnessel), fein gemahlen (Partikelgrole < 0,5 mm);
nach Arzneimittelstandards, zum menschlichen Verzehr
geeignet; zusitzlich zum trockenen Sediment
Organischer Kohlenstoff eingestellt durch Zugabe von Torf und Sand 2+0.5
Calciumcarbonat CaCO,, in Pulverform, chemisch rein, zusitzlich zum tro- 0,05-1
ckenen Sediment
Entionisiertes Wasser Leitfdhigkeit < 10 pS/cm, zusitzlich zum trockenen Sedi- 30-50
ment

Hinweis: Ist mit hohen Ammoniakkonzentrationen zu rechnen (wenn beispielsweise bekannt ist, dass die
Prifchemikalie die Nitrifikation hemmt), kann es sinnvoll sein, 50 % des stickstoffreichen Nesselpulvers durch
Cellulose (z. B. a-Cellulosepulver, chemisch rein, Partikelgrofe < 0,5 mm (1) (2)) zu ersetzen.

Herstellung

Den Torf lufttrocknen und zu feinem Pulver vermahlen. Mithilfe eines leistungsstarken Homogenisierapparats eine
Suspension der erforderlichen Menge Torfpulver in entionisiertem Wasser herstellen. Den pH-Wert dieser Suspension
mit CaCO, auf 5,5 £ 0,5 einstellen. Die Suspension bei 20 £ 2 °C fir mindestens zwei Tage unter sanftem Riihren
konditionieren, um den pH-Wert zu stabilisieren und einen stabilen mikrobiellen Anteil zu sichern. Den pH-Wert
erneut messen; er sollte bei 6,0 * 0,5 liegen. AnschlieRend die anderen Bestandteile (Sand und Kaolin-Ton) sowie
entionisiertes Wasser zur Torf-Suspension hinzugeben und zu einem homogenen Sediment vermischen, dessen
Wassergehalt 30-50 % des Trockengewichts des Sediments ausmachen sollte. Den pH-Wert der fertigen Mischung
erneut messen und erforderlichenfalls mit CaCO, auf 6,5-7,5 einstellen. Ist jedoch mit Ammoniakbildung zu
rechnen, kann es sinnvoll sein, den pH-Wert des Sediments unter 7,0 zu halten (z. B. zwischen 6,0 und 6,5).
Sedimentproben entnehmen, um das Trockengewicht und den Gehalt an organischem Kohlenstoff zu bestimmen. Ist
mit Ammoniakbildung zu rechnen, kann das formulierte Sediment sieben Tage lang unter Testbedingungen



1.3.2016 Amtsblatt der Europdischen Union L 54/175

konditioniert werden (z. B. Sediment/Wasser-Verhaltnis von 1:4, Tiefe der Sedimentschicht wie in den Priifgefien),
bevor es mit der Priffchemikalie dotiert wird, d. h. das Sediment ist mit beliiftetem Wasser aufzufiillen. Nach dieser
Konditionierung das Uberstandswasser entfernen und verwerfen. AnschlieRend den dotierten Quarzsand mit dem
Sediment in den verschiedenen Konzentrationen mischen; das Sediment auf die Replikatgefie verteilen und mit
Testwasser auffiillen. Die Gefdfe unter den Testbedingungen inkubieren. Hier beginnt die Aquilibrierzeit. Das
Uberstandswasser sollte beliiftet werden.

Das gewdhlte Futter hingegeben, bevor oder wahrend das Sediment mit der Priifchemikalie dotiert wird. Es kann
anfinglich mit der Torfsuspension gemischt werden (s. o.). Eine allzu starke Verschlechterung der Futterqualitit vor
dem Einsetzen der Testorganismen (z. B. bei langer Aquilibrierzeit) kann vermieden werden, indem der Zeitraum
zwischen der Futterzugabe und dem Beginn der Exposition so kurz wie moglich gehalten wird. Um sicherzustellen,
dass das Futter mit der Priifchemikalie dotiert wird, sollte das Futter spitestens am Tag der Dotierung mit dem
Sediment vermischt werden.

Lagerung

Die trockenen Bestandteile des kiinstlichen Sediments konnen an einem trockenen und kithlen Ort oder bei
Raumtemperatur gelagert werden. Aufbereitetes und mit der Priffchemikalie dotiertes Sediment ist umgehend im
Versuch zu verwenden. Proben des dotierten Sediments konnen bis zur Analyse unter den fiir die jeweilige
Priifchemikalie empfohlenen Testbedingungen gelagert werden.

LITERATUR

(1) Egeler, Ph., Meller, M., Schallnaf$, HJ., und Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. In Zusammenarbeit mit R.
Nagel und B. Karaoglan. Bericht an das Umweltbundesamt Berlin, FKZ 202 67 429, R&D Nr. 202 67 429.

(2) Liebig, M., Meller, M. und Egeler, P. (2004). Sedimenttoxizitdtstests mit aquatischen Oligochaeten — Einfluss
verschiedener Futterquellen im kiinstlichen Sediment auf Reproduktion und Biomasse von Lumbriculus
variegatus. Seminarunterlagen 5/2004: Statusseminar Sedimentkontakttests. 24./25. Mirz 2004. BfG
(Bundesanstalt fiir Gewasserkunde), Koblenz, Deutschland, S. 107-119.
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Anlage 5

Kulturmethoden fiir Lumbriculus variegatus

Der Glanzwurm Lumbriculus variegatus (MULLER), Lumbriculidae, Oligochaeta, lebt in SiiRwassersedimenten und wird
hdufig in Okotoxizititspriifungen verwendet. Er kann unter Laborbedingungen kultiviert werden. Im Folgenden
werden die Kulturmethoden beschrieben.

Kulturmethoden

Die Kulturbedingungen fiir Lumbriculus variegatus sind in Phipps et al. (1993) (1), Brunson et al. (1998) (2), ASTM
(2000) (3) und U.S. EPA (2000) (4) eingehend beschrieben und werden nachstehend kurz zusammengefasst. Ein
grofler Vorteil von L. variegatus ist seine rasche Vermehrung, die dazu fithrt, dass die Biomasse in laborgezogenen
Populationen schnell zunimmt (z. B. (1)(3)(4)(5)).

Die Wiirmer konnen in groffen Aquarien (57-80 1) bei 23 °C mit Hell-/Dunkelphasen von 16 L: 8 D (100 —
1 000 Ix) in tdglich erneuertem natiirlichen Wasser (45-50 | pro Aquarium) geziichtet werden. Das Substrat wird
hergestellt, indem ungebleichte braune Papiertiicher in Streifen geschnitten und einige Sekunden mit Kulturwasser
befeuchtet werden, so dass ein Substrat aus kleinen Papierteilchen entsteht, das unverziiglich in auf dem Boden des
Lumbriculus-Zuchtaquariums verteilt werden kann; es kann aber auch in entionisiertem Wasser bis zur spdteren
Verwendung gefriergelagert werden. Im Aquarium hilt sich das frische Substrat fiir etwa zwei Monate.

Jede Wurmkultur wird mit 500-1 000 Wiirmern angesetzt, die unter Wasseraustausch- oder -durchflussbedingungen
dreimal wochentlich mit einer 10 ml-Suspension aus 6 g Forellen-Starterfutter gefiittert werden. Um Bakterien- und
Pilzwachstum entgegenzuwirken, werden statische und semistatische Kulturen seltener gefiittert.

Unter diesen Bedingungen verdoppelt sich die Zahl der Tiere in der Kultur gewdhnlich in 10-14 Tagen.

Alternativ kann Lumbriculus variegatus auch in einem System bestehend aus einer 1-2 cm tiefen Schicht Quarzsand
(wie im kiinstlichen Sediment verwendet) und rekonstituiertem Wasser kultiviert werden. Als Kulturgefifle kommen
12-20 cm hohe Glas- oder Edelstahlbehiltnisse in Frage. Der Wasserkorper ist mit einer Pasteur-Pipette, die etwa
2 cm iiber der Sedimentoberfliche positioniert wird, sanft zu beliiften (z. B. 2 Blasen pro Sekunde). Um eine
Akkumulation z. B. von Ammoniak zu vermeiden, ist das Uberstandswasser iiber ein Durchflusssystem zu erneuern
oder mindestens zweimal wochentlich manuell auszutauschen. Die Oligochaeten konnen bei Raumtemperatur mit
Hell-/Dunkelphasen von 16 Stunden (Lichtintensitit 100-1 000 Ix) bzw. 8 Stunden gehalten werden. In der
semistatischen Kultur (Wasseraustausch einmal pro Woche) werden die Wiirmer zweimal wochentlich mit TetraMin
gefuttert (z. B. 0,6-0,8 mg pro cm? Sedimentoberfliche); das Futter kann als Suspension aus 50 mg TetraMin pro ml
entionisiertem Wasser verabreicht werden.

Lumbriculus variegatus konnen beispielsweise durch Sieben des Substrats durch ein feinmaschiges Sieb in ein separates
Becherglas oder durch Aufnahme (mit einer feuerpolierten Glaspipette mit weiter Offnung von ca. 5 mm
Durchmesser) aus den Kulturen entnommen werden und in ein Becherglas eingesetzt werden. Wenn gleichzeitig
auch das Substrat in das Becherglas gegeben wird, dieses wiirmer- und substrathaltige Glas tiber Nacht bei
kontinuierlichem Wasserdurchfluss ruhen lassen, um das Substrat auszuspiilen; die Wiirmer bleiben auf dem
Gefiffboden zuriick. AnschlieBend konnen die Wiirmer in neu aufbereitete Kulturgefifle gesetzt oder im Test
weiterverwendet werden, wie unter (3) und (4) oder in den folgenden Absitzen beschrieben.

Ein Punkt, der bei der Verwendung von L. variegatus in Sedimenttests kritisch zu bewerten ist, betrifft die Reproduk-
tionsform der Art (Architomie oder Morphallaxis, z. B. (6)). Diese geschlechtslose Vermehrung fithrt zur Entstehung
von zwei Fragmenten, die so lange keine Nahrung aufnehmen, bis sich das Kopf- bzw. das Schwanzende regeneriert
hat (z. B. (7)(8)), d. h. es kommt nicht zur kontinuierlichen Exposition durch Aufnahme kontaminierten Sediments.

Folglich sollte eine Synchronisierung vorgenommen werden, um eine unkontrollierte Reproduktion und
Regeneration und sich daraus ergebende stark variierende Testergebnisse auf ein Mindestmafl zu begrenzen.
Derartige Variationen konnen auftreten, wenn einzelne Exemplare fragmentiert haben und tiber einen bestimmten
Zeitraum keine Nahrung aufnehmen und der Priifchemikalie deshalb weniger stark ausgesetzt sind als andere
Exemplare, bei denen es wahrend des Tests nicht zur Fragmentierung kam (9)(10)(11). 10-14 Tage vor Beginn der
Exposition sollten die Wiirmer kiinstlich zerteilt werden (Synchronisierung). Fiir die Synchronisierung werden grofSe
(adulte) Wiirmer ausgewdhlt, die vorzugsweise keine Anzeichen einer kiirzlich erfolgten Morphallaxis aufweisen
sollten. Diese Wiirmer konnen auf einen Glastriger in einen Tropfen Kulturwasser gesetzt und in der Korpermitte
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mit einem Skalpell zerteilt werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die hinteren Enden dhnlich grof sind. Es bleibt
abzuwarten, bis die hinteren Enden in einem Kulturgefif§, das dasselbe Substrat wie die Testkultur und rekonsti-
tuiertes Wasser enthilt, neue Kopfe bilden. Erst dann kann mit der Exposition begonnen werden. Die Kopfteile gelten
dann als regeneriert, wenn die synchronisierten Wiirmer sich im Substrat eingraben. (Ob sich Kopfteile regeneriert
haben, kann auch durch Sichtpriifung einer reprisentativen Teilprobe unter einem binokularen Mikroskop festgestellt
werden.) Danach kann davon ausgegangen werden, dass sich die Testorganismen in einem physiologisch dhnlichen
Zustand befinden. Wenn sich die synchronisierten Wirmern dann wihrend des Versuchs durch Morphallaxis
reproduzieren, bedeutet dies, dass praktisch alle Tiere dem dotierten Sediment gleichermaflen ausgesetzt waren. Die
synchronisierten Wiirmer sollten einmal gefiittert werden, sobald sie beginnen, sich in das Substrat einzugraben,
oder 7 Tage nach dem Zerteilen. Das Fiitterungsregime sollte jedoch in etwa das gleiche sein wie bei reguliren
Kulturen; es kann jedoch sinnvoll sein, dasselbe Futter zu verwenden wie im eigentlichen Test. Die Wiirmer sollten
bei Testtemperatur gehalten werden (d. h. bei 20 + 2 °C). Nach der Regeneration werden unversehrte, intakte
Wiirmer, die nach einem leichten mechanischen Reiz aktiv schwimmen oder zu kriechen beginnen, fiir die Priifung
verwendet. Verletzungen und Autotomie sind zu vermeiden, indem zum Hantieren der Wiirmer beispielsweise
Pipetten mit feuerpolierten Kanten oder Edelstahl-Zahnstocher verwendet werden.

Bezugsquellen fiir Starterkulturen von Lumbriculus variegatus (Anschriften in den USA iibernommen

aus (4))

Europa

ECT Ocekotoxikologie GmbH
Bottgerstr. 2-14

D-65439 Florsheim/Main
Deutschland

University of Joensuu

Laboratory of Aquatic Toxicology
Dept. of Biology

Yliopistokatu 7, P.O. Box 111
FIN-80101 Joensuu

Finnland

C.N.R.- LR.S.A.

Italian National Research Council
Water Research Institute

Via Mornera 25

-20047 Brugherio MI

USA.

U.S. Environmental Protection Agency
Mid-Continent Ecological Division
6201 Congdon Boulevard

Duluth, MN 55804

U.S. Environmental Protection Agency
Environmental Monitoring System Laboratory
26 W. Martin Luther Dr.

Cincinnati, OH 45244

Columbia Environmental Research Center
U.S. Geological Survey

4200 New Haven Road

Columbia, MO 65201

Bayer Crop Science AG
Development — Ecotoxicology
Alfred-Nobel-Str. 50

D-40789 Monheim
Deutschland

Dresden University of Technology

Institut fir Hydrobiologie

Fakultit fir Forst-, Geo- und Hydrowissenschaften
Mommsenstr. 13

D-01062 Dresden

Deutschland

Michigan State University
Department of Fisheries and Wildlife
No. 13 Natural Resources Building
East Lansing, MI 48824-1222

Wright State University
Institute for Environmental Quality
Dayton, OH 45435

Great Lakes Environmental Research
Laboratory, NOAA

2205 Commonwealth Boulevard
Ann Arbor, MI 48105-1593
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Zusammenfassung der Ergebnisse des Ringtests

Anlage 6

,Sedimenttoxizititspriifung mit Lumbriculus variegatus*

Tabelle 1

Ergebnisse der einzelnen Ringtestdurchliufe: durchschnittliche Anzahl Wiirmer in den Kontrollen und in

den Losungsmittelkontrollen bei Testende; SD = Standardabweichung; CV = Variationskoeffizient

Durch-schnitt-
liche Anzahl

Durch-schnitt-
liche Anzahl

Wi . SD CV (%) N Wiirmer in den SD CV (%) N
iirmer in den . .
Losungsmittel-
Kontrollen K
ontrollen

32,3 7,37 22,80 39,0 3,61 9,25
40,8 6,55 16,05 6 36,0 5,29 14,70
41,5 3,54 8,52 2 38,5 7,05 18,31
16,3 5,99 36,67 6 30,8 6,70 21,80
24,3 10,69 43,94 26,3 3,06 11,60
28,5 8,29 29,08 4 30,7 1,15 3,77
28,3 3,72 13,14 6 28,8 2,56 8,89
25,3 5,51 21,74 27,7 1,53 5,52
23,8 2,99 12,57 4 21,3 1,71 8,04
36,8 8,80 23,88 6 35,0 4,20 11,99
33,0 3,58 10,84 6 33,5 1,73 5,17
20,7 2,73 13,22 6 15,0 6,68 44,56
42,0 7,07 16,84 6 43,7 0,58 1,32
18,2 3,60 19,82 6 21,7 4,04 18,65
32,0 3,95 12,34 6 31,3 4,79 15,32

Durch- 29,59 20,10 30,61 13,26

schnitts-

werte der be-

teiligten La-

bors

SD 8,32 10,03 7,57 10,48

N 15 15

Min 16,3 15,0

Max 42,0 43,7

CV (%) 28,1 24,7
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Tabelle 2

Ergebnisse der einzelnen Ringtestdurchliufe: durchschnittliches Gesamttrockengewicht der Wiirmer pro
Replikat in den Kontrollen und in den Losungsmittelkontrollen bei Testende; SD = Standardabweichung;
CV = Variationskoeffizient

Gesamttrocken-
Gesamttrocken- .
gewicht der ggw1cht der
Wiirmer pro SD v (%) N[ Winmer pro SD v (%)
Replikat  eplikat
(Kontrollen) (Losungsmittel-
kontrollen)
24,72 6,31 25,51 27,35 4,08 14,93
30,17 2,04 6,75 33,83 10,40 30,73
23,65 3,61 15,25 28,78 4,68 16,28
12,92 6,83 52,91 24,90 6,84 27,47
21,31 4,17 19,57 25,87 5,30 20,49
22,99 4,86 21,16 24,64 5,09 20,67
18,91 1,91 10,09 19,89 1,77 8,89
24,13 1,63 6,75 25,83 2,17 8,41
22,15 3,18 14,34 22,80 2,60 11,40
35,20 8,12 23,07 31,42 8,45 26,90
41,28 5,79 14,02 41,42 4,37 10,55
15,17 5,78 38,09 10,50 3,42 32,53
35,69 8,55 23,94 38,22 1,23 3,21
19,57 5,21 26,65 28,58 6,23 21,81
29,40 2,16 7,34 31,15 2,70 8,67
Durch- 25,15 20,36 27,68 17,53
schnitts-
werte der be-
teiligten La-
bors
SD 7,87 12,56 7,41 9,10
N 15 15
Min 12,9 10,5
Max 41,3 41,4
CV (%) 31,3 26,8
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Tabelle 3

PCP-Toxizitit: Zusammenfassung der Endpunkte im Ringtest; Durchschnittswerte der beteiligten Labors fiir

EC,,, NOEC und LOEG; SD = Standardabweichung; CV = Variationskoeffizient

. . Durchschnitts.- Faktor der Geometr.
Biologischer wert der betel- min max beteiligten SD CV (%) Mittelwert
Parameter ligten Labors Lab (;grs (mgfkg)
(mglkg) BIkE
Gesamtzahl EC,, 23,0 4,0 37,9 9,4 10,7 46,3 19,9
der Wiirmer NOEC 9,9 2,1 22,7 10,7 7,2 72,3 7,6
LOEC 27,9 4,7 66,7 14,2 19,4 69,4 20,9
MDD (%) 22,5 7,1 39,1
Gesamt-Tro- EC,, 20,4 7,3 39,9 5,5 9,1 44,5 18,2
cken-gewicht NOEC 9,3 2,1 20,0 9,4 6,6 70,4 7,4
Wiirmer
LOEC 25,7 2,1 50,0 23,5 16,8 65,5 19,4
MDD (%) 24,8 10,9 44,7
Mortalitit/ LC,, 25,3 6,5 37,2 5,7 9,4 37,4 23,1
g‘t’:ﬂebe“s‘ NOEC 16,5 2,1 40,0 18,8 10,3 62,4 12,8
LOEC 39,1 4,7 66,7 14,2 18,1 46,2 32,6
Reproduktion EC,, 20,0 6,7 28,9 4,3 7,6 37,9 18,3
(Zunahme der
Anzahl Wiir. NOEC 7,9 2,1 20,0 9,4 52 66,0 6,4
mer pro Repli-| LOEC 22,5 2,1 50,0 23,5 15,4 68,6 16,0
kat) MDD (%) 29,7 13,9 | 47,9
Wachstum EC,, 15,3 5,7 29,9 5,2 7,1 46,5 13,7
(Zunahme der | NoEC 8,7 2,1 20,0 9,4 6,0 68,1 6,9
Biomasse pro
Replikat) LOEC 24,0 2,1 50,0 23,5 15,7 65,5 17,3
MDD (%) 32,2 13,6 65,2

MDD: Minimum Detectable Difference (kleinster nachweisbarer Unterschied) bei den Kontrollwerten wahrend der Hypothesenpriifung;
wird als MafSstab fuir die statistische Aussagekraft verwendet.
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C.36 REPRODUKTIONSTEST MIT RAUBMILBEN (HYPOASPIS (GEOLAELAPS) ACULEIFER)
IN BODENPROBEN

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 226 (2008). Sie wird zur Bewertung der Wirkung
von im Boden befindlichen Chemikalien auf die Reproduktionsleistung der Bodenmilbenart Hypoaspis
(Geolaelaps) aculeifer CANESTRINI (Acari: Laelapidae) verwendet und ermoglicht die Bestimmung der Hemmung
der spezifischen Populationswachstumsrate (1,2). Als Reproduktionsleistung wird hier die Anzahl der juvenilen
Tiere am Ende des Versuchs bezeichnet. H. aculeifer stellt eine zusitzliche trophische Ebene dar fur die Art, fiir
die Priifmethoden bereits verfiigbar sind. Ein Reproduktionstest ohne Unterscheidung und Quantifizierung der
verschiedenen Stufen des Reproduktionszyklus wird fiir den Zweck dieser Priifmethode als angemessen
betrachtet. Fiir Chemikalien mit einem anderen Expositionsszenarium als die Exposition iiber den Boden
konnten andere Ansitze geeignet sein (3).

2. Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer wird als relevanter Vertreter der Bodenfauna im Allgemeinen und der
Raubmilben im Besonderen betrachtet. Die Art kommt weltweit vor (5) und ist leicht zu beschaffen und im
Labor zu ziichten. Anlage 7 enthilt eine Zusammenfassung zur Biologie von H. aculeifer. Fiir Hintergrundinfor-
mationen zur Okologie der Milbenart und zu ihrer Verwendung in Okotoxizititspriifungen siehe (4), (5), (6),
(7), (8), (9), (10), (11) und (12).

PRINZIP DER PRUFMETHODE

3. Adulte weibliche Tiere werden verschiedenen Konzentrationen der in den Boden gemischten Priifchemikalie
ausgesetzt. Der Versuch wird mit 10 adulten Weibchen pro Replikatgefiff begonnen. Minnliche Tiere werden
im Test nicht verwendet, weil sich gezeigt hat, dass sich weibliche Tiere unmittelbar oder kurz nachdem sie
dem Deutonymphenstadium entwachsen sind, paaren, wenn miénnliche Tiere verfiigbar sind. AuRerdem wiirde
die Einbeziehung mannlicher Tiere den Test so verzogern, dass eine (schwierige) Unterscheidung der
Altersstufen erforderlich wire. Daher ist die Paarung der Tiere nicht Teil dieses Tests. Die weiblichen Tiere
werden 28-35 Tage nach Beginn der Eiablage in der Synchronisierung in den Test eingesetzt (siche Anlage 4);
zu diesem Zeitpunkt kann ndmlich davon ausgegangen werden, dass die weiblichen Tiere sich bereits gepaart
und die Priovipositionsperiode bereits durchlaufen haben. Bei einer Temperatur von 20 °C endet der Test an
Tag 14 nach dem Einsetzen der weiblichen Tiere (Tag 0); zu diesem Zeitpunkt konnen die ersten juvenilen Tiere
der Kontrollgruppe bereits das Deutonymphen-Stadium durchlaufen haben (siche Anlage 4). Als wichtigste
Messgroflen werden die Zahl der juvenilen Tiere pro Priifgefif und zusitzlich die Zahl der iiberlebenden
weiblichen Tiere bestimmt. Die Reproduktionsleistung der Milben, die der Priifchemikalie ausgesetzt waren,
wird mit der Reproduktionsleistung der Kontrollen verglichen, um je nach Priifprotokoll (siche Nummer 29)
den EC-Wert (z. B. EC,, oder EC;) oder die hochste messbare Konzentration ohne statistisch signifikante
Wirkung (NOEC — Begriffsbestimmungen siche Anlage 1) zu ermitteln. Anlage 8 enthilt einen Uberblick iiber
das Priifprotokoll.

INFORMATIONEN ZUR PRUFCHEMIKALIE

4. Die Wasserloslichkeit, der log K -Wert, der Boden/Wasser-Verteilungskoeffizient und der Dampfdruck der
Priifchemikalie sollten moglichst bekannt sein. Wiinschenswert sind zudem Informationen iiber den Verbleib
der Chemikalie im Boden (z. B. biotischer und abiotischer Abbau).

5. Diese Prifmethode kann fir wasserlosliche oder nicht wasserlsliche Chemikalien verwendet werden.
Allerdings ist die Priifchemikalie je nach Chemikalientyp unterschiedlich einzubringen. Fir flichtige
Chemikalien (d. h. fiir Chemikalien, bei denen die Henry-Konstante oder der Luft-Wasser-Verteilungskoeffizient
grofSer als eins ist) oder fiir Chemikalien, bei denen der Dampfdruck bei 25 °C mehr als 0,0133 Pa betrigt, ist
die Prifmethode nicht geeignet.

VALIDITAT DES TESTS

6. Damit ein Testergebnis als giiltig gewertet werden kann, miissen die unbehandelten Kontrollen die folgenden
Kriterien erfiillen:

— Die mittlere Mortalitdt adulter weiblicher Tiere sollte am Ende des Tests hochstens 20 % betragen.

— Die mittlere Anzahl an juvenilen Tieren pro Replikat (in die jeweils 10 adulte weibliche Tiere eingesetzt
wurden), sollte am Ende des Tests mindestens 50 betragen.

— Der berechnete Variationskoeffizient fir die Anzahl juveniler Tiere pro Replikat sollte am Ende des
Reproduktionstests hochstens 30 % betragen.
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REFERENZCHEMIKALIE

7. Der ECx-Wert und/oder die NOEC einer Referenzchemikalie sind zu ermitteln, um angemessene Bedingungen
fir den Labortest sicherzustellen und um gewahrleisten zu konnen, dass sich die Reaktion der Testorganismen
im Laufe der Zeit nicht gedndert hat. Dimethoat (CAS 60-51-5) ist eine geeignete Referenzchemikalie, die sich
nachweislich auf die Populationsgroe auswirkt (4). Alternativ kann als Referenzchemikalie auch Borsdure (CAS
10043-35-3) verwendet werden, fir die allerdings weniger Erfahrungen vorliegen. Zwei Versuchspline
kommen in Betracht:

— Die Referenzchemikalie kann parallel zur Toxizititspriifung der einzelnen Priifchemikalien in einer einzigen
Konzentration getestet werden, die zuvor in einer Dosis-Wirkungs-Studie nachweislich zu einer
Reduzierung der Anzahl juveniler Tiere um > 50 % gefiihrt hat. In diesem Fall muss die Zahl der Replikate
mit der Zahl der Kontrollen iibereinstimmen (siche Nummer 29).

— Alternativ kann die Referenzchemikalie ein- bis zweimal jahrlich in einem Dosis-Wirkungs-Test gepriift
werden. Je nach Versuchsplan konnen sich die Zahl der Konzentrationen und der Replikate sowie der
Abstandsfaktor (siche Nummer 29) unterscheiden; es sollte jedoch eine Wirkung im Bereich von 10-90 %
erzielt werden (Abstandsfaktor 1,8). Der ECy,-Wert fiir Dimethoat basierend auf der Anzahl juveniler Tiere
muss zwischen 3,0 und 7,0 mg Wirkstoff/kg Boden (bezogen auf das Trockengewicht) liegen. Nach den
bislang erzielten Ergebnissen mit Borsdure sollte der EC,,-Wert fiir die Anzahl juveniler Tiere zwischen 100
und 500 mg/kg Boden (bezogen auf das Trockengewicht) liegen.

BESCHREIBUNG DES TESTS
Priifgefifle und Apparatur

8. Fir den Versuch sollten Priifgefiffe aus Glas oder einem sonstigen chemisch inerten Material mit einem
Durchmesser von 3-5 c¢cm (bis zu einer Hohe von > 1,5 cm mit Bodensubstrat befiillt) und mit dicht
schliefendem Deckel verwendet werden. Vorzugsweise sollten die Gefidfe einen Schraubverschluss besitzen, da
diese Gefife zweimal wochentlich beliiftet werden konnen. Alternativ kénnen Abdeckungen verwendet
werden, die einen direkten Gasaustausch zwischen dem Substrat und der Atmosphire zulassen (z. B. Gaze). Da
wahrend des gesamten Tests ein hinreichend hoher Feuchtegehalt gewahrleistet sein muss, muss das Gewicht
der einzelnen Priifgefiffe im Laufe des Tests kontrolliert und gegebenenfalls Wasser nachgefiillt werden.
Besonders bei Gefiflen ohne Schraubverschluss kann dies wichtig sein. Wenn ein nicht transparentes Priifgefif§
verwendet wird, muss die Abdeckung aus einem lichtdurchldssigen Material bestehen (z. B. einer perforierten
transparenten Abdeckung) und gleichzeitig dafiir sorgen, dass die Milben nicht aus dem Gefif8 entweichen
konnen. Grole und Typ der Priifgefifle hdngen von der Extraktionsmethode ab (siche Anlage 5). Wenn die
Extraktion unter Wirmezufuhr unmittelbar aus dem Priifgefiff erfolgt, kann ein Bodensieb mit geeigneter
Maschenweite verwendet werden (das bis zur Extraktion verschlossen ist); der Boden muss tief genug sein, um
das notige Temperatur- und Feuchtegefille zu gewéhrleisten.

9.  Es wird die tibliche Laborausriistung insbesondere mit folgenden Bestandteilen benétigt:
— vorzugsweise Glasgefifle mit Schraubdeckeln;
— Trockenschrank;
— Stereomikroskop;
— Pinsel zum Aufnehmen der Milben
— pH-Messgerit und Luxmeter;
— Waagen mit geeigneter Genauigkeit;
— geeignete Vorrichtungen zur Temperaturregelung;

— geeignete Ausriistung zur Feuchtigkeitsregelung (nicht erforderlich, wenn die Expositionsgefifie mit Deckeln
verschlossen werden);

— Inkubator mit Temperaturregelung oder kleiner Raum;
— Extraktionsvorrichtung (siehe Anlage 5) (13);
— Beleuchtung von oben mit Regelung;

— Gefifle zur Aufnahme der extrahierten Milben.
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Herstellung des kiinstlichen Bodens

10. Fir diesen Test wird ein kiinstlicher Boden mit folgenden Bestandteilen verwendet (alle Angaben bezogen auf
die Trockenmasse):

— 5 % Sphagnum-Torf, luftgetrocknet und fein gemahlen (eine Partikelgroffe von 2 + 1 mm ist annehmbar);
— 20 % Kaolin-Ton (mit einem Kaolinit-Anteil vorzugsweise von mehr als 30 %);

— ca. 74 % luftgetrockneter Industriesand (je nach erforderlichem CaCO,-Anteil), hauptsichlich feiner Sand
mit mehr als 50 % Partikeln mit einer Grofle von 50-200 pm; die genaue Menge des Sands hingt vom
CaCO,-Gehalt ab (s. u.); insgesamt muss ein Anteil von 75 % erreicht werden.

— < 1,0 % Calciumcarbonat (CaCO,, pulverisiert, Analysequalitit), um einen pH-Wert von 6,0 * 0,5 zu
erzielen; wie viel Calciumcarbonat hinzuzugeben ist, kann vor allem von der Qualitit/Beschaffenheit des
Torfs abhidngen (siche Hinweis 1).

Hinweis 1: Wie viel CaCO, zu verwenden ist, hingt von den Bestandteilen des Bodensubstrats ab und ist
unmittelbar vor Testbeginn durch Messung des pH-Werts der Unterproben des Bodens zu ermitteln (14).

Hinweis 2: Bei diesem Test hat der kiinstliche Boden einen anderen Torfgehalt als bei anderen Priifmethoden mit
terrestrisch lebenden Organismen, wo der Torfanteil in der Regel bei 10 % liegt (z. B. (15)). Nach EPPO (16)
enthdlt ein typischer landwirtschaftlich genutzter Boden hochstens 5 % organische Bestandteile; die
Reduzierung des Torfgehalts entspricht somit der eingeschrinkten Fihigkeit eines Naturbodens zur Sorption
der Priifchemikalie an organischen Kohlenstoff.

Hinweis 3: Falls erforderlich (z. B. fiir spezifische Testanforderungen), konnen auch natiirliche Boden von nicht
verunreinigten Bezugsorten als Test- und/oder Kultursubstrate dienen. Wird natiirlicher Boden verwendet,
sollten mindestens die Herkunft (Entnahmeort), der pH-Wert, die Textur (Partikelgrofenverteilung) und der
Gehalt an organischen Bestandteilen charakterisiert werden. Soweit verfiigbar, sind auch Typ und Name des
Bodens nach der Bodenklassifikation anzugeben, und der Boden darf nicht kontaminiert sein. Handelt es sich
bei der Priifchemikalie um ein Metall oder eine metallorganische Verbindung, sollte auch die Kationenaustausch-
kapazitit (KAK) des natiirlichen Bodens ermittelt werden. Da in der Regel kaum Hintergrundinformationen
tiber natiirliche Boden vorliegen, sollte den Validititskriterien besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden.

11. Die trockenen Bestandteile des Bodens werden griindlich gemischt (z. B. in einem grofen Labormischer). Zur
Bestimmung des pH-Werts wird eine Mischung aus Boden und 1 M Calciumchlorid- (KCI) oder 0,01 M
Calciumchlorid-Losung (CaCl,) im Verhiltnis 1:5 verwendet (siehe (14) und Anlage 3). Wenn der Boden saurer
als erforderlich ist (siche Nummer 10), kann der pH-Wert durch Zugabe einer geeigneten Menge CaCO,
korrigiert werden. Ist der Boden zu alkalisch, kann der pH-Wert durch Zugabe einer grofleren Menge der
Mischung mit den ersten drei der unter Nummer 10 beschriebenen Bestandteile (aber ohne CaCO,) korrigiert
werden.

12. Die maximale Wasserhaltefdhigkeit des kiinstlichen Bodens wird nach den in Anlage 2 beschriebenen Verfahren
ermittelt. 2 bis 7 Tage vor Beginn der Priifung wird der trockene kiinstliche Boden angefeuchtet, indem so viel
destilliertes oder entionisiertes Wasser hinzugegeben wird, bis etwa die Hilfte des endgiiltigen Wasservolumens
erreicht ist (40-60 % der maximalen Wasserhaltefdhigkeit). Der Feuchtegehalt wird auf 40-60 % der maximalen
Wasserhaltefahigkeit eingestellt, indem die Losung mit der Priifchemikalie undfoder destilliertes oder
entionisiertes Wasser hinzugegeben wird (siche Nummern 16-18). Eine zusitzliche grobe Priifung des
Feuchtegehalts des Bodens wird vorgenommen, indem der Boden vorsichtig in der Hand gedriickt wird; bei
richtigem Feuchtegehalt sollten Wassertropfchen zwischen den Fingern austreten.

13. Der Feuchtegehalt des Bodens wird zu Beginn und am Ende der Priifung durch Trocknung bei 105 °C auf ein
konstantes Gewicht gemafl ISO 11465 (17) gemessen; die Messung des pH-Werts erfolgt gemdfl Anlage 3 oder
ISO 10390 (14). Diese Messungen sind an zusitzlichen milbenfreien Proben sowohl aus den Kontrollboden als
auch aus den einzelnen Boden mit Testkonzentrationen vorzunehmen. Wenn saure oder basische Chemikalien
gepriift werden, sollte der pH-Wert des Bodens nicht justiert werden. Der Feuchtegehalt ist wahrend der
gesamten Priifung durch regelmifSiges Wiegen der GefifSe zu iiberwachen (siche Nummern 20 und 24).
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Auswahl und Vorbereitung der Testtiere

14. In diesem Versuch wird die Art Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883) verwendet. Fiir den Teststart
werden adulte weibliche Milben aus einer synchronisierten Gruppe benotigt. Die Milben sind etwa 7-14 Tage
nach Erreichen des adulten Stadiums, d. h. 28-35 Tage nach Beginn der Eiablage in der Synchronisation
einzusetzen (siche Nummer 3 und Anlage 4). Die Herkunft der Milben bzw. die Anbieter und die Kultivierungs-
bedingungen im Labor sind zu protokollieren. Wird eine Milbenkultur im Labor gehalten, sollte die Identitit
der jeweiligen Art mindestens einmal jahrlich bestdtigt werden. Ein Identifikationsblatt liegt als Anlage 6 bei.

Herstellung der Testkonzentrationen

15. Die Priifchemikalie wird in den Boden gemischt. Organische Losungsmittel, die als Hilfsmittel zur Behandlung
des Bodens mit der Priifchemikalie verwendet werden, sollten aufgrund ihrer geringen toxischen Wirkung auf
die Milben gewidhlt werden, und im Versuchsplan ist eine angemessene Losungsmittelkontrolle vorzusehen
(siehe Nummer 29).

Wasserldsliche Priifchemikalien

16. Eine Losung der Priffchemikalie wird in einer fiir alle Replikate einer Testkonzentration ausreichenden Menge in
entionisiertem Wasser hergestellt. Dabei sollte moglichst so viel Wasser verwendet werden, dass der
erforderliche Feuchtegehalt (d. h. 40-60 % der maximalen Wasserhaltefahigkeit (siche Nummer 12)) erreicht
wird. Jede Losung der Priifchemikalie wird griindlich mit einer Charge des befeuchteten Bodens gemischt und
anschliefend in das Priifgefaf gegeben.

Nicht wasserlosliche Priifchemikalien

17. Prifchemikalien, die nicht in Wasser, sondern nur in organischen Lésungsmitteln 16slich sind, konnen in der
kleinstmoglichen Menge eines geeigneten Losungsmittels (z. B. Aceton) gelost werden. Es sollten jedoch nur
flichtige Losungsmittel verwendet werden. Werden derartige Losungsmittel verwendet, miissen alle
Testkonzentrationen und die Kontrolle dieselbe Mindestmenge dieses Losungsmittels enthalten. Das
Losungsmittel wird aufgespritht oder mit einer kleinen Menge (z. B. 10 g) Quarzsand gemischt. Der gesamte
Sandgehalt des Substrats ist auf diese Menge zu korrigieren. Anschliefend wird das Losungsmittel mindestens
eine Stunde lang unter einer Abzugshaube verdampft. Diese Mischung aus Quarzsand und Priifchemikalie wird
zum angefeuchteten Boden hinzugegeben und mit einer angemessenen Menge entionisierten Wassers griindlich
vermischt, um den erforderlichen Feuchtegehalt zu erhalten. Die endgiiltige Mischung wird in die Priifgefifse
gegeben. Zu beachten ist, dass manche Losungsmittel fiir Milben toxisch sein konnen. Wenn tiber die Toxizitit
des Losungsmittels bei Milben nichts bekannt ist, wird empfohlen, eine zusdtzliche Wasserkontrolle ohne
Tragerstoff zu verwenden. Wird angemessen nachgewiesen, dass das Losungsmittel (in den zu verwendenden
Konzentrationen) keine Wirkung zeigt, braucht die Wasserkontrolle nicht beriicksichtigt zu werden.

In Wasser und organischen Losungsmitteln schlecht losliche Priifchemikalien

18. Bei in Wasser und in organischen Losungsmitteln schlecht loslichen Chemikalien werden 2,5 g fein gemahlener
Quarzsand pro Priifgefiff (z. B. 10 g feiner Quarzsand fiir vier Replikate) mit der bendtigten Menge
Priifchemikalie gemischt, um die gewiinschte Testkonzentration zu erhalten. Der gesamte Sandanteil des
Substrats sollte auf diese Menge korrigiert werden. Diese Mischung aus Quarzsand und Priifchemikalie wird
zum angefeuchteten Boden hinzugegeben und mit einer angemessenen Menge entionisierten Wassers griindlich
vermischt, um den erforderlichen Feuchtegehalt zu erhalten. Die endgiiltige Mischung wird auf die Priifgefife
verteilt, das Verfahren wird fiir alle Testkonzentrationen wiederholt und es wird eine geeignete Kontrolle
hergestellt.

VERFAHREN
Testgruppen und Kontrollen

19. Fir jedes Kontroll- und Priifgefiff werden jeweils zehn adulte weibliche Tiere in 20 g kiinstlichem Boden
(bezogen auf die Trockenmasse) empfohlen. Die Testorganismen sind innerhalb von zwei Stunden nach der
Herstellung des fertigen Testsubstrats (d. h. nach Applikation der Priifchemikalie) einzusetzen. In besonderen
Fillen (z. B. wenn die Alterung ein entscheidender Faktor ist) kann die Zeitspanne zwischen der Herstellung des
fertigen Testsubstrats und dem Einsetzen der Milben verlingert werden (fir Einzelheiten zur Alterung siehe
(18)); dies ist jedoch wissenschaftlich zu begriinden.
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20. Nach dem Einsetzen in den Boden werden die Milben gefiittert und das Anfangsgewicht eines jeden TestgefdfSes
bestimmt, welches als Bezugsgroe zur Uberwachung des Feuchtegehalts des Bodens wihrend der gesamten
Priifung dient; siche Nummer 24. Anschliefend werden die Priifgefifie verschlossen, wie unter Nummer 8
beschrieben, und in die Priifkammer gestellt.

21. Fir jede der unter den Nummern 15-18 beschriebenen Methoden fiir die Applikation der Priifchemikalie sind
entsprechende Kontrollen herzustellen. Die beschriebenen Verfahren sind dieselben wie fiir die Herstellung der
Kontrollen, aufler dass keine Priifchemikalie zugegeben wird. Folglich werden den Kontrollen gegebenenfalls
organische Losungsmittel, Quarzsand oder sonstige Trigerstoffe in denselben Konzentrationen/Mengen wie in
den Priifgefiflen zugegeben. Wird ein Losungsmittel oder ein sonstiger Trigerstoff zur Priifchemikalie
hinzugegeben, von dem die Toxizitdt nicht bekannt ist, so ist eine zusitzliche Kontrolle ohne Trigerstoff bzw.
ohne Priifchemikalie herzustellen und zu testen (siche Nummer 17).

Priifbedingungen

22. Die Prisftemperatur betragt 20 + 2 °C und sollte mindestens tiglich erfasst und gegebenenfalls korrigiert
werden. Der Test wird in kontrollierten Hell-/Dunkel-Zyklen (vorzugsweise 16 Stunden Licht und 8 Stunden
Dunkelheit) mit einer Beleuchtungsstirke von 400-800 lux im Umfeld der Priifgefifle durchgefihrt. Aus
Griinden der Vergleichbarkeit gelten dieselben Bedingungen wie in anderen Tests zur Bestimmung der
Okotoxizitit in Béden (z. B. (15)).

23. Gasaustausch sollte gewihrleistet werden, indem die (mit Schraubverschliisssen versehenen) Priifgefife
mindestens zweimal wochentlich beliiftet werden. Sind die Gefifle mit Gaze verschlossen, muss besonders auf
den Feuchtegehalt des Bodens geachtet werden (siche Nummern 8 und 24).

24. Der Wassergehalt des Bodensubstrats in den Priifgefifien wird wahrend der gesamten Priifung durch Wiegen
kontrolliert und gegebenenfalls durch regelmifiges Nachwissern der Gefifle (z. B. einmal wochentlich)
aufrechterhalten. Verluste werden gegebenenfalls mit entionisiertem Wasser ausgeglichen. Der Feuchtegehalt
wahrend der Priifung darf hochstens um 10 % vom Ausgangswert abweichen.

Fiitterung

25. Kiasemilben (Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)) haben sich nachweislich als geeignete Futterquelle
erwiesen. Kleine Collembolen (z. B. juvenile Folsomia candida Willem, 1902, oder Onychiurus fimatus (19), (20),
Enchytracen (z. B. Enchytraeus crypticus Westheide & Graefe, 1992) oder Nematoden (z. B. Turbatrix silusize de
Man, 1913)) konnten ebenfalls geeignet sein (21). Es wird empfohlen, das vorgesehene Futter vor Verwendung
im Test zu priifen. Um die Validitdtskriterien zu erfiillen, miissen Art und Menge des Futters gewahrleisten, dass
sich eine angemessene Anzahl juveniler Tiere entwickelt (Nummer 6). Bei der Auswahl der Futtertiere sollte
auch die Wirkungsweise der Priifchemikalie beriicksichtigt werden (beispielsweise kann ein Akarizid auch fiir
die Futtermilben giftig sein; siche Nummer 26).

26. Futter ist ad libitum bereitzustellen (d. h. jedes Mal eine kleine Menge, etwa eine Spatelspitze). Dazu kann auch
ein Sauger mit geringer Saugwirkung, wie er fiir den Collembolen-Test vorgeschlagen wird, oder ein feiner
Pinsel verwendet werden. Gewohnlich reicht es, das Futter zu Beginn der Priifung und danach zwei- bis dreimal
wochentlich anzubieten. Wenn die Priffchemikalie fiir die Futtertiere eindeutig toxisch ist, sollte haufigeres
Fiittern und/oder ein anderes Futter in Betracht gezogen werden.

Wahl der Testkonzentrationen

27. Vorkenntnis der Toxizitdt der Priifchemikalie (z. B. aus Vorversuchen) erleichtert die Wahl geeigneter
Testkonzentrationen. Falls erforderlich, wird ein Vorversuch mit fiinf Konzentrationen der Priifchemikalie im
Bereich 0,1-1 000 mg/kg trockener Boden mit jeweils mindestens einem Replikat fur die Priif- und die
Kontrollgefifie durchgefiihrt. Der Vorversuch dauert 14 Tage; anschlieflend werden die Mortalitdt der adulten
Milben und die Zahl der juvenilen Tiere ermittelt. Der Konzentrationsbereich im endgiltigen Test sollte
vorzugsweise so gewihlt werden, dass er Konzentrationen umfasst, die die Zahl der juvenilen Tiere
beeinflussen, nicht jedoch das Uberleben der Muttertiere. Bei Chemikalien, die bei fast gleichen
Konzentrationen letal und subletal wirken, ist dies unter Umstinden nicht moglich. Die im Test verwendeten
Konzentrationen sollten in jedem Fall die Wirkungskonzentration (z. B. ECy,, EC,; und EC,;) und den
Konzentrationsbereich, in dem die Wirkung der Prifchemikalie von Interesse ist, einschliefen. Eine
Extrapolation deutlich unterhalb der niedrigsten Konzentration, bei der eine Wirkung auf die Testorganismen
auftritt, oder oberhalb der hochsten gepriiften Konzentration sollte nur in Ausnahmefillen stattfinden und ist
im Bericht umfassend zu begriinden.



1.3.2016 Amtsblatt der Europdischen Union L 54/187

Versuchsplan
Dosis-Wirkung-Tests

28. Gestiitzt auf die Empfehlungen aus einem anderen Ringtest (Enchytraeen-Reproduktionstest, (22)) werden drei
Versuchspline vorgeschlagen. Die generelle Eignung aller drei Pline wurde durch das Ergebnis der H. aculeifer-
Validierung bestitigt.

29. Bei der Festlegung der Konzentrationsspanne sollten die folgenden Aspekte beriicksichtigt werden:

— Zur Ermittlung des EC -Wertes (z. B. EC,, oder EC,) sind zwolf Konzentrationen zu priifen. Empfohlen
werden mindestens zwei Replikate pro Testkonzentration und sechs Replikate pro Kontrolle. Der
Abstandsfaktor kann variieren, d. h. im erwarteten Wirkungsbereich maximal 1,8 und bei den héheren und
niedrigeren Konzentrationen iiber 1,8).

— Zur NOEC-Bestimmung sollten mindestens fiinf Konzentrationen in einer geometrischen Reihe gepriift
werden. Empfohlen werden vier Replikate pro Testkonzentration plus acht Kontrollen. Die Konzentrationen
diirfen sich maximal um den Faktor 2,0 unterscheiden.

— Ein kombinierter Ansatz ermoglicht die Bestimmung sowohl des NOEC- als auch des EC-Wertes.
Empfohlen werden acht Priifkonzentrationen in einer geometrischen Reihe sowie vier Replikate pro
Priifkonzentration plus acht Kontrollen. Die Konzentrationen diirfen sich maximal um den Faktor 1,8
unterscheiden.

Limit-Test

30. Zeigen sich im Vorversuch bei der hochsten Konzentration (1 000 mg/kg trockener Boden) keine Wirkungen,
kann der endgiiltige Reproduktionstest als Limit-Test mit der Testkonzentration 1 000 mg/kg durchgefiihrt
werden. Mit einem Limit-Test ldsst sich nachweisen, dass der NOEC- oder der EC,,-Wert fiir die Reproduktions-
leistung iiber der Limit-Konzentration liegt, wahrend die Zahl der fiir den Test verwendeten Milben gleichzeitig
auf ein Minimum begrenzt ist. Sowohl fiir den behandelten Boden als auch fiir die Kontrolle sind jeweils acht
Replikate vorzusehen.

Testdauer und Messungen

31. Alle beobachteten Unterschiede in Verhalten und Morphologie zwischen den Milben in der Kontrolle und den
Milben in den Priifgefifen sind aufzuzeichnen.

32. An Tag 14 werden die iiberlebenden Milben unter Licht-/Wirmeeinfluss oder nach einer anderen geeigneten
Methode (siche Anlage 5) extrahiert. Juvenile (d. h. Larven, Protonymphen und Deutonymphen) und adulte
Tiere werden separat gezdhlt. Adulte Milben, die zu diesem Zeitpunkt nicht gefunden werden, gelten als tot,
wobei davon ausgegangen wird, dass die Milben vor der Bewertung abgestorben sind und sich zersetzt haben.
Die Wirksamkeit der Extraktion ist ein- oder zweimal jahrlich in Kontrollen mit einer bekannten Anzahl adulter
und juveniler Tiere zu validieren. Sie sollte im Schnitt bei allen Entwicklungsstadien bei iiber 90 % liegen (siche
Anlage 5). Die Zdhlungen der Adulten und Juvenilen diirfen nicht mit Blick auf die Erfullung des Wirksamkeits-
kriteriums angepasst werden.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Auswertung der Ergebnisse

33. Fir Informationen iiber die statistischen Methoden fiir die Auswertung der Testergebnisse siche Nummern 36
bis 41 sowie OECD-Dokument 54 ,Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to
Application‘ (31).

34. Hauptendpunkt des Tests ist die Reproduktionsleistung, in diesem Fall die Zahl der pro PriifgefafSreplikat (mit
jeweils 10 eingesetzten adulten Weibchen) produzierten juvenilen Tiere. Fiir die statistische Analyse miissen fiir
jede Testkonzentration und fiir jede Kontrolle das arithmetische Mittel (S) und die Varianz (s der Reproduk-
tionsleistung berechnet werden. X und s? werden fiir ANOVA-Verfahren wie den Student-, den Dunnett- oder
den Williams-Test sowie fiir die Berechnung der 95 %-Konfidenzgrenzen verwendet.

Hinweis: Dieser Hauptendpunkt entspricht der Fruchtbarkeit, gemessen als Zahl der wihrend der Priifung
produzierten lebenden juvenilen Tiere geteilt durch die Zahl der bei Priffungsbeginn eingesetzten weiblichen
Elterntiere.
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35. Die Zahl der in den unbehandelten Kontrollen ist ein Hauptvalidititskriterium und muss aufgezeichnet werden.
Wie schon beim Vorversuch sind im Schlussbericht auch alle anderen Anzeichen von Schadwirkungen
festzuhalten.

EC,

36. EC,-Werte, einschlieflich ihrer entsprechenden oberen und unteren 95 %-Konfidenzgrenzen, fiir den Parameter
gemidfl Nummer 34 sind nach geeigneten statistischen Methoden (z. B. Probit-Analysen, Logit- oder Weibull-
Modell, Trimmed Spearman-Karber-Methode oder einfache Interpolation (11)) zu berechnen. Ein EC -Wert wird
ermittelt, indem ein x % des Kontrollmittelwertes entsprechender Wert in die entstandene Gleichung eingesetzt
wird. Um den EC,;-Wert oder einen beliebigen anderen EC -Wert zu ermitteln, sollten die firr die einzelnen
Priifgefifie berechneten Mittelwerte (x) einer Regressionsanalyse unterzogen werden.

NOEC/LOEC

37. Zur Bestimmung der NOEC-/[LOEC-Werte durch statistische Analyse sind statistische Auswertungen fiir jedes
Gefifl erforderlich (wobei einzelne Gefifle als Replikate gelten.) Es sollten geeignete statistische Methoden
angewendet werden (gemidfl OECD-Dokument 54 ,Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data:
A Guidance to Application). Grundsitzlich gilt, dass Schadwirkungen der Priifchemikalie im Vergleich zur
Kontrolle mit einer einseitigen (kleineren) Hypothesenpriifung bei p < 0,05 zu untersuchen sind. Siehe Beispiele
in den folgenden Absitzen.

38. Die Normalverteilung der Daten kann z. B. anhand der Kolmogorov-Smirnov-Methode (,Goodness-of-Fit-Test'),
anhand einer Prifung zur Ermittlung des Quotienten aus Spannweite und Standardabweichung (range to
standard deviation ratio, R[s-Test) oder anhand des Shapiro-Wilk-Tests (zweiseitig, p < 0,05) untersucht werden.
Mit dem Cochran-Test, dem Levene-Test oder dem Bartlett-Test (zweiseitig, p < 0,05) kann die Varianzho-
mogenitdt gepriift werden. Wenn die Bedingungen parametrischer Testverfahren (Untersuchung auf
Normalverteilung und Varianzhomogenitit) erfiillt sind, konnen eine einseitige Varianzanalyse (ANOVA) und
anschliefend Multi-Comparison-Tests durchgefithrt werden. Mit paarweisen Vergleichstests (z. B. dem Dunnett-
t-Test) oder Step-down-Trendtests (z. B. mit dem Williams-Test bei monotoner Dosis-Wirkung-Beziehung) kann
berechnet werden, ob zwischen den Kontrollen und den verschiedenen Priifkonzentrationen signifikante
Unterschiede (p < 0,05) bestehen (Auswahl des empfohlenen Tests gemidfl OECD-Dokument 54 ,Current
Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application). Andernfalls sollten nicht
parametrische Methoden (z. B. ein U-Test mit Bonferroni-/Holm-Korrektur oder ein Jonckheere-Terpstra-
Trendtest) verwendet werden, um den NOEC- und den LOEC-Wert zu bestimmen.

Limit-Test

39. Wurde ein Limit-Test (Vergleich der Kontrolle mit einer einzigen Testkonzentration) durchgefithrt und sind die
Bedingungen fiir parametrische Prifverfahren (Normalitit, Homogenitit) erfullt, konnen metrische Reaktionen
mit dem Student-t-Test ausgewertet werden. Sind diese Bedingungen nicht erfiillt, so kann ein t-Test fiir
ungleiche Varianzen (Welch-Test) oder ein nicht-parametrischer Test wie der U-Test nach Mann und Whitney
verwendet werden.

40. Um signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollen (Kontrollen und Losungsmittelkontrollen) zu ermitteln,
konnen die Replikate der einzelnen Kontrollen wie fur den Limit-Test beschrieben gepriift werden. Werden bei
diesen Tests keine signifikanten Unterschiede festgestellt, konnen alle Replikate der Kontrolle und Losungsmittel-
kontrolle gepoolt werden. Anderenfalls sind alle Testkonzentrationen mit der Losungsmittelkontrolle zu
vergleichen.

Priifbericht

40. Der Priifbericht sollte zumindest folgende Angaben enthalten:
— Priifchemikalie
— Identitdt der Priifchemikalie (Charge, Los, CAS-Nummer und Reinheit);

— physikalisch-chemische Eigenschaften der Priffchemikalie (z. B. log K,,, Wasserloslichkeit, Dampfdruck
und Henry-Konstante (H) sowie vorzugsweise Angaben zum Verbleib der Priifchemikalie im Boden).

— Testorganismen
— Identifizierung und Bezugsquelle der Testorganismen, Beschreibung der Aufzuchtbedingungen;

— Altersspanne der Testorganismen;
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— Priifbedingungen
— Beschreibung des Priifprotokolls und des Priifverfahrens;

— Angaben zur Herstellung des Testbodens; detaillierte Spezifikation, wenn natiirlicher Boden verwendet
wird (Herkunft, Geschichte, Partikelgrofenverteilung, pH-Wert, organische Bestandteile und — falls
verfugbar — Einstufung);

— maximale Wasserhaltekapazitit des Bodens;

— Beschreibung des Verfahrens zur Einbringung der Priiffchemikalie in den Boden;

— nihere Angaben zu chemischen Hilfsstoffen, die zur Applikation der Priifchemikalie verwendet wurden;
— Grofe der Priifgefifie und Trockenmasse des Testbodens pro Gefafs;

— Priifbedingungen: Lichtintensitdt, Dauer der Hell-/Dunkel-Zyklen, Temperatur;

— Beschreibung des Fiitterungsregimes; Typ und Menge des im Versuch verwendeten Futters; Zeitpunkte
der Futterung;

— pH-Wert und Wassergehalt des Bodens zu Beginn und wihrend der Priifung (Kontrolle und jede
einzelne Testkonzentration);

— detaillierte Beschreibung des Extraktionsverfahrens und der Wirksambkeit des Verfahrens.
— Priifergebnisse
— Zahl der in den einzelnen Priifbehiltern ermittelten juvenilen Tiere am Ende der Priifung;

— Zahl der am Ende der Priffung in den einzelnen Priifbehiltern ermittelten adulten Weibchen und
abgestorbenen adulten Tiere ( %);

— Beschreibung deutlicher Symptome oder ausgepragter Verhaltensinderungen;
— Ergebnisse mit der Referenzchemikalie;

— zusammenfassende Statistik (EC.-Werte und/oder NOEC) einschlieflich der 95 %-Konfidenzintervalle
und einer Erlduterung der Berechnungsmethode;

— grafische Darstellung der Dosis-Wirkung-Beziehung;

— Abweichungen von den fur diese Priifmethode beschriebenen Verfahren und auflergewohnliche
Vorkommnisse wahrend der Priifung.
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Anlage 1

Begriffsbestimmungen

Die folgenden Definitionen beziehen sich auf die vorliegende Priifmethode. (Bei dieser Priifung werden alle
Wirkungskonzentrationen als Masse der Priifchemikalie bezogen auf die Trockenmasse des Testbodens ausgedriickt.)

Chemikalie: Stoff oder ein Gemisch.

ECx (Konzentration fiir eine Wirkung von x %): die Konzentration, die im Vergleich zur Kontrolle innerhalb eines
bestimmten Expositionszeitraums eine x %ige Wirkung auf die Testorganismen zeigt. Ein EC,-Wert ist beispielsweise
eine Konzentration, bei der davon ausgegangen wird, dass sie sich innerhalb eines bestimmten Expositionszeitraums
bei 50 % einer exponierten Population auf einen Priifungsendpunkt auswirkt.

LOEC (Niedrigste messbare Konzentration mit statistisch signifikanter Wirkung): niedrigste Konzentration
einer Priifchemikalie, die im Vergleich zur Kontrolle innerhalb eines bestimmten Expositionszeitraums eine statistisch
signifikante Wirkung (p < 0,05) zeigt.

NOEC (Hochste messbare Konzentration ohne statistisch signifikante Wirkung): die Konzentration der
Priifchemikalie, bei der keine Wirkung gemessen wird. Fiir diesen Test zeigt die dem NOEC-Wert entsprechende
Konzentration im Vergleich zur Kontrolle innerhalb eines bestimmten Expositionszeitraums keine statistisch
signifikante Wirkung (p < 0,05).

Priifchemikalie: beliebiger Stoff oder beliebiges Gemisch, der bzw. das nach dieser Methode gepriift wird.
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Anlage 2

Bestimmung der maximalen Wasserhaltekapazitit des kiinstlichen Bodens

Die folgende Methode hat sich zur Bestimmung der maximalen Wasserhaltekapazitdt des Bodens bewihrt. Sie ist in
Anhang C von ISO DIS 11268-2 (Bodenbeschaffenheit — Wirkungen von Schadstoffen auf Regenwiirmer (Eisenia
fetida). Teil 2: Bestimmung der Wirkung auf die Reproduktionsleistung (23) beschrieben.

Mit einer geeigneten Vorrichtung zur Probenahme (Stechzylinder etc.) eine bestimmte Menge (z. B. 5 g) Priifboden
entnehmen. Den Zylinder auf der Unterseite mit Filterpapier abdecken, anschliefend mit Wasser fiillen und auf
einem Gestell in ein Wasserbad setzen. Den Zylinder allméahlich eintauchen, bis der Boden durch das Wasser bedeckt
ist, und etwa drei Stunden im Wasser belassen. Da nicht alles durch die Bodenkapillare aufgenommene Wasser im
Substrat gehalten werden kann, den Zylinder mit der Bodenprobe zur Entwisserung zwei Stunden in einem
geschlossenen Gefifs (um eine Austrocknung zu verhindern) auf sehr feuchten, fein gemahlenen Quarzsand stellen.
Anschliefend die Probe wiegen und bei 105 °C bis zur Massekonstanz trocknen. Die Wasserhaltekapazitit (Water
Holding Capacity, WHC) kann dann wie folgt berechnet werden:

S D

WHC ( in % Trockenmasse) = % x 100

Dabei sind:
S = das wassergesittigte Substrat + Masse des Zylinders + Masse des Filterpapiers
T = Tara (Masse des Zylinders + Masse des Filterpapiers)

D = Trockenmasse des Substrats
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Anlage 3

Bestimmung des pH-Wertes von Boden

Die folgende Methode zur Bestimmung des pH-Wertes von Boden beruht auf ISO DIS 10390: Bodenbeschaffenheit;
Bestimmung des pH-Wertes (16).

Eine vorgegebene Menge Boden fiir mindestens 12 Stunden bei Raumtemperatur trocknen. Eine Suspension aus
(mindestens 5 g) Boden in einer 1 M Losung analysenreinen Kaliumchlorids (KCl) oder einer 0,01 M Losung
analysenreinen Calciumchlorids (CaCl,) im Verhaltnis 1:5 herstellen. Anschliefend die Suspension fir finf Minuten
kraftig schiitteln und dann mindestens 2, aber nicht linger als 24 Stunden ruhen lassen. Der pH-Wert der fliissigen
Phase wird mit einem pH-Messgerit gemessen, das vor jeder Messung mit einer geeigneten Reihe an Pufferldsungen
(z. B. pH 4,0 und 7,0) kalibriert wurde.
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Anlage 4

Anzucht von Hypoaspis (Geolaelaps ) aculeifer und Lebensmittelmilben und Synchronisation
der Kulturen

Anzucht von Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer:

Die Kulturen konnen in Kunststoffgefifien oder in Glasgefifen in einer Mischung aus Gips- und Holzkohlepulver im
Verhaltnis 9:1 gehalten werden. Der Gips kann erforderlichenfalls durch Zugabe einiger Tropfen destillierten oder
entionisierten Wassers feucht gehalten werden. Die optimale Temperatur der Kultur liegt bei 20 + 2 °C; die
Photoperiode (Hell-/Dunkel-Phasen) ist fiir diese Art nicht von Bedeutung. Als Futter konnen Milben der Arten
Typrophagus putrescentiae oder Caloglyphus sp. verwendet werden. (Lebensmilben sind mit Vorsicht zu handhaben, da
sie bei Menschen Allergien auslosen konnen.) Nematoden, Enchytracen und Collembolen sind als Futter ebenfalls
geeignet. Thre Bezugsquelle sollte protokolliert werden. Die Entwicklung der Population kann mit einem einzigen
weiblichen Tier gestartet werden, denn ménnliche Tiere entwickeln sich in unbefruchteten Eiern. Die Generationen
iiberschneiden sich weitgehend. Ein weibliches Tier kann mindestens 100 Tage lang leben und in diesem Zeitraum
etwa 100 Eier ablegen. Die hochste Ablegeleistung wird erreicht zwischen Tag 10 und Tag 40 (nach Erreichen des
adulten Stadiums) und betrigt 2,2 Eier pro Weibchen-' und Tag~'. Die Ausreifung eines Eis zum adulten Weibchen
dauert bei einer Temperatur von 20 °C etwa 20 Tage. Es empfiehlt sich, mehrere Kulturen anzulegen und vorritig zu
halten.

Anzucht von Typrophagus putrescentiae:

Die Milben werden in Glasgefiffen mit feinem Bierhefepulver gehalten, die wiederum in einen mit KNO,-Losung
gefiillten Plastikeimer gestellt werden, damit die Milben nicht entweichen konnen. Futtermilben werden auf das
Pulver gesetzt und anschlieSend mit einem Spatel vorsichtig unter das Pulver gemischt. Das Pulver ist zweimal
wochentlich zu wechseln.

Synchronisation der Kultur:

Die Testorganismen sollten gleich alt sein (ca. 7 Tage nach Erreichen des adulten Stadiums). Bei einer
Kulturtemperatur von 20 °C wird dies erreicht durch

Ubertragung der weiblichen Tiere in ein sauberes Kulturgefil mit anschlieender Zugabe von Futter in ausreichender
Menge;

— Entnahme der weiblichen Tiere nach zwei bis drei Tagen Zeit fiir die Eiablage;

— Entnahme adulter Testweibchen zwischen Tag 28 und Tag 35 und Ubertragung adulter Weibchen in saubere
Kulturgefife.

Adulte weibliche Tiere sind von mannlichen Tieren und von anderen Entwicklungsstadien leicht zu unterscheiden —
sie sind grofer, aufgebldht und haben einen braunen Riickenschild (ménnliche Tiere sind schlanker und platter).
Noch nicht ausgereifte Tiere sind weifl bis cremefarbig. Die Entwicklungsstadien der Milben verlaufen bei einer
Temperatur 20 °C etwa wie folgt (Abbildung): Eier 5d, Larven 2d, Protonymphen 5d, Deutonymphen 7d, Prioviposi-
tionsperiode der Weibchen2d. Danach haben die Milben das adulte Stadium erreicht.

Abbildung

Entwicklung von Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer bei 20 °C (Entnahme = weibliche Testexemplare)
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Die adulten Testorganismen werden aus der synchronisierten Kultur entnommen und 28-35 Tage nach Beginn der
Eiablage durch die Muttertiere (d. h. 7-14 Tage nach Erreichen des adulten Stadiums) in die Priifgefife gesetzt. Dies
gewihrleistet, dass die Testtiere die Praovipositionsperiode bereits durchlaufen und sich mit ebenfalls im Kulturgefafs
vorhandenen miénnlichen Tieren gepaart haben. Beobachtungen an Laborkulturen lassen darauf schliefen, dass sich
weibliche Tiere unmittelbar oder kurz nach Erreichen des adulten Stadiums paaren, sofern minnliche Tiere
vorhanden sind (Ruf, Vaninnen, pers. Beob.). Der 7-Tage-Zeitraum wurde gewahlt, um die Laborarbeit zu erleichtern
und unterschiedliche Entwicklungen einzelner Exemplare abfedern zu kénnen. Die Eiablage sollte mit mindestens
ebenso vielen weiblichen Tieren begonnen werden, wie letztlich fur die Priifung benotigt werden. (Werden
beispielsweise 400 weibliche Tiere benotigt, sollten auch mindestens 400 weibliche Tiere zwei bis drei Tage Zeit fiir
die Eiablage gehabt haben.) Ausgangspunkt fiir die synchronisierte Population sollten mindestens 1 200 Eier sein
(Geschlechterverhiltnis ca. 0,5, Mortalitdt ca. 0,2). Um Kannibalismus zu vermeiden, sollten pro Gefif§ nicht mehr
als 20-30 Eier legende weibliche Tiere gehalten werden.
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Anlage 5

Extraktionsverfahren

Bei Mikroarthropoden ist Extraktion unter Warmeeinfluss eine geeignete Methode, um die Milben aus dem Boden/
dem Substrat zu locken (siche folgende Abbildung). Da diese Methode auf der Aktivitit der Organismen beruht,
konnen ausschlieflich bewegungsfihige Exemplare erfasst werden. Bei der Extraktion unter Wirmeeinfluss werden
die Lebensbedingungen fiir die Organismen in den Gefiffen allmihlich so verschlechtert, dass sie das Substrat
verlassen und in eine Fixierfliissigkeit fallen (z. B. Ethanol). Entscheidend sind die Dauer der Extraktion und der
Verlauf von guten iiber méfige bis hin zu schlechten Lebensbedingungen. Fiir Okotoxizitétspriifungen muss die
Extraktion so schnell wie moglich erfolgen, weil eine Populationsvermehrung wihrend der Extraktion die Ergebnisse
verfilschen wiirde. Andererseits miissen Temperatur und Feuchte der Probe stets in einem Bereich liegen, bei dem die
Milben sich noch bewegen konnen. Die Erwdrmung einer Bodenprobe bewirkt eine Austrocknung des Substrats.
Erfolgt letztere zu rasch, konnen auch einzelne Milben austrocknen, bevor sie die Chance haben, das Substrat zu
verlassen.

Daher wird folgendes Verfahren empfohlen (24) (25):

Apparatur: Tullgren-Trichter oder vergleichbare Methoden wie Extraktion nach McFadyen (Erwdrmung von oben,
Probe steht iiber einem Trichter).

Erwiarmung: 25 °C 12 h, 35°C 12 h, 45 °C 24 h (insgesamt 48 h); die Temperatur ist im Substrat zu messen.
Fixierfliissigkeit: Ethanol (70 %).

Beschreibung: Von dem fiir die Priifung verwendeten Glasgefif Deckel abnehmen und die Offnung mit
Maschendraht oder Stoff umwickeln. Den Stoff, der eine Maschenweite von 1,0-1,5 mm haben sollte, mit einem
Gummiband fixieren. Danach die Flasche vorsichtig umdrehen und in die Extraktionsapparatur setzen. Die
Maschenweite des Gewebes verhindert, dass das Substrat in die Fixierfliissigkeit sickert, ist aber so grof, dass die
Milben die Probe verlassen kénnen. Nach dem Einsetzen aller Gefiffe mit der Erwdrmung beginnen. Die Extraktion
nach 48 Stunden beenden. Fixierte Gefdfle entnehmen und die Milben unter einem Stereomikroskop zahlen.

Die Extraktionsleistung der gewdhlten Methode muss ein- bis zweimal jihrlich unter Verwendung von Gefiffen mit
einer bekannten Anzahl juveniler und adulter Milben in einem unbehandelten Testsubstrat nachgewiesen werden und
sollte fuir alle Entwicklungsstadien zusammengerechnet bei durchschnittlich = 90 % liegen.

Extraktionsapparatur mit Tullgren-Trichter

Heat
source

Wine
mesh
barrier

Vial of
Ui _“alcohol
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Vorbereitung des Priifgefiffes nach Priifungsende (vor der Extraktion)
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Anlage 6

Identifizierung von Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Unterklasse/Ordnung/Unterord- Familie: Gattung/Untergattung/Art:
nung:
Acari/Parasitiformes/Gamasida Laelapidae Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Autor und F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 23. Januar 2007
Datum:

Literatur: Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. Tierwelt Deutschlands 59.
Teil, 2. Uberarbeitete Auflage: 1-523.

Hughes, AM. (1976). The mites of stored food and houses. Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food, Technical Bulletin 9: 400 S.

Krantz, G.W. (1978). A manual of Acarology. Oregon State University Book Stores, Inc., 509 S.

Bestimmungs- | Tectum mit abgerundetem gezdhntem Rand; Hypostom mit mehr als 6 Zidhnchen; kaudal-dorsale
merkmale: Seten (Z4), nicht sehr lang; dorsale Seten, Biirsten; Genitalschild normal, nicht sehr vergrofert
und nicht bis zum Analschild reichend; hintere Hilfte des Dorsalschilds unpaarige Seten, 2. und
4. Beinpaar mit dicken Makro-Seten; dorsale Seta Z5 etwa doppelt so lang wie J5; fester Chelice-
renfinger mit 12-14 Zihnen und beweglicher Chelicerenfinger mit 2 Zihnen; Linge Idiosoma
520-685 pm.

Hypoaspis miles wird auch zur biologischen Schidlingsbekdmpfung eingesetzt und konnte mit H.
aculeifer verwechselt werden. Hauptunterschied zwischen den beiden Arten:

H. miles gehort zur Unterart Cosmolaelaps und hat messerartige dorsale Seten; H. aculeifer hingegen
gehort zur Unterart Geolaelaps und hat setiforme (borstenformige) dorsale Seten.

100 pm =" Legll (female)

Hypoaspis aculeifer LegIV (fcr;mlc\,d; Hypoaspis aculeifer,
Originalzeichnungen F. Favaji Riickenschild mit charakterist. Seten
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Anlage 7

Basisinformationen zur Biologie von Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Hypoaspis aculeifer gehort zur Familie Lealapidae, Gattung Acari (Milben), Klasse Arachnida, Stamm Arthropoda. Die
Milben leben in allen Arten von Bdden und erndhren sich von anderen Milben, Nematoden, Enchytracen und
Collembolen (26). Bei Futtermangel kommt es zu Kannibalismus (27). Der Korper der Raubmilbe ist untergliedert in
Idiosoma und Gnathosoma. Eine klare Trennung des Idiosoma in Prosoma (Kopf) und Opisthosoma (Bauch) besteht
nicht. Das Gnathosoma (der Kopfschild) tragt die Mundwerkzeuge (z. B. Palpen und Cheliceren). Die dreigliedrigen
Cheliceren sind mit unterschiedlich geformten Zihnen besetzt. Aufler zur Nahrungsaufnahme nutzen die
miénnlichen Tiere ihre Cheliceren vorwiegend, um die Spermatophoren auf die Weibchen zu tibertragen. Ein
Dorsalschild bedeckt nahezu das gesamte Idiosoma. Ein erheblicher Teil des weiblichen Idiosomas entfillt auf die
Fortpflanzungsorgane, die insbesondere kurz vor der Eiablage deutlich ausgeprigt sind. Auf der Bauchseite befinden
sich ebenfalls zwei Schilde: der Sternalschild und der Genitalschild. Alle Beine weisen Borsten und Stacheln auf. Die
Borsten sorgen fir die notige Haftung beim Fortbewegen im oder auf dem Boden. Das erste Beinpaar hat
vorwiegend Antennenfunktion. Das zweite Beinpaar dient nicht nur zur Fortbewegung, sondern auch zum Greifen
der Beute. Die Dornen des vierten Beinpaars konnen sowohl als Schutz als auch zum ,Antrieb* dienen (28).
Minnliche Tiere sind 0,55-0,65 mm lang und wiegen 10-15 pg. Weibliche Tiere haben eine Linge von 0,8-0,9 mm
und ein Gewicht von 50-60 pg (8) (28) (siche Abb. 1).

Abb. 1

Weibliche und miinnliche Milben, Protonymphen und Larven von H. aculeifer

Bei 23 °C werden die Milben nach 16 Tagen (weibliche Tiere) bzw. nach 18 Tagen (minnliche Tiere) geschlechtsreif
(6). Die weiblichen Tiere nehmen das Sperma iiber das Solenostom auf, von wo es in das Ovar gelangt. Dort werden
die Spermien aufbewahrt und reifen heran. Die Befruchtung erfolgt erst nach der Ausreifung der Spermien im Ovar.
Befruchtete und unbefruchtete Eier werden von den Weibchen in Klumpen oder einzeln vorzugsweise in Spalten
oder Lochern abgelegt. Kopulierte Weibchen kénnen Juvenile beider Geschlechter erzeugen; aus Eiern nicht
kopulierter Weibchen gehen ausschlieflich mannliche Tiere hervor. Bei der Entwicklung zur adulten Phase werden
der vier Stadien (Ei — Larve, Larve — Protonymphe, Protonymphe — Deutonymphe, Deutonymphe — adultes Tier)
durchlaufen.

Die Eier sind milchig weif, hyalin, elliptisch und etwa 0,37 mm lang mit fester Hiille. Nach (8) sind die Larven 0,42-
0,45 mm grofl. Sie haben nur drei Beinpaare. Im Kopfbereich werden Palpen und Cheliceren ausgebildet. Die
Cheliceren besitzen einige wenige kleine Zahnchen; diese werden fiir den Schlupfvorgang genutzt. Nach der ersten
Hiutung, 1-2 Tage nach dem Schliipfen, entwickeln sich die Protonymphen. Sie sind ebenfalls weif, 0,45-0,62 mm
lang (8) und haben vier Beinpaare. Die Zahne auf den Cheliceren sind vollstindig ausgebildet. Ab diesem Stadium
beginnen die Milben zu fressen. Dazu wird die Cuticula der Beute mit den Cheliceren durchstochen und ein Sekret
fur die extraintestinale Verdauung in die Beute gespritzt. Der Nahrungsbrei kann dann von der Milbe aufgesaugt
werden. Die Cheliceren dienen auch dazu, grofere Teilchen aus Futterklumpen zu reifen (28). Nach einer weiteren
Hiutung entstehen die Deutonymphen. Sie sind 0,60-0,80 mm lang (8) und gelblich bis hellbraun. Ab dieser Phase
konnen weibliche und mannliche Tiere unterschieden werden. Nach einer weiteren Ecdysis, wihrend der die Tiere
inaktiv sind und sich der braune Schild entwickelt (etwa nach 14 Tagen), ist das adulte Stadium erreicht (28) (29)
(30). Die Lebenserwartung der Milben liegt bei einer Temperatur von 25 °C zwischen 48 und 100 Tagen (27).
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Anlage 8
Zusammenfassung und Zeitrahmen fiir die wichtigsten Verfahrensschritte zur Durchfithrung
des Hypoaspis-Tests
Zeit (T: .
Tes tbe(iglin(naf?ag 0 Verfahrensschritt | Aufgabe
Tag — 35 Ubertragung der Weibchen aus der Stammkultur in saubere Gefife, um die Synchronisa-
. tion zu starten.
bis — 28
2 Tage spiter: Entnahme der weiblichen Tiere
zwei- oder dreimal wochentlich: Bereitstellung einer ausreichenden Futtermenge
Tag — 5 (+/- 2) Herstellung des kiinstlichen Bodens
Tag — 4 (+/- 2) Bestimmung der Wasserhaltekapazitit (WHC) des kiinstlichen Bodens
Trocknen iiber Nacht
Néchster Tag: Wiegen der Proben und WHC-Berechnung
Tag — 4 (+- 2) Befeuchten des kiinstlichen Bodens bis 20-30 % WHC
Tag 0 Beginn des Tests: Zugabe der Priifchemikalie zum kiinstlichen Boden

Einsetzen von 10 Weibchen je Replikat
Wiegen der einzelnen Replikate

Herstellung abiotischer Kontrollen (fiir Feuchte und pH-Wert), pro Konzentration zwei
Replikate

Trocknen der Feuchtigkeitskontrollen tiber Nacht
Nichster Tag: Wiegen der Feuchtigkeitskontrollen
Nichster Tag: Messen des pH-Werts der getrockneten abiotischen Kontrollen

Tage 3, 6, 9, 12 (etwa)

Versorgen der einzelnen Replikate mit ausreichender Menge Beuteorganismen

Wiegen der einzelnen Replikate und ggf. Zugabe von Wasser

Tag 14

Beenden des Tests; Vorbereiten der Extraktion (alle Replikate)und der Extraktionseffi-
zienzkontrollen

Trocknen der Kontrollen iiber Nacht
Nichster Tag: Wiegen der Wassergehaltskontrollen
Nichster Tag: Messen des pH-Werts der getrockneten Kontrollen

Tagel6

Beenden der Extraktion

Tag 16+

Aufzeichnung der Anzahl adulter und juveniler Milben im extrahierten Material
Eintragen der Ergebnisse in Tabellen

Bericht iiber das Priifverfahren auf Protokollbogen
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C.37. 21-TAGE = FISCH-SCREENING-ASSAY: EIN KURZZEITTEST ZUR BESTIMMUNG DER
OSTROGENEN UND ANDROGENEN AKTIVITAT UND DER AROMATASEHEMMUNG

EINLEITUNG

1.  Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 230 (2009). Die Entwicklung und Validierung eines
Fischtests, mit dem bestimmte endokrin aktive Chemikalien nachgewiesen konnen, geht auf die Befiirchtung
zuriick, dass in der Umwelt vorhandene Chemikalien aufgrund ihrer Interaktion mit dem endokrinen System
die Gesundheit von Mensch und Natur gefihrden. 1998 hat die OECD vorrangig mit der Anderung
bestehender und der Entwicklung neuer Leitlinien fir Screening-Tests und die Untersuchung potenziell
endokriner Disruptoren begonnen. Ein Teil dieser Arbeit bestand in der Entwicklung einer technischen Leitlinie
fur das Screening von Chemikalien mit Wirkung auf das endokrine System von Fischen. Der 21-Tage-Fisch-
Screening-Assay wurde im Rahmen laboriibergreifender Untersuchungen an ausgewihlten Chemikalien
umfassend validiert, um die Relevanz und die Zuverldssigkeit des Assay fiir den Nachweis ostrogen wirksamer
und aromatasehemmender Chemikalien (1)(2)(3)(4)(5) bei den drei untersuchten Fischarten (Dickkopfelritze,
Japanischer Reiskirpfling und Zebrabirbling) zu demonstrieren. Bei Dickkopfelritzen und bei Japanischen
Reiskirpflingen kann androgene Aktivitit nachgewiesen werden, nicht aber bei Zebrabirblingen. Anti-androgen
wirkende Chemikalien konnen mit dieser Priifmethode nicht nachgewiesen werden. Die Validierungsarbeit
wurde von einer Gruppe von Experten, die von den nationalen Koordinatoren des Priifrichtlinien-Programms
ernannt wurden, einer Peer-Review unterzogen (6). Der Test ist nicht dafiir vorgesehen, spezifische endokrin-
schiadigende Wirkmechanismen zu identifizieren, denn die getesteten Fische besitzen eine intakte
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (HHG-Achse), die auf unterschiedlichen Ebenen auf Chemikalien,
die auf die HHG-Achse einwirken, reagieren kann. Der Kurzzeit-Reproduktionstest an Fischen (Fish Short Term
Reproduction Assay, FSTRA) (OECD TG 229) umfasst Fruchtbarkeits- und gegebenenfalls histopathologische
Gonaden-Untersuchungen bei Dickkopfelritzen sowie simtliche unter diese Priifmethode fallenden Endpunkte.
Die OECD-Priifrichtlinie TG 229 sieht ein Screening von Chemikalien vor, die die Reproduktion durch
unterschiedliche Mechanismen (u. a. durch endokrine Prozesse) beeinflussen. Dem sollte Rechnung getragen
werden, bevor iiber die geeignetste Priifmethode entschieden wird.

2. Die vorliegende Priifmethode entspricht einem In-vivo-Screening-Assay, bei dem geschlechtsreife ménnliche und
weibliche Fische gemeinsam gehalten und fiir einen begrenzten Teil ihres Lebenszyklus (21 Tage) einer
Chemikalie ausgesetzt werden. Nach dieser 21-tigigen Exposition werden je nach verwendeter Art bei
mannlichen und weiblichen Fischen ein oder zwei Biomarker-Endpunkte als Indikatoren einer Ostrogenen,
aromatoschemmenden oder androgenen Wirkung der Priifchemikalie gemessen. Diese Endpunkte sind
Vitellogenin und sekundire Geschlechtsmerkmale. Vitellogenin wird bei Dickkopfelritzen, bei Japanischen
Reiskirpflingen und bei Zebrabarblingen gemessen, die sekunddren Geschlechtsmerkmale hingegen nur bei
Dickkopfelritzen und Japanischen Reiskdrpflingen.

3. Dieser Bioassay dient dem In-vivo-Screening bestimmter endokriner Wirkungsweisen und ist im
Zusammenhang mit dem ,OECD Conceptual Framework for the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting
Chemicals' (28) zu sehen.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

4. Vitellogenin (VTG) wird gewohnlich von der Leber weiblicher oviparer Vertebraten in Reaktion auf im
Blutkreislauf zirkulierendes endogenes Ostrogen produziert. VTG ist ein Vorliufer von Eidotterproteinen und
wandert, einmal in der Leber produziert, iiber die Blutbahn zum Eierstock, wo es aufgenommen und von sich
entwickelnden Eiern modifiziert wird. Vitellogenin ist im Plasma noch nicht geschlechtsreifer weiblicher und
minnlicher Fische kaum nachweisbar, da sich bei diesen noch nicht geniigend zirkulierendes Ostrogen gebildet
hat. Die Leber kann Vitellogenin jedoch in Reaktion auf eine exogene Ostrogenstimulation synthetisieren und
absondern.

5. Die Messung der VTG-Konzentration ermdglicht den Nachweis von Chemikalien mit unterschiedlichen
ostrogenen Wirkungsweisen. Ostrogen wirksame Chemikalien kénnen durch Messung der VTG-Induktion bei
minnlichen Fischen nachgewiesen werden, was in wissenschaftlichen Veroffentlichungen mit Peer Review
umfassend dokumentiert wurde (z. B. (7)). VTG-Induktion wurde auch nach Exposition gegeniiber
aromatisierbaren Androgenen nachgewiesen (8)(9). Eine Reduktion des im Korper weiblicher Tiere
zirkulierenden Ostrogens, beispielsweise durch Hemmung der Aromatase, die endogenes Androgen in das
natiirliche Ostrogen 17p-Ostradiol umwandelt, bewirkt eine Verringerung der VTG-Konzentration, die zum
Nachweis von Chemikalien mit aromatasehemmenden Eigenschaften verwendet wird (10)(11). Die biologische
Relevanz der VTG-Reaktion nach einer Ostrogen-/Aromataschemmung ist erwiesen und wurde umfassend
dokumentiert. Die VTG-Produktion bei weiblichen Tieren kann aber auch durch allgemeine Toxizitdt und nicht
endokrine toxische Wirkungen (z. B. Hepatotoxizitit) beeinflusst werden.
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6.  Fir Routinemessungen haben sich verschiedene standardisierte Verfahren bewihrt, so der artspezifische ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), bei dem das in kleinen Blut- oder Leberproben einzelner Fische
produzierte Vitellogenin immundiagnostisch quantifiziert wird (12)(13)(14)(15)(16)(17)(18). Die VTG-
Messungen werden an Blutproben und/oder Kopf-/Schwanz-Homogenaten von Dickkopfelritzen und
Zebrabarblingen sowie an Leberproben Japanischer Reiskdrpflinge vorgenommen. Bei Japanischen
Reiskirpflingen besteht eine ausgepragte Korrelation zwischen dem im Blut und in der Leber gemessenen VTG
(19). Anlage 6 enthilt Empfehlungen fir Verfahren zur Entnahme von Proben fir Vitellogenin-Analysen. Kits
fur Vitellogenin-Messungen sind allgemein erhiltlich; sie sollten auf einem validierten artspezifischen ELISA
beruhen.

7. Sekunddre Geschlechtsmerkmale mannlicher Fische bestimmter Arten sind duferlich sichtbar und
quantifizierbar und reagieren auf zirkulierende Mengen endogen wirkender Androgene. Dies gilt fiir
Dickkopfelritzen und fiir Japanische Reiskérpflinge, nicht aber fiir Zebrabirblinge, die keine quantifizierbaren
sekundiren Geschlechtsmerkmale besitzen. Weibliche Tiere behalten die Fahigkeit bei, sekundire méannliche
Geschlechtsmerkmale zu entwickeln, wenn sie in Wasser androgen wirksamen Chemikalien ausgesetzt werden.
In der Fachliteratur wird auf mehrere Studien hingewiesen, die diese Art von Reaktion bei Dickkopfelritzen (20)
und Japanischen Reiskirpflingen (21) belegen. Ein Riickgang sekundirer Geschlechtsmerkmale bei ménnlichen
Fischen sollte aufgrund der geringen statistischen Aussagekraft mit Vorsicht interpretiert werden; jede Wertung
sollte sich auf Expertenurteile und die Beweiskraft der Daten stiitzen. Zebrabirblinge sind fiir diesen Test nur
begrenzt geeignet, da quantifizierbare sekundire Geschlechtsmerkmale fehlen, die auf androgen wirksame
Chemikalien reagieren konnten.

8.  Bei Dickkopfelritzen ist die Zahl der Laichknoten (Nuptialtuberkel) am Maul weiblicher Fische Hauptindikator
einer exogenen Androgenexposition. Wichtigster Marker einer exogenen Exposition gegeniiber androgen
wirkenden Chemikalien bei weiblichen Japanischen Reiskarpflingen ist die Zahl der Papillenprozesse. Die
Anlagen 5A und 5B enthalten Empfehlungen fiir Verfahren zur Bewertung von Geschlechtsmerkmalen bei
Dickkopfelritzen bzw. Japanischen Reiskarpflingen.

9.  Fir Begriffsbestimmungen zu dieser Priifmethode sieche Anlage 1.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

10. Beim Assay werden geschlechtsreife mannliche und weibliche Fische in Priifgefiflen gemeinsam einer
Priifchemikalie ausgesetzt. Da die Tiere ausgewachsen und geschlechtsreif sind, kann leicht zwischen den
Geschlechtern unterschieden und folglich eine geschlechtsspezifische Analyse der einzelnen Endpunkte
vorgenommen werden, und die Sensitivitit gegeniiber exogenen Chemikalien ist gewahrleistet. Bei Testende
wird das Geschlecht der Fische durch makroskopische Untersuchung der Gonaden nach bauchseitiger Offnung
des Abdomens mit einer Schere bestimmt. Anlage 2 fasst die wichtigsten Bedingungen des Bioassays
zusammen. Der Test wird gewohnlich mit einer Auswahl an Fischen aus einer Laichpopulation begonnen;
seneszente Tiere sollten nicht verwendet werden. Der Abschnitt {iber die Auswahl der Fische enthilt Hinweise
zum Alter und zur Geschlechtsreife der Fische. Der Test wird mit drei Konzentrationen der Priifchemikalie und
einer Wasserkontrolle sowie erforderlichenfalls einer Losungsmittelkontrolle durchgefithrt. Bei Japanischen
Reiskirpflingen und bei Zebrabarblingen werden je Konzentration zwei Gefifse oder Replikate verwendet (jedes
Gefdfd mit fiinf méannlichen und fiinf weiblichen Fischen); bei Dickkopfelritzen sind je Konzentration vier
Gefifde oder Replikate zu verwenden (jedes Gefaff mit zwei mannlichen und vier weiblichen Fischen), um dem
Territorialverhalten miénnlicher Dickkopfelritzen Rechnung zu tragen und gleichzeitig hinreichende
Aussagekraft zu gewidhrleisten. Die Exposition erfolgt iiber einen Zeitraum von 21 Tagen; die Fische werden an
Tag 21 nach Beginn der Exposition beprobt.

11. Am Tag der Beprobung (Tag 21) sind alle Tiere moglichst schmerzfrei zu toten. Bei Dickkopfelritzen und
Japanischen Reiskdrpflingen werden sekunddre Geschlechtsmerkmale gemessen (siche Anlagen 5A und 5B). Zur
Bestimmung der VTG-Konzentration werden von Zebrabdrblingen und Dickkopfelritzen Blutproben
entnommen; alternativ kann die VTG-Konzentration bei Zebrabirblingen auch anhand von Kopf- und
Schwanzproben ermittelt werden (Anlage 6); bei Japanischen Reiskirpflinge werden zur VTG-Analyse
Leberproben entnommen (Anlage 6).

GULTIGKEITSKRITERIEN

12. Die Testergebnisse sind giiltig, wenn folgende Bedingungen erfiillt sind:

— Die Mortalitdt in den Wasser- (oder Losungsmittel-)kontrollen darf am Ende der Exposition hochstens 10 %
betragen;

— die Konzentration an gelostem Sauerstoff sollte wihrend der gesamten Exposition mindestens 60 % des
Luftsauerstoff-Sattigungswerts betragen;
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— die Wassertemperatur der Priifgefife sollte wihrend der Exposition zu keinem Zeitpunkt um mehr als +
1,5 °C schwanken und bei einer Toleranz von 2 °C in dem Temperaturbereich liegen, der fur die Testspezies
vorgesehen ist (Anlage 2);

— es muss belegt werden, dass die Konzentrationen der Priifchemikalie in der Losung mit einer Toleranz von
+ 20 % bezogen auf die gemessenen Mittelwerte aufrechterhalten wurden.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Apparatur

13. Ubliche Laborausriistung und insbesondere die folgenden Gerite:
a) Sauerstoff- und pH-Messgerite;
b) Geridte zur Messung von Wasserhirte und Alkalitit;
c) geeignete Apparaturen zur Temperaturregelung und einer méglichst kontinuierlichen Uberwachung;

d) Becken aus chemisch inertem Material und mit fiir das empfohlene Besatzverhaltnis und die empfohlene
Besatzdichte geeignetem Fassungsvermdgen (siche Anlage 2);

e) Laichsubstrat fiir Dickkopfelritzen und Zebrabirblinge (fir Einzelheiten siehe Anlage 4);

f) eine Waage mit angemessener Genauigkeit (£ 0,5 mg).

Wasser

14. Als Testwasser kann jedes beliebige Wasser verwendet werden, in dem die Testspezies iiber einen lingeren
Zeitraum iiberleben und wachsen konnen. Wihrend der gesamten Testdauer sollte eine konstante
Wasserqualitdt gewdhrleistet sein. Der pH-Wert des Wassers sollte im Bereich 6,5-8,5 liegen und im Test um
nicht mehr als * 0,5 pH-Einheiten schwanken. Um sicherzustellen, dass das Verdiinnungswasser das
Testergebnis nicht iibermifig stark beeinflusst (beispielsweise durch Komplexierung der Priifchemikalie), sind
regelmiflig Proben zu analysieren. Das Wasser ist auf Schwermetalle (z. B. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd und Ni),
dominante Anionen und Kationen (z. B. Ca?*, Mg?, Na*, K*, CI- und SO,*), Pestizide (z. B. den Gesamtgehalt
an phosphororganischen und chlororganischen Pestiziden), den gesamten organischen Kohlenstoff und
suspendierte Feststoffe zu untersuchen (beispielsweise alle drei Monate, wenn bekannt ist, dass das Wasser
qualitativ gesehen relativ konstant ist). Ist die Wasserqualitdt nachweislich mindestens ein Jahr lang konstant
geblieben, so konnen die Analysen seltener durchgefiihrt und die Abstinde zwischen den Analysen verlidngert
werden (beispielsweise auf sechs Monate). Einige chemische Merkmale akzeptablen Verdiinnungswassers sind in
Anlage 3 gegeben.

Testlosungen

15. Die Testlosungen werden durch Verdinnung einer Stammldsung in den gewiinschten Konzentrationen
zubereitet. Die Stammlosung sollte moglichst durch einfaches mechanisches Vermischen oder Schiitteln (z. B.
durch Rithren oder mit Ultraschall) der Priifchemikalie in Verdiinnungswasser hergestellt werden. Zur
Herstellung einer Stammlosung in geeigneter Konzentration konnen Sittigungssdulen (Loslichkeitssdulen)
verwendet werden. Die Verwendung von Losungsmitteltrigern wird nicht empfohlen. Ist jedoch ein
Losungsmittel erforderlich, so sollte zeitgleich in derselben Losungsmittelkonzentration wie bei der chemischen
Behandlung eine Losungsmittelkontrolle verwendet werden. Bei schwierigen Priifchemikalien kann die
Verwendung eines Losungsmittels aus technischer Sicht die beste Losung darstellen (siche OECD Guidance
Document on aquatic toxicity testing of difficult substances and mixtures) (22). Welches Losungsmittel zu verwenden
ist, hdngt von den chemischen Eigenschaften der Chemikalie ab. Der OECD-Leitfaden empfichlt hochstens
100 plfl; dieser Wert sollte eingehalten werden. In einer kiirzlich durchgefithrten Untersuchung (23) wurde
jedoch auf weitere Bedenken hinsichtlich der Verwendung von Losungsmitteln in Tests zur Prifung endokriner
Wirkungen verwiesen. Daher sollte die Losungsmittelkonzentration (wenn diberhaupt ein Losungsmittel
verwendet werden muss) so weit wie technisch mdglich minimiert werden (je nach physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Priifchemikalie).

16. Fiir den Test ist ein Durchflusssystem zu verwenden. Ein solches System gibt kontinuierlich eine Stammlosung
der Priifchemikalie ab und verdiinnt diese (z. B. mit einer Dosierpumpe, einem Proportionalverdiinner oder
einer Sittigungsvorrichtung), damit unterschiedliche Konzentrationen in die Prifkammern gelangen. Die
Durchflussraten von Stammlosungen und Verdiinnungswasser sind wahrend des Tests regelmifig —
vorzugsweise tiglich — zu kontrollieren und diirfen wihrend des Tests um hochstens 10 % schwanken.
Insbesondere sind Kunststoffleitungen aus minderwertigem Material oder sonstige Materialien zu vermeiden,
die biologisch aktive Chemikalien enthalten konnten. Bei der Auswahl des Materials fiir das Durchflusssystem
ist eine mogliche Adsorption der Priifchemikalie an das Material zu beriicksichtigen.
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Halten der Fische

17. Die zu testenden Fische sollten aus einer Laborpopulation stammen, vorzugsweise aus einem einzelnen
Bestand, der mindestens zwei Wochen vor dem Test bei dhnlicher Wasserqualitit und &hnlichen Lichtver-
haltnissen wie im Test akklimatisiert wurde. Besatz(verhaltnis) und Besatzdichte (Begriffsbestimmungen sieche
Anlage 1) miissen der jeweils verwendeten Art entsprechen (siche Anlage 2).

18. Nach einer 48-stiindigen Akklimatisierung werden die Mortalitdten erfasst; dabei gelten die folgenden Kriterien:

— Bei Mortalititen von mehr als 10 % der Population innerhalb von sieben Tagen: Die gesamte Charge
verwerfen.

— Bei Mortalititen zwischen 5 und 10 % der Population: Akklimatisierung der Fische fiir weitere sieben Tage;
wenn die Mortalitit auch in den zusitzlichen sieben Tagen noch tiber 5 % liegt: die gesamte Charge
verwerfen.

— Bei Mortalititen von weniger als 5 % der Population innerhalb sieben Tagen wird die Charge akzeptiert.

19. Wahrend der Akklimatisierung, der Priaexposition und der eigentlichen Exposition sollten Fische nicht gegen
Krankheiten behandelt werden.

Priexposition und Auswahl der Fische

20. Eine einwdchige Priexposition wird empfohlen; dabei werden die Fische in priifgefiffahnliche Becken gesetzt.
Wihrend der gesamten Haltungsdauer und wihrend der Exposition werden die Fische ad libitum gefiittert. Die
Expositionsphase beginnt mit sexuell dimorphen adulten, aktiv laichenden Fischen aus einer Laborpopulation
geschlechtsreifer Tiere (z. B. mit deutlichen sekundidren Geschlechtsmerkmalen bei Dickkopfelritzen und bei
Japanischen Reiskdrpflingen). Als Faustregel (nur im Kontext der Beobachtung des tatsichlichen Reproduk-
tionsstatus einer bestimmten Charge anzuwenden) gilt, dass Dickkopfelritzen ca. 20 (+ 2) Wochen alt sein
sollten, vorausgesetzt, sie wurden wihrend ihrer gesamten Lebensdauer bei einer Temperatur von 25 + 2 °C
gehalten. Unter denselben Bedingungen sollten Japanische Reiskdrpflinge etwa 16 (+ 2) Wochen alt sein.
Zebrabirblinge sollten etwa 16 (+ 2) Wochen alt sein, sofern sie wihrend ihres gesamten Lebens bei 26 + 2 °C
gehalten wurden.

VERSUCHSPLAN

21. Fiir den Test sind drei Konzentrationen der Priifchemikalie, eine Kontrolle (Wasser) und erforderlichenfalls eine
Losungsmittelkontrolle zu verwenden. Die Daten konnen analysiert werden, um statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Behandlungs- und Kontrollreaktion festzustellen. Diese Analysen dienen eher der
Feststellung, ob die Chemikalie in weiteren Langzeittests auf unerwiinschte Wirkungen (nidmlich Uberleben,
Entwicklung, Wachstum und Reproduktion) untersucht werden muss, als der Verwendung fiir Risikobe-
wertungen (24).

22. Bei Zebrabirblingen und bei Japanischen Reiskdrpflingen werden an Tag 21 des Assay ménnliche und weibliche
Tiere aus jeder Konzentrationsgruppe (jedes Replikat enthalt 5 méannliche und 5 weibliche Fische) und aus der/
den Kontrollgruppe(n) fiir die Untersuchung auf Vitellogenin und sekundire Geschlechtsmerkmale beprobt; bei
den Dickkopfelritzen werden an Tag 21 der Exposition méinnliche und weibliche Tiere (jedes der vier Replikate
enthilt 2 méinnliche und 4 weibliche Fische), auch aus der/den Kontrollgruppe(n), fir die Untersuchung auf
Vitellogenin und sekunddre Geschlechtsmerkmale beprobt.

Auswahl der Testkonzentrationen

23. Fir die Zwecke dieses Assay sollte die hochste Testkonzentration auf die in einem Vorversuch bestimmte oder
aus anderen Toxizititsdaten hervorgehende hochste noch vertrigliche Konzentration (Maximum Tolerated
Concentration, MTC) oder auf 10 mg/l oder auf den Hochstwert der Wasserloslichkeit festgesetzt werden, je nach
dem, welcher Wert der niedrigere ist. Der MTC-Wert gilt als die hochste Testkonzentration der Chemikalie, bei
der die Mortalitdt weniger als 10 % betrigt. Dieser Ansatz geht davon aus, dass empirische Daten zur akuten
Toxizitit oder sonstige Toxizititsdaten vorliegen, anhand deren der MTC-Wert bestimmt werden kann. Die
Schitzung des MTC-Wertes kann ungenau sein und setzt in der Regel Fachkenntnis voraus.

24. Benotigt werden drei Testkonzentrationen mit einem konstanten Abstandsfaktor von maximal 10 und eine
Verdiinnungswasserkontrolle (sowie bei Bedarf eine Losungsmittelkontrolle). Empfohlen werden Abstands-
faktoren zwischen 3,2 und 10.
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VERFAHREN
Auswahl und Wiegen der Testfische

25. Wichtig ist, dass die Gewichtsunterschiede der Fische zu Beginn des Tests moglichst gering sind. Fiir geeignete
Grofenbereiche fiir die empfohlenen Testspezies siehe Anlage 2. Bei der gesamten Charge der in diesem Test
verwendeten Fische sollte bei méannlichen und weiblichen Tieren das individuelle Gewicht mdglichst im Bereich
von * 20 % des arithmetischen Mittelgewichts der Fische gleichen Geschlechts liegen. Um das Mittelgewicht zu
bestimmen, wird empfohlen, vor dem Test eine Teilprobe des Fischbestands zu wiegen.

Expositionsbedingungen
Dauer

26. Der Test dauert 21 Tage nach vorheriger (moglichst einwdchiger) Praexposition.

Fiitterung

27. Die Fische werden ad libitum so oft mit geeignetem Futter (Anlage 2) versorgt, wie fiir eine normale
Entwicklung der Tiere notig ist. Dabei ist darauf zu achten, dass es nicht zu einer Vermehrung von
Mikroorganismen und nicht zu einer Eintriibung des Wassers kommt. Im Allgemeinen kann die Tagesration auf
zwei oder drei gleiche Portionen verteilt werden, die in mindestens dreistiindigem Abstand zu verabreichen
sind. Insbesondere an Wochenenden kann eine einzige, grolere Ration gegeben werden. 12 Stunden vor der
Probenahme/Sektion sollten die Fische nicht mehr gefiittert werden.

28. Das Fischfutter ist auf Verunreinigungen wie chlororganische Pestizide, polyzyklische aromatische Kohlenwas-
serstoffe (PAK) und polychlorierte Biphenyle (PCB) zu untersuchen. Futter mit erhohtem Gehalt an
Phytodstrogenen, die die Testreaktion auf bekannte Ostrogenagonisten (z. B. 17-beta-Ostradiol) beeintrichtigen
wiirden, darf nicht verwendet werden.

29. Nicht aufgenommenes Futter und Fékalien sind mindestens zweimal wochentlich aus den Priifgefiffen zu
entfernen (etwa durch vorsichtiges Absaugen vom Beckenboden).

Licht und Temperatur

30. Die Photoperiode (Hell-/Dunkel-Phasen) und die Wassertemperatur miissen Testspezies entsprechen (siche
Anlage 2).

Hiufigkeit der Analysen und Messungen

31. Vor Beginn der Exposition ist zu iiberpriifen, ob die Chemikalienbeschickung einwandfrei funktioniert. Es
diirfen ausschlieflich anerkannte Analysemethoden angewandt werden, und die Stabilitit der Chemikalie im
Priifsystem muss hinreichend bekannt sein. Wihrend des Tests sind die Konzentrationen der Priifchemikalie in
regelmifSigen Zeitabstinden wie folgt zu bestimmen: Die Zuflussmengen der Verdinnungslosung und der
Stammlosung der Priifchemikalie sind regelmiflig — vorzugsweise taglich, jedoch mindestens zweimal
wochentlich — zu kontrollieren und sollten wahrend des gesamten Tests um maximal 10 % schwanken. Die
tatsdchlichen Konzentrationen der Priifchemikalie sollten zu Beginn des Tests in allen Gefifen und danach
wochentlich gemessen werden.

32. Die Ergebnisse sollten auf gemessenen Konzentrationen basieren. Wurde die Konzentration der
Chemikalienlosung wihrend des gesamten Tests jedoch zufriedenstellend innerhalb der nominellen
Konzentration ((* 20 %) gehalten, so konnen sich die Ergebnisse auf die nominalen oder die gemessenen Werte
beziehen.

33. Unter Umstinden miissen die Proben gefiltert (z. B. mit Filtern einer Porengroffe von 0,45 pm) oder
zentrifugiert werden. Erforderlichenfalls ist Zentrifugierung vorzuziehen. Priifchemikalien, die sich nachweislich
nicht an Filter adsorbieren, konnen auch filtriert werden.
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34. Wihrend des Tests sollten bei allen Priifgefiffen mindestens einmal wochentlich der geloste Sauerstoff, die
Temperatur und der pH-Wert gemessen werden. Die Gesamthirte und die Gesamtalkalitit sollten in den
Kontrollen und in einem Gefifl mit hochster Testkonzentration ebenfalls mindestens einmal wochentlich
gemessen werden. Es wird empfohlen, dass die Temperatur in mindestens einem Priifgefif kontinuierlich
tiberwacht wird.

Beobachtungen

35. Im Laufe oder am Ende des Assay sind verschiedene allgemeine Reaktionen (z. B. Uberleben) sowie spezifische
biologische Reaktionen (z. B. Vitellogenin-Gehalt) zu bestimmen. Die Messung und Auswertung dieser
Endpunkte und die Verwendbarkeit der Ergebnisse werden im Folgenden erldutert.

Uberleben

36. Die Fische sind wahrend des Tests tiglich zu kontrollieren; Todesfille sind zu protokollieren und tote Fische
sobald wie moglich zu entfernen. Tote Fische diirfen weder in Kontroll- noch in PriifgefifSe eingesetzt werden.
Das Geschlecht der im Test gestorbenen Fische wird durch makroskopische Gonadenuntersuchung bestimmt.

Verhalten und Aussehen

37. Jegliches anomale Verhalten (gemessen an den Kontrollen) ist zu protokollieren. Dies gilt fiir Anzeichen
allgemeiner Toxizitdt ebenso wie fiir Hyperventilation, unkoordinierte Schwimmbewegungen, Gleichgewichts-
verluste und atypische Apathie oder ungewohnliches Fressverhalten. Zudem sind duferliche Auffilligkeiten
(z. B. Blutungen oder Verfarbungen) aufzuzeichnen. Derartige Anzeichen einer toxischen Wirkung sind bei der
Datenauswertung insoweit sorgfiltig zu beriicksichtigen, als sie auf Konzentrationen hinweisen konnen, bei
denen die Biomarker endokriner Wirkungen keine zuverldssigen Riickschliisse gestatten. Diese Verhaltensauffal-
ligkeiten konnen auch wertvolle qualitative Informationen liefern, an denen sich kiinftige Fischtests orientieren
konnen. Bei Dickkopfelritzen wurde unter Einwirkung von Androgenen beispielsweise aggressives Territorial-
verhalten bei normalen Mannchen oder maskulinisierten Weibchen beobachtet. Bei Zebrabarblingen hemmen
Ostrogene oder Anti-Androgene das typische Paarungs- und Laichverhalten bei einsetzender
Morgenddmmerung.

38. Da sich verschiedene duflere Merkmale (in erster Linie die Farbe) beim Hantieren der Fische rasch verindern
konnen, sind qualitative Beobachtungen vor der Entnahme von Fischen aus dem Priifsystem wichtig: Bisherige
Erfahrungen mit Dickkopfelritzen fithren zu dem Schluss, dass einige endokrin wirkende Chemikalien anfangs
zu Veridnderungen der folgenden dufleren Merkmale fithren: Korperfarbe (hell oder dunkel), Farbmusterung
(Auftreten vertikaler Streifen) und Korperform (im Kopf- oder Schwanzbereich). Daher muss im Laufe und am
Ende des Tests das dufSere Erscheinungsbild der Fische kontrolliert werden.

Schmerzfreies Toten

39. AnTag 21, d. h. bei Ablauf der Expositionsdauer, sind die Fische mit angemessenen Mengen Tricain (Tricainme-
thansulfonat, Metacain, MS-222 (CAS 886-86-2), 100-500 mg/l gepuffert mit 300 mg/l NaHCO, (Natriumbi-
carbonat, CAS 144-55-8) zu toten, um Schleimhautreizungen zu begrenzen. Anschliefend wird zur
Vitellogenin-Bestimmung Blut oder Gewebe entnommen, wie im Abschnitt tiber Vitellogenin beschrieben.

Untersuchung sekunddrer Geschlechtsmerkmale

40. Manche endokrin wirkende Chemikalien konnen Verinderungen spezifischer sekundirer Geschlechtsmerkmale
(Anzahl Laichknoten (Nuptialtuberkel) bei minnlichen Dickkopfelritzen oder bei ménnlichen Japanischen
Reiskirpflingen) zur Folge haben. Insbesondere Papillenprozesse Chemikalien mit bestimmten Wirkungsweisen
konnen bei Tieren des jeweils anderen Geschlechts zu Anomalien der sekundiren Geschlechtsmerkmale fiithren.
So konnen Androgenrezeptor-Agonisten wie Trenbolon, Methyltestosteron und Dihydrotestosteron bewirken,
dass weibliche Dickkopfelritzen ausgeprigten Laichausschlag (Nuptialtuberkel) entwickeln oder dass bei
weiblichen Japanischen Reiskdrpflingen Papillenprozesse auftreten (11)(20)(21). Auflerdem wurde berichtet,
dass Ostrogenrezeptor-Agonisten dazu fithren kénnen, dass sich die Zahl der Laichknoten und die GroRe des
dorsalen Nackenaufwuchses bei adulten Médnnchen verringern (25)(26). Diese wesentlichen morphologischen
Beobachtungen konnen auch eine qualitativ und quantitativ wertvolle Informationsgrundlage fiir potenzielle
kiinftige Fischtests liefern. Anzahl und Grofe der Laichknoten bei Dickkopfelritzen und Papillenprozesse bei
Japanischen Reiskdrpflingen konnen entweder direkt oder — bequemer — an konservierten Exemplaren
gezihlt werden. Die Anlagen 5A und 5B enthalten Empfehlungen fiir Verfahren zur Beurteilung sekundirer
Geschlechtsmerkmale bei Dickkopfelritzen bzw. Japanischen Reiskirpflingen.
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Vitellogenin (VTG)

41. Das fur die VTG-Bestimmung erforderliche Blut wird mit einem heparinisierten Mikrohdmatokrit-Kapillar-
rohrchen aus der Schwanzarterie/-vene oder alternativ durch Herzpunktion mit einer Spritze entnommen. Je
nach Grofe der Fische werden bei Dickkopfelritzeen 5-60 pl und bei Zebrabarblingen 5-15 pl Blut (jeweils pro
Fisch) benotigt. Das Plasma wird durch Zentrifugieren vom Blut getrennt und mit Proteasehemmern bis zur
Vitellogenin-Analyse bei — 80 °C aufbewahrt. Alternativ kann bei Zebrabarblingen die Leber verwendet werden;
bei Zebrabirblingen kommen Kopf-/Schwanz-Homogenate als Gewebematerial fir die Vitellogenin-Analyse in
Betracht (Anlage 6). Die VTG-Messung sollte nach einer validierten homologen ELISA-Methode mit
homologem VTG-Standard und homologen Antikorpern erfolgen. Empfohlen werden Methoden, mit denen
kleinste VTG-Gehalte (wenige ng/ml Plasma oder ng/mg Gewebe, die der Hintergrundkonzentration bei nicht
exponierten méannlichen Fischen entsprechen) ermittelt werden konnen.

42. Die Qualititskontrolle der Vitellogenin-Analyse erfolgt anhand von Standards, Blindproben und zumindest
Doppelanalysen. Fiir jede ELISA-Methode ist ein Test auf Matrixeffekte (Effekte der Probenverdiinnung)
vorzunehmen, um den Mindestverdiinnungsfaktor zu ermitteln. Alle fir VTG-Analysen verwendeten ELISA-
Platten miissen zumindest auch folgende Proben fur die Qualitdtskontrolle enthalten: 6 Kalibrierstandards fiir
den gesamten Bereich der erwarteten Vitellogenin-Konzentrationen und eine nicht spezifische Binding-Assay-
Blindprobe (doppelt zu analysieren). Die Absorption dieser Blindproben sollte weniger als 5 % der maximalen
Adsorption des Kalibrierstandards betragen. Von jeder Verdiinnung sind mindestens zwei Aliquoten
(Muldenduplikate) zu analysieren. Duplikatmulden mit tiber 20 % Differenz sollten ein zweites Mal analysiert
werden.

43. Der Korrelationskoeffizient (R?) fiir Kalibrierkurven sollte grofer als 0,99 sein. Eine hohe Korrelation reicht
jedoch nicht aus, um in allen Bereichen Konzentrationen adidquat vorabzuschitzen. Neben der Notwendigkeit
einer hinreichend hohen Korrelation fiir die Kalibrierkurve sollte alle aus der Kalibrierkurve errechneten
Konzentrationen der einzelnen Standards im Bereich von 70-120 % der jeweiligen nominellen Konzentration
liegen. Wenn die nominellen Konzentrationen tendenziell von der Regressionsgeraden abweichen
(beispielsweise bei niedrigeren Konzentrationen), muss die Kalibrierkurve maoglicherweise in niedrige und hohe
Bereiche aufgeteilt oder ein nicht lineares Modell fiir die Adsorptionsdaten verwendet werden. Bei geteilten
Kurven muss der Korrelationskoeffizient R? bei beiden Segmenten > 0,99 sein.

44,  Als Nachweisgrenze wird die Konzentration des niedrigsten Analysestandards bezeichnet; die Quantifizie-
rungsgrenze ist die Konzentration des niedrigsten Analysestandards multipliziert mit dem niedrigsten
Verdiinnungsfaktor.

45. An den Tagen, an denen Vitellogenin-Analysen stattfinden, ist eine mit einem Inter-Assay-Referenzstandard
hergestellte Anreicherungsprobe zu analysieren (Anlage 7). Das Verhiltnis der erwarteten zur gemessenen
Konzentration ist zusammen mit den Ergebnissen der am diesem Tag durchgefiihrten Testreihen aufzuzeichnen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Auswertung von Biomarkerreaktionen durch Varianzanalyse (ANOVA)

46. Um die potenziell endokrine Aktivitdt einer Chemikalie zu ermitteln, werden die Wirkungen in den Priif- und
in den Kontrollgefiflen mittels Varianzanalyse (ANOVA) verglichen. Wird eine Losungsmittelkontrolle
verwendet, sollten Verdiinnungswasser und Losungsmittelkontrollen zur Bestimmung des jeweiligen Endpunkts
nach geeigneten Methoden statistisch analysiert werden. Fiir Leitlinien zur Verwendung der Daten iiber
Verdiinnungswasser und Losungsmittelkontrollen fiir die anschliefende statistische Analyse siche OECD 2006¢
(27). Alle Daten zu biologischen Reaktionen sind nach Geschlechtern zu analysieren und aufzuzeichnen. Sind
die Voraussetzungen fiir parametrische Methoden nicht erfiillt, d. h. keine Normalverteilung (z. B. Shapiro-
Wilk-Test) oder heterogene Varianz (Bartlett-Test oder Levene-Test), sollte vor der ANOVA eine Datentrans-
formation zur Varianzhomogenisierung in Betracht gezogen oder eine gewichtete ANOVA durchgefiihrt
werden. Bei nicht monotonen Dosis-Wirkungs-Beziehungen kann der (parametrische) Dunnett-Test
(Paarvergleiche) oder ein (nicht parametrischer) Mann-Whitney-Test mit Anpassung nach Bonferroni
durchgefithrt werden. Andere statistische Tests kommen ebenfalls in Betracht (z. B. ein Jonckheere-Terpstra-
oder ein Williams-Test), wenn die Dosis-Wirkungs-Beziehung anndhernd monoton ist. Das statistische
Flussdiagramm in Anlage 8 soll die Auswahl des jeweils am besten geeigneten statistischen Tests erleichtern. Fiir
weitere Informationen sieche OECD-Dokument ,Current Approaches to Statistical Analysis of Ecotoxicity Data‘ (27).
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Testergebnisse

47. Die Versuchsdaten sollten Folgendes umfassen:
Priifinstitut:
— Verantwortliche Mitarbeiter und ihre jeweiligen Zustindigkeiten im Rahmen des Assay
— Jedes Labor muss seine Eignung anhand reprasentativer Chemikalien nachweisen.
Priifchemikalie:
— Charakterisierung der Priifchemikalie;
— physikalischer Zustand und physikalisch-chemische Eigenschaften;
— Methode und Haufigkeit der Herstellung von Priifkonzentrationen;
— Angaben zur Stabilitit und zur biologischen Abbaubarkeit.
Losungsmittel:
— Charakterisierung des Losungsmittels (Beschaffenheit und verwendete Konzentration);

— Griinde fir die Wahl des jeweiligen Losungsmittels (wenn nicht nur Wasser als Losungsmittel verwendet
wird).

Zu testende Tiere:

— Art und Stamm;

— Bezugsquelle und Angaben zur jeweiligen Bezugsanlage;

— Alter der Fische zu Beginn des Tests und Reproduktions- [Laichstatus;

— Angaben zur Akklimatisierungsverfahren;

— Korpergewicht der Fische zu Beginn der Exposition (aus einer Teilprobe des Fischbestands).
Priifbedingungen:

— angewandte Priifmethode (Testtyp, Besatz(verhiltnis), Besatzdichte usw.);

— Methode fiir die Herstellung der Stamml6sungen und Durchflussrate;

— nominelle Testkonzentrationen, wochentlich gemessene Konzentrationen der Testlosungen und angewandte
Analysemethode, mittlere Messwerte und Standardabweichungen in den Priifgefifien sowie Nachweis, dass
sich die Messungen auf die Konzentrationen der Priifchemikalie in der tatsichlichen Losung beziehen;

— Merkmale des Verdinnungswassers (pH-Wert, Harte, Alkalitit, Temperatur, Konzentration an gelostem
Sauerstoff, Restchlorgehalt, Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff, suspendierte Feststoffen und andere
ermittelte Messwerte);

— Wasserqualitit in den Priifgefiffen; pH-Wert, Hirte, Temperatur und Konzentration an gelostem Sauerstoff;

— detaillierte Angaben zur Fitterung (Art des Futters, Bezugsquelle/Herkunft, verfiitterte Menge und
Haufigkeit der Fiitterung sowie, soweit vorhanden, Analysen zur Feststellung etwaiger Schadstoffe (z. B.
PCB, PAH und chlororganische Pestizide).

Ergebnisse
— Nachweis, dass die Kontrollen die Validitdtskriterien des Tests erfiillen;
— Daten zu Mortalititen fiir Testkonzentrationen und Kontrolle;

— angewandte statistische Analysemethoden, Datenauswertung und Griinde fiir die Wahl der angewandten
Methoden;

— Daten zu biologischen Beobachtungen (deutliche morphologische Anderungen u. a. der sekundiren
Geschlechtsmerkmale und Vitellogenin-Konzentration);

— Ergebnisse der Datenanalysen, vorzugsweise in tabellarischer und in grafischer Form;

— ungewohnliche Reaktionen der Fische sowie jegliche sichtbare Wirkungen der Priifchemikalie.
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LEITLINIEN FUR DIE AUSWERTUNG UND VALIDITAT DER TESTERGEBNISSE

48. Dieser Abschnitt enthdlt Empfehlungen fir die Auswertung der Testergebnisse fiir die gemessenen Endpunkte.
Die Ergebnisse sind mit Vorsicht zu interpretieren, wenn die Priifchemikalie eindeutig toxisch wirkt oder den
Allgemeinzustand der Testtiere verschlechtert.

49. Bei der Festlegung der Bandbreite der Priifchemikalienkonzentrationen ist darauf zu achten, dass die fiir eine
aussagekriftige Datenauswertung hochste noch vertragliche Konzentration nicht tiberschritten wird. Wichtig ist
dabei, dass bei mindestens einer Konzentration keine Anzeichen einer toxischen Wirkung festgestellt werden.
Krankheitssymptome und Anzeichen toxischer Wirkungen sind griindlich zu untersuchen und aufzuzeichnen.
Beispielsweise kann die VTG-Produktion bei weiblichen Tieren auch durch allgemeine Toxizitit und
nichtendokrine toxische Wirkungsweisen (z. B. durch Hepatotoxizitit) beeintrichtigt werden. Die Wirkungs-
auswertung ldsst sich jedoch durch andere Konzentrationen untermauern, die nicht durch systemische Toxizitat
beeintrichtigt werden.

50. Um Testergebnisse als giiltig anerkennen zu konnen, miissen bestimmte Aspekte beriicksichtigt werden. Als
Faustregel gilt, dass sich die VTG-Konzentrationen in Kontrollgruppen minnlicher und weiblicher Fische bei
Dickkopfelritzen und bei Zebrabirblingen in etwa um mindestens drei Grofenordnungen und bei Japanischen
Reiskirpflingen in etwa um mindestens eine Grofenordnung unterscheiden miissen. Fir Beispiele fiir den
Konzentrationsbereich bei Kontroll- und Behandlungsgruppen siehe Validierungsberichte (1)(2)(3)(4). Hohe
VTG-Konzentrationen bei minnlichen Kontrollfischen konnten die Aussagekraft des Assay und dessen Fihigkeit
zum Nachweis schwacher Ostrogen-Agonisten beeintrichtigen. Und niedrige VTG-Konzentrationen bei
weiblichen Kontrollfischen konnten die Aussagekraft des Assays und dessen Fahigkeit zum Nachweis von
Aromatasehemmern und Ostrogen-Antagonisten beeintrichtigen. Diese Leitlinien beruht auf diesen
Validierungsstudien.

51. Fithrt ein Labor den Assay zum ersten Mal durch oder wurden wesentliche Anderungen vorgenommen
(beispielsweise Anderungen des Fischstammes oder der Bezugsquelle), sollte eine technische Eignungspriifung
durchgefiihrt werden. Nach Moglichkeit sollten Chemikalien verwendet werden, die ein breites Spektrum an
Wirkungsweisen oder Wirkungen auf mehrere Test-Endpunkte abdecken. Die Labors werden aufgefordert, fiir
minnliche und weibliche Tiere eigene historische Kontrolldaten zu sammeln und eine positive Kontroll-
chemikalie (z. B. 17B-Oestradiol in einer Konzentration von 100 ng/l oder einen bekannten schwachen
Agonisten) auf Gstrogene Wirkung mit erhohter VTG-Konzentration in minnlichen Fischen, eine positive
Kontrollchemikalie (z. B. Fadrozol oder Prochloraz in einer Konzentration von 300 pgfl) auf
Aromatosehemmung mit reduzierter VTG-Konzentration in weiblichen Fischen und eine positive Kontroll-
chemikalie (z. B. 17f-Trenbolon in einer Konzentration von 5 pgfl) auf androgene Wirkung und resultierender
Induktion sekundirer Geschlechtsmerkmale bei weiblichen Dickkopfelritzen und weiblichen Japanischen
Reiskirpflingen zu priifen. Diese Daten konnen insgesamt mit verfiigbaren Daten aus den Validierungsstudien
(1)(2)(3) verglichen werden, um die Eignung des jeweiligen Labors sicherzustellen.

52. Grundsitzlich gelten Vitellogenin-Messungen als positiv, wenn eine statistisch signifikante (p < 0,05) Erhéhung
der VTG-Konzentration in ménnlichen Fischen oder eine statistisch signifikante (p < 0,05) Reduzierung bei
weiblichen Fischen zumindest bei der hochsten gepriiften Dosis im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt
wird und keine Anzeichen einer allgemeinen Toxizitit vorliegen. Ein positives Ergebnis wird auch durch
Nachweis einer biologisch plausiblen Beziehung zwischen der Dosis- und der Wirkungskurve bestitigt. Wie
bereits erldutert, muss eine Reduzierung der VTG-Konzentration nicht unbedingt endokrinen Ursprungs sein.
Ein positives Ergebnis sollte jedoch grundsitzlich als In-vivo-Nachweis einer endokrinen Wirkung ausgelegt
werden und zur Klirung weitere Untersuchungen nach sich ziehen.
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Anlage 1

Abkiirzungen und Begriffsbestimmungen

Chemikalie: Stoff oder Gemisch.

VK: Variationskoeffizient.

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.

Besatz: Verhiltnis des Nassgewichts der Fische zum Wasservolumen.
Besatzdichte: Anzahl Fische je Wasservolumen.

VTG (Vitellogenin): Phospholipoglycoprotein-Vorldufer fiir Eidotterprotein, das in der Regel bei geschlechtlich
aktiven weiblichen Tieren aller eierlegenden Arten vorkommt.

HPG-Achse: Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse.
MTC: hochste noch vertrigliche Konzentration, etwa 10 % des LC,-Werts.

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Priifmethode getestet wird.



L 54/214 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016
Anlage 2
Versuchsbedingungen fiir den Fisch-Screening-Test zur Bestimmung endokriner Wirkungen
1. Empfohlene Arten Dickkopfelritze Japanischer Reiskirpfling | Zebrabirbling
(Pimephales promelas) (Oryzias latipes) (Danio rerio)
2. Testtyp Durchflusssystem Durchflusssystem Durchflusssystem
3. Wassertemperatur 25+2°C 25+£2°C 26 £2°C
4. Beleuchtung Leuchtstofflampen (breites | Leuchtstofflampen (breites | Leuchtstofflampen (breites
Spektrum) Spektrum) Spektrum)
5. Lichtintensitat 10-20 pE/m?/s, 540- 10-20 pE/m?fs, 540-1 000 | 10-20 pE/m?/s, 540-1 000
1 000 Ix, oder 50-100 ft-c | Ix, oder 50-100 ft-c (Labor- | Ix, oder 50-100 ft-c (Labor-
(Laborqualitat) qualitdt) qualitdt)
6. Photoperiode (Mor- 16 Std. Licht, 8 Std. Dun- | 12-16 Std. Licht, 12-8 Std. | 12-16 Std. Licht, 12-8 Std.
gen-/Abenddimme- kelheit Dunkelheit Dunkelheit
rungsphasen optional;
nicht unbedingt erfor-
derlich)
7. Besatz <5gfl <5¢l <5gfl
8. Grofe der Priifkam- 10 I (mind.) 2 1 (mind.) 51 (mind.)
mern
9. Volumen der Testlo- 8 1 (mind.) 1,5 1 (mind.) 4 1 (mind.)
sung
10. Erneuerung der Test- | Mindestens 6-mal taglich Mindestens 5-mal tiglich Mindestens 5-mal taglich
l6sungen
11. Alter der Testorga- Siehe Nummer 20 Siehe Nummer 20 Siehe Nummer 20
nismen
12. Ungefdhres Nassge- | Weibchen: 1,5 + 20 % Weibchen: 0,35 £ 20 % Weibchen: 0,65 + 20 %
;‘éﬁ?t{g‘;@r adulten Fi- | \finnchen: 2,5+ 20 % | Mannchen: 0,35 £ 20 % | Ménnchen: 0,4 £ 20 %
13. Anzahl Fische pro 6 (2 Minnchen, 4 Weib- 10 (5 Minnchen, 5 Weib- 10 (5 Minnchen, 5 Weib-
Priifgefafs chen) chen) chen)
14. Anzahl der Behand- | = 3 (sowie entsprechende | = 3 (sowie entsprechende | = 3 (sowie entsprechende
lungen Kontrollen) Kontrollen) Kontrollen)
15. Anzahl Gefifde je Be- | Mindestens 4 Mindestens 2 Mindestens 2
handlung
16. Anzahl der Fische je | 16 adulte Weibchen und 8 | 10 adulte Weibchen und 10 adulte Weibchen und 10

Testkonzentration

Minnchen (4 Weibchen
und 2 Ménnchen pro Rep-
likatgefdf)

10 Minnchen (5 Weibchen
und 5 Mannchen pro Rep-
likatgefdf)

Minnchen (5 Weibchen und
5 Minnchen pro Replikatge-
faf)
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17. Fitterungsregime Lebende oder tiefgefrorene | Salinenkrebs-Nauplien Salinenkrebs-Nauplien zwei-
adulte Salinenkrebse oder | zwei- bis dreimal taglich bis dreimal tdglich (ad libi-
Salinenkrebs-Nauplien (ad libitum), handelsiibliches | tum), handelsiibliches Futter
zwei- bis dreimal tiglich Futter oder beides in Kom- | oder beides in Kombination
(ad libitum), handelsiibliches | bination
Futter oder beides in Kom-
bination

18. Beliiftung Keine, es sei denn, der Ge- | Keine, es sei denn, der Ge- | Keine, es sei denn, der Ge-
halt an gelostem Sauerstoff | halt an gelostem Sauerstoff | halt an gelostem Sauerstoff
fallt unter eine Luftsitti- fallt unter eine Luftsitti- fallt unter eine Luftsdttigung
gung von 60 % gung von 60 % von 60 %

19. Verdiinnungswasser | Sauberes Oberflichen- oder | Sauberes Oberflichen- oder | Sauberes Oberflichen- oder
Brunnenwasser oder re- Brunnenwasser oder re- Brunnenwasser oder rekons-
konstituiertes Wasser oder | konstituiertes Wasser oder | tituiertes Wasser oder
entchlortes Leitungswasser | entchlortes Leitungswasser | entchlortes Leitungswasser

20. Dauer der Priexposi- | moglichst 7 Tage moglichst 7 Tage moglichst 7 Tage

tion
21. Expositionsdauer 21 Tage (d) 21 Tage (d) 21 Tage (d)
22. Biologische End- Uberleben Uberleben Uberleben
punkte Verhalten Verhalten Verhalten
Sekundare Geschlechts- Sekundire Geschlechts- VTG
merkmale merkmale
VTG VTG
23, Validitit des Tests Geloster Sauerstoff > 60 % | Geloster Sauerstoff > 60 % | Geloster Sauerstoff > 60 %

Sattigung; mittlere Tempe-
ratur 25 £ 2 °C; 90 %ige
Uberlebensrate der Fische
in den Kontrollen; gemes-
sene Testkonzentrationen
innerhalb von 20 % der
mittleren Messwerte je Be-
handlungsstufe.

Sattigung; mittlere Tempe-
ratur 24 + 2 °C; 90 %ige
Uberlebensrate der Fische
in den Kontrollen; gemes-
sene Testkonzentrationen
innerhalb von 20 % der
mittleren Messwerte je Be-
handlungsstufe.

Sdttigung; mittlere Tempera-
tur 26 + 2 °C; 90 %ige
Uberlebensrate der Fische in
den Kontrollen; gemessene
Testkonzentrationen inner-
halb von 20 % der mittleren
Messwerte je Behandlungs-
stufe.
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Anlage 3

Chemische Merkmale eines geeigneten Verdiinnungswassers

Bestandteil Konzentrationen
Partikel <20 mg/l
Gesamtgehalt an organischen Kohlenstoffen < 2 mgfl
Nichtionisiertes Ammonium <1 pgfl
Restchlor <10 pg/l
Gesamtgehalt an phosphororganischen Pestiziden <50 ng/l
Gesamtgehalt an chlororganischen Pestiziden plus polychlorierten Bipheny- <50 ng/l

len

Gesamtgehalt an organischem Chlor

<25 ng/l
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Anlage 4A
Laichsubstrat fiir Zebrabirblinge
Laichschale: beliebige Instrumentenschale aus Glas, beispielsweise 22 x 15 x 5,5 cm (L x B x T), abgedeckt mit

abnehmbarem Maschendrahtgitter aus Edelstahl (Maschenweite 2 mm); das Gitter sollte die Schale unterhalb des
Randes komplett abdecken.
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Auf dem Gitter das Laichsubstrat fixieren. Dabei eine Struktur gewihrleisten, in die sich die Fische zuriickziehen
konnen. Geeignet sind beispielsweise Aquarienpflanzen aus griinem Kunststoff. (Hinweis: eine mdgliche Adsorption
der Priffchemikalie an das Kunststoffmaterial muss in diesem Fall beriicksichtigt werden.) Das Kunststoffmaterial in
einer ausreichenden Menge warmen Wassers waschen, um sicherzustellen, dass etwa vorhandene Chemikalien
ausgetriecben werden und nicht in das Testwasser gelangen. Bei Verwendung von Materialien aus Glas ist
sicherzustellen, dass die Fische weder verletzt noch bei heftigen Schwimmbewegungen eingeengt werden.

Der Abstand zwischen der Schale und den Glasscheiben muss mindestens 3 cm betragen, damit die Laichablage
nicht auferhalb der Schale erfolgt. Die in die Schale abgelegten Eier fallen durch das Gitter und kénnen 45-60
Minuten nach Einschalten der Beleuchtung entnommen werden. Die transparenten Eier haften nicht aneinander an
und konnen bei transversaler Beleuchtung leicht gezdhlt werden. Bei funf Weibchen pro Gefifs gelten bis zu 20 Eier/
Tag als wenig, bis zu 100 Eier/Tag als mittel und tiber 100 Eier/Tag als viel. Die Laichschale herausnehmen, die Eier
einsammeln und die Laichschale wieder in das Priifgefif stellen — entweder so spit wie moglich am Abend oder
sehr frith am Morgen. Bis zum erneuten Einstellen darf hochstens eine Stunde vergehen, da der vom Laichsubstrat
ausgehende Reiz dazu fithren kann, dass es zu ungewodhnlichen Zeitpunkten zu Paarung und Laichablage kommt.
Wird die Laichschale dennoch spiter in die das Priifbecken gestellt, so sollte dies frithestens 9 Stunden nach dem
Einschalten der Beleuchtung geschehen. Zu diesem spiten Tageszeitpunkt erfolgt keine Laichablage mehr.
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Anlage 4B

Laichsubstrat fiir Dickkopfelritzen

Zwei oder drei kombinierte Platten und Schalen aus Kunststoff/Keramik/Glas oder Edelstahl als Laichunterlage in die
Prifkammern (z. B. 80 mm lange graue halbrunde Rinnen, aufgesetzte auf eine gebordelte, 130 mm lange Schale)
stellen (siche Abbildung). Gut akklimatisierte PVC- oder Keramikkacheln haben sich als Laichunterlage bewihrt
(Thorpe et al, 2007).

Die Platten anrauhen, um die Haftung zu verbessern. Wenn nicht erwiesen ist, dass die Eier zuverldssig an der
Laichunterlage haften, die Schalen auerdem mit einem Gitter abdecken, damit die Fische nicht an herabgefallene
Eier gelangen.

Die Unterlage soll alle Eier aufnehmen koénnen, die nicht an der Plattenoberfliche haften bleiben und folglich auf den
Boden des Beckens fallen (sowie alle Eier, die direkt auf der flache Kunststoffunterlage abgelegt werden). Alle
Laichunterlagen sind vor Gebrauch mindestens 12 Stunden mit Verdiinnungswasser zu spiilen, um etwa vorhandene
Schadstoffe auszutreiben.

LITERATUR

Thorpe, K.L., Benstead, R., Hutchinson, T.H., Tyler, CR., 2007. An optimised experimental test procedure for
measuring chemical effects on reproduction in the fathead minnow, Pimephales promelas. Aquatic Toxicology, 81,
90-98.
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Anlage 5A

Bewertung der sekundiren Geschlechtsmerkmale bei Dickkopfelritzen zum Nachweis
bestimmter Chemikalien mit endokriner Wirkung

Ubersicht

Fiir Tests zum Nachweis endokriner Disruptoren potenziell wichtige dufiere Merkmale bei adulten Dickkopfelritzen
sind die Korperfarbe (hell/dunkel), die Farbmusterung (Vorhandensein oder Nichtvorhandensein senkrechter Streifen),
die Korperform (Kopf- und Rumpfform, abdominale Distension) sowie spezifische sekunddre Geschlechtsmerkmale
(Zahl und Grofe der Laichknoten (Nuptialtuberkel), Grofe des dorsalen Nackenaufwuchses und des Ovipositors).

Laichausschlag (Nuptialtuberkel) tritt am Kopf (dorsaler Aufwuchs) paarungsbereiter mannlicher Dickkopfelritzen
auf, gewohnlich beidseitig symmetrisch (Jensen et al. 2001). Bei weiblichen Kontrollfischen sowie juvenilen
miénnlichen und weiblichen Fischen zeigen sich keine Tuberkel (Jensen et al. 2001). Um die Augen und zwischen
den Nasenoffnungen mannlicher Tiere konnen sich bis zu acht Tuberkel bilden. Die meisten und groften Tuberkel
finden sich in zwei parallelen Reihen unmittelbar unter den Nasenoffnungen und iiber dem Maul. Bei vielen Fischen
befinden sich Tuberkelgruppierungen auch unterhalb des Unterkiefers; die in unmittelbarer Ndhe des Mauls
befindlichen Tuberkel treten gewohnlich als einzelnes Paar auf; ventral konnen sich Gruppen von bis zu vier
Tuberkel entwickeln. In der Regel bilden sich selten mehr als 30 Tuberkel (typischerweise 18-28; Jensen et al. 2001).
Zumeist entwickeln sich Nuptialtuberkel als einzelne, verhdltnismifig runde Ausstiilpungen, deren Hohe in etwa
ihrem Radius entspricht. Die meisten paarungsbereiten Miannchen weisen zumindest auch einige Tuberkel auf, die
derart grof§ und auffillig sind, dass sie als Einzelstrukturen kaum noch erkennbar sind.

Einige Arten endokrin wirkender Chemikalien konnen beim jeweils anderen Geschlecht zu anomalen sekundiren
Geschlechtsmerkmalen fithren. So kénnen Androgenrezeptor-Agonisten wie 17f-Methyltestosteron oder 17f-
Trenbolon bewirken, dass sich bei weiblichen Dickkopfelritzen Nuptialtuberkel bilden (Smith 1974; Ankley et al.
2001; 2003), wihrend Ostrogenrezeptor-Agonisten bei minnlichen Tieren zu einer Verringerung der Anzahl oder
Grofle der Tuberkel fithren konnen (Miles-Richardson et al. 1999; Harries et al. 2000).

Laichausschlag bei Dickkopfelritzen wird nachstehend nach Verfahren charakterisiert, wie sie im Labor der US-
amerikanischen Umweltschutzbehorde (Environmental Protection Agency) in Duluth, MN, iiblich sind. Spezifische
Produkte und/oder Geridte konnen durch verfiigbare vergleichbare Materialien ersetzt werden.

Eine Sichtpriifung erfolgt am besten unter einem beleuchteten VergrofRerungsglas oder einem beleuchteten
Stereomikroskop mit Dreifach-Vergroferung. Die Fische dorsal mit der vorderen Korperhalfte nach vorne zeigend
(d. h. Kopf zum Betrachter hin) untersuchen.

a) Fisch mit vorderen Korperhilfte nach vorne zeigend und in Bauchlage in eine kleine Petrischale (z. B. 100 mm
Durchmesser) legen. Sucher scharf einstellen, damit die Tuberkel erkennbar werden. Fisch vorsichtig und langsam
von einer Seite auf die andere drehen, um die Areale mit Tuberkeln zu bestimmen. Tuberkel zdhlen und einstufen.

b) Untersuchung an der ventralen Kopfseite wiederholen; dazu den Fisch mit der dorsalen vorderen Korperhilfte
nach vorne zeigend in die Petrischale legen.

¢) Die Untersuchung sollte pro Fisch nicht linger als 2 Minuten dauern.

Zihlen und Einstufen der Laichknoten (Nuptialtuberkel)

Zur Bewertung der Ausprigung des Laichausschlags bei adulten Dickkopfelritzen wurden sechs Areale identifiziert.
Zur Darstellung der Region und der Zahl vorhandener Tuberkel wurde eine Vorlage (Formular) entwickelt (siche
Ende dieses Anhangs). Die Zahl der Tuberkel aufzeichnen, und die Tuberkel der Grofe nach wie folgt einstufen: 0 —
keine Tuberkel, 1 — prisent, 2 — vergrofert und 3 — ausgepragt (Abb. 1).

Bewertung O bedeutet, dass keine Tuberkel vorhanden sind. Bewertung 1 — Tuberkel prisent — betrifft jeden
Knoten, bei dem eine einzelne Ausstillpung in etwa dem Radius des Knotens (Halbmesser) entspricht. Bewertung 2
— vergroRerter Tuberkel — betrifft Knoten mit sternformig ausgebildetem Gewebe, das sich in der Regel durch eine
grofle Grundfliche mit von der Mitte ausgehenden Rillen oder Furchen auszeichnet. Nach oben sind die Tuberkel
hdufig starker gezackt, konnen aber auch abgerundet sein. Bewertung 3 — ausgeprigter Laichausschlag — bedeutet
in der Regel, dass das Areal verhiltnismifSig grof und abgerundet und weniger strukturiert ist. Manchmal
verschmelzen diese Tuberkel entlang einer oder mehrerer Regionen (B, C und D; s. u.). Farbe und Form sind dhnlich
wie bei Bewertung 2, was manchmal die Unterscheidung erschwert. Eine Einstufung nach diesem System ergibt bei
normalen mannlichen Kontrollexemplaren mit 18-20 Tuberkeln einen Gesamtwert von < 50 Tuberkeln (Jensen et al.
2001).
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Abbildung 1

Die tatsichliche Anzahl Tuberkel kann bei bestimmten Fischen grofer sein als das Formularfeld (Anlage A) fiir das
einzustufende Ausschlagareal zuldsst. In diesem Fall konnen rechts oder links neben dem betreffenden Feld
zusitzliche Einstufungen angegeben werden. Die Vorlage muss daher nicht unbedingt Symmetrie aufzeigen. Eine
weitere Methode zur Veranschaulichung paarweise auftretender oder vertikal auf der horizontalen Ebene des Mauls
verbundener Tuberkel besteht in der doppelten Markierung zweier Einstufungen innerhalb eines einzigen Feldes.

Darzustellende Tuberkelregionen:

A — Augenregion: Dorsal bis ventral um den vorderen Augenrand; in der Regel viele Tuberkel bei geschlechtsreifen
mannlichen Kontrollexemplaren; bei weiblichen Kontrollexemplaren nicht prisent; in der Regel paarweises Auftreten
(jeweils ein Tuberkel in der Nihe des Auges) bzw. Einzelvorkommen bei androgen-exponierten weiblichen Tieren.

B — Nasenregion zwischen Nasengruben (Sensorkanalporen): bei minnlichen Kontrollexemplaren in der Regel
paarweises Auftreten in stirkerer Ausprigung (2 — vergrofert — oder 3 — stark ausgeprdgt); bei weiblichen
Kontrollexemplaren nicht prisent, jedoch vereinzeltes Vorkommen bei androgen-exponierten weiblichen Tieren.

C — Nasenregion unmittelbar vor den Nasengruben, parallel zum Maul: In der Regel vergrofert oder stark
ausgeprdgt bei mannlichen Kontrollexemplaren; bei weniger entwickelten mannlichen Tieren oder androgen-
exponierten weiblichen Tieren prisent oder vergrofSert.

D — Maulregion (entlang der Maullinie): Bei ménnlichen Kontrollexemplaren in der Regel ausgeprigt; bei
weiblichen Kontrollexemplaren nicht présent; bei androgen-exponierten weiblichen Tieren konnen jedoch Tuberkel
vorkommen.

E — Unterkieferregion (nahe am Maul): gewohnlich klein und gepaart; bei mannlichen Kontroll- oder exponierten
Fischen unterschiedlich ausgeprigt.

F — Rumpfregion (ventral zu E): In der Regel klein und gepaart; bei mannlichen Kontrollexemplaren und androgen-
exponierten weiblichen Tieren prisent.
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Vorlage — Einstufung des Laichausschlags (Nuptialtuberkel) Einstufung
ID 1 — présent
Datum 2 — vergrofert
Gesamtbewertung 3 — ausgeprigt
A X1 X1 X1 X1
B X1 X1 X1 X1
X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
D X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
E X1 X1
F X1 X1 X1 X1
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Anlage 5B

Bewertung der sekundiren Geschlechtsmerkmale bei Japanischen Reiskirpflingen zum
Nachweis bestimmter Chemikalien mit endokriner Wirkung

Im Folgenden wird die Messung von Papillenprozessen (*) als sekundiren Geschlechtsmerkmalen Japanischer
Reiskarpflinge (Oryzias latipes) beschrieben.

(*) Zu Papillenprozessen kommt es in der Regel nur bei adulten méinnlichen Tieren; betroffen sind Flossenstrahlen
ab dem zweiten bis zum siebten oder achten Strahl, gezahlt ab dem hinteren Ende der Afterflosse (Abb. 1 und
2). Am ersten Flossenstrahl (gezdhlt ab dem hinteren Ende der Afterflosse) kommen die Papillenprozesse selten
vor. Das nachstehend beschriebene Standardarbeitsverfahren (SOP) umfasst die Messung von Papillenprozessen
am ersten Flossenstrahl (bei diesem SOP ab dem hinteren Ende der Afterflosse gezihlt).

(1) Nach Ausrdumung der Leber (Anlage 6) den Fisch in ein konisches Rohr mit etwa 10 ml 10 %igem neutral
gepuffertem Formalin legen (Kopf nach oben, Schwanz nach unten). Wenn die Gonaden in einer anderen
Losung als 10 %igem neutral gepuffertem Formalin fixiert werden, den Korper zwischen dem vorderen Bereich
der Afterflosse und dem After mit einer Rasierklinge transversal durchtrennen, ohne die Genitalpapillen und
die eigentlichen Gonaden zu beschddigen (Abb. 3). Den Fisch mit der kranialen Seite in die Fixierlosung legen,
um die Gonaden zu konservieren; die Schwanzseite in die 10 %ige neutral gepufferte Formalinlosung legen (s.
0.).

(2) Nach Einlegen des Fisches in 10 %iges neutral gepuffertes Formalin den vorderen Bereich der Afterflosse mit
einer Pinzette fassen und fiir etwa 30 Sekunden spreizen, um die Afterflosse offen zu halten. Beim Greifen mit
einer Pinzette einige Flossenstrahlen im vorderen Bereich vorsichtig mitfassen, um Kratzer auf den Papillen zu
vermeiden.

(3) Nach dem Spreizen der Afterflosse fiir etwa 30 Sekunden den Fisch bis zur Messung der Papillenprozesse in
10 %igem neutral gepuffertem Formalin bei Raumtemperatur aufbewahren. (Die Messung frithestens nach 24-
stiindiger Fixierung vornehmen.)

Messung

(1) Nach Fixieren des Fischkorpers in 10 %iger neutral gepufferter Formalinlosung fiir mindestens 24 Stunden die
Korper aus dem konischen Rohr nehmen; das Formalin mit Filterpapier (oder Papiertiichern) abtupfen.

(2) Den Fisch mit der Bauchseite nach oben legen. Die Afterflosse mit einer kleinen Sezierschere vorsichtig
abtrennen (vorzugsweise mit etwas Pterygiophorgewebe).

(3) Den vorderen Teil der abgetrennten Afterflosse mit einer Pinzette aufnehmen und mit einigen Tropfen Wasser
auf einem Glastriger fixieren. Die Afterflosse mit einem Deckglas abdecken. Beim Fassen mit der Pinzette
darauf achten, dass die Papillen nicht zerkratzt werden.

(4) Die verbundenen Flossenplatten mit Papillenprozessen mit Hilfe des Zihlers unter einem Biomikroskop
(aufrechtes oder Inversmikroskop) zihlen. Papillenprozesse liegen vor, wenn am hinteren Rand der
verbundenen Platte kleine Papillenbildungen zu erkennen sind. Die Zahl der verbundenen Platten mit Papillen-
prozessen fiir jeden einzelnen Flossenstrahl auf dem Arbeitsblatt vermerken (z. B. erster Flossenstrahl: 0,
zweiter Flossenstrahl: 10, dritter Flossenstrahl: 12 usw.); die Summe dieser Zahlen, aufgeschliisselt nach
Fischen, in den Excel-Kalkulationsbogen eingetragen. Falls erforderlich, die Afterflosse fotografieren und die
Zahl der verbundenen Flossenplatten mit Papillenprozessen auf dem Foto ermitteln.

(5) Nach der Messung die Afterflosse zur Konservierung und Aufbewahrung in das unter Nummer 1 beschriebene
konische Rohr legen.
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Abb. 1:

1.3.2016
Schaubild zur Veranschaulichung der an Form und Grofle der Afterflosse erkennbaren Geschlechtsun-
terschiede; A — minnlich; B — weiblich. Oka, T. B., 1931. On the processes on the fin rays of the male of
Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac. Sci., Tokyo Univ., IV, 2: 209-218.

Abb. 2:

A — Prozesse auf verbundenen Afterflossenplatten. J.P., verbundene Platte; A.S., axialer Bereich; P., Prozess.

B — Distales Ende des Flossenstrahls; Actinotrichien (Act.) an der Spitze; Oka, T. B, 1931. On the

processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac. Sci.,
Tokyo Univ., IV, 2: 209-218.

Abb. 3:
Foto eines Fischkorpers mit Schnittstelle bei Fixierung der Gonaden in einer anderen Fixierlosung als 10 %
iges neutral gepuffertes Formalin; in diesem Fall wird der restliche Korper zwischen der vorderen Region

der Afterflosse und dem After mit einer Rasierklinge (rote Linie) abgetrennt; die Kopfseite des Fisches
wird in die Fixierlosung fiir Gonaden, die Schwanzseite in 10 %iges neutral gepuffertes Formalin gelegt.
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Anlage 6

Empfohlene Verfahren fiir die Entnahme von Proben fiir die Vitellogenin-Analyse

Es ist darauf zu achten, dass es nicht zu Kreuzkontaminationen zwischen den VTG-Proben minnlicher und
weiblicher Tiere kommt.

Verfahren 1A: Dickkopfelritze, Blutentnahme aus der Schwanzvene/-arterie

Nach der Betdubung den Schwanzansatz mit einem Skalpell teilweise durchtrennen und mit einem heparinisierten
Mikrohdmatokrit-Kapillarrohrchen aus der Schwanzvene/-arterie Blut entnehmen. Nach der Blutentnahme das
Plasma schnell durch 3-miniitige Zentrifugierung mit 15 000 g (bzw. alternativ 10 min. mit 15 000 g bei einer
Temperatur von 4 °C) isolieren. Soweit erwiinscht, kann nach der Zentrifugierung der Hamatokritwert (in %)
ermittelt werden. Anschlielend das Plasma aus dem Mikrohdmatokrit-Rohrchen entnehmen und in einem Zentrifu-
genrohrchen mit 0,13 Einheiten Aprotinin (einem Protease-Inhibitor) bei — 80 °C aufbewahren, bis die VTG-
Konzentration bestimmt werden kann. Je nach (geschlechtsabhingiger) Grofle der Dickkopfelritze konnen pro Fisch
in der Regel 5-60 pl Plasma entnommen werden (Jensen et al. 2001).

Verfahren 1B: Dickkopfelritze, Blutentnahme aus dem Herzen

Alternativ kann Blut auch durch Herzpunktion mittels heparinisierter Spritze (1 000 Einheiten Heparin pro ml)
entnommen werden. Das Blut anschliefend in Eppendorf-Rohrchen (auf Eis) geben und zentrifugieren (5 min,
7 000 g, Raumtemperatur). Das Plasma in saubere Eppendorf-Rohrchen fiillen (in Aliquoten, wenn das
Plasmavolumen dies zuldsst), umgehend auf — 80 °C einfrieren und bis zur Analyse aufbewahren (Panter et al,
1998).

Verfahren 2A: Japanische Reiskirpflinge, Exzision der Leber
Entnahme der Priiffische aus dem Priifbecken

(1) Testfische mit dem kleinen Loffelsieb aus dem Priifbecken nehmen. Dabei darauf achten, dass die Fische nicht
in andere Becken fallen.

(2) Die Fische grundsitzlich in nachstehender Reihenfolge entnehmen: Kontrolle, (gegebenenfalls) Losungsmittel-
kontrolle, niedrigste Konzentration, mittlere Konzentration, hochste Konzentration. Auflerdem aus einem
Priifbecken zunichst alle ménnlichen Tiere entnehmen, dann die weiblichen.

(3) Anhand der duferlichen (sekundiren) Geschlechtsmerkmale (z. B. Form der Afterflosse) das Geschlecht der
Fische bestimmen.

(4) Die Priiffische in ein Transportbehaltnis setzen und zur Exzision der Leber an einen Arbeitsplatz bringen. Die
Beschriftung des Priifbeckens und des Transportbehiltnisses auf Genauigkeit tiberpriifen, um sicherzustellen,
dass die Zahl der aus dem Priifbecken entnommenen Fische mit der Zahl der noch darin verbliebenen Fische
tibereinstimmt.

(5) Kann das Geschlecht anhand der duferlichen Merkmale nicht bestimmt werden, alle Fische aus dem Priifbecken
entnehmen. In diesem Fall das Geschlecht durch Sichtpriifung der Gonaden oder der sekundiren Geschlechts-
merkmale unter einem Stereomikroskop bestimmen.

Exzision der Leber

(1) Die Priffische aus dem Transportbehiltnis nehmen und mit dem kleinen Loffelsieb in die Betdubungslosung
setzen.

(2) Nach dem Betduben den Priiffisch mit einer (handelsiiblichen) Pinzette auf Filterpapier (oder ein Papiertuch)
legen. Dabei die Pinzette beidseitig am Kopf ansetzen, damit der Schwanz nicht bricht.

(3) Die Oberfliche des Fisches mit Filterpapier (oder einem Papiertuch) trockentupfen.

(4) Den Fisch mit der Bauchseite nach oben legen. Mit einer kleinen Sezierschere zwischen ventralem Halsbereich
und Bauchmitte einen kleinen transversalen Einschnitt vornehmen.
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(5) Die Sezierschere in diesen kleinen Einschnitt einfithren und den Bauch auf ein kaudal zum Kiemenbogen
angesetzten Schnittlinie entlang der Bauchmittellinie bis hin zur kranialen Seite des Afters offnen. Um Leber
und Gonaden nicht zu beschidigen, die Sezierschere nicht zu tief einfithren.

(6) Unter dem Stereomikroskop folgende Schritte vornehmen:

(7) Den Fisch mit der Bauchseite nach oben auf das Papiertuch (oder eine gliserne Petrischale oder einen
Glastrager) legen.

(8) Die Winde der Bauchhohle mit Prizisionspinzetten spreizen und die inneren Organe freilegen. Falls
erforderlich, kann dazu eine Seite der Bauchhohle entfernt werden.

(9) Den anhaftenden Teil der Leber und der Gallenblase mit einer weiteren Prizisionspinzette freilegen. Den
Gallengang fassen und die Gallenblase abtrennen. Dabei darauf achten, dass letztere nicht beschidigt wird.

(10) Die Speiserohre fassen, und auf die gleiche Weise den Magen-Darm-Trakt von der Leber abtrennen. Darauf
achten, dass kein Magen-Darm-Inhalt austritt. Den Magen-Darm-Trakt schwanzseitig vom After trennen und
aus der Bauchhohe nehmen.

(11) Fett und sonstiges Gewebe um die Leber entfernen. Die Leber darf dabei nicht beschadigt werden.

(12) Den Leberausgang mit der Prizisionspinzette fassen und die Leber aus der Bauchhohle entnehmen.

(13) Die Leber auf den Glastrager legen. Mit der Prizisionspinzette erforderlichenfalls Fett und sonstiges externes
Gewebe (z. B. Bauchfell) von der Leberoberfliche entfernen.

(14) Das Gewicht der Leber mit einem 1,5-ml-Mikrorohrchen (Leergewicht) und einer elektronischen Analysewaage
bestimmen. Den Messwert in das Arbeitsblatt eintragen (auf 0,1 mg genau). Mit den Angaben auf dem Etikett
des Mikrorchrchens abgleichen.

(15) Das Mikroréhrchen mit der Leber verschliefen und in ein Kiihlgestell (oder ein Eis-Rack) setzen.

(16) Nach Exzision einer Leber die Sezierinstrumente reinigen oder wechseln.

(17) Die Lebern aller Fische im Transportbehiltnis entnehmen, wie oben beschrieben.

(18) Nach Exzision der Lebern aller Fische im Transportbehiltnis (d. h. aller méannlichen oder allen weiblichen
Tieren in einem Priifbecken) die Leberproben in ein etikettiertes Reagenzglasgestell setzen und in einen
Gefrierschrank stellen. Sind die Lebern kurz nach der Exzision einer Vorbehandlung zu unterziehen, die Proben

in einem Kiihlgestell (oder Eis-Rack) zum nichsten Arbeitsplatz bringen.

Nach Exzision der Lebern steht der Fischkorper zur Messung der sekundiren Geschlechtsmerkmale zu Verfiigung.

Leberproben

Die von den Priiffischen entnommenen Leberproben bei < — 70 °C lagern, sofern sie nicht kurz nach der Exzision
vorbehandelt werden sollen.

Abb. 1

Unmittelbar vor den Brustflossen einen Schereneinschnitt vornehmen.
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Abb. 2

Auf der Bauchmittellinie bis zu einem Punkt etwa 2 mm kranial vor dem After einen Scherenschnitt

durchfiihren.

Abb. 3

Die Bauchwinde mit einer Pinzette spreizen, um die Leber und die anderen inneren Organe freizulegen.
(Alternativ konnen die Bauchwiinde seitlich festgesteckt werden.)

Abb. 4

Die Leber grob sezieren und mit einer Pinzette entnehmen.
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Abb. 5

Darm mit der Pinzette vorsichtig herausziehen.

Abb. 6

Beide Darmenden und etwaiges mesenteriales Gewebe mit einer Schere durchtrennen.

Abb. 7 (Weibchen)

Das Verfahren ist bei minnlichen und weiblichen Fischen dasselbe.
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Abb. 8

Verfahren abgeschlossen.

Verfahren 2B: Japanische Reiskirpflinge (Oryzias latipes), Vorbehandlung der Leber fiir die Vitellogenin-
Analyse:

Die Flasche mit dem Homogenatpuffer aus dem ELISA-Kit nehmen und mit zerstoenem Eis kithlen (Temperatur der
Losung: < 4 °C). Wird Homogenatpuffer aus dem EnBio-ELISA verwendet, die Losung zunachst bei Raumtemperatur
auftauen und die Flasche anschlieend auf zerstofenem Eis kiihlen.

Das Volumen des Homogenatpuffers fiir die Leber richtet sich nach dem Lebergewicht. (pro mg Leber je 50 pl
Homogenatpuffer.) Wiegt die Leber beispielsweise 4,5 mg, so betrdgt das Volumen des Homogenatpuffers 225 pl.
Die Volumina der Homogenatpuffer fiir simtliche Lebern in einer Liste erfassen.

Vorbereitung der Lebern zur Vorbehandlung

(1) Das 1,5-ml-Mikrorohrchen mit der Leber erst unmittelbar vor der Vorbehandlung aus dem Gefrierschrank
nehmen.

(2) Um Vitellogenin-Kontaminationen zu vermeiden, die Lebern ménnlicher Fische vor den Lebern der weiblichen
Fische vorbehandeln. Die Vorbehandlung der Testgruppen sollte zudem in der folgenden Reihenfolge ablaufen:
Kontrolle, (gegebenenfalls) Losungsmittelkontrolle, niedrigste Konzentration, mittlere Konzentration, hochste
Konzentration.

(3) Aus dem Gefrierschrank immer nur so viel 1,5-ml-Mikroréhrchen mit Leberproben entnehmen, wie auch
gleichzeitig zentrifugiert werden konnen.

(4) Die 1,5-ml-Mikroréhrchen mit den Leberproben in der Reihenfolge der Nummern der Proben aus dem Eis-
Rack anordnen. (Die Lebern brauchen nicht aufgetaut zu werden.)

Vorbehandlung
1. Zugabe des Homogenatpuffers

(1) Nachdem anhand der Liste gepriift wurde, welches Volumen des Homogenatpuffers jeweils fir ein
Leberpriparat zu verwenden ist, die Mikropipette (Volumenbereich 100-1 000 pl) auf das entsprechende
Volumen einstellen. Eine saubere Spitze aufsetzen.

(2) Homogenatpuffer aus der Reagenzflasche entnehmen und in die 1,5-ml-Mikrorohrchen mit Leber geben.

(3) Homogenatpuffer allen leberhaltigen 1,5-ml-Mikrorohrchen wie oben beschrieben zugeben. Die Spitze der
Mikropipette braucht nicht gewechselt zu werden. Ist die Spitze jedoch verunreinigt oder wird vermutet,
dass sie verunreinigt ist, muss sie jedoch ausgewechselt werden.
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2. Homogenisieren der Leber

1
2

Am Homogenisator ein neues Pistill befestigen.

Das Pistill in das 1,5-ml-Mikrordhrchen einfithren. Dabei den Mikroréhrchen-Homogenisator so halten, dass
die Leber zwischen Pistill-Oberfliche und innere Wand des 1,5-ml-Mikroréhrchens gedriickt wird.

Den Mikrorohrchen-Homogenisator fiir 15-20 Sekunden bedienen. Danach das 1,5-ml-Mikrorohrchen auf
zerstoflenem Eis abkiihlen.

Das Pistill aus dem 1,5-ml-Mikrordhrchen nehmen und die Probe etwa 10 Sekunden ruhen lassen.
Anschliefend eine Sichtpriifung des Suspensionszustands vornehmen.

Sind Leberstiickchen in der Suspension zu erkennen, die Schritte (3) und (4) wiederholen, um ein zufriedens-
tellendes Leberhomogenat zu erhalten.

Das suspendierte Leberhomogenat bis zum Zentrifugieren auf dem Eis-Rack abkiihlen.
Das Pistill bei jedem neuen Homogenat auswechseln.

Alle Lebern mit dem Homogenatpuffer homogenisieren, wie oben beschrieben.

3. Zentrifugen des suspendierten Leberhomogenats

1)
)

Sicherstellen, dass die gekiihlte Zentrifugierkammer eine Temperatur von < 5 °C aufweist.

Die 1,5-ml-Mikroréhrchen mit dem suspendierten Leberhomogenat in die gekithlte Zentrifuge stellen
(erforderlichenfalls nach einer Ausbalancierung).

Das suspendierte Leberhomogenat fiir 10 Minuten bei einer Temperatur von < 5 °C mit 13 000 g
zentrifugieren. Wird der Uberstand in geeigneter Weise abgetrennt, konnen Zentrifugalkraft und Zeitdauer
jedoch nach Bedarf eingestellt werden.

Nach der Zentrifugierung kontrollieren, ob der Uberstand angemessen abgetrennt wurde (Oberfliche: lipid;
Zwischenschicht: Uberstand, untere Schicht: Lebergewebe). Bei unangemessener Trennung die Suspension
unter denselben Bedingungen erneut zentrifugieren.

Alle Proben aus der gekiihlten Zentrifuge nehmen und in der Reihenfolge der Nummern der Proben auf
dem Eis-Rack anordnen. Dabei darauf achten, dass die getrennten Schichten nach dem Zentrifugen nicht
resuspendieren.

4. Entnahme des Uberstands

1)
)

Vier 0,5-ml-Mikroréhrchen zur Entnahme des Uberstands in das Reagenzglasgestell setzen.

Jeweils 30 ul Uberstand (als Zwischenschicht abgetrennt) mit der Mikropipette entnehmen und in eines der
0,5-ml-Mikrorohrchen geben. Dabei darauf achten, dass kein Lipidmaterial (Oberfliche) oder Lebergewebe
(untere Schicht) aufgenommen werden.

Den Uberstand entnehmen und wie oben beschrieben in zwei weitere 0,5-ml-Mikroréhrchen dispensieren.

Ubrigen Uberstand mit der Mikropipette entnehmen (moglichst > 100 pl) und in das verbleibende 0,5-ml-
Mikrorohrchen geben. Dabei darauf achten, dass kein Lipidmaterial (Oberfliche) oder Lebergewebe (untere
Schicht) aufgenommen wird.

Das 0,5-ml-Mikrorohrchen verschlieen und auf dem Etikett das Volumen des Uberstands notieren. Danach
die Mikrorohrchen sofort auf dem Eis-Rack kiihlen.

Fiir jeden Uberstand die Spitze der Mikropipette wechseln. Haftet sehr viel Lipidmaterial an der Spitze an,
die Spitze umgehend auswechseln, um den das Leberextrakt nicht mit Fett zu kontaminieren.
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(7) Den gesamten zentrifugierten Uberstand wie oben beschrieben in vier 0,5-ml-Mikroréhrchen geben.

(8) Danach alle etikettierten Mikrorohrchen in das Reagenzglasgestell setzen und im Gefrierfach einfrieren.
Werden die VTG-Konzentrationen unmittelbar nach der Vorbehandlung gemessen, ein 0,5-ml-
Mikrorohrchen (mit 30 pl des Uberstands) im Reagenzglasgestell abkiihlen und an den Arbeitsplatz bringen,
an dem der ELISA durchgefithrt werden soll. In diesem Fall die tibrigen Mikror6hrchen in die Reagenzglas-
gestelle setzen und im Gefrierschrank einfrieren.

(9) Nach Entnahme des Uberstands den verbleibenden Riickstand angemessen entsorgen.

Lagerung der Probe

Die 0,5-ml-Mikroréhrchen mit dem Uberstand des Leberhomogenats bis zur Durchfithrung des ELISA bei < — 70 °C
lagern.

Verfahren 3A: Zebrabirblinge, Blutentnahme aus der Schwanzvene/-arterie

Unmittelbar nach der Betdubung den Schwanzansatz mit einem Skalpell teilweise durchtrennen und mit einem
heparinisierten Mikrohdmatokrit-Kapillarrohrchen aus der Schwanzvene/-arterie Blut entnehmen. Die Blutvolumen
betragen je nach Grofe der Fische 5 bis 15 pl. In das Mikrokapillarrohr die gleiche Menge Aprotininpuffer (6 pgml
in PBS) geben, und das Plasma durch Zentrifugieren (5 Minuten bei 600 g) vom Blut trennen. Das Plasma in den
Testrohrchen auffangen und bis zur Bestimmung der Vitellogenin-Konzentration oder anderer relevanter Proteine bei
— 20 °C lagern.

Verfahren 3B: Zebrabirblinge, Blutentnahme durch Herzpunktion

Um eine Koagulierung des Bluts und einen Proteinabbau zu vermeiden, die Proben mit heparinisierter (1 000
Einheiten/ml) phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) und dem Proteaschemmer Aprotinin (2 TIU/ml) entnehmen. Als
Pufferbestandteile werden Heparin- ammoniumsalz und lyophilisiertes Aprotinin, fiir die Blutentnahme Spritzen
(1 ml) mit fixierter diinner Nadel (z. B. Braun Omnikan-F) empfohlen. Die Spritze muss mit der Pufferlosung
vorgefiillt sein (ca. 100 pl), damit die geringen Blutvolumina der einzelnen Fische vollstindig eluiert werden konnen.
Die Blutproben durch Herzpunktion entnehmen. Dazu die Fische zunichst mit MS-222 (100 mg/l) betduben. Bei
angemessener Betdubung ist der Herzschlag der Zebrabirblinge wahrnehmbar. Beim Punktieren des Herzens den
Spritzenkolben unter leichter Spannung halten. Die zu entnehmendem Blutvolumina liegen zwischen 20 und 40 pl.
Nach der Herzpunktion das Blut-/Puffer-Gemisch in die Testrohrchen geben. Das Plasma durch Zentrifugieren (20
min mit 5 000 g) vom Blut trennen und bis zur Analyse bei — 80 °C lagern.

Verfahren 3C: Standardarbeitsverfahren (SOP): Zebrabirblinge, Homogenisierung von Kopf- und
Schwanzgewebe

(1) Die Fische betduben und toten, wie fiir den Test beschrieben.
(2) Kopf und Schwanz der Fische abtrennen, siche Abbildung 1.

Wichtig: Alle Sezierinstrumente und das Sezierbrett sind nach jedem Fisch abzuspiilen und ordnungsgemifl zu
reinigen (z. B. mit 96 %igem Ethanol), um VTG-Kontaminationen' nicht induzierter Mannchen durch weibliche
Fische oder induzierte Mannchen zu vermeiden.

Abbildung 1

Fiir VTG-Analyse Far histol. Fiir VTG-Analyse
Gonadenuntersuchung

e e

Hinter der Riickenflosse Schnitt hier ansetzen
schneiden
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(3) Das Gewicht der gepoolten Kopf- und Schwanzteile auf 1 mg genau abmessen.

(4) Nach dem Wiegen die Teile in geeignete Rohrchen (z. B. 1,5 ml Eppendorf) geben und bei — 80 °C bis zur
Homogenisierung einfrieren oder unmittelbar mit zwei Kunststoff-Pistillen auf Eis homogenisieren. (Alternativ
konnen auch andere Methoden angewendet werden, sofern sie auf Eis durchgefihrt werden und eine
homogene Masse entsteht.) Wichtiger Hinweis: Die Rohrchen sind ordnungsgemdfl zu nummerieren, damit die
Kopf- und Schwanzteile fir die histologische Gonadenuntersuchung dem jeweiligen Rumpf zugeordnet werden
konnen.

(5) Nach Herstellung einer homogenen Masse das Vierfache des Gewebegewichts des eisgekiihlten Homogenisie-
rungspuffers (*) hinzugeben. Mit den Pistillen weiterarbeiten, bis eine homogene Mischung entsteht. Wichtiger
Hinweis: Fiir jeden Fisch ist ein frisches Pistill zu verwenden.

(6) Die Proben bis zur Zentrifugierung (4 °C, 50 000 g, 30 Minuten) auf Eis legen.

(7) Mit einer Pipette 20 pl-Portionen des Uberstands in mindestens zwei Rohrchen geben; dabei die Spitze der
Pipette durch die oberflichige Fettschicht fithren und den Uberstand vorsichtig ansaugen, ohne jedoch Fett-
oder Pelletfraktionen mitaufzunehmen.

(8) Die Rohrchen bis zur Verwendung bei — 80 °C lagern.

(*) Homogenisierungspuffer:
— (50 mm Tris-HCl pH 7,4; Proteasechemmer-Cocktail (1 %) (Sigma): 12 ml Tris-HCl pH 7,4 + 120 pul
Proteasehemmer-Cocktail.
— TRIS: TRIS-ULTRA PURE (ICN) z. B. Bie & Berntsen, Dianemark.
— Proteasehemmer-Cocktail: Sigma (Sdugetiergewebe) Produktnummer P 8340.
— Hinweis: Der Homogenisierungspuffer ist am Tag der Herstellung zu verbrauchen. Wahrend der Verwendung
muss die Pufferlosung auf Eis liegen.
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Anlage 7

Vitellogenin-angereicherte Proben und Inter-Assay-Referenzstandard

An jedem Tag, an dem Vitellogenin-Bestimmungen vorgenommen werden, ist eine nach einem Inter-Assay-
Referenzstandard hergestellte Anreicherungsprobe zu analysieren. Das fiir den Inter-Assay-Referenzstandard
verwendete Vitellogenin muss aus einer anderen Charge als das Vitellogenin stammen, das zur Herstellung der
Kalibrierstandards fir den durchzufithrenden Assay verwendet wurde.

Die Anreicherungsprobe wird hergestellt, indem eine bekannte Menge des Inter-Assay-Standards einer Plasmaprobe
mannlicher Kontrollfische zugegeben wird. Die Probe anreichern, bis eine Vitellogenin-Konzentration erreicht wird,
die 10- bis 100-mal hoher ist als die bei mannlichen Kontrollfischen erwartete VTG-Konzentration. Die so
angereicherte Probe kann von einem einzelnen Fisch oder von mehreren Fischen stammen.

In mindestens zwei Mulden eine Teilprobe nicht angereicherten Plasmas mannlicher Kontrolltiere analysieren. Die
angereicherte Probe auch in mindestens zwei Duplikatmulden analysieren. Die mittlere VTG-Menge in den beiden
nicht angereicherten Plasmaproben minnlicher Kontrollfische der berechneten Vitellogenin-Menge hinzurechnen, die
zur Anreicherung der Proben zugegeben wurde, um die erwartete Konzentration zu bestimmen. Das Verhiltnis
dieser erwarteten zur gemessenen Konzentration zusammen mit den Ergebnissen der an dem betreffenden Tag
durchgefithrten Assays protokollieren.
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Flussdiagramm als Entscheidungshilfe fiir die statistischen Analyse
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C.38. DER AMPHIBIEN-METAMORPHOSE-ASSAY (AMA)
EINLEITUNG

1. Diese Prifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 231 (2009). Angesichts des Risikos, dass in der
Umwelt vorhandene Chemikalien Menschen und wild lebende Pflanzen und Tiere beeintrichtigen konnten,
muss eine Priffung zum Nachweis von auf das Schilddriisensystem von Vertebraten wirkenden Chemikalien
entwickelt und validiert werden. 1998 hat die OECD eine prioritire Aktivitdt zur Anderung bestehender
technischer Leitlinien zum Screening und zum Testen von Chemikalien mit potenziell endokriner Wirkung
initiiert. Ein Element dieser Aktivitit bestand in der Entwicklung einer technischen Leitlinie fiir das Screening
von Chemikalien, die auf das Schilddriisensystem von Wirbeltierarten wirken. Vorgeschlagen wurde eine zum
einen die Uberarbeitung der Studie zur Toxizitit bei Nagetieren nach wiederholter 28-tdgiger oraler Gabe
(Kapitel B.7 in diesem Anhang) und zum anderen die Entwicklung des Amphibien-Metamorphose-Assays
(AMA). Die iiberarbeitete Priifmethode B.7 wurde einer Validierung unterzogen und anschlieend veroffentlicht.
Der Amphibien-Metamorphose-Assay (AMA) wurde ebenfalls in einem umfassenden Validierungsprogramm
mit Intra- und Interlaborstudien untersucht, in denen die Relevanz und die Zuverlissigkeit des Tests
nachgewiesen wurden (1, 2). AnschlieBend wurde der Test einem Peer-Review durch eine Gruppe unabhingiger
Experten unterzogen (3). Diese Priifmethode beruht auf den Erfahrungen aus Validierungsstudien zum
Nachweis von auf die Schilddriise wirkenden Chemikalien und auf Arbeiten in anderen OECD-Mitgliedslandern.

PRINZIP DER PRUFUNG

2. Der Amphibien-Metamorphose-Assay (AMA) ist ein Test zur empirischen Bestimmung von Chemikalien, die
das normale Funktionieren der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Achse (HPT-Achse) beeintrichtigen
konnen. Der AMA stellt ein generalisiertes Vertebratenmodell dar, das auf den konservierten Strukturen und
Funktionen der HPT-Achse beruht. Der Test ist deshalb von Bedeutung, weil die Metamorphose von Amphibien
einen gut untersuchten schilddriisenbezogenen Prozess darstellt, der auf in der HPT-Achse wirksame
Chemikalien reagiert. Auerdem ist dieser Test der einzige Test mit dem thyroidale Aktivitit in einem Tier
wihrend der Metamorphose nachgewiesen werden kann.

3. Das allgemeine Priifprotokoll sieht die Exposition von Krallenfrosch-Larven (Xenopus-laevis) des Stadiums 51
durch mindestens drei verschiedene Konzentrationen einer Priifchemikalie und eine Verdiinnungswasser-
kontrolle iiber einen Zeitraum von 21 Tagen vor. Fiir jede Priifkonzentration werden vier Replikate verwendet.
Zu Beginn des Tests werden bei allen Behandlungsgruppen 20 Larven pro Priifbecken eingesetzt. Als
Endpunkte werden die Linge der Hinterbeine, die Kopf-Rumpf-Linge, das Entwicklungsstadium, die
Feuchtmasse, die Histologie der Schilddriise und die tdgliche Mortalitit erfasst.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Priifspezies

4. Der Krallenfrosch (Xenopus laevis) wird weltweit in Labors kultiviert und ist im Handel ohne Weiteres zu
beschaffen. Bei dieser Art kann die Reproduktion ganzjihrig leicht durch Injektionen von humanem
Choriongonadotropin (hCG) angeregt werden; die entstehenden Larven konnen in groffer Anzahl bis zu den
gewiinschten Entwicklungsstadien aufgezogen werden, die dann in auf bestimmte Stadien bezogenen
Priifprotokollen verwendet werden konnen. Die im Test zu verwendenden Larven sollten vorzugsweise von im
jeweiligen Labor gezogenen adulten Tieren stammen. Alternativ (wenngleich nicht als bevorzugtes Verfahren)
konnen auch Eier oder Embryos an die mit dem Test beauftragten Labors geschickt werden; in den Labors
muss dann eine gewisse Akklimatisierungszeit vorgesehen werden. Der Versand von Larven ist bei diesem Test
nicht annehmbar.

Ausriistung und Verbrauchsmaterial

5. Zur Durchfithrung dieses Tests werden die folgende Ausriistung und die folgenden Verbrauchsmaterialien
benotigt:

a) Expositionssystem (siche folgende Beschreibung);
b) Aquarien aus Glas oder Edelstahl (siche folgende Beschreibung);
¢) Brutbecken;

d) Temperaturregelung (z. B. Heiz- oder Kiihlgerite, einstellbar auf 22 + 1 °C);
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e) Thermometer;

f) binokulares Prapariermikroskop;

g) Digitalkamera (mit einer Auflosung von mindestens 4 Megapixeln und mit Mikroskopfunktion);

h) Software zur Bilddigitalisierung

i) Petrischale (z. B. 100 x 15 mm) oder transparente Kulturschalen aus Kunststoff in vergleichbarer Grofe;
j)  Analysewaage mit einer Messgenauigkeit von 3 Dezimalstellen (mg);

k) Oxi-Meter (zur Messung des gelosten Sauerstoffs);

) pH-Messgerit;

m) Gerdt zur Messung der Lichtintensitit (Anzeige in Ix);

n) verschiedene Labor-Glasgerite und -Werkzeuge;

o) einstellbare Pipetten (10-5 000 pl) oder Pipettensortiment in entsprechenden Grofen;

p) Priifchemikalie in hinreichenden Mengen zur Durchfithrung des Tests, vorzugsweise aus einer Charge;

q) Analysegerite zur Untersuchung der zu priffenden Chemikalien bzw. ein entsprechender Analyse-
Dienstleister.

Priifbarkeit der Chemikalie

6. Der AMA beruht auf einem Protokoll zur Exposition in Wasser, bei dem die Priifchemikalie iiber ein
Durchflusssystem in die Becken geleitet wird. Mit Durchflusssystemen sind jedoch Einschrinkungen
hinsichtlich der Chemikalientypen verbunden, die gepriift werden konnen. Mafgeblich sind die jeweiligen
physikalischen und chemischen Eigenschaften der Chemikalie. Vor der Anwendung dieses Protokolls sind daher
grundlegende Informationen zur jeweiligen Chemikalie zu beschaffen, die fiir die Durchfiihrbarkeit des Tests
von Bedeutung sind. AuBerdem ist das OECD Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances
and Mixtures (4) zu konsultieren. Folgende Merkmale sind Anzeichen dafiir, dass die betreffende Chemikalie in
aquatischen Systemen vielleicht schwierig zu untersuchen ist: hohe Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten
(log K,), hohe Fliichtigkeiten, Hydrolyse- und Photolysetendenz im Labor bei Umgebungsbeleuchtung. Ob
Chemikalien gepriift werden konnen, hidngt unter Umstinden noch von weiteren Faktoren ab, die im Einzelfall
ebenfalls zu beriicksichtigen sind. Wenn die zu untersuchende Chemikalie mit einem Durchflusssystem nicht
getestet werden kann, ist vielleicht ein System mit statischer Exposition geeignet. Kommt bei einer Chemikalie
keine dieser beiden Moglichkeiten in Betracht, kann die Chemikalie mit diesem Protokoll nicht gepriift werden.

Expositionssystem

7. Vorzugsweise ist ein Durchflusssystem zu verwenden. Wenn die physikalischen undfoder chemischen
Eigenschaften einer Priifchemikalie die Verwendung eines Durchflusssystems nicht zulassen, kann ein
alternatives Expositionssystem (z. B. ein System mit statischer Exposition) eingesetzt werden. Bestandteile des
Systems, die mit Wasser in Berithrung kommen, miissen aus Glas, Edelstahl undfoder Polytetrafluorethylen
bestehen. Wenn die Untersuchungsergebnisse nicht beeintrichtigt werden, kann alternativ auch geeignetes
Kunststoffmaterial verwendet werden. Als Expositionsbecken sind Glas- oder Edelstahlaquarien mit
Standrohren, einem Volumen zwischen 4,0 und 10,0 1 und einer Wassertiefe von mindestens 10-15 cm zu
verwenden. Das System muss fiir simtliche Expositionskonzentrationen und eine Kontrolle sowie vier Replikate
pro Behandlung ausgelegt sein. Der Durchfluss in die einzelnen Becken muss konstant sein; dabei sind sowohl
die Aufrechterhaltung der biologischen Bedingungen als auch die Exposition durch die Chemikalie zu
beriicksichtigen (z. B. 25 ml/min). Die Becken mit den Priifkonzentrationen sind im Expositionssystem
randomisiert aufzustellen, um Beeinflussungen infolge der Aufstellung zu reduzieren (u. a. geringfiigige
Unterschiede in Temperatur oder Lichtintensitdt). Mit Leuchtstofflampen wird eine Photoperiode von 12 h
Licht: 12 h Dunkelheit mit einer Intensitit von 600-2 000 Ix (Lumen/m?) auf der Wasseroberfliche eingestellt.
In den Becken miissen eine Wassertemperatur von 22 = 1 °C und ein pH-Wert von 6,5-8,5 aufrechterhalten
werden; die Konzentration an gelostem Sauerstoff in den Becken mit den verschiedenen Priifkonzentrationen
muss > 3,5 mg/l betragen (> 40 % der Luftsittigung). Mindestens die Wassertemperatur, der pH-Wert und der
Anteil an gelostem Sauerstoff sind wochentlich zu messen. Die Temperatur sollte vorzugsweise in mindestens
einem Priifgefif kontinuierlich gemessen werden. In Anlage 1 werden die Versuchsbedingungen des
Priifprotokolls beschrieben. Weitere Informationen zum Aufbau von Durchfluss-Expositionssystemen und/oder
von Systemen mit statischer Erneuerung sind dem ASTM Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on
Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians (5) sowie den Beschreibungen allgemeiner
aquatischer Toxizitdtspriifungen zu entnehmen.
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Wasserqualitat

8.  Fir den Test kann beliebiges vor Ort verfiighares Wasser (z. B. Quellwasser oder mit Aktivkohle gefiltertes
Leitungswasser) verwendet werden, bei dem Krallenfrosch-Larven normal wachsen und sich entwickeln. Da die
Wasserqualitdt je nach Standort von Region zu Region sehr unterschiedlich sein kann, ist die Wasserqualitit
insbesondere dann zu analysieren, wenn keine historischen Daten iiber die Verwendbarkeit des Wassers fiir die
Aufzucht von Krallenfroschen verfigbar sind. Besonders ist darauf zu achten, dass das Wasser frei von Kupfer,
Chlor und Chloraminen ist; da diese Chemikalien fiir Frosche und Kaulquappen giftig sind. Auferdem wird
empfohlen, das Wasser auf eine Grundbelastung durch Fluorid, Perchlorat und Chlorat (bei der Desinfektion
von Trinkwasser entstehende Nebenprodukte) zu untersuchen, da es sich bei den betreffenden Anionen um
Substrate des Jodtransports der Schilddriise handelt, die in erhohten Konzentrationen das Ergebnis der Studie
beeinflussen konnen. Die Analysen sind vor Beginn der Tests vorzunehmen. Im fiir den Test vorgesehenen
Wasser sollten die genannten Anionen nicht enthalten sein.

Jodkonzentration des Testwassers

9.  Damit die Schilddriise Hormone synthetisieren kann, muss fiir die Larven im Wasser und im Futter ausreichend
Jod verfugbar sein. Gegenwirtig liegen keine empirisch ermittelten Leitlinien fiir mindestens erforderliche
Jodkonzentrationen vor. Die Jodverfiigbarkeit kann jedoch die Empfindlichkeit verdndern, mit der das
Schilddriisensystem auf Wirkstoffe reagiert, die auf die Schilddriise wirken. Es ist bekannt, dass Jod die
Grundaktivitdt der Schilddriise beeinflusst; dies ist bei der Auswertung der Ergebnisse histopathologischer
Untersuchungen der Schilddriise zu beachten. Daher sind Jodkonzentrationen, die in dem fiur den Test
vorgesehenen Wasser gemessen wurden, zu protokollieren. Den verfiigbaren Daten aus den Validierungsstudien
zufolge hat sich das Protokoll bei Jodkonzentrationen (I-) zwischen 0,5 und 10 pg/l im Testwasser als geeignet
erwiesen. Im Idealfall sollte die minimalste Jodkonzentration im zu verwendenden Wasser bei 0,5 pg/l liegen.
Wenn das Testwasser aus entionisiertem Wasser rekonstituiert wird, muss Jod in einer Konzentration von
mindestens 0,5 pg/l hinzugegeben werden. Jegliche weitere Zugabe von Jod oder sonstigen Salzen zum
Testwasser ist im Bericht zu vermerken.

Hilterung der Tiere
Halterung der adulten Tiere und Zucht

10. Die Halterung der adulten Tiere und die Zucht erfolgen entsprechend den Standardleitlinien. Weitere
Informationen sind der Standardanleitung zur Durchfihrung des Froschembryo-Teratogeneseassay-Xenopus
(Fetax) (6) zu entnehmen. Diese Standardleitlinien sind ein Beispiel fiir geeignete Haltungs- und Zuchtverfahren;
eine strenge Befolgung ist aber nicht erforderlich. Um die Laichreifung zu induzieren, wird Paaren (3-5) von
adulten weiblichen und miénnlichen Tieren humanes Choriongonadotropin (hCG) injiziert. Weiblichen und
mannlichen Exemplaren werden etwa 800 IU-1 000 IU bzw. 600 IU-800 IU hCG gelost in 0,6- bis 0,9 %iger
Salzlosung gespritzt. Die Zuchtpaare werden in grofen Becken ohne Storungen unter statischen Bedingungen
gehalten, um den Amplexus zu fordern. Die Unterseite der Brutbecken sollte jeweils einen Zwischenboden aus
Edelstahl- oder Kunststoffgitter enthalten, durch den der Laich auf den Boden des Beckens sinken kann.
Frosche, die am spdten Nachmittag eine Injektion erhalten haben, laichen meist am Vormittag des Folgetages.
Nachdem eine hinreichende Anzahl an Eiern abgelegt und befruchtet wurden, sind die adulten Tiere aus den
Brutbecken zu nehmen.

Versorgung und Auswahl der Larven

11. Nachdem die adulten Tiere aus den Brutbecken genommen wurden, werden die Eier entnommen und anhand
einer reprisentativen Teilprobe der Embryos aus allen Brutbecken hinsichtlich ihrer Lebensfihigkeit beurteilt.
Der beste Laich (moglichst sollten 2-3 Laichproben auf ihre Qualitdt untersucht werden) wird aufbewahrt; die
Qualitdt des Laichs wird anhand der zu erwartenden Lebensfihigkeit der Embryos und einer angemessenen
Anzahl von Embryos (mindestens 1 500) beurteilt. Alle in der Studie verwendeten Tiere sollten aus einem
einzigen Laich stammen; der abgelegte Laich darf also nicht gemischt werden. Die Embryos werden in eine
grofle flache Schale oder Schiissel gegeben, und alle offensichtlich toten oder anomal ausgebildeten Eier (siehe
Definition in (5)) werden mit einer Pipette entfernt. Die gesunden Embryos aus den drei Gelegen werden in drei
getrennte Brutbecken gesetzt. Vier Tage nach dem Einsetzen in die Brutbecken wird der gemessen an seiner
Lebensfihigkeit und der Anzahl der geschliipften Tiere beste Laich ausgewihlt, und die Larven werden in eine
geeignete Anzahl an Aufzuchtbecken mit einer Temperatur von 22 + 1 °C gesetzt. Aulerdem werden einige
zusitzliche Larven in weitere Becken gesetzt, die verwendet werden konnen, wenn in der ersten Woche Tiere in
den Aufzuchtbecken sterben. So konnen die Besatzdichte aufrechterhalten und Entwicklungsunterschiede
innerhalb der Kohorte eines einzigen Laichs reduziert werden. Alle Aufzuchtbecken sind tiglich durch
Absaugen zu reinigen. Vorsichtshalber sollten keine Latexhandschuhe, sondern Handschuhe aus Vinyl oder
Nitril verwendet werden. In der ersten Woche werden tote Larven tdglich entfernt und durch neue Larven
ersetzt, um die Besatzdichte aufrechtzuerhalten. Die Fiitterung muss mindestens zweimal taglich erfolgen.
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12. Vor der Exposition werden die Larven (Kaulquappen) an die Bedingungen der eigentlichen Testphase gewohnt
(Futtertyp, Temperatur, Photoperiode und Kulturmedium). Daher sollte in der Phase vor der Exposition dasselbe
Kultur-/Verdiinnungswasser verwendet werden wie in der Expositionsphase. Wenn die Larven vor der
Exposition in einer statischen Kultur gehalten werden, ist das Kulturmedium mindestens zweimal wochentlich
vollstindig zu ersetzen. Eine tiberhohte Besatzdichte infolge einer zu grolen Anzahl an Larven in der Phase vor
der Exposition ist zu vermeiden, weil dies die Entwicklung der Larven wihrend der anschliefenden Testphase
deutlich beeintrichtigen konnte. Daher sollte eine Besatzdichte von etwa 4 Larven/l Kulturmedium (statisches
Expositionssystem) bzw. 10 Larven/l Kulturmedium (bei einem Durchfluss von z. B. 50 ml/min vor der
Exposition bzw. im Kultursystem) nicht iiberschritten werden. Unter diesen Bedingungen sollten sich die Larven
innerhalb von zwolf Tagen von den Stadien 4546 bis zu Stadium 51 entwickeln. Reprisentative Larven dieser
Stammpopulation sind tdglich hinsichtlich ihres Entwicklungsstadiums zu prifen, um den ungefihren
Zeitpunkt fur den Beginn der Exposition abschitzen zu konnen. Es ist sorgfiltig darauf zu achten, dass
Belastungen und Verletzungen der Larven minimiert werden, insbesondere beim Umsetzen der Larven, beim
Reinigen der Aquarien und der Handhabung mit den Larven. Belastende Umgebungsbedingungen/Mafinahmen
sind zu vermeiden (beispielsweise hoher undfoder kontinuierlicher Lirm, Klopfen an die Aquarien,
Schwingungen in den Aquarien, iitbermiRige Aktivitdt im Labor und rasche Anderungen der Umgebungsbe-
dingungen (Beleuchtung, Temperatur, pH-Wert, geloster Sauerstoff, Wasserdurchfluss usw.)). Wenn die Larven
innerhalb von 17 Tagen nach der Befruchtung Stadium 51 nicht erreicht haben, ist dies moglicherweise auf
tibermifige Stressbelastung zuriickzufiihren.

Kultivierung und Fiittern der Larven

13. Wihrend der gesamten Phase vor der Exposition (nach Nieuwkoop und Faber (NF) Stadium 45/46) (8) und
wihrend der gesamten Testdauer von 21 Tagen werden die Larven. mit handelsiiblichem Larvenfutter (z.B. Sera
Micron ®) versorgt (siche Anlage 1); alternativ kann auch ein sonstiges Futter verwendet werden, das sich fiir
die Durchfiihrung des Amphibien-Metamorphose-Assays in gleichwertiger Weise als geeignet erwiesen hat. Das
Fiitterungsprotokoll in der Phase vor der Exposition ist sorgfiltig auf den Bedarf der sich entwickelnden Larven
abzustimmen. Frisch geschlipften Larven sind also mehrmals tiglich (mindestens zweimal) kleinere
Futtermengen anzubieten. Es darf jedoch nicht zu viel Futter bereitgestellt werden; ansonsten i) wird die
Wasserqualitdt beeintrichtigt, und ii) fihren Futterpartikel und Detritus zum Verstopfen der Kiemen. Die
tagliche Futtermenge ist entsprechend dem Wachstum der Larven bis auf etwa 30 mg/Tier/Tag kurz vor Beginn
des Tests zu erhohen. Das im Handel erhiltliche Futter hat sich in den Validierungsstudien als geeignet
erwiesen, um ein angemessenes Wachstum und eine angemessene Entwicklung von X.-laevis-Larven zu
ermoglichen. Es besteht aus feinen Partikeln, die in der Wassersdule lange Zeit gelost bleiben und mit dem
Durchfluss ausgewaschen werden. Daher ist die gesamte tigliche Futtermenge auf kleinere Portionen zu
verteilen, die mindestens zweimal tiglich verabreicht werden. Das Fiitterungsprotokoll fur dieses Futter ist
Tabelle 1 zu entnehmen. Die Futtermenge wird protokolliert. Das Futter kann trocken oder als mit
Verdiinnungswasser hergestellte Stammlosung verabreicht werden. Diese Stammlosung wird jeden zweiten Tag
frisch zubereitet und bei 4 °C gelagert.

Tabelle 1

Fiitterungsprotokoll bei handelsiiblichem Larvenfutter (z.B. Sera Micron ® ) in den Validierungsstudien
mit X.-laevis-Larven wihrend der In-vivo-Phase des AMA mit einem Durchflusssystem

Studientag Futtermenge (mg Futter/Tier|Tag)
0-4 30
5-7 40
8-10 50
11-14 70
15-21 80
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Analytik

14. Vor der Durchfithrung einer Studie muss die Stabilitit der Priifchemikalie ermittelt werden. Dazu sind die
verfiigbaren Informationen iiber die Loslichkeit, die Abbaubarkeit und die Fliichtigkeit zu verwenden. Aus den
Becken mit den Replikaten in den verschiedenen Konzentrationen werden zu Beginn des Tests (Tag 0) sowie
wahrend des Tests wochentlich mindestens vier Proben der Testlosungen fiir chemische Analysen entnommen.
Auflerdem sollten die einzelnen Priifkonzentrationen wihrend der Vorbereitung des Systems vor Beginn des
Tests analysiert werden, um das Systemverhalten zu priifen. Ferner wird empfohlen, die Stammlosungen beim
Wechseln zu analysieren, insbesondere wenn das Volumen der Stammlosung die Chemikalie nicht in
hinreichender Menge fiir die gesamte Dauer der regelmifSigen Probenahmen enthilt. Wenn Chemikalien in
einzelnen oder allen im Test verwendeten Konzentrationen nicht nachgewiesen werden koénnen, sind die
Stammlosungen zu messen und die Durchflussraten des Systems zu protokollieren, um die nominellen
Konzentrationen berechnen zu kénnen.

Applikation der Chemikalie

15. Die Priifchemikalie kann je nach physikalisch-chemischen Eigenschaften auf unterschiedliche Weise in das
Priifsystem eingebracht werden. Wasserlosliche Chemikalien konnen in Aliquoten des Testwassers in einer
Konzentration gelost werden, mit der die fir den Test vorgesehene Zielkonzentration in einem
Durchflusssystem erreicht wird. Chemikalien, die bei Raumtemperatur fliissig sind und sich nur beschrinkt in
Wasser 16sen, konnen iiber Fliissig:Flissig-Sdttigungssiulen zugefihrt werden. Chemikalien, die bei
Raumtemperatur fest sind und sich nur beschrinkt in Wasser 16sen, konnen iiber Sittigungssiulen mit
Glaswolle eingebracht werden (7). Vorzugsweise ist ein trdgerfreies Priifsystem zu verwenden; die
Priffchemikalien haben jedoch unterschiedliche physikalisch-chemische Eigenschaften, die wahrscheinlich
unterschiedliche Ansitze bei der chemischen Aufbereitung des Wassers erfordern. Aus den folgenden Griinden
sollten vorzugsweise weder Losungsmittel noch Triger verwendet werden: i) Bestimmte Losungsmittel konnen
ihrerseits toxisch wirken und/oder unerwiinschte oder unerwartete endokrine Reaktionen auslésen; ii) die
Priifung von Chemikalien oberhalb ihrer Wasserloslichkeit (was bei Verwendung von Loésungsmitteln haufig
vorkommt) kann die Genauigkeit beeintrichtigen, mit der die wirksamen Konzentrationen ermittelt werden;
und iii) die Verwendung von Losungsmitteln in linger dauernden Tests kann aufgrund der Aktivitit von
Mikroorganismen zur Entwicklung erheblicher Biofilme* fithren. Bei schwierig zu testenden Chemikalien kann,
wenn unbedingt erforderlich, ein Losungsmittel eingesetzt werden. Zur Ermittlung der besten Methode ist das
OECD Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures zu konsultieren (4).
Welches Losungsmittel zu verwenden ist, hingt von den chemischen Eigenschaften der Chemikalie ab. Bei
aquatischen Toxizitdtstests haben sich u. a. Aceton, Ethanol, Methanol, Dimethylformamid und Triethylen-
Glykol als wirksam erwiesen. Wenn ein Losungsmittel verwendet wird, missen die Losungsmittelkonzent-
rationen unter der chronischen hochsten gepriiften Konzentration ohne beobachtete schidliche Wirkung
(NOECQ) liegen; die OECD-Leitlinie empfiehlt hochstens 100 pl/l. In einer kiirzlich verdffentlichten Anderung
wird eine Losungsmittelkonzentration von nur 20 plf/l Verdiinnungswasser empfohlen (12). Wenn
Losungsmittel verwendet werden, sind zusitzlich zu den Kontrollen ohne Loésungsmittel auch geeignete
Losungsmittelkontrollen zu untersuchen (sauberes Wasser). Kann eine Chemikalie nicht mit Wasser zugefiihrt
werden (entweder aufgrund der physikalisch-chemischen Merkmale (geringe Loslichkeit) oder wegen der
eingeschriankten chemischen Verfiigbarkeit), kann eine Verabreichung mit dem Futter in Betracht gezogen
werden. Zur Verabreichung iiber das Futter wurden zwar Untersuchungen durchgefiihrt; dieser Expositionspfad
ist allgemein aber nicht iiblich. Die ausgewihlte Methode ist zu dokumentieren und analytisch zu verifizieren.

Auswahl der Priifkonzentrationen
Bestimmung der hichsten Priifkonzentration

16. Bei diesem Test sollte die hochste Konzentration der Loslichkeitsgrenze der Priifchemikalie, — bei akut
toxischen Chemikalien — der hochsten noch vertriglichen Konzentration (Maximum Tolerated Concentration =
MTC) oder 100 mg/l entsprechen; mafSgeblich ist die jeweils niedrigste Konzentration.

17. Als MTC wird die hochste Priifkonzentration der Chemikalie bezeichnet, bei der die akute Mortalitdt weniger
als 10 % betrigt. Dieser Ansatz geht davon aus, dass empirische Daten zur akuten Mortalitit vorliegen, nach
denen die MTC bestimmt werden kann. Die Abschitzung der MTC ist unter Umstinden ungenau und setzt in
der Regel einschligige Erfahrung voraus. Die Verwendung von Regressionsmodellen diirfte der technisch
solideste Ansatz fiir die Bestimmung der MTC sein. Eine brauchbare Abschitzung der MTC kann aber auch auf
vorhandenen akuten Daten beruhen. In diesem Fall ist 1/3 des akuten LC,,-Werts anzunehmen. Fiir die im Test
verwendete Art liegen allerdings vielleicht keine Daten zur akuten Toxizitdt vor. Wenn fiir eine Art keine Daten
zur akuten Toxizitdt verfugbar sind, kann ein auf 96 Stunden angelegter Test zur Ermittlung des LC,,-Werts mit
reprisentativen Larven (d. h. mit Larven aus demselben Stadium wie die fir den AMA zu verwendenden
Larven) durchgefithrt werden. Wenn Daten anderer aquatischer Arten verfiigbar sind (z. B. ermittelte LC,-
Werte bei Fischen oder sonstigen Amphibienarten), kann die wahrscheinliche MTC mit entsprechender
Erfahrung durch Extrapolation auf andere Arten bestimmt werden.
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18. Wenn die Chemikalie nicht akut toxisch und bei einer Konzentration iiber 100 mg/l loslich ist, wird die
Konzentration von 100 mg/l als hochste Priifkonzentration (HTC = Highest Test Concentration) betrachtet, da
diese Konzentration in der Regel als ,praktisch ungiftig angesehen wird.

19. Methoden zur statischen Erneuerung werden zwar nicht empfohlen, konnen aber verwendet werden, wenn die
MTC mit Durchflussmethoden nicht erreicht werden kann. Wenn Methoden zur statischen Erneuerung zur
Anwendung kommen, ist die Stabilitit der Konzentration der Priifchemikalie zu dokumentieren; die
Konzentration muss innerhalb der Grenzwerte der Leistungskriterien erhalten werden. Zu empfehlen ist eine
Erneuerung alle 24 Stunden: Erneuerungsperioden von iiber 72 Stunden sind nicht annehmbar. Auferdem
missen jeweils am Ende der Erneuerungsperioden unmittelbar vor der Erneuerung Parameter fiir die
Wasserqualitit (beispielsweise geloster Sauerstoff, Temperatur oder pH-Wert) gemessen werden.

Priifkonzentrationsbereich

20. Es werden mindestens drei Priifkonzentrationen und eine Kontrolle mit sauberem Wasser (sowie erforderli-
chenfalls eine Kontrolle mit Losungsmittel) benotigt. Die hochste und die niedrigste Priifkonzentration miissen
sich mindestens um eine Gréfenordnung unterscheiden. Der Abstandsfaktor der Dosierungen darf hochstens
0,1 und muss mindestens 0,33 sein.

VERFAHREN
Beginn und Durchfithrung der Priifung
Tag 0

21. Die Exposition wird begonnen, wenn in der noch nicht der Priifchemikalie ausgesetzten Stammpopulation eine
hinreichende Anzahl an Larven Entwicklungsstadium 51 (nach Nieuwkoop und Faber) (8) erreicht hat und
hochstens 17 Tage nach der Befruchtung vergangen sind. Zur Auswahl der Testtiere werden gesunde und
normal aussehende Larven der Stammpopulation in einem Gefif mit einer geeigneten Menge an
Verdiinnungswasser gepoolt. Zur Bestimmung des Entwicklungsstadiums miissen die Larven mit einem kleinen
Netz oder einem Sieb einzeln aus dem Sammelbecken entnommen und in eine durchsichtige Messkammer
(z. B. eine 100-mm-Petrischale) mit Verdiinnungswasser gegeben werden. Bei der Bestimmung des Stadiums
sollte keine Betdubung vorgenommen werden; einzelne Larven konnen jedoch vor der Untersuchung mit
100 mg/l Tricainmethansulfonat (z. B. MS-222) betdubt werden, das in geeigneter Weise mit Natriumbicarbonat
auf einen pH-Wert von 7,0 gepuffert wurde. Wenn das Betdubungsmittel MS-222 angewandt wird, sollten
Informationen iiber die richtige Anwendung bei erfahrenen Labors eingeholt werden. Die Methode ist
zusammen mit den Testergebnissen zu protokollieren. Beim Umsetzen sind die Tiere sorgfiltig zu behandeln,
um Stressbelastung wihrend der Behandlung zu minimieren und um Verletzungen zu vermeiden.

22. Das Entwicklungsstadium der Tiere wird mit einem binokularen Pripariermikroskop bestimmt. Um die
Unterschiede der Entwicklungsstadien zu minimieren, miissen die jeweiligen Entwicklungsstadien maoglichst
genau bestimmt werden. Nach Nieuwkoop und Faber (8) ist das wichtigste Anzeichen fiir das Erreichen von
Stadium 41 die Morphologie der Hinterbeine. Die morphologischen Merkmale der Hinterbeine sind unter dem
Mikroskop zu priifen. Anhand auffilliger morphologischer Merkmale ldsst sich das Stadium zuverldssig
bestimmen, umfassende Informationen zur Bestimmung des Entwicklungsstadiums der Larven sind hingegen
dem vollstindigen Leitfaden von Nieuwkoop und Faber (8) zu entnehmen. Eine normale Entwicklung
vorausgesetzt, kann mithilfe der folgenden Tabelle die Bestimmung der Entwicklungsstadien im gesamten Test
vereinfacht und standardisiert werden, indem die auffilligen morphologischen Merkmale ermittelt werden, die
mit den jeweiligen Stadien verbunden sind.

Tabelle 2
Auffillige morphologische Merkmale von Entwicklungsstadien nach der Beschreibung von Nieuwkoop
und Faber
Auffillige morphologische Entwicklungsstadium
Merkmale 51| 52|53 |54|55(56|57[58(59|60|61]62|63]|64]65] 66
Hinterbeine X[ X|X|X|X|X|X
Vorderbeine X|X|X|X|X
Kraniofaziale Struktur X|X|X|X
Morphologie des Geruchs- X|X|X
nervs
Schwanzlinge X|X|X|X
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23. Bei Beginn des Tests miissen alle Larven das Stadium 51 erreicht haben. Das auffilligste morphologische
Merkmal dieses Entwicklungsstadiums ist die Morphologie der Hinterbeine (siche Abbildung 1).

Abbildung 1

Morphologie der Hinterbeine bei einer X.-laevis-Larve in Stadium 51

24. Neben dem Entwicklungsstadium kann fiir die Auswahl auch die Grofe der Versuchstiere beriicksichtigt
werden. Dazu ist die gesamte Korperlinge (nicht die Kopf-Rumpf-Lange) an Tag 0 bei einer Unterprobe von
etwa 20 Larven im NF-Stadium 51 zu messen. Nach der Berechnung der mittleren Korperlinge dieser Gruppe
konnen Mindest- und Hochstwerte fur die gesamte Korperliange der Versuchstiere zuziiglich einer Toleranz von
t 3 mm festgelegt werden (Mittelwerte der gesamten Korperldnge im Bereich von 24,0-28,1 mm fiir Larven im
Stadium 51). Das Entwicklungsstadium ist jedoch das Hauptkriterium dafiir, ob die einzelnen Tiere fiir den Test
verwendet werden konnen. Larven mit offensichtlichen groben Fehlbildungen oder Verletzungen sind vom Test
auszuschliefen.

25. Larven, die die oben beschriebenen Anforderungen an das Entwicklungsstadium erfiillen, werden in einem
Becken mit sauberem Kulturwasser gehalten, bis die Bestimmung des Entwicklungsstadiums abgeschlossen ist.
Nach der Bestimmung des Entwicklungsstadiums werden die Larven randomisiert auf die Expositionsbecken
verteilt, bis sich in jedem Becken 20 Larven befinden. Danach werden die einzelnen Becken auf Tiere mit
Auffilligkeiten (Verletzungen, ungewohnliches Schwimmverhalten usw.) untersucht. Offensichtlich nicht
gesunde Larven sind aus den Becken zu entfernen und durch frisch ausgewihlte Larven aus dem
Sammelbecken zu ersetzen.

Beobachtungen

26. Detailliertere Informationen iiber Verfahren zum Abschluss der Priifung und zur Behandlung der Larven sind
dem OECD Guidance Document on Amphibian Thyroid Histology (9) zu entnehmen.

Messungen an Tag 7

27. An Tag 7 werden aus jedem Prifbecken fiinf zufillig ausgewdhlte Larven pro Replikat entnommen. Das
Randomisierungsverfahren muss gewihrleisten, dass fiir alle Tiere die gleiche Auswahlwahrscheinlichkeit
gegeben ist. Dies kann mit einem beliebigen Randomisierungsverfahren sichergestellt werden; allerdings miissen
alle Larven entnommen werden. Nicht ausgewihlte Larven werden wieder in das urspriingliche Becken gesetzt.
Die ausgewihlten Larven werden getotet, indem sie (z. B.) in 150-200 mg/l MS-222 (mit Natriumbicarbonat
auf pH 7,0 gepuffert) eingelegt werden. Die getoteten Larven werden mit Wasser abgespiilt und trockengetupft;
anschliefend wird das Korpergewicht mit einer Genauigkeit von 1 mg bestimmt. Bei den Larven werden jeweils
die Linge der Hinterbeine, die Kopf-Rumpf-Linge und (mit einem Pripariermikroskop) das Entwicklungs-
stadium bestimmt.
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Messungen an Tag 21 (Beendigung der Priifung)

28. Am Ende der Priffung (an Tag 21) werden die iibrigen Larven aus den Priifbecken entnommen und wie oben
beschrieben getotet, indem sie (z. B.) in 150-200 mg/l MS-222 (mit Natriumbicarbonat auf pH 7,0 gepuffert)
eingelegt werden. Die Larven werden mit Wasser abgespiilt und trockengetupft; anschlieRend wird das
Korpergewicht mit einer Genauigkeit von 1 mg bestimmt. Fiir die Larven werden jeweils das Entwicklungs-
stadium, die Kopf-Rumpf-Linge und die Linge der Hinterbeine bestimmt.

29. Alle Larven werden zur anschliefenden histologischen Untersuchung entweder als Ganzkorperproben oder als
Kopfgewebe-Proben, einschlieflich Unterkiefer, 48-72 Stunden in Davidson-Fixierlosung gelegt. Fiir die
histologischen Untersuchungen sind insgesamt fiinf Larven pro Replikatbecken zu entnehmen. Da die Hohe der
follikuldren Zellen vom Entwicklungsstadium abhingt (10), sollten fiir die histologische Untersuchung am
besten moglichst Exemplare im gleichen Entwicklungsstadium verwendet werden. Um Exemplare im gleichen
Entwicklungsstadium auszuwéhlen, sind sidmtliche Larven zunichst einer Bestimmung des Entwicklungs-
stadiums zu unterziehen, bevor sie ausgewihlt und anschliefend zur Datenerfassung untersucht werden. Dieser
Schritt ist erforderlich, weil aufgrund der normalen Entwicklungsunterschiede auch in den Becken mit den
einzelnen Replikaten unterschiedliche Entwicklungsstadien erreicht werden.

30. Die fur die histopathologischen Untersuchungen ausgewihlten Tiere (n = 5 pro Replikat) sollten mdglichst dem
Median der Entwicklungsstadien der Kontrollen (gepoolte Replikate) entsprechen. Wenn sich in einzelnen
Replikatbecken mehr als funf Larven im betreffenden Stadium befinden, sind fiinf Larven zufillig auszuwahlen.

31. Wenn sich in Replikatbecken weniger als finf Larven im betreffenden Stadium befinden, sind zufillig
ausgewdhlte Larven des nichstniedrigeren oder -héheren Entwicklungsstadiums zu entnehmen (insgesamt bis
zu fiinf Larven pro Replikat). Vorzugsweise sollte die Entscheidung zur Untersuchung weiterer Larven aus dem
nichsthoheren oder -niedrigeren Entwicklungsstadium auf einer Gesamtbewertung der Verteilung der Entwick-
lungsstadien in den Kontrollen und in den Becken mit den Priifkonzentrationen beruhen. Wenn die Exposition
eine Entwicklungsverzogerung bewirkt, sollten also zusitzliche Larven aus dem nichstniedrigeren Entwick-
lungsstadium verwendet werden. Bewirkt die Exposition eine schnellere Entwicklung, sollten zusitzliche Larven
aus dem ndchsthoheren Entwicklungsstadium verwendet werden.

32. Bei erheblichen Verinderungen in der Entwicklung der Larven infolge der Exposition gegeniiber einer
Priifchemikalie gibt es unter Umstinden keine Uberschneidungen der Verteilung der verschiedenen Entwick-
lungsstadien bei den Becken mit den Priffchemikalien mit dem berechneten Median der Entwicklungsstadien
der Kontrollen. Nur in diesen Fillen ist der Auswahlprozess zu modifizieren, indem ein vom Median der Ent-
wicklungsstadien der Kontrollen abweichendes Stadium verwendet wird, um fiir die histopathologische
Untersuchung der Schilddriise eine Entnahme von Larven mit iibereinstimmenden Entwicklungsstadien zu
erzielen. Zudem werden bei unbestimmten (d. h. asynchronen) Stadien von jedem Replikat fiinf Larven zufillig
zur histologischen Analyse ausgewahlt. Die Entnahme von Larven, die sich nicht in einem dem Median der Ent-
wicklungsstadien der Kontrolle entsprechenden Entwicklungsstadium befinden, ist zu protokollieren.

Bestimmung biologischer Endpunkte

33. Wihrend der 21-tagigen Expositionsdauer werden primire Endpunkte an den Tagen 7 und 21 gemessen; die
Testtiere werden jedoch tiglich einer visuellen Priifung unterzogen. Tabelle 3 bietet einen Uberblick iiber die
Endpunkte der Messungen und die Zeitpunkte, zu denen Beobachtungen vorzunehmen sind. Detailliertere
Informationen iiber technische Verfahren zur Messung von apikalen Endpunkten und von histologischen
Untersuchungen sind den OECD-Leitfiden zu entnehmen (9).

Tabelle 3

Zeitpunkte der Beobachtungen zur Kontrolle primirer Endpunkte im AMA

Apikale Endpunkte Taglich Tag 7 Tag 21

— Mortalitat .

— Entwicklungsstadium . .
— Linge der Hinterbeine . .
— Kopf-Rumpf-Linge . .
— Feuchtmasse der Larven . .
— Histologische Untersuchung der Schild- .

driise




L 54/242 Amtsblatt der Europdischen Union 1.3.2016

Apikale Endpunkte

34. Das Entwicklungsstadium, die Linge der Hinterbeine, die Kopf-Rumpf-Linge und die Feuchtmasse sind die
apikalen Endpunkte des AMA. Diese Endpunkte werden im Folgenden kurz erldutert. Weitere technische
Informationen zur Erfassung dieser Daten sind den Leitfiden zu entnehmen, auf die in der Anlage verwiesen
wird. Diese enthalten auch Informationen zur computergestiitzten Analyse. Die Beriicksichtigung dieser
Leitfaden ist zu empfehlen.

Entwicklungsstadium

35. Das Entwicklungsstadium der X.-laevis-Larven wird anhand der entsprechenden Kriterien von Nieuwkoop und
Faber (8) bestimmt. Aufgrund von Daten zu den Entwicklungsstadien wird festgestellt, ob eine Entwicklung
beschleunigt, asynchron oder verzogert verlduft oder nicht beeintrichtigt wird. Eine beschleunigte oder
verzogerte Entwicklung ist aus einem Vergleich des Medians der Entwicklungsstadien der Kontrollen und der
Gruppen mit den Priifkonzentrationen zu erkennen. Eine asynchrone Entwicklung ist zu protokollieren, wenn
die untersuchten Gewebe zwar keine Fehlbildungen oder Anomalien aufweisen, die relativen Zeitpunkte der
Morphogenese oder der Entwicklung verschiedener Gewebe eines einzelnen Tieres aber uneinheitlich sind.

Lénge der Hinterbeine

36. Die Differenzierung und das Wachstum der Hinterbeine werden durch Schilddriisenhormone gesteuert und
sind wesentliche Merkmale, die bereits fiir die Bestimmung des Entwicklungsstadiums herangezogen werden.
Die Entwicklung der Hinterbeine wird bei der Bestimmung des Entwicklungsstadiums als qualitativer Aspekt
beriicksichtigt; hier wird sie jedoch als quantitativer Endpunkt betrachtet. Daher wird die Linge der Hinterbeine
als Endpunkt gemessen, um Wirkungen auf die Schilddriisenachse zu erkennen (Abbildung 2). Um eine
konsistente Erfassung zu gewihrleisten, wird immer die Linge des linken Hinterbeins ermittelt. Die Linge der
Hinterbeine wird sowohl an Tag 7 als auch an Tag 21 des Tests gemessen. An Tag 7 wird die Linge bei
gestrecktem Hinterbein gemessen, wie in Abbildung 2 dargestellt. An Tag 21 dagegen gestaltet sich die Messung
der Hinterbeine wegen der Beugung der Beine schwieriger. An diesem Tag wird daher von der Kérperwand aus
iiber die Mittellinie des Beins und iiber alle Winkel gemessen. Anderungen der Hinterbeinlinge an Tag 7
werden auch dann als signifikant fiir eine potenzielle Aktivitit der Schilddriise betrachtet, wenn sie an Tag 21
nicht mehr auffallen. Die Lingenmessungen werden anhand von Digitalfotos mithilfe einer Software zur
Bildanalyse vorgenommen, wie im OECD Guidance Document on Amphibian Thyroid Histology (9) beschrieben.

Korperlinge und Feuchtmasse

37. Im Prifprotokoll ist die Messung der Kopf-Rumpf-Linge (KRL) (Abbildung 2) und der Feuchtmasse vorgesehen,
um mogliche Wirkungen der Priifchemikalien auf das Wachstum der Larven im Vergleich zur Kontrollgruppe
beurteilen zu konnen. Aulerdem ermoglichen die Messwerte den Nachweis einer allgemeinen Toxizitdt der
Priifchemikalie. Da die Entfernung des anhaftenden Wassers bei Gewichtsmessungen fiir die Larven belastend
sein und die Haut der Larven beschadigt werden kann, werden die entsprechenden Messungen an Tag 7 nur an
einer Unterprobe der Larven und erst am letzten Tag des Tests (Tag 21) an allen iibrigen Larven vorgenommen.
Bei der Messung wird regelmifSig das kraniale Ende der Kloake als caudale Begrenzung angenommen.

38. Das Wachstum der Larven wird anhand der Kopf-Rumpf-Lange (KRL) beurteilt (siche Abbildung 2).

Abbildung 2

Verfahren zur Messung von (A) Korperlinge und (B) Hinterbeinlinge bei X.-laevis-Larven (1)

snout-vent length tail length S 36 e fian,
» hind limb
whole body length length
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Histologische Untersuchung der Schilddriise

39. Das Entwicklungsstadium und die Hinterbeinlinge sind wichtige Endpunkte bei der Bewertung expositions-
bezogener Anderungen der Metamorphose. Eine Entwicklungsverzégerung an sich kann aber nicht als
diagnostischer Indikator fiir eine antithyroidale Aktivitit betrachtet werden. Einige Anderungen sind vielleicht
nur in regelmifigen histopathologischen Analysen feststellbar. Diagnosekriterien sind u. a. eine Hypertrophie/
Atrophie der Schilddriise, eine Hypertrophie der follikuldren Zellen, eine Hyperplasie der follikuliren Zellen
und als zusitzliche qualitative Kriterien: das Follikellumen, die Kolloidqualitit und die Hohe/Form der
follikuliren Zellen. Die Symptome sind mit vier Schweregraden zu erfassen. Informationen iiber die Entnahme
und die Behandlung von Proben fiir histologische Analysen sowie zur Durchfithrung histologischer Analysen
von Gewebeproben sind den Veroffentlichungen ,Amphibian Metamorphosis Assay: Part 1 — Technical guidance for
morphologic sampling and histological preparation’ und ,Amphibian Metamorphosis Assay: Part 2 — Approach to
reading studies, diagnostic criteria, severity grading and atlas* (9) zu entnehmen. Labors, die den Test zum ersten Mal
durchfiihren, sollten sich von erfahrenen Pathologen schulen lassen, bevor sie selbst histologische Analysen und
Untersuchungen der Schilddriise vornehmen. Bei offensichtlichen und signifikanten Anderungen der apikalen
Endpunkte, die auf eine beschleunigte Entwicklung oder eine Asynchronie schlieflen lassen, ist eine histopatho-
logische Analyse der Schilddriise unter Umstidnden nicht erforderlich. Sind allerdings keine offensichtlichen
morphologischen Anderungen oder Entwicklungsverzégerungen erkennbar, miissen histologische Analysen
vorgenommen werden.

Mortalitit

40. Alle Priifbecken sind tiglich auf tote Larven zu priifen, und fur alle Becken ist jeweils die Anzahl der toten
Larven zu protokollieren. Wenn Mortalitdten festgestellt werden, sind grundsatzlich Datum, Konzentration und
Beckennummer zu vermerken. Bemerkte tote Tiere sind umgehend aus den Becken zu entfernen. Mortalititen
von mehr als 10 % konnen auf ungeeignete Testbedingungen oder toxische Wirkungen der Priifchemikalie
hindeuten.

Zusitzliche Beobachtungen

41. Anomales Verhalten und offensichtliche erhebliche Fehlbildungen und Lisionen sind zu protokollieren. Wenn
diese festgestellt werden, sind grundsitzlich Datum, Konzentration und Beckennummer zu vermerken. Normal
ist, wenn sich die Larven in der Wassersdule so bewegen, dass sich der Schwanz iiber dem Kopf befindet, die
Schwanzflosse regelmifig rhythmisch schligt, die Tiere regelmifig an die Wasseroberfliche kommen, durch
die Kiemen atmen und auf Reize reagieren. Anomal wire beispielsweise, wenn die Larven auf der Oberfliche
treiben, am Boden des Beckens liegen, mit dem Bauch nach oben oder unregelmifSig schwimmen, nicht an die
Oberfliche kommen und nicht auf Reize reagieren. Auferdem sind deutliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Konzentrationen im Hinblick auf die Futteraufnahme zu protokollieren. Erhebliche Fehlbildungen
und Lisionen sind etwa morphologische Anomalien (z. B. Fehlbildungen der Beine), blutende Lisionen oder
durch Bakterien oder Pilze verursachte Infektionen, um nur einige Beispiele zu nennen. Die entsprechenden
Beobachtungen sind qualitativer Art; sie sind klinischen Anzeichen fiir Krankheiten/Stressbelastung vergleichbar
und in Relation zu den Tieren in den Kontrollen zu sehen. Wenn in den Becken mit der Priifchemikalie
Fehlbildungen oder Lisionen in groferem Umfang und haufiger auftreten als in den Kontrollen, ist dies als
Beleg fiir eine offensichtliche Toxizitdt zu betrachten.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Datenerfassung

42. Alle Daten sind mit elektronischen Systemen oder manuell entsprechend der guten Laborpraxis (GLP) zu
erfassen. Folgende Informationen sollten ermittelt werden:

Priifchemikalie:

— Beschreibung der Priifchemikalie: physikalisch-chemische Merkmale; Angaben zur Stabilitit und zur
biologischen Abbaubarkeit;

— chemische Informationen und Daten: Methode und Haufigkeit der Herstellung von Verdiinnungen; zu den
Informationen iiber die Priifchemikalien zihlen die tatsichlichen und die nominellen Konzentrationen der
Priifchemikalien sowie gegebenenfalls auch von Chemikalien, die nicht als Ausgangschemikalien zu
betrachten sind. Die Konzentration der Priifchemikalie muss unter Umstdnden in den Stammlésungen und
in den Testlosungen gemessen werden;

— Losungsmittel (andere als Wasser): Begriindung der Auswahl des jeweiligen Losungsmittels und
Beschreibung des Losungsmittels (Beschaffenheit und verwendete Konzentration);
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Priifbedingungen:

— Daten zu den Priifbedingungen: Die Daten umfassen Beobachtungen zum Funktionieren des Priifsystems
sowie zur Testumgebung und zur Infrastruktur. Typische Daten sind beispielsweise Umgebungstemperatur,
Testtemperatur, Photoperiode, Zustand kritischer Bestandteile des Expositionssystems (z. B. Pumpen,
Zykluszahler, Druckwerte), Durchflusswerte, Wasserstinde, Wechsel der Vorratsflaschen und Angaben zur
Fiitterung. Zu den allgemeinen Parametern der Wasserqualitit zdhlen der pH-Wert, der Anteil an gelostem
Sauerstoff, die Leitfahigkeit, der Gesamtgehalt an Jod, die Alkalitat und die Harte;

— Abweichungen von der Prifmethode: Zu erfassen sind alle Informationen iiber Abweichungen von der
Priifmethode; auferdem sind die Abweichungen ausfiihrlich zu beschreiben;

Ergebnisse:

— Biologische Beobachtungen und Daten: tigliche Beobachtungen zur Mortalitit, Nahrungsaufnahme,
anomalem Schwimmverhalten, Lethargie, Gleichgewichtsverlust, Fehlbildungen, Lisionen usw. zu
bestimmten vorab festgelegten Zeitpunkten sind folgende Beobachtungen und Daten zu erfassen: Entwick-
lungsstadium, Linge der Hinterbeine, Kopf-Rumpf-Linge und Feuchtmasse;

— statistische Analyseverfahren und Griinde fir die Auswahl der verwendeten Verfahren; Ergebnisse der
statistischen Analysen, vorzugsweise in tabellarischer Form;

— histologische Daten: Zu diesen Daten zihlen ausfiihrliche Beschreibungen sowie Angaben zur Ausprigung
und zur Haufigkeit bestimmter Beobachtungen, wie im Leitliniendokument zu histopathologischen
Untersuchungen erldutert;

— spontane Bemerkungen: Ausfithrliche Beschreibungen von Beobachtungen wihrend der Studie, die sich
keiner der vorstehenden Kategorien zuordnen lassen.

Berichtlegung

43. Anlage 2 enthilt Tabellen zur tdglichen Datenerfassung, die als Orientierung fiir die Eingabe von Rohdaten und
fur Berechnungen zusammenfassender Statistiken verwendet werden konnen. Auflerdem werden Tabellen zur
Eingabe zusammengefasster Endpunktdaten bereitgestellt. Tabellen fiir histologische Bewertungen sind Anlage 2
zu entnehmen.

Leistungskriterien und Annehmbarkeit/Validitit des Tests

44. Bei erheblichen Abweichungen von der Priifmethode sind die ermittelten Daten fiir Beurteilungen und fur
Berichte im Allgemeinen nicht annehmbar. Daher wurden die folgenden Kriterien (Tabelle 4) als Leitlinien zur
qualitativen Bewertung der durchgefihrten Tests und des allgemeinen Verhaltens der Kontrollorganismen

entwickelt.
Tabelle 4.
Leistungskriterien des AMA
Kriterium Annehmbare Grenzwerte
Priifkonzentrationen Kultivierung iiber eine Testdauer von 21 Tagen bei
< 20 % VK (Variabilitdt der gemessenen Priifkonzent-
ration)
Mortalitdt in Kontrollen < 10 % — In den Kontrollen darf die Mortalitit zwei

Larven pro Replikat nicht iibersteigen.

Mindest-Medianwert der Entwicklungsstadien der Kon- | 57
trollen am Ende des Tests

Spanne der Entwicklungsstadien in der Kontrollgruppe | Das 10. und das 90. Perzentil der Verteilung der Ent-
wicklungsstadien diirfen sich um hochstens vier Sta-
dien unterscheiden.

Geloster Sauerstoff > 40 % Luftsdttigung (*)
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45.

Kriterium

Annehmbare Grenzwerte

pH-Wert

Der pH-Wert muss zwischen 6,5 und 8,5 gehalten
werden. Die einzelnen Replikate/Konzentrationen diir-
fen sich hochstens um 0,5 unterscheiden.

Wassertemperatur

22 £ 1 °C — Die einzelnen Replikate/Konzentrationen
diirfen sich hochstens um 0,5 °C unterscheiden.

Priifkonzentrationen ohne offensichtliche Toxizitdt

>2

Leistungsfahigkeit der Replikate

Im gesamten Test diirfen nicht mehr als 2 Replikate
beeintrichtigt sein.

Besondere Bedingungen bei Verwendung eines Lo-
sungsmittels

Wenn ein Trigerlosungsmittel verwendet wird, sind je-
weils eine Kontrolle mit dem Losungsmittel und eine
Kontrolle mit sauberem Wasser zu verwenden und die
Ergebnisse zu protokollieren.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Kontrollgruppen mit dem Losungsmittel und mit dem
Wasser sind in besonderer Weise zu behandeln (s. u.).

Besondere Bedingungen fiir statische Priifsysteme

Reprasentative chemische Analysen vor und nach der
Erneuerung sind im Bericht zu vermerken.

Unmittelbar vor der Erneuerung wird der Ammoniak-
gehalt gemessen.

Unmittelbar vor der Erneuerung sind alle in Anlage 1
Tabelle 1 genannten Parameter fiir die Wasserqualitit
Zu messen.

Erneuerungen sind spitestens nach 72 Stunden vorzu-
nehmen.

Angemessenes Fiitterungsprotokoll (50 % der tdglichen
Menge von handelsiiblichem Larvenfutter (z.B. Sera
Micron ®))

(*) Die Beliiftung des Wassers kann durch Sprudler erfolgen. Die Sprudler sind auf eine Intensitét einzustellen, die die Larven

nicht unnétig belastet.

Validitit des Tests

Ein Test kann dann als annehmbar/giiltig betrachtet werden, wenn die folgenden Anforderungen erfiillt sind:

Ein valider Test ergibt hinsichtlich der Aktivitat der Schilddriise einen negativen Befund:

(1)

Bei einer Konzentration der Priifchemikalie (und in den Kontrollen) darf die Mortalitit hochstens bei 10 %

liegen. In allen Replikaten muss sich die Mortalitdt auf drei Larven beschrianken; ansonsten ist das Replikat

als beeintrichtigt zu betrachten.

(2)

beeintrachtigten Replikate) zur Verfigung stehen.

3)

Fir die Analysen missen mindestens zwei Konzentrationen (sowie die betreffenden vier nicht

Fiir die Analysen miissen zwei Konzentrationen ohne offensichtlich toxische Wirkung verfigbar sein.

Ein valider Test ergibt hinsichtlich der Aktivitat der Schilddriise einen positiven Befund:

(4) In der Kontrollgruppe muss sich die Mortalitit auf zwei Larven/Replikate beschranken.
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Entscheidungslogik des AMA

46. Die Entscheidungslogik wurde fiir den AMA entwickelt, um eine logische Struktur fiir die Durchfithrung des
Bioassays und fur die Interpretation der Ergebnisse bereitzustellen (siche Flussdiagramm in Abbildung 3). In der
Entscheidungslogik werden im Wesentlichen die Endpunkte gewichtet. Eine beschleunigte Entwicklung, eine
asynchrone Entwicklung und die histopathologische Untersuchung der Schilddriise werden stark gewichtet,
wihrend eine verzogerte Entwicklung, die Kopf-Rumpf-Linge und die Feuchtmasse als Parameter, die potentiell
durch die Toxizitdt des Priifstoffs beeintrichtigt werden konnten, weniger schwer gewichtet werden.

Abbildung 3

Entscheidungslogik des Amphibien-Metamorphose-Assays

NEIN
Gultiger Test

Wiederholungsstudie
AMA durchfithren S

JA

A

Beschleunigte Entwicklung Thyroide Wirkg.

NEIN
; JA () :
Asynchrone Entwicklung Thyroids Wirke,
NEIN
L
Erkennb. histologische Wirkungen JA I: Thyroide Wirkg.

NEIN

Offensichtlich
keine thyroide
Wirkung: STOPP

() Zum Teil werden von zustindigen Behorden auch bei erheblichen Unterschieden in fortgeschrittenen Entwicklungsstadien und bei
asynchroner Entwicklung histologische Untersuchungen verlangt. Labors, die diesen Test vornehmen, sollten sich vor Durchfithrung des
Tests bei den zustandigen Behorden erkundigen, welche Endpunkte verlangt werden.
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Beschleunigte Entwicklung (anhand der Entwicklungsstadien sowie aufgrund der Kopf-Rumpf-Linge und der
Hinterbeinlinge zu ermitteln)

47. Eine beschleunigte Entwicklung ist ausschlieflich infolge von Effekten bekannt, die von Schilddriisenhormonen
verursacht werden. Sie kann bei peripheren Geweben auf eine unmittelbare Wechselwirkung mit dem
Schilddriisenhormonrezeptor (z. B. mit T4) oder auf Effekte zuriickzufiihren sein, die eine Anderung des
Spiegels der zirkulierenden Schilddriisenhormone nach sich ziehen konnen. In beiden Fillen wird dies als
hinreichendes Anzeichen dafiir betrachtet, dass die Chemikalie auf die Schilddriise wirkt. Zur Feststellung einer
beschleunigten Entwicklung bestehen zwei Moglichkeiten. Erstens kann das allgemeine Entwicklungsstadium
nach dem von Nieuwkoop und Faber (8) beschriebenen Standardansatz bewertet werden. Zweitens konnen
spezifische morphologische Merkmale quantifiziert werden z. B. die Hinterbeinldnge an den Tagen 7 und 21,
die mit einer agonistischen Wirkung auf den Schilddriisenhormonrezeptor in Zusammenhang steht. Wenn bei
dem Test eine statistisch signifikant beschleunigte Entwicklung oder Verinderung der Linge der Hinterbeine
festzustellen ist, ist dies ein Hinweis darauf, dass die Chemikalie auf die Schilddriise wirk.

48. Die Bewertung der Testtiere auf eine im Vergleich zur Kontrollpopulation beschleunigte Entwicklung beruht auf
den Ergebnissen statistischer Analysen der folgenden vier Endpunkte:

— Hinterbeinlinge (normalisiert auf die KRL) an Tag 7 des Tests
— Hinterbeinldnge (normalisiert auf die KRL) an Tag 21 des Tests
— Entwicklungsstadium an Tag 7 des Tests

— Entwicklungsstadium an Tag 21 des Tests

49. Die statistischen Analysen der Hinterbeinlingen sind anhand der Linge des linken Hinterbeins vorzunehmen.
Die Hinterbeinlinge wird entsprechend dem Verhiltnis der Hinterbeinlinge zur Kopf-Rumpf-Linge eines
Exemplars normalisiert. Danach wird der Mittelwert der normalisierten Werte der einzelnen Konzentrationen
verglichen: Anzeichen fur eine beschleunigte Entwicklung ist ein signifikanter Anstieg der mittleren
Hinterbeinlinge (normalisiert) in der Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe an Tag 7 und/oder
Tag 21 des Tests (siche Anlage 3).

50. Die statistischen Analysen der Entwicklungsstadien werden vorgenommen, nachdem die Entwicklungsstadien
aufgrund der von Nieuwkoop und Faber beschriebenen morphologischen Kriterien (8) bestimmt wurden. Eine
beschleunigte Entwicklung ist dann gegeben, wenn an Tag 7 und/oder Tag 21 des Tests bei der multiquantalen
Analyse ein signifikanter Anstieg der Werte eines Entwicklungsstadiums in einer Behandlungsgruppe festgestellt
wird.

51. Beim AMA wird eine signifikante Wirkung auf einen der vier oben genannten Endpunkte als hinreichender
Beleg fiir eine beschleunigte Entwicklung betrachtet. Signifikante Wirkungen auf die Hinterbeinlinge zu einem
bestimmten Zeitpunkt miissen also nicht durch signifikante Wirkungen auf die Hinterbeinlinge zu anderen
Zeitpunkten oder auf das Entwicklungsstadium 