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II

(Niet-wetgevingshandelingen)

VERORDENINGEN

VERORDENING (EU) 2016/266 VAN DE COMMISSIE
van 7 december 2015

tot wijziging, in verband met de aanpassing ervan aan de technische vooruitgang, van Verordening

(EG) nr. 440/2008 houdende vaststelling van testmethoden uit hoofde van Verordening (EG)

nr. 1907/2006 van het Europees Parlement en de Raad inzake de registratie en beoordeling van en
de autorisatie en beperkingen ten aanzien van chemische stoffen (REACH)

(Voor de EER relevante tekst)
DE EUROPESE COMMISSIE,
Gezien het Verdrag betreffende de werking van de Europese Unie,

Gezien Verordening (EG) nr. 1907/2006 van het Europees Parlement en de Raad van 18 december 2006 inzake de
registratie en beoordeling van en de autorisatie en beperkingen ten aanzien van chemische stoffen (REACH), tot
oprichting van een Europees Agentschap voor chemische stoffen, houdende wijziging van Richtlijn 1999/45/EG en
houdende intrekking van Verordening (EEG) nr. 793/93 van de Raad en Verordening (EG) nr. 1488/94 van de
Commissie alsmede Richtliin 76/769/EEG van de Raad en de Richtlijnen 91/155/EEG, 93/67/EEG, 93/105/EG en
2000/21/EG van de Commissie ('), en met name artikel 13, lid 2,

Overwegende hetgeen volgt:

(1)  Verordening (EG) nr. 440/2008 van de Commissie (3 bevat de testmethoden voor de bepaling van de fysisch-
chemische eigenschappen, de toxiciteit en de ecotoxiciteit van chemische stoffen die worden toegepast voor de
uitvoering van Verordening (EG) nr. 1907/2006.

(2)  Verordening (EG) nr. 440/2008 moet worden bijgewerkt om daarin nieuwe en bijgewerkte, recentelijk door de
OESO goedgekeurde testmethoden op te nemen teneinde rekening te houden met de technische vooruitgang en
overeenkomstig Richtlijn 2010/63/EU van het Europees Parlement en de Raad (°) tot een verlaging van het aantal
proefdieren te komen. De belanghebbenden zijn over dit voorstel geraadpleegd.

(3)  De aanpassing betreft twintig testmethoden: één nieuwe methode voor de bepaling van een fysisch-chemische
eigenschap, elf nieuwe en drie aangepaste testmethoden voor de beoordeling van de ecotoxiciteit, en vijf nieuwe
testmethoden voor de beoordeling van het uiteindelijk lot en het gedrag in het milieu.

(4)  Verordening (EG) nr. 440/2008 moet derhalve dienovereenkomstig worden gewijzigd.

(5)  De in deze verordening vervatte bepalingen zijn in overeenstemming met het advies van het bjj artikel 133 van
Verordening (EG) nr. 1907/2006 ingestelde comité,

(') PBL 396 van 30.12.2006, blz. 1.

(*) Verordening (EG) nr. 440/2008 van de Commissie van 30 mei 2008 houdende vaststelling van testmethoden uit hoofde van
Verordening (EG) nr. 1907/2006 van het Europees Parlement en de Raad inzake de registratie en beoordeling van en de autorisatie en
beperkingen ten aanzien van chemische stoffen (REACH) (PB L 142 van 31.5.2008, blz. 1).

(*) Richtlijn 2010/63/EU van het Europees Parlement en de Raad van 22 september 2010 betreffende de bescherming van dieren die voor
wetenschappelijke doeleinden worden gebruikt (PB L 276 van 20.10.2010, blz. 33).
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HEEFT DE VOLGENDE VERORDENING VASTGESTELD:

Artikel 1

De bijlage bij Verordening (EG) nr. 440/2008 wordt gewijzigd overeenkomstig de bijlage bij deze verordening.

Artikel 2

Deze verordening treedt in werking op de derde dag na die van de bekendmaking ervan in het Publicatieblad van de
Europese Unie.

Deze verordening is verbindend in al haar onderdelen en is rechtstreeks toepasselijk in elke
lidstaat.

Gedaan te Brussel, 7 december 2015.

Voor de Commissie
De voorzitter
Jean-Claude JUNCKER
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BIJLAGE

De bijlage bij Verordening (EG) nr. 440/2008 wordt als volgt gewijzigd:

1) Aan het begin van de bijlage, v66r deel A, wordt een noot ingevoegd:

,Noot:

Voordat een van de volgende testmethoden voor het testen van een stof met meerdere bestanddelen, een stof van
onbekende of wisselende samenstelling, een complex reactieproduct of biologisch materiaal (UVCB-stoffen) of een
mengsel wordt gebruikt en daar waar de toepasbaarheid ervan voor het testen van stoffen met meerdere
bestanddelen, UVCB-stoffen of mengsels niet in de desbetreffende testmethode is aangegeven, moet worden nagegaan
of de methode geschikt is voor het beoogde regelgevingsdoel.

Indien de testmethode voor het testen van een stof met meerdere bestanddelen, een UVCB-stof of een mengsel wordt
gebruikt, moet voor zover mogelik voldoende informatie over de samenstelling van het mengsel beschikbaar
worden gesteld, bijvoorbeeld aan de hand van de chemische identiteit van de bestanddelen, hun kwantitatieve
aandeel in het mengsel en relevante eigenschappen van de bestanddelen.”

2) Hoofdstuk A.24 wordt toegevoegd:

,A.24. VERDELINGSCOEFFICIENT ~ (N-OCTANOL/WATER), = HOGEDRUKVLOEISTOFCHROMATO-
GRAFIE-METHODE (HPLC)

INLEIDING

Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtlijn (TG) 117 (2004) van de OESO.

1.  De verdelingscoéfficiént (P) is gedefinieerd als de verhouding van de evenwichtsconcentraties van een opgeloste
stof in een tweefasensysteem bestaande uit twee in hoge mate niet mengbare oplosmiddelen. Voor n-octanol en
water:

C, - octanol
PDW - .

C water

De verdelingscoéfficiént is het quotiént van twee concentraties en is daarom dimensieloos; deze waarde wordt
meestal opgegeven als een logaritme met grondtal tien.

2. P, is een belangrijke parameter in onderzoeken naar het lot van chemische stoffen in het milieu. Er is een zeer
duidelijk verband aangetoond tussen de P, van de niet-geioniseerde vorm van stoffen en hun bioaccumulatie
in vissen. De P__ is ook een bruikbare parameter gebleken bij het voorspellen van adsorptie aan grond en
sedimenten en het vaststellen van kwantitatieve structuur-activiteitrelaties voor een groot aantal verschillende
biologische effecten.

3. Het eerste voorstel voor deze testmethode was gebaseerd op een artikel van C.V. Eadsforth en P. Moser (1). De
ontwikkeling van de testmethode en een interlaboratorium-vergelijkingstest van de OESO werden in 1986
gecoordineerd door het Umweltbundesamt van de Bondsrepubliek Duitsland (2).

INLEIDENDE OVERWEGINGEN

4. Log P, -waarden in het bereik van — 2 tot 4 (soms tot 5 en hoger) (!) kunnen experimenteel worden bepaald
met de schudflesmethode (hoofdstuk A.8 van deze bijlage, testrichtlijn 107 van de OESO). De HPLC-methode
is geschikt voor het bepalen van verdelingscoéfficiénten in het log P, -bereik van 0 tot 6 (1) (2) (3) (4) (5). Voor
deze methode kan een schatting van de P, nodig zijn om geschikte referentiestoffen aan te wijzen en
conclusies getrokken uit de meetgegevens van de test te ondersteunen. Een beknopte beschrijving van bereke-
ningsmethoden is te vinden in het aanhangsel bij deze testmethode. De HPLC wordt isocratisch uitgevoerd.

5. De P, -waarden zijn afhankelijk van de omgevingsomstandigheden, zoals temperatuur, pH, ionsterkte enz., en
deze moeten in het experiment gedefinicerd worden om de P -gegevens goed te kunnen interpreteren. Voor
ioniseerbare stoffen komt mogelijk een andere methode beschikbaar (bv. ontwerprichtliin van de OESO
betreffende een pH-metrische methode voor geioniseerde stoffen (6)) die als alternatief kan worden gebruikt.
Hoewel de methode volgens deze OESO-ontwerprichtlijn geschikt kan zijn voor de bepaling van de P, voor
ioniseerbare stoffen, is het in sommige gevallen beter om de HPLC-methode te gebruiken bij een voor het
milieu relevante pH.

(") Er wordt een bovengrens opgegeven omdat het nodig is een fase van volledige scheiding te bereiken na aanpassingen van het verdelings-
evenwicht en voordat monsters worden verwijderd voor analyse. Als de nodige zorgvuldigheid in acht wordt genomen kan de
bovengrens worden opgeschoven naar hogere waarden van P .
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PRINCIPE VAN DE METHODE

6. Reversed phase HPLC wordt uitgevoerd met analytische kolommen, gepakt met een in de handel verkrijgbare
vaste fase bestaande uit chemisch aan silica gebonden lange koolwaterstofketens (bv. C8, C18).

7. Een in zo'n kolom geinjecteerde chemische stof wordt door de mobiele fase meegevoerd door de kolom en
verdeelt zich daarbij tussen de mobiele oplosmiddelfase en de stationaire koolwaterstoffase. De mate waarin
stoffen worden vastgehouden is evenredig met hun koolwaterstof/water-verdelingscoéfficiént, waarbij hydrofiele
stoffen het eerst elueren en lipofiele stoffen het laatst. De retentietijd wordt beschreven door de capaciteitsfactor
k, met de volgende formule:

k:tR_tO
to

waarbij t, de retentietijd van de teststof is, en t, de dode tijd, d.w.z. de gemiddelde tijd die een oplosmiddelmo-
lecuul nodig heeft om door de kolom te lopen. Kwantitatieve analysemethoden zijn niet vereist, alleen de
retentietijd moet worden bepaald.

8.  De octanol/water-verdelingscoéfficiént van een teststof kan berekend worden door de capaciteitsfactor k van de
stof experimenteel te bepalen en deze waarde vervolgens in te vullen in de volgende vergelijking:

logP,, =a+b x logk
waarbij:
a,b = lineaire regressiccoéfficiénten.

Bovenstaande vergelijking kan worden verkregen door lineaire regressie van de logaritme van de octanol/water-
verdelingscoéfficiénten van referentiestoffen tegen de logaritme van de capacteitsfactoren van de referentie-
stoffen.

9. Met de reversed phase HPLC-methode kunnen verdelingscoéfficiénten in het log P -bereik van 0 tot 6 worden
geschat, en in uitzonderlijke gevallen kan dit worden uitgebreid met het log P, -bereik van 6 tot 10. Hiervoor
kan het nodig zijn de mobiele fase aan te passen (3). De methode kan niet worden gebruikt voor sterke zuren
en basen, metaalcomplexen, stoffen die met het eluens reageren en oppervlakteactieve stoffen. Er kunnen
metingen worden uitgevoerd met ioniseerbare stoffen in hun niet-geioniseerde vorm (vrij zuur of vrije base)
door een geschikte buffer te gebruiken met een pH onder de pK, voor een vrij zuur of boven de pK, voor een
vrije base. De pH-metrische methode voor het testen van ioniseerbare stoffen (6) komt mogelijk beschikbaar en
zou als alternatieve methode kunnen worden gebruikt (6). Als de log P, wordt bepaald voor gebruik bij de
indeling van milieugevaren of beoordeling van het milieurisico, moet de test worden uitgevoerd in het pH-
bereik dat relevant is voor de natuurlijke omgeving, d.w.z. in het pH-bereik 5,0 - 9.

10. In sommige gevallen kunnen verontreinigingen de interpretatie van de resultaten bemoeilijken vanwege
onzekerheid bij het benoemen van de pieken. Voor mengsels die een band van niet volledig gescheiden pieken
geven, moeten de boven- en ondergrens van de log P,,, en het oppervlaktepercentage van elke log P -piek
worden gerapporteerd. Voor mengsels die uit een groep homologen bestaan moet ook de log P, als gewogen
gemiddelde worden opgegeven (7), berekend op basis van de individuele P -waarden en de desbetreffende
oppervlaktepercentages (8). Alle pieken die meer dan 5 % van de totale piekoppervlakte uitmaken, moeten in
de berekening worden meegenomen (9).

>_,(log Py,;) (opperviakte %) S (log P,,)(oppervlakte %)
iddelde log P,,, = = = = l
gewogen gemiddelde log Py, totale piekopperviakte % 2_, opperviakte %

Het gewogen gemiddelde van log P is alleen geldig voor stoffen of mengsels (bv. tallolie) die uit homologen
bestaan (bv. een reeks alkanen). Metingen aan mengsels kunnen betekenisvolle resultaten opleveren mits de
voor analyse gebruikte detector dezelfde gevoeligheid heeft voor alle stoffen in het mengsel en het scheidend
vermogen voldoende groot is.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

11. De dissociatieconstante, de structuurformule en de oplosbaarheid in de mobiele fase moeten bekend zijn
voordat de methode wordt gebruikt. Daarnaast is informatie over hydrolyse nuttig.
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12.

13.

14.

15.

KWALITEITSCRITERIA

Om de betrouwbaarheid van de meting te vergroten moeten de bepalingen in duplo worden uitgevoerd.
— Herhaalbaarheid: De log P -waarden die worden afgeleid uit herhaalde metingen onder identieke omstan-
digheden en met dezelfde set referentiestoffen mogen niet meer dan 0,1 log-eenheden van elkaar
verschillen.

— Reproduceerbaarheid: De resultaten van herhaalde metingen met een verschillende set referentiestoffen
mogen verschillend zijn. De correlatiecoéfficiént R voor het verband tussen log k en log P, voor een set
teststoffen ligt doorgaans rond 0,9, wat neerkomt op een octanol/water-verdelingscoéfficiént van log P +
0,5 log-eenheden.

De interlaboratorium-vergelijkingstest heeft uitgewezen dat met de HPLC-methode log P, -waarden kunnen
worden verkregen die minder dan + 0,5 eenheden verschillen van de schudfleswaarden (2). Andere vergelij-
kingen zijn terug te vinden in de literatuur (4) (5) (10) (11) (12). Correlatiegraficken op basis van structureel
verwante referentiestoffen geven de meest nauwkeurige resultaten (13).

REFERENTIESTOFFEN

Om de gemeten capaciteitsfactor k van een stof te kunnen correleren met zijn P, moet een ijklijn worden
gemaakt met ten minste 6 punten (zie punt 24). Het is aan de gebruiker de geschikte referentiestoffen te kiezen.
De log P, -waarden van de referentiestoffen moeten normaal gesproken zodanig zijn dat ze de log P, van de
teststof omvatten, dat wil zeggen dat ten minste één referentiestof een P, moet hebben boven die van de
teststof, en een andere een P onder die van de teststof. Extrapolatie dient alleen in uitzonderlijke gevallen te
worden gebruikt. De referentiestoffen zijn bij voorkeur structureel verwant met de teststof. De log P, -waarden
van de voor de ijking gebruikte referentiestoffen moeten op betrouwbare experimentele gegevens zijn
gebaseerd. Voor stoffen met een hoge log P (in de regel hoger dan 4) mogen berekende waarden worden
gebruikt, tenzij er betrouwbare experimentele gegevens beschikbaar zijn. Als geéxtrapoleerde waarden worden
gebruikt, moet een grenswaarde worden opgegeven.

Er zijn uitgebreide lijsten beschikbaar met log P, -waarden voor een groot aantal groepen van chemische
stoffen (14) (15). Als er geen gegevens over de verdelingscoéfficiént van structureel verwante stoffen
beschikbaar zijn, mag een meer algemene ijking worden toegepast met andere referentiestoffen. Aanbevolen
referentiestoffen en hun P -waarden zijn vermeld in tabel 1. Voor ioniseerbare stoffen hebben de vermelde
waarden betrekking op de niet-geioniseerde vorm. De aannemelijkheid en kwaliteit van de waarden werden
gecontroleerd tijdens de interlaboratorium-vergelijkingstest.

Tabel 1

Aanbevolen referentiestoffen

CAS-nummer Referentiestof log P, pKa
1 78-93-3 2-Butanon 0,3
(Methylethylketon)
2 1122-54-9 4-Acetylpyridine 0,5
3 62-53-3 Aniline 0,9
4 103-84-4 Aceetanilide 1,0
5 100-51-6 Benzylalcohol 1,1
6 150-76-5 4-Methoxyfenol 1,3 pKa = 10,26
7 122-59-8 fenoxyazijnzuur 1,4 pKa = 3,12
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CAS-nummer Referentiestof log P, pKa
8 108-95-2 Fenol 1,5 pKa =9,92
9 51-28-5 2,4-Dinitrofenol 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benzonitril 1,6
11 140-29-4 Fenylacetonitril 1,6
12 589-18-4 4-Methylbenzylalcohol 1,6
13 98-86-2 Acetofenon 1,7
14 88-75-5 2-Nitrofenol 1,8 pKa=7,17
15 121-92-6 3-Nitrobenzoézuur 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-Chlooraniline 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitrobenzeen 1,9
18 104-54-1 Cinnamylalcohol 1,9
(kaneelalcohol)

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

(trans) 4,44 (trans)
22 100-66-3 Anisool 2,1
23 93-58-3 Methylbenzoaat 2,1
24 71-43-2 Benzeen 2,1
25 99-04-7 3-Methylbenzoézuur 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-Chloorfenol 2,4 pKa=9,1
27 79-01-6 Trichloorethyleen 2,4
28 1912-24-9 Atrazine 2,6
29 93-89-0 Ethylbenzoaat 2,6
30 1194-65-6 2,6-Dichloorbenzonitril 2,6
31 535-80-8 3-Chloorbenzoézuur 2,7 pKa = 3,82
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CAS-nummer Referentiestof log P,,, pKa
32 108-88-3 Tolueen 2,7
33 90-15-3 1-Naftol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-Dichlooraniline 2,8
35 108-90-7 Chloorbenzeen 2,8
36 1746-13-0 Allylfenylether 2,9
37 108-86-1 Broombenzeen 3,0
38 100-41-4 Ethylbenzeen 3,2
39 119-61-9 Benzofenon 3,2
40 92-69-3 4-Fenylfenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Thymol 3,3
42 106-46-7 1,4-Dichloorbenzeen 3,4
43 122-39-4 Difenylamine 3,4 pKa=0,79
44 91-20-3 Naftaleen 3,6
45 93-99-2 Fenylbenzoaat 3,6
46 98-82-8 Isopropylbenzeen 3,7
47 88-06-2 2,4,6-Trichloorfenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenyl 4,0
49 120-51-4 Benzylbenzoaat 4,0
50 88-85-7 2,4-Dinitro-6-sec-butylfenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-Trichloorbenzeen 42
52 143-07-7 Dodecaanzuur 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 Difenylether 42
54 85-01-8 Fenantreen 4,5
55 104-51-8 n-Butylbenzeen 4,6
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CAS-nummer Referentiestof log P,,, pKa
56 103-29-7 Dibenzyl 4,8
57 3558-69-8 2,6-Difenylpyridine 4,9
58 206-44-0 Fluorantheen 5,1
59 603-34-9 Trifenylamine 57
60 50-29-3 DDT 6,5

BESCHRIJVING VAN DE METHODE
Oriénterende schatting van de verdelingscoéfficiént

16. Indien nodig kan de verdelingscoéfficiént van de teststof worden geschat, bij voorkeur met een berekenings-
methode (zie aanhangsel) of, waar van toepassing, op basis van de verhouding van de oplosbaarheidswaarden
van de teststof in de zuivere oplosmiddelen.

Apparatuur

17. Benodigd is een vloeibare-fase-chromatograaf uitgerust met een licht pulserende pomp en een geschikt detectie-
systeem. Een UV-detector, ingesteld op een golflengte van 210 nm, of een brekingsindexdetector is toepasbaar
voor de grote verscheidenheid van chemische groepen. De aanwezigheid van polaire groepen in de stationaire
fase kan de prestaties van de HPLC-kolom in ernstige mate nadelig beinvloeden. Om deze reden dienen
stationaire fasen een zo klein mogelijk percentage polaire groepen te bevatten (16). Men kan gebruik maken
van in de handel verkrijgbare, uit microdeeltjes bestaande reversed phase-pakkingen of van voorgepakte
kolommen. Tussen het injectiesysteem en de analytische kolom kan een voorkolom worden geinstalleerd.

Mobiele fase

18. Voor de bereiding van het elutiemiddel worden methanol van HPLC-kwaliteit en gedestilleerd of gedeioniseerd
water gebruikt, en het elutiemiddel wordt voor gebruik ontgast. De elutie dient isocratisch te worden
uitgevoerd. Er moeten methanol/water-verhoudingen met een wateraandeel van minimaal 25 % worden
gebruikt. Een 3:1 (v/v) methanol/water-mengsel voldoet meestal goed om stoffen met een log P van 6 binnen
een uur te elueren bij een debiet van 1 ml/minuut. Voor stoffen met een log P groter dan 6 kan het nodig zijn
de elutietijd te verkorten (en ook die voor de referentiestoffen) door de polariteit van de mobiele fase te
verlagen of de kolomlengte te reduceren.

19. De teststof en de referentiestoffen moeten zodanig goed oplosbaar zijn in de mobiele fase dat hun concentraties
detecteerbaar zijn. Aan het methanol/water-mengsel mogen alleen in uitzonderlijke gevallen hulpstoffen worden
toegevoegd, aangezien ze de eigenschappen van de kolom veranderen. In die gevallen moet bevestigd worden
dat de retentietijd van de test- en referentiestoffen niet wordt beinvloed. Als methanol/water niet voldoet,
kunnen andere mengsels van een organisch oplosmiddel en water worden gebruikt, bij voorbeeld ethanol/
water, acetonitril/water of isopropylacohol (2-propanol)/water.

20. Voor ioniseerbare stoffen is de pH van het eluens kritisch. Deze moet in het functionele pH-bereik van de
kolom liggen, gewoonlijk tussen 2 en 8. Bufferen wordt aangeraden. Zoutprecipitatie en achteruitgang van de
kolom, verschijnselen die zich bij sommige mengsels van een organische fase en een buffer kunnen voordoen,
moeten worden vermeden. HPLC-metingen met stationaire fasen op basis van silica bij een pH hoger dan 8
worden doorgaans afgeraden, omdat door het gebruik van een alkalische mobiele fase de kolomprestaties snel
kunnen afnemen.

Oplossingen

21. De test- en referentiestoffen moeten voldoende zuiver zijn om de pieken in de chromatogrammen te kunnen
toewijzen aan de respectieve stoffen. Stoffen die voor test- of ijkdoeleinden worden gebruikt, worden zo
mogelijk in de mobiele fase opgelost. Als voor het oplossen van de test- en referentiestoffen een ander
oplosmiddel dan de mobiele fase wordt gebruikt, moet de mobiele fase worden gebruikt voor de laatste verdun-
ningsstap voorafgaand aan injectie.
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Testomstandigheden

22. De temperatuur tijdens de meting mag niet meer variéren dan + 1 °C.

Bepaling van de dode tijd t,

23. De dode tijd t, kan worden gemeten met behulp van organische stoffen die niet worden vastgehouden (bv.
thioureum of formamide). Een nauwkeurigere waarde voor de dode tijd kan worden afgeleid uit de gemeten
retentietijden van een set van ongeveer zeven stoffen uit een homologe reeks (bv. alkylmethylketonen) (17). De
retentietijden t, (n. + 1) worden uitgezet tegen t, (n.), waarbij n. het aantal koolstofatomen is. Er wordt een
rechte lijn, t, (n. + 1) = A t; (n) + (1 — A)t,, verkregen waarbij A, zijnde k(n. + 1)/k(n.), constant is. De dode
tijd t, wordt verkregen uit het snijpunt met de y-as (1 — A)t, en de helling A.

Regressievergelijking

24. De volgende stap bestaat uit het maken van een correlatiegrafiek van log k versus log P voor geschikte referen-
tiestoffen met log P-waarden in de buurt van de waarde die voor de teststof wordt verwacht. In de praktijk
worden 6 tot 10 referentiestoffen gelijktijdig geinjecteerd. De retentietijden worden bepaald, bij voorkeur met
een recorder/integrator die is aangesloten op het detectiesysteem. De corresponderende logaritmen van de
capaciteitsfactoren, log k, worden uitgezet als functie van log P. De regressievergelijking wordt met regelmatige
tussenpozen, ten minste eenmaal per dag, uitgevoerd zodat eventuele veranderingen in de prestaties van de
kolom in aanmerking kunnen worden genomen.

BEPALING VAN DE P, VAN DE TESTSTOF

25. De teststof wordt in de kleinste detecteerbare hoeveelheden geinjecteerd. De retentietijd wordt in duplo bepaald.
De verdelingscoéfficiént van de teststof wordt verkregen door interpolatie van de berekende capaciteitsfactor in
de ijkgrafiek. Voor zeer lage en zeer hoge verdelingscoéfficiénten is extrapolatie noodzakelijk. Vooral in deze
gevallen moet aandacht worden besteed aan de betrouwbaarheidsgrenzen van de regressielijn. Als de retentietijd
van een teststof buiten het voor de referentiestoffen verkregen bereik valt, moet een grenswaarde worden
opgegeven.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Testverslag

26. In het verslag moet de volgende informatie worden opgenomen:

— de eventuele oriénterende schatting van de verdelingscoéfficiént, de geschatte waarden en de gebruikte
methode, en indien een berekeningsmethode werd gebruikt, een volledige beschrijving daarvan inclusief
opgave van de database en uitgebreide informatie over de keuze van de fragmenten;

— test- en referentiestoffen: zuiverheid, structuurformule en CAS-nummer;

— beschrijving van de apparatuur en chromatografische omstandigheden: analytische kolom, voorkolom;

— mobiele fase, manier van detectie, temperatuurbereik, pH;

— elutieprofielen (chromatogrammen);

— dode tijd en hoe deze werd gemeten;

— gemeten retentiewaarden en log P, -waarden uit de literatuur voor de bij de ijking gebruikte referentie-
stoffen;

— details van de gefitte regressielijn (log k versus log P_ ), de correlatiecoéfficiént van de lijn met de betrouw-
baarheidsintervallen;

— gemiddelde van de gemeten retentiewaarden en de geinterpoleerde log P waarde voor de teststof;

— in het geval van een mengsel: chromatogram met het elutieprofiel, met aangegeven grenswaarden;
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— log P, -waarden in relatie tot het oppervlaktepercentage van de log P, -piek;
— berekening met behulp van een regressielijn;

— log P, -waarden als berekend gewogen gemiddelde, indien van toepassing.
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Aanhangsel

Methoden voor de berekening van Py,

INLEIDING

1. In dit aanhangsel wordt een korte inleiding gegeven tot de berekening van P_. Voor meer informatie wordt de
lezer naar handboeken verwezen (1) (2).

2. Berekende waarden van P, worden gebruikt om:

— te beslissen welke experimentele methode moet worden gebruikt: de schudflesmethode bij een log P,
tussen — 2 en 4 en de HPLC-methode bij een log P tussen 0 en 6;

— de juiste HLPC-omstandigheden te kiezen (referentiestoffen, methanol/water-verhouding);
— de aannemelijkheid van experimenteel verkregen waarden te controleren;

— een schatting te geven in het geval er geen experimentele methoden kunnen worden toegepast.

Principe van de berekeningsmethoden

3. Alle voorgestelde berekeningsmethoden zijn gebaseerd op de theoretische fragmentatie van het molecuul in
geschikte substructuren waarvoor betrouwbare P_ -fragmentwaarden bekend zijn. De log P, van het volledige
molecuul wordt dan berekend als de som van de fragmentwaarden en de correctietermen voor intramoleculaire
interacties. Lijsten van fragmentconstanten en correctietermen zijn te vinden in de literatuur (1) (2) (3) (4) (5)
(6). Sommige hiervan worden regelmatig bijgewerkt (3).

Betrouwbaarheid van berekende waarden

4. Over het algemeen neemt de betrouwbaarheid van berekeningsmethoden af naarmate de complexiteit van de
onderzochte stof toeneemt. Voor eenvoudige moleculen met een laag molecuulgewicht en slechts één of twee
functionele groepen kan een afwijking van 0,1 tot 0,3 log P_ -eenheden worden verwacht tussen de resultaten
van de verschillende fragmentatiemethoden en de gemeten waarden. De foutmarge is afhankelifk van de
betrouwbaarheid van de gebruikte fragmentconstanten, het vermogen om intramoleculaire interacties (bv.
waterstofbruggen) te herkennen en het juiste gebruik van correctietermen. In het geval van ioniserende stoffen
moeten de lading en mate van ionisatie in aanmerking worden genomen (10).

Fujita-Hansch n -methode
5. De hydrofobe-substituent-constante, m, die door Fujita et al. werd geintroduceerd (7), wordt gedefinieerd als:
"X = log P, (PhX) —log P, (PhH)

waarbij PhX een aromatisch derivaat is en PhH de moederstof.

bv. Cl =log Pow (C6H5C]) —log P, (C6H6)
=2,84-213
=0,71

De m-methode is hoofdzakelijk van belang voor aromatische stoffen. n voor een groot aantal substituenten zijn
de n -waarden beschikbaar (4) (5).

Rekker-Methode

6.  Volgens de Rekker-methode (8) wordt de log P, -waarde als volgt berekend:

i

Log P, = Z afi + Z (interactietermen)
j
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waarbij a, het aantal keren is dat een bepaald fragment in het molecuul voorkomt en f; de log P -toename van
het fragment is. De interactietermen kunnen worden uitgedrukt als een gehele veelvoud van één enkele
constante C,, (de zogenaamde ,magische constante”). De fragmentconstanten f; en C,, zijn bepaald op grond
van een lijst van 1 054 experimentele P -waarden (825 stoffen) met behulp van meervoudige regressieanalyse
(6) (8). De bepaling van de interactietermen wordt uitgevoerd volgens vaste regels (6) (8) (9).

Hansch-Leo-methode

7. Volgens de methode volgens Hansch en Leo (4) wordt de log P, -waarde berekend als:

Log P,, = Z af; + Z b,
j

1
waarbij f; een fragmentconstante is, F; een correctieterm (factor), a, en b; de corresponderende frequentie van
voorkomen. Uit experimentele P, -waarden zijn door ,trial and error” lijsten van fragmentwaarden voor
atomen en groepen en van correctietermen F. afgeleid. De correctietermen zijn ingedeeld in verschillende
klassen (1) (4). Er zijn softwarepakketten ontwikkeld voor berekeningen waarbij alle regels en correctietermen
in aanmerking worden genomen (3).

GECOMBINEERDE METHODE

8. De berekening van de log P, van complexe moleculen kan aanzienlijk worden verbeterd als het molecuul
wordt opgesplitst in grotere substructuren waarvoor betrouwbare log P -waarden beschikbaar zijn, hetzij uit
tabellen (3) (4) of uit bestaande metingen. Zulke fragmenten (bv. heterocyclische structuren, antrachinon,
azobenzeen) kunnen dan gecombineerd worden met de m-waarden volgens Hansch of met de fragmentcon-
stanten volgens Rekker of Leo.

Opmerkingen

i) Voor gedeeltelijk of volledig geioniseerde stoffen kunnen de berekeningsmethoden alleen worden toegepast
wanneer rekening wordt gehouden met de nodige correctiefactoren.

ii) Als de aanwezigheid van intramoleculaire waterstofbruggen kan worden aangenomen, moeten de desbetreffende
correctietermen (ongeveer + 0,6 tot + 1,0 log P__-eenheden) bij het resultaat worden opgeteld (1). Aanwijzingen
voor de aanwezigheid van waterstofbruggen kunnen uit stereomodellen of spectroscopische gegevens worden
verkregen.

iii) Als meerdere tautomere vormen mogelijk zijn, moet de berekening gebasecerd worden op de meest
waarschijnlijke vorm.

iv) Het is belangrijk de herzieningen van lijsten van fragmentconstanten in de gaten te houden.
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3) Hoofdstuk C.3 wordt vervangen door:
,C.3. ZOETWATERALGEN EN CYANOBACTERIEN: GROEIREMMINGSTEST

INLEIDING

1.  Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtlijn (TG) 201 (2006, bijlage gecorrigeerd in 2011) van de OESO.
De testmethode moest worden herzien om er meer soorten in op te nemen en aan te sluiten bij de eisen inzake
risico-evaluatie en de indeling van chemische stoffen. Deze herziening is uitgevoerd op basis van uitgebreide
praktische ervaring, vorderingen van de wetenschap op het gebied van toxiciteitsonderzoek met algen en
uitgebreid gebruik in het kader van regelgeving sinds de oorspronkelijke vaststelling.

2. De gebruikte definities zijn opgenomen in aanhangsel 1.

PRINCIPE VAN DE TEST

3. Deze test is bedoeld om de effecten van een chemische stof op de groei van zoetwatermicroalgen en/of
cyanobacterién te bepalen. Exponentieel groeiende testorganismen worden gedurende normaal gesproken 72
uur in batchculturen aan de teststof blootgesteld. Ondanks de betrekkelijk korte duur van de test kunnen de
effecten over verschillende generaties worden bepaald.

4. De respons van het systeem is de afname van de groei in een reeks algenculturen (testeenheden) die aan
verschillende concentraties van een teststof worden blootgesteld. De respons wordt bepaald als functie van de
blootstellingsconcentratie in vergelijking met de gemiddelde groei van een duplorecks van niet-blootgestelde
controleculturen. Om de respons van het systeem op toxische effecten volledig tot uitdrukking te laten komen
(optimale gevoeligheid) laat men de culturen onbeperkt exponentieel groeien met voldoende nutriénten en
continu licht gedurende een periode die lang genoeg is om een afname van de specificke groeisnelheid te
kunnen meten.

5. De groei en de remming van de groei worden kwantitatief bepaald door de biomassa van de algen als functie
van de tijd te meten. De biomassa van de algen wordt gedefinieerd als het drooggewicht per volume-eenheid,
bv. mg algen/liter testoplossing. Omdat het drooggewicht echter moeilijk te bepalen is, worden vaak
vervangende parameters gebruikt. Het aantal cellen is de meest gangbare van deze parameters. Andere
mogelijkheden zijn celvolume, fluorescentie, optische dichtheid enz. Er moeten omrekeningsfactoren bekend
zijn tussen de gemeten vervangende parameter en de biomassa.

6. Het eindpunt van de test is groeiremming, uitgedrukt als de logaritmische toename van de biomassa
(gemiddelde specifieke groeisnelheid) gedurende de blootstellingsperiode. Op basis van de gemiddelde specifieke
groeisnelheden die in een reeks testoplossingen worden geregistreerd, wordt de concentratie bepaald die een
specifick percentage remming van de groeisnelheid (growth rate’) (bv. 50 %) veroorzaakt; deze wordt
uitgedrukt als de E.C, (bv. E C;).

7. Bij deze testmethode wordt ook de opbrengst (yield) als responsvariabele gebruikt; deze kan in bepaalde
landen nodig zijn om aan specificke voorschriften in de regelgeving te voldoen. De opbrengst wordt
gedefinieerd als de biomassa aan het eind van de blootstellingsperiode verminderd met de biomassa aan het
begin van de blootstellingsperiode. Op basis van de opbrengst die in een reeks testoplossingen wordt geregis-
treerd, wordt de concentratie berekend die een specifiek percentage verlaging van de opbrengst (bv. 50 %)
veroorzaakt; deze wordt uitgedrukt als de E C, (bv. E Cy,).



1.3.2016 Publicatieblad van de Europese Unie L 54/15

8. Daarnaast kunnen langs statistische weg de laagste concentratiec met waargenomen effect (LOEC) en de
concentratie zonder waargenomen effect (NOEC) worden bepaald.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

9.  De informatie over de teststof, die nuttig kan zijn om de testomstandigheden te bepalen, omvat bijvoorbeeld de
structuurformule, zuiverheid, stabiliteit in licht, stabiliteit onder de testomstandigheden, lichtabsorberende
eigenschappen, pKa en resultaten van onderzoek naar de omzetting van de stof, waaronder de biologische
afbreekbaarheid in water.

10. De oplosbaarheid in water, de verdelingscoéfficiént octanol/water (P,,) en de dampspanning van de teststof
moeten bekend zijn en er moet een gevalideerde methode beschikbaar zijn voor de kwantitatieve bepaling van

de stof in de testoplossingen met een gerapporteerde recovery en detectiegrens.

GELDIGHEID VAN DE TEST

11. Voor een geldige test moet aan de volgende criteria worden voldaan:

— De biomassa in de controleculturen moet binnen de testperiode van 72 uur exponentieel met ten minste
een factor 16 zijn toegenomen. Dit komt overeen met een specifieke groeisnelheid van 0,92 dag-'. Voor de
meest gebruikte soorten is de groeisnelheid meestal aanzienlijk hoger (zie aanhangsel 2). Wanneer soorten
worden gebruikt die trager groeien dan de in aanhangsel 2 vermelde soorten, wordt wellicht niet aan dit
criterium voldaan. In dat geval moet de testperiode worden verlengd, zodat in de controleculturen ten
minste een groei met een factor 16 wordt verkregen, terwijl de groei gedurende de hele testperiode
exponentieel moet zijn. De testperiode kan worden ingekort, maar moet ten minste 48 uur zijn, om
gedurende de test een onbeperkte, exponentiéle groei te houden, zolang de vermenigvuldigingsfactor
minimaal 16 is.

— De gemiddelde variatiecoéfficiént voor partiéle specifieke groeisnelheden (dagen 0-1, 1-2 en 2-3 voor tests
van 72 uur) in de controleculturen (zie aanhangsel 1 onder ,variatiecoéfficiént”) mag niet hoger zijn dan
35 %. Zie punt 49 voor de berekening van de partiéle specifieke groeisnelheid. Dit criterium geldt voor de
gemiddelde waarde van variatiecoéfficiénten die voor replicaatcontroleculturen worden berekend.

— De variatiecoéfficiént van gemiddelde specifieke groeisnelheden gedurende de hele testperiode in replicaat-
controleculturen mag bij tests met Pseudokirchneriella subcapitata en Desmodesmus subspicatus niet hoger
zijn dan 7 %. Voor andere minder vaak gebruikte soorten mag deze waarde niet hoger zijn dan 10 %.

REFERENTIESTOF

12. Er kunnen een of meer referentiestoffen worden getest, zoals 3,5-dichloorfenol dat in het internationale ringon-
derzoek is gebruikt (1), om de testprocedure te controleren. Kaliumdichromaat kan ook als referentiestof voor
groene algen worden gebruikt. Het is wenselijk een referentiestof ten minste twee keer per jaar te testen.

TOEPASBAARHEID VAN DE TEST

13. Deze testmethode kan het gemakkelijkst worden toegepast op stoffen die oplosbaar zijn in water en waarvan
kan worden verwacht dat ze onder de testomstandigheden in oplossing blijven. Voor het testen van chemische
stoffen die vluchtig zijn, sterk adsorberen, gekleurd zijn, slecht oplosbaar zijn in water of nadelige gevolgen
kunnen hebben voor de beschikbaarheid van nutriénten of mineralen in het testmedium, kan het nodig zijn de
beschreven procedure op bepaalde punten aan te passen (bv. een gesloten systeem of conditionering van de
testvaten). In de literatuur (2), (3) en (4) wordt een leidraad gegeven voor enkele geschikte aanpassingen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Apparatuur

14. Testvaten en andere apparaten die in aanraking komen met de testoplossingen, mogen alleen uit glas of een
ander chemisch inert materiaal bestaan. Alle voorwerpen moeten grondig worden gewassen om ervoor te
zorgen dat er geen organische of anorganische verontreinigingen zijn die invloed kunnen hebben op de groei
van de algen of de samenstelling van de testoplossingen.
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15. Als testvat zullen normaal gesproken glazen kolven worden gebruikt die zo groot zijn dat het volume van de
cultuur groot genoeg is voor metingen tijdens de test en een afdoende massaoverdracht van CO, uit de lucht
mogelijk is (zie punt 30). Let op dat het volume van de vloeistof groot genoeg moet zijn voor de analyses (zie
punt 37).

16. Daarnaast kan (een deel van) de volgende apparatuur nodig zijn:

— Kweekapparatuur: aanbevolen wordt een kast of kamer waarin de gekozen incubatietemperatuur tot op * 2
°C nauwkeurig kan worden gehandhaafd.

— Instrumenten voor lichtmeting: er moet rekening mee worden gehouden dat de meetmethode voor de
lichtintensiteit en met name de aard van de receptor (collector) de gemeten waarde kan beinvloeden. De
metingen moeten bij voorkeur worden uitgevoerd met een sferische (4 m) receptor (die reageert op direct en
gereflecteerd licht uit alle hoeken boven en onder het meetvlak) of een 2 m (die reageert op licht uit alle
hoeken boven het meetvlak).

— Apparatuur om de biomassa van de algen te bepalen. De meest gebruikte vervangende parameter voor de
biomassa van de algen is het aantal cellen, dat kan worden bepaald met een elektronische deeltjesteller, een
microscoop met een telkamer of een flowcytometer. Andere vervangende parameters voor de biomassa
kunnen worden gemeten met een flowcytometer, een fluorimeter, een spectrofotometer of een colorimeter.
Er moet een omrekeningsfactor worden berekend voor het verband tussen aantal cellen en drooggewicht.
Om bij gebruik van een spectrofotometer bij lage biomassaconcentraties bruikbare metingen uit te kunnen
voeren kan het nodig zijn cuvetten te gebruiken met een optische weglengte van ten minste 4 cm.

Testorganismen

17. Er kunnen verschillende soorten los groeiende microalgen en cyanobacterién worden gebruikt. Van de in
aanhangsel 2 vermelde stammen is aangetoond dat ze geschikt zijn voor de in deze testmethode beschreven
testprocedure.

18. Als andere soorten worden gebruikt, moeten de stam en/of de herkomst worden vermeld. Bevestig dat de
gekozen algen onder de gebruikte omstandigheden gedurende de hele testperiode exponentieel kunnen blijven
groeien.

Groeimedium

19. Er worden twee groeimedia aanbevolen: het OESO-medium en het AAP-medium. De samenstelling van deze
media wordt in aanhangsel 3 vermeld. Let op dat de aanvankelijke pH-waarde en de buffercapaciteit (die de
pH-stijging reguleert) voor deze media verschillen. Dit betekent dat de resultaten van de tests athankelijk van
het gebruikte medium kunnen verschillen, vooral wanneer ionogene chemische stoffen worden getest.

20. In bepaalde gevallen kan het nodig zijn de groeimedia te wijzigen, bijvoorbeeld wanneer metalen en chelaat-
vormers worden getest of wanneer bij andere pH-waarden wordt getest. Wanneer een gewijzigd medium wordt
gebruikt, moet dit gedetailleerd worden beschreven en moet een motivering worden gegeven (3) (4).

Aanvankelijke biomassaconcentratie

21. De aanvankelijke biomassaconcentratie moet in alle testculturen even groot zijn en moet klein genoeg zijn om
zonder risico op een tekort aan nutriénten exponentiéle groei gedurende de hele incubatieperiode mogelijk te
maken. De aanvankelijke biomassaconcentratie mag niet groter zijn dan 0,5 mg/l als drooggewicht. De
volgende beginconcentraties cellen worden aanbevolen:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 10% — 10* cellen/ml

Desmodesmus subspicatus 2-5 x 10? cellen/ml
Navicula pelliculosa 10# cellen/ml
Anabaena flos-aquae 10* cellen/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 10* - 10° cellen/ml
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Concentraties van de teststof

22. Op basis van de resultaten van bereikbepalingstests kan het concentratiebereik worden bepaald waar effecten te
verwachten zijn. Voor de definitieve test moeten ten minste vijf concentraties worden gekozen die een
meetkundige reeks vormen met een reden van ten hoogste 3,2. Voor teststoffen met een vlakke concentratie-
responscurve moet wellicht een hogere reden worden gekozen. De concentratiereeks moet bij voorkeur het
interval bestrijken waar 5-75 % remming van de groeisnelheid optreedt.

Replicaten en controles

23. Elke testconcentratie moet in triplo worden getest. Als bepaling van de NOEC niet nodig is, mag het aantal
concentraties worden vergroot en het aantal replicaten per concentratie worden verkleind. De controlebepaling
moet ten minste in triplo worden uitgevoerd en het aantal controles moet liefst twee keer zo groot zijn als het
aantal replicaten dat voor elke testconcentratie wordt gebruikt.

24. Voor de analyse van de teststofconcentraties kan een aparte reeks testoplossingen worden bereid (zie punten 36
en 38).

25. Wanneer een oplosmiddel wordt gebruikt om de teststof in oplossing te brengen, moeten extra controles
worden opgenomen met dezelfde concentratie oplosmiddel als in de testculturen.

Bereiding van de entcultuur

26. Om de algen aan de testomstandigheden te laten adapteren en ervoor te zorgen dat ze in de exponentiéle
groeifase zijn wanneer ze voor het beénten van de testoplossingen worden gebruikt, wordt 2-4 dagen v6or het
begin van de test een entcultuur in het testmedium gemaakt. De hoeveelheid biomassa van de algen moet zo
groot zijn dat exponentiéle groei in de entcultuur tot het begin van de test mogelijk is. Incubeer de entcultuur
onder dezelfde omstandigheden als de testculturen. Meet de toename van de biomassa in de entcultuur om na
te gaan of de groei onder de kweekomstandigheden binnen het normale bereik voor de teststam ligt. In
aanhangsel 4 wordt een voorbeeld gegeven van de procedure voor het kweken van algen gegeven. Om
synchrone celdelingen tijdens de test te voorkomen kan een tweede vermeerderingsstap van de entcultuur
nodig zijn.

Bereiding van de testoplossingen

27. Alle testoplossingen moeten dezelfde concentratie groeimedium en dezelfde hoeveelheid biomassa aan algen
bevatten. De testoplossingen met de gekozen concentraties worden meestal bereid door een stamoplossing van
de teststof met groeimedium en entcultuur te mengen. Stamoplossingen worden normaal gesproken bereid
door de chemische stof in testmedium op te lossen.

28. Om slecht in water oplosbare chemische stoffen in het testmedium op te nemen kunnen oplosmiddelen zoals
aceton, tert-butanol en dimethylformamide als drager worden gebruikt (2) (3). De oplosmiddelconcentratie mag
niet hoger zijn dan 100 pl/l en aan alle culturen (met inbegrip van de controles) in de testreeks moet dezelfde
concentratie oplosmiddel worden toegevoegd.

Incubatie

29. De testvaten worden afgesloten met een luchtdoorlatende stop. Ze worden geschud en in het kweekapparaat
gezet. Tijdens de test moeten de algen in suspensie worden gehouden en moet de overdracht van CO, worden
bevorderd. Daartoe moet voortdurend worden geschud of geroerd. De culturen moeten op een temperatuur
tussen 21 °C en 24 °C worden gehouden, gereguleerd tot op * 2 °C nauwkeurig. Voor andere soorten dan in
aanhangsel 2 worden vermeld, bv. tropische soorten, zijn hogere temperaturen wellicht geschikt, mits aan de
geldigheidscriteria kan worden voldaan. Er wordt aanbevolen de kolven een willekeurige plaats te geven en hun
plaats in de incubator elke dag te veranderen.

30. De pH van het controlemedium mag gedurende de test niet meer dan 1,5 eenheden stijgen. Voor metalen en
chemische stoffen die bij een pH in de buurt van de pH van de test gedeeltelijk ioniseren, kan het nodig zijn de
pH-verschuiving te beperken om reproduceerbare en goed gedefinieerde resultaten te verkrijgen. Een
verschuiving van minder dan 0,5 pH-eenheid is technisch haalbaar en kan worden bereikt door te zorgen voor
een afdoende massaoverdracht van CO, vanuit de omgevingslucht naar de testoplossing, bijvoorbeeld door de
schudsnelheid op te voeren. Het is ook mogelijk de behoefte aan CO, te verminderen door de aanvankelijke
hoeveelheid biomassa of de duur van de test te verlagen.
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31. Het oppervlak waar de culturen worden geincubeerd, moet continu worden verlicht met uniform fluorescerend
licht, bv. van het type ,cool white” (koel wit) of ,daylight” (daglicht). De lichtvereisten zijn niet voor alle
stammen algen en cyanobacterién gelijk. De lichtintensiteit moet zodanig worden gekozen dat deze geschikt is
voor het gebruikte testorganisme. Voor de aanbevolen soorten groene algen moet de lichtintensiteit ter hoogte
van de testoplossingen binnen het bereik 60-120 pE - m~2 - s~ ! liggen, gemeten met een geschikte receptor
binnen het voor fotosynthese effectieve golflengtebereik van 400-700 nm. Sommige soorten, met name
Anabaena flos-aquae, groeien goed bij een lage lichtintensiteit en kunnen bij een hoge intensiteit worden
beschadigd. Voor deze soorten moet een gemiddelde lichtintensiteit binnen het bereik 40-60 pEm- 2 - s !
worden gekozen. (Voor lichtmeetinstrumenten die in lux gekalibreerd zijn, komt een bereik van 4 440-8 880
lux voor ,,cool white” licht ongeveer overeen met de aanbevolen lichtintensiteit 60-120 pE-m~2 - s-1). De lichtin-
tensiteit mag niet meer dan + 15 % afwijken van de over het incubatieoppervlak gemiddelde lichtintensiteit.

Testduur

32. De test duurt normaal gesproken 72 uur. De duur van de test mag echter ook korter of langer zijn, mits aan
alle geldigheidscriteria van punt 11 kan worden voldaan.

Metingen en analyses

33. Gedurende de testperiode wordt ten minste één keer per dag de biomassa van de algen in elke kolf bepaald. Als
de metingen worden uitgevoerd met kleine volumes die met een pipet uit de testoplossing worden gehaald,
mogen deze niet worden vervangen.

34. Meting van de biomassa gebeurt door handmatige celtelling met een microscoop of met een elektronische
deeltjesteller (door telling van cellen en/of bepaling van biovolume). Ook andere technieken kunnen worden
gebruikt, zoals flowcytometrie, in vitro of in vivo chlorofylfluorescentie (5) (6) of optische dichtheid, mits voor
de hoeveelheden die bij de test worden gevonden, een bevredigende correlatie met de biomassa kan worden
aangetoond.

35. Aan het begin en aan het eind van de test wordt de pH van de oplossingen gemeten.

36. Mits een analyseprocedure voor het bepalen van de teststof in het gebruikte concentratiebereik beschikbaar is,
moeten de testoplossingen worden geanalyseerd om de beginconcentraties en het behoud van de blootstellings-
concentraties tijdens de test te controleren.

37. Wanneer het waarschijnlijk is dat de blootstellingsconcentraties gedurende de test minder dan 20 % van de
nominale waarden zullen afwijken, kan een analyse van de concentratie van de teststof aan het begin en het
eind van de test bij een lage en een hoge testconcentratie en een concentratie rond de verwachte ECj,
voldoende zijn. Wanneer het onwaarschijnlijk is dat de concentraties binnen 80-120 % van de nominale
waarde blijven, wordt een analyse van alle testconcentraties aan het begin en het eind van de test aanbevolen.
Bij vluchtige, instabiele of sterk adsorberende teststoffen wordt daarnaast aanbevolen om gedurende de
blootstellingsperiode om de 24 uur een monster te analyseren om beter te kunnen bepalen hoeveel teststof
verloren gaat. Voor deze chemische stoffen kunnen extra replicaten nodig zijn. In alle gevallen hoeft de
bepaling van de teststofconcentratie slechts op één van de replicaatvaten voor elke testconcentratie te worden
uitgevoerd (of op de gecombineerde inhoud van de replicaatvaten).

38. De testmedia die specifiek worden bereid voor de analyse van de blootstellingsconcentraties gedurende de test,
moeten net zo worden behandeld als die welke voor de test worden gebruikt, d.w.z. ze moeten met algen
worden beént en onder identicke omstandigheden worden geincubeerd. Als de concentratie van de opgeloste
teststof moet worden bepaald, kan het nodig zijn de algen van het medium te scheiden. De scheiding moet bij
voorkeur gebeuren door centrifugeren met een laag toerental dat voldoende is om de algen te laten bezinken.

39. Als kan worden aangetoond dat de concentratie van de geteste stof gedurende de gehele test op afdoende wijze
binnen + 20 % van de nominale of gemeten beginconcentratie is gebleven, kan de analyse van de resultaten op
basis van de nominale of gemeten beginwaarden worden uitgevoerd. Als de afwijking van de nominale of
gemeten beginconcentratie niet binnen de marge van + 20 % ligt, moet de analyse van de resultaten worden
uitgevoerd op basis van het meetkundige gemiddelde van de concentratie gedurende de blootstelling of op basis
van modellen waarmee de afname van de concentratie van de teststof wordt beschreven (3) (7).

40. De groeiremmingstest met algen is een dynamischer testsysteem dan de meeste andere tests op aquatische
toxiciteit op korte termijn. Dit betekent dat de feitelijke blootstellingsconcentraties moeilijk te bepalen kunnen
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zijn, vooral voor adsorberende chemische stoffen die bij lage concentraties worden getest. In die gevallen
betekent het verdwijnen van de teststof uit de oplossing door adsorptie aan de toenemende biomassa van de
algen niet dat deze uit het testsysteem verloren gaat. Wanneer het resultaat van de test wordt geanalyseerd,
moet worden gecontroleerd of een daling van de concentratie van de teststof in de loop van de test gevolgd
wordt door een daling van de groeiremming. Als dit het geval is, kan worden overwogen een geschikt model te
gebruiken om de daling van de concentratie van de teststof te beschrijven (7). Als dit niet het geval is, zal het
wellicht correct zijn om de analyse van de resultaten op basis van de (nominale of gemeten) beginconcentraties
uit te voeren.

Andere opmerkingen

41. Er moet een microscopische observatie worden uitgevoerd om na te gaan of de entcultuur een normaal en
gezond uiterlijk heeft en om een eventueel abnormaal uiterlik van de algen (wellicht veroorzaakt door de
blootstelling aan de teststof) aan het eind van de test te detecteren.

Limiettest

42. Onder bepaalde omstandigheden, bijvoorbeeld wanneer een oriénterende test erop wijst dat de teststof in
concentraties tot 100 mg/l of tot de oplosbaarheidsgrens in het testmedium (als deze lager ligt) geen toxische
effecten heeft, kan een limiettest worden uitgevoerd, waarbij de respons in een controlegroep en één dosisgroep
(100 mg/ml of een concentratie die gelijk is aan de oplosbaarheidsgrens) wordt vergeleken. Er wordt sterk
aanbevolen dit te ondersteunen met een analyse van de blootstellingsconcentratie. Alle in het voorgaande
beschreven testomstandigheden en geldigheidscriteria zijn ook van toepassing bij een limiettest, alleen moet het
aantal replicaten in de dosisgroep ten minste zes zijn. De responsvariabelen in de controlegroep en de
dosisgroep kunnen worden geanalyseerd met behulp van een statistische toets om gemiddelden te vergelijken,
bijvoorbeeld een t-toets van Student. Als de variantie in de twee groepen niet gelijk is, moet een aangepaste t-
toets voor ongelijke varianties worden uitgevoerd.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Uitzetting van de groeicurven

43. De biomassa in de testvaten kan worden uitgedrukt in eenheden van de voor de meting gebruikte vervangende
parameter (bv. aantal cellen of fluorescentie).

44. Maak een tabel met de geschatte biomassaconcentratie in de testculturen en de controles en daarnaast de
concentraties teststof en de meettijdstippen met een resolutie van ten minste hele uren om zo de groeicurven
uit te kunnen zetten. Bij deze eerste stap kan zowel een logaritmische schaal als een lineaire schaal nuttig zijn,
maar een logaritmische schaal is verplicht en levert meestal een betere presentatie op van de variaties in het
groeipatroon gedurende de testperiode. Wanneer de exponenti€le groei op een logaritmische schaal wordt
uitgezet, levert dit een rechte lijn op met als helling de specificke groeisnelheid.

45. Ga met behulp van de curven na of de controleculturen gedurende de hele test met de verwachte snelheid
exponentieel groeien. Kijk met een kritisch oog naar alle datapunten en de vorm van de grafieken en controleer
de ruwe gegevens en procedures op mogelijke fouten. Controleer vooral punten waarvan de afwijking het
gevolg van een systematische fout lijkt. Als duidelijk is dat er sprake is van fouten in de procedures enfof deze
zeer waarschijnlijk zijn, moet het desbetreffende punt als uitbijter worden beschouwd en niet in de verdere
statistische analyses worden opgenomen. (Een algenconcentratie van nul in een van de twee of drie
replicaatvaten kan erop wijzen dat het testvat niet correct beént is of niet goed schoongemaakt was.) In het
verslag moet duidelijk worden vermeld om welke redenen een bepaald punt als uitbijter is beschouwd. Alleen
(zeldzame) fouten in de procedures worden als reden geaccepteerd en dit geldt niet voor alleen een slechte
precisie. Statistische procedures om te bepalen wat een uitbijter is, zijn voor een probleem van dit type maar
beperkt bruikbaar en kunnen niet als vervanging voor een deskundig oordeel worden gebruikt. Uitbijters (als
zodanig gemarkeerd) moeten bij voorkeur niet worden verwijderd uit later weergegeven grafieken of tabellen
met gegevens.

Responsvariabelen

46. De test is bedoeld om de effecten van de teststof op de groei van algen te bepalen. In deze testmethode worden
twee responsvariabelen beschreven, aangezien verschillende rechtsgebieden verschillende voorkeuren en
behoeften qua regelgeving hebben. De testresultaten zijn alleen in alle rechtsgebieden aanvaardbaar als de
effecten met beide onderstaande responsvariabelen a) en b) worden bepaald:

(a) Gemiddelde specifieke groeisnelheid: deze responsvariabele wordt berekend op basis van de logaritmische
toename van de biomassa gedurende de testperiode, uitgedrukt per dag;

(b) Opbrengst: dit is de biomassa aan het eind van de test verminderd met de biomassa aan het begin.
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47. Er moet worden opgemerkt dat de met behulp van deze twee responsvariabelen berekende waarden voor de
toxiciteit niet vergelijkbaar zijn, en bij gebruik van de resultaten van de test moet met dit verschil rekening
worden gehouden. Vanwege de mathematische grondslagen van de respectieve benaderingen zullen de EC,
-waarden op basis van de gemiddelde specifieke groeisnelheid (EC) in het algemeen hoger zijn dan de
resultaten op basis van de opbrengst (EC) als de testomstandigheden van deze testmethode worden
aangehouden. Dit moet niet worden opgevat als een verschil in gevoeligheid tussen de twee responsvariabelen,
maar zuiver als een mathematisch verschil tussen de waarden. Het begrip gemiddelde specificke groeisnelheid is
gebaseerd op het algemene exponenti€le groeipatroon van algen in niet-beperkte culturen, waarbij de toxiciteit
wordt geschat op basis van de effecten op de groeisnelheid, zonder dat deze afhankelijk is van het absolute
niveau van de specifieke groeisnelheid van de controle, van de helling van de concentratie-responscurve of van
de duur van de test. De resultaten op basis van de responsvariabele opbrengst zijn daarentegen afhankelijk van
al deze andere variabelen. De E C, is athankelijk van de specifieke groeisnelheid van de bij elke test gebruikte
algensoort en van de maximale specifieke groeisnelheid die van soort tot soort en zelfs van stam tot stam kan
verschillen. Deze responsvariabele moet niet worden gebruikt om de gevoeligheid voor toxische stoffen te
vergelijken tussen algensoorten en zelfs niet tussen verschillende stammen. De wetenschap geeft weliswaar de
voorkeur aan het gebruik van de gemiddelde specificke groeisnelheid om de toxiciteit te schatten, maar in deze
testmethode wordt ook de bepaling van de toxiciteit op basis van de opbrengst opgenomen om te voldoen aan
de vereisten in de huidige regelgeving in bepaalde landen.

Gemiddelde groeisnelheid

48. De gemiddelde specificke groeisnelheid voor een bepaalde periode wordt voor elk testvat (controle of
behandeld) met de volgende vergelijking berekend als de logaritmische toename van de biomassa [1]:

lnX,-—h'lXi

=) -1
Pl‘) t;‘_ti ( dag ) [1]r

waarbij

p; de gemiddelde specifieke groeisnelheid van tijdstip i tot tijdstip j;
X, de biomassa op tijdstip i;

X; de biomassa op tijdstip j.

Voor elke dosisgroep en controlegroep wordt een gemiddelde waarde voor de groeisnelheid berekend en een
waarde voor de variantie.

49. Bereken de gemiddelde specifieke groeisnelheid over de hele duur van de test (normaal gesproken dagen 0-3)
met de nominaal geénte biomassa als startwaarde en niet een gemeten startwaarde, omdat op deze manier
meestal een grotere precisie wordt bereikt. Als de voor de meting van de biomassa gebruikte apparatuur een
voldoende precieze bepaling van de geringe biomassa in het inoculum mogelijk maakt (bv. een flowcytometer),
kan de gemeten aanvankelijke biomassaconcentratie worden gebruikt. Bepaal tevens de partiéle groeisnelheid,
berekend als de specifieke groeisnelheden voor elke dag gedurende de test (dagen 0-1, 1-2 en 2-3) en ga na of
de controlegroeisnelheid constant blijft (zie de geldigheidscriteria in punt 11). Wanneer de specificke
groeisnelheid op dag 1 significant lager is dan de totale gemiddelde specifieke groeisnelheid, wijst dit op een
lag-fase. Een lag-fase kan in controleculturen worden beperkt en vrijwel geélimineerd door een juiste vermeer-
dering van de voorcultuur, maar een lag-fase bij behandelde culturen kan wijzen op herstel na aanvankelijke
toxische stress of een verminderde blootstelling door verlies van de teststof (bijvoorbeeld door sorptie aan de
algenbiomassa) na de aanvankelijke blootstelling. Dit betekent dat de partiéle groeisnelheid kan worden bepaald
om de effecten van de teststof gedurende de blootstellingsperiode te evalueren. Aanzienlijke verschillen tussen
de partiéle groeisnelheid en de gemiddelde groeisnelheid wijzen erop dat de groei niet voortdurend
exponentieel is en dat de groeicurven grondig moeten worden bestudeerd.

50. De procentuele remming van de groeisnelheid wordt voor elk dosisreplicaat berekend met de volgende
vergelijking [2]:

%1, =E<PT 100 (2],

He
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waarbij

%I, procentuele remming van de gemiddelde specifieke groeisnelheid;
pe gemiddelde waarde van de gemiddelde specifieke groeisnelheid (p) in de controlegroep;

pr  gemiddelde specificke groeisnelheid in de dosisgroep.

51. Wanneer oplosmiddelen worden gebruikt om de teststof in oplossing te brengen, moeten bij de berekening van
de procentuele remming niet de controles zonder oplosmiddel maar de oplosmiddelcontroles worden gebruikt.

Opbrengst

52. De opbrengst wordt voor elk testvat van de dosis- en controlegroepen berekend als de biomassa aan het eind
van de test verminderd met de biomassa aan het begin. Voor elke testconcentratie en controle wordt een
gemiddelde waarde voor de opbrengst berekend en een waarde voor de variantie. De procentuele remming van
de opbrengst ( %L) kan voor elk dosisreplicaat als volgt worden berekend:

%l , = (Y;iYT) x 100  [3]

c
waarbij

%1, procentuele remming van de opbrengst;
Y. gemiddelde waarde van de opbrengst in de controlegroep;

Y, waarde voor de opbrengst in de dosisgroep.

Uitzetting van de concentratie-responscurve

53. De procentuele remming wordt uitgezet tegen de logaritme van de concentratie van de teststof en de curve
wordt zorgvuldig bestudeerd, waarbij elk punt dat in de eerste fase als uitbijter is beschouwd, niet wordt
gebruikt. Trek op het oog of met behulp van computerinterpolatie een vloeiende lijn door de punten om een
eerste indruk te krijgen van de concentratie-responsrelatie en gebruik daarna een gedetailleerdere methode, bij
voorkeur een gecomputeriseerde statistische methode. Afhankelijk van het beoogde gebruik van de gegevens,
de kwaliteit (precisie) van de gegevens en de hoeveelheid gegevens alsmede de beschikbaarheid van
instrumenten voor gegevensanalyse kan worden besloten (soms volledig terecht) de gegevensanalyse in deze
fase te beéindigen en de kerncijfers EC,, en EC,, (en/of EC,,) simpelweg uit de op het oog getrokken curve af te
lezen (zie ook de onderstaande tekst over stimulerende effecten). Geldige redenen om niet gebruik te maken
van een statistische methode kunnen bijvoorbeeld zijn:

— De gegevens zijn niet geschikt voor gecomputeriseerde methoden om betrouwbaarder resultaten te
verkrijgen dan op grond van een deskundig oordeel mogelijk is — in dergelijke situaties is het mogelijk dat
sommige computerprogramma’s zelfs geen betrouwbare oplossing opleveren (iteraties die wellicht niet
convergeren enz.).

— Een respons waarbij de groei wordt gestimuleerd, kan met de beschikbare computerprogramma’s niet
afdoende worden verwerkt (zie hieronder).

Statistische procedures

54. Het is de bedoeling om met behulp van regressieanalyse een kwantitatieve concentratie-responsrelatie te
verkrijgen. Het is mogelijk een gewogen lineaire regressie te gebruiken nadat op de responsgegevens een lineari-
serende transformatie is uitgevoerd, bijvoorbeeld naar probit-, logit- of Weibull-eenheden (8), maar de voorkeur
wordt gegeven aan niet-lineaire regressieprocedures, die beter omgaan met onvermijdelijke onregelmatigheden
in gegevens en afwijkingen van uniforme verdelingen. In de buurt van het nulpunt of totale remming kunnen
dergelijke onregelmatigheden door de transformatie worden uitvergroot en kunnen ze de analyse storen (8). Er
moet worden opgemerkt dat standaardmethoden voor analyses met behulp van probit-, logit- of Weibull-
transformaties bedoeld zijn voor gebruik bij een binaire respons (bv. sterfte of overleven) en moeten worden
aangepast om voor groei- of biomassadata te kunnen worden gebruikt. Specifieke procedures voor de bepaling
van EC -waarden uit continue data zijn te vinden in (9), (10) en (11). Het gebruik van niet-lineaire regressie-
analyse wordt in aanhangsel 5 nader beschreven.
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55. Voor elke te analyseren responsvariabele wordt de concentratie-responsrelatie gebruikt voor de berekening van
puntschattingen van EC -waarden. Waar mogelik moeten voor elke schatting de 95 %-betrouwbaarheids-
grenzen worden bepaald. De kwaliteit van de fitting van de responsgegevens op het regressiemodel moet
grafisch of statistisch worden bepaald. De regressicanalyse moet met responsen van individuele replicaten
worden uitgevoerd en niet met gemiddelden van dosisgroepen. Als niet-lineaire fitting van de curve echter
moeilijk is of niet lukt vanwege een te grote spreiding in de gegevens, kan het probleem worden omzeild door
de regressie uit te voeren op groepsgemiddelden om zo op praktische wijze de invloed van vermoedelijke
uitbijters te beperken. Wanneer deze mogelijkheid wordt gebruikt, moet dit in het testverslag worden vermeld
als een afwijking van de normale procedure, omdat fitting van de curve met individuele replicaten geen goede
resultaten opleverde.

56. Als de beschikbare regressiemodellen/methoden niet geschikt zijn voor de gegevens, kunnen de EC,, en de
betrouwbaarheidsgrenzen ook worden bepaald met behulp van lineaire interpolatie met bootstrapping (13).

57. Voor de bepaling van de LOEC en daaruit de NOEC, voor de effecten van de teststof op de groeisnelheid,
moeten de gemiddelden van de dosisgroepen worden vergeleken met behulp van variantieanalyse-technieken
(ANOVA). Het gemiddelde voor elke concentratie moet dan worden vergeleken met het gemiddelde van de
controlegroep met behulp van een geschikte methode voor meervoudige vergelijking of trendtoets. Hiervoor
kan de Dunnett- of Williams-toets geschikt zijn (12) (14) (15) (16) (17). Er moet worden bepaald of de
ANOVA-aanname van homogeniteit van variantie opgaat. Deze bepaling kan grafisch worden uitgevoerd of
met een formele toets (17). Hiervoor kan de Levene- of Bartlett-toets worden gebruikt. Wanneer de aanname
van homogeniteit van variantie niet opgaat, kan dit soms worden gecorrigeerd door logaritmische transformatie
van de gegevens. Als de heterogeniteit van variantie extreem is en niet door transformatie kan worden
gecorrigeerd, moet een analyse met methoden als de stap-omlaag-trendtoets van Jonckheere worden
overwogen. Aanvullende richtsnoeren voor het bepalen van de NOEC zijn te vinden in (11).

58. Recente wetenschappelijke ontwikkelingen hebben geleid tot een aanbeveling om het begrip NOEC niet langer
te gebruiken en te vervangen door op regressie gebaseerde puntschattingen van EC,. Voor deze algentest is geen
geschikte waarde voor x vastgesteld. Een interval van 10 tot 20 % lijkt geschikt (afhankelijk van de gekozen
responsvariabele) en bij voorkeur moeten zowel de EC,, als de EC,, worden gerapporteerd.

Groeistimulering

59. Soms wordt bij lage concentraties groeistimulering (negatieve remming) waargenomen. Dit kan een gevolg zijn
van hormese (,toxische stimulering”) of van de toevoeging van stimulerende groeifactoren met het testmateriaal
aan het gebruikte minimale medium. De toevoeging van anorganische nutriénten zou geen directe effecten
mogen hebben omdat het testmedium gedurende de hele test een overschot aan nutriénten zou moeten
bevatten. Stimulering bij lage dosis kan bij EC,-berekeningen meestal worden genegeerd, tenzij deze
stimulering extreem is. Als de stimulering extreem is of als een EC -waarde voor een lage x moet worden
berekend, kunnen echter speciale procedures nodig zijn. Schrapping van een respons met stimulering uit de
gegevensanalyse moet indien mogelijk worden vermeden en als de beschikbare software voor fitting van de
curve een lichte stimulering niet accepteert, kan lineaire interpolatie met bootstrapping worden gebruikt. Als de
stimulering extreem is, kan gebruik van een hormese-model worden overwogen (18).

Niet-toxische groeiremming

60. Wanneer het testmateriaal licht absorbeert, kan dit tot een verlaging van de groeisnelheid leiden omdat
schaduwwerking de beschikbare hoeveelheid licht vermindert. Dergelijke fysische effecten moeten door
aanpassing van de testomstandigheden van toxische effecten worden gescheiden en apart worden gerapporteerd.
Een leidraad hiervoor is te vinden in (2) en (3).

TESTVERSLAG

61. In het testverslag moet ten minste de volgende informatie worden opgenomen:
Teststof:
— fysische aard en relevante fysisch-chemische eigenschappen, waaronder de oplosbaarheidsgrens in water;
— chemische identificatiegegevens (bv. CAS-nummer), waaronder de zuiverheid (verontreinigingen).
Geteste soort:

— stam, leverancier of herkomst en de gebruikte kweekomstandigheden.
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Testomstandigheden:
— begindatum en duur van de test;

— beschrijving van de testopzet: testvaten, cultuurvolumes, dichtheid van de biomassa aan het begin van de
test;

— samenstelling van het medium;

— testconcentraties en replicaten (bv. aantal replicaten, aantal testconcentraties en reden van de gebruikte
meetkundige reeks);

— beschrijving van de bereiding van testoplossingen met vermelding van het gebruik van oplosmiddelen enz.;

— kweekapparatuur;

— intensiteit en eigenschappen van het licht (bron, homogeniteit);

— temperatuur;

— geteste concentraties: de nominale testconcentraties en eventuele resultaten van analyses om de concentratie
van de teststof in de testvaten te bepalen. De recovery van de methode en de kwantificeringsgrens in de
testmatrix moeten worden gerapporteerd;

— alle afwijkingen van deze testmethode;

— de methode voor de bepaling van de biomassa en bewijsmateriaal voor de correlatie tussen de gemeten
parameter en het drooggewicht.

Resultaten:

— de pH aan het begin en het eind van de test voor alle dosisgroepen;

— de biomassa voor elke kolf bij elk meetpunt en de methode voor het meten van de biomassa;
— de groeicurven (biomassa uitgezet tegen de tijd);

— de berekende responsvariabelen voor elk dosisreplicaat, met het gemiddelde en de variatiecoéfficiént voor
de replicaten;

— een grafische weergave van de concentratie-effectrelatie;
— toxiciteitsschattingen voor responsvariabelen, zoals EC,,, EC,,, EC,, en de bijbehorende betrouwbaarheidsin-
tervallen. De LOEC en de NOEC, indien deze zijn berekend, en de voor de bepaling daarvan gebruikte

statistische methoden;

— als ANOVA is gebruikt, de grootte van het effect dat kan worden gedetecteerd (bv. het minst significante
verschil);

— een eventuele stimulering van de groei, als deze bij een behandeling is geconstateerd;
— andere waargenomen effecten, zoals morfologische veranderingen van de algen;

— bespreking van de resultaten, met inbegrip van een eventuele beinvloeding van de resultaten van de test die
een gevolg is van afwijkingen van deze testmethode.
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Aanhangsel 1

Definities

De volgende definities en afkortingen zijn voor deze testmethode relevant:

Biomassa: het drooggewicht van het levende materiaal in een populatie per volume-eenheid, bv. mg algen/liter
testoplossing. Meestal wordt ,biomassa” als massa gedefinieerd, maar in de context van deze test wordt de eenheid
massa per volume gebruikt. Bovendien wordt de biomassa bij deze test meestal gemeten in vervangende eenheden,
zoals aantal cellen of fluorescentie, en ook deze eenheden kunnen onder de term ,biomassa” worden verstaan.

Chemische stof: een stof of een mengsel.

Variatiecoéfficiént: een dimensieloze maat voor de variabiliteit van een parameter, gedefinieerd als het quotiént van
standaardafwijking en gemiddelde. Dit quotiént kan ook als percentage worden uitgedrukt. De gemiddelde variatie-
coéfficiént van de gemiddelde specifieke groeisnelheid in replicaten van controleculturen moet als volgt worden
berekend:

1. bereken de procentuele variatiecoéfficiént van de gemiddelde specifieke groeisnelheid uit de dagelijkse/partiéle
groeisnelheid in de verschillende replicaten;

2. bereken de gemiddelde waarde van alle onder punt 1 berekende waarden; dit geeft de gemiddelde variatiecoéf-
ficiént van de dagelijkse/partiéle specifieke groeisnelheid in replicaten van controleculturen.

EC_: de concentratie van de in het testmedium opgeloste teststof die binnen een bepaalde blootstellingsperiode (die
expliciet moet worden vermeld als deze afwijkt van de volledige of normale duur van de test) leidt tot een afname
van de groei van het testorganisme met x % (bv. 50 %). Om ondubbelzinnig aan te geven of een EC-waarde
gebaseerd is op de groeisnelheid (‘growth rate’) of de opbrengst (yield’), worden respectievelijk de symbolen ,E C” en
,E,C” gebruikt.

Groeimedium: het volledige kunstmatige kweekmedium waarin de algen gedurende de blootstelling aan de teststof
groeien. De teststof wordt normaal gesproken in het medium opgelost.

Groeisnelheid: (gemiddelde specifieke groeisnelheid): de logaritmische toename van de biomassa gedurende de
blootstellingsperiode.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration): de laagste geteste concentratie waarbij wordt waargenomen dat
de stof binnen een bepaalde blootstellingstijd in vergelijking met de controle tot een statistisch significante afname
van de groei (p < 0,05) leidt. Alle testconcentraties boven de LOEC moeten een schadelijk effect hebben dat ten
minste gelijk is aan het bij de LOEC waargenomen effect. Wanneer niet aan deze twee voorwaarden kan worden
voldaan, moet een volledige toelichting worden gegeven op de wijze waarop de LOEC (en dus de NOEC) is bepaald.

NOEC (No Observed Effect Concentration): de testconcentratie die direct onder de LOEC ligt.

Responsvariabele: een variabele voor de bepaling van de toxiciteit, met uiteenlopende berekeningsmethoden
afgeleid van de gemeten parameters voor de biomassa. Voor deze testmethode worden de responsvariabelen
groeisnelheid en opbrengst afgeleid van de direct gemeten biomassa of een van de vermelde vervangende eenheden.

Specifieke groeisnelheid: een responsvariabele die wordt gedefinieerd als het quotiént van het verschil tussen de
natuurlijke logaritmen van een observatieparameter (in deze testmethode de biomassa) en de betrokken tijdsduur.

Teststof: alle volgens deze testmethode geteste stoffen en mengsels.

Opbrengst: de waarde van een meetvariabele aan het eind van de blootstellingstijd, verminderd met de waarde van
de meetvariabele aan het begin van de blootstellingstijd, waarmee de toename van de biomassa gedurende de test
wordt uitgedrukt.
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Aanhangsel 2

Stammen waarvan is aangetoond dat ze geschikt zijn voor de test

Groene algen

Pseudokirchneriella subcapitata (voorheen bekend als Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81
SAG

Desmodesmus subspicatus (voorheen bekend als Scenedesmus subspicatus), 86.81 SAG

Diatomeeén

Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cyanobacterién

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

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Bronnen van stammen

De aanbevolen stammen zijn in culturen met één algensoort verkrijgbaar bij de volgende collecties (in alfabetische
volgorde):

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

Verenigd Koninkrijk

SAG: Sammlung von Algenkulturen
Inst. Plant Physiology

Universitdt Gottingen
Nikolausberger Weg 18

37073 Gottingen

DUITSLAND

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

VS.
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Uiterlijk en kenmerken van de aanbevolen soorten

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Gekromde, Oval wal ket
Uiterlijk gedraaide losse vae, meesta Staafjes etens van Staafjes
losse cellen ovale cellen
cellen

Grootte (L x W) in pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5x3 6x1
Celvolume (um?/cel) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2.5 ()
Drooggewicht cel (mg/cel) 2-3 x 10-8 3-4 x 10-8 3-4 x 10°8 1-2 x 10-8 2-3 x 1079
Groeisnelheid (°) (dag?) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(') Gemeten met elektronische deeltjesteller.
(3 Berekend op grond van grootte.
(}) Meest frequent waargenomen groeisnelheid in OESO-medium bij een lichtintensiteit van ongeveer 70 p=2 - s~! en 21 °C.

Specifieke aanbevelingen voor het kweken en behandelen van de voor de test aanbevolen soorten
Pseudokirchneriella subcapitata en Desmodesmus subspicatus

Deze groene algen zijn in het algemeen gemakkelijk in verschillende kweekmedia te kweken. Bij de cultuurcollecties
is informatie verkrijgbaar over geschikte media. De cellen zijn normaal gesproken solitair en de celdichtheid kan
gemakkelijk worden gemeten met behulp van een elektronische deeltjesteller of een microscoop.

Anabaena flos-aquae

Voor het bewaren van een stamcultuur kunnen verschillende groeimedia worden gebruikt. Het is vooral belangrijk te
voorkomen dat de groei in de log-fase voorbij is voordat de batchcultuur wordt overgezet, omdat herstel op dit punt
moeilijk is.

Anabaena flos-aquae ontwikkelt klonten met geneste ketens van cellen. De omvang van deze klonten is afhankelijk
van de kweekomstandigheden. Het kan nodig zijn deze klonten in stukken te breken wanneer voor de bepaling van
biomassa telling met een microscoop of een elektronische deeltjesteller wordt gebruikt.

Ultrasoonbehandeling van submonsters kan worden gebruikt om ketens in stukken te breken teneinde de variabiliteit
bij het tellen te verminderen. Als deze behandeling langer duurt dan nodig is om de ketens in stukken te breken,
kunnen de cellen uiteenvallen. De intensiteit en de duur van de behandeling moeten voor elke dosisgroep identiek
zijn.

Tel genoeg velden op de hemocytometer (ten minste 400 cellen) om de variabiliteit te compenseren. Dit zal de
betrouwbaarheid van bepaling van de dichtheid met een microscoop verhogen.

Voor de bepaling van het totale celvolume van Anabaena kan, nadat de celketens door voorzichtig ultrasoon
behandelen in stukken zijn gebroken, een elektronische deeltjesteller worden gebruikt. De ultrasoon-energie moet
worden aangepast om uiteenvallen van de cellen te voorkomen.

Gebruik een vortex-mixer of soortgelijke geschikte methoden om ervoor te zorgen dat de voor het beénten van de
testvaten gebruikte algensuspensie goed gemengd en homogeen is.

De testvaten worden op een schudtafel (draaiend of heen-en-weer-gaand) met ongeveer 150 bewegingen per minuut
geplaatst. Ook periodiek schudden kan worden gebruikt om de neiging van Anabaena om samen te klonteren tegen
te gaan. Als er klonten ontstaan, moet erop worden gelet dat de monsters voor de meting van de biomassa represen-
tatief zijn. Krachtig schudden v66r de bemonstering kan nodig zijn om klonten met algen uiteen te laten vallen.
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Synechococcus leopoliensis

Voor het bewaren van een stamcultuur kunnen verschillende groeimedia worden gebruikt. Bij de cultuurcollecties is
informatie verkrijgbaar over geschikte media.

Synechococcus leopoliensis groeit als solitaire staafvormige cellen. De cellen zijn heel klein en dit compliceert het
gebruik van een microscoop voor celtellingen om de biomassa te meten. Elektronische deeltjestellers die geschikt zijn
voor het tellen van deeltjes vanaf een grootte van ongeveer 1 pm, zijn nuttig. Ook in vitro fluorimetrische bepaling
is bruikbaar.

Navicula pelliculosa

Voor het bewaren van een stamcultuur kunnen verschillende groeimedia worden gebruikt. Bij de cultuurcollecties is
informatie verkrijgbaar over geschikte media. Let op dat het medium silicaat moet bevatten.

Navicula pelliculosa kan onder bepaalde groeiomstandigheden klonten vormen. Door de vorming van lipiden
hebben de algencellen soms de neiging zich in de oppervlaktelaag op te hopen. Onder deze omstandigheden moeten
er bij het nemen van submonsters voor de bepaling van de biomassa speciale maatregelen worden genomen om
representatieve monsters te krijgen. Krachtig schudden, bijvoorbeeld met een vortex-mixer, kan nodig zijn.
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Aanhangsel 3

Groeimedia

Een van de volgende twee groeimedia kan worden gebruikt:
— OESO-medium: oorspronkelijk medium van OESO TG 201, tevens overeenkomstig ISO 8692
— U.S. EPA-medium AAP, tevens overeenkomstig ASTM.

Bij de bereiding van deze media moeten reagentia van p.a.-kwaliteit en gedeioniseerd water worden gebruikt.

Samenstelling van het AAP-medium (US. EPA) en het medium van OESO TG 201

Component AAP OESO
mg/l mM mg|l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,CI 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
MnCl, - 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
CuCl, - 2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 81
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De molaire verhouding EDTA[ijzer is iets hoger dan 1. Dit voorkomt dat ijzer neerslaat en beperkt tevens chelaat-
vorming van ionen van zware metalen tot een minimum.

In de test met het diatomee Navicula pelliculosa moeten beide media worden aangevuld met Na,SiO, - 9H,0 tot een
concentratie van 1,4 mg Si/l.

De pH van het medium wordt verkregen bij evenwicht tussen het carbonaatsysteem van het medium en de partiéle
druk van CO, in de lucht. Een bruikbare relatie tussen de pH bij 25 °C en de molaire bicarbonaat-concentratie is:

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

Bij 15 mg NaHCO,/l is pH,, = 7,5 (U.S. EPA-medium) en bij 50 mg NaHCO,/l is pH,, = 8,1 (OESO-medium).

Samenstelling in elementen van de testmedia

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

Bereiding van het OESO-medium

Nutriént

Concentratie in de stamoplossing

Stamoplossing 1:

macronutriénten

NH,Cl 1,5 g/l
Mgdl, - 6H,0 1,2 g/l
CaCl, - 2H,0 1,8 g/l
MgSO, - 7H,0 1,5 g/l
KH,PO, 0,16 g/l
Stamoplossing 2:

ijzer

FeCl, - 6H,0 64 mg/l
Na,EDTA-2H,0 100 mg/l
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Nutriént Concentratie in de stamoplossing
Stamoplossing 3:
spoorelementen
H,BO, 185 mg/l
Mndl, - 4H,0 415 mg/l
Zn(l, 3 mgfl
Co(l, - 6H,0 1,5 mgfl
CuCl, - 2H,0 0,01 mg/l
Na,MoO, - 2H,0 7 mg/l
Stamoplossing 4:
bicarbonaat
NaHCO, 50 g/l
Na,Si0, - 9H,0

Steriliseer de stamoplossingen door membraanfiltratie (gemiddelde poriediameter 0,2 pm) of in de autoclaaf (120 °C,
15 min). Bewaar de oplossingen in het donker bij 4 °C.

Stamoplossingen 2 en 4 mogen niet in de autoclaaf worden gesteriliseerd; steriliseer ze door middel van membraan-
filtratie.

Bereid een groeimedium door toevoeging van de benodigde volumes van stamoplossingen 1-4 aan water:
Voeg aan 500 ml gesteriliseerd water toe:

10 ml stamoplossing 1

1 ml stamoplossing 2

1 ml stamoplossing 3

1 ml stamoplossing 4

Vul met gesteriliseerd water aan tot 1 000 ml.

Laat het medium lang genoeg staan om het evenwicht met CO, in de lucht zich te laten instellen, indien nodig door
enkele uren steriele gefilterde lucht door te leiden.

Bereiding van U.S. EPA-medium

1. Voeg 1 ml van elke stamoplossing in 2.1-2.7 toe aan ongeveer 900 ml gedeioniseerd of gedestilleerd water en
vul aan tot 1 liter.

2. De macronutriénten-stamoplossingen worden bereid door de volgende reagentia op te lossen in 500 ml gedeio-
niseerd of gedestilleerd water. De reagentia 2.1, 2.2, 2.3, en 2.4 kunnen in één stamoplossing worden
gecombineerd.

2.1 NaNO, 12,750 g.
2.2 MgCl, - 6H,0 6,082 g.
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2.3 Mg(l, - 6H,0 2,205 g.
2.4 Micronutriénten-stamoplossing (zie 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 Zie opmerking 1.

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

Opmerking 1: Alleen voor diatomeeén-testsoorten gebruiken. Kan rechtstreeks worden toegevoegd (202,4 mg)
of als stamoplossing tot een uiteindelijke concentratie van 20 mg Sifl in het medium.

De micronutriénten-stamoplossing wordt bereid door de volgende reagentia op te lossen in 500 ml gedeio-
niseerd of gedestilleerd water:

H,BO, 92,760 mg.

Mndl, - 4H,0 207,690 mg.

NaNO, 1,635 mg.

Mg(l, - 6H,0 79,880 mg.

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

Na,MoO, - 2H,0 3,630 mg.

CuCl, - 2H,0 0,006 mg.

Na,EDTA - 2H,0 150,000 mg. [dinatrium(ethyleendinitrilo)tetraacetaat].
Na,SeO, - 5H,0 0,005 mg Zie opmerking 2.

Opmerking 2: Alleen in medium voor stamculturen van diatomeeénsoorten gebruiken
Breng de pH op 7,5 £ 0,1 met 0,1 N of 1,0 N NaOH of HCL.

Filtreer de media in een steriele fles over een 0,22 pm membraanfilter (als een deeltjesteller wordt gebruikt) of
een 0,45 pm filter als er geen deeltjesteller wordt gebruikt.

Bewaar het medium in het donker bij ongeveer 4 °C tot het wordt gebruikt.
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Aanhangsel 4

Voorbeeld van een procedure voor het kweken van algen

Algemene opmerkingen

Het doel van het kweken op basis van de volgende procedure is het verkrijgen van algenculturen voor toxiciteits-
testen.

Gebruik geschikte methoden om ervoor te zorgen dat de algenculturen niet met bacterién worden besmet.
Axenische culturen kunnen wenselijk zijn, maar er moeten culturen met én algensoort worden gemaakt en

gebruikt.

Alle handelingen dienen onder steriele omstandigheden te worden uitgevoerd om besmetting met bacterién of
andere algen te voorkomen.

Apparatuur en materiaal

Zie in de testmethode onder Apparatuur.

Procedure voor het verkrijgen van algenculturen
Bereiding van de nutriéntenoplossingen (media):

Alle nutriéntzouten van het medium worden bereid als geconcentreerde stamoplossing en koel en in het donker
bewaard. Deze oplossingen worden door filtratie of in een autoclaaf gesteriliseerd.

Het medium wordt bereid door de juiste hoeveelheid stamoplossing aan steriel gedestilleerd water toe te voegen,
waarbij moet worden opgelet dat besmetting wordt voorkomen. Voor vast medium wordt 0,8 % agar toegevoegd.

Stamculturen:

Stamculturen zijn kleine algenculturen die regelmatig op vers medium worden overgezet om zo als nieuw uitgangs-
materiaal voor tests te dienen. Indien de culturen niet regelmatig worden gebruikt, worden zij uitgestreken in
schuine agarbuizen. Deze worden ten minste éénmaal per twee maanden overgebracht op vers medium.

De stamculturen worden gekweekt in erlenmeyers met het geschikte medium (volume ongeveer 100 ml). Wanneer
de algen bij 20 °C met continue verlichting worden geincubeerd, is wekelijks overzetten vereist.

Bij het overzetten wordt een hoeveelheid ,oude” cultuur met steriele pipetten zodanig overgebracht naar een kolf
met vers medium dat de beginconcentratie van de snel groeiende soort ongeveer 100 maal kleiner is dan in de oude
cultuur.

De groeisnelheid van een soort kan uit de groeicurve worden bepaald. Indien bekend, is het mogelijk de dichtheid te
schatten waarbij de cultuur moet worden overgezet naar het nieuwe medium. Dit dient te geschieden voordat de
cultuur de afstervingsfase bereikt.

Voorcultuur:

De voorcultuur is bedoeld om een aantal algen te krijgen dat geschikt is voor het beénten van de testculturen. De
voorcultuur wordt geincubeerd onder de testomstandigheden en wordt gebruikt terwijl deze nog exponentieel groeit,
normaal gesproken na een incubatieperiode van 2 tot 4 dagen. Wanneer de algenculturen misvormde of abnormale
cellen bevatten, moeten ze worden afgekeurd.
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Aanhangsel 5

Gegevensanalyse door niet-lineaire regressie
Algemene overwegingen

De respons bij tests met algen en andere groeitests met micro-organismen (groei van biomassa) is van nature een
continue of metrische variabele — een processnelheid als de groeisnelheid wordt gebruikt en de integraal over tijd
als voor de hoeveelheid biomassa wordt gekozen. Beide worden vergeleken met de corresponderende gemiddelde
respons van niet-blootgestelde controles waar de respons voor de gebruikte omstandigheden maximaal is, waarbij
licht en temperatuur in de algentest de primaire bepalende factoren zijn. Het systeem is gedistribueerd of homogeen
en de biomassa kan als een continuiim worden beschouwd zonder naar individuele cellen te kijken. De variantiever-
deling van het type respons voor een dergelijk systeem houdt uitsluitend verband met experimentele factoren
(meestal beschreven als lognormale of normale foutverdeling). Bij een karakteristicke binaire bioassay-respons wordt
de tolerantie (meestal binomiaal verdeeld) van individuele organismen daarentegen vaak als de belangrijkste
variantie-component beschouwd. In dit geval is de controlerespons nul of het achtergrondniveau.

In de ongecompliceerde situatie neemt de genormaliseerde of relatieve respons r monotoon af van 1 (geen remming)
tot 0 (100 % remming). Hierbij dient te worden opgemerkt dat elke respons een bijbehorende fout heeft en dat een
schijnbare negatieve remming uitsluitend ten gevolge van een toevalsfout kan worden berekend.

Regressieanalyse
Modellen:

Een regressieanalyse is gericht op een kwantitatieve beschrijving van de concentratie/responscurve in de vorm van
een mathematische regressiefunctie Y = f (C) of in de meeste gevallen F (Z) waarbij Z = log C. Met de inverse C = !
(Y) kunnen EC -waarden, zoals de ECy, de EC,, en de EC,, en hun 95 %-betrouwbaarheidsgrenzen worden
berekend. Van verschillende eenvoudige mathematische functionele vormen is gebleken dat ze met succes kunnen
worden gebruikt voor de beschrijving van het verband tussen concentratie en respons bij groeiremmingstests met
algen. Hierbij gaat het bijvoorbeeld om de logistische vergelijking, de asymmetrische Weibull-vergelijking en de
lognormale verdelingsfunctie; dit zijn allemaal sigmoide curves die asymptotisch tot 1 naderen voor C — 0 en tot 0
voor C — oo,

Het gebruik van continue drempelfunctiemodellen (bv. het model van Kooijman voor remming van de popula-
tiegroei, Kooijman et al., 1996) is recent voorgesteld als alternatief voor asymptotische modellen. Dit model gaat uit
van het ontbreken van effecten bij concentraties beneden een bepaald drempelwaarde, EC,+, die wordt bepaald door
extrapolatie van de concentratie/responscurve tot de concentratie-as met behulp van een eenvoudige continue
functie die in het beginpunt niet differentieerbaar is.

Er moet worden opgemerkt dat de analyse een eenvoudige minimumbepaling van residuele kwadratensommen kan
zijn (uitgaande van constante variantie) of van gewogen kwadratensommen als heterogeniteit van de variantie wordt
gecompenseerd.

Procedure

De procedure kan als volgt worden geschetst: Kies een geschikte functionele vergelijking Y = f (C) en fit deze met
behulp van niet-lineaire regressie op de gegevens. Gebruik bij voorkeur de metingen van elke kolf afzonderlijk en
niet de gemiddelden van de replicaten om zo veel mogelijk informatie uit de gegevens te kunnen halen. Anderzijds
heeft de praktijk geleerd dat als de variantie hoog is, de gemiddelde waarden van de replicaten wellicht een
robuustere mathematische bepaling opleveren, die minder wordt beinvloed door toevallige fouten in de gegevens,
dan wanneer elk datapunt afzonderlijk wordt gebruikt.

Teken de gefitte curve en de gemeten gegevens en kijk of de fitting van de curve geschikt is. Analyse van de residuen
kan hiervoor een zeer geschikt instrument zijn. Als het gekozen functionele verband om de concentratie/
responscurve te fitten niet de hele curve beschrijft of een bepaald essentieel deel niet goed beschrijft, zoals de
respons bij lage concentraties, moet in plaats van een symmetrische een andere optie voor fitting van de curve
worden gekozen, bijvoorbeeld een asymmetrische curve zoals de Weibull-functie. Negatieve remming kan problemen
opleveren bij bijvoorbeeld de lognormale verdelingsfunctie en ook in dat geval is een andere regressiefunctie nodig.
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Er wordt niet aanbevolen aan dergelijke negatieve waarden de waarde 0 of een kleine positieve waarde toe te
kennen, omdat dit de foutverdeling verstoort. Het kan nuttig zijn een aparte fitting van de curve voor bepaalde delen
van de curve te maken, bijvoorbeeld het deel met een geringe remming voor de bepaling van EC,,, -waarden.
Bereken uit de gefitte vergelijking — door ,inverse bepaling”, C = f-! (Y) — karakteristicke puntramingen EC, en
rapporteer minimaal de EC;, en een of twee EC,, ,-waarden. De praktijk heeft geleerd dat de precisie van de
algentest normaal gesproken een redelijk nauwkeurige bepaling bij 10 % remming mogelijk maakt als de datapunten
volstaan, tenzij stimulering bij lage concentraties als storende factor optreedt. De precisie van een EC,-waarde is
vaak aanzienlijk beter dan die van een EC,,, omdat de EC,, meestal op het ongeveer lineaire deel van de centrale
concentratie/responscurve ligt. Soms kan de EC,, vanwege groeistimulering moeilijk te interpreteren zijn. Dit
betekent dat de EC,, weliswaar normaal gesproken met een afdoende nauwkeurigheid te bepalen is, maar dat toch
wordt aanbevolen altijd ook de EC,, te rapporteren.

Wegingsfactoren

De toevallige variantie is in het algemeen niet constant en heeft meestal een evenredige component, zodat het de
voorkeur verdient standaard een gewogen regressie uit te voeren. Meestal wordt aangenomen dat de wegingsfactoren
voor een dergelijke analyse omgekeerd evenredig zijn met de variantie:

W, = 1/Var(r)

Veel regressieprogramma’s bieden de mogelijkheid om een gewogen regressieanalyse uit te voeren, waarbij de
wegingsfactoren in een tabel worden opgenomen. Wegingsfactoren moeten liefst worden genormaliseerd door ze
met n/E w;, te vermenigvuldigen (n is het aantal datapunten), zodat de som gelijk aan 1 is.

Normalisering van de respons

Normalisering met de gemiddelde controlerespons levert bepaalde principeproblemen op en leidt tot een nogal
gecompliceerde variantiestructuur. Door de respons te delen door de gemiddelde controlerespons om de procentuele
remming te berekenen wordt een extra fout geintroduceerd, die wordt veroorzaakt door de fout in het controlege-
middelde. Tenzij deze fout te verwaarlozen is, moeten de wegingsfactoren in de regressie en betrouwbaarheids-
grenzen worden gecorrigeerd voor de covariantie met de controle (Draper en Smith, 1981). Er moet worden
opgemerkt dat een hoge precisie bij de bepaalde gemiddelde controlerespons belangrijk is om de algehele variantie
voor de relatieve respons tot een minimum te beperken. Deze variantie is

(subscript i verwijst naar concentratie i en subscript 0 naar de controles):

Yi = Relatieve respons = r;r, = 1 -1 =f (C)
met variantie: Var(Y ) = Var (rr,) = (OY,/ Or)? - Var(r) + ((OY,] Or,)? - Var(r,)
Aangezien (0Y,/ Or) = 1/r, and (0 Y,/Or,) = 1,/r,2

wordt met een normale datadistributie en m, en mg-replicaten: Var(r; ) = o2/m,

i

de totale variantie van de relatieve respons Y;:
Var(Y) = 0?/(r,? - m) + 1.2 - 6fry* 'm,

De fout in het controlegemiddelde is omgekeerd evenredig met de vierkantswortel van het gemiddelde aantal contro-
leduplicaten en soms kan het gerechtvaardigd zijn om historische gegevens mee te nemen en zo de fout sterk te
verlagen. Het is ook mogelijk de gegevens niet te normaliseren en de absolute respons, inclusief de controlerespons,
te fitten maar de controlerespons als extra parameter te introduceren voor de fitting met niet-lineaire regressie. Bij
een gebruikelijke regressievergelijking met twee parameters moeten met deze methode drie parameters worden gefit,
zodat er meer datapunten nodig zijn dan bij niet-lineaire regressie met gegevens die met een vooraf bepaalde contro-
lerespons worden genormaliseerd.
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Inverse betrouwbaarheidsintervallen

De berekening van betrouwbaarheidsintervallen voor niet-lineaire regressie met behulp van inverse bepaling is vrij
gecompliceerd en meestal niet als standaardoptie beschikbaar in normale statistische computerprogrammapakketten.
Benaderde betrouwbaarheidsgrenzen kunnen worden verkregen met behulp van standaardprogramma’s voor niet-
lineaire regressie met herparametrisering (Bruce en Versteeg, 1992), hetgeen inhoudt dat de mathematische
vergelijking moet worden herschreven met de gewenste puntbepalingen, bijvoorbeeld de EC,, en de ECy, als de te
bepalen parameters. (Neem als functie I = f (a, p, concentratie) en gebruik de definitierelaties f (a, f, EC,,) = 0,1 en
(a, B, ECyp) = 0,5 om f (o, B, concentratie) te substitueren door een gelijkwaardige functie g (EC,,, ECs,, concentratie).

Een directere berekening (Andersen et al, 1998) wordt uitgevoerd door de oorspronkelijke vergelijking te houden en
een Taylor-expansie rond het gemiddelde van r, en r, te gebruiken.

De laatste tijd zijn ,bootstrap-methoden” populair geworden. Deze methoden gebruiken de gemeten gegevens en een
door een aselecte getallengenerator bepaalde frequent herhaalde steekproeftrekking voor de bepaling van een
empirische variantieverdeling.
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4) Hoofdstuk C.11 wordt vervangen door:

,C.11. ACTIEF SLIB: ADEMHALINGSREMMINGSTEST (KOOLSTOF- EN AMMONIUMOXIDATIE)

INLEIDING

1.  Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtlijn (TG) 209 (2010) van de OESO. Met deze testmethode wordt
de invloed van een chemische stof op micro-organismen uit actief slib (voornamelijk bacterién) bepaald door
meting van hun ademhalingssnelheid (koolstof- enfof ammoniumoxidatie) onder gedefinieerde omstandigheden
in aanwezigheid van verschillende concentraties van de teststof. De testmethode is gebaseerd op de test van de
ETAD (Ecological and Toxicological Association of the Dyestuffs Manufacturing industry) (1) (2), de eerdere
OESO TG 209 (3) en de herziene ISO-norm 8192 (4). Deze test voorziet in een snelle screeningsmethode om
de effecten van chemische stoffen op de micro-organismen van actief slib uit het biologische (acrobe) stadium
van afvalwaterbehandelingsinstallaties te bepalen. Ook kan de test dienen om een indicatie te krijgen van
geschikte niet-remmende concentraties van teststoffen waarvan de biologische afbreekbaarheid moet worden
onderzocht (bv. hoofdstukken C.4 A-F, C.9, C.10, C.12 en C.29 van deze bijlage, OESO TG 302C). In dat geval
kan de test als screeningstest worden uitgevoerd, vergelijkbaar met een bereikbepalingstest of limiettest (zie
punt 39), waarbij alleen naar de totale ademhaling wordt gekeken. Voorzichtigheid is echter geboden als de
gegevens worden gebruikt voor tests op gemakkelijke biologische afbreekbaarheid (hoofdstuk C.4 A-F en C.29
van deze bijlage) waarbij de concentratie entmateriaal beduidend lager is dan bij deze testmethode. Afwezigheid
van remming in deze adembhalingstest betekent niet automatisch dat dit ook het geval is in de test op
gemakkelijke biologische afbreekbaarheid van hoofdstuk C.4 A-F of C.29 van deze bijlage.



1.3.2016

Publicatieblad van de Europese Unie L 54/37

Hoewel de ademhalingsremmingstest sinds de eerste publicatie over het algemeen met succes is toegepast,
werden in enkele gevallen foutieve resultaten gerapporteerd, bv. in (2) (4) (5). Concentratiegerelateerde ademha-
lingscurven waren soms bifasisch, dosis-responscurven afwijkend van vorm en EC,-waarden onverwacht laag
(5). Uit onderzoeken is gebleken dat dergelijke resultaten worden verkregen wanneer in het gebruikte actief slib
aanzienlijke nitrificatie plaatsvindt en de teststof een groter effect heeft op de ammoniumoxidatie dan op de
algemene heterotrofe oxidatie. Deze foutieve resultaten zijn te corrigeren door de uitvoering van extra tests met
een specifieke nitrificatieremmer. Uit metingen van de zuurstofopnamesnelheid in aanwezigheid en afwezigheid
van een dergelijke remmer, bv. N-allylthioureum (ATU), kunnen de totale, de heterotrofe en de nitrificatie-
zuurstofopname worden berekend (4) (7) (8). Aldus kunnen de remmende effecten van een teststof op deze
twee processen worden bepaald en kunnen de EC;;waarden voor de oxidatie van organische koolstof
(heterotroof) en ammonium (nitrificatie) op de gebruikelijke manier worden berekend. Hierbij moet worden
opgemerkt dat het remmende effect van N-allylthioureum in uitzonderlijke gevallen geheel of gedeeltelijk teniet
wordt gedaan door complexvorming met teststoffen of mediumsupplementen, bv. Cu** -ionen (6). Voor
Nitrosomonas zijn Cu** -ionen essentieel, maar in hoge concentraties toxisch.

Met name in Europese landen is de behoefte aan nitrificatie bij de aerobe behandeling van afvalwater, als
noodzakelijke stap in het proces waarbij stikstofverbindingen uit afvalwater worden verwijderd door denitri-
ficatie tot gasvormige producten, urgent geworden; de EU heeft nu lagere grenswaarden vastgesteld voor de
stikstofconcentratie in behandelde effluenten die in ontvangende wateren worden geloosd ().

Voor de meeste doeleinden volstaat het om alleen het effect op de oxidatie van organische koolstof te bepalen.
Soms is het echter nodig om het effect op alleen nitrificatie of op zowel nitrificatie als oxidatie van organische
koolstof afzonderlijk te onderzoeken om de resultaten te kunnen interpreteren en de effecten te kunnen
begrijpen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De ademhalingssnelheid van actief slib waaraan kunstmatig afvalwater wordt toegevoegd, wordt na een
contacttijd van 3 uur gemeten in een gesloten cel die een zuurstofelektrode bevat. Afhankelijk van het reéle
blootstellingsscenario kunnen langere contacttijden wenselijk zijn. Als de teststof snel wordt afgebroken, bv.
abiotisch door hydrolyse, of vluchtig is en de concentratie niet goed op peil blijft, kan een bijkomende kortere
blootstellingsperiode, bv. 30 minuten, worden gebruikt. De gevoeligheid van elke partij actief slib moet op de
dag van de blootstelling gecontroleerd worden met een geschikte referentiestof. De test wordt meestal gebruikt
om de EC, (bv. EC,) van de teststof en/of de concentratie zonder waargenomen effect (NOEC) te bepalen.

De remming van de zuurstofopname door organische-koolstof-oxiderende organismen en die door ammonium-
oxiderende micro-organismen kunnen apart worden uitgedrukt door de zuurstofopnamesnelheid te meten in
afwezigheid en aanwezigheid van N-allylthioureum, een specifieke remmer van de oxidatie van ammonium tot
nitriet door de nitrificerende bacterién van deze eerste stap. De procentuele remming van de zuurstofopname-
snelheid wordt dan berekend door de zuurstofopnamesnelheid in aanwezigheid van de teststof te vergelijken
met die van corresponderende controles zonder teststof, zowel in aanwezigheid als afwezigheid van de
specificke remmer N-allylthioureum.

Eventuele zuurstofopname ten gevolge van abiotische processen kan gedetecteerd worden door bepaling van de
snelheid in mengsels van teststof, kunstmatig afvalwater en water, maar zonder actief slib.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

De identificatie (bij voorkeur CAS-nummer), naam (IUPAC), zuiverheid, wateroplosbaarheid, dampspanning,
vluchtigheid en adsorptie-eigenschappen van de teststof moeten bekend zijn om de resultaten goed te kunnen
interpreteren. Normaal gesproken kunnen vluchtige chemische stoffen niet naar behoren worden getest, tenzij
er speciale voorzorgsmaatregelen worden genomen (zie punt 21).

(") Richtlijn 91/271/EEG van de Raad van 21 mei 1991 inzake de behandeling van stedelijk afvalwater. PB L 135 van 30.5.1991, blz. 40-52.
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TOEPASBAARHEID VAN DE TESTMETHODE

9. De testmethode is geschikt voor in water oplosbare, slecht oplosbare en vluchtige chemische stoffen. Voor
chemische stoffen met een beperkte oplosbaarheid is het niet altijd mogelijk EC,, -waarden te verkrijgen en met
vluchtige stoffen kunnen alleen geldige resultaten worden verkregen indien het grootste deel (grofweg > 80 %)
van de teststof aan het eind van de blootstellingsperiode(n) nog in het reactiemengsel aanwezig is. Bij
onzekerheid over de stabiliteit of vluchtigheid van de teststof moeten aanvullende ondersteunende analysege-
gevens worden ingediend om de schatting van de EC -concentratie te verfijnen.

REFERENTIESTOFFEN

10. De test moet periodiek met referentiestoffen worden uitgevoerd om de betrouwbaarheid van de testmethode en
testomstandigheden te waarborgen, en tevens op de dag van blootstelling om van elke partij actief slib die als
microbieel entmateriaal wordt gebruikt de gevoeligheid te controleren. De chemische stof 3,5-dichloorfenol
(3,5-DCP) wordt aanbevolen als remmende referentiestof, omdat het een bekende remmer van de adembhaling is
en in veel soorten remmings-/toxiciteitstests wordt gebruikt (4). Ook koper(ll)sulfaatpentahydraat is een
geschikte referentiestof voor remming van de totale ademhaling (9). N-methylaniline kan als specifieke referen-
tieremmer van nitrificatie worden gebruikt (4).

GELDIGHEIDSCRITERIA EN REPRODUCEERBAARHEID

11. De zuurstofopnamesnelheid van de blanco controles (zonder teststof of referentiestof) moet minimaal 20 mg
zuurstof per gram actief slib (drooggewicht van gesuspendeerde vaste stoffen) per uur zijn. Als de snelheid
lager is moet de test worden herhaald met gewassen actief slib of met slib uit een andere bron. De variatiecoéf-
ficiént van de zuurstofopnamesnelheid in controlereplicaten aan het eind van de definitieve test mag niet hoger
dan 30 % zijn.

12. In een door ISO (4) georganiseerd internationaal ringonderzoek in 2004 met actief slib uit huishoudelijk
afvalwater lag de EC,, van 3,5-DCP tussen 2 mg/l en 25 mg/l voor totale ademhaling, tussen 5 mg/l en 40 mg/
1 voor heterotrofe ademhaling en tussen 0,1 mg/l en 10 mg/l voor nitrificatie-ademhaling. Wanneer de ECj,
van 3,5-DCP niet in het verwachte bereik ligt, moet de test worden herhaald met actief slib uit een andere
bron. De EC,, van koper(Il)sulfaatpentahydraat voor de totale ademhaling moet tussen 53 mg/l en 155 mg|l

liggen (9).

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Testvaten en apparatuur

13. Naast de gebruikelijke laboratoriumuitrusting is het volgende nodig:
(a) Testvaten — bijvoorbeeld bekerglazen van 1 000 ml, voor 500 ml reactiemengsel (zie 5 in figuur 1);

(b) Cel en toebehoren voor het meten van de concentratie opgeloste zuurstof; een geschikte zuurstofelektrode;
een gesloten cel die het monster kan bevatten zonder gasruimte bovenin en een recorder (bv. 7, 8, 9 in
figuur 1 van aanhangsel 2); er kan ook een BOD-fles worden gebruikt met een geschikte hulsadapter om de
zuurstofelektrode vast te klemmen in de hals van de fles (zie figuur 2 van aanhangsel 3). Om bij het
inbrengen van de elektrode overlopen en daarmee verlies van vloeistof te voorkomen is het raadzaam eerst
een trechter of glazen buisje door de huls te steken, of om vaten met uitlopende randen te gebruiken. In
beide gevallen moet een magneetroerder of een andere roermethode, bv. een zelfroerende elektrode,
worden gebruikt.

(c) Magneetroerders en roerbonen, bekleed met inert materiaal, voor gebruik in de meetcel en/of de testvaten;

(d) Beluchtingstoestel: perslucht moet, indien nodig, door een geschikt filter worden geleid om stof en olie te
verwijderen en door wasflessen met water om de lucht te bevochtigen. De inhoud van de vaten wordt
belucht met pasteurpipetten of andere beluchtingshulpmiddelen die geen chemische stoffen adsorberen. Een
draaiende schudder ingesteld op een snelheid tussen 150 en 250 rpm met flessen met een inhoud van
bijvoorbeeld 2 000 ml is geschikt om aan de zuurstofbehoefte van het slib te voldoen en moeilijkheden te
ondervangen met stoffen die overmatig schuim produceren, vluchtig zijn en daardoor verloren gaan, of
moeilijk dispergeerbaar zijn bij beluchting door luchtdoorleiding. Het testsysteem bestaat doorgaans uit een
aantal continu beluchte bekerglazen die één voor één worden gevuld (bv. met tussenpozen van 10-15
minuten) en vervolgens één voor één worden geanalyseerd. Gevalideerde apparatuur voor gelijktijdige
beluchting en meting van de zuurstofverbruikssnelheid in de mengsels kan ook worden gebruikt.
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(e) pH-meter;

(f) Centrifuge: standaard tafelmodel voor slib die een versnelling van 10 000 m/s2 kan produceren.

Reagentia

14. Alle reagentia dienen van p.a.-kwaliteit te zijn.

Water

15. Er moet gedestilleerd of gedeioniseerd water met een DOC-gehalte van minder dan 1 mg/l worden gebruikt,
behalve wanneer chloorvrij kraanwater wordt voorgeschreven.

Kunstmatig afvalwater

16. Het medium dat wordt bereid bevat de volgende bestanddelen in de aangegeven hoeveelheden:

— pepton 16¢
— vleesextract (of een vergelijkbaar plantenextract) 11¢g
— ureum 3g
— natriumchloride (NaCl) 0,7 ¢
— calciumchloridedihydraat (CaC1,, 2H,0) 04¢
— magnesiumsulfaatheptahydraat (MgSO,, 7H,0) 02¢g
— watervrij kaliummonowaterstoffosfaat (K,HPO,) 28¢g

— met gedestilleerd of gedeioniseerd water aangevuld tot 1 liter

17. De pH van deze oplossing moet 7,5 * 0,5 zijn. Indien het bereide medium niet onmiddellijk wordt gebruikt,
moet het in het donker bij 0 °C tot 4 °C worden bewaard gedurende maximaal 1 week of onder omstan-
digheden waarbij de samenstelling niet verandert. Let op: dit kunstmatige afvalwater is 100 maal zo geconcen-
treerd als dat wat beschreven wordt in het technisch rapport van de OESO ,Proposed method for the determi-
nation of the biodegradability of surfactants used in synthetic detergents” van 11 juni 1976, en bovendien is er
dikaliumwaterstoffosfaat toegevoegd.

18. Het is ook mogelijk om componenten van het medium v66r opslag apart te steriliseren, of om de pepton en
het vleesextract kort voor de test toe te voegen. V66r gebruik moet het medium goed worden gemengd en de
pH zo nodig worden bijgesteld tot pH 7,5 £ 0,5.

Teststof

19. Voor stoffen die goed in water oplosbaar zijn wordt een stamoplossing bereid die onder de oplosbaarheidsgrens
moet blijven (er mogen geen precipitaten ontstaan). Slecht in water oplosbare stoffen, mengsels met
componenten met een verschillende oplosbaarheid in water, en adsorberende stoffen moeten rechtstreeks in de
testvaten worden afgewogen. Het gebruik van stamoplossingen kan in zulke gevallen een alternatief zijn, mits
de concentraties van de opgeloste teststof analytisch worden bepaald in de testvaten (voordat actief slib wordt
toegevoegd). Ook als er WAF's (Water Accommodated Fractions) worden bereid is een analytische bepaling van
de concentratie van de opgeloste teststof in de testvaten essentieel. Het gebruik van organische oplosmiddelen,
dispergeermiddelen/emulgatoren om te oplosbaarheid te verhogen, moet worden vermeden. Ultrasoonbehan-
deling van stamoplossingen en het vooraf roeren van suspensies, bv. overnacht, is een optie als er adequate
informatie over de stabiliteit van de teststof onder dergelijke omstandigheden beschikbaar is.

20. De teststof kan de pH in het testsysteem in negatieve zin beinvloeden. Voordat de test wordt opgezet moet de
pH van met teststof behandelde mengsels in een oriénterende test worden gemeten, om na te gaan of de pH zal
moeten worden bijgesteld vo6r de hoofdtest, en nogmaals op de dag van de hoofdtest. Oplossingen/suspensies
van teststof in water moeten, indien nodig, geneutraliseerd worden voordat het entmateriaal wordt toegevoegd.
Omdat de chemische eigenschappen van de chemische stof hierdoor kunnen veranderen kan het, athankelijk
van het doel van het onderzoek, wenselijk zijn het effect van de teststof op het slib tevens uit te voeren in een
test zonder pH-bijstelling.
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21. In tests met vluchtige stoffen, met name als het systeem met lucht wordt doorborreld, kunnen de
waargenomen toxische effecten variabel zijn als gevolg van verliezen van de stof gedurende de blootstelling. Bij
zulke stoffen moet men zorgvuldig te werk gaan door stofspecificke analyse uit te voeren op controlemengsels
die de stof bevatten en door de manier van beluchten te wijzigen.

Referentiestof

22. Als 3,5-dichloorfenol als referentiestof wordt gebruikt, moet een oplossing van 1,00 g 3,5-dichloorfenol in
1 000 ml water worden bereid (15). Gebruik warm water enfof ultrasoonbehandeling om het oplossen te
versnellen en vul de oplossing aan tot het eindvolume nadat deze is afgekoeld tot kamertemperatuur. Men
moet zich er echter van verzekeren dat de structuur van de referentiestof onveranderd blijft. De pH van de
oplossing moet gecontroleerd worden en zo nodig met NaOH of H,SO, op pH 7 — 8 worden gesteld.

23, Als koper(Il)sulfaatpentahydraat de referentiestof is, worden concentraties van 58 mg/l, 100 mg/l en 180 mg/l
(een reden van 1.8) gebruikt. De stof wordt rechtstreeks in de testvaten afgewogen (29 — 50 — 90 mg voor
een totaal volume van 500 ml). Vervolgens wordt de stof opgelost in 234 ml geautoclaveerd kraanwater. Koper
(Isulfaat lost gemakkelijk op. De test wordt gestart door toevoeging van 16 ml kunstmatig afvalwater en
250 ml actief slib.

Specifieke remmer van nitrificatie

24. Er wordt een 2,32 g/l stamoplossing van N-allylthioureum (ATU) bereid. Toevoeging van 2,5 ml van deze
stamoplossing aan een incubatiemengsel met een eindvolume van 500 ml geeft een eindconcentratie van
11,6 mg ATU/l (10- “mol/l), die hoog genoeg is (4) om 100 % remming van de nitrificatie te veroorzaken in
nitrificerend actief slib dat 1,5 g/l gesuspendeerde vaste stoffen bevat.

Abiotische controle

25. Onder sommige uitzonderlijke omstandigheden kan een teststof met sterk reducerende eigenschappen meetbaar
abiotisch zuurstofverbruik veroorzaken. In die gevallen zijn abiotische controles nodig om onderscheid te
kunnen maken tussen abiotische zuurstofopname door de teststof en microbiéle ademhaling. Abiotische
controles kunnen bereid worden door het entmateriaal weg te laten uit de testmengsels. Evenzo kunnen
abiotische controles zonder entmateriaal worden opgenomen wanneer ondersteunende analytische metingen
worden uitgevoerd om de bereikte concentratie gedurende de blootstellingsfase van de test te bepalen,
bijvoorbeeld bij het gebruik van stamoplossingen van slecht in water oplosbare stoffen met componenten met
een verschillende oplosbaarheid in water. In specifieke gevallen is een abiotische controle nodig met
entmateriaal dat is gesteriliseerd (bv. door autoclavering of toevoeging van steriliserende toxische stoffen).
Sommige chemische stoffen kunnen zuurstof produceren of verbruiken als er voldoende oppervlak voor reactie
is, zelfs als ze hiervoor normaal gesproken een veel hogere temperatuur of druk nodig hebben. In dit verband
moet speciale aandacht worden geschonken aan peroxyverbindingen. Gesteriliseerd entmateriaal biedt een
groot oppervlak.

Entmateriaal

26. Voor algemeen gebruik wordt actief slib verzameld uit de uitlaat, of dicht bij de uitlaat, van de beluchtingstank
van een goed functionerende afvalwaterbehandelingsinstallatie die hoofdzakelijk huishoudelijk afvalwater
behandelt. Afhankelijk van het doel van de test kunnen ook andere geschikte bronnen van actief slib worden
gebruikt, bv. in het laboratorium gekweekt slib, met een concentratie gesuspendeerde vaste stoffen tussen 2 g/l
en 4 g/l. Het is echter waarschijnlijk dat slib uit verschillende behandelingsinstallaties zal verschillen in
eigenschappen en gevoeligheid.

27. Het verzamelde slib kan zo gebruikt worden. Wel moeten grove deeltjes worden verwijderd door kortstondige
bezinking, bv. 5 tot 15 minuten, en decanteren van de bovenlaag met fijnere deeltjes, of door zeven (bv. mazen
van 1 mm? ). Het slib kan ook ca 15 seconden of langer gehomogeniseerd worden in een blender, maar dit
moet voorzichtig gebeuren met het oog op de afschuifkrachten en temperatuurverandering die bij langdurig
homogeniseren in een blender kunnen optreden.
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28. Vaak is het nodig het slib te wassen, bijvoorbeeld wanneer de endogene ademhalingssnelheid laag is. Hiertoe
wordt het slib eerst gecentrifugeerd, bv. 10 minuten bij ca.10 000 m/s?, waardoor een helder supernatant en
een pellet van vaste stoffen wordt verkregen. Vervolgens wordt het supernatant weggegooid en het slib onder
schudden geresuspendeerd in chloorvrij kraanwater, waarna het waswater wordt verwijderd door opnieuw
centrifugeren en weggooien. Indien nodig wordt het proces van wassen en centrifugeren herhaald. De droge
massa van een bekend volume geresuspendeerd slib moet worden bepaald, waarna het slib hetzij wordt
geconcentreerd door vloeistofverwijdering of verder wordt verdund met chloorvrij kraanwater, zodat slib met
de gewenste concentratie vaste stoffen van 3 g/l wordt verkregen. Het actief slib moet continu worden belucht
(bv. 2 l/minuut) bij de testtemperatuur en zo mogelijk op de dag van verzameling worden gebruikt. Als dat niet
mogelijk is dient dagelijks kunstmatig afvalwater aan het slib te worden toegevoegd (50 ml kunstmatig
afvalwater per liter actief slib), gedurende de twee volgende dagen. Dan wordt het slib voor de test gebruikt; de
resultaten worden als geldig beschouwd als uit de snelheid van de endogene, heterotrofe ademhaling en de
nitrificatie-ademhaling blijkt dat de activiteit van het slib niet significant is veranderd.

29. Er kunnen moeilijkheden ontstaan als tijdens de incubatie zoveel schuimvorming optreedt dat er schuim met
daarin vaste slibdeeltjes uit de beluchtingsvaten wordt gedreven. Schuimvorming, hoewel soms simpelweg
veroorzaakt door het kunstmatige afvalwater, is te verwachten als de teststof een oppervlakteactieve stof is of
bevat. Verlies van vaste slibdeeltjes uit de testmengsels leidt tot kunstmatig verlaagde ademhalingssnelheden die
ten onrechte geinterpreteerd zouden kunnen worden als een resultaat van remming. Daarnaast heeft het
beluchten van een oplossing met een oppervlakteactieve stof tot gevolg dat deze stof in de schuimlaag wordt
geconcentreerd, waardoor bij verlies van schuim de blootstellingsconcentraties zullen afnemen. Schuimvorming
kan onder controle worden gehouden met eenvoudige mechanische methoden (bv. af en toe handmatig roeren
met een glasstaafje) of door toevoeging van een siliconenantischuimmiddel zonder oppervlakteactieve stoffen
enfof door het gebruik van de schudfles-beluchtingsmethode. Indien het probleem samenhangt met de
aanwezigheid van kunstmatig afvalwater, moet een antischuimmiddel aan het afvalwater worden toegevoegd
met een snelheid van bv. 50 plfl. Als de teststof schuimvorming veroorzaakt, moet bij de hoogste testconcen-
tratie worden bepaald welke hoeveelheid nodig is om dit tegen te gaan, en moeten vervolgens alle beluch-
tingsvaten op identieke wijze worden behandeld (ook de vaten zonder schuim, zoals de blanco controles en
referentievaten). Er mag geen interactie optreden tussen het antischuimmiddel en het entmateriaal enfof de
teststof.

TESTPROCEDURE

30. De remming van drie verschillende zuurstofopnameprocessen kan worden bepaald: totale opname, alleen
heterotrofe opname, en opname ten gevolge van nitrificatie. Normaal gesproken volstaat het om remming van
de totale zuurstofopname te meten. Het is nodig de effecten op heterotrofe zuurstofopname ten gevolge van
organische-koolstof-oxidatie en zuurstofopname ten gevolge van ammoniumoxidatie te bepalen wanneer deze
twee afzonderlijke eindpunten specifiek vereist zijn voor een bepaalde chemische stof, of (als dat wenselijk is)
om een verklaring te vinden voor een atypische dosis-responscurve voor remming van de totale zuurstof-
opname.

Testomstandigheden

31. De test moet worden uitgevoerd bij een temperatuur van 20 2 °C.

Testmengsels

32. Testmengsels (F; volgens tabel 1) bestaande uit water, kunstmatig afvalwater en teststof worden zodanig bereid
zodat verschillende nominale concentraties van de teststof worden verkregen (zie tabel 1 voor een voorbeeld
van volumes van bestanddelen). De pH moet indien nodig worden bijgesteld tot 7,5 + 0.5. De mengsels
worden verdund met water en het entmateriaal wordt toegevoegd, zodanig dat in de vaten gelijke eindvolumes
worden verkregen; vervolgens wordt de beluchting gestart.

Referentiemengsels

33. Mengsels (F,) met in plaats van de teststof de referentiestof, bv. 3,5-dichloorfenol, worden op dezelfde manier
als de testmengsels bereid.
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Blanco controles

34. In tests waarbij de testbekerglazen één voor één met tussenpozen worden opgezet moeten blanco controles (Fy)
aan het begin en aan het eind van de blootstellingsperiode worden bereid. In tests met apparatuur die gelijk-
tijdige metingen van het zuurstofverbruik toestaat, moeten in elke ronde van gelijktijdige analyses ten minste
twee blanco controles worden opgenomen. Blanco controles bevatten een even groot volume actief slib en
kunstmatig medium, maar geen test- of referentiestof. Ze moeten met water worden verdund tot hetzelfde
volume als de test- en referentiemengsels.

Abiotische controle

35. Indien nodig, bijvoorbeeld als van een teststof bekend is of vermoed wordt dat deze sterk reducerende
eigenschappen heeft, moet een F,-mengsel worden bereid om het abiotische zuurstofverbruik te meten. Dit
mengsel bevat dezelfde hoeveelheden teststof en kunstmatig afvalwater en heeft hetzelfde volume als de
testmengsels, maar bevat geen actief slib.

Algemene procedure en metingen

36. Testmengsels, referentiemengsels en de blanco en abiotische controles worden bij de testtemperatuur
geincubeerd onder geforceerde beluchting (0,5 tot 1 1/min) om de concentratie opgeloste zuurstof boven 60-
70 % van de verzadigingswaarde te houden en de slibvlokken in suspensie te houden. Roeren van de culturen
is ook nodig om de slibvlokken in suspensie te houden. De incubatie begint wanneer het entmateriaal van
actief slib in contact komt met de andere bestanddelen van het uiteindelike mengsel. Aan het eind van de
incubatie, na de gespecificeerde blootstellingstijd van doorgaans 3 uur, worden monsters onttrokken om daarin
de snelheid te meten waarmee de concentratie opgeloste zuurstof afneemt, in de speciaal daarvoor ontworpen
cel (figuur 2 van aanhangsel 3) of in een volledig gevulde BOD-fles. De manier waarop de incubaties worden
gestart hangt ook af van de capaciteit van de apparatuur die voor meting van het zuurstofverbruik wordt
gebruikt. Als deze één enkele zuurstofelektrode omvat, worden individuele metingen verricht. In dat geval
bereid men de verschillende mengsels die voor de test in afvalwater nodig zijn, maar nog zonder entmateriaal.
De vereiste hoeveelheden slib worden dan apart toegevoegd aan elk vat van de serie. De incubaties worden één
voor één gestart met geschikte tijdsintervallen van bijvoorbeeld 10 tot 15 minuten. Het meetsysteem kan ook
meerdere elektroden omvatten waardoor gelijktijdige metingen mogelijk zijn; in dat geval wordt aan de juiste
groepen vaten op hetzelfde moment entmateriaal toegevoegd.

37. De nominale concentratie actief slib bedraagt in alle test-, controle- en blanco monsters (maar niet in de
abiotische controlemonsters) 1,5 g gesuspendeerde vaste stoffen per liter. Het zuurstofverbruik moet na 3 uur
blootstelling worden gemeten. In bepaalde gevallen is een extra meting na een blootstelling van 30 minuten
wenselijk, zoals beschreven in punt 5.

Nitrificerend vermogen van slib

38. Om vast te stellen of en, zo ja, met welke snelheid het slib nitrificeert, moeten controlemengsels (F;) worden
bereid zoals bij de blanco controles, maar waarbij aan een deel van de mengsels N-allylthioureum (11,6 mg/l)
wordt toegevoegd (F,). De mengsels moeten worden belucht en 3 uur bij 20° £ 2 °C worden geincubeerd. Dan
worden de zuurstofopnamesnelheden gemeten en kan de snelheid van zuurstofopname ten gevolge van
nitrificatie worden berekend.

Opzet van de tests
Bereikbepalingstest

39. Indien nodig kan met een oriénterende test het concentratiebereik van een teststof worden geschat dat gebruikt
moet worden in een definitieve test voor bepaling van de remming van het zuurstofverbruik. Als in een
oriénterende test geen remming van het zuurstofverbruik door de teststof wordt gevonden, kan dat betekenen
dat een definitieve test overbodig is. Wel moeten bepalingen in triplo bij de hoogste geteste concentratie van de
oriénterende test (meestal 1 000 mg/l, maar athankelijk van de vereiste meetgegevens) worden opgenomen.
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Tabel 1

Voorbeelden van mengsels voor een oriénterende test

Reagens Oorspronkelijke concentratie
Stamoplossing van teststof 10 g/l
Stamoplossing van kunstmatig medium Zie punt 16
Stamsuspensie van actief slib 3 g/l gesuspendeerde vaste stoffen
Toevoeging aan testvaten (%)
Componenten van mengsels

FT] FTZ FT3-5 FB]-2 FA
Stamoplossing van teststof (ml) 0,5 5 50 0 50
(punten 19 tot en met 21)
Stamoplossing van kunstmatig afvalwater 16 16 16 16 16
(punt 16)
Suspensie van actief slib 250 250 250 250 0
(punten 26 tot en met 29)
Water 233,5 229 184 234 434
(punt 15)
Totale volume van mengsels (ml) 500 500 500 500 500

Concentraties in het mengsel

Testsuspensie (mg/l) 10 100 1 000 0 1 000
Actief slib
(gesuspendeerde vaste stoffen) (mg/l) 1500 1500 1500 1500 0

() Dezelfde procedure moet voor de referentiestof worden gevolgd, waardoor vaten Fy, ;worden verkregen

40. De test moet worden uitgevoerd met minimaal drie concentraties teststof, bv. 10 mg/l, 100 mg/l en 1 000 mg/
I, een blanco controle en, indien nodig, minimaal drie abiotische controles met de hoogste concentraties
teststof (zie voor een voorbeeld tabel 1). In het ideale geval heeft de laagste concentratie geen effect op het
zuurstofverbruik. Eerst worden de snelheden van zuurstofopname en, indien van toepassing, de snelheid van
nitrificatie berekend, en vervolgens de procentuele remming. Afhankelijk van het doel van de test is het ook
mogelijk om alleen de toxiciteit van een limietconcentratie, bv. 1 000 mg/l, te bepalen. Als er bij deze
concentratie geen statistisch significant toxisch effect optreedt, zijn geen verdere tests bij hogere of lagere
concentraties nodig. Slecht in water oplosbare stoffen, mengsels met componenten met een verschillende
oplosbaarheid in water en adsorberende stoffen moeten rechtstreeks in de testvaten worden afgewogen. In dat
geval wordt in plaats van stamoplossing van de teststof een even groot volume verdunningswater toegevoegd.

Definitieve test
Remming van de totale zuurstofopname

41. De test moet worden uitgevoerd met een reeks concentraties die uit de oriénterende test zijn afgeleid. Om
zowel een NOEC als een EC,_ (bv. EC,) te verkrijgen, worden in de meeste gevallen zes controles en vijf
behandelingsconcentraties in een meetkundige reeks met bepalingen in vijfvoud aanbevolen. De abiotische
controle hoeft niet te worden herhaald als er in de oriénterende test geen zuurstofopname was; als er wel
significante opname optrad, moeten voor elke concentratie teststof abiotische controles worden opgenomen.
De gevoeligheid van het slib moet gecontroleerd worden met de referentiestof 3,5-dichloorfenol. Omdat
bekend is dat de gevoeligheid van slib fluctueert, moet deze v66r elke testreeks worden gecontroleerd. In alle
gevallen worden na 3 uur monsters uit de testvaten onttrokken, en als dat nodig is ook na 30 min, voor
meting van de zuurstofopnamesnelheid in de zuurstofelektrodecel. Uit de verzamelde gegevens wordt de
specificke ademhalingssnelheid van de controlemengsels en testmengsels berekend, waarna de procentuele
remming wordt berekend met vergelijking 7 hieronder.
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Onderscheid maken tussen remming van heterotrofe ademhaling en nitrificatie

42. Door de specifieke nitrificatieremmer ATU toe te voegen kunnen de remmende effecten van teststoffen op de
heterotrofe oxidatie rechtstreeks worden bepaald, en door deze zuurstofopnamesnelheid in aanwezigheid van
ATU af te trekken van de totale opnamesnelheid (in afwezigheid van ATU) kunnen de effecten op de nitrificatie-
snelheid worden berekend. Er moeten twee series mengsels worden bereid volgens de in punt 41 beschreven
testopzet voor de EC_ of NOEC, maar in dit geval wordt aan elk mengsel van één serie ATU toegevoegd in een
eindconcentratie van 11,6 mg/l; het is aangetoond dat deze concentratie de nitrificatie volledig remt in slib met
concentraties gesuspendeerde vaste stoffen tot 3 000 mg/l (4). De zuurstofopnamesnelheden worden na de
blootstellingsperiode gemeten; deze rechtstreeks gemeten waarden zijn representatief voor alleen de heterotrofe
adembhaling en de verschillen tussen deze waarden en de corresponderende waarden voor totale ademhaling
zijn representatief voor nitrificatie. De verschillende maten van remming worden vervolgens berekend.

Metingen

43. Na de blootstellingsperiode(n) moet een monster vanuit het eerste beluchtingsvat worden overgebracht naar de
zuurstofelektrodecel (figuur 1 van aanhangsel 2), waarna de concentratie opgeloste zuurstof direct moet
worden gemeten. Indien een systeem met meerdere elektroden beschikbaar is, kunnen de metingen gelijktijdig
worden uitgevoerd. Het is belangrijk dat met dezelfde snelheid wordt geroerd (met behulp van een beklede
magneet) als tijdens de kalibratie van de elektrode, om te zorgen dat de elektrode zo direct mogelijk op
veranderingen van de zuurstofconcentratie reageert en de metingen in de meetcel regelmatig en reprodu-
ceerbaar zijn. Het zelfroerende mechanisme dat sommige zuurstofelektroden hebben, voldoet meestal goed.
Tussen de metingen in moet de cel met water worden gespoeld. Het monster kan ook worden overgebracht in
een BOD-fles (figuur 2 van aanhangsel 3) uvitgerust met een magneetroerder. Er moet dan een zuurstofelektrode
met een hulsadapter in de hals van de fles worden gestoken, en de magneetroerder moet worden aangezet. In
beide gevallen wordt de concentratie opgeloste zuurstof continu gemeten en geregistreerd gedurende een
bepaalde tijd, meestal 5 tot 10 minuten, of totdat de zuurstofconcentratie lager is geworden dan 2 mg/l. Als er
metingen na langere blootstellingsperioden volgen, wordt de elektrode verwijderd en het mengsel teruggevoerd
naar het beluchtingsvat, waar het beluchten en roeren moet worden voortgezet.

Verificatie van de concentratie teststof

44. Voor sommige doeleinden kan meting van de concentratie van de teststof in de testvaten nodig zijn. Let op het
volgende: bij het gebruik van stamoplossingen van:

— slecht in water oplosbare stoffen,
— mengsels met componenten met een verschillende oplosbaarheid in water, of

— stoffen met een goede oplosbaarheid in water, maar waarbij de concentratie van de stamoplossing dicht bjj
de oplosbaarheidsgrens ligt,

is onbekend welke fractie is opgelost, en is dus niet bekend wat de werkelijke teststofconcentratie is die in de
testvaten wordt gebracht. Om de blootstelling te definiéren is een analytische bepaling van de concentraties van
de teststof in de testvaten nodig. Deze bepaling kan het gemakkelijkst worden uitgevoerd voér de toevoeging
van entmateriaal. Aangezien alleen opgeloste fracties in de vaten worden overgebracht, kunnen de gemeten
concentraties zeer laag zijn.

45. Om tijdrovende en kostbare analyses te voorkomen wordt aanbevolen de teststof rechtstreeks in de testvaten af
te wegen en voor latere berekeningen de afgewogen nominale beginconcentratie te gebruiken. Het is niet nodig
om onderscheid te maken tussen opgeloste, niet-opgeloste en geadsorbeerde fracties van de teststof, omdat al
deze fracties onder praktikomstandigheden in een afvalwaterbehandelingsinstallatie op dezelfde wijze
voorkomen en bovendien kunnen variéren naargelang van de samenstelling van het afvalwater. De test heeft tot
doel een realistische niet-remmende concentratie te schatten en is niet geschikt om in detail te onderzoeken
welke fracties bijdragen tot de remming van de organismen in actief slib. Ook adsorptieve stoffen moeten
rechtstreeks in de testvaten worden afgewogen, en de vaten moeten gesilaniseerd worden om verliezen door
adsorptie zo veel mogelijk te beperken.
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GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Berekening van zuurstofopnamesnelheden

46. De zuurstofopnamesnelheden worden berekend uit de gemiddelden van de gemeten waarden, bijvoorbeeld in
het lineaire deel van de grafieken van de zuurstofconcentratie als functie van de tijd, waarbij alleen zuurstofcon-
centraties tussen 2,0 mg/l en 7,0 mg/l worden gebruikt omdat hogere en lagere concentraties zelf van invloed
kunnen zijn op de verbruikssnelheid. Soms is het onvermijdelijk en nodig om buiten dit concentratiegebied te
komen, bijvoorbeeld wanneer de ademhaling sterk wordt onderdrukt en daardoor erg traag is, of als een
bepaald actief slib een zeer snelle ademhaling vertoont. Dit is aanvaardbaar mits de betreffende delen van de
opnamegrafiek recht zijn en de helling niet verandert bij het passeren vans de betreffende O,-grenswaarde van
2,0 mg/l of 7,0 mg/l. Gebogen delen van de grafiek geven aan dat het meetsysteem aan het stabiliseren is of
dat de opnamesnelheid aan het veranderen is en mogen niet voor de berekening van adembhalingssnelheden
worden gebruikt. De zuurstofopnamesnelheid moet worden uitgedrukt in milligram per liter per uur (mg/l.uur)
of in milligram per gram droog slib per uur (mg/g.uur). De zuurstofverbruikssnelheid R, in mg/l.uur, kan
worden berekend of geinterpoleerd uit het lineaire deel van de geregistreerde grafiek van de zuurstofafname
volgens vergelijking 1:

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

Q, de zuurstofconcentratie aan het begin van het gekozen deel van de lineaire fase (mg/l);
Q, de zuurstofconcentratie aan het eind van het gekozen deel van de lineaire fase (mg/l);

A, het tijdsinterval tussen deze twee metingen (minuten).

47. De specificke adembhalingssnelheid (R) wordt uitgedrukt als de hoeveelheid zuurstof verbruikt per g
drooggewicht slib per uur (mg/g.uur), volgens vergelijking 2:

waarbij SS de concentratie gesuspendeerde vaste stoffen in het testmengsel is (g/]).
48. De verschillende indexen van R, die gecombineerd kunnen worden, zijn:

S specifieke snelheid

T totale ademhalingssnelheid

N snelheid ten gevolge van nitrificatie-ademhaling
N snelheid ten gevolge van heterotrofe ademhaling
A snelheid ten gevolge van abiotische processen

B snelheid op basis van blanco bepalingen (gemiddelde)

Berekening van de zuurstofopname door nitrificatie

49. Het verband tussen totale ademhaling (R,), nitrificatie-ademhaling (Ry) en heterotrofe ademhaling (R,) wordt
beschreven door vergelijking 3:
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waarbij

Ry de snelheid van zuurstofopname door nitrificatie (mg/l.uur);
R, de gemeten snelheid van zuurstofopname van de blanco controle (zonder ATU; F,;) (mg/Luur);

R; de gemeten snelheid van zuurstofopname van de blanco controle met toegevoegd ATU; Fy) (mg/l.uur).

50. Dit verband geldt voor blanco waarden (Ry, Ry Ry), abiotische controles (Ry,, Ry, Ry,) en bepalingen met
teststoffen (Rye, Ry, Ryy) (mg/g.uur). Specifiecke ademhalingssnelheden worden berekend uit:

51. Indien Ry niet-significant is (bv. < 5 % van R, in blanco controles) in een oriénterende test, kan worden
aangenomen dat de heterotrofe zuurstofopname gelijk is aan de totale opname en dat er geen nitrificatie
plaatsvindt. Er zou actief slib uit een andere bron nodig zijn als de tests bedoeld zijn om de effecten op
heterotrofe en nitrificerende micro-organismen te onderzoeken. Een definitieve test wordt uitgevoerd indien bij
verschillende concentraties teststof onderdrukte zuurstofopnamesnelheden worden gevonden.

Berekening van de procentuele remming

52. De procentuele remming, I, van het totale zuurstofverbruik bij elke concentratie teststof, wordt beschreven
door vergelijking 7:

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

53. De procentuele remming van de heterotrofe zuurstofopname, I, bij elke concentratie teststof, wordt
beschreven door vergelijking 8:

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

54. De remming van de zuurstofopname door nitrificatie, I, bij elke concentratie, wordt beschreven door
vergelijking 9:

IT = [1 - (RT - RTA)/RTB] x 100 % (9)

55. De procentuele remming van de zuurstofopname moet worden uitgezet tegen de logaritme van de concentratie
teststof (remmingscurve, zie figuur 3 van aanhangsel 4). Voor elke beluchtingsperiode van 3 uur, en eventueel
ook na 30 min, worden remmingscurven maakt. De concentratie teststof die de zuurstofopname met 50 %
remt (EC,,) moet uit de grafiek worden berekend of geinterpoleerd. Als de meetgegevens dat toelaten kunnen
de 95 %-betrouwbaarheidsgrenzen voor de EC;, de helling van de curve en geschikte markerende waarden
voor het begin (bv. EC,, of EC,) en het eind (bv. EC, of EC,,) van het remmende bereik, worden berekend of
geinterpoleerd.

56. Met het oog op de vaak waargenomen variabiliteit in de resultaten kan het in veel gevallen voldoende zijn om
de resultaten tevens uit te drukken in orde van grootte, bijvoorbeeld:

EC,, <1 mgll
EC,, 1 mg/l tot 10 mg/l
EC,, 10 mg/l tot 100 mg/l

EC,, <100 mg/l
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Interpretatie van de resultaten

EC

X

57. EC_-waarden en de bijbehorende 95 %-betrouwbaarheidsgrenzen worden berekend met een geschikte
statistische methode (bv. probitanalyse, logistische functie of Weibull-functie, getrimde Spearman-Karber-
methode of eenvoudige interpolatie (11)). Een EC, wordt verkregen door de waarde die correspondeert met x %
van het controlegemiddelde in de gevonden vergelijking in te vullen. Voor berekening van de EC,, of een
andere EC, wordt regressieanalyse uitgevoerd met de gemiddelden voor elke dosisgroep (x).

Bepaling van de NOEC

58. Voor het bepalen van de NOEC door middel van statistische analyse moeten de metingen per vat (individuele
vaten worden als replicaten beschouwd) worden gebruikt. Er dienen passende statistische methoden te worden
gebruikt als beschreven in het OESO-document ,Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity
Data: a Guidance to Application” (11). Negatieve effecten van de teststof, in vergelijking met de controle,
worden in het algemeen onderzocht met behulp van eenzijdige hypothesetoetsing met p < 0,05.

Testverslag

59. In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:
Teststof
— triviale naam, chemische naam, CAS-nummer, zuiverheid;

— fysisch-chemische eigenschappen van de teststof (bv. log K, oplosbaarheid in water, dampspanning,
Henry-constante (H) en beschikbare informatie over het lot van de chemische stof, bv. adsorptie aan actief
slib).

Testsysteem

— herkomst, bedrijfsomstandigheden van de afvalwaterbehandelingsinstallatie en het influent, concentratie,
voorbehandeling en instandhouding van het actief slib.

Testomstandigheden

— testemperatuur, pH tijdens de test en duur van de blootstellingsfase(n).

Resultaten

— het specifieke zuurstofverbruik van de controles (mg O2/(g slib x uur);

— alle meetresultaten, remmingscurve(n) en methode voor het berekenen van EC50,

— EC50, indien mogelijk met 95 %-betrouwbaarheidsgrenzen, eventueel EC20, EC80; eventueel NOEC en de
gebruikte statistische methoden, als de EC50 niet kan worden bepaald;

— resultaten voor remming van totale, en indien van toepassing, heterotrofe en nitrificatie-ademhaling;
— abiotische zuurstofopname in de fysisch-chemische controle (indien uitgevoerd);
— naam van de referentiestof en de resultaten met deze chemische stof;

— alle waarnemingen en alle afwijkingen van de standaardprocedure die van invloed kunnen zijn op de
resultaten.
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Aanhangsel 1

Definities

De volgende definities zijn voor deze testmethode relevant:

Chemische stof: een stof of een mengsel.

EC, (concentratie voor x % effect): de concentratie die binnen een bepaalde blootstellingsperiode x % effect op
testorganismen veroorzaakt (bv. 50 %) in vergeliking met een controle.. De EC,; is bijvoorbeeld de geschatte
concentratie die gedurende een bepaalde blootstellingsperiode bij 50 % van een blootgestelde populatie een effect op
een testeindpunt zal hebben.

NOEC (concentratie zonder waargenomen effect): de concentratie teststof waarbij geen effect wordt
waargenomen. In deze test heeft de concentratie die overeenkomt met de NOEC geen statistisch significant effect (p
< 0,05) binnen een bepaalde blootstellingsperiode in vergelijking met de controle.

Teststof: alle volgens deze testmethode geteste stoffen en mengsels.
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Aanhangsel 2

Figuur 1: Voorbeeld van een meetsysteem
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Aanhangsel 3
Figuur 2: Voorbeeld van een meetsysteem met een BOD-fles
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Aanhangsel 4

Figuur 3: Voorbeeld van remmingscurven
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Legenda

X  concentratie 3,5-dichloorfenol (mg/l)
Y remming ( %)
B remming van heterotrofe ademhaling bij gebruik van nitrificerend slib

® remming van nitrificatie bij gebruik van nitrificerend slib”

5) Hoofdstuk C.26 wordt vervangen door:

,C.26 LEMNA-SOORTEN: GROEIREMMINGSTEST
INLEIDING

1. Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtlijn (TG) 221 (2006) van de OESO. Ze is bedoeld om de
toxiciteit van stoffen te bepalen voor zoetwaterplanten van het geslacht Lemna (eendenkroos). Deze
testmethode is gebaseerd op bestaande methoden (1) (2) (3) (4) (5) (6), maar met een aantal wijzigingen naar
aanleiding van recent onderzoek en adviezen over een aantal belangrijke aspecten. Deze testmethode is
gevalideerd door middel van een internationaal ringonderzoek (7).
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2. In deze testmethode worden toxiciteitstests beschreven met Lemna gibba en Lemna minor, die beide uitgebreid
zijn bestudeerd en waarvoor bovengenoemde normen zijn verschenen. De taxonomie van Lemna spp. is lastig
en wordt gecompliceerd doordat er een breed scala van fenotypen bestaat. Hoewel er bij Lemna sprake kan zijn
van genetische variabiliteit bij de respons op toxische stoffen, zijn er momenteel onvoldoende gegevens over
deze bron van variabiliteit om het gebruik van een specificke kloon voor deze testmethode aan te kunnen
bevelen. De test wordt niet axenisch wordt uitgevoerd, maar in bepaalde fasen van de testprocedure worden
maatregelen genomen om besmetting door andere organismen tot een minimum te beperken.

3. Tests met verversing (semistatisch en doorstroom) en zonder verversing (statisch) van de testoplossing worden
in detail beschreven. Afhankelijk van de doelstellingen van de test en de voorschriften in de regelgeving wordt
aanbevolen het gebruik van semistatische en doorstroommethoden te overwegen, bijvoorbeeld voor stoffen die
ten gevolge van verdamping, afbraak onder invloed van licht, neerslaan of biologische afbraak snel uit de
oplossing verdwijnen. Zie (8) voor een nadere leidraad.

4. De gebruikte definities zijn opgenomen in aanhangsel 1.

PRINCIPE VAN DE TEST

5. Men laat exponenticel groeiende plantenculturen van het geslacht Lemna gedurende zeven dagen als
monocultuur groeien in aanwezigheid van verschillende concentraties van de teststof. Het doel van de test is
om op basis van bepalingen van gekozen meetvariabelen de effecten van de chemische stof op de vegetatieve
groei gedurende deze periode kwantitatief te bepalen. De primaire meetvariabele is het aantal schijfjes.
Daarnaast wordt ten minste één andere meetvariabele gemeten (totaaloppervlak van de schijfjes, drooggewicht
of versgewicht), omdat sommige chemische stoffen mogelijk een veel grotere invloed hebben op andere meetva-
riabelen dan het aantal schijfjes. Om de effecten van de stof te kwantificeren, wordt de groei in de testoplos-
singen vergeleken met de groei van de controles en wordt de concentratie bepaald die een specifiek percentage
remming van de groeisnelheid (bv. 50 %) veroorzaakt; deze wordt uitgedrukt als de EC_ (bv. EC;).

6. Het eindpunt van de test is groeiremming, uitgedrukt als de logaritmische toename van de meetvariabele
(gemiddelde specifieke groeisnelheid) gedurende de blootstellingsperiode. Op basis van de gemiddelde specifieke
groeisnelheden die in een reeks testoplossingen worden geregistreerd, wordt de concentratie bepaald die een
specifiek percentage remming van de groeisnelheid (growth rate’) (bv. 50 %) veroorzaakt; deze wordt
uitgedrukt als de E.C_ (bv. ECy,).

7. Bij deze testmethode wordt ook de opbrengst (yield) als responsvariabele gebruikt; deze kan in bepaalde
landen nodig zijn om aan specificke voorschriften in de regelgeving te voldoen. De opbrengst wordt
gedefinieerd als de biomassa aan het eind van de blootstellingsperiode verminderd met de biomassa aan het
begin van de blootstellingsperiode. Op basis van de opbrengst die in een reeks testoplossingen wordt geregis-
treerd, wordt de concentratie berekend die een specifiek percentage verlaging van de opbrengst (yield’) (bv.
50 %) veroorzaakt; deze wordt uitgedrukt als de E,C, (bv. E,Cj).

8. Daarnaast kunnen langs statistische weg de laagste concentratie met waargenomen effect (LOEC) en de
concentratie zonder waargenomen effect (NOEC) worden bepaald.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

9.  Er moet een analysemethode beschikbaar zijn met een afdoende gevoeligheid voor kwantitatieve bepaling van
de stof in het testmedium.

10. Gegevens over de teststof die nuttig kunnen zijn om de testomstandigheden vast te stellen, zijn bijvoorbeeld de
structuurformule, zuiverheid, oplosbaarheid in water, stabiliteit in water en licht, pK, K, dampspanning en
biologische afbreekbaarheid. De oplosbaarheid in water en de dampspanning kunnen gebruikt worden om de
constante van de Wet van Henry te berekenen die aangeeft of tijdens de testperiode significante verliezen van
de teststof te verwachten zijn. Mede op grond hiervan kan worden bepaald of er specificke maatregelen moeten
worden genomen om dergelijke verliezen te beperken. Wanneer de informatie over de oplosbaarheid en
stabiliteit van de teststof onzeker is, wordt aanbevolen deze eigenschappen te bepalen onder de omstan-
digheden van de test, d.w.z. in het groeimedium, bij de temperatuur en met het lichtregime zoals die in de test
worden gebruikt.
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11. Wanneer regulering van de pH van het testmedium van bijzonder belang is, bijvoorbeeld bij het testen van
metalen of stoffen die instabiel voor hydrolyse zijn, wordt aanbevolen een buffer aan het groeimedium toe te
voegen (zie punt 21). Nadere richtsnoeren voor het testen van stoffen met zodanige fysisch-chemische
eigenschappen dat ze moeilijk te testen zijn, worden gegeven in (8).

GELDIGHEID VAN DE TEST

12. Voor een geldige test moet de verdubbelingstijd van het aantal schijfjes in de controlegroep minder dan 2,5
dagen (60 uur) zijn, hetgeen overeenkomt met een ongeveer zevenvoudige toename in zeven dagen en een
gemiddelde specifieke groeisnelheid van 0,275 d- . Bij gebruik van de in deze testmethode beschreven media
en testomstandigheden kan met een statische testopzet aan dit criterium worden voldaan (5). Ook bij een
semistatische en een doorstroomtest zal naar verwachting aan dit criterium kunnen worden voldaan. In punt
49 wordt de berekening van de verdubbelingstijd beschreven.

REFERENTIESTOF

13. Om de testprocedure te controleren kunnen een of meer referentiestoffen worden getest, zoals 3,5-
dichloorfenol dat in het internationale ringonderzoek is gebruikt (7). Het is raadzaam om een referentiestof ten
minste twee keer per jaar of, wanneer de test minder frequent wordt uitgevoerd, tegelijk met de bepaling van
de toxiciteit van een teststof te testen.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE
Apparatuur

14. Alle apparatuur die in aanraking komt met de testmedia moet van glas of een ander chemisch inert materiaal
zijn. Glaswerk dat voor het kweken en de test wordt gebruikt, moet worden ontdaan van chemische verontrei-
nigingen die in het medium terecht kunnen komen, en moet steriel zijn. De testvaten moeten zo breed zijn dat
de schijfjes van de verschillende kolonies in de controlevaten kunnen groeien zonder dat ze elkaar aan het eind
van de test overlappen. De wortels mogen de bodem van de testvaten raken, maar een minimale diepte van
20 mm en een minimaal volume van 100 ml in elk testvat wordt aanbevolen. De keuze van de testvaten is
geen kritische factor zolang aan deze eisen wordt voldaan. Van zowel bekerglazen (van glas) als kristalliseer-
schalen of glazen petrischalen met geschikte afmetingen is gebleken dat ze geschikt zijn. De testvaten moeten
worden afgedekt om verdamping en onopzettelijke verontreiniging tot een minimum te beperken, waarbij
echter wel de nodige uitwisseling van lucht mogelijk moet zijn. Bij het kiezen van geschikte testvaten en met
name deksels moet erop worden gelet dat ze geen schaduwwerking of veranderingen in de spectrale kenmerken
van licht veroorzaken.

15. De culturen en de testvaten mogen niet samen worden bewaard. Hiervoor kan het best worden gezorgd door
aparte klimaatkasten, incubators of klimaatkamers te gebruiken. De verlichting en de temperatuur moeten
regelbaar zijn en constant worden gehouden (zie punten 35-36).

Testorganismen

16. Het organisme dat voor deze test wordt gebruikt is Lemna gibba of Lemna minor. Aanhangsel 2 bevat korte
beschrijvingen van eendenkroossoorten die voor toxiciteitstests zijn gebruikt. Het plantenmateriaal kan van een
cultuurcollectie of een ander laboratorium worden betrokken of uit het veld worden gehaald. Als de planten uit
het veld worden gehaald, moeten ze ten minste gedurende acht weken v66r gebruik in hetzelfde medium in
cultuur worden gehouden als voor de test wordt gebruikt. Op de plaatsen die voor het verzamelen van de
beginculturen worden gebruikt, mogen er geen zichtbare bronnen van verontreiniging zijn. Als ze van een
ander laboratorium of van een cultuurcollectie worden betrokken, moeten ze op dezelfde manier gedurende
minimaal drie weken in cultuur worden gehouden. De herkomst van het plantenmateriaal en de voor de test
gebruikte soort en kloon (indien bekend) moeten altijd worden gerapporteerd.

17. Er dienen monoculturen te worden gebruikt die zichtbaar vrij zijn van verontreiniging door andere organismen
zoals algen en protozoén. Gezonde planten van L. minor bestaan uit kolonies van twee tot vijf schijfjes, terwijl
gezonde kolonies van L. gibba maximaal zeven schijfjes kunnen bevatten.

18. De kwaliteit en uniformiteit van de voor de test gebruikte planten hebben een substantiéle invloed op de
resultaten van de test, en daarom moeten de planten met zorg worden gekozen. Er moeten jonge, snel
groeiende planten worden gebruikt zonder zichtbare beschadigingen en zonder verkleuring (chlorose). Wanneer
een cultuur veel kolonies van ten minste twee schijfjes bevat, wijst dit op een goede kwaliteit. Een groot aantal
losse schijfjes wijst op milieustress, bv. een nutriént als beperkende factor, en plantenmateriaal van dergelijke
culturen mag niet voor de test worden gebruikt.
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Kweek

19. Om de onderhoudfrequentie van culturen te beperken (bv. wanneer er gedurende enige tijd geen Lemna-tests
gepland zijn), kunnen de culturen onder beperkte verlichting en bij verlaagde temperatuur (4-10 °C) worden
bewaard. Nadere informatie over het kweken is te vinden in aanhangsel 3. Wanneer er duidelijke tekenen van
verontreiniging door algen of andere organismen zijn, moet er bij een submonster van Lemna-schijfjes
oppervlaktesterilisatie worden uitgevoerd, waarna het naar vers medium wordt overgezet (zie aanhangsel 3). In
dat geval moet de resterende verontreinigde cultuur worden afgekeurd.

20. Ten minste zeven dagen v6or de test worden voldoende kolonies aseptisch overgezet naar vers steriel medium
en gedurende 7-10 dagen onder de testomstandigheden gekweekt.

Testmedium

21. Voor Lemna minor en Lemna gibba worden verschillende groeimedia aanbevolen, die hieronder worden
beschreven. Er moet zorgvuldig worden overwogen of er een pH-buffer in het testmedium moet worden
opgenomen (MOPS (4-morfolinepropaansulfonzuur, CAS-nr. 1132-61-2) in L. minor-medium en NaHCO, in L.
gibba-medium) wanneer het vermoeden bestaat dat deze met de teststof kan reageren en de toxische effecten
kan beinvloeden. Steinberg-medium (9) is ook aanvaardbaar zo lang aan de geldigheidscriteria wordt voldaan.

22. Voor het kweken van en testen met L. minor wordt een gewijzigde versie van het Lemna-groeimedium van het
Zweedse instituut voor normalisatie (SIS) aanbevolen. De samenstelling van deze media wordt in aanhangsel 4
beschreven.

23. Het in aanhangsel 4 beschreven groeimedium 20X-AAP wordt aanbevolen voor het kweken van en testen met

L. gibba.

24. Het eveneens in aanhangsel 4 beschreven Steinberg-medium is juist geschikt voor L. minor, maar kan ook voor
L. gibba worden gebruikt zo lang aan de geldigheidscriteria wordt voldaan.

Testoplossingen

25. De testoplossingen worden meestal bereid door verdunning van een stamoplossing. Stamoplossingen van de
teststof worden doorgaans bereid door de stof op te lossen in groeimedium.

26. De hoogste geteste concentratie van de teststof mag normaal gesproken niet hoger zijn dan de wateroplos-
baarheid van de stof onder de testomstandigheden. Er moet echter worden opgemerkt dat Lemna spp. op het
oppervlak drijft en kan worden blootgesteld aan stoffen die zich aan het grensvlak tussen water en lucht
ophopen (bijvoorbeeld stoffen die slecht oplosbaar zijn in water, hydrofobe stoffen of oppervlakteactieve
stoffen). Onder dergelijke omstandigheden is er sprake van blootstelling aan materiaal dat niet in oplossing is
en mogen de testconcentraties, afhankelijk van de eigenschappen van de teststof, de wateroplosbaarheid
overschrijden. Voor slecht in water oplosbare teststoffen kan het nodig zijn om met een organisch oplosmiddel
of dispergeermiddel een geconcentreerde stamoplossing of dispersie van de stof te maken, om nauwkeurige
hoeveelheden teststof aan het testmedium te kunnen toevoegen en het dispergeren en oplossen ervan te
bevorderen. Al het mogelijke moet worden gedaan om gebruik van dergelijke materialen te vermijden. Het
gebruik van oplosmiddelen of dispergeermiddelen als hulpstof mag niet tot fytotoxiciteit leiden. Vaak gebruikte
oplosmiddelen die bij concentraties tot 100 pl/l geen fytotoxiciteit veroorzaken zijn bijvoorbeeld aceton en
dimethylformamide. Wanneer een oplosmiddel of dispergeermiddel wordt gebruikt, moet de eindconcentratie
worden gerapporteerd en tot een minimum worden beperkt (< 100 pl/l) en moeten alle test- en controleoplos-
singen dezelfde concentratie oplosmiddel of dispergeermiddel bevatten. Zie (8) voor nadere richtsnoeren over
het gebruik van dispergeermiddelen.

Test- en controlegroepen

27. Wanneer er vooraf iets bekend is over de toxiciteit van de teststof voor Lemna, bijvoorbeeld uit een
oriénterende test, kan dit nuttig zijn bij het kiezen van geschikte testconcentraties. Bij de definitieve toxici-
teitstest moeten normaal gesproken ten minste vijf testconcentraties worden gebruikt die een meetkundige
reeks vormen. De rede van de reeks mag bij voorkeur niet hoger zijn dan 3,2 maar bij een vlakke concentratie/
responscurve mag een hogere waarde worden gebruikt. Als er minder dan vijf concentraties worden gebruikt,
moet een motivering worden gegeven. Voor elke testconcentratie moeten ten minste drie replicaten worden
gebruikt.
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28. Bij het kiezen van de testconcentraties (voor een bereikbepalingstest enfof de definitieve toxiciteitstest) moeten
de volgende punten in aanmerking worden genomen:

— Als een EC_ wordt bepaald, moet de EC -waarde binnen het bereik van de testconcentraties vallen om een
adequaat betrouwbaarheidsniveau te waarborgen. Als bijvoorbeeld de EC,, wordt bepaald, moet de hoogste
testconcentratie hoger dan de EC, zijn. Als de EC,;, buiten het bereik van de testconcentraties ligt, zullen de
bijbehorende betrouwbaarheidsintervallen groot zijn en zal een correcte bepaling van de statistische fit van
het model wellicht niet mogelijk zijn.

— Als het de bedoeling is de LOEC/NOEC te schatten, moet de laagste testconcentratie zodanig laag zijn dat
de groei niet significant lager is dan in de controle. Bovendien moet de hoogste testconcentratie dan
zodanig hoog zijn dat de groei significant lager is dan in de controle. Als dit niet het geval is, moet de test
met een ander concentratiebereik worden herhaald (tenzij de hoogste concentratie samenvalt met de
oplosbaarheidsgrens of de hoogste grensconcentratie die vereist is, bv. 100 mg-/l).

29. In elke test moeten controles worden opgenomen waarbij het voedingsmedium, het aantal schijfjes en kolonies,
de milieuomstandigheden en de procedures identiek zijn aan die van de testvaten, maar zonder de teststof. Als
er een oplosmiddel of dispergeermiddel als hulpstof wordt gebruikt, moet een extra controle worden
opgenomen die dezelfde concentratie oplosmiddel/dispergeermiddel bevat als de vaten met de teststof. Het
aantal replicaatcontrolevaten (en -oplosmiddelvaten, indien van toepassing) moet ten minste gelijk zijn aan en
liefst twee keer zo groot zijn als het aantal vaten dat voor elke testconcentratie wordt gebruikt.

30. Als bepaling van de NOEC niet nodig is, mag het aantal concentraties worden vergroot en het aantal replicaten
per concentratie worden verminderd. Er moeten echter minimaal drie controlereplicaten worden gebruikt.

Blootstelling

31. Kolonies bestaande uit 2 tot 4 zichtbare schijfjes worden vanuit de entcultuur onder aseptische omstandigheden
op aselecte wijze overgezet naar de testvaten. Elk testvat moet in totaal 9 tot 12 schijfjes bevatten. Het aantal
schijfjes en kolonies moet in elk testvat hetzelfde zijn. Uit de met deze methode opgedane ervaring en de
gegevens van het ringonderzoek is gebleken dat drie replicaten per dosisgroep, waarbij elk replicaat
aanvankelijk 9 tot 12 schijfjes bevat, voldoende is om verschillen in groei tussen de dosisgroepen te detecteren
van ongeveer 4 % tot 7 % remming (berekend op basis van groeisnelheid) of 10 % tot 15 % remming
(berekend op basis van opbrengst) (7).

32. Wat de locatie van de testvaten in de incubator betreft, moet een aselecte opzet worden gehanteerd om de
invloed van plaatselijke verschillen in lichtintensiteit of temperatuur zo veel mogelijk te beperken. Een
blokopzet of aselecte verplaatsing van de vaten bij het doen van observaties (of frequenter verplaatsen) is ook
vereist.

33. Als uit een oriénterende stabiliteitstest is gebleken dat de concentratie van de teststof in de loop van de test
(7 dagen) niet op peil blijft (d.w.z. dat de gemeten concentratie lager wordt dan 80 % van de gemeten begincon-
centratie), wordt een semistatische testopzet aanbevolen. In dit geval moeten de kolonies ten minste twee keer
in de loop van de test (bijvoorbeeld op dag 3 en op dag 5) aan vers bereide test- en controleoplossingen
worden blootgesteld. De frequentie van blootstelling aan vers medium is athankelijk van de stabiliteit van de
teststof; bij zeer instabiele of vluchtige stoffen kan een hogere frequentie nodig zijn om de concentratie
nagenoeg constant te houden. In sommige gevallen kan een doorstroomprocedure nodig zijn (8) (10).

34. Blootstelling door aanbrengen op het blad (spuiten) komt in deze testmethode niet aan de orde; zie hiervoor
(11).

Incubatieomstandigheden

35. Er moet continue warm witte of koud witte fluorescerende belichting worden gebruikt om te zorgen voor een
lichtintensiteit binnen het bereik 85-135 pE - m~2s-1, gemeten binnen het voor fotosynthese effectieve golfleng-
tebereik (400-700 nm) op punten op dezelfde afstand van de lichtbron als de Lemna-schijfjes (dit komt overeen
met 6 500-10 000 lux). De lichtintensiteit in het testgebied mag niet meer dan + 15 % afwijken van de
gekozen lichtintensiteit. De methode waarmee het licht wordt gedetecteerd en gemeten, met name het type
sensor, zal de meetwaarde beinvloeden. De voorkeur wordt gegeven aan sferische sensoren (die reageren op
licht uit alle hoeken boven en onder het meetvlak) en ,cosinus”sensoren (die reageren op licht uit alle hoeken
boven het meetvlak) in plaats van unidirectionele sensoren, aangezien deze een hogere uitslag geven voor een
meerpuntslichtbron van het hier beschreven type.



1.3.2016 Publicatieblad van de Europese Unie L 54/57

36. De temperatuur in de testvaten moet 24 * 2 °C zijn. De pH van het controlemedium mag gedurende de test
niet meer dan 1,5 eenheden stijgen. Een afwijking van meer dan 1,5 eenheden maakt de test echter niet
ongeldig wanneer kan worden aangetoond dat aan de geldigheidscriteria wordt voldaan. In speciale gevallen,
bijvoorbeeld wanneer instabiele stoffen of metalen worden getest, moet extra aandacht aan pH-verschuiving
worden besteed. Zie (8) voor nadere richtsnoeren.

Duur

37. De test wordt beéindigd 7 dagen na het overzetten van de planten naar de testvaten.

Metingen en analyses

38. Aan het begin van de test wordt het aantal schijfjes in de testvaten geteld en geregistreerd, waarbij ervoor moet
worden gezorgd dat overlappende maar apart zichtbare schijfjes worden meegeteld. Het aantal schijfjes
(normaal of abnormaal) moet aan het begin van de test, ten minste één keer per drie dagen gedurende de
blootstellingsperiode (d.w.z. ten minste twee keer gedurende de periode van 7 dagen) en aan het eind van de
test worden bepaald. Veranderingen in de ontwikkeling van de plant (bv. qua grootte van de schijfjes, uiterlijk,
verschijnselen van necrose, chlorose of gebocheldheid, uit elkaar vallen of verlies van drijfvermogen van
kolonies, lengte en uiterlijk van de wortels) moeten geregistreerd worden. Ook significante kenmerken van het
testmedium (bijvoorbeeld aanwezigheid van onopgelost materiaal of algengroei in het testvat) moeten worden
geregistreerd.

39. Naast bepalingen van het aantal schijfjes gedurende de test, moeten ook de effecten van de teststof op een (of
meer) van de volgende meetvariabelen worden bepaald:

(i) totaaloppervlak van de schijfjes,
(i) drooggewicht,
(ili) versgewicht.

40. Het voordeel van het totaaloppervlak van de schijfjes is dat het voor elk testvat en controlevat aan het begin,
gedurende en aan het eind van de test kan worden bepaald. Het droog- of versgewicht moet aan het begin van
de test worden bepaald bij een monster van de entcultuur dat representatief is voor wat er wordt gebruikt om
de test te starten, en aan het eind van de test bij het plantenmateriaal van elk testvat en controlevat. Als het
oppervlak van de schijfjes niet wordt gemeten, krijgt het drooggewicht de voorkeur boven het versgewicht.

41. Het totaaloppervlak van de schijfjes, het drooggewicht en het versgewicht kunnen als volgt worden bepaald:

(i) Totaaloppervlak van de schijfjes: het totaaloppervlak van de schijfjes van alle kolonies kan door beeldanalyse
worden bepaald. Met een videocamera kan een silhouet van het testvat en de planten worden opgenomen
(bijvoorbeeld door het vat op een lichtbak te zetten) en dit beeld kan gedigitaliseerd worden. Door
kalibratie met vlakke vormen met een bekend oppervlak kan vervolgens het totaaloppervlak van de
schijfjes in een testvat worden bepaald. Er moet op worden gelet dat storing door de rand van het testvat
wordt voorkomen. Een andere methode, die echter bewerkelijker is, is een foto van de testvaten en planten
te maken, het resulterende silhouet van de kolonies uit te knippen en het oppervlak te bepalen met een
bladoppervlakanalysator of millimeterpapier. Ook andere technieken (bv. de papiergewicht-verhouding
tussen het silhouet van het kolonieoppervlak en een oppervlakte-eenheid) kunnen bruikbaar zijn.

(i) Drooggewicht: Uit elk testvat worden alle kolonies verzameld en afgespoeld met gedestilleerd of gedeio-
niseerd water. Ze worden afgevloeid om het aanhangend water te verwijderen en vervolgens bij 60 °C
gedroogd tot constant gewicht. Wortelfragmenten moeten in de bepaling worden meegenomen. Het
drooggewicht moet worden uitgedrukt met een precisie van ten minste 0,1 mg.

(iii) Versgewicht: Alle kolonies worden overgebracht naar vooraf gewogen buizen van polystyreen (of een ander
inert materiaal) met kleine (1 mm) gaten in de afgeronde bodem. De buizen worden vervolgens tien
minuten bij kamertemperatuur gecentrifugeerd bij 3 000 rpm. De buizen, die nu de kolonies zonder vocht
bevatten, worden opnieuw gewogen en het versgewicht wordt berekend door aftrekking van het gewicht
van de lege buis.

Frequentie van de metingen en analyses

42. Als een statische testopzet wordt gebruikt, moet de pH van elke dosisgroep aan het begin en het eind van de
test worden gemeten. Als een semistatische testopzet wordt gebruikt, moet de pH v66r elke verversing worden
gemeten in elke batch ,verse” testoplossing en ook in de corresponderende ,gebruikte” oplossingen.
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43. De lichtintensiteit moet in de klimaatkast, incubator of klimaatkamer worden gemeten op punten op dezelfde
afstand van de lichtbron als de Lemna-schijfjes. De metingen dienen ten minste eenmaal gedurende de test te
worden uitgevoerd. De temperatuur van het medium moet ten minste eenmaal per dag worden gemeten in een
speciaal vat dat onder dezelfde omstandigheden in de klimaatkast, incubator of klimaatkamer wordt bewaard.

44. Gedurende de test worden de concentraties van de teststof op geschikte tijdstippen bepaald. Bij statische tests
moeten de concentraties in elk geval aan het begin en aan het eind van de test worden bepaald.

45. In semistatische tests waarbij de concentratie van de teststof naar verwachting niet binnen * 20 % van de
nominale concentratie zal blijven, is het nodig om alle vers bereide testoplossingen en dezelfde oplossingen bij
elke verversing te analyseren (zie punt 33). Wanneer de gemeten beginconcentratie van de teststof niet binnen
+ 20 % van de nominale concentratie ligt, maar afdoende kan worden aangetoond dat de beginconcentraties
herhaalbaar en stabiel zijn (d.w.z. binnen het bereik van 80-120 % van de beginconcentratie liggen), hoeven de
chemische bepalingen alleen bij de hoogste en laagste testconcentratie te worden uitgevoerd. In alle gevallen
volstaat het de bepaling van de teststofconcentraties voor verversing op één van de replicaatvaten voor elke
testconcentratie uit te voeren (of op de gecombineerde inhoud van de replicaatvaten).

46. Als een doorstroomtest wordt gebruikt, kan een vergelijkbaar bemonsteringsschema worden gebruikt als voor
semistatische tests is beschreven, met een analyse aan het begin, halverwege en aan het eind van de test, maar
in dit geval is een meting van de ,gebruikte” oplossingen niet relevant. Bij een dergelijke test moet de stroom-
snelheid van het verdunningsmiddel en de teststof of de stamoplossing van de teststof dagelijks worden
gecontroleerd.

47. Als kan worden aangetoond dat de concentratie van de geteste stof gedurende de gehele test op afdoende wijze
binnen * 20 % van de nominale of gemeten beginconcentratie is gebleven, kan de analyse van de resultaten op
basis van de nominale of gemeten beginwaarden worden uitgevoerd. Als de afwijking ten opzichte van de
nominale of gemeten beginconcentratie groter is dan + 20 %, moet de analyse van de resultaten worden
uitgevoerd op basis van het meetkundige gemiddelde van de concentratie gedurende de blootstelling of op basis
van modellen waarmee de afname van de concentratie van de teststof wordt beschreven (8).

Limiettest

48. Onder bepaalde omstandigheden, bijvoorbeeld wanneer een oriénterende test erop wijst dat de teststof in
concentraties tot 100 mg/l of tot de oplosbaarheidsgrens in het testmedium (als deze lager ligt) geen toxische
effecten heeft, kan een limiettest worden uitgevoerd, waarbij de respons in een controlegroep en één dosisgroep
(100 mg/ml of een concentratie die gelijk is aan de oplosbaarheidsgrens) wordt vergeleken. Er wordt sterk
aanbevolen dit te ondersteunen met een analyse van de blootstellingsconcentratie. Alle in het voorgaande
beschreven testomstandigheden en geldigheidscriteria zijn ook van toepassing bij een limiettest, alleen moet het
aantal replicaten per dosis worden verdubbeld. De groei in de controlegroep en de dosisgroep kan geanalyseerd
worden met behulp van een statistische toets om gemiddelden te vergelijken, bijvoorbeeld een t-toets van
Student.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE

Verdubbelingstijd

49. Om de verdubbelingstijd (T,) van het aantal schijfjes te bepalen en na te gaan of in deze test aan dit geldigheids-
criterium wordt voldaan (zie punt 12), wordt op de gegevens van de controlevaten de volgende formule
toegepast:

T,=In2/p

Hierbij is p de gemiddelde specifieke groeisnelheid, bepaald zoals beschreven in de punten 54 en 55.
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Responsvariabelen

50. De test is bedoeld om de effecten van de teststof op de vegetatieve groei van Lemna te bepalen. In deze
testmethode worden twee responsvariabelen beschreven, aangezien verschillende rechtsgebieden verschillende
voorkeuren en behoeften qua regelgeving hebben. De testresultaten zijn alleen in alle rechtsgebieden
aanvaardbaar als de effecten met beide onderstaande responsvariabelen a) en b) worden bepaald:

(@) Gemiddelde specifieke groeisnelheid: deze responsvariabele wordt berekend op basis van de logaritmische
verandering in het aantal schijfjes en daarnaast op basis van de logaritmische verandering in een andere
meetparameter (totaaloppervlak van de schijfjes, drooggewicht of versgewicht) in de loop van de tijd
(uitgedrukt per dag) in de controles en elke dosisgroep. Dit wordt ook wel de relatieve groeisnelheid
genoemd (12).

(b) Opbrengst: deze responsvariabele wordt berekend op basis van de verandering in het aantal schijfjes en
daarnaast op basis van de verandering in een andere meetparameter (totaaloppervlak van de schijfjes,
drooggewicht of versgewicht) in de controles en elke dosisgroep tot het eind van de test.

51. Er moet worden opgemerkt dat de met behulp van deze twee responsvariabelen berekende waarden voor de
toxiciteit niet vergelijkbaar zijn en bij gebruik van de resultaten van de test moet met dit verschil rekening
worden gehouden. Vanwege de mathematische grondslagen van de respectieve benaderingen zullen EC,
-waarden op basis van de gemiddelde specifieke groeisnelheid (E,C)) in het algemeen hoger zijn dan resultaten
op basis van de opbrengst (EC) als de testomstandigheden van deze testmethode worden aangehouden. Dit
moet niet worden geinterpreteerd als een verschil in gevoeligheid tussen de twee responsvariabelen, maar
zuiver als een mathematisch verschil tussen de waarden. Het begrip gemiddelde specifieke groeisnelheid is
gebaseerd op het algemene exponentiéle groeipatroon van eendenkroos in niet-beperkte culturen, waarbij de
toxiciteit wordt geschat op basis van de effecten op de groeisnelheid, zonder dat deze athankelijk is van het
absolute niveau van de specificke groeisnelheid van de controle, van de helling van de concentratie-
responscurve of van de duur van de test. De resultaten op basis van de responsvariabele opbrengst zijn
daarentegen afhankelijk van al deze andere variabelen. De E C, is afhankelijk van de specifieke groeisnelheid
van de bij elke test gebruikte eendenkroossoort en van de maximale specifieke groeisnelheid die van soort tot
soort en zelfs van kloon tot kloon kan verschillen. Deze responsvariabele moet niet worden gebruikt voor een
vergelijking tussen eendenkroossoorten of zelfs verschillende klonen qua gevoeligheid voor toxische stoffen. De
wetenschap geeft weliswaar de voorkeur aan het gebruik van de gemiddelde specificke groeisnelheid om de
toxiciteit te schatten, maar in deze testmethode wordt ook de schatting van de toxiciteit op basis van de
opbrengst opgenomen om te voldoen aan de vereisten in de huidige regelgeving in bepaalde landen.

52. De toxiciteit moet worden geschat op basis van het aantal schijfjes en daarnaast één andere meetvariabele
(totaaloppervlak van de schijfjes, drooggewicht of versgewicht), omdat sommige stoffen mogelijk een veel
grotere invloed hebben op andere meetvariabelen dan het aantal schijfjes. Dit effect zou niet worden
gedetecteerd als alleen naar het aantal schijfjes wordt gekeken.

53. Er wordt een tabel gemaakt met het aantal schijfjes en een andere geregistreerde meetvariabele, d.w.z. het
totaaloppervlak van de schijfjes, het drooggewicht of het versgewicht, alsmede de concentraties van de teststof
op elk meettijdstip. Bij de latere gegevensanalyse, bijvoorbeeld om de LOEC, de NOEC of de EC, te bepalen,
moet worden uitgegaan van de waarden voor de afzonderlijke replicaten en niet van de berekende gemiddelden
voor elke dosisgroep.

Gemiddelde specifieke groeisnelheid

54. De gemiddelde specifieke groeisnelheid voor een bepaalde periode wordt voor elk controlereplicaat en elk
dosisreplicaat met de volgende vergelijking berekend als de logaritmische toename van de groeivariabelen —
het aantal schijfjes en één andere meetvariabele (totaaloppervlak van de schijfjes, drooggewicht of versgewicht):

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

waarbij

— . de gemiddelde specifieke groeisnelheid van tijdstip i tot tijdstip j;

— N;: de gemiddelde specifieke groeisnelheid van tijdstip i tot tijdstip j;
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— N de meetvariabele in het test- of controlevat op tijdstip j;

— t: de periode van tijdstip i tot tijdstip j.

Voor elke dosisgroep en controlegroep wordt een gemiddelde waarde voor de groeisnelheid berekend en een
waarde voor de variantie.

55. De gemiddelde specificke groeisnelheid moet voor de volledige testperiode worden berekend (tijdstip ,i” in
bovenstaande formule is het begin van de test en tijdstip ,j” is het einde van de test). Voor elke testconcentratie
en controle wordt een gemiddelde waarde voor de gemiddelde specifieke groeisnelheid berekend en een waarde
voor de variantie. Daarnaast moet de partiéle groeisnelheid worden bepaald om effecten van de teststof
gedurende de blootstellingsperiode te evalueren (bijvoorbeeld door inspectie van de log-getransformeerde
groeicurven). Aanzienlijke verschillen tussen de partiéle groeisnelheid en de gemiddelde groeisnelheid wijzen
erop dat de groei niet voortdurend exponentieel is en dat de groeicurven grondig moeten worden bestudeerd.
In dit geval zou het een behoedzame aanpak zijn om de specifieke groeisnelheden van behandelde culturen
gedurende de periode van maximale remming te vergelijken met die van controles gedurende dezelfde periode.

56. De procentuele remming van de groeisnelheid (I) kan dan voor elke testconcentratie (dosisgroep) worden
berekend met de volgende formule:

C-yuT
%L:%XIOO

waarbij

— %lI: procentuele remming van de gemiddelde specifieke groeisnelheid;
— pe gemiddelde waarde van p in de controlegroep

— pp gemiddelde waarde van p in de dosisgroep

Opbrengst

57. De effecten op de opbrengst worden bepaald op basis van twee meetvariabelen, het aantal schijfjes en één
andere meetvariabele (totaaloppervlak van de schijfjes, drooggewicht of versgewicht) in elk testvat aan het
begin en aan het eind van de test. Voor het drooggewicht of het versgewicht wordt de biomassa aan het begin
bepaald op basis van een schijfjesmonster genomen uit de batch die voor het beénten van de testvaten wordt
gebruikt (zie punt 20). Voor elke testconcentratie en controle wordt een gemiddelde waarde voor de opbrengst
berekend en een waarde voor de variantie. De gemiddelde procentuele remming van de opbrengst (%l) kan
voor elke dosisgroep als volgt worden berekend:

br)

%Iyz(b‘; X 100

c

waarbij

— % 1: procentuele remming van de opbrengst;
— b biomassa aan het eind minus biomassa aan het begin in de controlegroep;

— b, biomassa aan het eind minus biomassa aan het begin in de dosisgroep.

Uitzetting van de groeicurven

58. Uitzetting van de gemiddelde procentuele remming van de responsvariabele (I, of I, berekend volgens punt 56
of 57) tegen de logaritme van de concentratie van de teststof levert concentratie-responscurven op.
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Schatting van de EC,

59. De EC, (bv. ECy;) moet worden geschat op basis van zowel de gemiddelde specifieke groeisnelheid (E,C,) als de
opbrengst (E C), in beide gevallen op basis van het aantal schijfjes en één andere meetvariabele (totaaloppervlak
van de schijt)j'es, drooggewicht of versgewicht). De reden hiervoor is dat sommige teststoffen het aantal schijfjes
anders beinvloeden dan andere meetvariabelen. De gewenste toxiciteitsparameters zijn derhalve vier EC -
waarden voor elk berekend remmingsniveau x: EC,_ (aantal schijfjes); EC, (totaaloppervlak schijfjes,
drooggewicht of versgewicht); EC, (aantal schijfjes); en EC, (totaaloppervlak schijfjes, drooggewicht of
versgewicht).

Statistische procedures

60. Het is de bedoeling om met behulp van regressieanalyse een kwantitatieve concentratie-responsrelatie te
verkrijgen. Het is mogelijk een gewogen lineaire regressie te gebruiken nadat op de responsgegevens een lineari-
serende transformatie is uitgevoerd, bijvoorbeeld naar probit-, logit- of Weibull-eenheden (13), maar de
voorkeur wordt gegeven aan niet-lineaire regressieprocedures, die beter omgaan met onvermijdelijke onregelma-
tigheden in gegevens en afwijkingen van uniforme verdelingen. In de buurt van het nulpunt of totale remming
kunnen dergelijke onregelmatigheden door de transformatie worden uitvergroot en kunnen ze de analyse
storen (13). Er moet worden opgemerkt dat standaardanalysemethoden met probit-, logit- of Weibull-transfor-
maties bedoeld zijn voor gebruik bij een binaire respons (bv. sterfte of overleven) en moeten worden aangepast
om voor groeisnelheid- of opbrengstdata te kunnen worden gebruikt. Specifieke procedures voor de bepaling
van EC -waarden uit continue data zijn te vinden in (14), (15) en (16).

61. Voor elke te analyseren responsvariabele wordt de concentratie-responsrelatie gebruikt voor de berekening van
puntschattingen van EC -waarden. Waar mogelik moeten voor elke schatting de 95 %-betrouwbaarheids-
grenzen worden bepaald. De kwaliteit van de fitting van de responsgegevens op het regressiemodel moet
grafisch of statistisch worden bepaald. De regressicanalyse moet met responsen van individuele replicaten
worden uitgevoerd en niet met gemiddelden van dosisgroepen.

62. Als de beschikbare regressiemodellen/methoden niet geschikt zijn voor de gegevens, kunnen de EC,, en de
betrouwbaarheidsgrenzen ook worden bepaald met behulp van lineaire interpolatie met bootstrapping (17).

63. Voor de bepaling van de LOEC en daaruit de NOEC moeten de gemiddelden van de dosisgroepen worden
vergeleken met behulp van variantieanalyse-technieken (ANOVA). Het gemiddelde voor elke concentratie moet
dan worden vergeleken met het gemiddelde van de controlegroep met behulp van een geschikte methode voor
meervoudige vergelijking of trendtoets. Hiervoor kan de Dunnett- of Williams-toets geschikt zijn (18) (19) (20)
(21). Er moet worden bepaald of de ANOVA-aanname van homogeniteit van variantie opgaat. Deze bepaling
kan grafisch worden uitgevoerd of met een formele toets (22). Hiervoor kan de Levene- of Bartlett-toets
worden gebruikt. Wanneer de aanname van homogeniteit van variantie niet opgaat, kan dit soms worden
gecorrigeerd door logaritmische transformatie van de gegevens. Als de heterogeniteit van variantie extreem is
en niet door transformatie kan worden gecorrigeerd, moet een analyse met methoden als de stap-omlaag-
trendtoets van Jonckheere worden overwogen. Aanvullende richtsnoeren voor het bepalen van de NOEC zijn te
vinden in (16).

64. Recente wetenschappelijke ontwikkelingen hebben geleid tot een aanbeveling om het begrip NOEC niet langer
te gebruiken en te vervangen door op regressie gebaseerde puntschattingen van EC,. Voor deze Lemna-test is
geen geschikte waarde voor x vastgesteld. Een interval van 10 tot 20 % lijkt geschikt (afhankelijk van de
gekozen responsvariabele) en bij voorkeur moeten zowel de EC,, als de EC,, worden gerapporteerd.

Rapportage

65. In het testverslag moet ten minste de volgende informatie worden opgenomen:
Teststof:
— fysische aard en fysisch-chemische eigenschappen, waaronder de oplosbaarheidsgrens in water;

— chemische identificatiegegevens (bv. CAS-nummer), waaronder de zuiverheid (verontreinigingen).
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Geteste soort:

— wetenschappelijke naam, kloon (indien bekend) en herkomst.
Testomstandigheden:

— gebruikte testprocedure (statisch, semistatisch of doorstroom);
— begindatum en duur van de test;

— testmedium;

— beschrijving van de testopzet: testvaten en deksels, volume van de oplossingen, aantal kolonies en schijfjes
per testvat aan het begin van de test;

— testconcentraties (nominaal en gemeten, indien van toepassing) en aantal replicaten per concentratie;

— wijze van bereiding van de stam- en testoplossingen met vermelding van het gebruik van eventuele
oplosmiddelen of dispergeermiddelen;

— temperatuur tijdens de test;
— lichtbron, lichtintensiteit en homogeniteit van het licht;
— pH-waarden van de test- en controlemedia;

— concentraties van de teststof en de analysemethode met relevante kwaliteitsborgingsgegevens (validerings-
studies, standaarddeviaties of betrouwbaarheidsgrenzen van analyses);

— methoden voor de bepaling van het aantal schijfjes en andere meetvariabelen (bv. drooggewicht,
versgewicht of oppervlak schijfjes);

— alle afwijkingen van deze testmethode.
Resultaten:

— de ruwe data: het aantal schijfjes en andere meetvariabelen in elk test- en controlevat bij elke observatie en
op elk analysetijdstip;

— de gemiddelden en standaarddeviaties voor elke meetvariabele;
— de groeicurven voor elke concentratie (aanbevolen met log-getransformeerde meetvariabele; zie punt 55);
— de verdubbelingstijd/groeisnelheid in de controle op basis van het aantal schijfjes;

— de berekende responsvariabelen voor elk dosisreplicaat, met het gemiddelde en de variatiecoéfficiént voor
de replicaten;

— een grafische weergave van de concentratie-effectrelatie;

— schattingen van de toxiciteit voor responsvariabelen, zoals EC,,, EC,,, EC,, en de bijbehorende betrouwbaar-
heidsintervallen. De LOEC enfof de NOEC, indien deze zijn berekend, en de voor de bepaling daarvan
gebruikte statistische methoden;

— als ANOVA is gebruikt, de grootte van het effect dat kan worden gedetecteerd (bv. het minst significante
verschil);

— een eventuele stimulering van de groei, als deze bij een behandeling is geconstateerd;
— eventuele zichtbare tekenen van fytotoxiciteit en observaties aan de testoplossingen;

— bespreking van de resultaten, met inbegrip van eventuele beinvloeding van de resultaten van de test die een
gevolg is van afwijkingen van deze testmethode.
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Aanhangsel 1

Definities
In de context van deze testmethode worden de volgende definities en afkortingen gebruikt:

Biomassa: het drooggewicht van het levende materiaal in een populatie. Bij deze test worden meestal vervangende
eenheden voor biomassa gemeten, zoals aantal schijfjes of schijfoppervlak, en ook deze eenheden kunnen bij gebruik
van de term ,biomassa” worden bedoeld.

Chemische stof: een stof of een mengsel.
Chlorose: gele verkleuring van schijfweefsel.

Kloon: een organisme of cel, door ongeslachtelijke voortplanting ontstaan uit één individu. Individuen uit één kloon
zijn derhalve genetisch identiek.

Kolonie: een combinatie van aan elkaar vastzittende moeder- en dochterschijfjes (meestal 2 tot 4). Soms ook plant
genoemd.

EC_: de concentratie van de in het testmedium opgeloste teststof die binnen een bepaalde blootstellingsperiode (die
expliciet moet worden vermeld als deze afwijkt van de volledige of normale duur van de test) leidt tot een afname
van de groei van Lemna met x % (bv. 50 %). Om ondubbelzinnig aan te geven of een EC-waarde gebaseerd is op de
groeisnelheid of de opbrengst, worden de symbolen ,E,C” voor de groeisnelheid en ,E C” voor de opbrengst gebruikt,
gevolgd door de gebruikte meetvariabele, bv. E,C (aantal schijfjes).

Doorstroomtest: cen test waarbij de testoplossing continu wordt ververst.

Schijfje: ecen individuele ,bladachtige” structuur van een eendenkroosplant. Het is de kleinste eenheid (d.w.z.
individu) die zich kan voortplanten.

Gebocheldheid: schijfjes die er gebocheld of gezwollen uitzien.

Groei: een toename van de meetvariabele, bv. aantal schijfjes, drooggewicht, natgewicht of schijfoppervlak,
gedurende de testperiode.

Groeisnelheid: (gemiddelde specifieke groeisnelheid): de logaritmische toename van de biomassa gedurende de
blootstellingsperiode.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration): de laagste geteste concentratie waarbij wordt waargenomen dat
de stof binnen een bepaalde blootstellingstijd in vergelijking met de controle tot een statistisch significante afname
van de groei (p < 0,05) leidt. Alle testconcentraties boven de LOEC moeten een schadelijk effect hebben dat ten
minste gelijk is aan het bij de LOEC waargenomen effect. Wanneer niet aan deze twee voorwaarden kan worden
voldaan, moet een volledige toelichting worden gegeven op de wijze waarop de LOEC (en dus de NOEC) is bepaald.

Meetvariabelen: alle soorten variabelen die gemeten worden om aan de hand van een of meer verschillende
responsvariabelen het eindpunt van de test te beschrijven. Bij deze methode zijn aantal schijfjes, schijfoppervlak,
versgewicht en drooggewicht meetvariabelen.

Monocultuur: een cultuur met één plantensoort.
Necrose: sterfte van schijfjesweefsel (dat daardoor wit of met water doordrenkt wordt).
NOEC (No Observed Effect Concentration): de testconcentratie die direct onder de LOEC ligt.

Fenotype: de waarneembare kenmerken van een organisme die door de interactie van de genen met het milieu
worden bepaald.

Responsvariabelen: variabelen voor de geschatte toxiciteit die met uiteenlopende berekeningsmethoden wordt
afgeleid uit gemeten variabelen die de biomassa beschrijven. Voor deze testmethode worden de responsvariabelen
groeisnelheid en opbrengst afgeleid uit meetvariabelen zoals aantal schijfjes, schijfoppervlak, versgewicht of
drooggewicht.
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Semi-statische test (met verversing): een test waarbij de testoplossing op specifieke tijdstippen gedurende de test
periodiek wordt ververst.

Statische test: een testmethode waarbij de testoplossing gedurende de test niet wordt ververst.
Teststof: alle volgens deze testmethode geteste stoffen en mengsels.

Testeindpunt: de algemene factor die volgens het doel van de test door de teststof zal worden veranderd in
vergelijking met de controle. Het eindpunt van deze testmethode is groeiremming, die kan worden uitgedrukt door
verschillende responsvariabelen die op een of meer meetvariabelen gebaseerd zijn.

Groeimedium: het volledige kunstmatige groeimedium waarin de testplanten gedurende de blootstelling aan de
teststof groeien. De teststof wordt normaal gesproken in het medium opgelost.

Opbrengst: de waarde van een meetvariabele om de biomassa uit te drukken aan het eind van de blootstellingstijd,
verminderd met de waarde van de meetvariabele aan het begin van de blootstellingstijd.
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Aanhangsel 2

Beschrijving van Lemna spp.

De meestal als ,eendenkroos” aangeduide waterplant, Lemna spp., behoort tot de familie Lemnaceae, die een aantal
wereldwijd voorkomende soorten in vier geslachten omvat. Hun uiterlijk en taxonomie is uitgebreid beschreven (1)
(2). Lemna gibba en L. minor zijn soorten die representatief zijn voor gematigde zones en worden vaak voor toxici-
teitstests gebruikt. Beide soorten hebben een drijvende of in het water ondergedompelde bladachtige stengel (schijfje)
en uit het midden van de onderkant van elk schijfje steekt een heel dunne wortel. Lemna spp. heeft zelden bloemen
en de voortplanting verloopt ongeslachtelijk door het maken van nieuwe schijfjes (3). De jongere planten zijn
meestal bleker dan de oudere, hebben kortere wortels en bestaan uit twee of drie schijfjes die niet even groot zijn.
Doordat Lemna klein is, een eenvoudige structuur heeft, zich ongeslachtelijk voortplant en een korte generatietijd
heeft, zijn planten van dit geslacht heel geschikt voor laboratoriumproeven (4) (5).

Omdat de gevoeligheid waarschijnlijk van soort tot soort verschilt, mag de gevoeligheid alleen binnen één soort
worden vergeleken.

Voorbeelden van Lemna-soorten die voor tests zijn gebruikt: soortenreferentie

Lemna_aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoc-
tialis 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. 8pp. 8pp.

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

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor,
duckweed. SS 02 82 13. 15pp. (in het Zweeds).

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

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

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

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

Bronnen van Lemna-soorten

University of Toronto Culture Collection of Algae and Cyanobacteria
Department of Botany, University of Toronto
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e-mail: jacreman@botany.utoronto.ca
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Aanhangsel 3

Bewaring van stamculturen

Stamculturen kunnen bij lage temperatuur (4-10 °C) geruime tijd gebruiksklaar worden bewaard. Voor Lemna kan
hetzelfde groeimedium worden gebruikt als voor de test, maar voor stamculturen kan een ander nutriéntrijk
medium worden gebruikt.

Periodiek wordt een aantal jonge, lichtgroene planten met een aseptische techniek overgezet naar nieuwe kweekvaten
met vers medium. Onder de hier voorgestelde koele omstandigheden kan tot drie maanden worden gewacht voordat
een nieuwe subcultuur wordt gemaakt.

Er moeten chemisch zuivere (met zuur gewassen) en steriele glazen kweekvaten worden gebruikt en aseptische
behandelingstechnieken worden toegepast. Bij verontreiniging van de stamcultuur, bv. met algen of schimmels,
moeten maatregelen worden genomen om de verontreinigende organismen te verwijderen. Bij algen en de meeste
andere verontreinigende organismen kan dit gebeuren door oppervlaktesterilisatie. Er wordt een monster van het
verontreinigde plantenmateriaal genomen en de wortels worden afgeknipt. Het materiaal wordt krachtig geschud in
schoon water en daarna gedurende 30 seconden tot 5 minuten ondergedompeld in 0,5 % (v/v) natriumhypochloriet-
oplossing. Vervolgens wordt het plantenmateriaal afgespoeld met steriel water en in een aantal porties overgebracht
in kweekvaten met vers groeimedium. Veel schijfjes zullen door deze behandeling afsterven, vooral als er een lange
blootstellingstijd wordt gebruikt, maar meestal zullen sommige van de overlevende schijfjes vrij van verontreiniging
zijn. Deze kunnen dan worden gebruikt om nieuwe culturen te beénten.



L 54/70 1.3.2016

Publicatieblad van de Europese Unie

Aanhangsel 4

Media

Voor L. minor and L. gibba worden verschillende groeimedia aanbevolen. Voor L. minor wordt een gewijzigde versie
van een medium van het SIS (Zweeds instituut voor normalisatie) aanbevolen, terwijl voor L. gibba het medium
20X-AAP wordt aanbevolen. Voor beide media is de samenstelling hieronder vermeld. Bij de bereiding van deze
media moeten reagentia van p.a.-kwaliteit en gedeioniseerd water worden gebruikt.

Groeimedium voor Lemna van het SIS

— De stamoplossingen -V worden in de autoclaaf (15 minuten bij 120 °C) of door membraanfiltratie (poriedi-
ameter ongeveer 0,2 pm) gesteriliseerd.

— Stamoplossing VI (en facultatief VII) worden alleen door membraanfiltratie gesteriliseerd; deze mogen niet in de
autoclaaf worden behandeld.

— De steriele stamoplossingen moeten koel en in het donker worden bewaard. De stamoplossingen -V moeten

binnen zes maanden worden gebruikt, terwijl stamoplossing VI (en facultatief VII) ten hoogste één maand
kunnen worden bewaard.

Stamop- Concentratie in Concentratie in be-
lossing Stof stamoplossing reid medium Bereid medium
or. @M (mg/1)
Element Concentratie
(mgf)
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
II MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4, 9,8
11 CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; C1 9,8, 17,5
v Na,CO, 4,0 20 C 2,3
\ H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MndCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
VI FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,-EDTA 2H,0 0,28 1,4 — —
Vil MOPS (buffer) 490 490 — —




1.3.2016

Publicatieblad van de Europese Unie L 54/71

Voor de bereiding van één liter SIS-medium wordt aan 900 ml gedeioniseerd water toegevoegd:
— 10 ml stamoplossing I

— 5 ml stamoplossing II

— 5 ml stamoplossing III

— 5 ml stamoplossing IV

— 1 ml stamoplossing V

— 5 ml stamoplossing VI

— 1 ml stamoplossing VII (facultatief)

Noot: Stamoplossing VII (MOPS-buffer) kan voor bepaalde teststoffen nodig zijn (zie punt 11).

De pH wordt met 0,1 M of 1 M HCl of NaOH op 6,5 £ 0,2 gebracht en het volume wordt met gedeioniseerd water
aangevuld tot 1 liter.

Groeimedium 20X-AAP

De stamoplossingen worden bereid in steriel gedestilleerd of gedeioniseerd water.

De steriele stamoplossingen moeten koel en in het donker worden bewaard. Onder deze omstandigheden kunnen de
stamoplossingen ten minste 6-8 weken worden bewaard.

Voor het medium 20X-AAP worden vijf nutriént-stamoplossingen gemaakt (A1, A2, A3, B en C), waarbijj p.a.
reagentia worden gebruikt. Voor de bereiding van het groeimedium wordt 20 ml van elke nutriént-stamoplossing
toegevoegd aan ongeveer 850 ml gedeioniseerd water. De pH wordt met 0,1 M of 1 M HCl of NaOH op 7,5 + 0,1
gebracht en het volume wordt met gedeioniseerd water aangevuld tot 1 liter. Vervolgens wordt het medium over een
(ongeveer) 0,2 pm membraanfilter in een steriele fles gefiltreerd.

Het groeimedium voor de test moet 1-2 dagen v66r gebruik worden bereid, zodat de pH kan stabiliseren. De pH van
het groeimedium moet v66r gebruik worden gecontroleerd en indien nodig met 0,1 M of 1 M HCl of NaOH worden
bijgesteld, zoals hierboven is beschreven.

Stamop- Concentratie in Concentratie in be-
lossing Stof stamoplossing reid medium Bereid medium
or. (RG] (mg/ - 1) ()
Concentratie
Element (mg/ - ) (9
Al NaNO, 26 510 Na;N 190;84
Mgdl, - 6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl, - 2H,0 4,4 90 Ca 24,04
A2 MgSO, - 7H,0 15 290 S 38,22
A3 K,HPO, - 3H, - O 1,4 30 K;P 9,4,3,7
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Stamop- Concentratie in | Concentratie in be-
lossing Stof stamoplossing reid medium Bereid medium
or. &b (mg/ 1) (9
s
B H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl, - 4H,0 0,42 8,3 Mn 23
FeCl, - 6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA - 2H,0 0,30 6,0 — —
Zn(l, 3,3 mg|l 66 ugfl Zn 31 pgfl
Co(l, - 6H,0 1,4 mgl 29 ugfl Co 7,1 pgfl
Na,MoO, - 2H,0 7,3 mg|l 145 pgfl Mo 58 pg/l
CuCl, - 2H,0 0,012 mg/l 0,24 g/l Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na;C 220; 43

(*) Tenzij anders vermeld

Noot: De theoretisch juiste eindconcentratie bicarbonaat (waarbij de pH niet significant hoeft te worden aangepast) is 15 mg/l en
niet 300 mg(l. In het verleden, en ook in het ringonderzoek voor deze test, is het medium 20X-AAP echter altijd gebruikt
met 300 mg/l bicarbonaat. (I. Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Develop-
ment and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.)

STEINBERG-medium (volgens ISO 20079)

Concentraties en stamoplossingen

Het gewijzigde Steinberg-medium wordt in ISO 20079 alleen voor Lemna minor gebruikt (aangezien daar alleen
Lemna minor wordt toegestaan), maar uit tests is gebleken dat ook met Lemna gibba goede resultaten te verkrijgen

zijn.

Bij de bereiding van het medium moeten chemische stoffen van reagens- of p.a.-kwaliteit en gedeioniseerd water

worden gebruikt.

Het nutriéntmedium wordt bereid uit stamoplossingen of het 10-voudig geconcentreerde medium, dat een maximale
concentratie van het medium mogelijk maakt zonder dat er een neerslag ontstaat.

Tabel 1

pH-gestabiliseerd STEINBERG-medium (gewijzigd volgens Altenburger)

Component Voedingsmedium
Macro-elementen mol. gewicht mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
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Micro-elementen mol. gewicht 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
Dinatrium-EDTA, dihydraat 372,24 1 500,00 4,03

Tabel 2
Stamoplossingen (macro-elementen)

1. Macro-elementen (50-voudig geconcentreerd) g/l
Stamoplossing 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63
Stamoplossing 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Stamoplossing 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75

Tabel 3
Stamoplossingen (micro-elementen)

2. Macro-elementen (1 000-voudig geconcentreerd) mg(l
Stamoplossing 4:
H,BO, 120,0
Stamoplossing 5:
ZnS0, - 7H,0 180,0
Stamoplossing 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Macro-elementen (1 000-voudig geconcentreerd) mg|l

Stamoplossing 7:

MnCl, - 4H,0 180,0

Stamoplossing 8:

FeCl, - 6H,0 760,00

Dinatrium-EDTA, dihydraat 1 500,00

— De stamoplossingen 2 en 3 en (apart) 4 tot en met 7 kunnen worden gecombineerd (rekening houdend met de
vereiste concentraties).

— Om de stamoplossingen langer te kunnen bewaren kunnen ze 20 minuten bij 121 °C in een autoclaaf worden
behandeld of steriel worden gefiltreerd (0,2 pm). Voor stamoplossing 8 wordt steriele filtratie (0,2 pm) sterk
aanbevolen.

Bereiding van het (gewijzigde) STEINBERG-medium in de uiteindelijke concentratie

— Voeg 20 ml van de stamoplossingen 1, 2 en 3 (zie tabel 2) toe aan ongeveer 900 ml gedeioniseerd water om
neerslaan te voorkomen.

— Voeg 1,0 ml van de stamoplossingen 4, 5, 6, 7 en 8 toe (zie tabel 3).
— De pH moet nu 5,5 % 0,2 zijn (eventueel aanpassen met een minimaal volume verdund NaOH of HCI).
— Vul met water aan tot 1 000 ml.

— Als de stamoplossingen gesteriliseerd zijn en er geschikt water wordt gebruikt, is verdere sterilisatie niet nodig.
Als de sterilisatie met het uiteindelijke medium wordt uitgevoerd, moet stamoplossing 8 na de behandeling in de
autoclaaf (20 minuten bij 121 °C) worden toegevoegd.

Bereiding van het 10-voudig geconcentreerde (gewijzigde) STEINBERG-medium om tijdelijk te bewaren

— Voeg 20 ml van de stamoplossingen 1, 2 en 3 (zie tabel 2) toe aan ongeveer 30 ml gedeioniseerd water om
neerslaan te voorkomen.

— Voeg 1,0 ml van de stamoplossingen 4, 5, 6, 7 en 8 toe (zie tabel 3). Vul met water aan tot 100 ml.

— Als de stamoplossingen gesteriliseerd zijn en er geschikt water wordt gebruikt, is verdere sterilisatie niet nodig.
Als de sterilisatie met het uiteindelijke medium wordt uitgevoerd, moet stamoplossing 8 na de behandeling in de
autoclaaf (20 minuten bij 121 °C) worden toegevoegd.

— De pH van het medium (uiteindelijke concentratie) moet 5,5 £ 0,2 zijn.”

(6) de volgende hoofdstukken C.31 tot C.46 worden toegevoegd:
,C.31. TEST MET TERRESTRISCHE PLANTEN: OPKOMST EN GROEI VAN ZAAILINGEN
INLEIDING

1. Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtlijn (TG) 208 (2006) van de OESO. Testmethoden worden
periodiek herzien in het licht van de wetenschappelijke vooruitgang en om aan de regelgeving te kunnen
blijven voldoen. Deze bijgewerkte testmethode is bedoeld om de potentiéle effecten van chemische stoffen op
de opkomst en groei van zaailingen te bepalen. De methode als zodanig heeft geen betrekking op chronische
effecten en effecten op de voortplanting (d.w.z. zaadzetting, bloemvorming, vruchtrijping). De blootstellingsom-
standigheden en de eigenschappen van de chemische stof zijn bepalende factoren bij het kiezen van de juiste
testmethoden (bij het testen van metalen/metaalverbindingen moet bijvoorbeeld rekening worden gehouden
met effecten van de pH en de desbetreffende tegenionen (1). Deze testmethode heeft geen betrekking op
planten die aan dampen van chemische stoffen worden blootgesteld. De testmethode is geschikt voor het testen
van algemene chemische stoffen, biociden en gewasbeschermingsmiddelen (ook bekend als plantenbescher-
mingsmiddelen of pesticiden). De methode is ontwikkeld op basis van bestaande methoden (2) (3) (4) (5) (6)
(7). Ook andere literatuur over plantentests is in aanmerking genomen (8) (9) (10). De gebruikte definities zijn
opgenomen in aanhangsel 1.
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PRINCIPE VAN DE TEST

2. Met de test worden de effecten op de opkomst van zaailingen en de vroege groei van hogere planten bepaald
na blootstelling aan de teststof in de grond (of een geschikte grondmatrix). Zaden worden in contact gebracht
met grond die is behandeld met de teststof, en worden 14 tot 21 dagen na opkomst van 50 % van de
zaailingen in de controlegroep op effecten onderzocht. De gemeten eindpunten zijn visuele vaststelling van de
zaailingenopkomst, het drooggewicht van de scheuten (of versgewicht van de scheuten) en in bepaalde gevallen
de hoogte van de scheuten, alsook een beoordeling van zichtbare schadelijke effecten op verschillende delen
van de plant. Deze metingen en observaties worden vergeleken met die gedaan aan onbehandelde controle-
planten.

3. Afhankelijk van de verwachte blootstellingsroute wordt de teststof hetzij opgenomen in de grond (of eventueel
een kunstmatige grondmatrix) of aangebracht op het oppervlak van de grond. Voor opname in de grond wordt
een grote hoeveelheid grond behandeld. Deze wordt vervolgens in potten gedaan, waarna zaden van de
betreffende plant in de grond worden geplant. Aanbrenging op het oppervlak gebeurt op grond in potten
waarin de zaden al zijn geplant. De testeenheden (controlepotten en potten met behandelde grond, plus zaden)
worden vervolgens onder omstandigheden geplaatst die bevorderlijk zijn voor de kieming/groei van de planten.

4. De test kan worden opgezet met het doel de dosis-responscurve te bepalen of kan in één concentratie/dosering
worden uitgevoerd als een limiettest, naargelang van het doel van het onderzoek. Als de resultaten van de test
met één concentratie/dosering een bepaald toxiciteitsniveau overschrijden (bv. wanneer er effecten groter dan
x % worden waargenomen), kan een bereikbepalingstest worden uitgevoerd om de boven- en ondergrens voor
de toxiciteit te bepalen, gevolgd door een test met meerdere concentraties/doseringen om een dosis-
responscurve te verkrijgen. Er wordt een passende statistische analyse uitgevoerd om de effectieve concentratie
EC, of de effectieve toepassingsdosering ER, (bv. EC,, ER,;, ECy,, ER;)) voor de meest gevoelige gemeten
parameter(s) te verkrijgen. Bij deze test kunnen ook de concentratie zonder waargenomen effect (NOEC) en de
laagste concentratie met waargenomen effect (LOEC) worden berekend.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

5. De volgende informatie is nuttig voor het vaststellen van de verwachte route van blootstelling aan de
chemische stof en het ontwerpen van de test: structuurformule, zuiverheid, wateroplosbaarheid, oplosbaarheid
in organische oplosmiddelen, 1-octanol/water-verdelingscoéfficiént, sorptiegedrag van de grond, dampspanning,
chemische stabiliteit in water en licht, en biologische afbreekbaarheid.

GELDIGHEID VAN DE TEST

6.  Voor een geldige test moet in de controles aan de volgende prestatiecriteria worden voldaan:
— ten minste 70 % van de zaailingen moet opkomen;

— de zaailingen mogen geen zichtbare tekenen van fytotoxische effecten vertonen (bv. chlorose, necrose,
verwelking, blad- en stengelmisvormingen) en de planten mogen alleen de variatie in groei en uiterlijk
vertonen die voor die specifieke soort normaal is;

— de gemiddelde overleving van opgekomen controlezaailingen aan het eind van de onderzoeksperiode moet
minstens 90 % zijn;

— de omgevingsomstandigheden voor alle planten van een bepaalde soort moeten identiek zijn en de
groeimedia moeten dezelfde hoeveelheid grondmatrix, hulpmedium of substraat bevatten uit dezelfde bron.

REFERENTIESTOF

7. Met regelmatige tussenpozen kan een referentiestof worden getest om te verifiéren dat de prestaties van de test,
de respons van de betreffende testplanten en de testomstandigheden niet beduidend zijn veranderd in de loop
van de tijd. De prestaties van het testsysteem in een bepaald laboratorium kunnen ook worden beoordeeld aan
de hand van historische metingen van de biomassa of groei van controleplanten, en op deze manier kan de
kwaliteit binnen een laboratorium worden bewaakt..
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BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Natuurlijke grond — kunstmatig substraat

8. Planten kunnen in potten worden gekweekt in zanderige leemgrond, lemige zandgrond of zanderige
kleileemgrond die ten hoogste 1,5 % organische koolstof bevat (circa 3 % organisch materiaal). In de handel
verkrijgbare potgrond of een kunstmatig grondmengsel met ten hoogste 1,5 % organische koolstof kan
eveneens worden gebruikt. Kleigrond is niet geschikt indien van de teststof bekend is dat deze een hoge
affiniteit voor klei heeft. Bodemgrond moet gezeefd worden over een zeef met mazen van 2 mm om de grond
te homogeniseren en grove korrels te verwijderen. Van de uiteindelijk bereide grond moeten de soort, de
textuur, het percentage organische koolstof, de pH, het zoutgehalte en de elektrische geleidbaarheid worden
gerapporteerd. De grond moet worden ingedeeld volgens een standaardclassificatiediagram (11). Om het effect
van bodempathogenen te beperken kan de grond gepasteuriseerd worden of met hitte worden behandeld.

9.  Het gebruik van natuurlijke grond kan de interpretatie van de resultaten bemoeilijken en de variabiliteit ervan
vergroten door variérende fysisch-chemische eigenschappen en microbiéle populaties. Deze variabelen zijn van
invloed op het vochtvasthoudend vermogen, het vermogen om chemische stoffen te binden, de luchtdoorla-
tendheid en het gehalte aan nutriénten en spoorelementen. Naast de variaties in fysische factoren zullen er ook
variaties in chemische eigenschappen zijn, zoals de pH en redoxpotentiaal, die invloed kunnen hebben op de
biologische beschikbaarheid van de teststof (12) (13) (14).

10. Kunstmatige substraten worden doorgaans niet voor het testen van gewasbeschermingsmiddelen gebruikt; ze
kunnen wel van nut zijn voor het testen van algemene chemische stoffen of wanneer het wenselijk is de variabi-
liteit die kenmerkend is voor natuurlijke grond te minimaliseren en de vergelijkbaarheid van de testresultaten te
vergroten. Substraten dienen uit inerte materialen te bestaan die minimale interactie met de teststof, het als
drager fungerende oplosmiddel, of beide, vertonen. Zuurgewassen kwartszand, minerale wol en glaskorrels (bv.
0,35 tot 0,85 mm in diameter) zijn geschikte inerte materialen die de teststof (15) nauwelijks absorberen, zodat
de stof maximaal beschikbaar is voor opname door de zaailing via de wortel. Ongeschikte substraten zijn
onder meer vermiculiet, perliet en andere sterk absorberende materialen. Er moeten nutriénten voor de groei
van de plant worden toegevoegd om stress door nutriéntentekorten te voorkomen, en waar mogelijk moet dit
worden beoordeeld door middel van biochemische analyses of visuele beoordeling van controleplanten.

Criteria voor het selecteren van soorten voor de test

11. De selectie van soorten moet redelijk breed zijn, bv. wat betreft taxonomische diversiteit in het plantenrijk,
verspreiding, abundantie, soortspecifieke levenscycluskenmerken en habitat, zodat uiteenlopende responsen
worden verkregen (8) (10) (16) (17) (18) (19) (20). Bij de selectic moeten de volgende kenmerken in
aanmerking worden genomen:

— de soort heeft uniforme zaden die gemakkelijk verkrijgbaar zijn bij een of meer betrouwbare standaard
zaadbronnen en vertoont consistente, betrouwbare en gelijkmatige kieming en een gelijkvormige groei van
de zaailingen.

— de plant leent zich voor laboratoriumtests en kan betrouwbare resultaten opleveren die reproduceerbaar
zijn binnen één testfaciliteit en tussen verschillende testfaciliteiten;

— de gevoeligheid van de geteste soort is in overeenstemming met de respons van planten die worden
aangetroffen in de omgeving die blootstaat aan de chemische stof;

— ze zijn in enige mate gebruikt in eerdere toxiciteitstests, en uit hun gebruik in bijvoorbeeld herbicide-
bioassays, screening op zware metalen, tests op zout- of mineralenstress of allelopathiestudies is gebleken
dat ze gevoelig zijn voor een grote verscheidenheid van stressoren;

— ze kunnen groeien onder de groeiomstandigheden van de testmethode;
— ze voldoen aan de geldigheidscriteria van de test.

Aanhangsel 2 bevat een beperkte lijst van soorten die van oudsher het meest worden gebruikt, en aanhangsel 3
een lijst van mogelijke niet-gewassoorten.
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12. Hoeveel soorten er getest moeten worden hangt af van de toepasselijke wettelijke voorschriften, en daarom
wordt dit niet gespecificeerd in deze testmethode.

Aanbrenging van de teststof

13. De chemische stof moet in een geschikte drager (bv. water, aceton, ethanol, polyethyleenglycol, Arabische gom,
zand) worden aangebracht. Ook mengsels (geformuleerde producten of formuleringen) met werkzame en
diverse toevoegingsstoffen kunnen getest worden.

Verwerking in grond/kunstmatig substraat

14. Chemische stoffen die in water oplosbaar of suspendeerbaar zijn, worden aan water toegevoegd waarna de
oplossing met een geschikt mengapparaat wordt vermengd met grond. Dit type test kan geschikt zijn als de
blootstelling via grond of poriénwater plaatsvindt en er bezorgdheid is over opname via de wortels. Het
watervasthoudend vermogen van de grond mag niet worden overschreden door de toevoeging van de teststof.
Voor elke testconcentratie moet hetzelfde volume water worden toegevoegd, maar om klontering van de grond
tot agglomeraten te voorkomen mag dit volume niet te groot zijn.

15. Slecht in water oplosbare stoffen water moeten in een geschikt vluchtig oplosmiddel (bv. aceton, ethanol)
worden opgelost en met zand worden vermengd. Het oplosmiddel kan dan met een luchtstroom onder
voortdurend mengen uit het zand worden verwijderd. Het behandelde zand wordt vermengd met de experi-
mentele grond. Aan een tweede controle worden alleen zand en oplosmiddel toegevoegd. Er worden gelijke
hoeveelheden zand, behandeld met oplosmiddel dat weer verwijderd is, aan alle dosisniveaus en de tweede
controle toegevoegd. Voor vaste, onoplosbare teststoffen worden droge grond en de chemische stof in een
geschikt mengapparaat vermengd. Hierna wordt de grond in potten gedaan en worden de zaden direct gezaaid.

16. Wanneer in plaats van grond een kunstmatig substraat wordt gebruikt, kunnen wateroplosbare stoffen vlak
voor de test in de nutriéntenoplossing worden opgelost. Stoffen die onoplosbaar zijn in water, maar die in
water kunnen worden gesuspendeerd door een oplosmiddel als drager te gebruiken, moeten met de drager aan
de nutriéntenoplossing worden toegevoegd. Niet in water oplosbare chemische stoffen waarvoor geen niet-
toxische wateroplosbare drager beschikbaar is, moeten in een geschikt vluchtig oplosmiddel worden opgelost.
De oplossing wordt vermengd met zand of glaskorrels en vervolgens in een rotatieverdamper verdampt,
waardoor een gelijkmatige laag van de stof achterblijft op het zand of de korrels. Voordat de potten worden
gevuld moet een gewogen deel van de korrels met hetzelfde organische oplosmiddel worden geéxtraheerd en
het gehalte aan chemische stof worden bepaald.

Aanbrenging op het oppervlak

17. Voor gewasbeschermingsmiddelen wordt de teststof vaak aangebracht door het grondoppervlak te bespuiten
met de testoplossing. Alle apparatuur die bij het uitvoeren van de tests wordt gebruikt, met inbegrip van
apparatuur voor de bereiding en toediening van de chemische stof, moet een zodanige kwaliteit en capaciteit
hebben dat de tests op een nauwkeurige wijze kunnen worden uitgevoerd en een reproduceerbare bedekking
wordt verkregen. De bedekking moet voor alle grondoppervlakken hetzelfde zijn. Omstandigheden waarbij
stoffen aan apparatuur kunnen adsorberen of ermee kunnen reageren moeten worden vermeden (bv. het
gebruik van plastic slangen bijj lipofiele chemische stoffen of stalen onderdelen en elementen). De manier
waarop de teststof op het grondoppervlak wordt gespoten is een nabootsing van typische spuittanktoepas-
singen. De spuitvolumes moeten in het algemeen overeenkomen met die in de normale landbouwpraktijk en
dienen gerapporteerd te worden (hoeveelheid water enz.). Er moet een type straalpijp worden gekozen dat een
gelijkmatige bedekking van het grondoppervlak geeft. Wanneer oplosmiddelen en dragers worden gebruikt,
moet een tweede groep van controleplanten worden opgezet die alleen oplosmiddel/drager krijgen. Dit is niet
nodig voor gewasbeschermingsmiddelen die als formuleringen worden getest.

Verificatie van de concentratie/dosering van de teststof

18. De toegepaste concentraties/doseringen moeten op passende wijze geverifieerd worden. Voor oplosbare
chemische stoffen kan verificatie van alle testconcentraties/-doseringen plaatsvinden door de hoogste in de test
gebruikte concentratie testoplossing te analyseren waarbij de verdere verdunning wordt gedocumenteeerd en er
gekalibreerde toepassingsapparatuur wordt gebruikt (bv. gekalibreerd analytisch glaswerk, kalibratie van
spuitapparatuur). Voor onoplosbare chemische stoffen moet bij de verificatie het gewicht van de aan de grond
toegevoegde teststof worden vermeld. Een analyse van de grond kan nodig zijn indien de homogeniteit moet
worden aangetoond.



L 54/78

Publicatieblad van de Europese Unie 1.3.2016

19.

20.

21.

22.

23.

PROCEDURE
Testopzet

Zaden van dezelfde soort worden in potten geplant. Hoeveel zaden er per pot worden geplant is athankelijk
van de soort, grootte van de potten en duur van de test. Het aantal planten per pot moet zodanig zijn dat de
groeiomstandigheden adequaat zijn en de potten in de loop van de test niet overvol raken. De maximale
plantdichtheid is ongeveer 3-10 zaden per 100 cm?, afhankelijk van de grootte van de zaden. Voorbeelden van
aanbevolen aantallen zijn: voor mais, soja, tomaat, komkommer en suikerbiet 1 a 2 planten per pot van
15 cm, voor koolzaad en erwt 3 planten per pot van 15 cm, en voor ui, tarwe en andere soorten met kleine
zaden 5 a 10 planten per pot van 15 cm. Het aantal zaden en replicaatpotten (een replicaat is gedefinieerd als
een pot; planten in dezelfde pot zijn dus geen replicaten) moet optimale statistische analyse mogelijk maken
(21). Er moet worden opgemerkt dat de variabiliteit groter zal zijn voor soorten waarbij een kleiner aantal
grote zaden per pot (replicaat) wordt gebruikt dan voor soorten waarbij per pot een groter aantal kleine zaden
kan worden gebruikt. Deze variabiliteit kan worden beperkt door in elke pot evenveel zaden te planten.

Het gebruik van controlegroepen moet waarborgen dat de waargenomen effecten samenhangen met of zijn toe
te schrijven aan blootstelling aan de teststof. De controlegroep dient in elk opzicht identiek te zijn aan de
testgroep, behalve wat betreft blootstelling aan de teststof. Binnen een test moeten alle planten, ook de
controles, afkomstig zijn uit dezelfde bron. Voor vertekening te voorkomen moeten de test- en controlepotten
willekeurig worden ingedeeld.

Zaden omhuld met een dunne laag insecticide of fungicide (d.w.z. gecoate zaden) moeten worden vermeden.
Het gebruik van bepaalde niet-systemische contactfungiciden (bv. captan, thiram) wordt door sommige
regelgevende instanties echter wel toegestaan (22). Bij bezorgdheid over zaadoverdraagbare pathogenen kunnen
de zaden kort in een oplossing met een lage concentratie (5 %) natriumhypochloriet worden geweekt, gevolgd
door grondig spoelen onder stromend water en drogen. Herstelbehandeling met een ander gewasbeschermings-
middel is niet toegestaan.

Testomstandigheden

De testomstandigheden moeten de omstandigheden die vereist zijn voor normale groei van de geteste soorten
en variéteiten benaderen (aanhangsel 4 bevat voorbeelden van testomstandigheden). De opkomende planten
moeten volgens goede tuinbouwpraktijken in klimaatkamers, fytotrons of kassen worden gekweekt. Bij het
gebruik van kweekfaciliteiten omvatten deze praktijken meestal het reguleren en voldoende frequent (bv.
dagelijks) registreren van de temperatuur, vochtigheid, koolstofdioxideconcentratie, licht (intensiteit, golflengte,
fotosynthetisch actieve straling) en lichtperiode, manier van bewatering enz. om een goede groei te
waarborgen, die wordt afgelezen aan de controleplanten van die specifieke soort. De kastemperatuur moet
gereguleerd worden met ventilatie-, verwarmings- enfof koelingssystemen. Voor in kassen uitgevoerde tests
worden in het algemeen de volgende omstandigheden aanbevolen:

— temperatuur: 22 °C = 10 °G;
— vochtigheid: 70 % * 25 %;
— fotoperiode: minimaal 16 uur licht

— lichtintensiteit: 350 + 50 pE/m2/s. Extra verlichting kan nodig zijn als de intensiteit lager wordt dan 200
pE/m2[s, in het golflengtebereik 400-700 nm, behalve voor bepaalde soorten die minder licht nodig
hebben.

Tijdens het onderzoek moeten de omgevingsomstandigheden worden gemonitord en gerapporteerd. De planten
worden in niet-poreuze plastic of glazen potten gekweekt, met onder de pot een bak of schotel. De potten
kunnen periodiek worden verplaatst om de variabiliteit in de groei van de planten (door verschillen in testom-
standigheden binnen de kweekfaciliteit) te minimaliseren. De potten moeten groot genoeg zijn om normale
groei mogelijk te maken.

Er kunnen extra nutriénten aan de grond worden toegevoegd voor zover dat nodig is om een goede
groeikracht te behouden. Of en op welk moment dit moet gebeuren kan worden beoordeeld door observatie
van de controleplanten. Het wordt aanbevolen de planten van onderaf te bewateren (bv. gebruikmakend van
pitten van glasvezels). In eerste instantie mag wel van bovenaf worden bewaterd om de zaadkieming te
stimuleren en om op het oppervlak aangebrachte teststof sneller in de grond te laten dringen.
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24. De specificke kweekomstandigheden dienen te worden afgestemd op de geteste soort en de onderzochte
teststof. Controle- en behandelde planten moeten onder dezelfde omgevingsomstandigheden worden gehouden,
waarbij wel passende maatregelen moeten worden genomen om (bv. bij een vluchtige teststof) kruisblootstelling
tussen verschillende behandelingen en van controles aan de teststof te voorkomen.

Tests met één concentratie/dosering

25. Om te bepalen welke concentratie/dosering van de chemische stof geschikt is voor het uitvoeren van een test
met één concentratie of dosering (challenge test/limiettest), moet rekening worden gehouden met een aantal
factoren. Voor algemene chemische stoffen zijn onder meer de fysisch-chemische eigenschappen van belang.
Voor gewasbeschermingsmiddelen moet gekeken worden naar de fysisch-chemische eigenschappen en het
gebruikspatroon van de chemische stof, de maximale concentratie of toepassingsdosering, het aantal
toepassingen per seizoen en/of de persistentie van de teststof. Om vast te stellen of een algemene chemische
stof fytotoxische eigenschappen heeft, kan het zinvol zijn om bij de maximale concentratie van 1 000 mg/kg
droge grond te testen.

Bereikbepalingstest

26. Indien nodig kan een bereikbepalingstest worden uitgevoerd om een indicatie te krijgen van de concentraties|
doseringen die in het definitieve dosis-responsonderzoek moeten worden getest. De testconcentraties/-
doseringen voor een bereikbepalingstest moeten ruim uit elkaar liggen (bv. 0,1, 1,0, 10, 100 en 1 000 mg/kg
droge grond). Voor gewasbeschermingsmiddelen kunnen de concentraties/doseringen gebaseerd worden op de
aanbevolen of maximale concentratie of toepassingsdosering, bv. 1/100, 1/10, 1/1 van de aanbevolen|
maximale concentratie of toepassingsdosering.

Tests met meerdere concentraties/doseringen

27. Een test met meerdere concentraties/doseringen wordt uitgevoerd om een dosis-responsrelatie vast te stellen en
een EC_ of ER -waarde te bepalen voor opkomst, biomassa enfof zichtbare effecten, in vergelijking met niet-
blootgestelde controles, zoals vereist door regelgevende instanties.

28. Het aantal en de onderlinge afstand van de concentraties of doseringen moeten zodanig zijn dat een
betrouwbare dosis-responsrelatie en regressievergelijking worden verkregen en de EC_ of ER_ kan worden
geschat. De gekozen concentraties/doseringen moeten de te bepalen EC, of ER waarden omvatten. Als
bijvoorbeeld een EC,,-waarde moet worden bepaald, is het wenselijk de test uit te voeren met doseringen die
20 tot 80 % effect veroorzaken. Om dit te bereiken worden bij voorkeur ten minste vijf testconcentraties|-
doseringen gebruikt in een meetkundige reeks met een reden van ten hoogste 3, plus een onbehandelde
controle. Voor elke dosisgroep en de controlegroep moet het aantal replicaten ten minste vier zijn en het totale
aantal zaden ten minste 20. Bij bepaalde planten met een laag kiemingspercentage of een variabel groeigedrag
zijn wellicht meer replicaten nodig om de statistische power te vergroten. Als een groter aantal testconcen-
traties/-doseringen wordt gebruikt, kan met minder replicaten worden volstaan. Als schatting van de NOEC
nodig is, zijn mogelijk meer replicaten nodig om de gewenste statistische power te verkrijgen (23).

Observaties

29. Gedurende de observatieperiode, d.w.z. 14 tot 21 dagen na opkomst van 50 % van de controleplanten (dit
kunnen ook oplosmiddelcontroles zijn), worden de planten regelmatig geobserveerd (ten minste wekelijks en
zo mogelijk dagelijks) op opkomst, zichtbare tekenen van fytotoxiciteit en sterfte. Aan het eind van de test
moeten het opkomstpercentage en de biomassa van overlevende planten worden geregistreerd, alsook zichtbare
schadelijke effecten op verschillende delen van de plant. Het kan hierbij gaan om een afwijkend uiterlijk van de
opgekomen zaailingen, dwerggroei, chlorose, verkleuring, sterfte en effecten op de ontwikkeling van de plant.
De biomassa aan het eind kan gemeten worden als het uiteindelijke gemiddelde drooggewicht van de scheuten,
door de scheuten vanaf het grondoppervlak te oogsten en tot een constant gewicht te drogen bij 60 °C. De
biomassa aan het eind kan ook gemeten worden als het versgewicht van de scheuten. De hoogte van de
scheuten kan een ander eindpunt zijn als de regelgeving dat vereist. Er moet een uniform scoringssysteem voor
zichtbare schade worden gebruikt om de waarneembare toxische reponsen te evalueren. Voorbeelden van
kwalitatieve en kwantitatieve visuele beoordelingen zijn te vinden in literatuur (23) (24).
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GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Statistische analyse
Test tnet één concentratie/dosering

30. De gegevens voor elke plantensoort moeten met behulp van een passende statistische methode worden
geanalyseerd (21). Het niveau van het effect bij de testconcentratie/dosering, of de waarneming dat een bepaald
effect niet wordt bereikt bij de testconcentratie/dosering, moet gerapporteerd worden (bv. < x% effect
waargenomen bij y concentratie of dosering).

Test met meerdere concentraties/doseringen

31. Er wordt een dosis-responsrelatie vastgesteld in de vorm van een regressievergelijking. Er kunnen verschillende
modellen worden gebruikt. Voor het schatten van EC, of ER, (bv. EC,,, ER,,, EC;,, ERy;) en de bijbehorende
betrouwbaarheidsgrenzen voor de opkomst van zaailingen als een binaire respons kunnen de logit-, probit-,
Weibull-, Spearman-Karber-, getrimde Spearman-Karber-methode enz. geschikt zijn. Voor de groei van de
zaailingen (gewicht en hoogte) als continue eindpunten kunnen de EC, of ER_en de bijbehorende betrouwbaar-
heidsgrenzen worden geschat door middel van geschikte regressieanalyse (bv. niet-lineaire regressieanalyse
volgens Bruce-Versteeg (25)). Waar mogelijk moet de R? 0,7 of hoger zijn voor de meest gevoelige soort en
moeten de gebruikte testconcentraties/-doseringen het gebied tussen 20 % tot 80 % effect omvatten. Als de
NOEC moet worden geschat, worden bij voorkeur krachtige statistische tests toegepast die gekozen worden op
basis van gegevensverdeling (21) (26).

Testverslag

32. Het testverslag moet de onderzoeksresultaten bevatten, alsook een gedetailleerde beschrijving van de testom-
standigheden, een diepgaande bespreking van de resultaten, analyse van de meetgegevens en de uit de analyse
getrokken conclusies. Een overzichtstabel en een samenvatting van de resultaten zijn eveneens vereist. In het
testverslag moet informatie worden opgenomen:

Teststof:

— chemische idententificatiegegevens, relevante eigenschappen van de geteste chemische stof (bv. log P_,
oplosbaarheid in water, dampspanning en informatie over het lot en het gedrag in het milieu, indien
beschikbaar);

— details over de bereiding van de testoplossing en verificatie van testconcentraties zoals beschreven in punt
18.

Geteste soort:

— gegevens over het testorganisme: soort/variéteit, plantenfamilies, wetenschappelijke en gewone naam, bron
en geschiedenis van het zaad, zo gedetailleerd mogelijk (d.w.z. naam van de leverancier, kiemingspercentage,
grootte van de zaden klasse, partij- of lotnummer, jaar of groeiseizoen waarin het zaad werd geoogst,
datum van beoordeling van kieming), levensvatbaarheid, enz.;

— aantal geteste mono- en dicotyle soorten;

— motivering van de keuze van de soort;

— beschrijving van de bewaring, behandeling en instandhouding van het zaad.

Testomstandigheden:

— testfaciliteit (bv. klimaatkast, fytotron en kas);

— beschrijving van het testsysteem (bv. afmetingen en materiaal van de potten en hoeveelheden grond);

— kenmerken van de grond (textuur of soort grond: korrelgrootteverdeling en indeling, fysische en chemische
eigenschappen met inbegrip van % organisch materiaal, % organische koolstof en pH);

— bereiding van grond/substraat (bv. grond, kunstmatige grond, zand e.a.) voorafgaand aan test;

— beschrijving van het voedingsmedium, indien gebruikt;



1.3.2016 Publicatieblad van de Europese Unie L 54/81

— aanbrenging van de teststof: beschrijving van de aanbrengingsmethode, beschrijving van apparatuur,
blootstellingsdoseringen en -volumes met inbegrip van chemische verificatie, beschrijving van de kalibratie-
methode en beschrijving van omgevingsomstandigheden tijdens de aanbrenging;

— groeiomstandigheden: lichtintensiteit (bv. fotosynthetisch actieve straling (PAR)), fotoperiode, max/min
temperaturen, bewateringsschema en — methode,

— aantal zaden per pot, aantal planten per dosis, aantal replicaten (potten) per blootstellingsdosering;
— soort en aantal controles (negatieve en/of positieve controles, oplosmiddelcontrole indien gebruikt);
— duur van de test.

Resultaten:

— tabel met alle eindpunten voor elk replicaat, testconcentratie/dosering en soort;

— aantal en percentage opgekomen planten in vergelijking met controles;

— gemeten biomassa (drooggewicht of versgewicht van scheuten) van de planten uitgedrukt als percentage van
de controles;

— scheuthoogte van de planten als percentage van de controles, indien gemeten;
— percentage zichtbare schade en een kwalitatieve en kwantitatieve beschrijving van zichtbare schade
(chlorose necrose, verweking, blad- en stengelmisvorming, alsook eventuele afwezigheid van effecten) door

de teststof in vergelijking met controleplanten;

— beschrijving van de waarderingsschaal gebruikt voor het beoordelen van zichtbare schade, indien visuele
waarderingen worden opgegeven;

— voor onderzoeken met één dosering moet het percentage schade worden vermeld;

— EC, of ER, (bv. EC,,, ER,, EC,,, ER,;)-waarden en bijbehorende betrouwbaarheidsgrenzen. Als regressie-
analyse is uitgevoerd moeten de standaardfout voor de regressievergelijking en de standaardfout voor
individuele parameterschattingen (helling, snijpunt met de y-as) worden opgegeven;

— NOEC (en LOEC) indien berekend;

— beschrijving van de gebruikte statistische procedures en aannames;

— grafische weergave van deze gegevens en de dosis-responsrelatie voor de geteste soort.

Afwijkingen van de in deze testmethode beschreven procedures en eventuele ongebruikelijke gebeurtenissen

tijdens de test.
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Aanhangsel 1

Definities

Werkzaam bestanddeel (of werkzame stof): cen materiaal bedoeld om een specifiek biologisch effect teweeg te
brengen (bv. ter bestrijding van insecten, plantenziekten of onkruid in het behandelde gebied), ook bekend als
werkzaam bestanddeel van de technisch zuivere stof).

Chemische stof: een stof of een mengsel.

Gewasbeschermingsmiddelen of pesticiden: materialen met een specifieke biologische activiteit die doelbewust
worden gebruikt om gewassen te beschermen tegen plagen (bv. schimmelziekten, insecten en concurrerende
planten).

EC, — concentratie voor x % effect, of ER, — dosering voor x % effect: de concentratie of dosering die in
vergelijking met de controle een ongewenste verandering in het eindpunt van de test veroorzaakt van x % (25 % of
50 % afname van de opkomst van zaailingen, het scheutgewicht of het uiteindelijke aantal aanwezige planten, of
toename van zichtbare schade correspondeert bijvoorbeeld respectievelijk met een EC,,[ER,; of EC, [ER,,).

Opkomst: het boven de grond verschijnen van het coleoptiel of de zaadlob.

Formulering: het in de handel verkrijgbare geformuleerde product dat de werkzame stof ( werkzame bestanddeel)
bevat; ook bekend als ,eindpreparaat” (') of ,voor het typische eindgebruik bestemde product”.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration): de laagste concentratie teststof waarbij effect werd
waargenomen. In deze test heeft de concentratie die overeenkomt met de LOEC een statistisch significant effect (p
< 0,05) binnen een bepaalde blootstellingsperiode, in vergelijking met de controle, en is deze concentratie hoger dan
de NOEC-waarde.

Niet-doelwitplanten: die planten die zich buiten het gebied van de doelplanten bevinden. Voor gewasbeschermings-
middelen zijn dit meestal planten buiten het behandelingsgebied.

NOEC (No Observed Effect Concentration): de hoogste concentratie teststof waarbij geen effect werd
waargenomen. In deze test heeft de concentratie die overeenkomt met de NOEC geen statistisch significant effect (p
< 0,05) binnen een bepaalde blootstellingsperiode in vergelijking met de controle.

Fytoxicity: schadelijke afwijkingen (vastgesteld door metingen en visuele beoordeling) van het normale beeld van
opkomst en groei van planten als reactie op een bepaalde chemische stof.

Replicaat: de experimentele eenheid die representatief is voor een controlegroep enfof dosisgroep. In deze
onderzoeken wordt de pot gedefinieerd als replicaat.

Visuele beoordeling: waardering van zichtbare schade op basis van waarnemingen van de plantstand, groeikracht,
misvormingen, chlorose, necrose en het algehele uiterlijk in vergelijking met een controle.

Teststof: alle volgens deze testmethode geteste stoffen of mengsels.

() Eindpreparaat: Het geformuleerde product met de werkzame chemische stof (werkzame bestanddeel) dat in de handel wordt verkocht.
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Aanhangsel 2
Lijst van soorten die van oudsher bij plantentests worden gebruikt
Familie Soort Gewone namen
DICOTYLEDONAE
Apiaceae (Umbelliferae) Daucus carota Wortel
Asteraceae (Compositae) Helianthus annuus Zonnebloem
Asteraceae (Compositae) Lactuca sativa sla

Brassicaceae (Cruciferae)

Sinapis alba

Witte mosterd

Brassicaceae (Cruciferae) Brassica campestris var. chinensis Paksoi

Brassicaceae (Cruciferae) Brassica napus Koolzaad
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica oleracea var. capitata Kool

Brassicaceae (Cruciferae) Brassica rapa Meiraap/stoppelknol
Brassicaceae (Cruciferae) Lepidium sativum Tuinkerszaad
Brassicaceae (Cruciferae) Raphanus sativus Radijs
Chenopodiaceae Beta vulgaris Suikerbieten
Cucurbitaceae Cucumis sativus Komkommer
Fabaceae (Leguminosae) Glycine max (G. soja) Soja

Fabaceae (Leguminosae) Phaseolus aureus Mungbonen

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus vulgaris

Stamboon, prinsessenboon, tuinboon

Fabaceae (Leguminosae) Pisum sativum Erwt
Fabaceae (Leguminosae) Trigonella foenum-graecum Fenegriek
Fabaceae (Leguminosae) Lotus corniculatus Rolklaver

Fabaceae (Leguminosae)

Trifolium pratense

Rode klaver

Fabaceae (Leguminosae) Vicia sativa Wikken
Linaceae Linum usitatissimum Vlas
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Boekweit
Solanaceae Solanum lycopersicon Tomaat
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Familie Soort Gewone namen
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa Uien
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Haver
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Gerst

Poaceae (Gramineae)

Lolium perenne

Perennial ryegrass

Poaceae (Gramineae)

Oryza sativa

Rijst

Poaceae (Gramineae)

Secale cereale

Rogge

Poaceae (Gramineae)

Sorghum bicolor

Graansorgho, kafferkoren

Poaceae (Gramineae)

Triticum aestivum

Tarwe

Poaceae (Gramineae)

Zea mays

Mais




Lijst van mogelijke niet-gewassoorten

Mogelijke soorten voor toxiciteitstests met planten volgens de OESO

Aanhangsel 3

Opmerking: De volgende tabel bevat informatie over 52 niet-gewassoorten (literatuur is tussen haakjes vermeld voor alle gegevens) De vermelde opkomstpercentages zijn afkomstig uit

gepubliceerde literatuur en zijn uitsluitend als indicatie bedoeld. Persoonlijke ervaringen kunnen variéren naargelang van de zaadbron en andere factoren.

FAMILIE Soort Botanische

. Fotoperiode . N .
naam Levensduur () en habitat Zaadgewicht voor kieming Plantdiepte Kiemtijd speciale behandelingen () Toxiciteitstest Zaa@leveran- Ander_e refe-
(gewone Nederlandse (mg) of groei (3 (mm) (3) (dagen) (%) (6) ciers (7) renties (%)
naam)
APIACEAE E, T verstoorde ter- ,7-19 L=D (14) 0 5 (50 %) koude stratificatie (7, | POST (5)
de e reinen, hagen, weiden (14, 19) (19) 14, 18, 19) rijping kan
Torilis japdnica (16, 19) (119 nodig zijn (19) kieming
(heggendoornzaad) geremd in het donker
(1, 19) geen speciale be-
handelingen (5)
ASTERACEAE M 0,09-0,17 L=D (14) 0 3 (50 %) | kieming niet beinvloed | POST (4) A, D,F 7
Bellis perennis grasland, akkers, vaak (4, 19) (4) (19) g:eorf ngetziiggb(ellin}iz)
o gemaaide grasgrond 11 (100 %) | 2 g
(madeliefje) (16, 19) (18) lingen (4, 14)
Centaurea cyanus A 4,1-49 (4, | L=D (14) 0-3 (2, 4, 14-21 geen speciale behande- | POST (2,4) | A, D,E F 7
(korenbloem) akkers, bermen, open 14) 14) (10&%) lingen (2, 4)
habitats (16) (14)
Centaurea nigra M 2,4-2,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3 (50 %) | rijping kan nodig zijn | POST (5, A
. 19) (19) (18, 19) kieming ge- 22, 26)
(knoopkruid) akkers, bermen, open .
habitats (16, 19) 4097 %) remd in hf.:t donker (19)
(18) geen speciale behande-
lingen (5, 14, 26)
Inula helenium M 1-1,3 (4, 0 geen speciale behande- | POST (4) A F
Griekse alant vochtige, verstoorde ter- 14,29) (4, 29) lingen (4)
reinen
(16)
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht e Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Nederlandse Levensduur (') en habitat (mg) V(())(;rg lri(l)irin(gr)lg (mm) () (dagen) () Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
naam)
Leontodon hispidus M 0,85-1,2 L=D(14) 0 (19) 4 (50 %) | kieming geremd in het | POST (5,
(leeuwentand) akkers, bermen, open (14, 19) (19) donker (171’ ;8}’1 119) 22,23)
habitats (16 19) 7 (80 %) | &een speciaie benande-
(18) lingen (5, 23)
Rudbeckia hirta T, M verstoorde ter- 0,3(4,14) | L=D (14) 0 <10 geen speciale behande- | POST (4, C,D,EF
(rudbeckia) reinen 4, 33) (100 %) | lingen 33)
(16) B3) | (4,14, 33)
Solidago canadensis M 0,06-0,08 | L=D (11) 0 14-21 1:1 vermengen met| POST (4) E F
Canadese guldenroede weide, o[grg)terreinen (4, 14) (4) (11) in?n(é Oe()n ;:muué Awiliir;
geen speciale behande-
lingen (4)
Xanthium pensylvanicum A 25-61 (14, 0 (1) kieming mogelijk ge- PRE en A
_ akkers, open habitats 29) 5 (29) remd in het daner (1) | POST (31)
(16) 12 uur weken in warm
water (29)
Xanthium spinosum A 200 (14) L=D (14) 10 scarificatie  (14) geen PRE en A
: speciale behandelingen | POST (6)
(stekelnoot) open habitats (16) L>D (6) (6) ©)
Xanthium strumarium A 67,4 (14) L =D (14) 10-20 (6, geen speciale behande- PRE en A
(Tate stekelnoot) akkers, open habitats 21) lingen Zlioig (361
(16) (6, 14, 21) , 28, 31)
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht e Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Nederlandse Levensduur (') en habitat (mg) Vo?r kler'mzng (mm) () (dagen) () Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
naam) of groei ()
BRASSICACEAE M 0,6 (14,19) | L=D (14) 0 (19) 5(50 %) | kieming geremd in het | POST (5, F
Cardamine pratensis akkers, bermen, vaak (19) Sggﬁ;{e (lbi:yhaizza hfgzg 22)
. emaaide grasvelden (16 15 (98 %
(pinksterbloem) g & 9) ( ((1 $) O 15, 14, 22)
CARYOPHYLLACEAE M 0,21 (14) L=D (14) <14 rijping kan nodig zijn | POST (5, F
: . : (100 %) (18) geen speciale be- | 15, 22-26)
Lychnis flos-cuculi (16) (14, 25) | handelingen (5, 14, 15,
(echte koekoeksbloem) 22-26)
CHENOPODIACEAE A 0,7-1,5 L=D (14) 0 2 (50 %) | behandeling verschilt af- PRE en A 32
Chenopodium album akkerranden, verstoorde (14,19, 34) (1, 19) (19) hankelijk van de zaad: POST (28,
terreinen (16 19) kleur (19) kiemrust bij 31, 34)
(ganzenvoet) droge opslag (19) kie-
ming geremd in het
donker (1, 18, 19)
koude stratificatie (18)
geen speciale behande-
ling (14, 34)
CLUSIACEAE M 0,1-0,23 L=D 0 3 (19) kieming geremd in het POST AEF
Hypericum perforatum akkers, bouwland, open (14, 19) (14) (1, 19) 11 (90 %) donker (1, 18, 19) (5, 15, 25,
-y : habitats (16 19) (18) geen speciale behande- 27)
(sint-janskruid) lingen (5, 14, 15, 25,
27)
CONVOLVULACEAE A 28,2 L>D 10-20 4 (100 %) | kieming niet beinvloed PRE en A
Ipomoea hederacea bermen, open habitats, (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) door bestraling (1) POST
o maisvelden (16) geen speciale behande- | (6, 12, 21,
lingen (6, 21) 28)
CYPERACEAE M 0,2 L=D 0 (1) 12 (91 %) | kieming geremd in het PRE en B 7
Cyperus rotundus bouwland, weiden, (14) (14) 10-20 (6, (10) donker (1) POST
o bermen (16, 30) 10) geen speciale behande- | (6, 28, 31)

lingen (6, 10, 14)

910C°¢’L
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht e Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Nederlandse Levensduur (') en habitat (mg) Vo?r kler'mzng (mm) () (dagen) () Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
naam) of groei ()
FABACEAE M 1-1,67 L=D (14) 1(50 %) | scarificatie (14, 19) POST A, D,E F
Lotus corniculatus grassige gebieden, (14, 19) (19) kieming niet beinvloed | (5, 23, 25)
bermen, open habitats door bestraling (18, 19)
(rolklaver) (16, 19) geen speciale behande-
lingen (23, 25)
Senna obtusifolia A 23-28 L=D (14 10-20 zaden 24 uur in water POST A
— natte bossen (16) 9) L>D (9) (6,9) weken (9) (6,9)
scarificatie (14) zaadle-
vensvatbaarheid  zaad
verschilt afhankelijk van
de kleur (1) geen speci-
ale behandelingen (6)
Sesbania exaltata A 11-13 L>D(9) 10-20 zaden 24 uur in water PRE en A
— alluviale grond (16) 9, 14) (9, 21) weken (9) POST
kieming niet beinvloed | (9, 21, 28,
door bestraling (1) geen 31)
speciale  behandelingen
(21)
Trifolium pratense M 14-1,7 L=D (14) 1 (50 %) | scarificatie (14, 18) POST AEF
(rode klaver) akkers, bermen, bouw- (14, 19) (19) rijping kan nodig zijn (5)
land (16, 19) (19) kieming niet bein-
vloed door bestraling (1,
19) geen speciale behan-
delingen (5)
LAMIACEAE M 0,75-1,0 L =D (14) 0 geen speciale behande- POST F
Leonurus cardiaca open terreinen (16) (4, 14) (4) lingen (4)
(hartgespan) (4, 14)
Mentha spicata M 2,21 0 geen speciale behande- POST F

(aarmunt)

vochtige gebieden (16)

)

lingen

(4)

(4)
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht e Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Nederlandse Levensduur (') en habitat (mg) Vo?r kler'mzng (mm) () (dagen) () Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
naam) of groei ()
Nepeta cataria M 0,54 L=D(14) 0 geen speciale behande- POST F
(kattenkruid) verstoorde terreinen (4, 14) (4) lingen (2,4)
(16) (2, 4, 14)
Prunella vulgaris M 0,58-1,2 L=D (14) 0 5(50 %) | kieming geremd in het POST AF
(brunel) akkers, grassige gebie- | (4, 14, 19) (4, 19) (19) donker (18, 19) (4, 22)
den, verstoorde ter- 7 (91 %) | meer kieming bij gro-
reinen (16, 19) (18) tere zaden (1) geen spe-
ciale behandelingen (4,
14, 22)
Stachys officinalis M 14-18 L=D (14) 7 (50 %) | geen speciale behande- POST F
(betonie) graslanden, akkerranden (14, 19) (19) lingen (5, 22)
(19) (5, 14, 22)
MALVACEAE A 8,8 L=D (14) 10-20 4 (84 %) | scarificatie (14) PRE en A F
Abutilén theophrasti akkers, open habitats (14) (6, 10, 21) (10) geen speciale behande- POST
(fluweelblad) (16) lingen (5, 10, 21) (6’§i328
Sida spinosa A 3,8 L=D (14) 10-20 scarificatie (14) PRE en A F
— akkers, bermen (16) (14) (6, 21) kieming niet beinvloed POST
door bestraling (1) geen | (6, 21, 28,
speciale  behandelingen 31)
(6, 21)
PAPAVERACEAE A 0,1-0,3 L=D (14) 0 4 (50 %) koude stratificatie, en POST A, D EF
Papaver thoeas akkers, bouwland, ver- | (4, 14, 19, (4, 29) (19) scarificatie (1, 19, 32) (4) G
stoorde terreinen (16 29) geen speciale behande-

(grote klaproos)

19)

lingen (4, 14, 29)

910C°¢’L
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht e Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Ne d)erlan dse Levensduur (') en habitat (mg) V(())(;rg lr<(1)(=.eri11(1zr)1g (mm) () (dagen) () Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
naam,
POACEAE gazons, weiden (16) 0,07 (14) L > D (10) 20 (10) 10 (62 %) | kieming geremd in het | POST (10) A E
Agrostis tenuis (10) donker (1, 17, 19) geen
i speciale  behandelingen
(gewoon struisgras) (10)
Alopecurus myosuroides A 0,9-1,6 L=D (14) 2 < 24 (30 %) | scarificatie (14) behan- PRE en A 32
: : (34) delen met 101 mgfl POST
(duist) akkers, open habitats (29, 34) (29) KNO, (14) warme strati-
(16) S A (28, 34)
ficatie (1) kieming ge-
remd in het donker (1)
geen speciale behande-
lingen (34)
Avena fatua A 7-37,5 (14, | L=D (14) 10-20 (6, 3 (70 %) scarificatie (7, 32) kie- PRE en A
(oot) beteelde terreinen, open 30) L>D (6) 10) (18) ming geremd in het | POST (6,
habitats (16) donker (1) 10, 28, 31)
koude stratificatie (1,
18) geen speciale behan-
delingen (6, 10, 14)
Bromus tectorum A 0,45-2,28 L=D (14) 3 (29) rijpingsperiode (1, 7, PRE en A
(zwenkdravik) akkers, bermen, bouw- (14, 29) 32) kxemmg geremd | POST (28,
land (16) door licht (1) geen spe- 31)
ciale behandelingen (14)
Cynosurus cristatus p 0,5-0,7 (14, | L=D (14) 0 (29) 3 (50 %) | kieming niet beinvloed | POST (5) A
19, 29) (19) door bestraling (19)

(kamgras)

akkers, bermen, open
habitats (16, 19)

geen speciale behande-
lingen (14, 29)
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht - Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Nederlandse Levensduur (') en habitat (mg) Vo?r kler'mzng (mm) () (dagen) () Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
naam) of groei ()
Digitaria sanguinalis A 0,52-0,6 L =D (14) | 10-20 (21). 7 (75 %) | scarificatie, koude strati- PRE en A
(harig vingergras) akkers, bermen, open (14, 30) 14 (94 %) ficatie, en maturatie (1, | POST (18,
habitats (16) 7) 7, 14, 32) behandelen 25, 31)
met 101 mg/l KNO,
(14) kieming geremd in
het donker (1) geen spe-
ciale behandelingen (21)
Echinochloa crusgalli A 1,5 (14) L=D (14 10-20 (7, scarificatie (7, 32) kie- PRE en A
21) ming niet beinvloed | POST (3
E h 1 L>D 8 ’
(Europese hanenpoor) (16) >D0) door bestraling (1) geen | 21, 28, 31)
speciale  behandelingen
(3, 14, 21)
Elymus canadensis P 4-5(14,30) | L=D (11) 1 14-28 geen speciale behande- | POST (2) C,D,E
— oevers, verstoorde ter- (11) (11) lingen
reinen (16) (2,11)
Festuca pratensis p 1,53-2,2 =D (14) 20 (10) 9 (74 %) | geen speciale behande- | POST (10) A 7
(beemdlangbloem) akkers, vochtige gebie- (16, 19) L>D (10) (10) lingen
den (16 19) 2(50%) | Q0,19
(19)
Hordeum pusillum A 3,28 (14) warme stratificatie (1) | PRE (31) 7
_ weiden, bermen, open kieming niet beinvloed
habitats (16) door bestraling (1)
Phleum pratense p 0,45 (14, L > D (10, 0-10 (10, 2 (74 %) | kieming geremd in het | POST (10) AE
o akkers, bouwland, ver- 19) 14) 19) (10) dpnker" (19) kieming
stoorde terreinen (16 8 (50 %) nletl.bem\l/l;)ed door bf?'
19) (19) straling (17) geen speci-

ale behandelingen (10,
14,17, 19)
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht e Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Nederlandse Levensduur (') en habitat (mg) Vo?r kler'mzng (mm) () (dagen) () Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
naam) of groei ()
POLYGONACEAE A 5-8 (4,14, | L=D (20) | 0-2 (4, 29) koude stratificatie gedu- PRE en A 32
. 29) rende 4-8 weken (1, 2, | POST 1, 2,
Polygonum convolvulus open hab(1'ia6t)s, bermen 4, 20, 29) Kieming niet | 20, 28, 31
(zwaluwtong) beinvloed door bestra-
ling (1)
Polygonum lapathifolium A 1,8-2,5 L>D (6) 5(94 %) | kieming niet beinvloed PRE en AE
(beklierde duizend- | vochtige grond (16) (14). (18) dqor bestraling (,1) kie- | - POST (6)
knoopa) ming geremd in het
donker (18) koude stra-
tificatie (1) geen speciale
behandelingen (5)
Polygonum pennsylvanicum A 3,6-7 (14, 2 (29) koude stratificatie gedu- | PRE (31) AE
— akkers, open habitats 29) rerolde 4 Weke? bl_J 0—
(16) 5 °C (1, 29) kieming ge-
remd in het donker (1)
Polygonum periscaria A 2,1-2,3 (14, | L>D (13) 0 (19) <14 (13) | scarificatie, koude strati- | POST (13) A 32
(perzikkruid) verstoorde terreinen, 19) 2 (50 %) ﬁlcztlel; GdA-behaI.lf(.iehr.lg
bouwland (16, 19) (19) (,, ) oude stratificatie,
rijping (17-19) kieming
geremd in het donker
(19) geen speciale be-
handelingen (13)
Rumex crispus P 1,3-1,5 (4, | L=D (14, 0 3 (50 %) | kieming geremd in het | POST (4, AE 32
(krukzuring) akkers, bermen, open 14,19) 33) (4, 19, 33) (19) ﬁonker dgl 8’4. 19)1 ;Upmg 33)
terreinen (16, 19) 6 (100 %) | Xan nodig zijn (18) geen
(33) speciale  behandelingen
(4, 14, 33)
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht e Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Nederlandse Levensduur (') en habitat (mg) voor k1€rp1ng (mm) () (dagen) (% Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
8 naam) 8 of groei (3 8
PRIMULACEAE A 0,4-0,5 (4, | L=D (14) 1(50 %) |koude stratificatic, GA- | POST (2,4) A F
Anagallis arvensis akkers, open terreinen, 14,19) (19) ll)ehandghngl. (ﬁ’ 14, 1,8’
o verstoorde terreinen %, 3,) et - vereist
(16, 19) voor kieming (1 ) geen
’ speciale  behandelingen
(2,4)
RANUNCULACEAE M 1,5-2 (14, | L=D (14) 1 41-56 (19, | geen speciale behande- | POST (5, 32
Ranunculus acris akkers, bermen, open 19, 29) (29) 29) lingen 22, 24-26)
terreinen (16, 19 5,14, 22, 24-26
(boterbloem)
ROSACEAE M 0,8-1,5 L=D (14) 0 (19) 5(50 %) | kieming geremd in het | POST (5, A
Geum urbanum hagen, vochtige gebie- (14, 19) (19) donk;r (18, 11 9) warme | 22, 25, 26)
| keuid den 16 (79 %) stratificatie (1) geen spe-
(geel nagelkruid) (18) ciale behandelingen (5,
(16, 19) 14, 22, 25, 26)
RUBIACEAE A 7-9 (14,19) | L=D (14) 5(50 %) | koude stratificatie (1, PRE en A 32
Galium aparine akkers, open terreinen, (19) 1 8’1 193 k(iemmﬁ nletlbe- POzS"é“ (©,
(kleefkruid) verstoorde terreinen 6 (100 %) | mvioed door estraling )
(16, 19) (18) (18, 19) kieming ge-
’ remd door licht (1) geen
speciale behandelingen
(6, 14)
Galium mollugo M 7 L =D (14) 2 geen speciale behande- | POST (5, A
lad walstro houtwallen, open ter- 29 29 lingen 22,24, 26)
P
reinen (8) (5, 14, 22, 24, 26, 29)
SCROPHULARIACEAE | T, M houtwallen, open | 0,1-0,6 (4, | L =D (14) 0 6 (50 %) | kieming geremd in het | POST (4, 22 D,G,F
Digitalis purpurea terreinen (16, 19) 14, 19) 4, 19) (19) donker (1, 17-19) geen — 26)
wingerhoedskruid) 8 (99 %) speciale behandelingen
g 18) (4, 22-26)
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FAMILIE Soort Botanische

Fotoperiode

naam . Zaadgewicht e Plantdiepte Kiemtijd . . Toxiciteitstest | Zaadleveran- | Andere refe-
(gewone Nederlandse Levensduur (') en habitat (mg) V(())(;rg lr((l)i?l(lzr)lg (mm) () (dagen) () Speciale behandelingen (%) ) ciers () renties (%)
naam)
Veronica persica A 0,5-0,6 (14, | L =D (14) 0 (19) 3 (19) kieming geremd in het PRE en A 32
(ereprijsl) akkers, open terreinen, 19) 5 (96 %) donker (18, 19) koude | POST (28)
verstoorde terreinen (18) stratificatie  (18) geen
(16, 19) speciale  behandelingen
’ (14)

—_——

digheden in kassen.

%) 0 mm geeft aan dat de zaden op het grondoppervlak werden gezaaid of dat de zaden licht nodig hebben om te kiemen.

) E = Eenjarige planten, T = Tweejarige planten, M = Meerjarige planten.
?) Referenties 11,14 en 33 hebben betrekking op de verhouding tussen licht (L) en donker (D) die nodig is om zaadkieming te induceren. Referenties 3, 6, 9, 10, 13, 20 hebben betrekking op groeiomstan-

(

(*) De getallen betreffen het aantal dagen waarin een percentage van de zaden ontkiemde volgens de genoemde referentie, bv. 3 dagen (50 %) kieming (referentie 19).

(’) Gegevens over de duur van rijping en/of stratificatie zijn niet in alle gevallen beschikbaar. Afgezien van de eis van een koudebehandeling worden de temperatuursomstandigheden niet gespecificeerd, om-
dat bij het testen in kassen maar beperkte temperatuurregeling mogelijk is. Bij de normale temperatuurschommelingen in kassen zullen de meeste zaden kiemen.

(%) Geeft aan of de soort in een op herbiciden gerichte toxiciteitstest met planten véér opkomst (PRE) of na opkomst (POST) werd gebruikt.

() Voorbeeld(en) van commerciéle zaadleveranciers.

(}) Twee andere geraadpleegde referenties.
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Genoemde zaadleveranciers

ID leveran-

: Gegevens van leverancier
cier

A Herbiseed

New Farm, Mire Lane, West End, Twyford RG10 ONJ VERENIGD KONINKRJK +44 (0)
1189 349 464

www.herbiseed.com

B Tropilab Inc.

8240 Ulmerton Road, Largo, FL 33771-3948 V.S.
(727) 344 — 4050

www.tropilab.com

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

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

E Ernst Conservation Seeds

9006 Mercer Pike, Meadville, PA 16335 V.S.
(800) 873 — 3321

www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds

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

www.chiltemseeds.co.uk

G Thompson & Morgan
P.O. Box 1051, Fort Erie, ON L2A 6C7 CANADA (800) 274 — 7333
www.thompson-morgan.com
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Aanhangsel 4

Voorbeelden van geschikte groeiomstandigheden voor bepaalde gewassoorten

De volgende omstandigheden zijn voor tien gewassoorten geschikt bevonden en kunnen ook voor bepaalde andere
soorten als richtsnoer voor tests in klimaatkasten worden gebruikt:

Koolstofdioxideconcentratie: 350 + 50 ppm;

Relatieve vochtigheid: 70 £ 5 % in lichte perioden en 90 + 5 % in donkere perioden;
Temperatuur: 25 + 3 °C bij dag, 20 £ 3 °C bij nacht;

Fotoperiode: 16 uur licht/8 uur donker, uitgaande van een gemiddelde golflengte van 400 tot 700 nm;
Licht: luminantie van 350 + 50 pE/m?[s, gemeten vlak boven het bladerdek.

De gewassoorten zijn:

— tomaat (Solanum lycopersicon);

— komkommer (Cucumis sativus);

— sla (Lactuca sativa);

— sojaboon (Glycine max);

— kool (Brassica oleracea var. capitata);

— wortel (Daucus carota);

— haver (Avena sativa);

— Engels raaigras (Lolium perenne);

— mais (Zea mays);

— ui (Allium cepa).
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C.32. Voortplantingstest met Enchytraeidae
INLEIDING

1. Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtliin (TG) 220 (2004) van de OESO. De test is opzet om de
effecten van stoffen op het voortplantingsresultaat van enchytreeén, Enchytraeus albidus Henle 1873, in de
bodem te beoordelen. Zij is in principe gebaseerd op een methode die door het Umweltbundesamt in Duitsland
(1) is ontwikkeld en die is onderworpen aan een ringtest (2). Er is ook rekening gehouden met andere
methoden voor het testen van het toxisch effect van stoffen op enchytreeén en regenwormen (3)(4)(5)(6)(7)(8).

INLEIDENDE OVERWEGINGEN

2. In de bodem levende ringwormen (Annelidae) van het geslacht Enchytraeus zijn ecologisch belangrijke soorten
voor ecotoxicologische tests. Hoewel enchytreeén vaak worden aangetroffen in bodems die regenwormen
bevatten, zijn ze vaak ook talrijk in bodems waarin geen regenwormen worden gevonden. Enchytreeén kunnen
zowel in laboratoriumproeven als in semiveld- en veldexperimenten worden gebruikt. Vanuit praktisch
oogpunt zijn veel Enchytraeus-soorten gemakkelijk te hanteren en te kweken, en hun generatietijd is aanzienlijk
korter dan die van regenwormen. De duur van een voortplantingstest met enchytreeén is daardoor slechts 4 tot
6 weken, terwijl deze voor regenwormen (Eisenia fetida) 8 weken is.

3. Meer informatie over de ecologie en ecotoxicologie van enchytreeén in het terrestrische milieu is te vinden in
(9)(10)(11)(12).

PRINCIPE VAN DE TEST

4. Volwassen enchytreeén worden blootgesteld aan een bereik van concentraties van de teststof die door
kunstmatige grond zijn gemengd. De test kan in twee stappen worden gesplitst: (a) een bereikbepalingstest,
indien er onvoldoende informatie beschikbaar is, waarin de mortaliteit het belangrijkste eindpunt is dat na twee
weken blootstelling wordt beoordeeld, en (b) een definitieve voortplantingstest, waarin het totale aantal door
een moederdier voortgebrachte nakomelingen en de overleving van de moederdieren worden beoordeeld. De
definitieve test duurt zes weken. Na de eerste drie weken worden de volwassen wormen verwijderd en worden
de morfologische veranderingen geregistreerd. Na nog eens drie weken wordt het aantal nakomelingen geteld
dat uit de door de volwassen dieren geproduceerde cocons is gekomen. Het voortplantingsresultaat van de
dieren die zijn blootgesteld aan de teststof, wordt vergeleken met dat van de controle(s) om (i) de No Observed
Effect Concentration (NOEC) enfof (ii) de EC, (bv. EC,,, EC,,) te bepalen door met een regressiemodel een
schatting te maken van de concentratie die zou leiden tot een afname van het voortplantingsresultaat met x %.
De EC, (bv. EC,,, EC,,) moet binnen de testconcentraties vallen, zodat de EC, daarna afkomstig is van
interpolatie in plaats van extrapolatie.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

5. Bij voorkeur zijn de oplosbaarheid in water, de log K , de grond/water-verdelingscoéfficiént (bv. hoofdstuk
C.18 of C.19 van deze bijlage) en de dampspanning van de teststof bekend. Aanvullende informatie over het
lot van de teststof in de bodem, zoals de fotolyse- en hydrolysesnelheid, is gewenst.

6. Deze testmethode kan zowel voor in water oplosbare als voor in water onoplosbare stoffen worden gebruikt.
De wijze van aanbrengen van de teststof zal echter verschillen. De testmethode is niet van toepassing op
vluchtige stoffen, d.w.z. stoffen waarvoor de Henry-constante of de lucht/water-verdelingscoéfficiént groter dan
één is, of stoffen waarvoor de dampspanning bij 25 °C groter dan 0,0133 Pa is.

GELDIGHEID VAN DE TEST

7. Voor een geldige test moet in de controles aan de volgende prestatiecriteria worden voldaan:

— de mortaliteit van volwassen dieren mag aan het eind van de bereikbepalingstest en na de eerste drie weken
van de voortplantingstest niet hoger zijn dan 20 %.

— aannemende dat bij de opzet van de test 10 volwassen dieren per vat zijn gebruikt, moeten aan het eind
van de test gemiddeld ten minste 25 nakomelingen per vat zijn voortgebracht.

— de variatiecoéfficiént rond het gemiddelde aantal jonge dieren mag aan het eind van de voortplantingstest
niet hoger zijn dan 50 %.
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Wanneer een test niet aan de hierboven genoemde geldigheidscriteria voldoet, moet de test worden beéindigd,
tenzij voortzetting van de test kan worden gemotiveerd. De motivering moet in het testverslag worden
opgenomen.

REFERENTIESTOF

8.  Een referentiestof moet hetzij op gezette tijden of als onderdeel van elke test worden getest om te verifiéren dat
de respons van de testorganismen in de loop van de tijd niet significant is gewijzigd. Een geschikte referentiestof
is carbendazim, waarvan is aangetoond dat het de overleving en voortplanting van enchytreeén beinvloedt (13)
(14), maar er kunnen ook andere stoffen worden gebruikt waarvan de toxiciteitsgegevens goed bekend zijn. In
een ringtest is een formulering van carbendazim gebruikt die bekend is onder de handelsnaam Derosal ™,
wordt geleverd door AgrEvo Company (Frankfurt, Duitsland) en 360 g/l (32,18 %) werkzaam bestanddeel bevat
(2). De in de ringtest bepaalde ECy, voor de voortplanting lag in het bereik van 1,2 + 0,8 mg werkzaam
bestanddeel (w.b.)/kg droge massa (2). Indien in de testreeks een positieve toxische standaard wordt
opgenomen, wordt één concentratie gebruikt en moet het aantal replicaten hetzelfde zijn als in de controles.
Voor carbendazim wordt het testen van 1,2 mg wb./kg drooggewicht (getest als vloeibare formulering)
aanbevolen.

BESCHRIJVING VAN DE TEST
Benodigdheden

9.  De testvaten moeten van glas of een ander chemisch inert materiaal gemaakt zijn. Glazen potten (bv. inhoud:
0,20 - 0,25 liter; diameter: = = 6 cm) zijn geschikt. De vaten moeten een transparant deksel hebben (bv. van
glas of polyethyleen) dat zo is ontworpen dat verdampingsverlies wordt tegengegaan, maar gasuitwisseling
tussen de grond en de lucht mogelijk is. De deksels moeten transparant zijn om licht door te kunnen laten.

10. Een standaard-laboratoriumuitrusting is vereist, in het bijzonder:
— droogkast;
— stereomicroscoop;
— pH-meter en fotometer;
— geschikte nauwkeurige weegschalen;
— adequate apparatuur voor temperatuurregeling;

— adequate apparatuur voor vochtigheidsregeling (niet noodzakelijk als de blootstellingsvaten een deksel
hebben);

— incubator of kleine kast met klimaatregelaar;

— pincet, haken of ogen;

— fotobad.

Bereiding van de kunstmatige grond

11. In deze test wordt een kunstmatige grond gebruikt (5)(7) die als volgt is samengesteld (gebaseerd op
drooggewicht, gedroogd tot een constant gewicht bij 105 °C):

— 10 % veenmosturf, luchtdroog en fijngemalen (een deeltjesgrootte van 2 + 1 mm is aanvaardbaar); er wordt
aanbevolen te controleren dat grond die is gemaakt op basis van een verse batch turf, geschikt is voor het
kweken van de wormen, voordat de grond in een test wordt gebruikt;

— 20 % kaolienklei (met bij voorkeur meer dan 30 % kaoliniet);
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— ongeveer 0,3 tot 1,0 % calciumcarbonaat (CaCO,, verpulverd, analytisch zuiver) om een pH van 6,0 £ 0,5
te verkrijgen; de toe te voegen hoeveelheid calciumcarbonaat zal vooral athangen van de kwaliteit/aard van
de turf;

— ongeveer 70 % luchtdroog kwartszand (athankelijk van de benodigde hoeveelheid CaCO;), overwegend
bestaande uit fijn zand; meer dan 50 % van de deeltjes moet een grootte tussen 50 en 200 micron hebben.

Het is raadzaam aan te tonen dat de kunstmatige grond geschikt is voor het kweken van de wormen en
geschikt is om aan het geldigheidscriterium te voldoen, voordat de grond in een definitieve test wordt gebruikt.
In het bijzonder wordt aangeraden een dergelijke controle uit te voeren om te garanderen dat de uitvoering van
de test niet in het gedrang komt wanneer het gehalte organische koolstof van de kunstmatige grond wordt
verlaagd, bv. door vermindering van het turfgehalte tot 4-5 % en dienovereenkomstige verhoging van het
zandgehalte. Door een dergelijke verlaging van het gehalte organische koolstof kan de hechting van de teststof
aan de grond (organische koolstof) afnemen en kan de beschikbaarheid van de teststof voor de wormen
toenemen. Aangetoond is dat Enchytraeus albidus aan de geldigheidscriteria voor de voortplanting kan voldoen
bij tests in veldgrond met een lager gehalte organische koolstof dan hierboven genoemd (bv. 2,7 %) (15), en de
— weliswaar beperkte — ervaring leert dat dit ook kan worden bereikt in kunstmatige grond met 5 % turf.

Noot: Wanneer in aanvullende tests (bv. van de latere fasen) natuurlijke grond wordt gebruikt, moet eveneens
worden aangetoond dat de grond geschikt is en dat wordt voldaan aan de geldigheidscriteria.

12. De droge bestanddelen van de grond worden grondig gemengd (bv. in een grote laboratoriummenger). Dit
moet ten minste één week voor aanvang van de test geschieden. De gemengde grond moet ten minste twee
dagen worden opgeslagen om de zuurgraad te equilibreren/stabiliseren. Voor de bepaling van de pH moet een
mengsel van grond en een oplossing van 1 M kaliumchloride (KCl) of 0,01 M calciumchloride (CaCl,) in een
verhouding van 1:5 worden gebruikt (zie (16) en aanhangsel 3). Als de grond zuurder is dan het vereiste bereik
(zie punt 11), kan de zuurgraad worden verlaagd door toevoeging van een passende hoeveelheid CaCO,. Als de
grond te alkalisch is, kan dit worden gecorrigeerd door toevoeging van meer van het in punt 11 bedoelde
mengsel, maar zonder CaCO,

13. Het maximale waterhoudend vermogen (WHV) van de kunstmatige grond wordt bepaald overeenkomstig de
procedures als beschreven in aanhangsel 2. Een of twee dagen voor aanvang van de test wordt de droge
kunstmatige grond vooraf bevochtigd door genoeg gedeioniseerd water toe te voegen om ongeveer de helft van
het uiteindelijke watergehalte te verkrijgen, d.w.z. 40 tot 60 % of het maximale waterhoudend vermogen. Bij
aanvang van de test wordt de vooraf bevochtigde grond verdeeld in zoveel porties als het aantal testconcen-
traties (en in voorkomend geval referentiestof) en controles dat voor de test wordt gebruikt. Het vochtgehalte
wordt aangepast tot 40-60 % van WHV,___ door de teststofoplossing en/of gedestilleerd of gedeioniseerd water
toe te voegen (zie de punten 19-21). Het vochtgehalte wordt aan het begin en aan het eind van de test bepaald
(door droging tot constant gewicht bij 105 °C) en moet binnen het optimale bereik voor de overleving van de
wormen liggen. Een ruwe controle van het vochtgehalte van de grond wordt verkregen wanneer men de grond
lichtjes in de hand knijpt. Als het vochtgehalte in orde is, moeten kleine druppels water tussen de vingers
verschijnen.

Selectie en voorbereiding van de proefdieren

14. De aanbevolen testsoort is Enchytraeus albidus, Henle 1837 (witte potworm), een lid van de familie der
Enchytraeidae (orde Oligochaeta, stam Annelida). E. albidus is een van de grootste soorten enchytreeén, met een ge-
registreerde lengte tot 35 mm (17)(18). E. albidus komt over de hele wereld voor en wordt aangetroffen in
mariene, limnische en terrestrische habitats, hoofdzakelijk in ontbindend organisch materiaal (zeewier,
compost) en zelden in weiden (9). Deze brede ecologische tolerantie en een aantal morfologische variaties
zouden erop kunnen duiden dat er verschillende rassen bestaan.

15. E. albidus is in de handel verkrijgbaar als voeding voor vissen. Gecontroleerd dient te worden of de cultuur
verontreinigd is door andere, gewoonlijk kleinere soorten (1) (19). Indien verontreiniging optreedt, moeten alle
wormen met water worden gewassen in een petrischaal. Vervolgens moeten grote volwassen exemplaren van E.
albidus worden geselecteerd (met behulp van een stereomicroscoop) om een nieuwe cultuur te beginnen, en
moeten alle overige wormen worden vernietigd. E. albidus kan worden gekweekt in een grote diversiteit aan
organische stoffen (zie aanhangsel 4). De levenscyclus van E. albidus is kort, aangezien volwassenheid wordt
bereikt tussen 33 dagen (bij 18 °C) en 74 dagen (bij 12 °C) (1). Voor de test worden enkel culturen gebruikt die
zonder problemen gedurende ten minste 5 weken (één generatie) in het laboratorium zijn gehouden.
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16. Andere soorten van het geslacht Enchytraeus zijn ook geschikt, bv. E. buchholzi Vejdovsky 1879 of E. crypticus
Westheide & Graefe 1992 (zie aanhangsel 5). Indien andere soorten van het geslacht Enchytraeus worden
gebruikt, moeten ze duidelijk worden geidentificeerd en moet de motivering van de keuze van de soort worden
gerapporteerd.

17. De dieren die in de tests worden gebruikt, zijn volwassen wormen. Zij moeten eitjes (witte stipjes) in de clitel-
lumstreek hebben en van ongeveer gelijke lengte zijn (circa 1 cm). Synchronisatie van de kweekcultuur is niet
noodzakelijk.

18. Als de enchytreeén niet in hetzelfde type grond en onder dezelfde omstandigheden (inclusief voeding) worden
gekweekt als gebruikt voor de uiteindelijke test, moeten zij ten minste 24 uur en maximaal drie dagen worden
geacclimatiseerd. In eerste instantie moet een groter aantal volwassen dieren worden geacclimatiseerd dan voor
de uitvoering van de test benodigd is, om rekening te houden met de mogelijke afkeuring van beschadigde of
anderszins ongeschikte exemplaren. Aan het eind van de acclimatiseringsperiode worden voor de test enkel
wormen geselecteerd die eitjes hebben en geen gedragsafwijkingen vertonen (bv. uit de grond proberen te
ontsnappen). De wormen worden voorzichtig met een juwelierspincet, haken of ogen verwijderd en geplaatst in
een petrischaal met een kleine hoeveelheid zoet water. Synthetisch zoet water als voorgesteld in hoofdstuk C.20
van deze bijlage (Daphnia magna voortplantingstest) heeft voor dit doel de voorkeur, omdat gedeioniseerd,
gedemineraliseerd of kraanwater schadelijk kan zijn voor de wormen. De wormen worden onder een stereomi-
croscoop geinspecteerd, en wormen die geen eitjes bevatten worden verwijderd. Mijten en springstaarten die de
culturen mogelijk hebben geinfecteerd, worden zorgvuldig verwijderd. Gezonde wormen die niet voor de test
worden gebruikt, worden teruggeplaatst in de stamcultuur.

Bereiding van testconcentraties
In water oplosbare teststof

19. Een oplossing van de teststof wordt bereid in gedeioniseerd water in een hoeveelheid die voldoende is voor alle
replicaten van één testconcentratie. Aanbevolen wordt een passende hoeveelheid water te gebruiken om het
vereiste vochtgehalte te bereiken, d.w.z. 40 tot 60 % van WHV,___ (zie punt 13). Elke oplossing van de teststof
wordt grondig door één batch vooraf bevochtigde grond gemengd voordat de grond in het testvat wordt
gedaan.

In water onoplosbare teststof

20. Indien de teststof niet in water oplosbaar is, maar wel oplosbaar in organische oplosmiddelen, kan de teststof
worden opgelost in een zo klein mogelijk volume van een geschikt organisch oplosmiddel (bv. aceton). Enkel
vluchtige oplosmiddelen mogen worden gebruikt. Het oplosmiddel wordt op een kleine hoeveelheid, bv. 2.5 g,
fijn kwartszand gespoten of daarmee vermengd. Het oplosmiddel wordt verwijderd door het gedurende ten
minste één uur in een afzuigkast te verdampen. Het mengsel van kwartszand en teststof wordt toegevoegd aan
de vooraf bevochtigde grond en, na toevoeging van een passende hoeveelheid gedeioniseerd water, grondig
gemengd om het vereiste vochtgehalte te verkrijgen. Het uiteindelijke mengsel wordt in de testvaten gedaan.

21. Voor chemische stoffen die slecht in water en slecht in organische oplosmiddelen oplosbaar zijn, kan het
equivalent van 2,5 g fijngemalen kwartszand per testvat worden gemengd met de hoeveelheid teststof die
nodig is om de gewenste testconcentratie te verkrijgen. Dit mengsel van kwartszand en teststof wordt
toegevoegd aan de vooraf bevochtigde grond en, na toevoeging van een passende hoeveelheid gedeioniseerd
water, grondig gemengd om het vereiste vochtgehalte te verkrijgen. Het uiteindelijke mengsel wordt verdeeld
over de testvaten. De procedure wordt voor iedere testconcentratie herhaald en tevens wordt een passende
controlegroep bereid.

22. Stoffen mogen normaal gesproken niet worden getest bij concentraties die hoger zijn dan 1 000 mg/kg droge
massa grond. Testen bij hogere concentraties kan voor de doelstellingen van een specificke test echter
noodzakelijk zijn.

UITVOERING VAN DE PROEVEN
Test-en controlegroepen

23. Voor elke testconcentratie wordt een hoeveelheid testgrond overeenkomend met 20 g drooggewicht in het
testvat gedaan (zie de punten 19-21). Er worden ook controles, zonder de teststof, voorbereid. Aan elk vat
wordt voeding toegevoegd overeenkomstig de in punt 29 beschreven procedures. Aan elk testvat worden
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willekeurig tien wormen toegewezen. De wormen worden voorzichtig naar elk testvat overgebracht en met
behulp van bijvoorbeeld een juwelierspincet, haken of ogen op de oppervlakte van de grond geplaatst. Het
aantal replicaten voor testconcentraties en voor controles hangt af van de gebruikte testopzet (zie punt 34). De
testvaten worden willekeurig in de testincubator geplaatst en deze posities worden wekelijks opnieuw gerando-
miseerd.

24. Als voor de toevoeging van de teststof een oplosmiddel wordt gebruikt, moet er naast de testreeksen één
controlereeks zijn die besproeid kwartszand of kwartszand vermengd met oplosmiddel bevat. De concentratie
van het oplosmiddel of dispergeermiddel moet dezelfde zijn als die in de vaten met de teststof. Er moet een
controlereeks met extra kwartszand (2,5 g per vat) worden uitgevoerd voor stoffen die moeten worden
toegediend overeenkomstig de in punt 21 beschreven procedures.

Testomstandigheden

25. De testtemperatuur is 20 + 2 °C. Om wormen te ontmoedigen uit de grond te ontsnappen, wordt de test
uitgevoerd bij gecontroleerde licht-donkercycli (bij voorkeur 16 uur licht en 8 uur donker), met een verlichting
van 400 tot 800 lux in het gebied van de testvaten.

26. Om de vochtigheidsgraad van de grond te controleren, worden de vaten aan het begin van de test en
vervolgens één keer per week gewogen. Gewichtsverlies wordt aangevuld door de toevoeging van een passende
hoeveelheid gedeioniseerd water. Er zij opgemerkt dat het vochtverlies kan worden beperkt door in de testin-
cubator een hoge luchtvochtigheid (> 80 %) te handhaven.

27. Het vochtgehalte en de pH moeten aan het begin en aan het eind van de bereikbepalingstest en de definitieve
test worden gemeten. De metingen moeten geschieden in de controlegrondmonsters en in de behandelde
grondmonsters (alle concentraties) die op dezelfde wijze zijn bereid en worden bewaard als de testculturen,
maar geen wormen bevatten. Aan deze grondmonsters mag uitsluitend aan het begin van de test voedsel
worden toegevoegd om de microbiéle activiteit te bevorderen. De hoeveelheid toegevoegd voedsel moet gelijk
zijn aan die van de testculturen. Het is niet nodig om tijdens de test verder voedsel aan deze vaten toe te
voegen.

Voeding

28. Er mag voedsel worden gebruikt dat de populatie enchytreeén in stand kan houden. Havervlokken, bij
voorkeur v66r gebruik in een autoclaaf gesteriliseerd om microbiéle besmetting te voorkomen (verhitting is
ook geschikt) zijn als voedingsstof geschikt bevonden.

29. Voedsel wordt de eerst keer verstrekt door v66r de plaatsing van de wormen 50 mg gemalen havervlokken met
de grond in elk vat te vermengen. Daarna wordt wekelijks tot en met dag 21 voedsel verstrekt. Op dag 28
wordt geen voeding verstrekt, omdat de volwassen dieren in die fase zijn verwijderd en de jonge wormen vanaf
dit punt relatief weinig aanvullende voeding nodig hebben. De voeding tijdens de test bestaat uit 25 mg
gemalen havervlokken per vat en wordt voorzichtig op het oppervlak van de grond aangebracht om
beschadiging van de wormen te vermijden. Om schimmelgroei te beperken moeten de havervlokken in de
grond worden begraven door ze te bedekken met kleine hoeveelheden grond. Als het voedsel niet volledig
wordt opgegeten, moet de portie worden verkleind.

Opzet van de bereikbepalingstest

30. Indien nodig wordt een bereikbepalingstest uitgevoerd met bijvoorbeeld vijf teststofconcentraties van 0,1, 1,0,
10, 100 en 1 000 mg/kg (drooggewicht grond). Eén replicaat voor elke behandeling en controle volstaat.

31. De bereikbepalingstest duurt twee weken. Aan het eind van de test wordt de mortaliteit van de wormen
beoordeeld. Een worm wordt als dood geregistreerd indien hij niet reageert op een mechanische stimulus op de
kop. Aanvullende informatie over de mortaliteit kan ook nuttig zijn om de reeks concentraties voor de
definitieve test vast te stellen. Veranderingen in het gedrag van de volwassen dieren (bv. onvermogen om in de
grond te graven, bewegingsloos tegen de glazen wand van het testvat liggen) en de morfologie van de
volwassen dieren (bv. de aanwezigheid van open wonden) moeten daarom ook worden geregistreerd, evenals
de aanwezigheid van eventuele nakomelingen. Dit laatste kan worden vastgesteld aan de hand van de in
aanhangsel 6 beschreven kleuringsmethode.
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32. De LC,, kan worden geschat door het meetkundig gemiddelde van de mortaliteitsgegevens te berekenen. Bij het
vaststellen van het concentratiebereik voor de definitieve test worden de effecten op de voortplanting geacht
maximaal een factor 10 kleiner te zijn dan de LC,,. Dit is echter een empirisch verband dat in specifieke
gevallen anders kan zijn. Aanvullende waarnemingen die tijdens de bereikbepalingstest worden gedaan, zoals
het voorkomen van nakomelingen, kunnen het concentratiebereik van de teststof dat in de definitieve test moet
worden gebruikt, helpen verfijnen.

33. Voor een nauwkeurige bepaling van de LCy, wordt aanbevolen de test uit te voeren met ten minste vier
replicaten elk van de teststofconcentratie en een toereikend aantal concentraties om ten minste vier statistisch
significant verschillende gemiddelde responsen op deze concentraties te veroorzaken. Indien van toepassing
wordt voor de controles hetzelfde aantal concentraties en replicaten gebruikt.

Opzet van de definitieve voortplantingstest

34. Op basis van de aanbevelingen voortvloeiende uit een ringtest (2) worden drie opzetten voorgesteld.

— Voor de bepaling van de NOEC moeten ten minste vijf concentraties worden getest die een meetkundige
reeks vormen. Aanbevolen wordt vier replicaten voor elke testconcentratie plus acht controles te gebruiken.
De concentraties moeten worden gekozen met intervallen die onderling verschillen met een factor van niet
meer dan 1,8.

— Voor de bepaling van de EC, (bv. EC,,, EC,,) moeten ten minste vijf concentraties worden getest en moet de
EC, in het concentratiebereik liggen om bepaling van EC, door interpolatie in plaats van extrapolatie
mogelijk te maken. Het wordt aanbevolen ten minste vier replicaten voor elke testconcentratie en vier
replicaten voor de controles te gebruiken. De intervalsfactor kan variéren, d.w.z. kleiner dan of gelijk aan
1,8 in het verwachte effectbereik en groter dan 1,8 bij de hogere en lagere concentraties.

— Een gecombineerde aanpak maakt het mogelijk om zowel de NOEC als de EC, te bepalen. Er moeten acht
behandelingsconcentraties die een meetkundige reeks vormen, worden gebruikt. Aanbevolen wordt vier
replicaten voor iedere behandeling plus acht controles te gebruiken. De concentraties moeten worden
gekozen met intervallen die onderling verschillen met een factor van niet meer dan 1,8.

35. Er moeten tien volwassen wormen per testvat worden gebruikt (zie punt 23). Voedsel wordt aan het begin van
de test en vervolgens één keer per week aan de testvaten toegevoegd (zie punt 29) tot en met dag 21. Op
dag 21 worden de grondmonsters voorzichtig met de hand doorzocht, worden de levende volwassen wormen
geobserveerd en geteld en worden veranderingen in het gedrag (bv. onvermogen om in de grond te graven,
bewegingsloos tegen de glazen wand van het testvat liggen) en de morfologie (bv. de aanwezigheid van open
wonden) geregistreerd. Alle volwassen wormen worden vervolgens uit de testvaten en de testgrond verwijderd.
De testgrond die geproduceerde cocons bevat, wordt nog eens drie weken onder dezelfde testomstandigheden
geincubeerd, behalve dat enkel op dag 35 voedsel wordt toegevoegd (d.w.z. 25 mg gemalen havervlokken per
vat).

36. Na zes weken worden de nieuw uitgekomen wormen geteld. De methode gebaseerd op kleuring met Bengaals
rood (zie aanhangsel 6) wordt aanbevolen, maar er is ook aangetoond dat andere natte (maar niet warme)
extractie- en drijftechnieken (zie aanhangsel 6) geschiktheid zijn (4)(10)(11)(20). Kleuring met Bengaals rood
wordt aanbevolen, omdat natte extractie uit een grondsubstraat hinder kan ondervinden van troebelheid als
gevolg van gesuspendeerde kleideeltjes.

Limiettest

37. Als bijj de hoogste concentratie in de bereikbepalingstest (d.w.z. 1 000 mg/kg) geen effecten worden
waargenomen, kan de voortplantingstest worden uitgevoerd als een limiettest, waarbij 1 000 mg/kg wordt
gebruikt om aan te tonen dat de NOEC voor de voortplanting groter is dan deze waarde.
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Samenvatting en tijdschema van de test

38. De stappen van de test kunnen als volgt worden samengevat:

Tijdstip

Bereikbepalingstest

Definitieve test

Dag — 7 of eerder

Bereid kunstmatige grond (mengen
van droge bestanddelen)

— Bereid kunstmatige grond (mengen

van droge bestanddelen)

Dag - 5 — Controleer de pH van de kunstma- Controleer de pH van de kunstmatige
tige grond grond
— Meet WHV__ van de grond Meet WHV,__van de grond
Dag - 5 tot - 3 — Sorteer de wormen voor acclimati- Sorteer de wormen voor acclimatise-
sering ring
Dag - 3 tot 0 — Acclimatiseer de wormen gedurende Acclimatiseer de wormen gedurende
ten minste 24 uur ten minste 24 uur
Dag - 1 — Bevochtig vooraf de kunstmatige Bevochtig vooraf de kunstmatige
grond en verdeel de grond in bat- grond en verdeel de grond in batches
ches
Dag 0 — Bereid stamoplossingen Bereid stamoplossingen
— Breng teststof aan Breng teststof aan
— Weeg het testsubstraat af in de test- Weeg het testsubstraat af in de testva-
vaten ten
— Meng het voedsel erdoorheen Meng het voedsel erdoorheen
— Plaats de wormen Plaats de wormen
— Meet de pH en het vochtgehalte van Meet de pH en het vochtgehalte van
de grond de grond
Dag 7 — Controleer het vochtgehalte van de Controleer het vochtgehalte van de
grond grond
Geef voedsel
Dag 14 — Bepaal de mortaliteit van de volwas- Controleer het vochtgehalte van de
sen dieren grond
— Schat het aantal nakomelingen Geef voedsel
— Meet de pH en het vochtgehalte van
de grond
Dag 21 Observeer het gedrag van de volwas-
sen dieren
Verwijder de volwassen dieren
Bepaal de mortaliteit van de volwas-
sen dieren
Controleer het vochtgehalte van de
grond
Geef voedsel
Dag 28 Controleer het vochtgehalte van de

grond

— Geef géén voedsel




L 54/108 Publicatieblad van de Europese Unie 1.3.2016

Tijdstip Bereikbepalingstest Definitieve test

Dag 35 — Controleer het vochtgehalte van de
grond

— Geef voedsel

Dag 42 — Tel de jonge wormen

— Meet de pH en het vochtgehalte van
de grond

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Verwerking van de resultaten

39. Hoewel aanhangsel 7 een overzicht bevat, wordt in deze testmethode geen definitieve statistische richtsnoer
voor de analyse van de testresultaten gegeven.

40. In de bereikbepalingstest is het belangrijkste eindpunt de mortaliteit. Veranderingen in het gedrag (bv.
onvermogen om in de grond te graven, bewegingsloos tegen de glazen wand van het testvat liggen) en de
morfologie (bv. de aanwezigheid van open wonden) van de volwassen wormen moeten echter ook worden ge-
registreerd, evenals de aanwezigheid van eventuele nakomelingen. Normaal gesproken moet probit-analyse (21)
of logistische regressie worden toegepast om de LCj, te bepalen. In gevallen waarin deze analysemethode niet
geschikt is (bv. als er minder dan drie concentraties met gedeeltelijke sterfte beschikbaar zijn), kunnen echter
andere methoden worden gebruikt. Tot deze methoden behoren onder andere voortschrijdende gemiddelden
(22), de getrimde Spearman-Karber-methode (23) of eenvoudige interpolatie (bv. meetkundig gemiddelde van
LC, en LC,,,, berekend als de vierkantswortel van LC, vermenigvuldigd met LC,,,).

41. In de definitieve test is de vruchtbaarheid (d.w.z. het aantal voortgebrachte jonge dieren) het eindpunt van de
test. Net als in de bereikbepalingstest moeten echter ook hier alle andere schadelijke tekenen worden geregis-
treerd in het eindverslag. De statistische analyse vereist dat het rekenkundig gemiddelde en de standaardaf-
wijking per behandeling en per controle voor de voortplanting worden berekend.

42. Als een variantieanalyse is uitgevoerd, kunnen de standaardafwijking (s) en het aantal vrijheidsgraden (df)
worden vervangen door respectievelijk de schatting van de gepoolde variantie verkregen uit de ANOVA en haar
aantal vrijheidsgraden, mits de variantie niet afhankelik is van de concentratie. Gebruik in dit geval de
afzonderlijke varianties van de controle en de behandelingen. Deze waarden worden doorgaans berekend door
commerciéle statistische software met de resultaten per vat als replicaten. Als het poolen van de gegevens voor
de negatieve en oplosmiddelcontroles redelijk lijkt, in plaats van het toetsen tegen een hiervan, moet worden
getoetst of ze niet significant verschillen (zie punt 45 en aanhangsel 7 voor geschikte toetsen).

43. De verdere statistische toetsen en gevolgtrekkingen hangen af van de vraag of de replicaatwaarden normaal
verdeeld zijn en homogeen zijn voor wat betreft hun variantie.

Schatting van NOEC

44. De toepassing van krachtige toetsen heeft de voorkeur. Er dient gebruik te worden gemaakt van informatie uit
bv. eerdere ervaring met ringtesten of andere historische gegevens over de vraag of gegevens ongeveer normaal
verdeeld zijn. Homogeniteit van variantie (homoscedasticiteit) is crucialer. De ervaring leert dat de variantie
vaak toeneemt bij een hoger gemiddelde. In deze gevallen zou een gegevenstransformatie kunnen leiden tot
homoscedasticiteit. Een dergelijke transformatie moet echter worden gebaseerd op de ervaring met historische
gegevens in plaats van op gegevens van het lopende onderzoek. Bij homogene gegevens moeten multipele t-
toetsen zoals de Williams-toets (a = 0,05, eenzijdig) (24)(25) of in bepaalde gevallen de toets van Dunnett (26)
(27) worden uitgevoerd. Er zij opgemerkt dat in het geval van ongelijke aantallen replicaten de tabel met t-
waarden moet worden aangepast zoals voorgesteld door Dunnett en Williams. Soms nemen de responsen als
gevolg van grote variatie niet regelmatig toe of af. In het geval van een sterke afwijking van monotoniciteit is
de toets van Dunnett geschikter. Als er afwijkingen van homoscedasticiteit zijn, kan het redelijk zijn om
mogelijke effecten op varianties nader te onderzoeken om te bepalen of de t-toetsen kunnen worden toegepast
zonder al te zeer aan statistisch onderscheidingsvermogen in te boeten (28). Anders kan een multipele
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Mann-Whitney-toets, bv. de Bonferroni-toets volgens Holm (29), of wanneer deze gegevens heteroscedasticiteit
vertonen maar anderszins consistent zijn met een onderliggende monotone dosis-respons, een andere
verdelingsvrije toets (bv. Jonckheere-Terpstra (30) (31) of Shirley (32) (33)) worden toegepast, en deze zal
doorgaans de voorkeur hebben boven t-toetsen voor ongelijke varianties. (Zie ook het schema in aanhangsel 7.)

45. Als een limiettest is uitgevoerd en er is voldaan aan de voorwaarden van parametrische toetsprocedures
(normaliteit, homogeniteit), kan de gepaarde t-toets worden gebruikt, of anders de Mann-Whitney-toets (29).

Schatting van EC,

46. Om een EC -waarde te berekenen worden de gemiddelden per behandeling gebruikt voor regressieanalyse
(lineair of niet-lineair), nadat een passende dosis-responsfunctie is verkregen. Voor de groei van wormen als een
continue respons kunnen EC -waarden worden geschat met behulp van geschikte regressieanalyse (35). Tot de
geschikte functies voor binaire gegevens (mortaliteit/overleving en aantal geproduceerde nakomelingen)
behoren de normale sigmoide, logistische of Weibull-functies, met twee tot vier parameters, waarvan sommige
ook hormetische responsen kunnen modelleren. Als een dosis-responsfunctie werd gefit door lineaire regressie-
analyse, moet bij de regressieanalyse een significante r? (determinatiecoéfficiént) en/of helling worden gevonden
voordat de EC_ kan worden geschat door in de door de regressieanalyse gevonden vergelijking een waarde in te
vullen die overeenkomt met x % van het controlegemiddelde. De 95 %-betrouwbaarheidsgrenzen worden
berekend overeenkomstig Fieller (geciteerd in Finney (21)) of andere passende moderne methoden.

47. De respons kan ook worden gemodelleerd als een percentage of proportie van de modelparameter die wordt
geinterpreteerd als de gemiddelde respons van de controle. In deze gevallen kan de normale (logistische,
Weibull) sigmoide curve vaak gemakkelijk aan de resultaten worden gefit met de probit-regressieprocedure (21).
In deze gevallen moet de weegfunctie aan de metrische responsen worden aangepast zoals aangegeven door
Christensen (36). Als echter hormese is waargenomen, moet probit-analyse worden vervangen door een
logistische of Weibull-functie met vier parameters, die wordt gefit met een niet-lineaire regressieprocedure (36).
Als geen geschikte dosis-responsfunctie aan de gegevens kan worden gefit, kunnen alternatieve methoden
worden gebruikt om de EC, en de betrouwbaarheidsgrenzen te schatten, zoals voortschrijdende gemiddelden
volgens Thompson (22) en de getrimde Spearman-Karber-methode (23).

TESTVERSLAG

48. In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:
Teststof:
— fysische aard en relevante fysisch-chemische eigenschappen (bv. oplosbaarheid in water, dampspanning);

— chemische naam volgens de IUPAC-nomenclatuur, CAS-nummer, batch, partij, structuurformule en
zuiverheid van de teststof;

— datum waarop de geldigheidsduur van het monster verstrijkt.

Diersoort:

— gebruikte testdieren: soort, wetenschappelijke naam, bron van de organismen en kweekomstandigheden.
Testomstandigheden:

— ingrediénten en bereiding van de kunstmatige grond;

— wijze van aanbrengen van de teststof;

— beschrijving van de testomstandigheden, met inbegrip van de temperatuur, het vochtgehalte, de pH, enz.;

— volledige beschrijving van de testopzet en procedures.
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Testresultaten:

— mortaliteit van de volwassen wormen na twee weken en het aantal nakomelingen aan het eind van de
bereikbepalingstest;

— mortaliteit van de volwassen wormen na drie weken blootstelling en de volledige gegevens over
nakomelingen aan het eind van de definitieve test;

— eventuele waargenomen fysieke of pathologische symptomen en gedragsveranderingen in de testorga-
nismen;

— de LC,,, de NOEC en/of EC, (bv. EC,, EC,,) voor de voortplanting als een of meer hiervan van toepassing
zijn, met betrouwbaarheidsintervallen en een grafiek van het gefitte model dat is gebruikt voor de
berekening ervan, en alle informatie en waarnemingen die van nut zijn voor de interpretatie van de
resultaten.

Afwijkingen van de procedures beschreven in deze testmethode en alle ongebruikelijke voorvallen tijdens de

test.
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Aanhangsel 1

Definities

Voor de toepassing van deze testmethode worden de volgende definities gehanteerd:
Stof betekent een substantie of mengsel.

EC, (Effect concentration for x % effect) is de concentratie die binnen een bepaalde blootstellingstijd x % van een
effect op testorganismen veroorzaakt ten opzichte van een controle. In deze test worden de effectconcentraties
uitgedrukt als een massa van de teststof per droge massa van de testgrond.

LC, (No lethal concentration) is de concentratie van een teststof die binnen een bepaalde blootstellingstijd geen van
de blootgestelde testorganismen doodt. In deze test wordt de LC, uitgedrukt als een massa van de teststof per droge
massa van de testgrond.

LC;, (Median lethal concentration) is de concentratie van een teststof die binnen een bepaalde blootstellingstijd 50 %
van de blootgestelde testorganismen doodt. In deze test wordt de LC,, uitgedrukt als een massa van de teststof per
droge massa van de testgrond.

LC,,, (Totally lethal concentration) is de concentratie van een teststof die binnen een bepaalde blootstellingstijd
100 % van de blootgestelde testorganismen doodt. In deze test wordt de LC,,, uitgedrukt als een massa van de
teststof per droge massa van de testgrond.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) is de laagste concentratie van een teststof die tot een statistisch
significant effect (p < 0,05) leidt. In deze test wordt de LOEC uitgedrukt als een massa van de teststof per droge
massa van de testgrond. Alle geteste concentraties boven de LOEC moeten gewoonlijk een effect laten zien dat
statistisch afwijkt van de controle. Alle afwijkingen van het bovenstaande bij het vaststellen van de LOEC moeten in
het testverslag worden verantwoord.

NOEC (No Observed Effect Concentration) is de hoogste concentratie van de teststof direct onder de LOEC waarbij
geen effect wordt waargenomen. In deze test heeft de concentratie die overeenkomt met de NOEC geen statistisch
significant effect (p < 0,05) binnen een bepaalde blootstellingsperiode in vergelijking met de controle.

Voortplantingssnelheid is het gemiddelde aantal jonge wormen op een bepaald aantal volwassen wormen dat
gedurende de testperiode wordt geproduceerd.

Teststof betekent alle volgens deze testmethode geteste stoffen en mengsels.
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Aanhangsel 2

Bepaling van het maximale waterhoudend vermogen

Bepaling van het waterhoudend vermogen van de kunstmatige grond
De volgende methode is geschikt bevonden. Zij is beschreven in bijlage C bij ISO DIS 11268-2.

Verzamel met een geschikt apparaat (grondboorbuis enz.) een vastgestelde hoeveelheid testgrondsubstraat (bv. 5 g).
Bedek de onderkant van de buis met een stuk filterpapier, vul een waterbad en plaats de buis op een rek in het bad.
De buis zou geleidelijk onder water moeten komen te staan, tot het water de bovenkant van de grond bereikt. Laat
de buis gedurende ongeveer drie uur in het water. Niet alle water dat door de bodemcapillairen wordt geabsorbeerd,
kan worden vastgehouden. Laat het grondmonster daarom gedurende twee uur uitlekken door de buis op een bed
van zeer nat fijngemalen kwartszand in een afgesloten vat te plaatsen (om droging te voorkomen). Het monster
moet vervolgens worden gewogen, gedroogd tot een constante massa bij 105 °C. Het waterhoudend vermogen
(WHV) kan vervolgens als volgt worden berekend:

S D

WHYV (in % van droge massa) = % x 100

waarbij:

S

met water verzadigd substraat + massa van buis + massa van filterpapier
= leeggewicht (massa van buis + massa van filterpapier)

D

droge massa van substraat

LITERATUUR:

ISO (International Organization for Standardization) (1996). Soil Quality -Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida). Part 2: Determination of effects on reproduction, No. 11268-2. 1SO, Geneve.
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Aanhangsel 3

Bepaling van de pH van de grond

De volgende methode voor het bepalen van de pH van een grondmonster is gebaseerd op de beschrijving in ISO
10390 (Bodemkwaliteit — Bepaling van de pH-waarde).

Een vastgestelde hoeveelheid grond wordt gedurende ten minste 12 uur bij kamertemperatuur gedroogd. Vervolgens
wordt een suspensie van de grond (die ten minste 5 g grond bevat) gemaakt in vijf keer zijn volume van hetzij een
1 M-oplossing van analytisch zuiver kaliumchloride (KCl) of een 0,01 M-oplossing van analytisch zuiver calcium-
chloride (CaCl,). De suspensie wordt daarna vijf minuten lang goed geschud. Na het schudden krijgt de suspensie ten
minste 2 uur, maar niet langer dan 24 uur, gelegenheid om te bezinken. Daarna wordt de pH van de vloeibare fase
gemeten met een pH-meter die vo6r elke meting is geijkt met een passende reeks bufferoplossingen (bv. pH 4,0 en
7,0).

LITERATUUR:

ISO (International Organization for Standardization) (1994). Soil Quality — Determination of pH, No. 10390. ISO,
Geneve.
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Aanhangsel 4

Kweekomstandigheden van Enchytraeus sp.

Enchytreeén van de soort Enchytraeus albidus (alsmede andere Enchytraeus-soorten) kunnen worden gekweekt in grote
plastic bakken (bv. 30 x 60 x 10 cm) die gevuld zijn met een 1:1-mengsel van kunstmatige grond en natuurlijke,
niet verontreinigde tuinaarde. Compostmateriaal moet worden vermeden, aangezien dit toxische stoffen zoals zware
metalen kan bevatten. Voordat de grond wordt gebruikt, moet alle fauna eruit worden verwijderd (bv. door
diepvriezen). Een substraat van uitsluitend kunstmatige grond kan ook worden gebruikt, maar de voortplantings-
snelheid zou lager kunnen zijn dan bij gebruik van een substraat van gemengde grond. Het substraat dat voor de
kweek wordt gebruikt, moet een pH van 6,0 £ 0,5 hebben.

De cultuur moet op een temperatuur tussen 15 °C en 20 °C # 2 °C worden gehouden. Temperaturen hoger dan 23 °
C moeten worden vermeden. De grond moet vochtig worden gehouden, maar niet nat. Bij de juiste vochtig-
heidsgraad van de grond verschijnen kleine druppels water tussen de vingers wanneer men de grond lichtjes in de
hand knijpt. Het ontstaan van anoxische omstandigheden moet worden vermeden door ervoor te zorgen dat deksels
op kweekbakken voldoende uitwisseling van gassen met de lucht mogelijk maken. De grond moet elke week
voorzichtig worden losgemaakt om de beluchting te bevorderen.

De wormen kunnen worden gevoed met havervlokken. De havervlokken moeten in een afgesloten verpakking
worden bewaard en moeten voor gebruik in een autoclaaf worden gesteriliseerd of worden verhit om infestering met
meelmijten (bv. Glycyphagus sp., Astigmata, Acaring) of roofmijten (bv. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida,
Acaring) te voorkomen. Na een warmtebehandeling moet het voedsel worden vermalen, zodat het gemakkelijk op
het grondoppervlak kan worden gestrooid. Van tijd tot tijd kunnen de havervlokken worden aangevuld met
vitaminen, melk en levertraan. Andere geschikte voedselbronnen zijn bakkersgist of het visvoer ,TetraMin”.

De voeding wordt ongeveer twee keer per week verstrekt. Een passende hoeveelheid havervlokken wordt op het
grondoppervlak gestrooid of voorzichtig in het substraat gemengd wanneer de grond wordt losgemaakt om de
beluchting te bevorderen. De absolute hoeveelheid verstrekt voedsel hangt af van het aantal wormen in het substraat.
Als richtsnoer, moet de hoeveelheid voedsel worden verhoogd als deze binnen één dag na verstrekking helemaal is
geconsumeerd. Omgekeerd, moet de hoeveelheid voedsel worden verlaagd als er op het moment van de tweede
voeding (één week later) nog steeds voedsel op het oppervlak aanwezig is. Verontreinigd voedsel met schimmelgroei
moet worden verwijderd en vervangen. Na drie maanden moeten de wormen worden overgebracht naar een vers
bereid substraat.

De kweekomstandigheden worden toereikend geacht als de wormen: (a) niet proberen het grondsubstraat te verlaten,
(b) zich snel door de grond voortbewegen, (c) een glanzend buitenoppervlak hebben waaraan geen gronddeeltjes
kleven, (d) een min of meer wittige kleur hebben, en (e) als er wormen van verschillende leeftijden zichtbaar zijn in
de culturen en (f) de wormen zich voortdurend voortplanten.
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Aanhangsel 5

Uitvoering van de test met andere Enchytraeus-soorten
Keuze van de soorten

Er mogen andere soorten dan E. albidus worden gebruikt, maar de testprocedure en de geldigheidscriteria moeten in
dat geval dienovereenkomstig worden aangepast. Omdat veel Enchytraeus-soorten gemakkelijk verkrijgbaar zijn en op
bevredigende wijze in het laboratorium kunnen worden gehouden, zijn het belangrijkste criterium voor het kiezen
van een andere soort dan E. albidus het ecologisch belang en, daarnaast, de relatieve gevoeligheid. Er kunnen ook
formele redenen zijn om een andere soort te kiezen. Zo zal het in landen waar E. albidus niet voorkomt en niet kan
worden geimporteerd (bv. vanwege quarantainebeperkingen), nodig zijn een andere Enchytraeus-soort te gebruiken.

Voorbeelden van geschikte alternatieve soorten

— Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992): In de afgelopen jaren is deze soort vaak gebruikt in ecotoxicolo-
gische studies vanwege de eenvoud van kweken en testen. De soort is echter klein en dit maakt de hantering
moeilijker in vergelijking met Enchytraeus albidus (vooral in de fasen v66r gebruik van de kleuringsmethode). Het
staat niet vast dat E. crypticus in het veld voorkomt, aangezien de soort alleen in regenwormculturen is
beschreven. De ecologische behoeften van de soort zijn derhalve onbekend.

— Enchytraeus buchholzi (Vejdovsky 1879): Deze naam dekt waarschijnlijk een groep nauwverwante soorten die
morfologisch moeilijk van elkaar te onderscheiden zijn. Het gebruik van de soort in tests wordt afgeraden, tenzij
kan worden vastgesteld tot welke soort de in een test te gebruiken afzonderlijke wormen behoren. E. buchholzi
komt gewoonlijk voor in weiden en op verstoorde plekken, zoals wegkanten.

— Enchytraeus luxuriosus: Deze soort stond oorspronkelijk bekend als E. ,minutus”, maar is onlangs beschreven (1).
Hij werd voor het eerst aangetroffen door U. Graefe (Hamburg) in een weide in de buurt van St. Peter-Ording
(Schleswig-Holstein, Duitsland). E. luxuriosus is ongeveer half zo groot als E. albidus, maar is groter dan de andere
soorten die hier worden besproken; deze soort kan daardoor een goed alternatief zijn voor E. albidus.

— Enchytraeus bulbosus (Nielsen & Christensen 1963): Deze soort is tot nu toe aangetroffen in Duitse en Spaanse
minerale gronden, waar de soort algemeen voorkomt, maar gewoonlijk niet zeer talrifk is. De soort is
gemakkelijk te herkennen vergeleken met andere kleine soorten van dit geslacht. Er is niets bekend over het
gedrag van de soort in laboratoriumtests of over zijn gevoeligheid voor chemische stoffen. De soort blijkt echter
wel gemakkelijk te kweken (E. Belotti, persoonlijke mededeling).

Kweekomstandigheden

Alle hierboven genoemde Enchytraeus-soorten kunnen in dezelfde substraten worden gekweekt als gebruikt voor E.
albidus. Door de kleinere omvang van de wormen kunnen de kweekbakken kleiner zijn. Weliswaar kan dezelfde
voeding worden gebruikt, maar de portiegrootte moet worden aangepast. De levenscyclus van deze soorten is korter
dan die van E. albidus en er moet vaker voedsel worden verstrekt.

Testomstandigheden

De testomstandigheden zijn doorgaans dezelfde als gelden voor E. albidus, behalve:
— de omvang van het testvat kan kleiner zijn, maar dat hoeft niet;

— de duur van de voortplantingstest kan korter zijn, d.w.z. vier in plaats van zes weken, maar dat hoeft niet; de
duur van de bereikbepalingstest mag echter niet worden gewijzigd;

— gelet op de geringe grootte van de jonge wormen wordt het gebruik van de kleuringsmethode voor het tellen ten
zeerste aanbevolen;

— het geldigheidscriterium voor ,het aantal jonge wormen per testvat in de controle” moet worden vervangen door
»50".
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Aanhangsel 6

Gedetailleerde beschrijving van extractietechnieken
Kleuring met Bengaals rood

Deze methode, die oorspronkelijk werd ontwikkeld in de limnische ecologie (1), werd voor het eerst voor het tellen
van jonge enchytreeén in de Enchytraeidae-voortplantingstest voorgesteld door W. de Coen (Universiteit van Gent,
Belgi€). Onafhankelijk hiervan werd een gewijzigde versie (Bengaals rood gemengd met formaldehyde in plaats van
ethanol) ontwikkeld door het RIVM in Bilthoven, Nederland (2)(3).

Aan het eind van de definitieve test (d.w.z. na zes weken) moet de grond in de testvaten worden overgebracht naar
een ondiepe houder. Voor dit doel kunnen een Bellaplast-bak of een fotobad met geribbelde bodem worden gebruikt;
laatstgenoemde is geschikt omdat de ,ribbels” de beweging van de wormen binnen het waarnemingsveld beperken.
De jonge wormen worden gefixeerd met ethanol (ca. 5 ml per replicaat). De vaten worden vervolgens gevuld met
water tot een laag van 1 tot 2 cm. Er worden enkele druppels (200 tot 300 pl) Bengaals rood (1 %-oplossing in
ethanol) toegevoegd (0,5 % eosine is een alternatief) en de twee bestanddelen worden voorzichtig gemengd. Na
12 uur moeten de wormen een rode kleur hebben gekregen en moeten ze gemakkelijk te tellen zijn, omdat ze op
het oppervlak van het substraat liggen. Het substraat/alcoholmengsel kan ook, als alternatief, worden gewassen door
een zeef (maaswijdte: 0,250 mm) voor het tellen van de wormen. Wanneer deze methode wordt toegepast, wordt de
kaoliniet, turf en een deel van het zand uitgewassen en zullen de roodgekleurde wormen gemakkelijker te zien en te
tellen zijn. Het gebruik van verlichte lenzen (lensgrootte ten minste 100 x 75 mm met een vergrotingsfactor van 2
tot 3x) zal het tellen ook vergemakkelijken.

De kleuringstechniek verkort de benodigde tijd voor het tellen tot een paar minuten per vat. In de regel zou één
persoon alle vaten van één test in maximaal twee dagen moeten kunnen beoordelen.

Natte extractie

Met de natte extractie moet worden begonnen zodra de test eindigt. De grond van elk testvat wordt in plastic zeven
met een maaswijdte van circa 1 mm geplaatst. De zeven worden vervolgens op zodanige wijze in plastic kommen
gehangen dat zij de bodem niet raken. De kommen worden voorzichtig met water gevuld tot de monsters in de
zeven volledig onder water staan. Om een recoverypercentage van meer dan 90 % van de aanwezige wormen te
waarborgen, moet een extractieperiode van 3 dagen bij 20 + 2 °C worden aangehouden. Aan het eind van de extrac-
tieperiode worden de zeven uit de kommen gehaald en wordt het water (behalve wanneer het om een kleine
hoeveelheid gaat) langzaam gedecanteerd, waarbij erop wordt gelet dat het sediment op de bodem van de kommen
niet wordt verstoord. De plastic kommen worden daarna licht geschud om het sediment te suspenderen in het
bovenstaande water. Het water wordt overgebracht in een petrischaal, en wanneer de gronddeeltjes zijn bezonken,
kunnen de enchytreeén worden geidentificeerd, verwijderd en geteld met behulp van een stereomicroscoop en een
zacht stalen tangetje.

Flotatie

In een notitie van R. Kuperman is een methode gebaseerd op flotatie beschreven (4). Nadat de inhoud van een
testvat met ethanol is gefixeerd, wordt de grond overstroomd met Ludox (AM-30 colloidaal silicium, 30 gewichts-
percent suspensie in water) tot een niveau van 10 tot 15 mm boven het grondoppervlak. Nadat de grond 2 tot
3 minuten grondig is gemengd met het flotatiemiddel, kunnen de jonge wormen die op het oppervlak drijven,
gemakkelijk worden geteld.
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Overzicht van de statistische beoordeling van gegevens (NOEC-bepaling)
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C.33. VOORTPLANTINGSTEST MET REGENWORMEN (EISENIA FETIDA/EISENIA ANDREI)

INLEIDING

1. Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtlijn (TG) 222 (2004) van de OESO. De test is opgezet om de
effecten van stoffen in de bodem op het voortplantingsresultaat (en andere subletale eindpunten) van de
regenwormsoorten Eisenia fetida (Savigny 1826) en Eisenia andrei (Andre 1963) te beoordelen (1)(2). De test is
onderworpen aan een ringtest (3). Er bestaat een testmethode voor de acute toxiciteitstest voor regenwormen
(4). Er is ook een aantal andere internationale en nationale richtsnoeren voor acute en chronische tests voor
regenwormen gepubliceerd (5)(6)(7)(8).

2. Eisenia fetida [Eisenia andrei worden beschouwd als vertegenwoordigers van bodemfauna en regenwormen in het
bijzonder. Achtergrondinformatie over de ecologie van regenwormen en hun gebruik in ecotoxicologische tests
is te vinden in (7)(9)(10)(11)(12).

PRINCIPE VAN DE TEST

3. Volwassen wormen worden blootgesteld aan een concentratiebereik van de teststof die door de grond is
gemengd of, in het geval van pesticiden, wordt aangebracht in of op de grond volgens procedures die
overeenkomen met het gebruikspatroon van de stof. De wijze van aanbrengen is specifiek voor het doel van de
test. Het bereik van testconcentraties wordt zo gekozen dat de concentraties die waarschijnlijk binnen een
periode van acht weken zowel subletale als letale effecten zullen hebben, binnen het bereik vallen. De effecten
op de mortaliteit en groei van de volwassen wormen worden na 4 weken blootstelling bepaald. De volwassen
wormen worden dan uit de grond verwijderd, en na nog eens 4 weken worden de effecten op de voortplanting
beoordeeld door het aantal nakomelingen te tellen dat in de grond aanwezig is. Het voortplantingsresultaat van
de wormen die zijn blootgesteld aan de teststof, wordt vergeleken met dat van de controle(s) om het volgende
te bepalen: (i) de concentratie waarbij geen effect wordt waargenomen (no observed effect concentration,
NOEC) en/of (i) EC, (bv. EC,,, EC,,) door met een regressiemodel een schatting te maken van de concentratie
die zou leiden tot een afname van het voortplantingsresultaat met x %. De EC, (bv. EC,,, EC,;) moet in het
bereik van de testconcentraties liggen, zodat de EC, kan worden bepaald door interpolatie in plaats van
extrapolatie (zie aanhangsel 1 voor definities).

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

4. Over de teststof moeten de volgende gegevens beschikbaar zijn om passende testprocedures te helpen opzetten:
— oplosbaarheid in water;
— log K,
— dampspanning;

— en, indien mogelijk, informatie over het lot en het gedrag in het milieu (bv. fotolyse- en hydrolysesnelheid
voor zover relevant voor aanbrengingspatronen).

5. Deze testmethode is van toepassing op alle stoffen, ongeacht hun oplosbaarheid in water. De testmethode is
niet van toepassing op vluchtige stoffen, d.w.z. stoffen waarvoor de Henry-constante of de lucht/water-
verdelingscoéfficiént groter dan één is, of op stoffen waarvoor de dampspanning bij 25 °C groter dan
0,0133 Pa is.

6. In deze testmethode wordt geen rekening gehouden met mogelijke afbraak van de teststof in de loop van de
test. Er kan dus niet worden aangenomen dat de blootstellingsconcentraties gedurende de gehele test hun
beginwaarde behouden. Een chemische analyse van de teststof aan het begin en het eind van de test is in dat
geval aanbevolen.
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REFERENTIESTOF

7. De NOEC enfof de EC, van een referentiestof moeten worden bepaald om zekerheid te verkrijgen dat de
testomstandigheden in het laboratorium toereikend zijn en om na te gaan dat de respons van de testorganismen
in de loop van de tijd niet statistisch wijzigt. Het is raadzaam ten minste één keer per jaar of, wanneer de test
met een vrij lage frequentie wordt uitgevoerd, tegelijk met de bepaling van de toxiciteit van een teststof een
referentiestof te testen. Carbendazim of benomyl zijn geschikte referentiestoffen waarvan is aangetoond dat zij
de voortplanting beinvloeden (3). Er zouden significante effecten moeten worden waargenomen tussen (a) 1 en
5 mg werkzaam bestanddeel (w.b.)/kg droge massa of (b) 250-500 g/ha of 25-50 mg/m?2. Indien in de testreeks
een positieve toxische standaard wordt opgenomen, wordt één concentratie gebruikt en moet het aantal
replicaten hetzelfde zijn als in de controles.

GELDIGHEID VAN DE TEST

8. Wil een testresultaat geldig zijn, dan moet in de controlegroep aan de volgende criteria worden voldaan:

— elk replicaat (10 volwassen wormen bevattende) moet aan het eind van de test > 30 nakomelingen hebben
voortgebracht;

— de variatiecoéfficiént van de voortplanting moet < 30 % zijn;
— de mortaliteit van volwassen wormen in de eerste 4 weken van de test moet < 10 % zijn.

Wanneer een test niet aan de hierboven genoemde geldigheidscriteria voldoet, moet de test worden beéindigd,
tenzij voortzetting van de test kan worden gemotiveerd. De motivering dient in het verslag te worden
opgenomen.

BESCHRIJVING VAN DE TEST
Benodigdheden

9.  Er moeten testvaten worden gebruikt die van glas of een ander chemisch inert materiaal gemaakt zijn en een
inhoud hebben van een tot twee liter. De vaten moeten een oppervlakte van de doorsnede van circa 200 cm?
hebben, zodat een vochtige substraatdikte van ongeveer 5-6 cm wordt bereikt wanneer 500 tot 600 g droge
massa substraat wordt toegevoegd. De afsluiting van de vaten moet zo zijn ontworpen dat uitwisseling van
gassen tussen het substraat en de lucht mogelijk is en licht wordt doorgelaten (bv. door middel van een
geperforeerd transparant deksel), maar wordt voorkomen dat de wormen ontsnappen. Als de gebruikte
hoeveelheid testsubstraat substantieel meer is dan 500 tot 600 g per testvat, moet het aantal wormen propor-
tioneel worden verhoogd.

10. Een standaard-laboratoriumuitrusting is vereist, in het bijzonder:
— droogkast;
— stereomicroscoop;
— pH-meter en fotometer;
— geschikte nauwkeurige weegschalen;
— adequate apparatuur voor temperatuurregeling;

— adequate apparatuur voor vochtigheidsregeling (niet noodzakelijk als de blootstellingsvaten een deksel

hebben);
— incubator of kleine kast met klimaatregelaar;
— pincet, haken of ogen;

— waterbad.

Bereiding van de kunstmatige grond

11. In deze test wordt een kunstmatige grond gebruikt (5)(7) met de volgende samenstelling (gebaseerd op
drooggewicht, gedroogd tot een constant gewicht bij 105 °C):

— 10 % veenmosturf (de pH moet zo dicht mogelijk bij 5,5 tot 6,0 liggen, zonder zichtbare plantenresten,
fijngemalen, gedroogd tot gemeten vochtgehalte);

— 20 % kaolienklei (met bij voorkeur meer dan 30 % kaoliniet);
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— 0,3 tot 1,0 % calciumcarbonaat (CaCO,, verpulverd, analytisch zuiver) om een beginwaarde van de pH te
verkrijgen van 6,0 + 0,5.

— 70 % luchtdroog kwartszand (afthankelijk van de benodigde hoeveelheid CaCO;), overwegend bestaande uit
fijn zand; meer dan 50 % van de deeltjes moet een grootte tussen 50 en 200 micron hebben.

Noot 1: De benodigde hoeveelheid CaCO, zal athangen van de bestanddelen van het grondsubstraat inclusief
voeding en moet worden bepaald door metingen van gronddeelmonsters direct vo6r de test. De pH wordt
gemeten in een gemengd monster in een 1 M-oplossing van kaliumchloride (KCl) of een 0,01 M-oplossing van
calciumchloride (CaCl,) (13).

Noot 2: Het gehalte organische koolstof van de kunstmatige grond kan worden verlaagd, bv. door vermindering
van het turfgehalte tot 4-5 % en dienovereenkomstige verhoging van het zandgehalte. Door een dergelijke
verlaging van het gehalte organische koolstof kan de adsorptie van de teststof aan de grond (organische
koolstof) afnemen en kan de beschikbaarheid van de teststof voor de wormen toenemen. Aangetoond is dat
Eisenia fetida kan voldoen aan de geldigheidscriteria voor de voortplanting bij tests in veldgrond met een lager
gehalte organische koolstof (bv. 2,7 %) (14), en de ervaring leert dat dit ook bereikt kan worden in kunstmatige
grond met 5 % turf. Het is daarom niet nodig om v66r het gebruik van een dergelijke grond in een definitieve
test aan te tonen dat de kunstmatige grond geschikt is om aan de geldigheidscriteria te voldoen, tenzij het
turfgehalte tot onder het hierboven genoemde gehalte wordt verlaagd.

Noot 3: Wanneer in aanvullende tests (bv. van de latere fasen) natuurlijke grond wordt gebruikt, moet eveneens
worden aangetoond dat de grond geschikt is en dat wordt voldaan aan de geldigheidscriteria.

12. De droge bestanddelen van de grond worden in een goed geventileerde ruimte grondig gemengd (bv. in een
grote laboratoriummenger). V66r aanvang van de test wordt de droge kunstmatige grond bevochtigd door
genoeg gedeioniseerd water toe te voegen om ongeveer de helft van het uiteindelijke watergehalte te verkrijgen,
d.w.z. 40 % tot 60 % van het maximale waterhoudend vermogen (overeenkomend met 50 + 10 % vochtgehalte
van de droge massa). Dit levert een substraat op dat geen staand of vrij water heeft wanneer het in de hand
wordt geknepen. Het maximale waterhoudend vermogen (WHV) van de kunstmatige grond wordt bepaald
overeenkomstig de procedures als beschreven in aanhangsel 2, ISO 11274 (15) of een gelijkwaardige EU-norm.

13. Als de teststof zonder water op het grondoppervlak wordt aangebracht of met de grond wordt gemengd, kan
de uiteindelijke hoeveelheid water in de kunstmatige grond worden gemengd tijdens de bereiding van de grond.
Als de teststof met water door de grond wordt gemengd, kan de aanvullende hoeveelheid water tezamen met
de teststof worden toegevoegd (zie punt 19).

14. Het vochtgehalte van de grond wordt aan het begin en aan het eind van de test bepaald overeenkomstig ISO
11465 (16) of een gelijkwaardige EU-norm, en de pH-waarde van de grond wordt bepaald overeenkomstig
aanhangsel 3 of ISO 10390 (13) of een gelijkwaardige EU-norm. Deze bepalingen moeten worden uitgevoerd
in een monster controlegrond en een monster van elke testconcentratiegrond. De pH-waarde van de grond
mag niet worden aangepast wanneer zure of basische stoffen worden getest. Het vochtgehalte moet gedurende
de gehele test worden bewaakt door de vaten periodiek te wegen (zie de punten 26 en 30).

Selectie en voorbereiding van de proefdieren

15. De testsoort is Eisenia fetida of Eisenia andrei (1)(2). Om de test te beginnen zijn volwassen wormen tussen twee
maanden en één jaar oud met een clitellum nodig. De wormen moeten worden gekozen uit een gesynchroni-
seerde cultuur met een relatief homogene leeftijdsstructuur (aanhangsel 4). Individuele wormen in een testgroep
mogen in leeftijd niet meer dan 4 weken van elkaar verschillen.

16. De geselecteerde wormen moeten gedurende ten minste één dag worden geacclimatiseerd met het type
kunstmatig grondsubstraat dat in de test zal worden gebruikt. Tijdens deze periode moeten de wormen worden
gevoed met hetzelfde voedsel dat in de test zal worden gebruikt (zie de punten 31 tot en met 33).

17. Aan het begin van de test moeten groepen van 10 wormen afzonderlijk worden gewogen en moeten de
groepen aselect worden toegewezen aan de testvaten. De wormen worden voor het wegen gewassen (met
gedeioniseerd water), en het overtollige water wordt verwijderd door de wormen kort op filterpapier te leggen.
De natte massa van de afzonderlijke wormen moet tussen 250 en 600 mg zijn.
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Bereiding van testconcentraties

18. Voor het aanbrengen van de teststof kunnen twee methoden worden gebruikt: menging van de teststof in de
grond (zie hiervoor de punten 19-21) of aanbrenging op het grondoppervlak (zie hiervoor de punten 22-24.).
De keuze van de juiste methode hangt af van het doel van de test. In het algemeen wordt aangeraden de
teststof door de grond te mengen. Het kan echter nodig zijn aanbrengingsprocedures te gebruiken die
overeenkomen met de normale landbouwpraktijk (bv. sproeien van vloeibare formulering of gebruik van
speciale formuleringen van pesticiden zoals granulaten of zaadbehandelingen). Oplosmiddelen die als hulpstof
worden gebruikt bij de behandeling van de grond met de teststof, moeten worden gekozen op basis van hun
laag toxisch effect op regenwormen, en er moet een geschikte oplosmiddelcontrole in de testopzet worden
opgenomen (zie punt 27).

Mengen van de teststof in de grond
In water oplosbare teststof

19. Vlak voor het begin van de test wordt een oplossing van de teststof in gedeioniseerd water bereid in een
hoeveelheid die voldoende is voor alle replicaten van één concentratie. Er kan een co-solvent nodig zijn om het
bereiden van de testoplossing te vergemakkelijken. Het is handig om voldoende oplossing te bereiden om het
uiteindelijke vochtgehalte (40 tot 60 % van het maximale waterhoudend vermogen) te bereiken. De oplossing
wordt goed vermengd met het grondsubstraat voordat dit naar een testvat wordt overgebracht.

In water onoplosbare teststof

20. De teststof wordt opgelost in een kleine hoeveelheid geschikt organisch oplosmiddel (bv. aceton) en vervolgens
op een kleine hoeveelheid fijn kwartszand gesproeid of erdoorheen gemengd. Het oplosmiddel wordt daarna
verwijderd door het gedurende tenminste enkele minuten in een afzuigkast te verdampen. Vervolgens wordt het
behandelde zand goed gemengd met de vooraf bevochtigde kunstmatige grond. Daarna wordt gedeioniseerd
water toegevoegd, in een hoeveelheid die nodig is om een uiteindelijke vochtigheidsgraad van 40 tot 60 % van
het maximale waterhoudend vermogen te bereiken, en door de grond gemengd. De grond is daarna gereed om
naar de testvaten te worden overgebracht. Er dient op te worden gelet dat sommige oplosmiddelen een toxisch
effect kunnen hebben op regenwormen.

In water en organische oplosmiddelen onoplosbare teststof

21. Er wordt een mengsel bereid bestaande uit 10 g fijngemalen industrieel kwartszand en een hoeveelheid van de
teststof die nodig is om de testconcentratie in de bodem te bereiken. Vervolgens wordt het mengsel goed
gemengd met de vooraf bevochtigde kunstmatige grond. Daarna wordt gedeioniseerd water toegevoegd, in een
hoeveelheid die nodig is om een uiteindelijke vochtigheidsgraad van 40 tot 60 % van het maximale
waterhoudend vermogen te bereiken, en door de grond gemengd. De grond is daarna gereed om naar de
testvaten te worden overgebracht.

Aanbrengen van de teststof op het grondoppervlak

22. De grond wordt behandeld nadat de wormen zijn toegevoegd. De testvaten worden eerst gevuld met het
bevochtigde grondsubstraat, waarna de gewogen wormen op het oppervlak worden geplaatst. Gezonde
wormen graven zich gewoonlijk onmiddellijk in het substraat in. Wormen die na 15 minuten nog op het
oppervlak zijn achtergebleven, worden daarom als beschadigd beschouwd en moeten worden vervangen. Als
wormen worden vervangen, moeten de nieuwe wormen en de vervangen wormen worden gewogen, zodat het
totale levend gewicht van de blootstellingsgroep en het totale gewicht van het vat met wormen aan het begin
bekend is.

23. De teststof wordt aangebracht. De teststof mag niet binnen een half uur na de plaatsing van de wormen aan de
grond worden toegevoegd (en evenmin als er wormen op het grondoppervlak aanwezig zijn), om directe
blootstelling aan de teststof door contact met de huid te vermijden. Wanneer de teststof een pesticide is, kan
het aangewezen zijn de teststof door sproeien op het grondoppervlak aan te brengen. De teststof moet zo
gelijkmatig mogelijk op het grondoppervlak worden aangebracht met behulp van een geschikte laboratorium-
sproeier om aanbrenging door sproeien in het veld te simuleren. V66r aanbrenging dient het deksel van het
testvat te worden verwijderd en te worden vervangen door een binnenkuip die de zijwanden van het vat
beschermt tegen de spray. De binnenkuip kan worden gemaakt van een testvat waaruit de bodem is verwijderd.
De aanbrenging dient te geschieden bij een temperatuur van 20 = 2 °C en voor waterige oplossingen, emulsies
of dispersies bij een wateraanbrenging van 600 tot 800 pl/m2. De verhouding moet worden gecontroleerd met
een passende kalibratietechniek. Speciale formuleringen zoals granulaten of zaadbehandelingen moeten worden
aangebracht op een wijze die overeenkomt met de landbouwpraktijk.
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24. Testvaten moeten gedurende één uur onafgedekt blijven, zodat vluchtig oplosmiddel dat is gebruikt bij de
aanbrenging van de teststof, kan verdampen. Er moet op worden gelet dat er in deze tijd geen wormen uit de
testvaten ontsnappen.

PROCEDURE
Test-en controlegroepen

25. Aanbevolen wordt een aantal van 10 regenwormen in 500 tot 600 g droge massa van de kunstmatige grond
(d.w.z. 50-60 g grond per worm). Als grotere hoeveelheden grond worden gebruikt, zoals het geval kan zijn als
pesticiden worden getest met speciale aanbrengingswijzen zoals zaadbehandelingen, moet de hoeveelheid van
50-60 g grond per worm worden aangehouden door het aantal wormen te vergroten. Voor elk controle- en
behandelingsvat worden tien wormen voorbereid. De wormen worden met water gewassen en drooggeveegd
en vervolgens kort op absorberend papier geplaatst, zodat overtollig water kan wegstromen.

26. Om systematische fouten in de verdeling van de wormen over de testvaten te voorkomen, moet de
homogeniteit van de testpopulatiec worden vastgesteld door 20 aselect gekozen wormen uit de populatie
waaruit de testwormen zullen worden gehaald, afzonderlijk te wegen. Nadat de homogeniteit is gewaarborgd,
worden met een randomiseringsprocedure batches van wormen samengesteld, gewogen en aan de testvaten
toegewezen. Na plaatsing van de testwormen moet het gewicht van elk testvat worden bepaald, zodat het
begingewicht bekend is en als basis kan dienen voor het gedurende de test bewaken van het vochtgehalte van
de grond als beschreven in punt 30. De testvaten worden vervolgens afgesloten als beschreven in punt 9 en in
de testruimte geplaatst.

27. Voor elk van de aanbrengingsmethoden van de teststof worden passende controles voorbereid als beschreven in
de punten 18 tot en met 24. Voor de voorbereiding van de controles worden de beschreven toepasselijke
procedures gevolgd, zij het dat geen teststof wordt gevoegd. Voor zover van toepassing worden dus organische
oplosmiddelen, kwartszand of andere media op de controles aangebracht in concentraties/hoeveelheden die
overeenkomen met die in de behandelingen. Wanneer een oplosmiddel of ander medium wordt gebruikt om de
teststof aan te brengen, moet ook een extra controle zonder het medium of de teststof worden voorbereid en
getest om te waarborgen dat het medium het resultaat niet beinvloedt.

Testomstandigheden

28. De testtemperatuur is 20 + 2 °C. De test wordt uitgevoerd bij gecontroleerde licht-donkercycli (bij voorkeur 16
uur licht en 8 uur donker), met een verlichting van 400 tot 800 lux in het gebied van de testvaten.

29. De testvaten worden tijdens de test niet belucht, maar het ontwerp van de afsluiting van de testvaten moet
uitwisseling van gassen wel mogelijk maken, maar de verdamping van vocht beperken (zie punt 9).

30. Het watergehalte van het grondsubstraat in de testvaten wordt gedurende de hele test gehandhaafd door de
testvaten (zonder hun afsluiting) periodiek opnieuw te wegen. Het verloren vocht wordt, indien nodig,
aangevuld met gedeioniseerd water. Het watergehalte mag niet meer dan 10 % afwijken van het gehalte aan het
begin van de test.

Voeding

31. Elk voedsel van een kwaliteit waarvan is aangetoond dat het geschikt is om het gewicht van de wormen tijdens
de test ten minste in stand te houden, wordt aanvaardbaar geacht. De ervaring leert dat havervlokken, koeien-
of paardenmest geschikte voedselbronnen zijn. Er moeten controles plaatsvinden om te waarborgen dat koeien
of paarden waarvan mest wordt verkregen, geen medicijnen gebruiken en niet worden behandeld met een
chemische stof, zoals groeibevorderaars, nematiciden of soortgelijke diergeneesmiddelen die tijdens de test een
negatief effect op de wormen zouden kunnen hebben. Het wordt aangeraden om zelfverzamelde koeienmest te
gebruiken, want de ervaring leert dat commercieel verkrijgbare koeienmest die als meststof in tuinen wordt
gebruikt, negatieve effecten op de wormen kan hebben. De mest moet voér gebruik aan de lucht worden
gedroogd, fijngemalen en gepasteuriseerd.

32. Elke verse batch voedsel moet, voordat de batch in een test wordt gebruikt, worden verstrekt aan een
wormcultuur die geen deel uitmaakt van de test, om te waarborgen dat de batch van toereikende kwaliteit is.
De groei en coconproductie mag niet lager zijn dan die van wormen die worden gehouden in een substraat dat
de nieuwe batch voedsel niet bevat (voorwaarden als beschreven in testmethode C.8(4)).
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33. Voedsel wordt voor het eerst verstrekt één dag na de plaatsing van de wormen en de aanbrenging van de
teststof op de grond. Ongeveer 5 g voeding wordt over het grondoppervlak van elk vat verspreid en bevochtigd
met gedeioniseerd water (ongeveer 5 ml tot 6 ml per vat). Daarna wordt gedurende de testperiode van 4 weken
één keer per week voedsel verstrekt. Als het voedsel niet volledig wordt opgegeten, moet de portie worden
verkleind om schimmelgroei te voorkomen. De volwassen wormen worden op dag 28 van de test uit de grond
verwijderd. Vervolgens wordt aan elk testvat nog eens 5 g voedsel toegediend. In de resterende 4 weken van de
test wordt geen voeding meer verstrekt.

Selectie van testconcentraties

34. Wanneer er vooraf iets bekend is over de toxiciteit van de teststof, bijvoorbeeld uit een acute test (4) en/of
bereikbepalingstests, kan dit nuttig zijn bij het kiezen van geschikte testconcentraties. Indien nodig, wordt een
bereikbepalingstest uitgevoerd met bijvoorbeeld vijf teststofconcentraties van 0,1, 1,0, 10, 100 en 1 000 mg/kg
(drooggewicht grond). Eén replicaat voor elke behandeling en controle volstaat. De tijdsduur van de bereikbepa-
lingstest is twee weken, en de mortaliteit wordt aan het eind van de test beoordeeld.

Proefopzet

35. Omdat voor de test niet één samenvattende statistiek kan worden voorgeschreven, voorziet deze testmethode in
de bepaling van de NOEC en de EC.. In de nabije toekomst zal door regelgevende autoriteiten waarschijnlijk
een NOEC worden geéist. Op grond van statistische en ecologische overwegingen kan in de nabije toekomst
ook de EC, algemener worden gebruikt. Op basis van de aanbevelingen voortvloeiende uit een ringtest van een
voortplantingstestmethode voor enchytreeén worden daarom drie opzetten voorgesteld (17).

36. Bij de vaststelling van het concentratiebereik moet aandacht worden geschonken aan het volgende:

— Voor de bepaling van de NOEC moeten ten minste vijf/twaalf concentraties worden getest die een
meetkundige reeks vormen. Aanbevolen wordt vier replicaten voor elke testconcentratie plus acht controles
te gebruiken. De concentraties moeten worden gekozen met intervallen die onderling verschillen met een
factor van niet meer dan 2,0.

— Voor de bepaling van de ECx (bv. EC10, EC50) wordt aanbevolen voldoende concentraties te gebruiken om
ten minste vier statistisch significant verschillende gemiddelde responsen op deze concentraties te
veroorzaken. Aanbevolen wordt ten minste twee replicaten voor elke testconcentratie plus zes controles te
gebruiken. De intervalsfactor kan variéren, d.w.z. kleiner dan of gelijk aan 1,8 in het verwachte effectbereik
en groter dan 1,8 bij de hogere en lagere concentraties.

— Een gecombineerde aanpak maakt het mogelijk om zowel de NOEC als ECx te bepalen. Er moeten acht
behandelingsconcentraties die een meetkundige reeks vormen, worden gebruikt. Aanbevolen wordt vier
replicaten voor iedere behandeling plus acht controles te gebruiken. De concentraties moeten worden
gekozen met intervallen die onderling verschillen met een factor van niet meer dan 1,8.

Testduur en metingen

37. Op dag 28 worden de levende volwassen wormen geobserveerd en geteld. Alle ongebruikelijke gedragingen (bv.
onvermogen om in de grond te graven, bewegingsloos tegen de glazen wand van het testvat liggen) en
ongebruikelijke morfologie (bv. de aanwezigheid van open wonden) worden ook geregistreerd. Alle volwassen
wormen worden vervolgens uit de testvaten verwijderd en geteld en gewogen. Het zoeken naar volwassen
wormen kan makkelijker worden gemaakt door de grond met daarin de wormen v6ér de beoordeling over te
brengen naar een schone schaal. De uit de grond geéxtraheerde wormen moeten vo6r het wegen worden
gewassen (met gedeioniseerd water) en het overtollige water moet worden verwijderd door de wormen kort op
filterpapier te leggen. Wormen die op dat moment niet worden aangetroffen, moeten als dood worden geregis-
treerd, omdat moet worden aangenomen dat deze wormen voor de beoordeling zijn overleden en ontbonden.

38. Als de grond uit de vaten is verwijderd, wordt deze weer terug in de vaten gebracht (zonder de volwassen
wormen, maar met de eventuele cocons die zijn geproduceerd). De grond wordt vervolgens gedurende nog
eens vier weken onder dezelfde testomstandigheden geincubeerd, behalve dat enkel aan het begin van deze
testfase voeding wordt verstrekt (zie punt 33).
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39. Aan het eind van de tweede periode van vier weken wordt het aantal jonge wormen dat uit de cocons in de
testgrond is gekomen, en het aantal cocons bepaald met de procedures als beschreven in aanhangsel 5.
Gedurende de gehele testperiode moeten alle tekenen van letsel of beschadiging van de worm worden geregis-
treerd.

Limiettest

40. Als bij de hoogste concentratie in de bereikbepalingstest (d.w.z. 1 000 mglkg) geen effecten worden
waargenomen, wordt de voortplantingstest uitgevoerd als een limiettest met 1 000 mg/kg als testconcentratie.
Een limiettest biedt de mogelijkheid om aan te tonen dat de NOEC voor de voortplanting groter is dan de
hoogste concentratie, en om het aantal gebruikte wormen in de test tot een minimum te beperken. Zowel voor
de behandelde grond als voor de controle moeten acht replicaten worden gebruikt.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Verwerking van de resultaten

41. Hoewel aanhangsel 6 een overzicht bevat, wordt in deze testmethode geen definitieve statistische richtsnoer
voor de analyse van de testresultaten gegeven.

42. Een van de eindpunten is de mortaliteit. Veranderingen in het gedrag (bv. onvermogen om in de grond te
graven, bewegingsloos tegen de glazen wand van het testvat liggen) en de morfologie (bv. de aanwezigheid van
open wonden) van de volwassen wormen moeten echter ook worden geregistreerd, evenals de aanwezigheid
van eventuele nakomelingen. Normaal gesproken moet probit-analyse (18) of logistische regressie worden
toegepast om de LC50 te bepalen. In gevallen waarin deze analysemethode niet geschikt is (bv. als er minder
dan drie concentraties met gedeeltelijke sterfte beschikbaar zijn), kunnen echter andere methoden worden
gebruikt. Tot deze methoden behoren onder andere voortschrijdende gemiddelden (19), de getrimde Spearman-
Karber-methode (20) of eenvoudige interpolatie (bv. meetkundig gemiddelde van LC, en LC,,,, berekend als de
vierkantswortel van LC, vermenigvuldigd met LC, ).

43. Het andere eindpunt is de vruchtbaarheid (d.w.z. het aantal voortgebrachte nakomelingen). Net als in de bereik-
bepalingstest moeten echter ook hier alle andere schadelijke tekenen worden geregistreerd in het eindverslag.
De statistische analyse vereist dat het rekenkundig gemiddelde X en de standaardafwijking per behandeling en
per controle voor de voortplanting worden berekend.

44. Als een variantieanalyse is uitgevoerd, kunnen de standaardafwijking (s) en het aantal vrijheidsgraden (df)
worden vervangen door respectievelijk de schatting van de gepoolde variantie verkregen uit de ANOVA en haar
aantal vrijheidsgraden, mits de variantie niet afhankelik is van de concentratie. Gebruik in dit geval de
afzonderlijke varianties van de controle en de behandelingen. Deze waarden worden doorgaans berekend door
commerciéle statistische software met de resultaten per vat als replicaten. Als het poolen van de gegevens voor
de negatieve en oplosmiddelcontroles redelijk lijkt, in plaats van het toetsen tegen een hiervan, moeten ze
worden getoetst om te bepalen of ze significant afwijken (zie punt 47 en aanhangsel 6 voor de geschikte toets).

45. De verdere statistische toetsen en gevolgtrekkingen hangen af van de vraag of de replicaatwaarden normaal
verdeeld zijn en homogeen zijn voor wat betreft hun variantie.

Schatting van NOEC

46. De toepassing van krachtige toetsen heeft de voorkeur. Er dient gebruik te worden gemaakt van informatie uit
bv. eerdere ervaring met ringtesten of andere historische gegevens over de vraag of gegevens ongeveer normaal
verdeeld zijn. Homogeniteit van variantie (homoscedasticiteit) is crucialer. De ervaring leert dat de variantie
vaak toeneemt bij een hoger gemiddelde. In deze gevallen zou een gegevenstransformatie kunnen leiden tot
homoscedasticiteit. Een dergelijke transformatie moet echter worden gebaseerd op de ervaring met historische
gegevens in plaats van op gegevens van het lopende onderzoek. Bij homogene gegevens moeten multipele t-
toetsen zoals de Williams-toets (a = 0,05, eenzijdig) (21)(22) of in bepaalde gevallen de toets van Dunnett (23)
(24) worden uitgevoerd. Er zij opgemerkt dat in het geval van ongelijke aantallen replicaten de tabel met t-
waarden moet worden aangepast zoals voorgesteld door Dunnett en Williams. Soms nemen de responsen als
gevolg van grote variatie niet regelmatig toe of af. In het geval van een sterke afwijking van monotoniciteit is
de toets van Dunnett geschikter. Als er afwijkingen van homoscedasticiteit zijn, kan het redelijk zijn om
mogelijke effecten op varianties nader te onderzoeken om te bepalen of de t-toetsen kunnen worden toegepast
zonder al te zeer aan statistisch onderscheidingsvermogen in te boeten (25). Anders kan een multipele
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Mann-Whitney-toets, bv. de Bonferroni-toets volgens Holm (26), of wanneer deze gegevens heteroscedasticiteit
vertonen maar anderszins consistent zijn met een onderliggende monotone dosis-respons, een andere
verdelingsvrije toets (bv. Jonckheere-Terpstra (27) (28) of Shirley (29) (30)) worden toegepast, en deze zal
doorgaans de voorkeur hebben boven t-toetsen voor ongelijke varianties. (Zie ook het schema in aanhangsel 6.)

47. Als een limiettest is uitgevoerd en er is voldaan aan de voorwaarden van parametrische toetsprocedures
(normaliteit, homogeniteit), kan de gepaarde t-toets worden gebruikt, of anders de Mann-Whitney-toets (31).

Schatting van EC,

48. Om een EC -waarde te berekenen worden de gemiddelden per behandeling gebruikt voor regressieanalyse
(lineair of niet-lineair), nadat een passende dosis-responsfunctie is verkregen. Voor de groei van wormen als een
continue respons kunnen EC -waarden worden geschat met behulp van geschikte regressieanalyse (32). Tot de
geschikte functies voor binaire gegevens (mortaliteit/overleving) en aantal geproduceerde nakomelingen
behoren de normale sigmoide, logistische of Weibull-functies, met twee tot vier parameters, waarvan sommige
ook hormetische responsen kunnen modelleren. Als een dosis-responsfunctie werd gefit door lineaire regressie-
analyse, moet bij de regressieanalyse een significante r? (determinatiecoéfficiént) en/of helling worden gevonden
voordat de EC_kan worden geschat door in de door de regressieanalyse gevonden vergelijking een waarde in te
vullen die overeenkomt met x % van het controlegemiddelde. De 95 %-betrouwbaarheidsgrenzen worden
berekend overeenkomstig Fieller (geciteerd in Finney (18)) of andere passende moderne methoden.

49. De respons kan ook worden gemodelleerd als een percentage of proportie van de modelparameter die wordt
geinterpreteerd als de gemiddelde respons van de controle. In deze gevallen kan de normale (logistische,
Weibull) sigmoide curve vaak gemakkelijk aan de resultaten worden gefit met de probit-regressieprocedure (18).
In deze gevallen moet de weegfunctie aan de metrische responsen worden aangepast zoals aangegeven door
Christensen (33). Als echter hormese is waargenomen, moet probit-analyse worden vervangen door een
logistische of Weibull-functie met vier parameters, die wordt gefit met een niet-lineaire regressieprocedure (34).
Als geen geschikte dosis-responsfunctie aan de gegevens kan worden gefit, kunnen alternatieve methoden
worden gebruikt om de EC_en de betrouwbaarheidsgrenzen te schatten, zoals voortschrijdende gemiddelden
volgens Thompson (19) en de getrimde Spearman-Karber-methode (20).

TESTVERSLAG

50. In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:
Teststof:
— een ondubbelzinnige beschrijving van de teststof, batch, partij en CAS-nummer, zuiverheid;

— eigenschappen van de teststof (bv. log Kow, oplosbaarheid in water, dampspanning, Henry-constante (H) en
informatie over het lot en gedrag).

Testorganismen:

— gebruikte testdieren: soort, wetenschappelijke naam, bron van de organismen en kweekomstandigheden;
— leeftijd, grootte- (massa-) bereik van de testorganismen.

Testomstandigheden:

— gegevens over de voorbereiding van de testgrond;

— het maximale waterhoudend vermogen van de grond;

— een beschrijving van de techniek die is gebruik voor het aanbrengen van de teststof op de grond;
— gedetailleerde gegevens over hulpstoffen gebruikt bij de toediening van de teststof;

— gegevens over de kalibratie van het sproeiapparaat, indien van toepassing;

— beschrijving van de testopzet en procedure;

— grootte van testvaten en volume van de testgrond;

— testomstandigheden: lichtintensiteit, duur van licht-donkercycli, temperatuur;
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— een beschrijving van het voedingsschema, het type en de hoeveelheid voedsel dat in de test is gebruike,
voedingsdatums;

— de pH en het watergehalte van de grond aan het begin en het eind van de test;

Testresultaten:

— de mortaliteit van de volwassen wormen ( %) in elk testvat aan het eind van de eerste 4 weken van de test;

— de totale massa van de volwassen wormen aan het begin van de test in elk testvat;

— veranderingen in lichaamsgewicht van de levende volwassen wormen ( % van het begingewicht) in elk
testvat na de eerste vier weken van de test;

— het aantal geproduceerde nakomelingen in elk testvat aan het eind van de test;

— een beschrijving van zichtbare of pathologische symptomen of opvallende veranderingen in het gedrag;

— de resultaten verkregen met de referentieteststof;

— de LC,,, de NOEC en/of EC, (bv. EC,, EC,,) voor de voortplanting als een of meer hiervan van toepassing
zijn, met betrouwbaarheidsintervallen en een grafiek van het gefitte model dat is gebruikt voor de
berekening ervan, en alle informatie en waarnemingen die van nut zijn voor de interpretatic van de
resultaten;

— een grafiek van de dosis-responsrelatie;

— de resultaten die voor elk testvat gelden;

Afwijkingen van de procedures beschreven in deze testmethode en alle ongebruikelijke voorvallen tijdens de

test.
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Aanhangsel 1

Definities

Voor de toepassing van deze testmethode worden de volgende definities gehanteerd:
Stof betekent een substantie of mengsel.

EC, (Effect concentration for x % effect) is de concentratie die binnen een bepaalde blootstellingstijd x % van een
effect op testorganismen veroorzaakt ten opzichte van een controle. De EC,, is bijvoorbeeld de geschatte
concentratie die gedurende een bepaalde blootstellingsperiode bij 50 % van een blootgestelde populatie een effect op
een testeindpunt zal hebben. In deze test worden de effectconcentraties uitgedrukt als een massa van de teststof per
droge massa van de testgrond of als een massa van de teststof per oppervlakte-eenheid van de grond.

LC, (No lethal concentration) is de concentratie van een teststof die binnen een bepaalde blootstellingstijd geen van
de blootgestelde testorganismen doodt. In deze test wordt de LC, uitgedrukt als een massa van de teststof per droge
massa van de testgrond.

LC;, (Median lethal concentration) is de concentratie van een teststof die binnen een bepaalde blootstellingstijd 50 %
van de blootgestelde testorganismen doodt. In deze test wordt de LC,, uitgedrukt als een massa van de teststof per
droge massa van de testgrond of als een massa van de teststof per oppervlakte-eenheid van de grond.

LC,y, (Totally lethal concentration) is de concentratie van een teststof die binnen een bepaalde blootstellingstijd
100 % van de blootgestelde testorganismen doodt. In deze test wordt de LC,,, uitgedrukt als een massa van de
teststof per droge massa van de testgrond.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) is de laagste concentratie van een teststof die tot een statistisch
significant effect (p < 0,05) leidt. In deze test wordt de LOEC uitgedrukt als een massa van de teststof per droge
massa van de testgrond of als een massa van de teststof per oppervlakte-eenheid van de grond. Alle geteste concen-
traties boven de LOEC moeten gewoonlijk een effect laten zien dat statistisch afwijkt van de controle. Alle
afwijkingen van het bovenstaande moeten in het testverslag worden verantwoord.

NOEC (No Observed Effect Concentration) is de hoogste concentratie van de teststof direct onder de LOEC waarbij
geen effect wordt waargenomen. In deze test heeft de concentratie die overeenkomt met de NOEC geen statistisch
significant effect (p < 0,05) binnen een bepaalde blootstellingsperiode in vergelijking met de controle.

Voortplantingssnelheid Is het gemiddelde aantal jonge wormen op een bepaald aantal volwassen wormen dat
gedurende de testperiode wordt geproduceerd.

Teststof betekent alle volgens deze testmethode geteste stoffen en mengsels.
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Aanhangsel 2

Bepaling van het maximale waterhoudend vermogen van de grond

De volgende methode voor de bepaling van het maximale waterhoudend vermogen van de grond is geschikt
bevonden. Zij is beschreven in bijlage C van ISO DIS 11268-2 (1).

Verzamel met een geschikt bemonsteringsapparaat (grondboorbuis enz.) een vastgestelde hoeveelheid van het
testgrondsubstraat (bv. 5 g). Bedek de onderkant van de buis met een stuk filterpapier, vul een waterbad en plaats de
buis op een rek in het bad. De buis zou geleidelijk onder water moeten komen te staan, tot het water de bovenkant
van de grond bereikt. Laat de buis gedurende ongeveer drie uur in het water. Niet alle water dat door de bodemcapil-
lairen wordt geabsorbeerd, kan worden vastgehouden. Laat het grondmonster daarom gedurende twee uur uitlekken
door de buis op een bed van zeer nat fijngemalen kwartszand in een afgesloten vat te plaatsen (om droging te
voorkomen). Het monster moet vervolgens worden gewogen, gedroogd tot een constante massa bij 105 °C. Het
waterhoudend vermogen (WHYV) kan vervolgens als volgt worden berekend:

WHYV (in % van droge massa) = % x 100
waarbij:
S = met water verzadigd substraat + massa van buis + massa van filterpapier
T = leeggewicht (massa van buis + massa van filterpapier)
D = droge massa van substraat

LITERATUUR:
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Aanhangsel 3

Bepaling van de pH van de grond

De volgende methode voor het bepalen van de pH van een grondmonster is gebaseerd op de beschrijving in ISO DIS
10390: Bodemkwaliteit — Bepaling van de pH-waarde (1).

Een vastgestelde hoeveelheid grond wordt gedurende ten minste 12 uur bij kamertemperatuur gedroogd. Vervolgens
wordt een suspensie van de grond (die ten minste 5 g grond bevat) gemaakt in vijf keer zijn volume van hetzij een
1 M-oplossing van analytisch zuiver kaliumchloride (KCl) of een 0,01 M-oplossing van analytisch zuiver calcium-
chloride (CaCl,). De suspensie wordt daarna vijf minuten goed geschud. Na het schudden krijgt de suspensie ten
minste 2 uur, maar niet langer dan 24 uur, gelegenheid om te bezinken. Daarna wordt de pH van de vloeibare fase
gemeten met een pH-meter die vo6r elke meting is geijkt met een passende reeks bufferoplossingen (bv. pH 4,0 en
7,0).

LITERATUUR:
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ISO, Geneve.
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Aanhangsel 4

Kweken van Eisenia fetida/Eisenia andrei

De kweek dient bij voorkeur plaats te vinden in een klimaatkamer bij 20 °C = 2 °C. Bij deze temperatuur en bij
voldoende voedselverstrekking zijn de wormen na ongeveer 2 tot 3 maanden volwassen.

Beide soorten kunnen worden gekweekt in een grote diversiteit aan dierlijke afvalstoffen. Het aanbevolen
kweekmedium is een 50:50-mengsel van paarden- of koeienmest en turf. Er moeten controles plaatsvinden om te
waarborgen dat koeien of paarden waarvan mest wordt verkregen, geen medicijnen gebruiken en niet worden
behandeld met een chemische stof, zoals groeibevorderaars, nematiciden of soortgelijke diergeneesmiddelen die
tijdens de test een negatief effect op de wormen zouden kunnen hebben. Het wordt aangeraden om zelfverzamelde
mest van ,biologische” oorsprong te gebruiken, want de ervaring leert dat commercieel verkrijgbare mest die als
meststof in tuinen wordt gebruikt, negatieve effecten op de wormen kan hebben. Het medium moet een pH-waarde
van ongeveer 6 tot 7 hebben (gereguleerd met calciumcarbonaat), moet een lage ionische geleidbaarheid hebben
(minder dan 6 mS/cm of 0,5 % zoutconcentratie) en mag niet overmatig verontreinigd zijn met ammoniak of
dierlijke urine. Het substraat dient vochtig maar niet te nat te zijn. Kweekbakken met een inhoud van 10 tot 50 liter
zijn geschikt.

Om wormen met een standaardleeftijd en -grootte (-massa) te verkrijgen, kan de cultuur het beste worden begonnen
met cocons. Wanneer de cultuur eenmaal is opgezet, wordt deze in stand gehouden door volwassen wormen
gedurende 14 tot 28 dagen in een kweekbak met vers substraat te plaatsen om ze de gelegenheid te geven meer
cocons te produceren. De volwassen wormen worden daarna verwijderd, en de jonge wormen die uit de cocons zijn
gekomen, worden als basis voor de volgende cultuur gebruikt. De wormen worden voortdurend gevoed met dierlijke
afvalstoffen en van tijd tot tijd overgeplaatst op vers substraat. De ervaring leert dat aan de lucht gedroogde,
fijngemalen koeien- of paardenmest of havervlokken geschikte voedselbronnen zijn. Er moet worden gecontroleerd
dat koeien of paarden waarvan mest wordt verkregen, geen medicijnen gebruiken en niet worden behandeld met een
chemische stof, zoals groeibevorderaars, die tijdens een langlopende kweek een negatief effect op de wormen zouden
kunnen hebben. De uit de cocons gekomen wormen worden voor de tests gebruikt wanneer ze 2 tot 12 maanden
oud zijn en als volwassen worden beschouwd.

Wormen kunnen als gezond worden beschouwd als ze zich door het substraat voortbewegen, niet proberen om het
substraat te verlaten en zich voortdurend voortplanten. Het substraat is uitgeput wanneer de wormen zich zeer traag
voortbewegen en een geel achtereind hebben. In dat geval wordt aanbevolen vers substraat te verstrekken enfof het
aantal dieren per bak te verlagen.
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Aanhangsel 5

Technieken voor het tellen van uit cocons gekomen jonge wormen

Het is heel tijdrovend om wormen uit het grondsubstraat met de hand te sorteren. Daarom worden twee alternatieve
methoden aanbevolen.

(@) De testvaten worden in een waterbad geplaatst met een temperatuur van aanvankelijk 40 °C, maar oplopend tot
60 °C. Na ongeveer 20 minuten moeten de jonge wormen op het grondoppervlak verschijnen, waar ze
gemakkelijk van kunnen worden verwijderd en geteld.

(b) De testgrond kan door een zeef worden gewassen met de methode die is ontwikkeld door Van Gestel et al. (1),
mits de aan de grond toegevoegde turf en mest of havervlokken tot een fijn poeder zijn vermalen. Twee zeven
(diameter 30 cm) met een maaswijdte van 0,5 mm worden op elkaar geplaatst. De inhoud van een testvat wordt
onder een krachtige straal kraanwater door de zeven gewassen, zodat de jonge wormen en cocons hoofdzakelijk
in de bovenste zeef achterblijven. Het is belangrijk op te merken dat tijdens deze handeling het gehele oppervlak
van de bovenste zeef nat moet worden gehouden, zodat de jonge wormen op een film van water drijven en niet
door de openingen van de zeef kunnen kruipen. Het beste resultaat wordt verkregen wanneer een douchekop
wordt gebruikt.

Wanneer het grondsubstraat geheel door de zeef is weggewassen, kunnen de jonge wormen en cocons uit de
bovenste zeef in een kom worden gespoeld. De inhoud van de kom krijgt daarna gelegenheid te rusten, zodat de
lege cocons op het wateroppervlak komen drijven en de volle cocons en jonge wormen naar de bodem zinken. Het
staande water kan vervolgens worden afgegoten en de jonge wormen en cocons kunnen worden overgebracht in een
petrischaal met daarin een klein beetje water. De wormen kunnen met een naald of een pincet worden verwijderd
om ze te tellen.

De ervaring leert dat methode (a) geschikter is voor de extractie van jonge wormen die mogelijk zelfs door een zeef
met een maaswijdte van 0,5 mm worden weggewassen.

De efficiéntie van de gebruikte methode om de wormen (en cocons, in voorkomend geval) uit het grondsubstraat te

verwijderen moet altijd worden bepaald. Als jonge wormen worden verzameld door ze handmatig te sorteren, is het
raadzaam om de handeling op alle monsters twee keer uit te voeren.

LITERATUUR:
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Aanhangsel 6

Overzicht van de statistische beoordeling van gegevens (NOEC-bepaling)

Parametrische toetsen Verdelingsvrije toetsen
Start
G L - Nee T - -
ceeve nls. N Gegevens Niet N en minste vier. Nee Statistisch toetsen
Varlatl'e nomogeen: transformeren ge]tfkt herhaalde bepalmgen per niet aangeraden
Verdeling normaal? Ja dosis?
L Ja
Aanvullende Ja Zijn beide controles Aanvullende Ja Zijl} beide controles
oplosmiddelcontrole? gelik?  t-Toets oplosmiddelcontrole? gelijk?  Mann-
Whitney-toets

Ja ‘ Nee L—H a i Nee
& ¥

Nee Beide controles Controle zonder Nee | Beide controles Controle zonder
mogen worden oplosmiddel mogen worden oplosmiddel
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Dunnett-toets
Williams-toets

Bonferroni-toets
Jonckheere-Terpstra-toets
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Dunn-toets
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C.34. BEPALING VAN DE REMMING VAN DE ACTIVITEIT VAN ANAEROBE BACTERIEN — VERLAGING
VAN DE GASPRODUCTIE UIT ANAEROOB GISTEND (RIOOL)SLIB

INLEIDING

1. Deze testmethode is gelijkwaardig aan TG 224 (2007) van de OESO. Stoffen die in het aquatisch milieu
worden geloosd, passeren zowel aerobe als anaerobe zones, waar ze kunnen worden afgebroken enfof de
bacteriéle activiteit kunnen remmen; in sommige gevallen kunnen ze ongestoord decennia lang, of nog langer,
in anaerobe zones aanwezig blijven. De eerste fase in afvalwaterbehandeling, primaire bezinking, is aeroob in
de bovenstaande vloeistof en anaeroob in het onderstaande slib. Dit wordt in de tweede fase gevolgd door een
aerobe zone in de beluchtingstank met actief slib en een anaerobe zone in het onderstaande slib in de
secundaire bezinkingsvijver. Slib uit deze beide fasen wordt gewoonlijk onderworpen aan een anaerobe
behandeling, waarbij methaan en koolstofdioxide worden geproduceerd, die doorgaans worden gebruikt voor
de opwekking van elektriciteit. In de grotere omgeving zullen stoffen die sedimenten in baaien, estuaria en de
zee bereiken, waarschijnlijk voor onbepaalde tijd in deze anaerobe zones aanwezig blijven als ze niet biologisch
afbreekbaar zijn. Grotere hoeveelheden van sommige stoffen zullen bij voorkeur in deze zones terechtkomen,
vanwege hun fysische eigenschappen, zoals geringe oplosbaarheid in water, hoge adsorptie aan gesuspendeerde
vaste stoffen, alsook onvermogen om op aerobe wijze biologisch te worden afgebroken.

2. Hoewel het wenselijk is dat stoffen die in het milieu worden geloosd, biologisch afbreekbaar zijn onder zowel
aerobe als anaerobe omstandigheden, is het essentieel dat deze stoffen de activiteit van micro-organismen in
deze zones niet remmen. In het Verenigd Koninkrijk hebben zich enkele gevallen voorgedaan van volledige
remming van de methaanproductie door bijvoorbeeld de aanwezigheid van pentachloorfenol in industriéle
lozingen, waardoor hoge kosten moesten worden gemaakt om geremd slib van de gistingstanks naar ‘veilige’
locaties te vervoeren en gezond gistend slib van nabije installaties aan te voeren. Er zijn echter ook veel
gevallen geweest van minder ernstige verstoring van de gisting door diverse andere stoffen, waaronder
alifatische halokoolwaterstoffen (stomerijen) en detergenten, waardoor de efficiéntie van gistingstanks
aanzienlijk werd geschaad.

3. Slechts één testmethode, C.11 (1), betreffende de remming van de bacteriéle activiteit (ademhaling van actief
slib), beoordeelt het effect van teststoffen op het zuurstofverbruik bij aanwezigheid van substraat. Deze
methode wordt op grote schaal gebruikt om een vroege waarschuwing voor mogelijk schadelijke effecten van
stoffen op de aerobe behandeling van afvalwater af te geven en om niet-remmende concentraties van
teststoffen aan te wijzen die in de verschillende tests voor de biologische afbreekbaarheid moeten worden
gebruikt. Testmethode C.43 (2) maakt het beperkt mogelijk de toxiciteit van een teststof op de gasproductie
door anaeroob slib dat tot een tiende van de normale concentratie vaste stoffen is verdund, te bepalen om het
percentage biologische afbraak met de vereiste nauwkeurigheid te kunnen beoordelen. Omdat verdund slib
gevoeliger kan zijn voor remmende stoffen, heeft de ISO-groep besloten een methode vast te stellen waarin
onverdund slib wordt gebruikt. Er zijn ten minste drie teksten bestudeerd (uit Denemarken, Duitsland en het
Verenigd Koninkrijk) en uiteindelijk zijn twee ISO-normen opgesteld, een waarin onverdund slib wordt
gebruikt, ISO 13 641-1 (3), en een andere waarin tot een honderdste verdund slib wordt gebruikt, ISO 13 641-
2 (4), om modders en sedimenten met weinig bacteriepopulaties te representeren. Beide methoden zijn
onderworpen aan een ringtest (5); van deel 1 werd bevestigd dat het een aanvaardbare standaard is, maar er
was verschil van mening over deel 2. Het Verenigd Koninkrijk was van mening dat de methode nader moet
worden onderzocht, omdat een belangrijk deel van de deelnemers heel weinig of geen gasproductie meldde, ten
dele doordat het percentage gasruimte (75 %) te hoog was voor een optimale gevoeligheid.

4. In eerder werk in het Verenigd Koninkrijk (6)(7) werd een manometrische methode beschreven die gebruik-
maakte van onverdund gistend slib, plus niet-behandeld rioolslib als substraat, in kolven van 500 ml; de
opstelling was lastig om mee te werken en de stank van het niet-behandelde slib was uiterst onaangenaam.
Nadien is de compactere en handigere opstelling van Shelton en Tiedje (8) als ontwikkeld door Battersby en
Wilson (9) met succes toegepast door Wilson et al. (10). Kawahara et al. (11) hebben in het laboratorium met
succes meer standaardslibben bereid om te gebruiken in tests voor de anaerobe biologische afbreekbaarheid en
remming van een aantal stoffen. Ook werd niet-behandeld slib als substraat vervangen om een test uit te
voeren hetzij door tot een honderdste verdund anaeroob slib of door modders, sedimenten enz. met geringe
bacteriéle activiteit.

5. Deze methode kan informatie verschaffen die nuttig is om het waarschijnlijke effect van een teststof op de
gasproductie in anaerobe gistingstanks te voorspellen. Alleen langere tests waarin werkende gistingstanks
nauwkeuriger worden gesimuleerd, kunnen echter aangeven of de micro-organismen zich aan de teststof
kunnen aanpassen of dat stoffen die waarschijnlijk worden geabsorbeerd en geadsorbeerd aan slib, zich in de
loop van een langere periode dan de duur van de test kunnen ophopen tot een concentratie die een toxisch
effect heeft.



L 54/138 Publicatieblad van de Europese Unie 1.3.2016

PRINCIPE VAN DE TEST

6.  Porties van een mengsel van anaeroob gistend slib (20 g/l tot 40 g/l totaal aan vaste stoffen) en een afbreekbare
substraatoplossing worden, apart en gelijktijdig met een reeks van concentraties van de teststof, gedurende
maximaal 3 dagen geincubeerd in afgesloten vaten. De hoeveelheid geproduceerd gas (methaan plus koolstof-
dioxide) wordt gemeten door de toename van de druk (Pa) in de flessen. Het remmingspercentage van de
gasproductie door de verschillende concentraties van de teststof wordt berekend op basis van de geproduceerde
hoeveelheden in de respectievelijke test- en controleflessen. De EC,; en andere effectieve concentraties worden
berekend uit graficken van het remmingspercentage als functie van de concentratie van de teststof of, gebruike-
lijker, de logaritme ervan.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

7. Teststoffen moeten doorgaans worden gebruikt in de zuiverste vorm die gemakkelijk verkrijgbaar is, omdat
onzuiverheden in sommige stoffen, bv. chloorfenolen, veel toxischer kunnen zijn dan de teststof zelf. Er moet
echter rekening worden gehouden met de noodzaak om teststoffen te testen in de vorm waarin zij worden
geproduceerd/commercieel verkrijgbaar zijn. Het gebruik van geformuleerde producten wordt in de regel niet
aanbevolen, maar bij slecht oplosbare teststoffen kan het gebruik van geformuleerd materiaal aangewezen zijn.
Eigenschappen van de teststof die beschikbaar moeten zijn, zijn de oplosbaarheid in water en enkele organische
oplosmiddelen, de dampspanning, adsorptiecoéfficiént, hydrolyse en biologische afbreekbaarheid onder
anaerobe omstandigheden.

TOEPASBAARHEID VAN DE METHODE

8.  De test kan worden gebruikt zowel voor stoffen die oplosbaar zijn in water als voor stoffen die onoplosbaar
zijn in water, met inbegrip van vluchtige stoffen. Bijzondere zorgvuldigheid is vereist bjj materialen met een
lage oplosbaarheid in water (zie ref. (12)) of een hoge vluchtigheid. Entmateriaal van andere anaerobe locaties,
bv. modders, verzadigde bodems, sedimenten, mag eveneens worden gebruikt. Anaerobe bacteriéle systemen
die eerder zijn blootgesteld aan toxische stoffen, kunnen zijn geconditioneerd om hun activiteit in aanwezigheid
van xenobiotische stoffen te behouden. Entmateriaal van geconditioneerde bacteriéle systemen kunnen een
hogere tolerantie voor de teststoffen vertonen dan entmateriaal verkregen van niet-geconditioneerde systemen.

REFERENTIESTOFFEN

9.  Om de procedure te controleren, wordt een referentiestof getest door passende vaten op te zetten en op te
nemen in de normale testreeksen; 3,5-dichloorfenol heeft bewezen een consistente remmer van anaerobe
gasproductie te zijn, alsook van het zuurstofverbruik door actief slib en andere biochemische reacties. Van twee
andere stoffen is aangetoond dat ze de methaanproductie meer remmen dan 3,5-dichloorfenol, namelijk,
methyleen-bis-thiocyanaat en pentachloorfenol, maar de resultaten met deze stoffen zijn niet gevalideerd.
Pentachloorfenol wordt niet aanbevolen, omdat het niet gemakkelijk in zuivere vorm verkrijgbaar is.

REPRODUCEERBAARHEID VAN DE RESULTATEN

10. In een internationale ringtest (5) was slechts sprake van een redelijke reproduceerbaarheid in de EC;-waarden
tussen de 10 deelnemende laboratoria voor 3,5-dichloorfenol en 2-broomethaansulfonzuur. (Het bereik voor
eerstgenoemde stof was 32 mg/l tot 502 mg/l en dat voor laatstgenoemde stof 220-2 190 mg|/l.)

Aantal labora- In mgfl In mg/g slib

toria gemiddelde s.d. cv (%) gemiddelde s.d. cv (%)

3,5-Dichloorfenol

10 153 158 103 5 4,6 92

2-Broomethaansulfonzuur

10 1058 896 85 34 26 76
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EC;,-gegevens van ringtest — onverdund slib

11. De hoge variatiecoéfficiénten (cv) tussen de laboratoria weerspiegelen grotendeels verschillen in de gevoeligheid
van de micro-organismen in het slib als gevolg van wel of geen eerdere blootstelling aan de teststof of daaraan
chemisch verwante andere stoffen. De nauwkeurigheid waarmee de EC,;-waarde op basis van de slibconcen-
tratie werd bepaald, was nauwelijks beter dan de 'volumetrische’ waarde (mg/l). De drie laboratoria die de
nauwkeurigheid van hun EC-waarden voor 3,5-dichloorfenol rapporteerden, vertoonden veel lagere variatie-
coéfficiénten (respectievelijk 22, 9 en 18 % voor EC;, mg/g) dan de gemiddelden van alle tien laboratoria. De
afzonderlijke gemiddelden voor de drie laboratoria waren respectievelijk 3,1, 3,2 en 2,8 mg/g. De lagere,
aanvaardbare variatiecoéfficiénten binnen de laboratoria in vergelijking met de veel hogere variatiecoéfficiénten
tussen de laboratoriumwaarden, namelijk 9-22 % in vergelijking met 92 %, wijzen op significante verschillen in
de eigenschappen van de afzonderlijke slibben.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE
Apparatuur

12. Vereist zijn een standaard-laboratoriumuitrusting en het volgende:
a) Incubator — vonkvrij en gereguleerd bij 35 °C £ 2 °C;

b) Drukbestendige glazen testvaten van een geschikte nominale grootte ('), elk voorzien van een gasdicht
gecoat septum, bestand tegen ongeveer 2 bar of 2 x 10° Pa (gebruik voor de coating bv. PTFE = polytetra-
fluoretheen). Glazen serumflessen met een nominale inhoud van 125 ml, met een werkelijke inhoud van
circa 160 ml, verzegeld met serumsepta (*) en aluminium krimpringen worden aanbevolen, maar ook
flessen met een totale inhoud tussen 0,1 en 1 liter kunnen met succes worden gebruikt;

¢) Precisiedrukmeter (°) met naald

Totale gasproductie (methaan plus koolstofdioxide) gemeten door middel van een drukmeter die is
aangepast om het meten en laten wegstromen van geproduceerd gas mogelijk te maken. Een voorbeeld van
een geschikt instrument is een handheld precisiedrukmeter verbonden met een injectienaald; een gasdicht
driewegventiel vergemakkelijkt het laten ontsnappen van overdruk (aanhangsel 1). De interne inhoud van de
druktransductorslang en het ventiel moet zo laag mogelijk worden gehouden, zodat fouten die worden
ingevoerd door het volume van de apparatuur, onbetekenend zijn;

d) Geisoleerde containers voor het transport van gistend slib;

e) Driewegdrukventielen;

f) Zeef met een maasgrootte van 1 mm2;

g) Reservoir voor gistend slib, een fles van glas of polyethyleen met een hoge dichtheid en met een inhoud van
ongeveer 5 liter, voorzien van een roerder en voorzieningen voor het doorvoeren van een stroom
stikstofgas door de gasruimte (zie punt 13);

h) membraanfilters (0,2 pm) voor het steriliseren van het substraat;

(!) De aanbevolen grootte is 0,1 tot 1 liter.

(*) Het gebruik van gasdichte siliconen septa wordt aanbevolen. Voorts wordt aanbevolen dat de gasdichtheid van doppen, vooral septa
van butylrubber, wordt getest, want verschillende commercieel verkrijgbare septa zijn onvoldoende gasdicht voor methaan en
sommige septa blijven niet gasdicht wanneer ze onder de testomstandigheden met een naald worden doorstoken.

— Gasdichte, gecoate septa worden aanbevolen en moeten worden gebruikt voor vluchtige stoffen (sommige commerciéle septa
zijn betrekkelijk dun, minder dan 0,5 cm dik, en blijven niet gasdicht wanneer ze met een injectienaald worden doorstoken);

— Septa van butylrubber (circa 1 cm dik) worden aanbevolen als de teststoffen niet vluchtig zijn (deze septa blijven doorgaans ook
na doorsteking gasdicht);

— Het wordt aanbevolen de septa vo6r de test zorgvuldig te onderzoeken op hun vermogen om na doorsteking gasdicht te blijven.

(*) De meter moet worden gebruikt en regelmatig worden gekalibreerd, overeenkomstig de aanwijzingen van de fabrikant. Als een
drukmeter van de voorgeschreven kwaliteit worden gebruikt, bv. met een stalen membraan omhuld, hoeft in het laboratorium geen
kalibratie plaats te vinden. De meter moet worden gekalibreerd door een erkend instituut en met de aanbevolen tussenpozen. De
nauwkeurigheid van de kalibratie kan in het laboratorium worden gecontroleerd met een eenpuntsmeting bij 1 x 105 Pa op een
drukmeter met een mechanisch display. Wanneer dit punt correct wordt gemeten, zal ook de lineariteit niet gewijzigd zijn. Als andere
meetapparaten worden gebruikt (zonder gecertificeerde kalibratie door de fabrikant), wordt conversie over het gehele bereik met
regelmatige intervallen aanbevolen (aanhangsel 2).



L 54/140 Publicatieblad van de Europese Unie 1.3.2016

i) micro-injectiespuiten, voor de gasdichte verbinding van de druktransductor (zie punt 12(c)) met de
gasruimte in de flessen (zie punt 12(b)); ook voor het toevoegen van onoplosbare vloeibare teststoffen aan
de flessen;

j) handschoenkast, facultatief, maar aanbevolen, met een licht positieve stikstofdruk.

Reagentia

13. Er wordt steeds gebruikgemaakt van reagentia pro analysi. Er dient steeds stikstofgas van een hoge zuiverheid
met een gehalte van minder dan 5pl/l zuurstof te worden gebruikt.

Water

14. Gebruik gedeioniseerd water dat vooraf ontlucht is, als op enig moment verdunning noodzakelijk is.
Analytische controles van dit water zijn niet nodig, maar zie erop toe dat het defoniseringsapparaat regelmatig
wordt onderhouden. Gebruik ook gedeioniseerd water voor het bereiden van stamoplossingen. Zorg ervoor dat
een oplossing of verdunning van teststof zuurstofvrij is, voordat er anaeroob entmateriaal aan wordt
toegevoegd. Dit gebeurt door gedurende 1 uur voorafgaand aan de toevoeging van het entmateriaal stikstofgas
door het verdunningswater (of door de verdunningen) te blazen, of door het verdunningswater tot het
kookpunt te verwarmen en in een zuurstofvrije omgeving tot kamertemperatuur te laten afkoelen.

Uitgegist slib

15. Verzamel actief gistend slib uit een gistingstank bij een waterzuiveringsinstallatie of uit een installatie op labora-
toriumschaal, die slib van hoofdzakelijk huishoudelijk afvalwater behandelt. Praktische informatie over slib van
een gistingstank op laboratoriumschaal is elders te vinden (11). Als het de bedoeling is om aangepast
entmateriaal te gebruiken, kan gistend slib van een industriéle waterzuiveringsinstallatiec worden overwogen.
Gebruik voor het verzamelen van slib flessen met een brede nek, gemaakt van polyethyleen met een hoge
dichtheid of een vergelijkbaar materiaal, dat kan uitzetten. Vul de monsterflessen met slib tot ongeveer 1 cm
onder de bovenrand van de flessen, sluit de flessen goed af, bij voorkeur met een veiligheidsafsluiter (punt 12
(e)), en plaats ze in geisoleerde containers (punt 12(d)) om de temperatuurschok zo klein mogelijk te maken,
tot ze in een incubator met een temperatuur van 35 °C = 2 °C worden geplaatst. Zorg ervoor dat bij het
openen van de flessen de overtollige gasdruk wordt weggenomen, hetzij door de afsluiter voorzichtig los te
maken of door middel van het driewegdrukventiel (punt 12(e)). Het heeft de voorkeur het slib binnen enkele
uren na het verzamelen te gebruiken. Bewaar het slib anders maximaal 3 dagen, waarin gewoonlijk weinig
verlies van activiteit optreedt, bij 35 °C £ 2 °C onder een gasruimte van stikstof.

Waarschuwing — Gistend slib produceert ontvlambare gassen die brand- en ontploffingsgevaar opleveren, en
het bevat ook potentieel pathogene organismen. Neem dus passende voorzorgsmaatregelen bij het hanteren
van slib. Gebruik om veiligheidsredenen géén glazen vaten voor het verzamelen van slib.

Entmateriaal

16. Meng het slib onmiddellijk v66r het gebruik door het voorzichtig te roeren, en giet het daarna door een zeef
met een maasgrootte van 1 mm? (punt 12(f)) in een geschikte fles (punt 12(g)) door de gasruimte waarvan een
stroom stikstof wordt geleid. Houd een monster apart om de concentratie totale droge vaste stoffen te meten
(zie bv. ISO 11 923 (13) of gelijkwaardige EU-norm). Gebruik het slib in het algemeen zonder het te
verdunnen. De concentratie vaste stoffen ligt gewoonlijk tussen 2 % en 4 % (massaconcentratie). Controleer de
pH-waarde van het slib en pas deze, indien nodig, aan tot 7 £ 0,5.

Testsubstraat

17. Los 10 g kweekbouillon (bv. Oxoid), 10 g gistextract en 10 g D-glucose op in gedeioniseerd water en verdun
tot 100 ml. Steriliseer door filtratie door een 0,2 pm membraanfilter (punt 12(h)) en gebruik onmiddellijk of
bewaar niet langer dan 1 dag bij 4 °C.

Teststof

18. Bereid een aparte stamoplossing voor elke in water oplosbare teststof met bijvoorbeeld 10 g/l van de stof in
zuurstofvrij verdunningswater (punt 14). Gebruik passende hoeveelheden van deze stamoplossingen om de
reactiemengsels met daarin verschillende concentraties te bereiden. Als alternatief kan een oplossingenreeks van
elke stamoplossing worden gemaakt zodat het aan de testflessen toegevoegde volume voor elke vereiste uitein-
delijke concentratie hetzelfde is. De pH-waarde van de stamoplossingen moet, indien nodig, worden aangepast
tot 7 + 0,2.
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19. Raadpleeg ISO 10 634 (12) of een gelijkwaardige EU-norm voor teststoffen die onvoldoende in water
oplosbaar zijn. Vermijd, als een organisch oplosmiddel moet worden gebruikt, oplosmiddelen zoals chloroform
en koolstoftetrachloride, waarvan bekend is dat ze de methaanproductie sterk remmen. Bereid een oplossing
van een passende concentratie van de niet in water oplosbare stof in een geschikt vluchtig oplosmiddel,
bijvoorbeeld aceton of diethylether. Voeg de vereiste hoeveelheden oplosmiddeloplossing toe aan de lege
testflessen (punt 12(b)) en laat het oplosmiddel verdampen voordat slib wordt toegevoegd. Gebruik voor
andere behandelingen ISO 10 634 (12) of een gelijkwaardige EU-norm, maar wees ervan bewust dat eventuele
oppervlakte-actieve stoffen die worden gebruikt voor de productie van emulsies, de anaerobe gasproductie
kunnen remmen. Als wordt gedacht dat de aanwezigheid van organische oplosmiddelen en emulgeermiddelen
artefacten veroorzaakt, kan de teststof direct als poeder of als vloeistof aan het testmengsel worden toegevoegd.
Vluchtige stoffen en niet in water oplosbare vloeibare teststoffen kunnen met mirco-injectiespuiten in de flessen
met geént serum worden geinjecteerd (punt 12(i)).

20. Voeg teststoffen aan de flessen toe zodat een meetkundige reeks concentraties wordt verkregen, bijvoorbeeld
500 mg/l, 250 mg/l, 125 mg/l, 62,5 mg(l, 31,2 mg/l en 15,6 mg/l. Voer eerst een voorafgaande bereikbepa-
lingstest uit met de concentraties 1 000 mg/l, 100 mg/l en 10 mg/l om het juiste bereik vast te stellen, als het
toxiciteitsbereik niet bekend is van soortgelijke stoffen.

Referentiestof

21. Bereid een waterige oplossing van 3,5-dichloorfenol (10 gfl) door langzaam, onder voortdurend schudden, een
zo klein mogelijke hoeveelheid van een 5 mol/l natriumhydroxide-oplossing aan de vaste stof toe te voegen, tot
de stof is opgelost. Voeg vervolgens het gedeoxygeneerd oplossingswater toe (punt 14) tot het vereiste volume;
ultrasoonbehandeling kan de oplossing bevorderen. Er mogen andere referentiestoffen worden gebruikt
wanneer het gemiddelde bereik van de EC;, is verkregen in ten minste drie tests met verschillende entmaterialen
(afkomstig van verschillende bronnen of verzameld op verschillende tijdstippen).

INTERFERENTIE/FOUTEN

22. Sommige bestanddelen van slib zouden, naar verluidt, kunnen reageren met potentiéle remmers zodat ze niet
meer beschikbaar zijn voor micro-organismen en dus een geringere, of geen, remming geven. Ook als het slib
al een remmende stof bevat, zouden foute resultaten worden verkregen wanneer die stof aan de test zou
worden onderworpen. Afgezien van deze mogelijkheden, zijn er diverse geidentificeerde factoren die tot foute
resultaten kunnen leiden. Deze zijn opgenomen in aanhangsel 3, tezamen met methoden om fouten te
elimineren of tenminste te beperken.

TESTPROCEDURE

23. Het benodigde aantal replicaten hangt af van de mate van precisie die voor de remmingsindices vereist is. Zet
voor elke vereiste concentratie slechts één batch (ten minste in drievoud) testflessen op als de afsluiters van de
flessen gedurende de gehele test voldoende gasdicht zijn. Zet evenzo slechts één batch flessen met de referen-
tiestof en één set controles op. Zet echter een batch (bv. in drievoud) testflessen op voor elk interval (t)
waarvoor resultaten voor alle concentraties van een te testen teststof vereist zijn, als de afsluiters van de flessen
slechts betrouwbaar zijn zolang ze slechts één keer of enkele keren worden doorstoken. Zet evenzo 't’ batches
van flessen op voor de referentiestof en voor de controles.

24. Het gebruik van een handschoenkast (punt 12(j)) wordt aanbevolen. Laat gedurende ten minste 30 minuten
voor aanvang van de test een stroom stikstofgas door de handschoenkast met daarin alle benodigde apparatuur
stromen. Zorg ervoor dat de temperatuur van het slib tijdens het hanteren en afsluiten van de flessen 35 °C
+2°Cis.

Inleidende test

25.  Als de activiteit van het slib onbekend is, wordt aanbevolen een inleidende test uit te voeren. Zet controles op
om bijvoorbeeld concentraties van vaste stoffen van 10 g/l, 20 g/l en 40 g/l plus substraat, maar geen teststof
te verkrijgen. Gebruik ook verschillende volumes reactiemengsel om drie of vier verhoudingen tussen volume
van de gasruimte en volume van de vloeistof te verkrijgen. Bepaal op basis van de resultaten van de gasvolumes
die op verschillende tijdstippen zijn geproduceerd, de voorwaarden die het meest geschikt zijn om twee
dagelijkse metingen te kunnen doen die aanzienlijke volumes gas opleveren, en verlaging van de druk per dag
bij optimale gevoeligheid (') zonder angst voor ontploffingen.

(") Dit geldt voor de testopzet en de testomstandigheden waarbij de geproduceerde gasvolumes — van controleblanco’s en van vaten die
duiden op 70-80 % remming — met een aanvaardbare foutenmarge kunnen worden geschat.
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

Toevoeging van teststoffen

Voeg aan de lege testflessen (punt 12(b)) in water oplosbare teststoffen toe als waterige oplossingen (punt 18).
Gebruik voor elk concentratiebereik sets van flessen, ten minste in drievoud (punt 20). Injecteer, in geval van
een onoplosbare of slecht oplosbare teststof, oplossingen daarvan in organische oplosmiddelen met behulp van
een micro-injectiespuit in lege flessen om sets van replicaten van alle vijf de concentraties van de teststof te
verkrijgen. Verdamp het oplosmiddel door een straal stikstofgas over het oppervlak van de oplossingen in de
testflessen te laten stromen. Als alternatief kunnen ook onoplosbare vaste stoffen als gewogen hoeveelheden
van de vaste stof direct aan de testflessen worden toegevoegd.

Als onoplosbare en slecht in water oplosbare teststoffen niet met behulp van een oplosmiddel worden
toegevoegd, voeg ze dan met een micro-injectiespuit direct aan de testflessen toe na de toevoeging van
entmateriaal en testsubstraat (zie punt 30). Vluchtige teststoffen kunnen op dezelfde wijze worden toegevoegd.

Toevoeging van entmateriaal en substraat

Roer een geschikte hoeveelheid gezeefd gistend slib (zie punt 16) in een 5-literfles (punt 12(g)), terwijl een
stroom stikstofgas door de gasruimte stroomt. Spoel de testflessen, met daarin waterige oplossingen of
verdampte oplosmiddeloplossingen van teststoffen, gedurende ongeveer twee minuten met een stroom
stikstofgas om lucht te verwijderen. Breng met behulp van een pipet met grote punt of een maatcilinder porties
van bv. 100 ml van het goed gemengde slib in de testflessen. Het is van essentieel belang de pipet in één keer
te vullen tot precies het vereiste volume slib, omdat vaste slibdeeltjes gemakkelijk kunnen bezinken. Als meer
slib nodig is, leeg de pipet dan en begin opnieuw.

Voeg vervolgens voldoende substraatoplossing toe (punt 17) om een concentratie van 2 g/l van elk van de
voedingsbouillon, het gistextract en de D-glucose in het mengsel te verkrijgen, terwijl de stikstof nog steeds
doorstroomt. Hieronder ziet u een voorbeeld voor testbatches:

Volume van de teststof Reagentia en media
Uiteindelijke mas- (ml) (ml)
saconcentratie
van de teststof in | Voorraadoplos- Voorraadoplos-
testflessen sing sing Verdunningswater Entmateriaal Substraat
(mg/) a) 10 g/l b) 1g/l punt 14 punt 16 punt 17
punt 18 punt 18
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

Totaal volume van fles = 160 ml. Volume van vloeistof = 103 ml.

Volume van gas = 57 ml, of 35,6 % van het totale volume.

Spoel op dezelfde wijze ook voldoende lege testflessen met stikstofgas uit voor eventuele vluchtige en
onoplosbare vloeibare teststoffen (zie punt 27).

Controles en referentiestof

Zet sets van flessen op, ten minste in drievoud, met daarin enkel slib en substraat, om als controles te dienen.
Zet voorts replicaatflessen op met daarin slib en substraat plus voldoende stamoplossing van de referentiestof,
3,5-dichloorfenol (punt 21), om een uiteindelijke concentratie van 150 mg|l te verkrijgen. Deze concentratie
moet de gasproductie met ongeveer 50 % remmen. Zet, als alternatief, een reeks concentraties van de referen-
tiestof op. Zet voor pH-metingen bovendien vier extra flessen op met daarin slib, gedeoxygeneerd water en
substraat. Voeg de teststof toe aan twee flessen in de hoogste concentratie die wordt getest, en voeg gedeoxy-
geneerd water toe aan de andere twee flessen.
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32. Zorg ervoor dat alle flessen — teststof, referentiestoffen en controles — hetzelfde volume (V,) aan vloeistof
bevatten; voeg, waar nodig, gedeoxygeneerd, gedeioniseerd water toe (punt 14) om het juiste volume te
verkrijgen. De gasruimte dient tussen de 10 % en 40 % van het volume van de fles in te nemen, waarbij de
werkelijke waarde wordt geselecteerd uit de gegevens die uit de inleidende test zijn verkregen. Verwijder,
wanneer alle bestanddelen aan de flessen zijn toegevoegd, de naald waardoor het gas werd aangevoerd, en sluit
elke fles af met een rubber stop en een aluminium dop (punt 12(b)). Bevochtig de stop daarbij eerst met een
druppel gedeioniseerd water, zodat hij gemakkelijker in te brengen is. Meng de inhoud van elke fles door te
schudden.

Incubatie van flessen

33. Breng de flessen over naar de thermostatisch gereguleerde incubator, die bij voorkeur is uitgerust met een
schudapparaat en op een temperatuur van 35 °C + 2 °C wordt gehouden. De flessen worden in het donker
geincubeerd. Maak de druk in de flessen na ongeveer 1 uur gelijk aan de omgevingsdruk door de injectienaald
die is verbonden met de drukmeter (punt 12(c)), door de afsluiters van de verschillende flessen te steken, open
het ventiel tot de drukmeter op nul staat, en sluit tot slot het ventiel. De naald dient onder een hoek van
ongeveer 45° te worden ingebracht om weglekken van gas uit de flessen te voorkomen. Als de flessen worden
geincubeerd in een incubator zonder schudapparaat, schud de flessen dan gedurende de gehele incubatieperiode
twee keer per dag met de hand om het systeem in evenwicht te brengen. Incubeer de flessen en draai ze om
om verlies van gas door het septum te voorkomen. Omkering is echter ongeschikt in gevallen waarin
onoplosbare teststoffen zich aan de bodem van de fles kunnen hechten.

Drukmeting

34. Meet en noteer de pH van de inhoud van twee van de vier flessen die voor dit doel zijn opgezet, wanneer de
flessen een temperatuur van 35 °C = 2 °C hebben bereikt, en gooi de inhoud vervolgens weg; zet de incubatie
van de overige flessen in het donker voort. Meet en noteer in de volgende 48 tot 72 uur twee keer per dag de
druk in de flessen door de naald van de drukmeter door de afsluiters van de verschillende flessen te steken en
de naald tussen de metingen te drogen. Houd tijdens de meting, die zo snel mogelijk moet worden uitgevoerd,
alle delen van de fles op de incubatietemperatuur. Laat de stand van de drukmeter stabiliseren en noteer het
resultaat. Open vervolgens het ventiel voor ventilatie en sluit het wanneer de drukmeter 0 aangeeft. Zet de test
voort, gewoonlijk gedurende 48 uur vanaf het moment waarop de druk voor het eerst in evenwicht is
gebracht, aangeduid als ’tijdstip 0’. Het aantal aflezingen en ventilaties moet voor vluchtige stoffen worden
beperkt tot één (aan het eind van de incubatie) of twee om het verlies van de teststof tot een minimum te
beperken (10).

35. Open het ventiel niet als de meter een negatieve druk aangeeft. Soms hoopt zich vocht in de injectienaald en
slangen op, wat blijkt uit een kleine negatieve stand van de drukmeter. Verwijder in dit geval de naald, schud
aan de slang, droog af met een tissue en plaats een nieuwe naald.

pH-meting

36. Meet en noteer de pH van de inhoud van elke fles na de laatste drukmeting.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Uitdrukking van de resultaten

37. Bereken de som en het gemiddelde van de genoteerde drukken op elk tijdstip voor elke set replicaatflessen en
bereken de gemiddelde cumulatieve bruto gasdruk op elk tijdstip voor elke set replicaten. Teken voor de
controle-, test- en referentieflessen curves van de gemiddelde cumulatieve gasproductie (Pa) als functie van de
tijd. Selecteer een tijdstip op het lineaire gedeelte van de curve, doorgaans 48 uur, en bereken het remmingsper-
centage (I) voor elke concentratie volgens de volgende formule [1]:

I=(1-PJP)x100 [1],

waarin:
I = remmingspercentage, in %;
P, = de met testmateriaal geproduceerde gasdruk op de geselecteerde tijd, in Pascal (Pa);

P. = dein de controle geproduceerde gasdruk op dezelfde tijd, in Pascal (Pa).

c
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Het is raadzaam beide grafieken te tekenen, d.w.z. de grafiek van I als functie van de concentratie en ook de
grafick van I als functie van de logaritme van de concentratie, zodat de curve kan worden gekozen die een
lineair verband het dichtst benadert. Bepaal de EC,-waarde (mg/l) visueel of door regressieanalyse op basis van
de meest lineaire curve. Voor vergelijkende doeleinden kan het nuttiger zijn om de concentratie van de stof uit
te drukken in mg stof/g totale droge vaste stoffen. Deel, om deze concentratie te verkrijgen, de volumetrische
concentratie (mg(l) door de volumetrische concentratie van de droge vaste stoffen in het slib (g/l) (punt 16).

38. Bereken hetzij het remmingspercentage dat is bereikt door de ene concentratie van de gebruikte referentiestof,
of de EC, als voldoende concentraties zijn onderzocht.

39. Gebruik de kalibratiecurve van de drukmeter (aanhangsel 2) om de gemiddelde druk van het geproduceerde gas
in de controle P_ (Pa) te converteren naar het volume en bereken hieruit de gasopbrengst, uitgedrukt als het
volume dat in 48 uur wordt geproduceerd uit 100 ml onverdund slib bij een concentratie van 2 % (20 g/l) tot
4 % (40 gf]) vaste stoffen.

Geldigheidscriteria

40. Uit de resultaten van de ISO-interlaboratoriumproef (5) is gebleken dat de referentiestof (3,5-dichloorfenol)
50 % remming van de gasproductie in een concentratiebereik van 32 mg/l tot 510 mg/l (gemiddeld 153 mg/l)
veroorzaakt (punt 10). Dit bereik is zo breed dat geen betrouwbare, harde grenzen voor de remming als geldig-
heidscriteria kunnen worden vastgesteld; dit zou wel mogelijk moeten zijn wanneer uit ontwikkelingen is
gebleken hoe consistentere entmaterialen kunnen worden geproduceerd. De volumes gas die in 48 uur in de
controleflessen werden geproduceerd, varieerden van 21 ml/g slib (droge stof) tot 149 ml/g (gemiddeld 72 ml/
g). Er werd geen duidelijk verband gevonden tussen het volume van het geproduceerde gas en de bijbehorende
EC;,-waarde. De uiteindelijke pH varieerde tussen 6,1 en 7,5.

41. De test wordt als geldig beschouwd wanneer een remming van meer dan 20 % is verkregen in de referentie-
controle met 150 mg/l 3,5-dichloorfenol, meer dan 50 ml gas per g droge stof is geproduceerd in de blanco
controle en de pH-waarde aan het eind van de test tussen 6,2 en 7,5 ligt.

Testverslag

42. In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:
Teststof

— de triviale naam, de chemische naam, het CAS-nummer, de structuurformule en relevante fysisch-chemische
eigenschappen;

— de zuiverheid (verontreinigingen) van de teststof.
Testomstandigheden

— volumes van vloeibare inhoud en van de gasruimte in de testvaten;
— beschrijvingen van de testvaten en gasmeting (bv. type drukmeter);

— de manier waarop de teststof en de referentiestof aan het testsysteem zijn toegevoegd, de gebruikte testcon-
centraties en het gebruik van oplosmiddelen;

— gedetailleerde gegevens over het gebruikte entmateriaal: naam van de waterzuiveringsinstallatie, beschrijving
van de oorsprong van het behandelde afvalwater (bv. werktemperatuur, slibretentietijd, hoofdzakelijk
huishoudelijk afvalwater of industrieel afvalwater, enz.), concentratie van vaste stoffen, gasproductieactiviteit
van anaerobe gistingstank, eerdere blootstelling of mogelijke voorafgaande conditionering aan toxische
stoffen of plaats van verzamelen van modder, sediment, enz.;

— incubatietemperatuur en bereik;

— het aantal replicaten.
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Resultaten
— pH-waarden aan het eind van de test;

— alle gemeten gegevens die in de test-, blanco- en referentiestofcontrolevaten zijn verzameld, als passend (bv.
druk in Pa of millibar) in tabelvorm;

— remmingspercentage in test- en referentieflessen, en remming-concentratiecurven;
— berekening van EC,,-waarden, uitgedrukt in mg/l en mg/g;

— gasproductie per g slib in 48 uur;

— eventuele redenen om de testresultaten te verwerpen;

— bespreking van de resultaten, met inbegrip van afwijkingen van de procedures in deze testmethode en
bespreking van eventuele afwijkingen in de testresultaten als gevolg van interferenties en fouten ten
opzichte van wat werd verwacht;

— tevens bespreking of de test ten doel had het toxisch effect op eerder blootgestelde of op niet eerder
blootgestelde micro-organismen te meten.
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Legenda:

1
2

Aanhangsel 1

Voorbeeld van een apparaat om de biogasproductie te meten door de gasdruk

0

AONNYN

Drukmeter

Gasdicht driewegventiel

Injectienaald

Gasdichte afsluiter (krimpsluiting en septum)
Gasruimte

Uitgegist slibentmateriaal

Testvaten in een omgeving van 35 °C = 2 °C
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Aanhangsel 2

Conversie van de drukmeter

De standen van de drukmeter kunnen door middel van een standaardcurve worden gerelateerd aan gasvolumes en
hieruit kan het geproduceerde volume gas per g droog slib per 48 uur worden berekend. Deze activiteitsindex wordt
gebruikt als een van de criteria op basis waarvan de geldigheid van de testresultaten wordt beoordeeld. De kalibra-
tiecurve wordt opgesteld door bekende volumes gas bij 35 °C £ 2 °C te injecteren in serumflessen met daarin een
volume aan water gelijk aan dat van het reactiemengsel, V,;

— Breng porties van V, ml water, bewaard bij 35 °C + 2 °C, in vijf serumflessen. Sluit de flessen af en plaats ze
gedurende 1 uur in een waterbad bij 35 °C £ 2 °C om een evenwichtstoestand te bereiken;

— Zet de drukmeter aan, laat deze stabiliseren en stel hem in op nul;

— Steek de injectienaald door de afsluiter van een van de flessen, open het ventiel tot de drukmeter nul aangeeft, en
sluit het ventiel;

— Herhaal deze procedure voor de overige flessen;

— Injecteer in elke fles 1 ml lucht van 35 °C + 2 °C. Steek de naald (op de meter) door de afsluiter van een van de
flessen en wacht tot de stand van de drukmeter is gestabiliseerd; Noteer de druk, open het ventiel tot de
drukmeter nul aangeeft, en sluit het ventiel;

— Herhaal deze procedure voor de overige flessen;

— Herhaal de totale procedure met 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml en 50 ml
lucht;

— Teken een conversiecurve van de druk (Pa) als functie van het geinjecteerde gasvolume (ml). De respons van het
instrument is lineair in het bereik van 0 Pa tot 70 000 Pa, en van 0 ml tot 50 ml gasproductie.
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Aanhangsel 3

Geidentificeerde factoren die tot foute resultaten kunnen leiden

(a) Kwaliteit van de flesdoppen

Er zijn verschillende typen septa voor de serumflessen commercieel verkrijgbaar; vele daarvan, waaronder septa
van butylrubber, verliezen hun gasdichtheid wanneer ze onder de omstandigheden van deze test met een
injectienaald worden doorstoken. Soms daalt de druk heel langzaam wanneer het septum met een injectienaald is
doorstoken. Het gebruik van gasdichte septa wordt aanbevolen om lekken tegen te gaan (punt 12(b)).

(b) Vocht in de injectienaald

Soms hoopt zich vocht in de injectienaald en slang op, wat blijkt uit een kleine negatieve stand van de
drukmeter. Verwijder, om dit recht te zetten, de naald, schud aan de slang, droog af met een tissue en plaats een
nieuwe naald (punten 12(c) en 35).

(c) Vervuiling door zuurstof

Anaerobe methoden zijn gevoelig voor fouten als gevolg van verontreiniging door zuurstof, die tot een lagere
gasproductie kan leiden. In deze methode moet deze mogelijkheid tot een minimum worden beperkt door het
gebruik van strikt anaerobe technieken, met inbegrip van het gebruik van een handschoenkast.

(d) Grove substraten in slib

De anaerobe gasproductie en de gevoeligheid van het slib worden beinvloed door substraten die met het
entmateriaal naar de testflessen worden overgebracht. Uitgegist slib van huishoudelijke anaerobe gistingstanks
bevat vaak nog herkenbare zaken zoals haar en plantenresten van cellulose, die het doorgaans moeilijk maken
om representatieve monsters te nemen. De grove onoplosbare materie in het slib kan worden verwijderd door
het slib te zeven, waarna monsters vaker representatief zullen zijn (punt 16).

(e) Vluchtige teststoffen

Vluchtige teststoffen zullen vrijkomen in de gasruimte van de testflessen. Dit kan ertoe leiden dat tijdens de
ventilatie na de drukmetingen een deel van de teststof uit het systeem verdwijnt, wat onjuiste hoge EC,,-waarden
oplevert. Door een geschikte keuze van de verhouding tussen het volume van de gasruimte en het vloeistof-
volume en door niet te ventileren na de drukmetingen, kan de fout worden beperkt (10).

(f) Niet-lineariteit van gasproductie

Als de grafiek van de gemiddelde cumulatieve gasproductie als functie van de incubatieperiode over 48 uur niet
bij benadering lineair is, kan de nauwkeurigheid van de test afnemen. Om dit tegen te gaan, kan het raadzaam
zijn gistend slib van een andere bron te gebruiken en/of een hogere concentratie van de testsubstraat-voedings-
bouillon, gistextract en glucose toe te voegen (punt 29).
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Aanhangsel 4

Toepassing op milieumonsters met een lage concentratie biomassa — anaerobe modders,
sedimenten, enz.

INLEIDING

A.1  In het algemeen is de specifieke microbiéle activiteit (volume van geproduceerd gas per g droge vaste stoffen)
van van nature voorkomende anaerobe modders, sedimenten, bodems, enz. veel lager dan die van anaeroob
slib afkomstig van afvalwater. Daarom moeten enkele van de experimentele omstandigheden worden
aangepast wanneer de remmende effecten van deze minder actieve monsters moeten worden gemeten. Voor
deze minder actieve monsters zijn twee algemene handelswijzen mogelijk:

(a) Voer een aangepaste inleidende test uit (punt 25) met het onverdunde monster modder, bodem, enz. bij
35 °C £ 2 °C of bij de temperatuur van de plaats waar het monster is genomen, voor een nauwkeurigere
simulatie (als in deel 1 van ISO 13 641);

(b) Of voer de test uit met verdund (1 op 100) slib uit een gistingstank om de lage activiteit te simuleren die
van het milieumonster wordt verwacht, maar houd de temperatuur op 35 °C £ 2 °C (als in deel 2 van
ISO 13 641).

A2 Optie (a) kan worden verwezenlijkt door de methode te volgen die hier wordt beschreven (gelijk aan deel 1
van ISO 13 641), maar het is noodzakelijk een inleidende test (punt 25) uit te voeren om optimale omstan-
digheden te waarborgen, tenzij deze al bekend zijn uit eerdere tests. Het modder- of sedimentmonster moet
grondig worden gemengd, bv. in een blender, en, indien nodig, worden verdund met een kleine portie
ontlucht, verdunningswater (punt 14), zodat het voldoende mobiel is om door een pipet met grove punt of
een maatcilinder te worden overgebracht. Als wordt gedacht dat er mogelijk een tekort aan voedingsstoffen
is, kan het moddermonster worden gecentrifugeerd (onder anaerobe omstandigheden) en opnieuw worden
gesuspendeerd in het minerale medium met gistextract (A.11).

A3 Optie (b). Dit bootst de lage activiteit van milieumonsters redelijk na, maar heeft niet de hoge concentratie
gesuspendeerde vaste stoffen van deze monsters. Het is niet bekend welke rol deze vaste stoffen spelen in de
remming, maar de reactie tussen de teststoffen en bestanddelen van de modder, alsook de adsorptie van de
teststoffen aan de vaste stoffen zouden tot een lager toxisch effect van de teststof kunnen leiden.

A4 Temperatuur is een andere belangrijke factor: voor een strikte simulatie moeten tests worden uitgevoerd bij
de temperatuur van de plaats waar het monster is genomen, omdat bekend is dat verschillende groepen
methaanproducerende consortia van bacterién binnen verschillende temperatuurbereiken werkzaam zijn,
namelijk thermofielen (~30-35 °C), mesofielen (20-25 °C) en psychrofielen (< 20 °C), die verschillende
remmingspatronen kunnen vertonen.

A5 Duur. In de algemene test, deel 1, met onverdund slib, was de gasproductie in de 2 tot 4 dagen altijd
voldoende, terwijl in deel 2 met tot een honderdste verdund slib in deze periode in de ringtest onvoldoende
gas, of helemaal geen gas, werd geproduceerd. Madsen et al. (1996) zeggen in hun beschrijving van laatstge-
noemde test dat minstens 7 dagen de tijd moet worden genomen.

Testen met lage concentratie biomassa (Optie b)

De volgende wijzigingen en aanpassingen moeten worden aangebracht, waarbij enkele bestaande punten en
alinea’s van de hoofdtekst worden aangevuld of vervangen.

A.6  Toevoegen aan punt 6: Principe van de test;

,Deze techniek mag worden gebruikt met 1:100-verdund anaeroob slib, gedeeltelijk om de lage activiteit van
modders en sediment te simuleren. De incubatietemperatuur kan 35 °C zijn of die van de plaats waar het
monster werd verzameld. Omdat de bacteriéle activiteit veel lager is dan in onverdund slib, moet de incuba-
tietijd worden verlengd tot ten minste 7 dagen.”

A.7  Toevoegen aan punt 12 (a):

,de incubator moet kunnen werken bij lage temperaturen tot 15 °C.”
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A8

A9

A.10

Toevoegen van een extra reagens na punt 13:

,Fosforzuur (H,PO,), 85 % in massa in water.”

Toevoegen aan het eind van punt 16:

,Gebruik in de test een definitieve concentratie van 0,20 * 0,05 g/l totale droge vaste stoffen.”

Punt 17. Testsubstraat

Dit substraat mag niet worden gebruikt, maar wordt vervangen door gistextract (zie de punten 17; A.11,

A12, A13).

Toevoegen na punt 17.

Een mineraal medium, met inbegrip van sporenelementen, voor het verdunnen van anaeroob slib is vereist,
en voor het gemak wordt aan dit medium het organisch substraat, gistextract, toegevoegd.

,(@) Mineraal testmedium, met gistextract.

Dit wordt bereid uit een tien keer geconcentreerd testmedium (punt 17 (b); A.12) met een sporenelemen-
tenoplossing (punt 17 (c); A.13). Gebruik vers geleverd natriumsulfidenonahydraat (punt 17 (b); A.12) of
was en droog het voor gebruik, om te waarborgen dat het voldoende reductiecapaciteit heeft. Als de test
wordt uitgevoerd zonder gebruikmaking van een handschoenkast (punt 12 (j)), moet de concentratie
natriumsulfide in de stamoplossing worden verhoogd tot 2 g/l (van 1 gfl). Natriumsulfide kan ook
worden toegevoegd uit een geschikte stamoplossing door het septum van de gesloten testflessen, omdat
deze procedure het risico van oxidatie verkleint, om een uiteindelijke concentratie van 0,2 g/l te
verkrijgen. Als alternatief mag titanium(Il)citraat (punt 17 (b)) worden gebruikt. Voeg het door het
septum van de gesloten testflessen toe om een concentratie van 0,8 mmol/l tot 1,0 mmol/l te verkrijgen.
Titanium(IIl)citraat is een zeer effectief, laagtoxisch reductiemiddel, dat als volgt wordt bereid: Los 2,94 g
trinatriumcitraatdihydraat op in 50 ml zuurstofvrij verdunningswater (punt 14) (wat resulteert in een
200 mmol/l-oplossing) en voeg 5 ml titanium(Ill)chloride-oplossing (15 g/100 ml verdunningswater)
toe. Neutraliseer tot een pH van 7 £ 0,5 met natriumcarbonaat en breng over in een geschikte serumfles
onder een stroom stikstofgas. De concentratie van het titanium(IIl)citraat in deze stamoplossing is

164 mmol/l. Gebruik het testmedium onmiddellijk of bewaar het niet langer dan 1 dag bij 4 °C.

A12 (b) Tienmaal geconcentreerd testmedium, bereid met:

watervrij kaliumdiwaterstoffosfaat (KH,PO,) 2,7 g
Dinatriumwaterstoffosfaat (Na,HPO,) 449
(of 11,2 g dodecahydraat) 53¢
ammoniumchloride (NH,Cl)

calciumchloridedihydraat (CaCl, - 2H,0) 0,75g
magnesiumchloridehexahydraat (MgCl, - 6H,0) 10¢g
jjzer(l)chloridetetrahydraat (FeCl, - 4H,0) 02¢g
resazurine (redoxindicator) 0,01g
natriumsulfidenonahydraat (Na,S - 9H,0) 10g

(of titanium(IMcitraat) uiteindelijke concentratie

0,8 mmol/l tot 1,0 mmol/l

sporenelementenoplossing (zie punt 17 (c); A.13) 10,0 ml

gistextract 100 g

In verdunningswater oplossen (punt 14) en aanvullen tot: 1 000 ml
A.13 (c) Sporenelementenoplossing, bereid met:

mangaan(Il)chloridetetrahydraat (MnCl, - 4H,0) 05¢

orthoboorzuur (H,BO,)

0,05¢g
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zinkchloride (ZnCl,) 0,05¢
koper(Il)chloride (CuCl,) 0,03 ¢
natriummolybdaatdihydraat (Na,MoO, - 2H,0) 0,01g
kobalt(Il)chloridehexahydraat (CoCl, - 6H,0) 1,0g
nikkel(I)chloridehexahydraat (NiCl, - 6H,0) 01g
dinatriumseleniet (Na,SeO,) 0,05¢g
In verdunningswater oplossen (punt 14) en aanvullen tot: 1 000 ml”

A.14 Punt 25: Inleidende test

Het is van essentieel belang dat een inleidende test wordt uitgevoerd als beschreven in punt 24, behalve dat
de concentratie van de vaste stoffen in het slib een honderdste moet zijn van de opgegeven concentraties, d.
w.z. 0,1 gfl, 0,2 g/l en 0,4 g/l. De incubatietijd moet ten minste 7 dagen zijn.

Noot: In de ringtest (5) was de gasruimte met 75 % totaalvolume veel te hoog; de gasruimte moet in het
aanbevolen bereik van 10 %-40 % liggen. Het toepasselijke criterium is dat het volume van het geproduceerde
gas bij circa 80 % remming met een acceptabele precisie (bv. £+ 5 % tot £ 10 %) moet kunnen worden
gemeten.

A.15 Punt 26 tot en met 30: Toevoeging van teststoffen, entmateriaal en substraat

De toevoegingen vinden plaats op dezelfde wijze als beschreven in deze punten, maar de substraatoplossing
(punt 17) wordt vervangen door het testmedium plus gistextractsubstraat (A.11).

Ook wordt de uiteindelijke concentratie van de droge vaste stoffen in het slib verlaagd van 2 g/l — 4 g/l naar
0,2 £ 0,05 g/l (A.9). In tabel A.1, die de tabel in punt 29 vervangt, worden twee voorbeelden van de
toevoeging van bestanddelen aan het testmengsel gegeven.

A.16 Punt 33: Incubatie van flessen
De incubatietijd is ten minste 7 dagen, vanwege de verwachte lagere gasproductie.
A.17 Punt 34: Drukmetingen

Voor het meten van de druk in de gasruimte van de flessen wordt dezelfde procedure gebruikt als beschreven
in punt 34, als de hoeveelheden in de gasvormige fase vereist zijn. Als de totale hoeveelheden CO, plus CH,
moeten worden gemeten, wordt de pH van de vloeibare fase verlaagd tot circa pH 2 door injectie van H,PO,
in elk van de relevante flessen en meting van de druk na 30 minuten schudden bij de testtemperatuur. Meer
informatie over de kwaliteit van het entmateriaal kan echter worden verkregen door de druk in elke fles vo6r
en na aanzuring te meten. Wanneer het tempo van de CO,-productie bijvoorbeeld veel hoger is dan dat van
methaan, kan de gevoeligheid van de fermentatieve bacterién zijn gewijzigd en/of worden vooral methaanbac-
terién beinvloed door de teststof.

A.18 Punt 36: pH-meting

Als H,PO, wordt gebruikt, moeten speciaal voor de pH-meting enkele extra flessen worden opgezet waaraan
geen H,PO, wordt toegevoegd.

REFERENTIE:

Madsen, T, Rasmussen, HB & Nilsson, L (1996), Methods for screening anaerobic biodegradability and toxicity of
organic chemicals. Project No. 336, Water Quality Institute, Danish Environment Protection Agency, Copenhagen.
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Tabel A.1

Voorbeelden van de testopzet voor testbatches

Normale volgorde
Bestanddelen reactiemengsel Voorbeeld 1 Voorbeeld 2 van de toevoe-
gingen

Concentratie van bereid entmateriaal (g/l) 0,42 2,1 —
Volume van toegevoegd entmateriaal (ml) 45 9 4
Concentratie van entmateriaal in testflessen (g/l) 0,20 0,20 —
Volume van toegevoegd testmedium (ml) 9 9 2
Volume van toegevoegd verdunningswater (ml) 36 72

Concentratie van gistextract in testflessen (g/]) 9,7 9,7 —
Volume van stamoplossing van de teststof (ml) 3 3 1
Totaal vloeibaar volume (ml) 93 93 —
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Aanhangsel 5
Definities
Voor de toepassing van deze testmethode worden de volgende definities gehanteerd:

Stof betekent een substantie of mengsel.

Teststof: alle volgens deze testmethode geteste stoffen en mengsels.
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C.35 TEST TER BEPALING VAN DE TOXICITEIT VOOR LUMBRICULUS IN SEDIMENTEN EN WATER M.
B.V. VERRIJKT SEDIMENT

INLEIDING

1. Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtliin (TG) 225 (2007) van de OESO. Sediment-opnemende
endobenthische dieren zijn voorwerp van een potentieel hoge blootstelling aan sedimentgebonden stoffen en
moeten daarom extra aandacht krijgen, bv. (1), (2), (3). Van deze sediment-opnemende dieren spelen de
aquatische Oligochaetae een belangrijke rol in de sedimenten van aquatische systemen. Door bioturbatie van
het sediment en doordat ze als prooi dienen, kunnen deze dieren een grote invloed hebben op de biologische
beschikbaarheid van chemische stoffen voor andere organismen, bv. benthische vissen. In tegenstelling tot
epibenthische organismen, graven endobenthische aquatische Oligochaetae (bv. Lumbriculus variegatus) zich in
het sediment in en nemen zij onder het sedimentoppervlak sedimentdeeltjes op. Dit zorgt voor blootstelling
van de testorganismen aan de teststof via alle mogelijk opnameroutes (bv. contact met en opname van veront-
reinigde sedimentdeeltjes, maar ook via poriénwater en bovenstaand water).

2. Deze testmethode is bedoeld om de effecten van langdurige blootstelling van endobenthische Oligochaetae
Lumbriculus variegatus (Miiller) aan sedimentgerelateerde stoffen te bepalen. Zij is gebaseerd op bestaande
protocollen voor toxiciteits- en bioaccumulatietests in sedimenten, bv. (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10). De
methode is beschreven voor statische testomstandigheden. Bij het in deze testmethode gebruikte blootstellings-
scenario wordt het sediment verrijkt met de teststof. Het gebruik van verrijkt sediment heeft ten doel een
sediment te simuleren dat is verontreinigd met de teststof.

3. De stoffen die moeten worden getest voor in het sediment levende organismen, zijn gewoonlijk gedurende
lange tijd persistent in dit compartiment. De in het sediment levende organismen kunnen via een aantal routes
worden blootgesteld. Het relatieve belang van elke blootstellingsroute, en de tijd die verstrijkt voordat elk van
de routes bijdraagt aan de algehele toxische effecten, hangen af van de fysisch-chemische eigenschappen van de
betrokken stof en zijn uiteindelijke lot in het dier. Voor sterk adsorberende stoffen (bijvoorbeeld met log K,
> 5) of voor stoffen die een covalente binding met het sediment aangaan, kan opname van besmet voedsel een
belangrijke blootstellingsroute zijn. Om de toxiciteit van dergelijke stoffen niet te onderschatten, wordt het
voedsel dat nodig is voor de voortplanting en groei van de testorganismen, vodr de aanbrenging van de teststof
aan het sediment toegevoegd (11). De beschreven testmethode is voldoende gedetailleerd om de test te kunnen
uitvoeren en ruimte te bieden voor aanpassingen in de proefopzet athankelik van de omstandigheden in
bepaalde laboratoria en de verschillende kenmerken van teststoffen.

4. De testmethode heeft ten doel de effecten van een teststof op de voortplanting en de biomassa van de testorga-
nismen te bepalen. De gemeten biologische parameters zijn het totale aantal overlevende wormen en de
biomassa (drooggewicht) aan het eind van de blootstelling. Deze gegevens worden geanalyseerd door hetzij met
een regressiemodel een schatting te maken van de concentratie die zou leiden tot een afname van x % (bv.
EC,,, EC,; en EC,,), hetzij statistische hypothesen te toetsen om de No Observed Effect Concentration (NOEC)
en de Lowest Observed Effect Concentration (LOEC) te bepalen.

5. Hoofdstuk C.27 van deze bijlage, ,Test ter bepaling van de toxiciteit voor chironomiden in sedimenten en water
m.b.v. verrijkt sediment” (6), verschaft veel essentiéle en nuttige nadere gegevens met betrekking tot de
uitvoering van de onderhavige testmethode ter bepaling van de toxiciteit in sedimenten. Dit document dient
daarom als basis waarop noodzakelijke wijzigingen voor het uitvoeren van tests om met Lumbriculus variegatus
de toxiciteit in sedimenten te bepalen werden uitgewerkt. Andere documenten waarnaar wordt verwezen, zijn
bijvoorbeeld de ASTM-standaardrichtsnoer voor de bepaling van de bioaccumulatie van sedimentgerelateerde
verontreinigende stoffen met bentische gewervelde dieren (3), de Amerikaanse EPA-methoden voor het meten
van de toxiciteit en bioaccumulatie van sedimentgerelateerde verontreinigende stoffen met gewervelde zoetwa-
terdieren (7), en de ASTM-standaardrichtsnoer voor het verzamelen, bewaren, kenschetsen en hanteren van
sedimenten voor toxicologische tests en voor de selectie van bemonsteringsapparaten voor het verzamelen van
benthische gewervelde dieren (12). Daarnaast zijn praktische ervaring die is opgedaan tijdens de ringtest voor
de testmethode ((13), rapport over de ringtest), en gedetailleerde gegevens uit de literatuur belangrijke informa-
tiebronnen geweest voor het opstellen van het onderhavige document.

VEREISTE EN BEGELEIDENDE INFORMATIE

6.  Voor het begin van de studie moet informatie over de teststof worden verzameld, zoals voorzorgsmaatregelen,
passende opslagomstandigheden en de analysemethoden. Richtsnoeren voor het testen van stoffen met
zodanige fysisch-chemische eigenschappen dat de uitvoering van de test problematisch is, zijn opgenomen in
(14).
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7. Vo66r de uitvoering van een test moet de volgende informatie over de teststof bekend zijn:

— de triviale naam, chemische naam (bij voorkeur de IUPAC-naam), structuurformule, CAS-registratienummer,
zuiverheid;

— dampspanning;
— oplosbaarheid in water.
8. De volgende aanvullende informatie wordt geacht van nut te zijn vo6r aanvang van de test:
— octanol/water-verdelingscoéfficiént, K.
— organisch koolstof/water-verdelingscoéfficiént, uitgedrukt als K.
— hydrolyse;
— fototransformatie in water;
— biologische afbreekbaarheid;
— oppervlaktespanning.

9. Informatie over bepaalde kenmerken van het te gebruiken sediment moet worden verkregen v66r de start van
de test (7). Zie de punten 22 tot en met 25 voor nadere gegevens.

PRINCIPE VAN DE TEST

10. Wormen in een vergelijkbare fysiologische toestand (gesynchroniseerd als beschreven in aanhangsel 5) worden
blootgesteld aan een reeks concentraties van een toxische stof aangebracht op de sedimentfase van een
sediment/watersysteem. Kunstmatig sediment en synthetisch water moeten als media worden gebruikt.
Testvaten zonder aangebrachte teststof dienen als controle. Het sediment wordt voor elk concentratieniveau in
bulk met de teststof verrijkt om de variabiliteit tussen de replicaten van elk concentratieniveau tot een
minimum te beperken. Daarna worden de testorganismen aan de testvaten met de gestabiliseerde sediment- en
waterconcentraties toegevoegd (zie punt 29). De testdieren worden gedurende een periode van 28 dagen
blootgesteld aan de sediment/watersystemen. Gezien het lage gehalte aan voedingsstoffen van het kunstmatige
sediment, moet het sediment worden aangepast met een voedingsbron (zie de punten 22 en 23 en
aanhangsel 4) om te waarborgen dat de wormen zich onder de controleomstandigheden zullen ontwikkelen en
voortplanten. Op deze manier wordt gewaarborgd dat de testdieren via het water en het sediment alsook via
hun voedsel worden blootgesteld.

11. Het eindpunt van dit type studie is bij voorkeur de EC, (bv. ECy,, EC,, en EC,; effectconcentratie waarbij bij
x % van de testorganismen een effect optreedt) voor respectievelijk de voortplanting en biomassa, vergeleken
met de controle. Gezien de hoge onzekerheid van een lage EC, (bv. EC,,, EC,,) met extreem hoge 95 %-
betrouwbaarheidsgrenzen (bv. (15)) en het statistisch onderscheidingsvermogen berekend tijdens het toetsen
van hypothesen, zij echter opgemerkt dat de EC,, als het meest robuuste eindpunt wordt beschouwd.
Daarnaast kunnen de concentratie zonder waargenomen effecten (NOEC) en de laagste concentratie met
waargenomen effecten (LOEC) worden bepaald voor de biomassa, en voor de voortplanting, als de testopzet en
de gegevens deze berekeningen ondersteunen (zie de punten 34 tot en met 38). Het doel van de studie,
afleiding van de EC,_ of NOEC, bepaalt de testopzet.

REFERENTIETEST

12. Er wordt verwacht dat de prestaties van de controle-organismen voldoende aantonen in hoeverre een
laboratorium in staat is om de test uit te voeren en, als er historische gegevens beschikbaar zijn, in hoeverre de
test herhaalbaar is. Daarnaast kunnen met regelmatige tussenpozen referentietoxiciteitstests worden uitgevoerd
met een toxische referentiestof om de gevoeligheid van de test-organismen te beoordelen. Referentietoxici-
teitstests van 96 uur in uitsluitend water kunnen op bevredigende wijze de gevoeligheid en toestand van de
testdieren aantonen (4)(7). Informatie over de toxiciteit van pentachloorfenol (PCP) in complete tests (28 dagen
blootstelling aan verrijkt sediment) is opgenomen in aanhangsel 6 en in het rapport over de ringtest van de
testmethode (13). De acute toxiciteit van PCP in uitsluitend water is bijvoorbeeld beschreven in (16). Deze
informatie kan worden gebruikt om de gevoeligheid van testorganismen in referentietests met PCP als toxische
referentiestof te vergelijken. Kaliumchloride (KCl) of kopersulfaat (CuSO,) zijn aanbevolen als toxische referen-
tiestoffen voor L. variegatus (4)(7). Tot op heden is de vaststelling van kwaliteitscriteria op basis van toxiciteitsge-
gevens voor KCl moeilijk door het ontbreken van literatuurgegevens voor L. variegatus. Zie (17) tot en met (21)
voor informatie over het toxisch effect van koper op L. variegatus.
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GELDIGHEID VAN DE TEST

13. Voor een geldige test moet aan de volgende eisen zijn voldaan:

— Uit een ringtest (13) is gebleken dat, voor Lumbriculus variegatus, het gemiddelde aantal levende wormen
per replicaat in de controles aan het eind van de blootstelling moet zijn toegenomen met ten minste een
factor 1,8 ten opzichte van het aantal wormen per replicaat aan het begin van de blootstelling.

— Het bovenstaande water moet gedurende de hele test een pH-waarde tussen 6 en 9 hebben.

— Het zuurstofgehalte in het bovenstaande water moet tijdens de test ten minste 30 % van de verzadigings-
waarde van lucht bij de testtemperatuur bedragen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Testsysteem

14. Statische systemen zonder verversing van het bovenstaande water worden aanbevolen. Als de sediment/water-
verhouding (zie punt 15) juist is, zal voorzichtige beluchting gewoonlijk volstaan om de waterkwaliteit voor de
testorganismen op een aanvaardbaar niveau te houden (bv. maximalisatie van het gehalte opgeloste zuurstof,
minilae ophoping van excretieproducten). Semistatische of doorstroomsystemen met periodieke of continue
verversing van het bovenstaande water mogen alleen in uitzonderlijke gevallen worden gebruikt, omdat
verwacht wordt dat regelmatige verversing van het bovenstaande water het chemische evenwicht zal aantasten
(bv. verlies van teststof uit het testsysteem).

Testvaten en apparatuur

15. De blootstelling moet plaatsvinden in bekerglazen met een inhoud van bv. 250 ml en een diameter van 6 cm.
Ook andere glazen vaten mogen worden gebruikt, mits zij voldoende diep zijn voor het bovenstaande water en
het sediment. Elk vat moet een laag van ongeveer 1,5-3 cm geformuleerd sediment krijgen. De verhouding
tussen de dikte van de sedimentlaag en de diepte van het bovenliggende water moet 1:4 zijn. De vaten moeten
een volume hebben dat geschikt is voor de densiteit, d.w.z. voor het aantal testwormen dat per gewichtseenheid
sediment wordt toegevoegd (zie ook punt 39).

16. Testvaten en andere apparatuur die in contact komen met de teststof, moeten volledig van glas of een ander
chemisch inert materiaal zijn gemaakt. Voor alle onderdelen van de apparatuur moet het gebruik van
materialen die teststoffen kunnen oplossen of absorberen of andere stoffen kunnen logen en die een schadelijk
effect op de testdieren hebben, worden vermeden. Voor apparatuur die in contact komt met de testmedia, moet
polytetrafluoroethyleen (PTFE), roestvrij staal enfof glas worden gebruikt. Voor organische stoffen waarvan
bekend is dat zij aan glas adsorberen, kan het nodig zijn gesilaniseerd glas te gebruiken. In een dergelijk geval
moet de apparatuur na gebruik worden verwijderd (geen hergebruik).

Diersoort

17. De testdiersoort die in dit type studies wordt gebruikt, is zoetwater Oligochaeta Lumbriculus variegatus (Miiller).
Deze diersoort verdraagt een breed scala van sedimenttypen en wordt veel gebruikt in tests voor het bepalen
van de toxiciteit en de bioaccumulatie in sediment (bv. (3), (5), (7), (9), (13), (15), (16), (22), (23), (24), (25),
(26), (27), (28), (29), (30), (31), (32), (33), (34), (35)). De herkomst van de testdieren, de bevestiging van de
identiteit van de soort (bv. (36)) en de kweekomstandigheden moeten in het verslag worden opgenomen. Er
hoeft niet voorafgaand aan iedere test identificatie van de soort plaats te vinden als de organismen uit eigen
kweek afkomstig zijn.

Kweken van de testorganismen

18. Om voldoende wormen te hebben voor het uitvoeren van tests ter bepaling van de toxiciteit van sedimenten is
het handig de wormen in een permanente laboratoriumcultuur te houden. Aanhangsel 5 bevat een richtsnoer
voor methoden voor het kweken van Lumbriculus variegatus in een laboratorium, alsook bronnen van starter-
culturen. Zie de literatuur (3), (7) en (27) voor nadere informatie over het kweken van deze soort.

19. Het wordt ten zeerste aanbevolen culturen van één enkele soort op te zetten, om te waarborgen dat de tests
worden uitgevoerd met dieren van dezelfde soort. Zorg ervoor dat de culturen en in het bijzonder de wormen
die in de tests gebruikt worden, vrij zijn van waarneembare ziekten en abnormaliteiten.
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Water

20. Als bovenstaand water in de tests wordt synthetisch water conform hoofdstuk C.1 van deze bijlage (37)
aanbevolen; dit kan ook worden gebruikt voor de laboratoriumculturen van de wormen (zie aanhangsel 2 voor
de bereiding). Indien nodig, kant natuurlijk water worden gebruikt. Het gekozen water moet van zodanige
kwaliteit zijn dat de testsoort daarin gedurende de acclimatisatie en de looptijd van de test kan groeien en zich
kan voortplanten zonder een abnormaal aspect of gedrag te gaan vertonen. Het is aangetoond dat Lumbriculus
variegatus in dit type water kan overleven, groeien en zich voortplanten (30), en er wordt zo gezorgd voor
maximale standaardisatie van de test- en kweekomstandigheden. Als synthetisch water wordt gebruikt, moet de
samenstelling daarvan in het testverslag worden opgenomen, en het water moet v66r gebruik worden gekarak-
teriseerd met ten minste pH, zuurstofgehalte en hardheid (uitgedrukt in mg CaCO,/l). Analyse van het water op
microverontreinigingen voor gebruik kan in dit verband nuttige informatie opleveren (zie bv. aanhangsel 3).

21. Het bovenstaande water moet een pH-waarde tussen 6,0 en 9,0 hebben (zie punt 13). Als een verhoogde
ammoniakontwikkeling wordt verwacht, is het nuttig de pH tussen 6,0 en 8,0 te houden. Voor het testen van
bv. zwak organische zuren is het raadzaam de pH aan te passen door het in de test te gebruiken water te
bufferen als beschreven in bv. (16). De totale hardheid van het in de test te gebruiken water moet voor
natuurlijk water tussen 90 en 300 mg CaCO, per liter liggen. Aanhangsel 3 geeft een overzicht van
aanvullende criteria voor aanvaardbaar verdunningswater overeenkomstig OESO-richtsnoer nr. 210 (38).

Sediment

22. Aangezien niet-verontreinigde natuurlijke sedimenten uit een bepaalde bron mogelijk niet het hele jaar
beschikbaar zijn en inheemse organismen alsook de aanwezigheid van microverontreinigingen de test kunnen
beinvloeden, moet bij voorkeur een geformuleerd sediment (ook gereconstituteerd, kunstmatig of synthetisch
sediment genoemd) worden gebruikt. Gebruik van een geformuleerd sediment beperkt de variabiliteit van de
testomstandigheden en de introductie van inheemse fauna tot een minimum. Het volgende geformuleerde
sediment is gebaseerd op het kunstmatige sediment overeenkomstig (6), (39) en (40). Het wordt aanbevolen
voor gebruik in dit type test ((6), (10), (30), (41), (42), (43)):

(@) 4-5 % (drooggewicht) veenmosturf; het is belangrijk turf in poedervorm te gebruiken, mate van
decompositie: ,medium”, fijngemalen (deeltjesgrootte < 0,5 mm), en alleen aan de lucht gedroogd.

(b) 20 £ 1 % (drooggewicht) kaolienklei (met bij voorkeur meer dan 30 % kaoliniet);

(c) 75-76 % (drooggewicht) kwartszand (fijn zand; korrelgrootte: < 2 mm, maar > 50 % van de deeltjes moet
binnen het bereik 50-200 pm liggen).

(d) Gedeioniseerd water, 30-50 % van het sediment (drooggewicht), naast de droge sedimentbestanddelen.

() Er wordt chemisch zuiver calciumcarbonaat (CaCO,) toegevoegd om de pH van het uiteindelijke sediment-
mengsel aan te passen.

(f) Het totale gehalte aan organische koolstof (TOC) van het uiteindelijke mengsel moet 2 % (+ 0,5 %) van het
drooggewicht van het sediment bedragen en moet worden aangepast door toevoeging van extra turf en
zand overeenkomstig (a) en (c).

(g) Voedingsstoffen, bv. poedervormige bladeren van de grote brandnetel (Urtica sp., in overeenstemming met
farmaceutische normen, voor menselijke consumptie), of een mengsel van poedervormige bladeren van
Urtica sp. en alfacellulose (1: 1), bij 0,4-0,5 % sediment (drooggewicht), naast de droge sedimentbe-
standdelen; zie aanhangsel 4 voor gedetailleerde gegevens.

23. De bron van de turf, de kaolienklei, de voedingsstoffen en het zand moet bekend zijn. Behalve punt (g), noemt
hoofdstuk C.27 van deze bijlage (6) andere plantmaterialen die als voedingsbron kunnen worden gebruikt:
gedroogde bladeren van de witte moerbei (Morus alba), witte klaver (Trifolium repens), spinazie (Spinacia oleracea)
of graan.

24. De gekozen voedingsbron moet worden toegevoegd voér of tijdens de verrijking van het sediment met de
teststof. De gekozen voedingsbron moet ten minste acceptabele voortplantingsresultaten in de controles
mogelijk maken. Analyse van het kunstmatige sediment of de bestanddelen ervan op microverontreinigingen
voor gebruik kan in dit verband nuttige informatie opleveren. In aanhangsel 4 wordt een voorbeeld gegeven
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van de bereiding van kunstmatig sediment. Menging van droge bestanddelen is ook aanvaardbaar, mits wordt
aangetoond dat na toevoeging van het bovenstaande water geen scheiding van de bestanddelen van het
sediment plaatsvindt (bv. drijvende turfdeeltjes) en dat de turf of het sediment voldoende geconditioneerd is (zie
ook punt 25 en aanhangsel 4). Het kunstmatige sediment moet worden gekarakteriseerd met ten minste de
oorsprong van de bestanddelen, de deeltjesgrootteverdeling (percentage zand, silt en klei), het totale gehalte aan
organische koolstof (TOC), het watergehalte en de pH. Meting van het redoxpotentieel is facultatief.

25. Indien nodig, bv. voor specificke testdoeleinden, kunnen natuurlifke sedimenten van niet-verontreinigde
terreinen ook als test- en/of kweeksediment dienen (3). Als echter natuurlijk sediment wordt gebruikt, moet dit
worden gekarakteriseerd met ten minste de oorsprong (plaats van verzamelen), de pH en het ammoniakgehalte
van het poriénwater, totaal gehalte aan organische koolstof (TOC) en gehalte aan stikstof, deeltjesgroottever-
deling (percentage zand, silt en klei) en procentueel watergehalte (7), en moet het vrij zijn van verontreinigingen
en andere organismen die de testorganismen zouden kunnen beconcurreren of consumeren. Meting van het
redoxpotentieel en het kationenuitwisselingsvermogen is facultatief. Ook wordt aanbevolen het natuurlijke
sediment, voordat het wordt verrijkt met de teststof, zeven dagen te laten rusten onder dezelfde omstan-
digheden die ook in de test zullen heersen. Aan het eind van deze conditioneringsperiode moet het
bovenstaande water worden verwijderd en weggegooid.

26. Het te gebruiken sediment moet van zodanige kwaliteit zijn dat de controleorganismen daarin gedurende de
blootstelling kunnen overleven en zich kunnen voortplanten zonder een abnormaal aspect of gedrag te gaan
vertonen. De controlewormen moeten zich in het sediment ingraven en sediment opnemen. De voortplanting
in de controles dient ten minste te voldoen aan het in punt 13 beschreven geldigheidscriterium. De aan- of
afwezigheid van fecaal materiaal op het sedimentoppervlak, die duiden op opname van sediment door de
wormen, moet worden genoteerd en kan nuttige informatie zijn voor de interpretatie van de testresultaten voor
wat betreft de blootstellingsroutes. Aanvullende informatie over opname van sediment kan worden verkregen
door de methoden te gebruiken als beschreven in (24), (25), (44) en (45), die sedimentopname of deeltjesse-
lectie in de testorganismen specificeren.

27. Manipulatieprocedures voor natuurlijke sedimenten v66r het gebruik ervan in het laboratorium zijn beschreven
in (3), (7) en (12). In aanhangsel 4 wordt een beschrijving gegeven van de bereiding en bewaring van het
kunstmatig sediment waarvan het gebruik in de Lumbriculus-test wordt aanbevolen.

Het aanbrengen van de teststof

28. Het sediment moet worden verrijkt met de teststof. Omdat van de meeste teststoffen wordt verwacht dat ze
slecht in water oplosbaar zijn, moeten ze worden opgelost in een zo klein mogelijk volume van een geschikt
organisch oplosmiddel (bv. aceton, n-hexaan of cyclohexaan) om de stamoplossing te bereiden. De stamop-
lossing moet met hetzelfde oplosmiddel worden verdund om de testoplossingen te bereiden. De toxiciteit en
vluchtigheid van het oplosmiddel alsmede de oplosbaarheid van de teststof in het gekozen oplosmiddel moeten
de voornaamste criteria zijn op basis waarvan een geschikte solubilisator wordt gekozen. Voor elk concentratie-
niveau moet hetzelfde volume van de corresponderende oplossing worden gebruikt. Om de variabiliteit tussen
replicaten van de teststofconcentratie tot een minimum te beperken, moet het sediment voor elk concentratie-
niveau in bulk worden verrijkt. Elk van deze testoplossingen wordt vervolgens gemengd met kwartszand als
beschreven in punt 22 (bv. 10 g kwartszand per testvat). Een volume van 0,20 tot 0,25 ml per g zand is
voldoende gebleken om het kwartszand volledig te doordrenken. Daarna moet het oplosmiddel worden
verdampt tot het kwartszand droog is. Om verliezen van de teststof door gelijktijdige verdamping (bv.
athankelijk van de dampspanning van de stof) tot een minimum te beperken, moet het gecoate zand
onmiddellijk na droging worden gebruikt. Vervolgens wordt het droge zand gemengd met een geschikte
hoeveelheid geformuleerd sediment van het corresponderende concentratieniveau. Bij de bereiding van het
sediment moet rekening worden gehouden met de hoeveelheid zand die in het mengsel van teststof en zand
aanwezig is (het sediment wordt dus met minder zand bereid). Het grote voordeel van deze procedure is dat
vrijwel geen oplosmiddel in het sediment terechtkomt (7). Als alternatief, bv. voor veldsediment, kan de teststof
worden toegevoegd door een gedroogd en fijngemalen deel van het sediment te verrijken op de wijze zoals
hierboven voor kwartszand is beschreven, of door de teststof door het vochtige sediment te roeren, met daarna
verdamping indien een solubilisator is gebruikt. De aan het sediment toegevoegde teststof moet zorgvuldig en
gelijkmatig over het sediment worden verdeeld. Zo nodig kunnen deelmonsters worden geanalyseerd om de
doelconcentraties in het sediment te bevestigen en de homogeniteit te bepalen. Het kan ook nuttig zijn om
deelmonsters van de testoplossingen te analyseren om de doelconcentraties in het sediment te bevestigen.
Aangezien een oplosmiddel wordt gebruikt om de teststof op het kwartszand te coaten, moet een oplosmiddel-
controle worden ingezet die met dezelfde hoeveelheid oplosmiddel is bereid als de testsedimenten. De verrijk-
ingsmethode en de redenen voor het kiezen van een specifieke verrijkingsprocedure anders dan de hierboven
beschreven procedure moeten worden gerapporteerd. De verrijkingsmethode kan worden aangepast aan de
fysisch-chemische eigenschappen van de teststof, bv. om verdampingsverliezen tijdens de verrijking of
equilibratie te vermijden. Aanvullende richtsnoeren voor verrijkingsprocedures worden gegeven in Environment
Canada (1995) (46).
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29. Nadat het verrijkte sediment is bereid, in de replicaattestvaten is gebracht en is overgoten met het testwater, is
het wenselijk de teststof zich vanuit het sediment te laten verspreiden naar de waterfase (bv. (3)(7)(9)). Dit moet
bij voorkeur gebeuren onder de in de test heersende temperatuur- en beluchtingsomstandigheden. De tijd die
nodig is voor equilibratie, hangt af van het sediment en de stoffen en kan variéren van enkele uren tot
verscheidene dagen en soms zelfs weken (4-5 weken) (bv. (27)(47)). In deze test wordt niet gewacht tot een
evenwicht is ontstaan, maar wordt een equilibratieperiode van 48 uur tot 7 dagen aanbevolen. De tijd voor
afbraak van de teststof wordt dus tot een minimum beperkt. Afhankelijk van het doel van de studie,
bijvoorbeeld wanneer milieuomstandigheden moeten worden nagebootst, kan het verrijkte sediment gedurende
een langere periode geéquilibreerd of ,gerijpt” worden.

30. Aan het eind van deze nadere equilibratieperiode worden in het bovenstaande water en het bulksediment, bjj
ten minste de hoogste en een lagere concentratie, monsters genomen om de concentratie van de teststof te
bepalen. Op basis van deze analysen van de teststof zou de massabalans moeten kunnen worden berekend en
zouden de resultaten als gemeten beginconcentraties moeten kunnen worden uitgedrukt. In het algemeen
verstoort of vernietigt monstername het sediment/watersysteem. Het is daardoor doorgaans niet mogelijk om
dezelfde replicaten te gebruiken voor monstername van sediment en wormen. Er moeten extra ,analytische”
vaten van geschikte grootte worden opgezet die op dezelfde wijze worden behandeld (inclusief toevoeging van
testorganismen), maar niet voor biologische waarnemingen worden gebruikt. De grootte van de vaten moet zo
worden gekozen dat monsters van de door de analytische methode vereiste omvang kunnen worden genomen.
Gedetailleerde informatie over de monstername is beschreven in punt 53.

UITVOERING VAN DE TEST
Inleidende test

31. Als er geen informatie beschikbaar is over het toxisch effect van de teststof op Lumbriculus variegatus, kan het
nuttig zijn een inleidend experiment uit te voeren om het bereik van concentraties te bepalen dat in de
definitieve test moet worden getest, en om de testomstandigheden van de definitieve test te optimaliseren.
Daarvoor wordt een reeks sterk gespreide concentraties van de teststof gebruikt. De wormen worden aan elke
concentratie van de teststof blootgesteld gedurende een periode (bv. 28 dagen zoals in de definitieve test) die
een schatting van de wenselijke testconcentraties mogelijk maakt, en er zijn geen replicaten vereist. Het gedrag
van de wormen, bijvoorbeeld vermijding van sediment, dat door de teststof enfof het sediment kan worden
veroorzaakt, moet in een inleidende test worden geobserveerd en geregistreerd. Concentraties hoger dan
1 000 mg/kg sediment (drooggewicht) hoeven in de inleidende test niet te worden getest.

Definitieve test

32. In de definitieve test moeten ten minste vijf concentraties worden gebruikt en geselecteerd op basis van bv. de
resultaten van de inleidende bereikbepalingstest (punt 31), zoals beschreven in de punten 35 tot en met 38.

33. Naast de testreeks wordt ook een controle (zie de punten 36, 37 en 38 voor replicatie) met daarin alle
bestanddelen, behalve de teststof, uitgevoerd. Indien voor het aanbrengen van de teststof een solubilisator
wordt gebruikt, mag deze geen significante effecten op de testorganismen hebben, hetgeen moet blijken uit een
extra controlegroep met uitsluitend oplosmiddel.

Testopzet

34. De testopzet betreft het aantal testconcentraties en de factor waarmee ze van elkaar verschillen, het aantal
vaten per concentratieniveau en het aantal toegevoegde wormen per vat. In de punten 35 tot en met 38 wordt
een beschrijving gegeven van testopzetten voor de schatting van de EC,, de schatting van de NOEC en de
uitvoering van een limiettest.

35. De in de test gebruikte concentraties moeten de effectconcentratie (bv. ECy,, EC,s, EC,;) en het concentratie-
bereik waarbinnen het effect van de teststof van belang is, omvatten. Extrapolaties ver onder de laagste
concentratie die van invloed is op de testorganismen, of boven de hoogste geteste concentratie moeten worden
vermeden. Als, in uitzonderlijke gevallen, een dergelijke extrapolatie toch wordt uitgevoerd, moet in het
testverslag een volledige toelichting worden gegeven.
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36. Als een EC, moet worden geschat, worden ten minste vijf concentraties getest met ten minste drie replicaten;
voor de controle of — indien gebruikt — de oplosmiddelcontrole wordt zes replicaten aanbevolen, teneinde de
schatting van de variabiliteit van de controle te verbeteren. In alle gevallen is het raadzaam bij voldoende
concentraties te testen om een goede modelschatting mogelijk te maken. Het verschil tussen de concentraties
mag niet meer dan een factor 2 bedragen (als de concentratie-responscurve een geringe helling vertoont, kan
hiervan eventueel worden afgeweken). Het aantal replicaten voor elke testgroep kan worden verlaagd wanneer
het aantal testconcentraties met een respons in het bereik van 5 - 95 % wordt verhoogd. Als het aantal
replicaten wordt verhoogd of de intervallen tussen de testconcentraties worden verkleind, worden de betrouw-
baarheidsintervallen van de test gewoonlijk kleiner.

37. Als de LOEC-/NOEC moeten worden geschat, worden ten minste vijf concentraties getest met ten minste vier
replicaten (voor de controle of — indien gebruikt — de oplosmiddelcontrole wordt zes replicaten aanbevolen
om de schatting van de variabiliteit van de controle te verbeteren) en mag het verschil tussen de concentraties
niet meer dan een factor 2 bedragen. In aanhangsel 6 wordt informatie gegeven over het statistisch onderschei-
dingsvermogen bij het toetsen van hypothesen in de ringtest van de testmethode.

38. Er kan een limiettest worden uitgevoerd (één testconcentratie en controlegroep) als geen effecten worden
verwacht tot 1 000 mg/kg sediment (drooggewicht) (bv. uit een inleidende bereikbepalingstest), of als het testen
van één enkele concentratie voldoende zal zijn om een NOEC-waarde van belang te bepalen. In het laatste
geval dient in het testverslag een gedetailleerde onderbouwing van de gekozen limietconcentratie te worden
opgenomen. Deze limiettest wordt uitgevoerd bij een concentratie die voldoende hoog is om de besluitvormers
in staat te stellen mogelijke toxische effecten van de stof uit te sluiten; deze concentratie wordt vastgesteld op
een niveau dat zich naar verwachting in geen enkele situatie zal voordoen. Een concentratie van 1 000 mg/kg
(drooggewicht) wordt aanbevolen. Gewoonlijk zijn ten minste zes replicaten voor zowel de testgroep als de
controlegroepen nodig. In aanhangsel 6 wordt informatie gegeven over het statistisch onderscheidingsvermogen
bij het toetsen van hypothesen in de ringtest van de testmethode.

Blootstellingsomstandigheden

Testorganismen

39. De test wordt uitgevoerd met ten minste 10 wormen voor elk replicaat dat voor de bepaling van biologische
parameters wordt gebruikt. Dit aantal wormen komt overeen met ongeveer 50-100 mg natte biomassa.
Uitgaande van een drogestofgehalte van 17,1 % (48), levert dit ongeveer 9-17 mg droge biomassa per vat op.
U.S. EPA (2000 (7)) beveelt aan een dichtheid te gebruiken van niet meer dan 1: 50 (droge biomassa: TOC).
Voor het geformuleerde sediment als beschreven in punt 22 komt dit overeen met ongeveer 43 g sediment
(drooggewicht) per 10 wormen bij een TOC-gehalte van 2,0 % van het droog sediment. Indien meer dan
10 wormen per vat worden gebruikt, moeten de hoeveelheden sediment en bovenstaand water dienovereen-
komstig worden aangepast.

40. De wormen die in een test worden gebruikt, moeten alle van dezelfde bron afkomstig zijn en moeten dieren in
een vergelijkbare fysiologische toestand zijn (zie aanhangsel 5). Er moeten wormen van vergelijkbare grootte
worden geselecteerd (zie punt 39). Het verdient aanbeveling v66r de test een steekproef uit de batch of het
wormenbestand te wegen om een schatting van het gemiddelde gewicht te verkrijgen.

41. De in een test te gebruiken wormen worden uit de cultuur verwijderd (zie aanhangsel 5 voor details). Grote
(volwassen) dieren die geen tekenen van recente fragmentatie vertonen, worden overgebracht naar glazen
schalen (bv. petrischalen) met schoon water. Ze worden vervolgens gesynchroniseerd als beschreven in
aanhangsel 5. Na een regeneratieperiode van 10 tot 14 dagen moeten voor de test intacte, complete wormen
van vergelijkbare grootte worden gebruikt die na een voorzichtige mechanische stimulus actief zwemmen of
kruipen. Als de testomstandigheden verschillen van de cultuuromstandigheden (bv. qua temperatuur,
lichtregime en bovenstaand water), moet een acclimatiseringsfase van bv. 24 uur bij hetzelfde temperatuur- en
lichtregime en met hetzelfde bovenstaande water als in de test volstaan om de wormen aan de testomstan-
digheden te laten wennen. De geacclimatiseerde Oligochaetae worden willekeurig over de testvaten verdeeld.

Voeding

42. Omdat v66r (of tijdens) het aanbrengen van de teststof voedsel aan het sediment wordt toegevoegd, krijgen de
wormen tijdens de test geen extra voedsel verstrekt.
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Licht en temperatuur

43. De fotoperiode in de cultuur en de test duurt doorgaans 16 uur (3), (7). De lichtintensiteit moet laag gehouden
worden (bv. 100-500 Ix) om natuurlijke omstandigheden op het sedimentoppervlak na te bootsen, en moet ten
minste één keer in de blootstellingsperiode worden gemeten. De temperatuur moet gedurende de gehele test 20
°C £ 2 °C zijn. Op een gegeven meetdatum mag het verschil in temperatuur tussen de testvaten niet groter zijn
dan t 1 °C. De testvaten moeten op gerandomiseerde wijze in de testincubator of in de testruimte worden
geplaatst, bv. om bias in de voortplanting als gevolg van de plaats van een vat tot een minimum te beperken.

Beluchting

44. Het bovenstaande water van de testvaten moet voorzichtig worden belucht (bv. 2-4 bellen per seconde) via een
pasteurpipet dat ongeveer 2 cm boven het sedimentoppervlak is geplaatst, om perturbatie van het sediment zo
veel mogelijk te beperken. Er moet op worden gelet dat het gehalte aan opgeloste zuurstof niet lager wordt dan
30 % van de verzadigingswaarde van lucht. De luchttoevoer moet op werkdagen ten minste één keer per dag
worden gecontroleerd en — indien nodig — worden aangepast.

Metingen van de waterkwaliteit

45. De volgende kwaliteitsparameters moeten in het bovenstaand water worden onderzocht:

Temperatuur: één keer per week, alsook aan het begin en aan het eind van de blootstellingsperi-
ode ten minste in één testvat van elk concentratieniveau en één testvat van de
controles; indien mogelijk, kan ook de temperatuur in het omliggende medium
(omgevingslucht of waterbad) worden geregistreerd, bv. om het uur;

Gehalte opgeloste zuurstof: | één keer per week, alsook aan het begin en aan het eind van de blootstellingsperi-
ode ten minste in én testvat van elk concentratieniveau en één testvat van de
controles; uitgedrukt in mg/l en % verzadigingswaarde van lucht;

Luchttoevoer: moet op werkdagen ten minste één keer per dag worden gecontroleerd en — in-
dien nodig — worden aangepast;

pH: één keer per week, alsook aan het begin en aan het eind van de blootstellingsperi-
ode ten minste in één testvat van elk concentratieniveau en één testvat van de
controles;

Totale hardheid van water: | ten minste in één replicaat van de controles en één testvat bij de hoogste concen-
tratie aan het begin en aan het eind van de blootstellingsperiode; uitgedrukt in
mg/l CaCO;;

Totale ammoniak-gehalte: | ten minste in één replicaat van de controles en één testvat bij elk concentratieni-
veau aan het begin en aan het eind van de blootstellingsperiode, en daarna drie
keer per week; uitgedrukt in mg/l NH,* of NH, of totaal ammoniak-N.

Als voor het meten van de parameters van de waterkwaliteit aanzienlijke watermonsters uit de vaten moeten
worden genomen, kan het raadzaam zijn om aparte vaten voor de waterkwaliteitsmetingen op te zetten om de
water/sediment-volumeverhouding niet te wijzigen.

Biologische waarnemingen

46. De testvaten moeten tijdens de blootstelling worden geobserveerd om visueel eventuele verschillen in gedrag
tussen de wormen en de controles te beoordelen (bv. vermijden van sediment, zichtbare aanwezigheid van
fecaal materiaal op het sedimentoppervlak). De waarnemingen moeten worden geregistreerd.
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47. Aan het eind van de test wordt elk replicaat onderzocht (extra vaten ten behoeve van chemische analysen
mogen van het onderzoek worden uitgesloten). Alle wormen moeten met een geschikte methode uit de
testvaten worden verwijderd. Er dient op te worden gelet dat de wormen bij de verwijdering geen letsel
oplopen. Een van de mogelijke methoden is de wormen uit het sediment te zeven. Daarvoor kan een roestvrij
staalgaas met een gepaste maaswijdte worden gebruikt. Het grootste deel van het bovenstaand water wordt
voorzichtig gedecanteerd, en het overblijvende sediment en water worden geschud zodat een suspensie wordt
verkregen, die daarna door de zeef kan worden gegoten. Bij gebruik van een gaas met openingen van 500 pm
zullen de meeste sedimentdeeltjes heel snel door de zeef stromen; het zeven moet echter snel gebeuren om te
voorkomen dat de wormen in of door het gaas kruipen. Gebruik van een gaas met openingen van 250 pm
verhindert dat de wormen in of door het gaas kruipen; er moet echter op worden gelet dat zo min mogelijk
sedimentdeeltjes in het gaas achterblijven. De gezeefde suspensie van elk replicaatvat kan een tweede keer door
de zeef worden gespoeld om te waarborgen dat alle wormen eruit worden gezeefd. Een alternatieve methode is
het sediment te verwarmen door de testvaten in een waterbad van 50-60 °C te plaatsen; de wormen zullen het
sediment verlaten en kunnen met een gevuurpolijst pipet met brede mond van het sedimentoppervlak worden
verzameld. Een alternatief is een sedimentsuspensie te maken en deze suspensie op een ondiepe schaal van
geschikte grootte te gieten. De wormen kunnen met een stalen naald of horlogemakerspincet (te gebruiken als
een vork in plaats van als een pincet om beschadiging van de wormen te voorkomen) uit de ondiepe schaal
met suspensie worden geschept en in schoon water worden overgebracht. Wanneer de wormen zijn gescheiden
van de sedimentsuspensie, worden ze gespoeld in testmedium en geteld.

48. Onafhankelijk van de gebruikte methode, moeten laboratoria aantonen dat hun personeelsleden in staat zijn
om gemiddeld ten minste 90 % van de organismen uit het hele sediment te halen. Er kan bijvoorbeeld een
bepaald aantal testorganismen aan het controlesediment of de testsedimenten worden toegevoegd, waarna na
1 uur het recoverypercentage kan worden bepaald (7).

49. Het totale aantal levende en dode dieren per replicaat moet worden geregistreerd en beoordeeld. De volgende
groepen wormen worden als dood beschouwd:

a) er is geen reactie na een voorzichtige mechanische stimulus

b) er zijn tekenen van ontbinding (in combinatie met ,a”)

¢) het aantal wormen dat ontbreekt

Daarnaast kunnen de levende wormen in een van de volgende drie groepen worden ingedeeld:
a) grote complete wormen (volwassen dieren) zonder geregenereerde gebieden van het lichaam

b) complete wormen met geregenereerde, lichter gekleurde gebieden van het lichaam (d.w.z. met een nieuw
achterste deel, met een nieuw voorste deel of met zowel een nieuw achterste als voorste deel)

¢) incomplete wormen (d.w.z. onlangs gefragmenteerde wormen met niet geregenereerde gebieden van het
lichaam)

Deze aanvullende waarnemingen zijn niet verplicht, maar kunnen worden gebruikt voor aanvullende
interpretatie van de biologische resultaten (bijvoorbeeld, een hoog aantal wormen in groep ¢ kan duiden op
een vertraagde voortplanting of regeneratie in een bepaalde testgroep). Als verschillen in uiterlijk (bv. laesies
van het integument, oedemateuze delen van het lichaam) worden waargenomen tussen behandelde wormen en
controlewormen, moeten ook deze verschillen worden geregistreerd.

50. Onmiddellijk na de telling/beoordeling worden de levende wormen die in elk replicaat zijn aangetroffen,
overgebracht naar droge, vooraf gewogen en gelabelde weegschalen (één per replicaat) en gedood met een
druppel ethanol per schaal. De weegschalen worden een nacht lang in een droogoven bij 100 = 5 °C geplaatst
om te drogen, waarna ze in een droogkast worden geplaatst om af te koelen, worden gewogen en het
drooggewicht van de wormen wordt bepaald (bij voorkeur in g met ten minste 4 cijfers achter de komma).

51. Behalve het totale drooggewicht, kan het asvrije drooggewicht worden bepaald als beschreven in (49) om
rekening te houden met anorganische bestanddelen die afkomstig zijn van opgenomen sediment dat aanwezig
is in het spijsverteringskanaal van de wormen.

52. De biomassa wordt bepaald als de totale biomassa per replicaat, inclusief volwassen en jonge wormen. Bij de
bepaling van de biomassa per replicaat worden de dode wormen niet meegerekend.
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Verificatie van de concentraties van de teststof
Monstername

53. Monsters voor de chemische analyse van de teststof moeten worden genomen bij ten minste de hoogste en een
lagere concentratie, ten minste aan het eind van de equilibratieperiode (v6r toevoeging van de testorganismen)
en aan het eind van de test. Voor de analyse moeten ten minste monsters worden genomen van het
bulksediment en het bovenstaande water. Op elke monsternamedatum moeten per matrix en behandeling ten
minste twee monsters worden genomen. Een van de twee monsters kan als reserve worden bewaard (bv. om te
analyseren in geval het resultaat van de eerste analyse meer dan 20 % afwijkt van de nominale concentratie). In
geval van specificke chemische eigenschappen, bv. als een snelle afbraak van het testmateriaal wordt verwacht,
kan het analyseschema op basis van het oordeel van deskundigen worden verfijnd (bv. frequentere
monstername, analyse van meer concentratieniveaus). Er kunnen dan monsters worden genomen op tussen-
liggende dagen (bv. op dag zeven na het begin van de blootstelling).

54. Het bovenstaande water moet worden bemonsterd door het bovenstaande water voorzichtig te decanteren of af
te hevelen, zodat de perturbatie van het sediment tot een minimum wordt beperkt. Het volume van de
monsters moet worden geregistreerd.

55. Na de verwijdering van het bovenstaande water moet het sediment worden gehomogeniseerd en overgebracht
in een geschikte houder. Het gewicht van het natte sedimentmonster wordt geregistreerd.

56. Als daarnaast de teststof in het poriénwater moet worden geanalyseerd, moeten de gehomogeniseerde en
gewogen sedimentmonsters worden gecentrifugeerd om het poriénwater te verkrijgen. Ongeveer 200 ml nat
sediment kan bijvoorbeeld worden overgebracht in centrifugebekers van 250 ml. Daarna moeten de monsters
zonder filtering worden gecentrifugeerd om het poriénwater te isoleren, bv. bij 10 000 £ 600 x g gedurende
30 tot 60 minuten bij een temperatuur die de testtemperatuur niet overschrijdt. Na het centrifugeren wordt de
bovenliggende vloeistof gedecanteerd of gepipetteerd, waarbij erop wordt gelet dat geen sedimentdeeltjes
worden meegenomen, en wordt het volume geregistreerd. Het gewicht van het resterende sedimentmateriaal
wordt geregistreerd. De massabalans of de recovery van de teststof in het water/sediment-systeem kan mogelijk
gemakkelijker worden geschat als op elke monsternamedatum het drooggewicht van het sediment wordt
bepaald. In sommige gevallen kan analyse van de concentraties in het poriewater onmogelijk zijn doordat het
monster te klein is.

57. Wanneer de analyse niet onmiddellijk plaatsvindt, moeten alle monsters op passende wijze worden bewaard,
bv. onder bewaaromstandigheden als aanbevolen voor een minimale afbraak van de specifieke teststof (milieu-
monsters worden bv. doorgaans bewaard in het donker bij — 18 °C). Verzamel vo6r aanvang van het onderzoek
informatie over de juiste bewaaromstandigheden voor de betreffende teststof (bv. bewaarduur en -temperatuur,
extractieprocedures enz.).

Analysemethode

58. De gehele procedure wordt in feite bepaald door de nauwkeurigheid, precisie en gevoeligheid van de
analytische methode die voor de teststof wordt gebruikt. Controleer daarom experimenteel dat de precisie en
reproduceerbaarheid van de chemische analyse, alsook de recovery van de teststof uit water- en sediment-
monsters bij ten minste de laagste en hoogste testconcentratie bevredigend zijn voor de betreffende methode.
Controleer ook dat de teststof in de controlekamers niet detecteerbaar is in hogere concentraties dan de bepaal-
baarheidsgrens. Corrigeer, indien nodig, de nominale concentraties voor de recovery van verrijkte kwaliteitscon-
trolemonsters (bv. wanneer de recovery buiten het bereik van 80-120 % van de verrijkte hoeveelheid ligt).
Hanteer alle monsters tijdens de gehele test zodanig dat verontreiniging en verlies (bv. als gevolg van adsorptie
van de teststof aan het bemonsteringsapparaat) tot een minimum worden beperkt.

59. De recovery van de teststof, de bepaalbaarheidsgrens en de detectiegrens in sediment en water moeten worden
geregistreerd en gerapporteerd.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Verwerking van de resultaten

60. De belangrijkste verplichte responsvariabelen van de test die statistisch moeten worden geévalueerd, zijn de
biomassa en het totale aantal wormen per replicaat. Facultatief kunnen ook de voortplanting (toename van de
aantallen wormen) en groei (toename van de droge biomassa) worden geévalueerd. In dit geval moet een
schatting van het drooggewicht van de wormen aan het begin van de blootstelling worden verkregen, bv. door
meting van het drooggewicht van een representatief deelmonster van de batch gesynchroniseerde wormen die
voor de test zal worden gebruikt.
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61. Hoewel mortaliteit geen eindpunt van deze test is, moeten de mortaliteiten toch zo veel mogelijk worden
geévalueerd. Om de mortaliteiten te schatten moeten de wormen die geen reactie vertonen op een voorzichtige
mechanische stimulus, wormen die tekenen van ontbinding vertonen en de ontbrekende wormen als dood
worden beschouwd. De mortaliteiten moeten ten minste worden geregistreerd en er moet rekening mee
worden gehouden bij de interpretatie van de testresultaten.

62. Effectieve concentraties moeten worden uitgedrukt in mg/kg sediment (drooggewicht). Als de recovery van de
teststof gemeten in het sediment, of in het sediment en het bovenstaande water aan het begin van de
blootstelling, tussen 80 % en 120 % van de nominale concentraties ligt, mogen de effectieve concentraties (EC,,
NOEC, LOEC) worden uitgedrukt op basis van de nominale concentraties. Als de recovery van de nominale
concentraties meer dan + 20 % afwijkt van de nominale concentraties, moeten de effectieve concentraties (EC,,
NOEC, LOEC) worden gebaseerd op de aanvankelijk gemeten concentraties aan het begin van de blootstelling,
bv. om rekening te houden met de massabalans van de teststof in het testsysteem (zie punt 30). In deze
gevallen kan aanvullende informatie worden verkregen uit analyse van de stam- en/of aanbrengingsoplossingen
om te bevestigen dat de testsedimenten juist werden bereid.

EC

X

63. EC,-waarden voor de in punt 60 beschreven parameters worden berekend met behulp van passende statistische
methoden (bv. probit-analyse, logistische of Weibull-functie, getrimde Spearman-Karber-methode of eenvoudige
interpolatie). Zie (15) en (50) voor richtsnoeren voor de statistische evaluatie. Een EC, wordt verkregen door de
waarde die correspondeert met x % van het controlegemiddelde in de gevonden vergelijking in te vullen. Voor

de berekening van de ECy, of een andere EC, kunnen de gemiddelden ( X ) per behandeling worden
onderworpen aan een regressieanalyse.

NOEC/LOEC

64. Als het doel van een statistische analyse is de NOEC/LOEC te bepalen, zijn statisticken per vat noodzakelijk
(individuele vaten worden als replicaten beschouwd). Er moeten geschikte statistische methoden worden
gebruikt. In het algemeen worden schadelijke effecten van de teststof ten opzichte van de controle onderzocht
met een toets voor een eenzijdige (kleinere) nulhypothese bij p < 0,05. In de onderstaande punten worden
voorbeelden gegeven. Zie (15) en (50) voor richtsnoeren voor de keuze van geschikte statistische methoden.

65. Of gegevens normaal verdeeld zijn, kan worden getoetst met bv. de Kolmogorov-Smirnovtoets voor goodness-
of-fit, de toets op het quotiént van het bereik en de standaarddeviatie (Range to standard deviation ratio’-toets)
of de Shapiro-Wilk-toets, (tweezijdig, p < 0,05). De Cochran-toets, Levene-toets of Bartlett-toets (tweezijdig, p <
0,05) kunnen worden gebruikt om op homogeniteit van variantie te toetsen. Als aan de voorwaarden van
parametrische toetsprocedures (normaliteit, homogeniteit van variantie) is voldaan, kunnen een éénwegs varian-
tieanalyse (ANOVA, One-way Analysis of Variance) en daaropvolgende toetsen voor meervoudige vergelijkingen
worden uitgevoerd. Paarsgewijze vergelijkingen (bv. t-toets van Dunnett) of stap-omlaag-trendtoetsen (bv.
Williams-toets) kunnen worden gebruikt om na te gaan of er significante verschillen (p < 0,05) zijn tussen de
controles en de verschillende concentraties van de teststof. Anders moeten verdelingsvrije toetsen (bv.
Bonferroni-toets volgens Holm of de Jonckheere-Terpstra-trendtoets) worden gebruikt om de NOEC en LOEC te
bepalen.

Limiettest

66. Als een limiettest (vergelijking van de controle en slechts één behandeling) is uitgevoerd en er is voldaan aan de
voorwaarden van parametrische toetsprocedures (normaliteit, homogeniteit), kunnen metrische responsen
(totaal aantal wormen, en de biomassa als drooggewicht wormen) worden geévalueerd met de t-toets. Als niet
aan die voorwaarden wordt voldaan, kan de t-toets voor ongelijke varianties (Welch-toets) of een verdelingsvrije
toets, zoals de Mann-Whitney-toets, worden gebruikt. In aanhangsel 6 wordt informatie gegeven over het
statistisch onderscheidingsvermogen bij het toetsen van hypothesen in de ringtest van de methode.

67. Om significante verschillen tussen de controles (controle en oplosmiddelcontrole) vast te stellen, kunnen de
replicaten van de beide controles worden getoetst als beschreven voor de limiettest. Als uit deze toetsen geen
significante verschillen naar voren komen, mogen alle replicaten van de controle en oplosmiddelcontrole
worden gepoold. Anders dienen alle behandelingen te worden vergeleken met de oplosmiddelcontrole.
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Interpretatie van de resultaten

68. De resultaten moeten voorzichtig worden geinterpreteerd als van deze testmethode is afgeweken, of als testcon-
centraties zijn gemeten die dicht bij de detectiegrens van de gebruikte analytische methode liggen. Alle
afwijkingen van deze testmethode moeten worden genoteerd.

Testverslag

69. In het testverslag moet ten minste de volgende informatie worden opgenomen:
— Teststof:

— identificatiegegevens van de stof (triviale naam, chemische naam, structuurformule, CAS-nummer enz.)
met inbegrip van de zuiverheid en de analysemethode voor de kwantitatieve bepaling van de teststof;
oorsprong van de teststof en, in voorkomend geval, identiteit en concentratie van het gebruikte
oplosmiddel.

— alle beschikbare informatie over de fysische toestand en fysisch-chemische kenmerken als verkregen

voor het begin van de test (bv. oplosbaarheid in water, dampspanning, verdelingscoéfficiént in de
bodem (of in sediment, indien beschikbaar), log K_, stabiliteit in water enz.);

— Diersoort:

— wetenschappelijke naam, oorsprong, eventuele voorafgaande behandeling, acclimatisatie, kweekomstan-
digheden enz.

— Testomstandigheden:
— gebruikte testprocedure (bv. statisch, semistatisch of doorstroom);

— testopzet (bv. aantal, materiaal en grootte van de testbakken, watervolume per vat, sedimentmassa en
-volume per vat, (voor doorstroom- of semistatische procedures: verversingssnelheid van het water),
gebruikte beluchting voor en tijdens de test, aantal replicaten, aantal wormen per replicaat bij begin van
de blootstelling, aantal testconcentraties, duur van de conditionerings-, equilibratie- en blootstellingspe-
rioden, frequentie van de bemonstering);

— dikte van de sedimentlaag en diepte van het bovenliggende water;
— methode van voorafgaande behandeling en verrijking/aanbrenging van teststof;

— de nominale testconcentraties, details over de bemonstering voor chemische analyse, en de analytische
methoden waarmee concentraties van de teststof zijn verkregen;

— kenmerken van het sediment als beschreven in de punten 24 en 25, en alle andere metingen die zijn
verricht; bereiding van het geformuleerde sediment;

— bereiding van het testwater (bij gebruik van synthetisch water) en eigenschappen (zuurstofgehalte, pH,
geleidbaarheid, hardheid en alle andere metingen die zijn verricht) vo6r het begin van de test;

— details over het voedsel, met inbegrip van soort voedsel, bereiding, hoeveelheid en voederregime;
— lichtintensiteit en fotoperiode(n);

— de gebruikte methoden voor de bepaling van alle biologische parameters (bv. monstername, inspectie,
weging van testorganismen) en alle abiotische parameters (bv. kwaliteitsparameters voor water en
sediment);

— volumes en/of gewichten van alle monsters voor chemische analyse;

— gedetailleerde informatie over de verwerking van alle monsters voor chemische analyse, met inbegrip
van details van de bereiding, bewaring, verrijkingsprocedures, extractie en analyseprocedures (en
-precisie) voor de teststof, en de recovery van de teststof.
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— Resultaten:

— kwaliteit van het water in de testvaten (pH, temperatuur, gehalte opgeloste zuurstof, hardheid, ammoni-
akgehaltes en alle andere metingen die zijn verricht);

— totaal gehalte organische koolstof (TOC), de verhouding tussen drooggewicht en natgewicht, pH van het
sediment en alle andere metingen die zijn verricht;

— het totale aantal wormen en, indien bepaald, het aantal complete en incomplete wormen in elke testbak
aan het eind van de test;

— drooggewicht van de wormen in elke testbak aan het eind van de test en, indien bepaald, drooggewicht
van een deelmonster van de wormen aan het eind van de test;

— alle waargenomen abnormale gedragingen in vergelijking met de controles (bv. vermijding van
sediment, aanwezigheid of afwezigheid van fecaal materiaal);

— alle waargenomen mortaliteiten;

— schattingen van toxische eindpunten (bv. EC,, NOEC en/of LOEC), en de statistische methoden waarmee
zij zijn bepaald;

— de nominale testconcentraties, de gemeten testconcentraties en de resultaten van alle analysen die zijn
verricht om de concentratie van de teststof in de testvaten te bepalen;

— alle afwijkingen van de geldigheidscriteria.
— Evaluatie van de resultaten:
— overeenstemming van de resultaten met de in punt 13 vermelde geldigheidscriteria;

— bespreking van de resultaten, met inbegrip van een eventuele beinvloeding van de resultaten van de test
die een gevolg is van afwijkingen van deze testmethode.
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Aanhangsel 1

Definities

Voor de toepassing van deze testmethode worden de volgende definities gehanteerd:
Stof betekent een substantie of mengsel.

De conditioneringsperiode wordt gebruikt om het microbiéle deel van het sediment te stabiliseren en bv.
ammoniak afkomstig van sedimentbestanddelen te verwijderen; deze conditionering vindt plaats voordat het
sediment wordt verrijkt met de teststof. Gewoonlijk wordt het bovenstaande water na de conditionering weggegooid.

De EC, is de concentratie van de teststof in het sediment die binnen een bepaalde blootstellingsperiode leidt tot een
effect op een biologische parameter van x % (bv. 50 %).

De equilibratieperiode wordt gebruikt om de teststof zich over de vaste fase, het poriénwater en het bovenstaande
water te laten verspreiden; deze equilibratie vindt plaats nadat het sediment met de teststof is verrijkt en voordat de
testorganismen worden toegevoegd.

De blootstellingsfase is de periode gedurende welke de testorganismen aan de teststof worden blootgesteld.

»kunstmatig sediment” (ook wel bereid, gereconstitueerd of synthetisch sediment genoemd): een mengsel van
materialen waarmee de fysische bestanddelen van natuurlijk sediment worden nagebootst;

De Lowest Observed Effect Concentration (LOEC) is de laagste geteste concentratie van een teststof waarbij de
stof een significant toxisch effect (p < 0,05) heeft vergeleken met de controlegroep. Alle testconcentraties boven de
LOEC moeten echter een effect hebben dat ten minste gelijk is aan het bij de LOEC waargenomen effect. Wanneer
niet aan deze twee voorwaarden kan worden voldaan, moet een volledige toelichting worden gegeven op de wijze
waarop de LOEC (en dus de NOEC) is bepaald.

De No Observed Effect Concentration (NOEC) is de testconcentratie direct onder de LOEC die, in vergelijking
met de controle, geen statistisch significant effect heeft (p < 0,05) binnen een aangegeven blootstellingsperiode.

De octanol/water-verdelingscoéfficiént (K ; soms ook aangeduid als P ) is de verhouding tussen de

oplosbaarheid van een stof in n-octanol en water bij evenwicht en geeft de lipofiliciteit van een stof weer
(hoofdstuk A.24 van deze bijlage). K, of de logaritme van K, (log K ) wordt gebruikt als een indicatie van het
bioaccumulatiepotentieel van een chemische stof door in het water levende organismen.

De organischekoolstof/water-verdelingscoéfficiént (K ) is de verhouding tussen de concentratie van een stof in
of op de fractie organische koolstof van een sediment en de concentratie van die stof in water in een toestand van
evenwicht.

Bovenstaand water is het water dat in het testvat op het sediment staat.
Poriénwater, ook wel interstitieel water genoemd, is het water in de ruimten tussen de sediment- of bodemdeeltjes.
Verrijkt sediment is sediment waaraan teststof is toegevoegd.

Teststof: alle volgens deze testmethode geteste stoffen en mengsels.
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Aanhangsel 2

Samenstelling van het aanbevolen synthetisch water

(gebaseerd op hoofdstuk C.1 van deze bijlage (1))

(@)  Calciumchlorideoplossing
Los 11,76 g CaCl, - 2H,0 op in gedeioniseerd water; vul aan met gedeioniseerd water tot 1 |
(b) magnesiumsulfaatoplossing
Los 4,93 g MgSO, - 7H,0 op in gedeioniseerd water; vul aan met gedeioniseerd water tot 1 1
(c)  Natriumbicarbonaatoplossing
Los 2,59 g NaHCO, op in gedeioniseerd water; vul aan met gedeioniseerd water tot 1 1
(d)  Kaliumchlorideoplossing
Los 0,23 g KCl op in gedeioniseerd water; vul aan met gedeioniseerd water tot 1 |
Alle chemicalién moeten van pro-analyse kwaliteit zijn.
Het geleidend vermogen van het gedestilleerde of gedeioniseerde water mag niet groter zijn dan 10 uS cm-1.

25 ml van elk van de oplossingen (a) tot en met (d) wordt gemengd en het totale volume wordt met gedeioniseerd
water aangevuld tot 1 1. Het totaal van de calcium- en magnesiumionen in deze oplossingen is 2,5 mmol/L.

De verhouding van Ca-ionen:Mg-ionen is 4:1 en die van Na-ionen:K-ionen 10:1. Het zuurbindend vermogen K, ,
van deze oplossing is 0,8 mmol/l.

Belucht het oplossingswater tot het is verzadigd met zuurstof, en bewaar het oplossingswater daarna zonder verdere
beluchting gedurende ongeveer twee dagen tot gebruik.

REFERENTIE

(1) Hoofdstuk C.1 van deze bijlage, Acute toxiciteitstest voor vissen.
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Aanhangsel 3

Fysisch-chemische kenmerken van aanvaardbaar verdunningswater

Onderdeel Concentraties
Vaste deeltjes < 20 mg/l
Totaalgehalte aan organische koolstof <2 ngfl
Niet-geioniseerde ammonia <1 pgfl

Restchloorgehalte

<10 pgfl

Totaal organofosforpesticiden

Totaalgehalte aan organochloor-pesticiden en polychloorbifenylen

<50 ng/l

Totaalgehalte aan organisch chloor

/
< 50 ng/l
/
/

< 25 ng/l

(overgenomen uit OECD (1992) (1))

REFERENTIE

(1) OECD (1992). Guidelines for Testing of Chemicals No. 210. Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OECD, Parijs.
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Aanhangsel 4

Aanbevolen kunstmatig sediment — aanbevelingen voor de voorbereiding en opslag

Bestanddelen van sediment

Bestanddeel Kenmerken % van het sediment
(drooggewicht)
Turf Veenmosturf, mate van decompositie: ,medium”, aan de 5+0,5
lucht gedroogd, geen zichtbare plantenresten, fijngemalen
(deeltjesgrootte< 0,5 mm)
Kwartszand Korrelgrootte: < 2 mm, maar > 50 % van de deeltjes 75-76
moet binnen het bereik 50-200 pm liggen
Kaolienklei Gehalte aan kaoliniet > 30 % 20£1
Voedselbron bv. Urtica-poeder (Folia urticae), bladeren van Urtica dio- 0,4-0,5%
ica (grote brandnetel), fijngemalen (deeltjesgrootte
< 0,5 mm); in overeenstemming met farmaceutische nor-
men, voor menselijke consumptie; naast droog sediment
Organische koolstof Aangepast door toevoeging van turf en zand 2+0,5
Calciumcarbonaat CaCO,, verpulverd, chemisch zuiver, naast droog sedi- 0,05-1
ment
Gedeloniseerd water Geleidend vermogen < 10 pS/cm,, naast droog sediment 30 - 50

Noot: Als verhoogde ammoniakconcentraties worden verwacht, bv. als bekend is dat de teststof de nitrificatie remt,
kan het nuttig zijn om 50 % van het stikstofrijke urtica-poeder te vervangen door cellulose (bv. a-cellulosepoeder,
chemisch zuiver, deeltjesgrootte < 0,5 mm; (1) (2)).

Voorbereiding

De turf wordt aan de lucht gedroogd en tot een fijn poeder vermalen. Er wordt een suspensie van de vereiste
hoeveelheid turfpoeder in gedeioniseerd water bereid met een kwalitatief hoogwaardig homogeniseerapparaat. De pH
van deze suspensie wordt aangepast tot 5,5 * 0,5 met CaCO,. De suspensie wordt ten minste twee dagen lang onder
zachtjes roeren bij 20 + 2 °C geconditioneerd om de pH te stabiliseren en een stabiele microbiéle component te
verkrijgen. De pH wordt opnieuw gemeten en moet nu 6,0 + 0,5 bedragen. Vervolgens wordt de turfsuspensie met
de andere bestanddelen (zand en kaolienklei) en gedeioniseerd water vermengd om een homogeen sediment te
verkrijgen met een watergehalte van 30-50 % van het drooggewicht van het sediment. De pH van het uiteindelijke
mengsel wordt nogmaals gemeten en zo nodig met CaCO, tot 6,5-7,5 aangepast. Als een verhoogde ammoniakon-
twikkeling wordt verwacht, kan het echter nuttig zijn de pH van het sediment onder 7 (bv. tussen 6,0 en 6,5) te
houden. Er worden monsters van het sediment genomen om het drooggewicht en het gehalte aan organische
koolstof te bepalen. Als een verhoogde ammoniakontwikkeling wordt verwacht, kan het kunstmatige sediment
zeven dagen worden geconditioneerd onder dezelfde omstandigheden die ook in de test zullen heersen (bv.
sediment/water-verhouding 1: 4, dikte van de sedimentlaag als in de testvaten), voordat het wordt verrijkt met de
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teststof, d.w.z. het moet worden overgoten met water, dat moet worden belucht. Aan het eind van de conditione-
ringsperiode moet het bovenstaande water worden verwijderd en weggegooid. Daarna wordt het verrijkte
kwartszand gemengd met het sediment voor elk behandelingsniveau, wordt het sediment over de replicaattestvaten
verdeeld en overgoten met het testwater. De vaten worden daarna geincubeerd onder dezelfde omstandigheden die
ook in de test heersen. Hier begint de equilibratieperiode. Het bovenstaande water moet worden belucht.

De gekozen voedingsbron moet worden toegevoegd vo6r of tijdens de verrijking van het sediment met de teststof.
Het voedsel kan in eerste instantie door de turfoplossing worden gemengd (zie hierboven). Overmatige achteruitgang
van de voedselbron véér de toevoeging van de testorganismen — bv. in geval van een lange equilibratieperiode —
kan echter worden voorkomen door de tijdsperiode tussen de toevoeging van het voedsel en het begin van de
blootstelling zo kort mogelijk te houden. Om te waarborgen dat het voedsel met de teststof wordt verrijkt, moet de
voedselbron uiterliik op de dag waarop het sediment wordt verrijkt met de teststof, door het sediment worden
gemengd.

Opslag

De droge bestanddelen van het kunstmatige sediment kunnen op een droge en koele plaats bij kamertemperatuur
worden bewaard. Het bereide, met de teststof verrijkte sediment moet onmiddellijk in de test worden gebruikt.
Monsters van verrijkt sediment kunnen tot de analyse onder de voor de desbetreffende teststof aanbevolen omstan-
digheden worden bewaard.

LITERATUUR

(1) Egeler, Ph., Meller, M., Schallnaf, HJ. & Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. In co-operation with R.
Nagel and B. Karaoglan. Report to the Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.:
202 67 429.

(2) Liebig M., Meller M. & Egeler P. (2004). Sedimenttoxizititstests mit aquatischen Oligochaeten — Einfluss
verschiedener Futterquellen im kiinstlichen Sediment auf Reproduktion und Biomasse von Lumbriculus
variegatus. Proceedings 5/2004: Statusseminar Sedimentkontakttests. March 24-25, 2004. BfG (Bundesanstalt
fur Gewasserkunde), Koblenz, Germany. blz. 107-119.
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Aanhangsel 5

Kweekmethoden voor Lumbriculus variegatus

Lumbriculus variegatus (MULLER), Lumbriculidae, Oligochaeta is een bewoner van zoetwatersedimenten en wordt veel
gebruikt in ecotoxicologische tests. Hij is gemakkelijk onder laboratoriumomstandigheden te kweken. Hieronder
wordt een kort overzicht van de kweekmethoden gegeven.

Kweekmethoden

De kweekomstandigheden voor Lumbriculus variegatus zijn in detail beschreven in Phipps et al. (1993) (1), Brunson et
al. (1998) (2), ASTM (2000) (3), U.S. EPA (2000) (4). Hieronder wordt een korte samenvatting van deze omstan-
digheden gegeven. Een groot voordeel van L. variegatus is zijn snelle voortplanting, die leidt tot snel toenemende
biomassa in populaties die in het laboratorium worden gekweekt (bv. (1), (3), (4), (5)).

De wormen kunnen worden gekweekt in grote aquaria (57-80 1) bij 23 °C met een 16 L:8 D fotoperiode (100-
1 000 1x) en met natuurlijk water dat elke dag wordt ververst (45-50 | per aquarium). Het substraat wordt bereid
door ongebleekte bruine papieren handdoeken in repen te knippen en deze enkele seconden te mengen met
kweekwater, zodat kleine stukjes papiersubstraat ontstaan. Dit substraat kan direct in de kweekaquaria voor
Lumbriculus worden gebruikt door de bodem van de bak ermee te bedekken, of het kan in gedeioniseerd water
worden ingevroren voor later gebruik. Nieuw substraat in de bak zal doorgaans een houdbaarheid van ongeveer
twee maanden hebben.

Elke wormcultuur wordt begonnen met 500 tot 1 000 wormen en wordt 3 keer per week onder verversings- of
doorstroomomstandigheden gevoed met een 10 ml-suspensie met 6 g startvoer voor forellen. Statische of semista-
tische culturen moeten een lagere dosering voer krijgen om bacterie- en schimmelgroei te voorkomen. .

Onder deze omstandigheden verdubbelt het aantal dieren in de cultuur doorgaans in ongeveer 10 tot 14 dagen.

Als alternatief kan Lumbriculus variegatus ook worden gekweekt in een systeem bestaande uit een laag kwartszand
zoals gebruikt voor het kunstmatig sediment (1-2 c¢m dik), en synthetisch water. Als kweekvaten kunnen glazen of
roestvrijstalen bakken met een hoogte van 12 tot 20 cm worden gebruikt. Het water moet voorzichtig worden
belucht (bv. 2 bellen per seconde) via een pasteurpipet dat ongeveer 2 cm boven het sedimentoppervlak is geplaatst.
Om ophoping van bv. ammoniak te voorkomen, moet het bovenstaande water worden ververst, hetzij via een
doorstroomsysteem of, ten minste één keer per week, handmatig. De Oligochaetae kunnen worden gehouden bij
kamertemperatuur met een fotoperiode van 16 uur licht (intensiteit 100 tot 1 000 Ix) en 8 uur donker. In de
semistatische kweek (waterverversing één keer per week) worden de wormen twee keer per week gevoerd met
TetraMin (bv. 0,6-0,8 mg per cm? sedimentoppervlak), dat kan worden toegediend als een suspensie van 50 mg
TetraMin per ml gedeioniseerd water.

Lumbriculus variegatus kan uit de culturen worden verwijderd door bv. substraat met fijnmazig gaas, of organismen
met een gevuurpolijste glazen pipet met brede mond (diameter van ongeveer 5 mm) naar een aparte beker over te
brengen. Als er ook substraat naar deze beker wordt overgebracht, moet de beker met daarin de wormen en het
substraat een nacht onder doorstroomomstandigheden rusten, waardoor het substraat uit de beker zal verdwijnen,
terwijl de wormen op de bodem van de beker zullen achterblijven. De wormen kunnen daarna in nieuw voorbereide
kweekbakken worden geplaatst of voor de test verder worden verwerkt zoals uiteengezet in (3) en (4) of zoals hierna
beschreven.

Een punt waar goed rekening mee moet worden gehouden bij gebruik van L. variegatus in sedimenttests, is de wijze
van voortplanting van de soort (architomie of morphallaxis, bv. (6)). Deze aseksuele voortplanting leidt tot twee
fragmenten, die gedurende enige tijd geen voedsel tot zich nemen, tot het kop- of staartdeel is geregenereerd (bv. (7),
(8)). Dit betekent dat er in L. variegatus geen ononderbroken blootstelling via opname van verontreinigd sediment is.

Er moet daarom een synchronisatie plaatsvinden om ongecontroleerde voortplanting en regeneratie en latere hoge
variatie in de testresultaten zoveel mogelijk te beperken. Een dergelijke grote variatie kan optreden wanneer sommige
dieren die zich in stukken hebben gedeeld en dus gedurende enige tijd geen voer tot zich nemen, minder worden
blootgesteld aan de teststof dan dieren die zich tijdens de test niet in stukken delen (9), (10), (11). 10 tot 14 dagen
v6oor het begin van de blootstelling moeten de wormen kunstmatig in stukken worden gedeeld (synchronisatie). Voor
de synchronisatie moeten grote (volwassen) wormen worden geselecteerd die bij voorkeur geen tekenen van recente
morphallaxis vertonen. Deze wormen kunnen op een glazen objectglaasje in een druppel kweekwater worden gelegd
en met een scalpel in het middendeel van het lichaam in stukken worden gedeeld. Er dient op te worden gelet dat de
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achterste einden van gelijke grootte zijn. De achterste einden moeten vervolgens in een kweekvat met daarin
hetzelfde substraat als gebruikt in de cultuur en hetzelfde synthethische water tot het begin van de blootstelling met
rust gelaten worden om nieuwe koppen te regenereren. Wanneer de gesynchroniseerde wormen zich ingraven in het
substraat, is dit een teken van regeneratie van nieuwe koppen (de aanwezigheid van geregenereerde koppen kan
worden bevestigd door een representatieve steekproef onder een stereoscopische microscoop te inspecteren). De
testorganismen zullen daarna naar verwacht in een vergelijkbare fysiologische toestand verkeren. Dit betekent dat,
wanneer zich tijdens de test bij gesynchroniseerde wormen voortplanting door morphallaxis voordoet, vrijwel alle
dieren naar verwacht in gelijke mate zullen zijn blootgesteld aan het verrijkte sediment. Het voeren van de
gesynchroniseerde wormen dient één keer plaats te vinden, zodra de wormen zich in het substraat beginnen in te
graven, of 7 dagen na de dissectie. Het voederregime moet vergelijkbaar zijn met dat van de reguliere culturen, maar
het kan raadzaam zijn de gesynchroniseerde wormen dezelfde voedselbronnen te geven als in de test zullen worden
gebruikt. De wormen moeten worden gehouden bij de testtemperatuur, bij 20 * 2 °C. Na de regeneratieperiode
moeten voor de test intacte, complete wormen worden gebruikt die na een voorzichtige mechanische stimulus actief
zwemmen of kruipen. Verwondingen of autotomie van de wormen moeten worden voorkomen, bv. door voor het
hanteren van deze wormen pipetten met gevuurpolijste randen of roestvrijstalen tandenstokers te gebruiken.

Bronnen van starterculturen voor Lumbriculus variegatus (adressen in de VS overgenomen uit (4))

Europa

ECT Ocekotoxikologie GmbH
Bottgerstr. 2-14

D-65439 Florsheim/Main
Duitsland

University of Joensuu

Laboratory of Aquatic Toxicology
Dept. of Biology

Yliopistokatu 7, P.O. Box 111
FIN-80101 Joensuu

Finland

C.N.R.-LR.S.A.

Italian National Research Council
Water Research Institute

Via Mornera 25

[-20047 Brugherio MI

Verenigde Staten

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

Duitsland

Dresden University of Technology

Institut fir Hydrobiologie

Fakultit fur Forst-, Geo- und Hydrowissenschaften
Mommsenstr. 13

D-01062 Dresden

Duitsland

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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Samenvatting van de resultaten van de ringtest

Aanhangsel 6

~Toxiciteitstest voor Lumbriculus variegatus in sediment”

Tabel 1

Resultaten van afzonderlijke uitvoeringen van de ringtest: Gemiddelde aantal wormen in de controles en

oplosmiddelcontroles aan het eind van de test; SD = standaarddeviatie; CV = variatiecoéfficiént.

gemiddelde
gemiddelde aantal wormen
aantal wormen SD CV (%) n in de oplos- SD CV (%)
in de controles middel-
controles
32,3 7,37 22,80 3 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 3 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 3 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
interlaborato- 29,59 20,10 30,61 13,26
riumgemid-
delde
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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Tabel 2

Resultaten van afzonderlijke uitvoeringen van de ringtest: Gemiddeld totaal drooggewicht van de wormen
per replicaat in de controles en oplosmiddelcontroles aan het eind van de test; SD = standaarddeviatie; CV
= variatiecoéfficiént.

totaal droog- totaal.l ﬁl{oogge-
gewicht van w?r;erglr
wormen per SD CV (%) replicaat (oplos- SD CV (%)
replicaat p mid del?
(controles) controles)
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
Interlabora- 25,15 20,36 27,68 17,53
torium-ge-
middelde
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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Tabel 3

Toxiciteit van PCP: Samenvatting van de eindpunten in de ringtest; interlaboratoriumgemiddelden voor
EC50, NOEC en LOEC; SD = standaarddeviatie; CV = variatiecoéfficiént.

biologisch Inter-laborato- Inter-labora- Meet-kundig
o Oglsi ¢ rium-gemiddelde | min. max. torium- SD CV (%) gemiddelde
parameter (mg/kg) factor (mg/kg)
totaal aantal EC,, 23,0 4,0 37,9 9,4 10,7 46,3 19,9
wormen 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
totaal droog- EC,, 20,4 7,3 39,9 5,5 9,1 44,5 18,2
gewicht van NOEC 9,3 21 | 200 9,4 6,6 | 704 74
wormen
LOEC 25,7 2,1 50,0 23,5 16,8 65,5 19,4
MDD % 24,8 10,9 447
mortaliteit/ LC,, 25,3 6,5 37,2 5,7 9,4 37,4 23,1
overleving 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
voortplanting EC,, 20,0 6,7 28,9 4,3 7,6 37,9 18,3
(toename aan- | NOEC 7,9 2,1 20,0 9,4 5,2 66,0 6,4
tal wormen
per replicaat) LOEC 22,5 2,1 50,0 23,5 154 | 68,6 16,0
MDD % 29,7 13,9 47,9
groei (toe- EC;, 15,3 5,7 29,9 5,2 7,1 46,5 13,7
name bio- NOEC 8,7 2,1 20,0 9,4 6,0 68,1 6,9
massa per re-
plicaat) LOEC 24,0 2,1 50,0 23,5 157 | 655 17,3
MDD % 32,2 13,6 65,2

MDD: minimum detectable difference (kleinst detecteerbare verschil) van de controlewaarden tijdens het toetsen van een hypothese;

gebruikt als maat voor het statistisch onderscheidingsvermogen

REFERENTIE

Egeler, Ph., Meller, M., Schallnall, HJ]. & Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. In co-operation with R. Nagel
and B. Karaoglan. Report to the Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.: 202 67 429.
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C.36 VOORTPLANTINGSTEST MET ROOFMIJTEN (HYPOASPIS (GEOLAELAPS) ACULEIFER) IN BODEM
INLEIDING

1.  Deze testmethode is gelijkwaardig aan testrichtlijn (TG) 226 (2008) van de OESO. De testmethode is opzet om
de effecten van stoffen in de bodem op het voortplantingsresultaat van de in de bodem levende roofmijtensoort
Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer Canestrini (Acari: Laelapidae) te beoordelen en zo de remming van de groei van
de specifieke populatie te kunnen schatten (1, 2). Onder voortplantingsresultaat wordt hier verstaan het aantal
nakomelingen aan het eind van de testperiode. H. aculeifer vertegenwoordigt een extra trofisch niveau naast dat
van de soorten waarvoor al testmethoden beschikbaar zijn. Voor de toepassing van deze testmethode wordt
een voortplantingstest zonder onderscheid tussen en kwantificering van de verschillende fasen van de
voortplantingscyclus als toereikend beschouwd. Voor chemische stoffen met een ander blootstellingsscenario
dan via de bodem kunnen andere benaderingen geschikt zijn (3).

2. Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer wordt beschouwd als een relevante vertegenwoordiger van de bodemfauna en
van de roofmijten in het bijzonder. De soort komt over de gehele wereld voor (5) en kan gemakkelijk worden
verzameld en in een laboratorium worden grootgebracht. Aanhangsel 7 bevat een overzicht van de biologie
van H. aculeifer. Achtergrondinformatie over de ecologie van de mijtensoort en het gebruik van de soort in
ecotoxicologische tests is te vinden in (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12).

PRINCIPE VAN DE TEST

3. Volwassen vrouwelijke mijten worden blootgesteld aan een concentratiebereik van de teststof die door de grond
is gemengd. De test wordt begonnen met 10 volwassen vrouwtjes per replicaatvat. Er worden in de test geen
mannelijke mijten gebruikt, omdat de ervaring heeft geleerd dat vrouwtjes onmiddellijk of kort nadat ze uit het
deutonymfstadium zijn gekomen, paren als er mannetjes aanwezig zijn. Wanneer mannetjes in de test zouden
worden opgenomen, zou de test bovendien zoveel langer duren dat het noodzakelijk zou zijn het veeleisende
onderscheid tussen de leeftijdsfasen te maken. Paring maakt zelf dus geen deel uit van de test. De vrouwtjes
worden 28-35 dagen na het begin van de legperiode in de synchronisatie (zie aanhangsel 4) in de test gebracht,
omdat dan mag worden aangenomen dat de vrouwtjes hebben gepaard en de pre-ovipositieperiode achter zich
hebben. Bij 20 °C eindigt de test op dag 14 na de plaatsing van de vrouwtjes (dag 0), zodat de eerst controlena-
komelingen het deutonymfstadium kunnen bereiken (zie aanhangsel 4). Als hoofdvariabelen worden het aantal
nakomelingen per testvat en verder het aantal overlevende vrouwelijke mijten bepaald. Het voortplantingsre-
sultaat van de mijten die zijn blootgesteld aan de teststof, wordt vergeleken met dat van de controles om de
EC, (bv. EC10, EC50) of de concentratie waarbij geen effect wordt waargenomen (no observed effect concen-
tration, NOEC) (zie aanhangsel 1 voor definities) te bepalen, athankelijk van de testopzet (zie punt 29). In
aanhangsel 8 wordt een overzicht van het testschema gegeven.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

4. Bij voorkeur zijn de oplosbaarheid in water, de log K , de grond/water-verdelingscoéfficiént en de
dampspanning van de teststof bekend. Aanvullende informatie over het lot van de teststof in de bodem, zoals
de snelheid van de biotische en abiotische afbraak, is gewenst.

5. Deze testmethode kan zowel voor in water oplosbare als voor in water onoplosbare stoffen worden gebruikt.
De wijze van aanbrengen van de teststof zal echter verschillen. De testmethode is niet van toepassing op
vluchtige stoffen, d.w.z. stoffen waarvoor de Henry-constante of de lucht/water-verdelingscoéfficiént groter dan
één is, of stoffen waarvoor de dampspanning bij 25 °C groter dan 0,0133 Pa is.

GELDIGHEID VAN DE TEST

6. Wil het testresultaat geldig zijn, dan moet in de onbehandelde controlegroepen aan de volgende criteria worden
voldaan:

— De gemiddelde mortaliteit van volwassen vrouwelijke dieren mag aan het eind van de test niet hoger zijn
dan 20 %.

— Het gemiddelde aantal nakomelingen per replicaat (met 10 volwassen vrouwelijke dieren geplaatst) moet
aan het eind van de test ten minste 50 zijn

— De voor het aantal nakomelingen per replicaat berekende variatiecoéfficiént mag aan het eind van de
definitieve test niet hoger dan 30 % zijn.
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REFERENTIESTOF

7. De ECx enfof NOEC van een referentiestof moet worden bepaald om zekerheid te verkrijgen dat de testomstan-
digheden in het laboratorium toereikend zijn en om na te gaan dat de respons van de testorganismen in de
loop van de tijd niet is gewijzigd. Dimethoaat (CAS 60-51-5) is een geschikte referentiestof waarvan bekend is
dat deze de populatiegrootte beinvloedt (4). Als alternatieve referentiestof kan boorzuur (CAS 10043-35-3)
worden gebruikt. Met deze stof is minder ervaring opgedaan. Er zijn twee opzetten mogelijk:

— De referentiestof kan worden getest tegelijk met de bepaling van de toxiciteit van elke teststof bij één
bepaalde concentratie, waarvan vooraf in een dosis-responsonderzoek moet zijn aangetoond dat zij tot een
afname van het aantal nakomelingen met > 50 % leidt. In dit geval moet het aantal replicaten gelijk zijn aan
dat voor de controles (zie punt 29).

— Als alternatief kan de referentiestof 1 of 2 keer per jaar in een dosis-responstest worden getest. Afhankelijk
van de gekozen opzet, verschillen weliswaar het aantal concentraties en replicaten en de intervalsfactor (zie
punt 29), maar moet toch een respons van 10 % tot 90 % effect worden bereikt (intervalsfactor van 1,8).
De EC,, voor dimethoaat op basis van het aantal nakomelingen moet tussen 3,0 en 7,0 mg actieve stof/kg
grond (drooggewicht) liggen. Op basis van de tot nu toe met boorzuur verkregen resultaten zou de EC50
voor boorzuur op basis van het aantal nakomelingen tussen 100 en 500 mg/kg grond (drooggewicht)
moeten liggen.

BESCHRIJVING VAN DE TEST
Testvaten en apparatuur

8. Er moeten testvaten worden gebruikt met een diameter van 3-5 cm (grondlaag van >1,5 cm dik), van glas of
een ander chemisch inert materiaal en met een goed sluitende afsluiting. Een schroefdeksel heeft de voorkeur.
In dat geval kunnen de vaten twee keer per week worden belucht. Als alternatief kunnen afsluitingen worden
gebruikt die directe gasuitwisseling tussen het substraat en de omgeving toelaten (bv. gaas). Omdat het
vochtgehalte tijdens de test voldoende hoog moet worden gehouden, is het van essentieel belang tijdens de test
het gewicht van elk proefvat te controleren en, indien nodig, water aan te vullen. Dit kan in het bijzonder van
belang zijn als geen schroefdeksels beschikbaar zijn. Als een niet-transparant testvat wordt gebruikt, moet de
afsluiting zijn gemaakt van materiaal dat licht doorlaat (bv. een geperforeerd transparant deksel), maar
verhindert dat de mijten ontsnappen. De grootte en het type van het testvat hangt af van de extractiemethode
(zie aanhangsel 5 voor details). Als warmte-extractie direct op het vat wordt toegepast, kan een bodemgaas met
een passende maaswijdte worden toegevoegd (afgesloten tot de extractie), en moet de dikte van de grondlaag
voldoende zijn om een temperatuur en vochtigheidsgradiént mogelijk te maken.

9.  Een standaard-laboratoriumuitrusting is vereist, in het bijzonder:
— bij voorkeur glazen vaten met schroefdeksels;
— droogkast;
— stereomicroscoop;
— borstels voor het overbrengen van de mijten;
— pH-meter en luxmeter;
— geschikte nauwkeurige weegschalen;
— adequate apparatuur voor temperatuurregeling;

— adequate apparatuur voor luchtvochtigheidsregeling (niet noodzakelijk als de blootstellingsvaten worden
afgedekt door een deksel);

— incubator of kleine kast met temperatuurregeling;
— uitrusting voor extractie (zie aanhangsel 5) (13).
— aanstralend lichtpaneel met lichtregelaar;

— verzamelpotten voor geéxtraheerde mijten.
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Bereiding van de kunstmatige grond

10. Voor deze test wordt een kunstmatige grond gebruikt. De kunstmatige grond bestaat uit de volgende
bestanddelen (alle waarden gebaseerd op droge massa):

— 5 % veenmosturf, luchtdroog en fijngemalen (een deeltjesgrootte van 2 £ 1 mm is aanvaardbaar);
— 20 % kaolienklei (met bij voorkeur meer dan 30 % kaoliniet);

— ongeveer 74 % luchtdroog industrieel zand (afthankelijk van de benodigde hoeveelheid CaCO,), overwegend
bestaande uit fijn zand; meer dan 50 % van de deeltjes moet een grootte tussen 50 en 200 micron hebben.
De exacte hoeveelheid zand hangt af van de hoeveelheid CaCO, (zie hieronder); samen moeten ze 75 %
vormen.

— < 1,0 % calciumcarbonaat (CaCO,, verpulverd, analytisch zuiver) om een pH van 6,0 £ 0,5 te verkrijgen; de
toe te voegen hoeveelheid calciumcarbonaat hangt in beginsel af van de kwaliteitfaard van de turf (zie
noot 1).

Noot 1: De benodigde hoeveelheid CaCO, zal afhangen van de bestanddelen van het grondsubstraat en moet
worden bepaald door meting van de pH van gronddeelmonsters direct voor de test (14).

Noot 2: Het turfgehalte van de kunstmatige grond wijkt af van dat in andere testmethoden met bodemorga-
nismen, waarbij in de meeste gevallen 10 % turf wordt gebruikt (bv. (15)). Volgens de EPPO (16) heeft een
typische landbouwbodem echter niet meer dan 5 % organisch materiaal, en de verlaging van het turfgehalte
weerspiegelt dus de geringere mogelijkheden van een natuurlijke bodem tot adsorptie van de teststof aan
organische koolstof.

Noot 3: Indien nodig, bv. voor specifieke testdoeleinden, kunnen natuurlijke gronden van niet-verontreinigde
terreinen ook als test- enfof kweeksubstraat dienen. Als echter natuurlijke grond wordt gebruikt, moet deze
worden gekarakteriseerd met ten minste de oorsprong (plaats van verzameling), pH, textuur (deeltjesgroottever-
deling) en gehalte aan organisch materiaal. Indien beschikbaar, moeten het type en de naam van de grond
volgens de bodemclassificatie worden opgenomen, en de grond moet vrij zijn van verontreinigingen. In geval
de teststof een metaal of organometaal is, moet ook de kationuitwisselingscapaciteit (CEC) van de natuurlijke
grond worden bepaald. Er moet in het bijzonder op worden gelet dat aan de geldigheidscriteria wordt voldaan,
want achtergrondinformatie over natuurlijke bodems is doorgaans zeldzaam.

11. De droge bestanddelen van de grond worden grondig gemengd (bv. in een grote laboratoriummenger). Voor de
bepaling van de pH moet een mengsel van grond en een oplossing van 1 M kaliumchloride (KCl) of 0,01 M
calciumchloride (CaCl,) in een verhouding van 1:5 worden gebruikt (zie (14) en aanhangsel 3). Als de grond
zuurder is dan het vereiste bereik (zie punt 10), kan de zuurgraad worden verlaagd door toevoeging van een
passende hoeveelheid CaCO,. Als de grond te alkalisch is, kan hij worden aangepast door toevoeging van meer
van het mengsel van de eerste drie bestanddelen die in punt 10 zijn genoemd, maar zonder de CaCO,.

12. Het maximale waterhoudend vermogen (WHV) van de kunstmatige grond wordt bepaald overeenkomstig de
procedures als beschreven in aanhangsel 2. Twee tot zeven dagen voor aanvang van de test wordt de droge
kunstmatige grond vooraf bevochtigd door genoeg gedestilleerd of gedeioniseerd water toe te voegen om
ongeveer de helft van het uiteindelijke watergehalte te verkrijgen, d.w.z. 40 tot 60 % van WHV,_, . Het
vochtgehalte wordt aangepast tot 40-60 % van WHV,_,door de oplossing van de teststof toe te voegen en/of

gedestilleerd of gedeioniseerd water toe te voegen (zie de punten 16-18). Een aanvullende ruwe controle van

het vochtgehalte van de grond wordt verkregen door de grond lichtjes in de hand te knijpen. Als het

vochtgehalte in orde is, moeten kleine druppels water tussen de vingers verschijnen.

13. Het vochtgehalte van de grond wordt aan het begin en aan het eind van de test bepaald door droging tot een
constant gewicht bij 105 °C overeenkomstig ISO 11465 (17), en de pH-waarde van de grond wordt bepaald
overeenkomstig aanhangsel 3 of ISO 10390 (14). Deze metingen moeten worden uitgevoerd in aanvullende
monsters zonder mijten, zowel van de controlegrond als van elke testconcentratiegrond. De pH-waarde van de
grond mag niet worden aangepast wanneer zure of basische stoffen worden getest. Het vochtgehalte moet
gedurende de gehele test worden bewaakt door de vaten periodiek te wegen (zie de punten 20 en 24).
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Selectie en voorbereiding van de proefdieren

14. De soort die in de test wordt gebruikt, is Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883). Om met de test te
beginnen zijn volwassen vrouwelijke mijten nodig die zijn verkregen uit een gesynchroniseerd cohort. De
mijten moeten worden geplaatst circa 7-14 dagen nadat ze volwassen zijn geworden, 28-35 dagen na het begin
van de leg in de synchronisatie (zie punt 3 en aanhangsel 4). De herkomst van de mijten of de leverancier en
gegevens over de instandhouding van de laboratoriumcultuur moeten worden geregistreerd. Als een laboratori-
umcultuur wordt gehouden, wordt aanbevolen de identiteit van de soort ten minste één keer per jaar te
bevestigen. Een identificatieblad is opgenomen als aanhangsel 6.

Bereiding van testconcentraties

15. De teststof wordt door de grond gemengd. Organische oplosmiddelen die als hulpstof worden gebruikt bij de
behandeling van de grond met de teststof, moeten worden gekozen op basis van hun lage toxiciteit voor
mijten, en in de testopzet moet een geschikte oplosmiddelcontrole worden opgenomen (zie punt 29).

In water oplosbare teststof

16. Een oplossing van de teststof wordt in gedeioniseerd water bereid in een hoeveelheid die voldoende is voor alle
replicaten van één testconcentratie. Aanbevolen wordt een passende hoeveelheid water te gebruiken om het
vereiste vochtgehalte te bereiken, d.w.z. 40 tot 60 % van WHV___ (zie punt 12). Elke oplossing van de teststof
wordt grondig door één batch vooraf bevochtigde grond gemengd voordat de grond in het testvat wordt
gedaan.

In water onoplosbare teststof

17. Indien de teststof niet in water oplosbaar is, maar wel oplosbaar in organische oplosmiddelen, kan de teststof
worden opgelost in een zo klein mogelijk volume van een geschikt organisch oplosmiddel (bv. aceton). Enkel
vluchtige oplosmiddelen mogen worden gebruikt. Wanneer dergelijke oplosmiddelen worden gebruikt, moeten
alle testconcentraties en de controle dezelfde minimale hoeveelheid van het oplosmiddel bevatten. Het
oplosmiddel wordt op een kleine hoeveelheid, bv. 10 g, fijn kwartszand gespoten of daarmee vermengd. Het
totale zandgehalte van het substraat moet voor deze hoeveelheid worden gecorrigeerd. Het oplosmiddel wordt
verwijderd door het gedurende ten minste één uur in een afzuigkast te verdampen. Het mengsel van
kwartszand en teststof wordt toegevoegd aan de vooraf bevochtigde grond en grondig gemengd na toevoeging
van een passende hoeveelheid gedeioniseerd water om het vereiste vochtgehalte te verkrijgen. Het uiteindelijke
mengsel wordt in de testvaten gedaan. Er zij opgemerkt dat sommige oplosmiddelen een toxisch effect kunnen
hebben op mijten. Het wordt daarom aanbevolen een extra watercontrole zonder oplosmiddel te gebruiken als
het toxisch effect van het oplosmiddel op mijten niet bekend is. Als afdoend is aangetoond dat het oplosmiddel
(in de toe te passen concentraties) geen effecten heeft, mag de watercontrole achterwege worden gelaten.

In water en organische oplosmiddelen slecht oplosbare teststof

18. Voor chemische stoffen die slecht in water en in organische oplosmiddelen oplosbaar zijn, kan het equivalent
van 2,5 g fijn gemalen kwartszand per testvat (bijvoorbeeld 10 g fijn kwartszand voor vier replicaten) worden
gemengd met de hoeveelheid teststof die nodig is om de gewenste testconcentratie te verkrijgen. Het totale
zandgehalte van het substraat moet voor deze hoeveelheid worden gecorrigeerd. Het mengsel van kwartszand
en teststof wordt toegevoegd aan de vooraf bevochtigde grond en grondig gemengd na toevoeging van een
passende hoeveelheid gedeioniseerd water om het vereiste vochtgehalte te verkrijgen. Het uiteindelijke mengsel
wordt verdeeld over de testvaten. De procedure wordt voor iedere testconcentratie herhaald en tevens wordt
een passende controlegroep bereid.

PROCEDURE
Test-en controlegroepen

19. Voor elk controlevat en behandelingsvat wordt aanbevolen tien volwassen vrouwelijke dieren in 20 g droge
massa van de kunstige grond te gebruiken. De testorganismen moeten binnen twee uur na de bereiding van het
definitieve testsubstraat (d.w.z. na aanbrenging van de teststof) worden geplaatst. In specifieke gevallen (bv.
wanneer veroudering als een bepalende factor wordt beschouwd) kan de tijd tussen de bereiding van het
definitieve testsubstraat en de plaatsing van de mijten worden verlengd (zie (18) voor gedetailleerde informatie
over dergelijke veroudering). In dergelijke gevallen moet echter een wetenschappelijke onderbouwing worden
gegeven.
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20. Nadat de mijten op de grond zijn geplaatst, worden ze gevoerd en moet het begingewicht van elk testvat
worden bepaald, zodat dit gedurende de test als referentie kan dienen voor het bewaken van het vochtgehalte
van de grond als beschreven in punt 24. De testvaten worden vervolgens afgesloten als beschreven in punt 8
en in de testruimte geplaatst.

21. Voor elk van de aanbrengingsmethoden van de teststof worden passende controles bereid als beschreven in de
punten 15 tot en met 18. Voor de voorbereiding van de controles worden de beschreven toepasselijke
procedures gevolgd, zij het dat geen teststof wordt gevoegd. Voor zover van toepassing worden dus organische
oplosmiddelen, kwartszand of andere media op de controles aangebracht in concentraties/hoeveelheden als in
de behandelingen. Wanneer een oplosmiddel of ander medium wordt gebruikt om de teststof aan te brengen,
moet ook een extra controle zonder het medium of de teststof worden voorbereid en getest in geval de
toxiciteit van het medium niet bekend is (zie punt 17).

Testomstandigheden

22. De testtemperatuur moet 20 + 2 °C zijn. De temperatuur moet ten minste elke dag worden geregistreerd en,
indien nodig, aangepast. De test wordt uitgevoerd bij gecontroleerde licht-donkercycli (bij voorkeur 16 uur licht
en 8 uur donker) met een verlichting van 400 tot 800 lux in de nabijheid van de testvaten. Ten behoeve van de
vergelijkbaarheid zijn deze omstandigheden dezelfde als in andere ecotoxicologische tests in bodems (bv. (15)).

23. Indien schroefdeksels worden gebruikt, moet gasuitwisseling worden gewaarborgd door de testvaten ten minste
twee keer per week te beluchten. Indien gaasafsluitingen worden gebruikt, moet bijzondere aandacht worden
geschonken aan behoud van het vochtgehalte van de bodem (zie de punten 8 en 24).

24. Het watergehalte van het grondsubstraat in de testvaten wordt gedurende de hele test op peil gehouden door de
testvaten periodiek (bv. één keer per week) te wegen en, indien nodig, opnieuw water te geven. Het verloren
vocht wordt, indien nodig, aangevuld met gedeioniseerd water. Het vochtgehalte mag tijdens de test niet meer
dan 10 % afwijken van de beginwaarde.

Voeding

25. Er is aangetoond dat kaasmijten (Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)) een geschikte voedselbron zijn. Kleine
collembola (springstaarten) (bv. jonge Folsomia candida Willem, 1902 of Onychiurus fimatus (19), (20),
enchytreeén (bv. Enchytraeus crypticus Westheide & Graefe, 1992) of nematoden (rondwormen) (bv. Turbatrix
silusiae de Man, 1913)) kunnen ook geschikt zijn (21). Het wordt aangeraden het voedsel te controleren voordat
het in een test wordt gebruikt. Het type en de hoeveelheid voeding moet waarborgen dat er een toereikend
aantal nakomelingen wordt geproduceerd om aan de geldigheidscriteria te voldoen (punt 6). Bij de keuze van
de prooi-organismen moet rekening worden gehouden met het type werking van de teststof (een acaricide kan
bv. ook een toxisch effect op de voedselmijten hebben, zie punt 26).

26. Voeding moet ad libitum worden verstrekt, d.w.z. elke keer in een kleine hoeveelheid (punt van een spatel).
Voor dit doel kan ook een afzuigventilator met geringe zuigkracht als voorgesteld in de collembolatest of een
fijn penseel worden gebruikt. Doorgaans volstaat het om aan het begin van de test en daarna twee of drie keer
per week voeding te verstrekken. Wanneer de teststof toxisch blijkt te zijn voor de prooi-organismen, moet een
verhoogde dosering van de voeding en/of een alternatieve voedselbron worden overwogen.

Selectie van testconcentraties

27. Wanneer er vooraf iets bekend is over de toxiciteit van de teststof, bijvoorbeeld uit bereikbepalingstests, kan dit
nuttig zijn bij het kiezen van geschikte testconcentraties. Indien nodig wordt een bereikbepalingstest uitgevoerd
met vijf teststofconcentraties in het bereik van 0,1 tot 1 000 mg/kg droge grond, met ten minste één replicaat
voor behandelingen en controle. De duur van de bereikbepalingstest is 14 dagen, waarna de mortaliteit van de
volwassen mijten en het aantal nakomelingen worden bepaald. Het concentratiebereik in de definitieve test
moet bij voorkeur zo worden gekozen dat het de concentraties omvat waarbij een effect op het aantal
nakomelingen optreedt, maar de overleving van de moedergeneratie niet wordt beinvloed. Voor stoffen die bij
vrijwel dezelfde concentraties letale en subletale effecten hebben, kan dit echter onmogelijk zijn. De in de test
gebruikte concentraties moeten de effectconcentratie (bv. EC,, EC,;, EC,) en het concentratiebereik
waarbinnen het effect van de teststof van belang is, omvatten. Extrapolaties ver onder de laagste concentratie
die van invloed is op de testorganismen, of ver boven de hoogste geteste concentratie moeten uitsluitend in
uitzonderlijke gevallen worden uitgevoerd, en in het verslag moet een volledige toelichting worden gegeven.
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Proefopzet
Dosis-responstests

28. Op basis van de aanbevelingen voortvloeiende uit een andere ringtest (voortplantingstest met Enchytracidae
(22)) worden drie testopzetten voorgesteld. De algemene geschiktheid van al deze opzetten werd bevestigd door
de uitkomst van een validatie met H. aculeifer.

29. Bij de vaststelling van het concentratiebereik moet aandacht worden geschonken aan het volgende:

— Voor de bepaling van de EC_ (bv. EC,,, EC,), moeten twaalf concentraties worden getest. Aanbevolen wordt
ten minste twee replicaten voor elke testconcentratie plus zes controles te gebruiken. De intervalsfactor kan
variéren, d.w.z. kleiner dan of gelijk aan 1,8 in het verwachte effectbereik en groter dan 1,8 bij de hogere
en lagere concentraties.

— Voor de bepaling van de NOEC moeten ten minste vijf concentraties worden getest die een meetkundige
reeks vormen. Aanbevolen wordt vier replicaten voor elke testconcentratie plus acht controles te gebruiken.
De concentraties moeten worden gekozen met intervallen die onderling verschillen met een factor van niet
meer dan 2,0.

— Een gecombineerde aanpak maakt het mogelijk om zowel de NOEC als ECx te bepalen. Er moeten acht
behandelingsconcentraties die een meetkundige reeks vormen, worden gebruikt. Aanbevolen wordt vier
replicaten voor iedere behandeling plus acht controles te gebruiken. De concentraties moeten worden
gekozen met intervallen die onderling verschillen met een factor van niet meer dan 1,8.

Limiettest

30. Als bij de hoogste concentratie in de bereikbepalingstest (d.w.z. 1 000 mg/kg drooggewicht grond) geen
effecten worden waargenomen, kan de definitieve voortplantingstest worden uitgevoerd als een limiettest,
waarbij 1 000 mglkg drooggewicht grond als testconcentratie wordt gebruikt. Een limiettest biedt de
mogelijkheid om aan te tonen dat de NOEC of de EC,, voor de voortplanting groter is dan de hoogste
concentratie, en het aantal gebruikte mijten in de test tot een minimum te beperken. Er moeten acht replicaten
worden gebruikt voor zowel de behandelde grond als de controle.

Testduur en metingen

31. Alle waargenomen verschillen tussen het gedrag en de morfologie van de mijten in de controle en van die in de
behandelde vaten moeten worden geregistreerd.

32. Op dag 14 worden de overlevende mijten uit de grond geéxtraheerd door warmte/licht-extractie of via een
andere passende methode (zie aanhangsel 5). De aantallen nakomelingen (d.w.z. larven, protonymfen en
deutonymfen) en volwassen mijten worden apart geteld. Alle volwassen mijten die op dit moment niet worden
aangetroffen, moeten als dood worden geregistreerd, omdat moet worden aangenomen dat deze mijten vo6r de
beoordeling zijn overleden en ontbonden. De efficiéntie van de extractic moet een of twee keer per jaar
worden gevalideerd in controles met bekende aantallen volwassen en jonge dieren. De gecombineerde
efficiéntie voor alle ontwikkelingsstadia moet gemiddeld groter dan 90 % zijn (zie aanhangsel 5). De tellingen
van de volwassen dieren en jonge dieren worden niet gecorrigeerd voor de efficiéntie.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Verwerking van de resultaten

33. De punten 36 tot en met 41 bevatten informatie over de statistische methoden die kunnen worden gebruikt
voor de analyse van de testresultaten. Daarnaast moet document 54 van de OESO, ,Current Approaches in the
Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: Guidance to Application” (31), worden geraadpleegd.

34. Het belangrijkste eindpunt van de test is het voortplantingsresultaat, dat hier het aantal geproduceerde
nakomelingen per replicaattestvat is (bij 10 geplaatste volwassen vrouwelijke dieren). De statistische analyse
vereist dat het rekenkundig gemiddelde (X) en de variantie (s?) voor het voortplantingsresultaat per behandeling
en per controle worden berekend. X en s2 worden gebruikt voor ANOVA-procedures zoals de t-toets, toets van
Dunnett of Williams-toets alsook voor de berekening van 95 %-betrouwbaarheidsintervallen.

Noot: Dit belangrijkste eindpunt is gelijk aan de vruchtbaarheid gemeten als het aantal levende jonge dieren dat
tijdens de test is voortgebracht, gedeeld door het aantal ouderdieren dat aan het begin van de test is geplaatst.
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35. Het aantal overlevende vrouwelijke dieren in de onbehandelde controles is een belangrijk geldigheidscriterium
en moet worden gedocumenteerd. Net als in de bereikbepalingstest moeten ook alle andere schadelijke tekenen
in het eindverslag worden geregistreerd.

ECx

36. ECx-waarden en de bijbehorende onder- en bovengrens van het 95 %-betrouwbaarheidsinterval voor de in
punt 34 beschreven parameter worden berekend met behulp van passende statistische methoden (bv. probit-
analyse, logistische of Weibull-functie, getrimde Spearman-Karber-methode of eenvoudige interpolatie). Een EC,
wordt verkregen door de waarde die correspondeert met x % van het controlegemiddelde in de gevonden
vergelijking in te vullen. Voor de berekening van de EC50 of een andere EC, kunnen de gemiddelden (X) per
behandeling worden onderworpen aan een regressieanalyse.

NOEC/LOEC

37. Als het doel van een statistische analyse is de NOEC/LOEC te bepalen, zijn statisticken per vat nodig
(individuele vaten worden als replicaten beschouwd). Er moeten passende statistische methoden worden
gebruikt (conform document 54 van de OESO, ,Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity
Data: A Guidance to Application”). In het algemeen worden schadelijke effecten van de teststof ten opzichte
van de controle onderzocht met een toets voor een eenzijdige (kleinere) nulhypothese bij p < 0,05. In de
onderstaande punten worden voorbeelden gegeven.

38. Een normale verdeling van gegevens kan worden getoetst met bv. de Kolmogorov-Smirnovtoets voor goodness-
of-fit, de toets op het quotiént van het bereik en de standaarddeviatie (Range to standard deviation ratio’-toets)
of de Shapiro-Wilk-toets (tweezijdig, p < 0,05). De Cochran-toets, Levene-toets of Bartlett-toets (tweezijdig, p <
0,05) kunnen worden gebruikt om op homogeniteit van variantie te toetsen. Als aan de voorwaarden van
parametrische toetsprocedures (normaliteit, homogeniteit van variantie) is voldaan, kunnen een éénwegs varian-
tieanalyse (ANOVA, One-way Analysis of Variance) en daaropvolgende toetsen voor meervoudige vergelijkingen
worden uitgevoerd. Toetsen voor meervoudige vergelijkingen (bv. t-toets van Dunnett) of stap-omlaag-
trendtoetsen (bv. Williams-toets in geval van een monotone dosis-responsrelatie) kunnen worden gebruikt om
na te gaan of er significante verschillen (p < 0,05) zijn tussen de controles en de verschillende concentraties van
de teststof (selectie van de aanbevolen toets overeenkomstig document 54 van de OESO, ,Current Approaches
in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application”). Anders moeten verdelingsvrije
toetsen (bv. Bonferroni-toets volgens Holm of de Jonckheere-Terpstra-trendtoets) worden gebruikt om de NOEC
en LOEC te bepalen.

Limiettest

39. Als een limiettest (vergelijking van de controle en slechts één behandeling) is uitgevoerd en er is voldaan aan de
voorwaarden van parametrische toetsprocedures (normaliteit, homogeniteit), kunnen metrische responsen
worden geévalueerd met de t-toets. Als niet aan die voorwaarden wordt voldaan, kan de t-toets voor ongelijke
varianties (Welch-toets) of een verdelingsvrije toets, zoals de Mann-Whitney-toets, worden gebruikt.

40. Om significante verschillen tussen de controles (controle en oplosmiddelcontrole) vast te stellen, kunnen de
replicaten van de beide controles worden getoetst als beschreven voor de limiettest. Als uit deze toetsen geen
significante verschillen naar voren komen, mogen alle replicaten van de controle en oplosmiddelcontrole
worden gepoold. Anders dienen alle behandelingen te worden vergeleken met de oplosmiddelcontrole.

Testverslag

41. In het testverslag moet ten minste de volgende informatie worden opgenomen:
— Teststof
— de identificatie van de teststof, naam, batch, partij en CAS-nummer, zuiverheid;

— fysisch-chemische eigenschappen van de teststof (bv. log K, oplosbaarheid in water, dampspanning,
Henry-constante (H) en bij voorkeur informatie over het lot van de teststof in de bodem).

— Testorganismen
— identificatie en leverancier van de testorganismen, beschrijving van de kweekomstandigheden;

— leeftijdsbereik van de testorganismen.
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— Testomstandigheden
— beschrijving van de testopzet en procedure;

— gegevens over de voorbereiding van de testgrond; gedetailleerde specificatie als natuurlijke grond wordt
gebruikt (oorsprong, geschiedenis, deeltjesgrootteverdeling, pH, gehalte organische materialen en, indien
beschikbaar, de bodemclassificatie);

— het maximale waterhoudend vermogen van de grond;

— een beschrijving van de techniek die is gebruik voor het aanbrengen van de teststof op de grond;
— gedetailleerde gegevens over hulpstoffen gebruikt bij de toediening van de teststof;

— grootte van de testvaten en de droge massa van de testgrond per vat;

— testomstandigheden: lichtintensiteit, duur van licht-donkercycli, temperatuur;

— een beschrijving van het voedingsschema, het type en de hoeveelheid voedsel dat in de test is gebruikt,
voedingsdatums;

— de pH en het watergehalte van de grond aan het begin en tijdens de test (voor de controle en alle
behandelingen);

— gedetailleerde beschrijving van de extractiemethode en de efficiéntie van de extractie.
— Testresultaten
— het aantal nakomelingen in elk testvat dat aan het eind van de test is bepaald;

— het aantal volwassen vrouwelijke dieren en de mortaliteit van de volwassen dieren ( %) in elk testvat aan
het eind van de test;

— een beschrijving van de zichtbare symptomen of opvallende veranderingen in het gedrag;
— de resultaten verkregen met de referentieteststof;

— samenvattende statisticken (EC, enfof NOEC ), met inbegrip van 95 %-betrouwbaarheidsgrenzen en een
beschrijving van de berekeningsmethode;

— een grafiek van de concentratie-responsrelatie;

— afwijkingen van de procedures beschreven in deze testmethode en alle ongebruikelijke voorvallen tijdens
de test.
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Aanhangsel 1

Definities

Voor de toepassing van deze testmethode worden de volgende definities gehanteerd (in deze test worden alle effect-
concentraties uitgedrukt als massa van de teststof per droge massa van de testgrond):

Stof betekent een substantie of mengsel.

NOEC (No Observed Effect Concentration) is de hoogste concentratie van de teststof waarbij geen effect wordt
waargenomen. In deze test heeft de concentratie die overeenkomt met de NOEC geen statistisch significant effect (p
< 0,05) binnen een bepaalde blootstellingsperiode in vergelijking met de controle.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) is de laagste concentratie van de teststof die binnen een bepaalde
blootstellingstijd tot een statistisch significant effect (p < 0,05) leidt in vergelijking met de controle.

EC, (Effect concentration for x % effect) is de concentratie die binnen een bepaalde blootstellingstijd x % van een
effect op testorganismen veroorzaakt ten opzichte van een controle. De EC,, is bijvoorbeeld de geschatte
concentratie die gedurende een bepaalde blootstellingsperiode bij 50 % van een blootgestelde populatie een effect op
een testeindpunt zal hebben.

Teststof betekent alle volgens deze testmethode geteste stoffen en mengsels.
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Aanhangsel 2

Bepaling van het maximale waterhoudend vermogen van de grond

De volgende methode voor de bepaling van het maximale waterhoudend vermogen van de grond wordt geschikt
geacht. Zij is beschreven in bijlage C van ISO DIS 11268-2 (,Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida). Part 2: Determination of effects on reproduction” (23)).

Verzamel met een geschikt bemonsteringsapparaat (grondboorbuis enz.) een vastgestelde hoeveelheid van het
testgrondsubstraat (bv. 5 g). Bedek de onderkant van de buis met een stuk filterpapier, vul een waterbad en plaats de
buis op een rek in het bad. De buis zou geleidelijk onder water moeten komen te staan, tot het water de bovenkant
van de grond bereikt. Laat de buis gedurende ongeveer drie uur in het water. Niet alle water dat door de bodemcapil-
lairen wordt geabsorbeerd, kan worden vastgehouden. Laat het grondmonster daarom gedurende twee uur uitlekken
door de buis op een bed van zeer nat fijngemalen kwartszand in een afgesloten vat te plaatsen (om droging te
voorkomen). Het monster moet vervolgens worden gewogen, gedroogd tot een constante massa bij 105 °C. Het
waterhoudend vermogen (WHYV) kan vervolgens als volgt worden berekend:

S D

WHYV ( in % van droge massa) = % x 100

waarbij:
S = met water verzadigd substraat + massa van buis + massa van filterpapier
T = leeggewicht (massa van buis + massa van filterpapier)

D = droge massa van substraat
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Aanhangsel 3

Bepaling van de pH van de grond

De volgende methode voor het bepalen van de pH van een grondmonster is gebaseerd op de beschrijving in ISO DIS
10390: Bodemkwaliteit — Bepaling van de pH-waarde (16).

Een vastgestelde hoeveelheid grond wordt gedurende ten minste 12 uur bij kamertemperatuur gedroogd. Vervolgens
wordt een suspensie van de grond (die ten minste 5 g grond bevat) gemaakt in vijf keer zijn volume van hetzij een
1 M-oplossing analytisch zuiver kaliumchloride (KCl) of een 0,01 M-oplossing van analytisch zuiver calciumchloride
(CaCl,). De suspensie wordt daarna vijf minuten goed geschud. Na het schudden krijgt de suspensie ten minste
2 uur, maar niet langer dan 24 uur, gelegenheid om te bezinken. Daarna wordt de pH van de vloeibare fase gemeten
met een pH-meter die voor elke meting is geijkt met een passende reeks bufferoplossingen (bv. pH 4,0 en 7,0).
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Aanhangsel 4

Kweken van Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer, voedselmijten en synchronisatie van cultuur

Kweken van Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer:

Culturen kunnen worden gehouden in plastic vaten of glazen potten gevuld met een mengsel van pleisterkalk en
houtskoolpoeder (verhouding 9:1). De pleisterkalk kan vochtig worden gehouden door, indien nodig, enkele
druppels gedestilleerd of gedeioniseerd water toe te voegen. De optimale kweektemperatuur is 20 = 2 °C, en het
licht/donker-regime is voor deze soort niet van belang. Als prooi-organismen kunnen Typrophagus putrescentiae of
Caloglyphus sp. mijten worden gebruikt (met voedselmijten moet voorzichtigheid worden betracht, omdat ze bij
mensen allergieén kunnen veroorzaken), maar nematoden, enchytreeén en collembola zijn ook geschikt als prooi.
Hun herkomst moet worden geregistreerd. De ontwikkeling van een populatie kan beginnen met één enkel
vrouwelijk dier, want de mannetjes ontwikkelen zich in niet-bevruchte eitjes. De generaties overlappen elkaar
grotendeels. Een vrouwtje kan ten minste 100 dagen oud worden en kan tijdens haar leven ongeveer 100 eitjes
leggen. Tussen 10 en 40 dagen na het bereiken van het volwassen stadium wordt met 2,2 eitjes per vrouwtje per
dag de piek van de leg bereikt. De ontwikkeltijd van eitje tot volwassen vrouwelijk dier is bij 20 °C ongeveer
20 dagen. Er moet meer dan één cultuur in stand worden gehouden en als reserve worden aangehouden.

Kweken van Typrophagus putrescentiae:

De mijten worden gehouden in een glazen vat gevuld met fijn brouwersgistpoeder dat in een plastic emmer gevuld
met KNO,-oplossing wordt geplaatst om ontsnappen te voorkomen. De voedselmijten worden op dit poeder
geplaatst. Daarna worden ze met een spatel voorzichtig door het poeder gemengd (dat twee keer per week moet
worden vervangen).

Synchronisatie van de cultuur:

Exemplaren die in de test worden gebruikt, moeten van vergelijkbare leeftijd zijn (ca. 7 dagen na het bereiken van
het volwassen stadium). Bij een kweektemperatuur van 20 °C wordt dit bereikt door

Vrouwtjes over te brengen naar een schoon kweekvat en voldoende voedsel toe te voegen
— Geef de vrouwtjes twee tot drie dagen gelegenheid om eitjes te leggen, en verwijder daarna de vrouwtjes

— Neem voor de test tussen dag 28 en dag 35 na het begin volwassen vrouwtjes uit het vat en plaats ze in schone
kweekvaten.

Volwassen vrouwtjes zijn gemakkelijk te onderscheiden van mannetjes en andere ontwikkelingsstadia door hun
grotere afmetingen, opgeblazen vorm en bruine dorsale schild (mannetjes zijn slanker en plat, onvolwassen dieren
zijn wit tot crémekleurig). De ontwikkeling van de mijten verloopt bij 20 °C ongeveer volgens het hieronder
beschreven patroon (figuur): Eitje 5d, Larve 2d, Protonymf 5d, Deutonymf 7d, pre-ovipositieperiode van het
vrouwtje 2d. Daarna zijn de mijten volwassen.

Figuur

Ontwikkeling van Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer bij 20 °C. ('verwijdering’ = verwijdering van vrouwtjes
die voor de test worden gebruikt)
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De volwassen testdieren worden tussen dag 28 en dag 35, nadat de moederdieren zijn begonnen met eitjes leggen (d.
w.z. 7-14 dagen nadat ze het volwassen stadium hebben bereikt), uit de gesynchroniseerde cultuur verwijderd en in
de testvaten geplaatst. Dit waarborgt dat de testdieren hun pre-ovipositieperiode al achter de rug hebben en hebben
gepaard met mannetjes die ook in het kweekvat aanwezig zijn. Waarnemingen in laboratoriumculturen wijzen erop
dat vrouwtjes onmiddellijk of kort na het bereiken van het volwassen stadium paren als er mannetjes aanwezig zijn
(Ruf, Vaninnen, persoonlijke waarnemingen). De periode van zeven dagen is gekozen om de integratie in de laborato-
riumroutine te vergemakkelijken en om een buffer te vormen voor variabiliteit in de individuele ontwikkeling van de
mijten. De ovipositie moet worden aangevangen met ten minste hetzelfde aantal vrouwtjes als uiteindelijk benodigd
is voor de test. (Als in de test bijvoorbeeld 400 vrouwtjes benodigd zijn, moeten ten minste 400 vrouwtjes twee tot
drie dagen gelegenheid krijgen om eitjes te leggen. Het uitgangspunt voor de gesynchroniseerde populatie is ten
minste 1 200 eitjes (sekse-ratio ca. 0,5, mortaliteit ca. 0,2). Om kannibalisme te voorkomen, is het handiger om niet
meer dan 20 tot 30 eitjes leggende vrouwtjes in één vat te houden.
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Aanhangsel 5

Extractiemethoden

Voor microgeleedpotigen is een warmtebehandeling een geschikte methode om exemplaren van de grond/het
substraat te scheiden (zie onderstaande figuur). De methode is gebaseerd op de activiteit van de organismen, dus
alleen mobiele exemplaren maken kans om te worden geregistreerd. Het beginsel van warmte-extractie is dat de
omstandigheden voor de organismen in het monster geleidelijk slechter worden gemaakt, zodat ze het substraat
zullen verlaten en in een fixeervloeistof vallen (bv. ethanol). Cruciale punten zijn de duur van de extractie en de
gradiént van goede naar matige naar slechte omstandigheden voor de organismen. De duur van de extractie voor
ecotoxicologische tests moet zo kort mogelijk zijn, omdat elke populatiegroei tijdens de extractie de resultaten
vertekent. Aan de andere kant moeten de temperatuur- en vochtigheidsomstandigheden in het monster altijd binnen
een bereik liggen dat de mijten in staat stelt te bewegen. De verwarming van een grondmonster leidt tot uitdroging
van het substraat. Als de uitdroging te snel plaatsvindt, kunnen ook sommige mijten uitdrogen voordat ze erin
slagen te ontsnappen.

Daarom wordt de volgende procedure voorgesteld (24) (25):

Apparatuur Tullgren-trechter of vergelijkbare methoden zoals bv. McFadyen (verwarming van boven, het monster
wordt boven een trechter geplaatst)

Verwarmingsregime: 25 °C gedurende 12 uur, 35 °C gedurende 12 uur, 45 °C gedurende 24 uur (in totaal 48 uur).
De temperatuur moeten in het substraat worden gemeten.

Fixatievloeistof: 70 % ethanol

Details vismachtiging: Neem een glazen fles die voor de test is gebruikt. Verwijder het deksel en wikkel een stuk gaas
of stof om de halsopening. De stof moet een maaswijdte van 1,0 tot 1,5 mm hebben. Zet de stof vast met een
elastische band. Draai de fles voorzichtig op zijn kop en plaats hem in het extractieapparaat. De stof verhindert dat
het substraat in de fixatievloeistof druppelt, maar laat wel toe dat mijten het monster verlaten. Begin het verwar-
mingsproces pas wanneer alle flessen zijn geplaatst. Be€indig de extractie na 48 uur. Verwijder de fixatie van de
flessen en tel de mijten met behulp van een stereomicroscoop.

De efficiéntie van de gekozen extractiemethode moet één of twee keer per jaar zijn bepaald met vaten die een
bekend aantal jonge mijten en volwassen mijten bevatten die in onbehandeld testsubstraat worden gehouden. De
gecombineerde efficiéntie voor alle ontwikkelingsstadia moet gemiddeld groter dan 90 % zijn.

Tullgren-achtig extractieapparaat
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Wijze van voorbereiden van de testfles na beéindiging van de test, voor de extractie
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Aanhangsel 6

Identificatie van Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Onderklasse/klasse/onderorde: Familie: Geslacht/ondergeslacht/soort:

Acari/Parasitiformes/Gamasida Laelapidae Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Auteur en da- | F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 23 januari 2007
tum:

Geraadpleegde | Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. Tierwelt Deutschlands 59,
literatuur: 2e herziene editie: 1-523.

Hughes, AM. (1976). The mites of stored food and houses. Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food, Technical Bulletin 9: 400 blz.

Krantz, G.W. (1978). A manual of Acarology. Oregon State University Book Stores, Inc., 509 blz.

Deterministi- | Tectum met afgeronde getande rand; hypostomale groeven met meer dan 6 dentikels; caudale
sche kenmer- | dorsale setae van Z4 niet erg lang; dorsale setae borstelvormig; genitaal schild normaal, niet erg
ken: vergroot en reikt niet tot het anaal schild; achterste helft van dorsaal schild zonder ongepaarde se-
tae; poten Il en IV met enkele dikke macrosetae; dorsale seta Z5 ongeveer twee keer zo groot als
J5; vaste vingers van cheliceren met 12-14-tanden en beweegbare vinger met 2 tanden; idiosoma
520-685 pm lang.

Hypoaspis miles wordt ook gebruikt in biologische bestrijding en wordt soms verward met H.
aculeifer. Het belangrijkste verschil is:

H. miles behoort tot het ondergeslacht Cosmolaelaps en heeft mesachtige dorsale setae, terwijl H.
aculeifer tot het ondergeslacht Geolaelaps behoort en borstelvormige dorsale setae heeft.

100 pm

Originele tekeningen door F. Faraji Poot IV Hypoaspis aculeifer,
(rrouwtje) dorsaal schild met karakteristieke setae
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Aanhangsel 7

Basisinformatie over de biologie van Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Hypoaspis aculeifer behoort tot de familie van de Lealapidae, orde Acari (mijten), klasse Arachnida, tak Arthropoda.
Ze komen voor in allerlei soorten grond en voeden zich met andere mijten, nematoden, enchytreeén en collembola
(26). Bij voedseltekort stappen ze over op kannibalisme (27). Roofmijten zijn gesegmenteerd in een idiosoma en
gnathosoma. Een duidelijke differentiatie van het idiosoma in een prosoma (kopborststuk) en opisthosoma (achterlijf)
ontbreekt. Het gnathosoma (hoofdschild) bevat de instrumenten om te eten, zoals palpen (tasters) en cheliceren. De
cheliceren zijn in drieén gevorkt en hebben tanden van verschillende vorm. Behalve voor de opname van voedsel
gebruiken de mannetjes hun cheliceren hoofdzakelijk om de spermatoforen naar de vrouwtjes over te brengen. Een
dorsaal schild bedekt het idiosoma vrijwel volledig. Een groot deel van het idiosoma van vrouwtjes wordt in beslag
genomen door de voortplantingsorganen, die met name kort voor de afzetting van eitjes duidelijk herkenbaar is. Er
zijn twee schilden aan de buikzijde, het sternale schild en het genitale schild. Alle poten zijn voorzien van
borstelharen en doornen. De borstelharen worden door de dieren gebruikt om zich vast te grijpen wanneer ze zich
in of op de grond voortbewegen. Het eerste paar poten wordt hoofdzakelijk als antenne gebruikt. Het tweede paar
poten wordt niet alleen gebruikt voor de voortbeweging, maar ook om prooien vast te grijpen. De doornen van het
vierde paar poten kunnen als bescherming en als 'voortbewegingsmotor dienen (28). Mannetjes zijn 0,55 tot
0,65 mm lang en wegen 10 tot 15 pg. Vrouwtjes zijn 0,8 tot 0,9 mm lang en wegen 50 tot 60 pg (8) (28)
(figuur 1).

Figuur 1

Vrouwtje, mannetje, protonymf en larve van H. aculeifer.

Bij 23 °C worden de mijten seksueel rijp na respectievelijk 16 dagen (vrouwtjes) en 18 dagen (mannetjes) (6). De
vrouwtjes brengen de zaadcellen via de solenostom over naar het ovarium. In het ovarium rijpen de zaadcellen en
worden ze opgeslagen. Bevruchting vindt pas plaats wanneer de zaadcellen in het ovarium rijp zijn. De bevruchte of
onbevruchte eitjes worden door de vrouwtjes afgezet in klompjes of apart, bij voorkeur in spleten of holen.
Vrouwtjes die hebben gepaard, kunnen nakomelingen van beide seksen voortbrengen, terwijl uit eitjes van vrouwtjes
die niet hebben gepaard, uitsluitend mannelijke nakomelingen komen. Tijdens de ontwikkeling tot volwassen dier
worden vier ontwikkelingsstadia doorlopen (eitje — larve, larve — protonymf, protonymf — deutonymf en
deutonymf — volwassen dier).

Het ecitje is melkwit, glasachtig, elliptisch en ongeveer 0,37 mm lang met een stevige mantel. Volgens (8) zijn de
larven 0,42 tot 0,45 mm groot. Ze hebben slechts drie paar poten. In het kopgedeelte worden palpen (tasters) en
cheliceren ontwikkeld. De cheliceren, die een paar kleine dentikels hebben, worden gebruikt om uit het eitje te
komen. Na de eerste vervelling, 1 tot 2 dagen na het uitkomen, worden de protonymfen ontwikkeld. Deze zijn ook
wit, hebben een grootte van 0,45 tot 0,62 mm (8) en hebben vier paar poten. Op de cheliceren zijn de tanden al
volledig aanwezig. Vanaf dit stadium beginnen de mijten te foerageren. Daartoe wordt de cuticula van de prooi door
de cheliceren doorboord en wordt in de prooi een secretie uitgescheiden voor de vertering buiten de darm. De
voedselbrij kan daarna door de mijt worden opgezogen. De cheliceren kunnen ook worden gebruikt om grotere
delen uit voedselklompjes te scheuren (28). Na nog een vervelling worden de deutonymfen ontwikkeld. Deze zijn
0,60 tot 0,80 mm groot (8) en geel tot lichtbruin van kleur. Vanaf dit stadium kunnen de dieren worden gescheiden
in vrouwtjes en mannetjes. Na nog een vervelling, gedurende welke de dieren inactief zijn en het bruine schild zich
ontwikkelt (ongeveer na 14 dagen), zijn de mijten volwassen (28) (29) (30). Hun levensduur is 48 tot 100 dagen bij
25 °C (27).
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Aanhangsel 8

Samenvatting en tijdschema van de belangrijkste handelingen die voor het uitvoeren van de

Hypoaspis-test moeten worden verricht

Tijd (dagen)
begin van test = dag 0

Activiteit/taak

Dag - 35 Breng vrouwtjes uit de stamcultuur over naar schone vaten om de synchronisatie te be-
tot — 28 ginnen
2 dagen later: verwijdering van vrouwtjes
twee of drie keer week: verstrek voldoende voedsel
Dag - 5 (+/- 2) Bereid de kunstmatige grond
Dag — 4 (+/- 2) Bepaal WHV van de kunstmatige grond
Droog gedurende de nacht
Volgende dag: weeg monsters en bereken WHV
Dag — 4 (+/-2) Bevochtig vooraf de kunstmatige grond tot 20 - 30 % van WHV
Dag 0 Begin de test: voeg de teststof toe aan de kunstmatige grond

Breng 10 vrouwtjes in elk replicaat
Weeg elk replicaat

Zet abiotische controles voor het vochtgehalte en de pH op, 2 replicaten voor elke be-
handeling

Droog de controles voor het vochtgehalte gedurende de nacht
Volgende dag: weeg de controles voor het vochtgehalte

Volgende dag: meet de pH van de gedroogde abiotische controles

Dag 3, 6, 9, 12 (onge-
veer)

Voeg aan elk replicaat voldoende prooi-organismen toe

Weeg elk replicaat en voeg het verdampte water weer toe

Dag 14

Beéindig de test, zet de extractie op met alle replicaten, alsmede controles voor de effi-
ciéntie van de extractie

Droog de controles voor het watergehalte gedurende de nacht
Volgende dag: weeg de controles voor het watergehalte

Volgende dag: meet de pH van de gedroogde controles

Dag 16

Beéindig de extractie

Dag 16+

Registreer het aantal volwassen dieren en het aantal nakomelingen in het geéxtraheerde
materiaal

Doe verslag van de resultaten in de sjabloontabellen

Doe verslag van de testprocedure op de testprotocolbladen
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C.37. 21-DAAGSE VISTEST: KORTETERMIJNSCREENING OP OESTROGENE EN ANDROGENE
ACTIVITEIT EN OP AROMATASEREMMERS

INLEIDING

1. Deze testmethode is gelijkwaardig aan OESO-testrichtsnoer (TG) 230 (2009). De noodzaak om een vistest te
ontwikkelen en te valideren waarmee bepaalde actieve endocriene chemische stoffen kunnen worden
gedetecteerd, komt voort uit de bezorgdheid dat de chemicaliénniveaus in het milieu schadelijke effecten
kunnen hebben bij mensen en dieren als gevolg van de interactie van deze chemicalién met het hormoonstelsel.
In 1998 is de OESO een actie gestart om bestaande richtsnoeren te herzien en nieuwe richtsnoeren te
ontwikkelen voor het screenen en testen op potentiéle hormoonontregelaars. Eén onderdeel van de actie was
de ontwikkeling van een testrichtsnoer voor het screenen van chemische stoffen die uitwerken op het
hormoonstelsel van vissoorten. De 21-daagse endocriene screeningtest bij vissen heeft een uitgebreid validatie-
programma ondergaan, bestaande uit interlaboratoriumstudies met geselecteerde chemicalién om de relevantie
en betrouwbaarheid van de test voor de detectie van oestrogene aromatase-remmende chemicalién (1, 2, 3, 4,
5) aan te tonen in de drie onderzochte vissoorten (de Amerikaanse dikkop-elrits, het Japanse rijstvisje en de
zebravis). Detectie van androgene activiteit is mogelijk in de dikkop-elrits en het rijstvisje, maar niet in de
zebravis. Met deze testmethode is het niet mogelijk anti-androgene chemicalién te detecteren. De validatiewerk-
zaamheden zijn collegiaal getoetst door een panel van deskundigen die zijn benoemd door de nationale co6rdi-
natoren van het programma voor testrichtsnoeren (6). De test is niet ontworpen voor de herkenning van
specifiecke mechanismen van hormonale ontwrichting omdat de proefdieren een intacte hypothalamus-
hypofyse-gonade-as (HPG-as) hebben, die kan reageren op chemische stoffen die op verschillende niveaus
uitwerken op de HPG-as. De test voor kortetermijneffecten op de voortplanting van vissen (testrichtsnoer (TG)
229 van de OESO) heeft betrekking op de fertiliteit en, indien van toepassing, de gonade histopathologie van
de Amerikaanse dikkop-elrits, evenals alle eindpunten die in deze testmethode zijn opgenomen. TG 229 van de
OESO voorziet in een screening van chemische stoffen die van invloed zijn op de voortplanting door middel
van verschillende mechanismen, waaronder endocriene middelen. Dit moet in aanmerking worden genomen
voordat de meest geschikte testmethode wordt gekozen.

2. Deze testmethode beschrijft een screening in vivo waarbij geslachtsrijpe mannetjes- en kuitschietende
vrouwtjesvissen bij elkaar worden gehouden en gedurende een beperkt deel van hun levenscyclus (21 dagen)
worden blootgesteld aan een chemische stof. Na afloop van de 21-daagse blootstellingsperiode worden,
athankelijk van de gebruikte soort, een of twee eindpunt-biomerkers bij de mannetjes en de vrouwtjes gemeten
als indicatoren van oestrogene, aromatase-remmende of androgene activiteit van de teststof; deze eindpunten
zijn vitellogenine en secundaire geslachtskenmerken. De vitellogenine wordt gemeten bij de Amerikaanse
dikkop-elrits, het Japanse rijstvisje en de zebravis, terwijl de secundaire geslachtskenmerken alleen worden
gemeten bij de Amerikaanse dikkop-elrits en het Japanse rijstvisje.

3. Deze bioassay dient als in-vivoscreeningtest voor bepaalde endocriene werkingsmechanismen en de toepassing
ervan moet worden beschouwd in het kader van het begrippenkader van de OESO voor het testen en
beoordelen van hormoonontregelende chemische stoffen (28).

INLEIDENDE OVERWEGINGEN EN BEPERKINGEN

4. Vitellogenine (VTG) wordt gewoonlijk geproduceerd door de lever van vrouwelijke gewervelde oviparen in
reactie op doorstromend endogeen oestrogeen. Vitellogenine is een precursor van eidooierproteinen en wordt
vanuit de lever in de bloedbaan naar het ovarium getransporteerd en daar opgenomen en gemodificeerd door
de zich ontwikkelende eieren. Vitellogenine is vrijwel niet detecteerbaar in het plasma van onvolwassen
vrouwtjes- en mannetjesvissen omdat deze over onvoldoende circulerend oestrogeen beschikken; hun lever is
echter wel in staat om vitellogenine samen te stellen en af te scheiden in reactie op exogene oestrogeensti-
mulatie.

5. Het meten van vitellogenine dient om chemische stoffen met verschillende oestrogene werkingsmechanismen te
detecteren. De detectie van oestrogene chemicalién is mogelijk door de inductie van vitellogenine in mannetjes-
vissen te meten en is overvloedig gedocumenteerd in de collegiaal getoetste wetenschappelijke literatuur
(bijvoorbeeld (7). Vitellogenine-inductie is ook aangetoond na blootstelling aan aromatiseerbare androgenen (8,
9). Een vermindering in het circulatieniveau van oestrogenen bij vrouwtjes, bijvoorbeeld door de remming van
de aromatase die het endogene androgeen omzet in het natuurlijke oestrogeen 17f -estradiol, veroorzaakt een
afname van het vitellogenineniveau, dat wordt gebruikt om chemicalién met aromatase-remmende
eigenschappen te detecteren (10, 11). De biologische relevantie van de vitellogeninereactie na remming van
oestrogenen/aromatase is vastgesteld en ruimschoots gedocumenteerd. Mogelijk wordt de productie van VTG
bij vrouwtjes echter ook beinvloed door algemene toxiciteit en niet-endocriene toxische werkingsmechanismen,
bijvoorbeeld hepatotoxiciteit.
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6.  Er zijn verschillende meetmethoden ontwikkeld en gestandaardiseerd voor routinegebruik. Dit is het geval bij
soortspecifieke methoden van Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) waarbij gebruik wordt gemaakt
van immunochemie voor de kwantificering van vitellogenine die wordt geproduceerd in kleine bloed- of
levermonsters van afzonderlijke vissen (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18). Voor de VTG-meting worden
bloedmonsters van de Amerikaanse dikkop-elrits, bloedmonsters of een kop-[staarthomogenaat van de
zebravis, en levermonsters van het Japanse rijstvisje genomen. Bij het rijstvisje is er een goede correlatie tussen
de in het bloed en in de lever gemeten VTG (19). In aanhangsel 6 worden de aanbevolen procedures voor
monsterneming ten behoeve van vitellogenine-analyse beschreven. Uitrustingen voor het meten van vitello-
genine zijn op grote schaal beschikbaar. Dergelijke uitrustingen moeten zijn gebaseerd op een gevalideerde
soortspecifiecke ELISA-methode.

7. Secundaire geslachtskenmerken van bepaalde soorten mannetjesvissen zijn extern zichtbaar en kwantificeerbaar,
en reageren op circulatieniveaus van endogene androgenen. Dit geldt voor de Amerikaanse dikkop-elrits en het
Japanse rijstvisje, maar niet voor de zebravis, die geen kwantificeerbare secundaire geslachtskenmerken heeft.
Vrouwtjes behouden de mogelijkheid om mannelijke secundaire geslachtskenmerken te ontwikkelen wanneer
ze worden blootgesteld aan androgene chemicalién in water. Er bestaan in de wetenschappelijke literatuur
verscheidene studies waarin dit type reactie is gedocumenteerd bij de Amerikaanse dikkop-elrits (20) en het
Japanse rijstvisje (21). Een afname van de secundaire geslachtskenmerken bij mannetjes moet met de nodige
omzichtigheid worden geinterpreteerd vanwege het geringe statistische onderscheidingsvermogen en dient te
worden gebaseerd op het oordeel van deskundigen en het gewicht van het bewijs. De bruikbaarheid van
zebravissen in deze test is beperkt in verband met het ontbreken van kwantificeerbare secundaire geslachtsken-
merken die reageren op androgeen werkende chemische stoffen.

8.  Bij de Amerikaanse dikkop-elrits is de voornaamste indicator van exogene androgene blootstelling het aantal
nuptiale papillen op de bek van het vrouwtje. Bij het Japanse rijstvisje vormt het aantal papillaire uitsteeksels de
voornaamste aanwijzing voor exogene blootstelling aan androgene chemicalién bij de vrouwtjesvis. In
aanhangsels 5A en 5B worden de procedures aanbevolen die moeten worden gevolgd voor de evaluatie van
geslachtskenmerken bij respectievelijk de Amerikaanse dikkop-elrits en het Japanse rijstvisje.

9.  De in deze testmethode gebruikte definities staan in aanhangsel 1.

PRINCIPE VAN DE TEST

10. In deze test worden mannetjes- en vrouwtjesvissen in geslachtsrijpe staat samen blootgesteld in testbakken.
Hun volwassen en geslachtsrijpe staat maakt een duidelijk onderscheid naar sekse en daardoor een sekse-
athankelijke analyse van elk eindpunt mogelijk, en waarborgt hun gevoeligheid voor exogene chemische
stoffen. Aan het eind van de test wordt het geslacht bevestigd door macroscopisch onderzoek van de geslachts-
klieren na opening van het onderlijf aan de buikzijde met een schaar. Een overzicht van de toepasselijke
bioassay-omstandigheden staat in aanhangsel 2. De test wordt gewoonlijk begonnen met vissen die als
steekproef zijn genomen uit een populatie die tot kuitschieten in staat is; oudere dieren moeten niet worden
gebruikt. Richtsnoeren voor de leeftijd van de vissen en hun reproductieve status worden gegeven in het
onderdeel over de selectie van vissen. De test wordt uitgevoerd met drie concentraties van blootstelling aan
chemicalién en een controlegroep in water, alsook, indien nodig, een controlegroep in een oplossing. Er
worden twee bakken of duplo’s per behandeling gebruikt (met in elke bak 5 mannetjes en 5 vrouwtjes) voor
het Japanse rijstvisje en de zebravis, terwijl er vier bakken of duplo’s per behandeling worden gebruikt (met in
elke bak 2 mannetjes en 4 vrouwtjes) voor de Amerikaanse dikkop-elrits. Deze indeling is aangepast aan het
territoriumgedrag van het dikkop-elritsmannetje en waarborgt tevens voldoende onderscheidend vermogen. De
blootstelling vindt plaats gedurende 21 dagen en de monsters van de vissen worden genomen op dag 21 van
de blootstelling.

11. Bij de monsterneming op dag 21 worden alle dieren op humane wijze gedood. Secundaire geslachtskenmerken
worden gemeten bij de Amerikaanse dikkop-elrits en het Japanse rijstvisje (zie aanhangsels 5A en 5B);
bloedmonsters worden genomen voor de vaststelling van vitellogenine bij de zebravis en de Amerikaanse
dikkop-elrits, als alternatief kan de kop/staart worden genomen voor de vaststelling van vitellogenine bij de
zebravis (aanhangsel 6); voor de VTG-analyse van het Japanse rijstvisje wordt de lever uitgenomen (aanhangsel
6).

AANVAARDBAARHEIDSCRITERIA VOOR DE TEST

12. De uitkomsten van de test zijn alleen aanvaardbaar als aan de onderstaande voorwaarden wordt voldaan:

— het sterftecijfer in de controlegroepen in water (oplosmiddel) mag aan het eind van de blootstellingsperiode
niet hoger zijn dan 10 %;

— het gehalte aan opgeloste zuurstof moet gedurende de gehele blootstellingsperiode minimaal 60 % van de
verzadigingswaarde van lucht zijn geweest;
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— het verschil in watertemperatuur tussen de testbakken mag op geen enkel moment tijdens de blootstellings-
periode groter zijn dan % 1,5 °C. Tevens mag de watertemperatuur niet meer dan 2 °C hoger of lager zijn
dan het temperatuurbereik dat voor de vissoort wordt gespecificeerd (aanhangsel 2);

— er moet bewijs beschikbaar zijn waaruit blijkt dat de gehalten aan teststof in de oplossing binnen + 20 %
van de gemiddelde gemeten waarden zijn gehouden.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE
Apparatuur

13. Standaardlaboratoriumapparatuur, met name:
a) zuurstof- en pH-meters;
b) apparatuur voor het bepalen van de hardheid en alkaliteit van water;
c) geschikte apparatuur voor de temperatuurregeling en bij voorkeur ook voor continue bewaking;

d) bakken van chemisch inert materiaal met een inhoud die geschikt is voor de aanbevolen densiteit en
bezettingsgraad (zie aanhangsel 2);

e) kuitsubstraat voor de Amerikaanse dikkop-elrits en de zebravis (zie aanhangsel 4 voor de nodige details);

f) weegschaal met een toereikende nauwkeurigheid (d.w.z. nauwkeurig tot op * 0,5 mg).

Water

14. Water waarin de gekozen testsoort langdurig kan overleven en groeien is geschikt als testwater. Gedurende de
testperiode moet de waterkwaliteit constant zijn. De pH-waarde moet binnen een bereik van 6,5 tot 8,5 blijven,
maar tijdens een test mag deze niet meer dan * 0,5 pH-eenheden schommelen. Om ervoor te zorgen dat het
verdunningswater de testresultaten niet noemenswaardig beinvloedt (bijvoorbeeld door complexvorming met
de teststof), moeten regelmatig monsters worden genomen en geanalyseerd. Zware metalen (bijvoorbeeld Cu,
Pb, Zn, Hg, Cd en Ni), de belangrijkste anionen en kationen (bijvoorbeeld Ca?*, Mg?, Na*, K*, Cl en SO,?),
bestrijdingsmiddelen (bijvoorbeeld het totaalgehalte aan organofosforpesticiden en het totaalgehalte aan organo-
chloorpesticiden) en het totaalgehalte aan organische koolstof en zwevende deeltjes moeten bijvoorbeeld om de
drie maanden worden bepaald als van het verdunningswater bekend is dat het een relatief constante kwaliteit
heeft. Indien is aangetoond dat de waterkwaliteit gedurende ten minste één jaar constant blijft, zijn minder
frequente bepalingen en langere intervallen (bijvoorbeeld zes maanden) toelaatbaar. In aanhangsel 3 worden
enkele chemische kenmerken van aanvaardbaar verdunningswater vermeld.

Testoplossingen

15. De testoplossingen met de gekozen concentraties worden bereid door verdunning van een stamoplossing. De
stamoplossing wordt bij voorkeur bereid door eenvoudig mengen en schudden van de teststof in verdun-
ningswater met mechanische middelen (bijvoorbeeld door te roeren of met ultrasone trillingen). Voor het
maken van een stamoplossing van een passende concentratie kunnen verzadigingskolommen (oplosbaarheids-
kolommen) worden gebruikt. Het gebruik van een draagvloeistof wordt niet aanbevolen. Indien echter een
oplosmiddel noodzakelijk is, moet gelijktijdig een controletest met het oplosmiddel worden uitgevoerd, met
dezelfde oplosmiddelconcentratie als voor de chemische behandelingen wordt gebruikt. Voor moeilijke
teststoffen kan een oplosmiddel uit technisch oogpunt de beste keuze zijn; raadpleeg hiervoor de OESO-
leidraad voor het testen op aquatische toxiciteit bij moeilijke stoffen en mengsels (22). De keuze van het juiste
oplosmiddel hangt af van de chemische eigenschappen van de teststof. In de OESO-leidraad wordt een
maximum van 100 pl/l aanbevolen, dat in acht dient te worden genomen. In een recente bespreking (23)
worden echter aanvullende bedenkingen geuit over het gebruik van oplosmiddelen voor het testen van
endocriene activiteit. Derhalve wordt aanbevolen de oplosmiddelconcentratie, indien nodig, tot het minimum te
beperken als dit technisch uitvoerbaar is (athankelijk van de fysisch-chemische eigenschappen van de teststof).

16. Er moet gebruik worden gemaakt van een doorstroomtestsysteem. Een dergelijk systeem verdeelt en verdunt
continu de stamoplossing van de teststof (bijvoorbeeld met een doseerpomp, mechanisme voor evenredige
verdunning of saturatorsysteem) om ervoor te zorgen dat de testkamers de juiste testconcentratie krijgen
toegediend. De stroomsnelheid van de stamoplossingen en het verdunningswater moet regelmatig, bij voorkeur
dagelijks, worden gecontroleerd en mag gedurende de gehele test hooguit 10 % afwijken. Er moet goed op
worden gelet dat het gebruik van laagwaardige plastic slangen en andere materialen die biologisch actieve
chemicalién kunnen bevatten, worden vermeden. Bij de keuze van het materiaal voor het doorstroomsysteem
moet rekening worden gehouden met mogelijke adsorptie van de teststof aan dit materiaal.
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Leefomstandigheden van de vis

17. De testvissen moeten worden geselecteerd uit een laboratoriumpopulatie, bij voorkeur van één stam, die bij het
begin van de test minimaal twee weken gehouden is onder omstandigheden die qua waterkwaliteit en
verlichting overeenkomen met die tijdens de test. Het is van belang dat de densiteit en de bezettingsgraad (zie
voor definities aanhangsel 1) worden afgestemd op de gekozen vissoort (zie aanhangsel 2).

18. Na een aanpassingsperiode van 48 uur wordt de sterfte geregistreerd en worden de volgende criteria toegepast:
— sterfte groter dan 10 % van de populatie in zeven dagen: de hele partij wordt afgekeurd;

— sterfte tussen 5 % en 10 % van de populatie: acclimatisering gedurende nog zeven dagen; als de sterfte
gedurende deze zeven dagen hoger dan 5 % is, wordt de gehele partij afgekeurd;

— sterfte minder dan 5 % van de populatie binnen zeven dagen: de gehele partij wordt geaccepteerd.

19. Vissen mogen tijdens de acclimatiseringsperiode, de pre-blootstellingsperiode of de blootstellingsperiode niet
worden behandeld voor ziekten.

Pre-blootstellingsperiode en selectie van de vissen

20. Aanbevolen wordt de dieren gedurende een pre-blootstellingsperiode van één week in bakken te houden die
soortgelijk zijn aan de testbakken. De vissen kunnen tijdens deze periode en de blootstellingsfase naar believen
worden gevoederd. De blootstellingsfase begint met seksueel dimorfe volwassen vissen uit een laboratorium-
aanbod van geslachtsrijpe dieren (bijvoorbeeld met duidelijk zichtbare secundaire geslachtskenmerken bij de
Amerikaanse dikkop-elrits en het Japanse rijstvisje) die actief kuitschieten. Slechts als algemene richtsnoer (niet
toe te passen zonder aandacht te schenken aan de feitelijke reproductieve status van een gegeven partij vissen)
geldt dat Amerikaanse dikkop-elritsen ongeveer 20 (+ 2) weken oud moeten zijn, aangenomen dat ze hun hele
leven zijn gehouden bij 25 (+ 2) °C. Japanse rijstvisjes moeten ongeveer 16 (£ 2) weken oud zijn, aangenomen
dat ze hun hele leven zijn gehouden bij 25 (¢ 2) °C. Zebravissen moeten ongeveer 16 (+ 2) weken oud zijn,
aangenomen dat ze hun hele leven zijn gehouden bij 26 ( 2) °C.

TESTOPZET

21. Er wordt gebruikgemaakt van drie concentraties van de teststof, één controletest (met water) en indien nodig
één controletest met oplosmiddel. De gegevens kunnen worden geanalyseerd om statistisch significante
verschillen vast te stellen tussen de reacties op behandeling en op de controles. Deze analyses brengen aan het
licht of nadere langdurige tests op schadelijke effecten (op het gebied van overleven, ontwikkeling, groei en
voortplanting) eerder nodig zijn voor de teststof dan voor gebruik ten behoeve van risicobeoordeling (24).

22. Voor de zebravis en het Japanse rijstvisje worden op dag 21 van het experiment mannetjes en vrouwtjes van
elke behandelingsconcentratie (5 mannetjes en 5 vrouwtjes in elk van beide duplo’s) en van de controlegroep
(en) genomen voor het meten van de vitellogenine en, voor zover van toepassing, de secundaire geslachtsken-
merken. Voor de Amerikaanse dikkop-elrits worden op dag 21 van de blootstelling mannetjes en vrouwtjes (2
mannetjes en 4 vrouwtjes in elk van de vier duplo’s) en van de controlegroep(en) genomen voor het meten van
de vitellogenine en de secundaire geslachtskenmerken.

Selectie van testconcentraties

23. Voor de doeleinden van deze test moet de hoogste testconcentratie worden ingesteld op de laagste van de
volgende waarden: de maximale toegelaten concentratie (MTC), die wordt bepaald met een dosisbereikstest of
op basis van andere toxiciteitsgegevens, 10 mg/l of de maximale oplosbaarheid in water. De MTC is
gedefinieerd als de hoogste testconcentratie van de teststof die tot minder dan 10 % sterfte leidt. In deze
benadering wordt ervan uitgegaan dat er empirische gegevens over acute toxiciteit of andere toxiciteitsgegevens
bestaan op basis waarvan de MTC kan worden geschat. Omdat de schatting van de MTC onnauwkeurig kan
zijn is een deskundig oordeel normaliter noodzakelijk.

24. Drie testconcentraties met een constante tussenliggende factor van maximaal 10, en een verdunningswater-
controle (en indien nodig een oplosmiddelcontrole), zijn verplicht. Aanbevolen wordt een bereik van tussen-
liggende factoren van 3,2 tot 10.
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PROCEDURE
Selectie en weging van de testvissen

25. Het is belangrijk om de variatie in het gewicht van de vissen aan het begin van de test zoveel mogelijk te
beperken. In aanhangsel 2 worden geschikte gewichtbereiken aangegeven voor de verschillende vissoorten die
worden aanbevolen voor deze test. Voor de gehele partij vissen die in deze test wordt gebruikt, geldt dat het
bereik van het afzonderlijke gewicht van mannetjes en vrouwtjes aan het begin van de test indien mogelijk
binnen * 20 % van het rekenkundig gemiddelde van het betreffende geslacht moet worden gehouden. Het
verdient aanbeveling om voorafgaande aan de test een steekproef te nemen om het gemiddelde gewicht te
bepalen.

Blootstellingsomstandigheden
Duur

26. De test duurt 21 dagen, volgend op een pre-blootstellingsperiode. De aanbevolen pre-blootstellingsperiode is
één week.

Voeding

27. De vissen dienen naar believen voldoende te worden gevoederd met passende voeding (aanhangsel 2) om hun
lichamelijke conditie op peil te houden. Bacteriegroei en troebelheid van het water moeten zoveel mogelijk
worden voorkomen. Als algemene richtsnoer geldt dat de dagelijkse hoeveelheid voeder kan worden verdeeld in
twee of drie gelijke porties voor meer dan één voeding per dag, met ten minste drie uur tijd tussen elke
voeding. Eén grotere portie is ook aanvaardbaar, met name tijdens weekeinden. De vissen dienen niet
gevoederd te worden gedurende de 12 uur voorafgaande aan de monsterneming/necropsie.

28. Het visvoeder dient te worden gecontroleerd op de aanwezigheid van verontreinigende stoffen zoals organo-
chloorpesticiden, polycyclische aromatische koolwaterstoffen (PAK’s) en polychloorbifenylen (PCB’s). Voeder
met een verhoogd gehalte aan fyto-oestrogenen die de testreactie op een bekende oestrogeenagonist
(bijvoorbeeld 178-oestradiol) kunnen verstoren, dient te worden vermeden.

29. Ongebruikt voeder en fecaal materiaal moet ten minste tweemaal per week uit de testbakken worden
verwijderd, bijvoorbeeld door de bodem van elke tank zorgvuldig te reinigen met een hevel.

Licht en temperatuur

30. De fotoperiode en watertemperatuur moeten worden afgestemd op de gekozen vissoort (zie aanhangsel 2).

Frequentie van de analytische bepalingen en metingen

31. Voor aanvang van de blootstellingsperiode moet de juiste werking van het afgiftesysteem van de teststof zijn
gewaarborgd. Alle noodzakelijke analysemethoden moeten zijn vastgesteld, inclusief voldoende kennis over de
chemische stabiliteit in het testsysteem. Tijdens de test worden de concentraties van de teststof regelmatig als
volgt gemeten: de stroomsnelheid van het verdunningswater en de toxische stamoplossing moet bij voorkeur
dagelijks, maar minimaal tweemaal per week, worden gecontroleerd en mag gedurende de gehele test hooguit
10 % afwijken. Het is raadzaam de feitelijke concentraties van de teststof in alle bakken bij aanvang van de test
en vervolgens met wekelijkse tussenpozen te meten.

32. Het is wenselijk de resultaten te baseren op gemeten concentraties. Indien de concentratie van de teststof in de
oplossing gedurende de gehele test goed binnen een marge van £ 20 % van de nominale concentratie is
gehouden, mogen de resultaten echter worden gebaseerd op nominale of gemeten waarden.

33. Monsters moeten mogelijk worden gefilterd (bijvoorbeeld met een 0,45 pum poriéngrootte) of gecentrifugeerd.
Indien nodig verdient centrifugeren de voorkeur. Als het testmateriaal echter niet aan filters adsorbeert, is
filtratie mogelijk een aanvaardbaar alternatief.
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34. In de loop van de test moet het gehalte aan opgeloste zuurstof, de temperatuur en de pH in alle testbakken ten
minste één keer per week worden gemeten. De totale hardheid en alkaliteit moeten ten minste één keer per
week worden gemeten in de bakken met de controlegroepen en in één bak met de hoogste concentratie
teststof. De temperatuur moet bij voorkeur in ten minste één testbak continu worden gecontroleerd.

Waarnemingen

35. In de loop van de test of na afloop van de test worden een aantal algemene reacties (bijvoorbeeld overleven) en
biologische reacties (bijvoorbeeld de vitellogenineniveaus) bepaald. Meting en beoordeling van deze eindpunten
worden hierna beschreven.

Overleven

36. De vissen moeten gedurende de test dagelijks worden onderzocht. De sterfte moet worden geregistreerd en de
dode vissen moeten zo snel mogelijk worden verwijderd. Dode vissen mogen noch in de controle- noch in de
behandelbakken worden vervangen. Het geslacht van de vissen die tijdens de test sterven, moet worden
vastgesteld door macroscopisch onderzoek van de geslachtsklieren.

Gedrag en uiterlijk

37. Elke vorm van afwijkend gedrag (ten opzichte van de controlegroepen) moet worden genoteerd. Dit kan zich
uitstrekken tot tekenen van algemene toxiciteit waaronder hyperventilatie, ongecoordineerd zwemmen,
evenwichtsverlies en atypisch(e) onbeweeglijkheid of eetgedrag. In aanvulling hierop moeten ook externe
afwijkingen (zoals bloedingen, ontkleuring) worden genoteerd. Dergelijke tekenen van toxiciteit dienen bij de
interpretatie van de gegevens zorgvuldig in beschouwing te worden genomen, omdat ze kunnen duiden op
concentraties waarbij biomerkers van endocriene activiteit niet meer betrouwbaar zijn. Dergelijke gedragswaar-
nemingen kunnen ook bruikbare kwalitatieve informatie opleveren voor mogelijke vistestvoorschriften in de
toekomst. Zo is bijvoorbeeld agressief territoriumgedrag waargenomen bij normale mannetjes of gemasculini-
seerde vrouwtjes van Amerikaanse dikkop-elritsen bij blootstelling aan androgenen; bij zebravissen wordt het
kenmerkende paar- en paaigedrag na zonsopgang verminderd of verstoord door blootstelling aan oestrogenen
of anti-androgenen.

38. Omdat sommige aspecten van het uiterlijk (vooral de kleur) bij behandeling snel kunnen veranderen, is het van
belang dat kwalitatieve waarnemingen worden genoteerd voordat dieren uit het testsysteem worden gehaald.
De ervaringen die tot nu toe met Amerikaanse dikkop-elritsen zijn opgedaan, duiden erop dat sommige
endocrien actieve stoffen in eerste instantie veranderingen in de volgende externe kenmerken teweeg kunnen
brengen: lichaamskleur (licht of donker), kleurpatronen (aanwezigheid van verticale banen) en lichaamsvorm
(kop en borstregio). Er dienen derhalve tijdens de test en aan het einde van het onderzoek waarnemingen te
worden genoteerd over het fysieke voorkomen van de vissen.

Op humane wijze doden van de vissen

39. Op dag 21, dw.z. bij beéindiging van de blootstelling, dienen de vissen te worden geéuthanaseerd met
passende hoeveelheden tricaine (tricaine-methaansulfonaat, metacaine, MS-222 (CAS 886-86-2), 100-500 mg/!
gebufferd met 300 mg/l NaHCO, (natriumbicarbonaat, CAS 144-55-8)) ter vermindering van slijmvliesirritatie;
vervolgens worden bloed- of weefselmonsters genomen om het vitellogenineniveau te bepalen, zoals toegelicht
in het onderdeel over vitellogenine.

Waarneming van secundaire geslachtskenmerken

40. Sommige endocrien actieve stoffen kunnen tot veranderingen leiden in bepaalde secundaire geslachtskenmerken
(aantal nuptiale papillen bij het mannetje van de Amerikaanse dikkop-elrits, papillaire uitsteeksels bij het
mannetje van het Japanse rijstvisje). Met name stoffen met bepaalde werkingsmechanismen kunnen een
abnormaal optreden van secundaire geslachtskenmerken veroorzaken bij dieren van de andere sekse. Zo
kunnen androgene receptoragonisten, zoals trenbolone, methyltestosteron en dihydrotestosteron, tot gevolg
hebben dat vrouwelijke dikkop-elritsen geprononceerde nuptiale papillen ontwikkelen of dat vrouwelijke
rijstvisjes papillaire uitsteeksels ontwikkelen (11, 20, 21). Ook is beschreven dat oestrogene receptoragonisten
het aantal nuptiale papillen en de grootte van de dorsale nekverdikking bij volwassen mannetjes kunnen
verminderen (25, 26). Dergelijke morfologische waarnemingen kunnen bruikbare kwalitatieve en kwantitatieve
informatie opleveren voor mogelijke vistestvoorschriften in de toekomst. Het aantal en de grootte van nuptiale
papillen bij Amerikaanse dikkop-elritsen en papillaire uitsteeksels bij Japanse rijstvisjes kunnen hetzij direct,
hetzij meer praktisch bij geconserveerde specimina worden gekwantificeerd. De aanbevolen procedures voor de
beoordeling van secundaire geslachtskenmerken bij Amerikaanse dikkop-elritsen en Japanse rijstvisjes zijn
respectievelijk beschikbaar in aanhangsel 5A en 5B.
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41.

42.

43.

44,

45.

46.

Vitellogenine (VTG)

Er wordt bloed afgenomen uit de staartader of -slagader met een gehepariniseerd microhematocriet capillair
buisje, of door een hartpunctie met een injectiespuit. Afhankelijk van de grootte van de vissen lopen de af te
nemen hoeveelheden bloed gewoonlijk uiteen van 5 tot 60 pl per stuk voor Amerikaanse dikkop-elritsen en
van 5 tot 15 pl per stuk voor zebravissen. Het plasma wordt van het bloed gescheiden door middel van
centrifuge en bij — 80 °C bewaard met een proteaseremmer totdat het wordt onderzocht op vitellogenine. Als
alternatief wordt bij Japanse rijstvisjes de lever gebruikt en kan bij zebravissen het kop-[staarthomogenaat
worden gebruikt als weefselbron voor de bepaling van vitellogenine (aanhangsel 6). De VTG-meting moet zijn
gebaseerd op een gevalideerde homologe ELISA-methode met homologe VTG-norm en homologe
antilichamen. Aanbevolen wordt een methode te gebruiken waarmee VTG-niveaus kunnen worden gemeten
van slechts een paar ng/ml plasma (of ng/mg weefsel), dat wil zeggen het basisniveau bij niet-blootgestelde
mannetjesvissen.

De kwaliteitscontrole van de vitellogenineanalyse wordt verricht door het gebruik van normen, blanco-
bepalingen en ten minste analyse in duplo. Voor elke ELISA-methode moet het matrixeffect (effect van de
verdunning van het monster) worden getest om de minimale verdunningsfactor per monster te bepalen. Elke
ELISA-plaat die voor VTG-analyses wordt gebruikt, dient de volgende kwaliteitscontrolemonsters te bevatten:
ten minste 6 kalibratienormen die het bereik van de verwachte vitellogenineconcentraties bestrijken en ten
minste één assayblanco met niet-specifiecke binding (in duplo geanalyseerd). De absorptie van deze blanco’s
moet minder bedragen dan 5 % van de maximale absorptie volgens de kalibratienorm. Er worden ten minste
twee aliquots (tankduplicaten) van elk verdunningsmonster geanalyseerd. Tankduplicaten die meer dan 20 %
verschillen, dienen opnieuw te worden geanalyseerd.

De correlatiecoéfficiént (R?) voor kalibratiecurves moet groter zijn dan 0,99. Een hoge correlatie is echter niet
voldoende om een toereikende voorspelling van de concentratie in het gehele bereik te waarborgen. Behalve dat
de correlatie voor de kalibratiecurve voldoende hoog moet zijn, moet de concentratie van elke norm, zoals
berekend vanuit de kalibratiecurve, altijd tussen 70 en 120 % van de nominale concentratie van die norm
vallen. Als de nominale concentraties gaan afwijken van de kalibratieregressielijn (bijvoorbeeld bij lagere
concentraties), kan het noodzakelijk zijn de kalibratiecurve te splitsen in een laag en een hoog bereik of een
non-lineair model toe te passen dat past bij de absorptiegegevens. Als de curve wordt gesplitst, moet voor
beide lijnsegmenten gelden dat R > 0,99.

De detectiegrens wordt gedefinieerd als de concentratie van de laagste analysenorm en de kwantificeringsgrens
als de concentratie van de laagste analysenorm vermenigvuldigd met de laagste verdunningsfactor.

Op elke dag dat er vitellogeninetests worden uitgevoerd, wordt een verrijkt monster geanalyseerd dat is
gemaakt volgens een testonafhankelijke referentienorm (aanhangsel 7). De verhouding tussen de verwachte
concentratie en de gemeten concentratie wordt gerapporteerd samen met de resultaten van elke set tests die op
die dag is uitgevoerd.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Evaluatie van biomerkerreacties door variant