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II

(Icke-lagstiftningsakter)

FORORDNINGAR

KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) 2016/266
av den 7 december 2015

om indring, fér anpassning till den tekniska utvecklingen, av forordning (EG) nr 440/2008 om
testmetoder enligt Europaparlamentets och ridets forordning (EG) nr 1907/2006 om registrering,
utvirdering, godkinnande och begrinsning av kemikalier (Reach)

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA FORORDNING
med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktionssitt,

med beaktande av Europaparlamentets och rddets férordning (EG) nr 1907/2006 av den 18 december 2006 om
registrering, utvdrdering, godkdnnande och begrinsning av kemikalier (Reach), inrdttande av en europeisk kemikalie-
myndighet, dndring av direktiv 1999/45/EG och upphivande av rddets forordning (EEG) nr 79393 och kommissionens
forordning (EG) nr 148894 samt ridets direktiv 76/769/EEG och kommissionens direktiv 91/155/EEG, 93/67/EEG,
93/105/EG och 2000/21/EG (), sdrskilt artikel 13.2, och

av foljande skal:

(1) I kommissionens foérordning (EG) nr 440/2008 (%) faststills testmetoder som ska anvindas for tillimpning av
forordning (EG) nr 1907/2006 ndr det giller bestimning av kemikaliers fysikalisk-kemiska egenskaper, toxicitet
och ekotoxicitet.

(2)  Det dr nodvandigt att uppdatera forordning (EG) nr 440/2008 for att infora nya och uppdaterade testmetoder
som nyligen har antagits av OECD, i syfte att ta hinsyn till tekniska framsteg och sikerstilla minskning av antalet
djur som anvinds for forsok, i enlighet med Europaparlamentets och radets direktiv 2010/63/EU (*). Samrad har
forts med berorda parter om detta utkast.

(3)  Anpassningen omfattar tjugo testmetoder: en ny metod for bestimning av fysikalisk-kemiska egenskaper, elva nya
testmetoder och tre uppdaterade testmetoder for beddmning av ekotoxicitet samt fem nya testmetoder for att
bedéma omvandling, spridning och fordelning i miljon.

(4)  Forordning (EG) nr 440/2008 bor darfor dndras i enlighet med detta.

(5)  De atgirder som foreskrivs i denna forordning dr forenliga med yttrandet frin den kommitté som inrittats i
enlighet med artikel 133 i férordning (EG) nr 1907/2006.

() EUTL 396, 30.12.2006, s. 1.

() Kommissionens forordning (EG) nr 440/2008 av den 30 maj 2008 om testmetoder enligt Europaparlamentets och rddets forordning
(EG) nr 1907/2006 om registrering, utvirdering, godkdnnande och begrinsning av kemikalier (Reach) (EUT L 142, 31.5.2008, s. 1).

(*) Europaparlamentets och radets direktiv 2010/63/EU av den 22 september 2010 om skydd av djur som anvinds for vetenskapliga
dndamal (EUTL 276, 20.10.2010, s. 33).
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HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Bilagan till férordning (EG) nr 440/2008 ska dndras i enlighet med bilagan till den hir férordningen.

Artikel 2

Denna forordning trider i kraft den tredje dagen efter det att den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.

Denna forordning 4r till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfdrdad i Bryssel den 7 december 2015.

Pd kommissionens vignar
Jean-Claude JUNCKER
Ordférande
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BILAGA

Bilagan till forordning (EG) nr 440/2008 ska dndras pa foljande sitt:

(1) En anmiérkning infors i borjan av bilagan, fore del A:

"Anmdrkning:

Innan ndgon av foljande testmetoder anvinds for att testa ett multikomponentimne, ett dmne med okind eller
varierande sammansittning, komplexa reaktionsprodukter och biologiskt material (UVCB-dmne), eller en blandning,
och dir metodens tillimplighet for att testa multikomponentimnen, UVCB-dmnen eller blandningar inte anges i
respektive testmetod, bor det overvigas om metoden ar lamplig for det avsedda regleringssyftet.

Om testmetoden anvinds for att testa ett multikomponentimne, ett UVCB-dmne eller en blandning ska tillracklig
information om &dmnets/blandningens sammansittning goras tillginglig sd langt detta ar mojligt, t.ex. genom
angivande av bestdndsdelarnas kemiska identitet, kvantitativa forekomst och relevanta egenskaper.”

(2) Kapitel A.24 ska liggas till:

"A.24. FORDELNINGSKOEFFICIENT (N-OKTANOL/VATTEN), VATSKEKROMATOGRAFIMETODEN
(HPLC)

INLEDNING

Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 117 (2004).

1.  Fordelningskoefficienten (P) definieras som forhallandet mellan jimviktskoncentrationerna for ett dmne som
losts i ett tvafassystem bestdende av tva i stort sett icke blandbara l6sningsmedel. Nar det géller n-oktanol och
vatten ar

P, — C, - oktanol

C vatten

Eftersom fordelningskoefficienten 4r kvoten av tvd koncentrationer dr den dimensionslds. Den uttrycks vanligen
i form av en 10-logaritm.

2. P, dr en viktig parameter i studier av kemiska dmnens omvandling, spridning och fordelning i miljon. Ett
hogsignifikant forhallande mellan P, for icke-joniserade dmnen och deras bioackumulering i fisk har pavisats.
Det har ocksé visats att P dr en anvandbar parameter vid uppskattning av adsorption till jord och sediment
och for faststillande av kvantitativa struktur-aktivitetssamband for ett stort antal biologiska effekter.

3. Det ursprungliga forslaget till denna testmetod grundades pd en artikel av C. V. Eadsforth och P. Moser (1).
Utvecklingen av testmetoden och OECD:s jimforelse mellan laboratorier samordnades av den federala tyska
miljoskyddsmyndigheten (Umweltbundesamt) under 1986

INLEDANDE OVERVAGANDEN

4. Virden for log P, i omradet — 2 till 4 (ibland upp till 5 eller ddréver) (') kan bestimmas experimentellt genom
skakkolvmetoden (kapitel A.8 i denna bilaga, OECD:s testriktlinje 107). HPLC-metoden omfattar log P_ i
intervallet 0 till 6 (1) (2) (3) (4) (5). Denna metod kan kriva en uppskattning av P for att vilja ut limpliga
referensamnen och underbygga de slutsatser som dras utifran erhéllna testdata. Berakningsmetoderna diskuteras
kortfattat i tilligget till denna testmetod. HPLC-driftlaget 4r isokratiskt.

5. Virdena for P, beror pd miljofaktorer sdsom temperatur, pH, jonstyrka osv., och dessa bor definieras i
experimentet for en korrekt tolkning av P, _-data. For joniserbara dmnen kan en annan metod (t.ex. utkast till
OECD-riktlinjer for den pH-metriska metoden for joniserade dmnen (6)) komma att bli tillginglig och skulle
kunna anvindas som alternativ metod. Aven om detta utkast till OECD-riktlinjer kan vara limpligt for att
bestimma P for sddana joniserbara dmnen ar det i vissa fall limpligare att anvinda HPLC-metoden vid ett
miljomissigt relevant pH-virde (se punkt 9).

(") Den ovre grinsen sitts med tanke pd behovet att dstadkomma en fullstidndig separationsfas efter att fordelningsjamvikten justerats och
innan man tar prover for analytisk bestimning. Om limpliga forsiktighetstgdrder vidtas kan den 6vre gransen hojas till hogre virden
forP,,.
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PRINCIP FOR TESTMETODEN

6. Omvind-fas-kromatografi utfors pa analyskolonner som ar packade med en kommersiellt tillganglig fast fas
innehallande langa kolvitekedjor (t.ex. C8, C18), vilka dr kemiskt bundna till kiseldioxid.

7. En kemikalie som injiceras i en sddan kolonn kommer att férdelas mellan den mobila 16sningsmedelsfasen och
den stationira kolvitefasen nir den transporteras genom kolonnen av den mobila fasen. Amnena hélls kvar i
proportion till sin fordelningskoefficient kolvite/vatten. Hydrofila dmnen elueras ut forst och lipofila dmnen
sist. Retentionstiden beskrivs av kapacitetsfaktorn k, som ges av formeln

k:tR_tO
to

dir t, dr testdimnets retentionstid och t, ar dodtiden, dvs. den genomsnittliga tid det tar for en losningsme-
delsmolekyl att passera genom kolonnen. Det krivs inga kvantitativa analysmetoder, och endast bestimningen
av retentionstiderna ar nodvindig.

8.  Fordelningskoefficienten oktanol/vatten for ett testimne kan berdknas genom att man experimentellt
bestimmer dess kapacitetsfaktor k och direfter for in k i formeln

logP,, =a+b x logk
dir
a,b = linjira regressionskoefficienter.

Ovanstdende formel kan erhallas genom linjdr regression av log av fordelningskoefficienterna oktanol/vatten for
referensimnena mot log av kapacitetsfaktorerna for referensimnena.

9.  Metoden med omvind-fas-kromatografi gor det mojligt att uppskatta fordelningskoefficienter i log P, -omradet
mellan 0 och 6, men kan i undantagsfall utvidgas till att omfatta log P_ -omrddet mellan 6 och 10. Detta kan
innebira att den mobila fasen méste modifieras (3). Metoden kan inte anvindas for starka syror och baser,
metallkomplex, dmnen som reagerar med eluenten eller ytaktiva medel. Mdtningar pd joniserbara dmnen kan
utforas pd den icke-joniserade formen (fri syra eller fri bas) endast genom anvindning av en limplig buffert
med ett pH-virde under pK, for en fri syra eller 6ver pK, for en fri bas. Alternativt kan den pH-metriska
metoden for testning av joniserbara dmnen (6) komma att bli tillgdnglig och skulle kunna anvidndas som
alternativ metod (6). Om log P -virdet faststills for att anvindas i en miljofarlighetsklassificering eller
miljoriskbedomning, bor testet utforas med ett pH-virde som dr relevant for den naturliga miljon, dvs. pa
mellan 5,0 och 9.

10. 1 vissa fall kan orenheter gora det svart att tolka resultaten, eftersom toppvirdena blir osdkra. For blandningar
med ett oupplost band anges en 6vre och nedre grins for log P, , och areaprocenten for varje log P, -topp ska
rapporteras. For blandningar som utgors av en grupp homologer bor dven det vigda genomsnittet for log P
anges (7), berdknat pd de enskilda P_ -virdena och motsvarande areaprocentvirden (8). Alla toppar som bidrar
med minst 5 % av den totala topparean bor beaktas i berikningen (9):

(log P,;)(area % looP... %.
vigt genomsnitt log P,,, = Z‘( 8 P ‘) = 2..(log Poy;) (area %)
total topparea % >, area%

Det vdgda genomsnittet for log P, giller endast for dmnen eller blandningar (t.ex. talloljor) som bestdr av
homologer (t.ex. alkanserier). Blandningar kan mitas med meningsfulla resultat forutsatt att den analytiska
detektor som anvinds har samma kénslighet for alla dmnen i blandningen och en limplig upplosning kan
erhallas.

INFORMATION OM TESTAMNET

11. Dissociationskonstant, strukturformel och 16slighet i den mobila fasen bor vara kidnda innan metoden anvinds.
Dessutom kan information om hydrolys vara till nytta.
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KVALITETSKRITERIER

12. For att oka mitningens tillforlitlighet ska dubbla bestimningar goras.

— Repeterbarhet: Virdet pd log P frin upprepade mitningar som gjorts under identiska férhéllanden och
med anvindning av samma uppsittning referensimnen ska ligga inom + 0,1 logaritmenheter.

— Reproducerbarhet: Om madtningarna upprepas med en annan uppsittning referensimnen kan resultaten
skilja sig t. Vanligtvis dr korrelationskoefficienten R for forhéllandet mellan log k och log P, for en
uppsittning testimnen omkring 0,9, vilket motsvarar en fordelningskoefficient oktanol/vatten pa log P,
+ 0,5 logaritmenheter.

13. Jamforelsen mellan laboratorier har visat att man med HPLC-metoden kan erhélla virden pa log P, som ligger
inom # 0,5 enheter av virdena frdn skakkolvmetoden (2). Andra jamforelser dterfinns i referenserna (4) (5) (10)
(11) (12). Korrelationsdiagram baserade pé strukturellt besliktade referensimnen ger tillforlitligast resultat (13).

REFERENSAMNEN

14. For att kunna korrelera den uppmiitta kapacitetsfaktorn k for ett imne med dess P, maste en kalibreringskurva
med minst 6 punkter upprittas (se punkt 24). Det dr upp till anvindaren att vilja limpliga referensimnen.
Referensimnena bor normalt sett ha log P -virden som omger testimnets log P -vdrde, dvs. minst ett
referensimne bor ha ett P -virde som ligger Gver testimnets, och minst ett bor ha ett P -virde som ligger
under testimnets. Extrapolering bor endast anvindas i undantagsfall. Referensdmnena ska helst vara strukturellt
besliktade med testimnet. Referensimnenas log P, -virden for kalibreringen bor baseras pd tillforlitliga
experimentella data. For amnen med hogt log P, -virde (normalt 6ver 4) kan dock berdknade virden anvindas
om tillforlitliga experimentella data inte finns tillgdngliga. Om extrapolerade virden anvinds bor ett gransvirde
anges.

15. Det finns omfattande listor over log P_ -virden for médnga grupper av kemikalier (14) (15). Om data rorande
fordelningskoefficienter for strukturellt besldktade dmnen inte finns att tillgd kan en mer allmin kalibrering
med andra referensimnen anviandas. Rekommenderade referensimnen och deras P_ -vdrden anges i tabell 1.
For joniserbara dmnen giller de angivna virdena den icke-joniserade formen. Virdena kontrollerades i fraga om
trovardighet och kvalitet i samband med jamforelsen mellan laboratorierna.

Tabell 1

Rekommenderade referensimnen

CAS-nummer Referensimne Log P, pKa
1 78-93-3 2-Butanon 0,3
(metyletylketon)
2 1122-54-9 4-Acetylpyridin 0,5
3 62-53-3 Anilin 0,9
4 103-84-4 Acetanilid 1,0
5 100-51-6 Bensylalkohol 1,1
6 150-76-5 4-Metoxifenol 1,3 pKa = 10,26
7 122-59-8 Fenoxidttiksyra 1,4 pKa = 3,12
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CAS-nummer Referensimne 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 Bensonitril 1,6

11 140-29-4 Bensylcyanid 1,6

12 589-18-4 4-Metylbensenalkohol 1,6

13 98-86-2 Acetofenon 1,7

14 88-75-5 2-Nitrofenol 1,8 pKa =717

15 121-92-6 3-Nitrobensoesyra 1,8 pKa = 3,47

16 106-47-8 4-Kloranilin 1,8 pKa = 4,15

17 98-95-3 Nitrobensen 1,9

18 104-54-1 Kanelalkohol 1,9

19 65-85-0 Bensoesyra 1,9 pKa = 4,19

20 106-44-5 p-Kresol 1,9 pKa =10,17

21 140-10-3 Kanelsyra 2,1 pKa = 3,89 (cis)
(trans) 4,44 (trans)

22 100-66-3 Anisol 2,1

23 93-58-3 Metylbensoat 2,1

24 71-43-2 Bensen 2,1

25 99-04-7 3-Metylbensoesyra 2,4 pKa = 4,27

26 106-48-9 4-Klorfenol 2,4 pKa =9,1

27 79-01-6 Trikloretylen 2,4

28 1912-24-9 Atrazin 2,6

29 93-89-0 Etylbensoat 2,6

30 1194-65-6 2,6-Diklorbensonitril 2,6

31 535-80-8 3-Klorbensoesyra 2,7 pKa = 3,82
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CAS-nummer Referensimne Log P, pKa
32 108-88-3 Toluen 2,7
33 90-15-3 1-Naftol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-Dikloranilin 2,8
35 108-90-7 Klorbensen 2,8
36 1746-13-0 Allylfenyleter 2,9
37 108-86-1 Bromobensen 3,0
38 100-41-4 Etylbensen 3,2
39 119-61-9 Bensofenon 3,2
40 92-69-3 4-Fenylfenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Tymol 3,3
42 106-46-7 1,4-Diklorbensen 3,4
43 122-39-4 Difenylamin 3,4 pKa=0,79
44 91-20-3 Naftalen 3,6
45 93-99-2 Fenylbensoat 3,6
46 98-82-8 Isopropylbensen 3,7
47 88-06-2 2,4,6-Triklorfenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenyl 4,0
49 120-51-4 Bensylbensoat 4,0
50 88-85-7 2,4-Dinitro-6-sek-butylfenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-Triklorbensen 42
52 143-07-7 Laurinsyra 4,2 pKa =53
53 101-84-8 Difenyleter 42
54 85-01-8 Fenantren 4,5
55 104-51-8 n-Butylbensen 4,6




L 54/8 Europeiska unionens officiella tidning 1.3.2016

CAS-nummer Referensdmne Log P, pKa
56 103-29-7 Dibensyl 4,8
57 3558-69-8 2,6-Difenylpyridin 4,9
58 206-44-0 Fluoranten 5,1
59 603-34-9 Trifenylamin 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Preliminir uppskattning av fordelningskoefficienten

16. Om det dr nodvindigt att uppskatta testimnets fordelningskoefficient kan detta foretrddesvis goras genom en
berikning (se tilligg) eller, i forekommande fall, genom att anvinda testimnets losningsgrad i rena
losningsmedel.

Utrustning

17. For testet krdvs en vitskekromatograf forsedd med en pulsfri pump och limplig detekteringsutrustning. En UV-
detektor for vaglingden 210 nm eller en Rl-detektor kan anvindas for ett stort antal kemiska grupper.
Nérvaron av poldra grupper i den stationdra fasen kan avsevirt forsimra HPLC-kolonnens effektivitet. De
stationdra faserna bor dirfor ha lagsta mojliga procentuella innehdll av poldra grupper (16). Ett kommersiellt
mikroniserat packmaterial med omvind fas eller firdigpackade kolonner kan anvindas. Eventuellt kan en
forkolonn placeras mellan injektionssystemet och analyskolonnen.

Mobil fas

18. Metanol av HPLC-kvalitet och destillerat eller avjonat vatten anvinds for att framstilla elueringsvitskan, som
avgasas fore anviandning. Isokratisk eluering bor anvdndas. Den anvidnda metanol/vattenblandningen ska
innehdlla minst 25 % vatten. Vanligtvis dr en 3:1 (v/v) blandning av metanol/vatten lamplig for eluering av
damnen med ett log P-virde pd 6 inom en timme, om flodeshastigheten dr 1 ml/min. Fér dmnen med log P-
virden over 6 kan det vara nodvindigt att minska elueringstiden (dven for referensimnena) genom att anvinda
en mindre poldr mobil fas eller en kortare kolonn.

19. Testimnet och referensimnena ska vara 16sliga i den mobila fasen i en tillrackligt hog koncentration for att de
ska kunna pavisas. Tillsatser fir endast i undantagsfall anvindas i metanol/vattenblandningen, eftersom de
dndrar kolonnens egenskaper. I sddana fall maste man se till att retentionstiden for test- och referensimnena
inte pédverkas. Om en metanolfvattenblandning inte 4r limplig kan andra organiska losningsmedel/
vattenblandningar anvindas, t.ex. etanol/vatten, acetonitril/vatten eller isopropylalkohol (2-propanol)/vatten.

20. Elueringsvitskans pH-virde dr av storsta vikt for joniserbara dmnen. Virdet ska ligga inom kolonnens pH-virde
under drift, normalt mellan 2 och 8. Det rekommenderas att man anvinder en buffert. Det dr viktigt att
undvika saltutfillning och forsimring av kolonnen, vilket kan férekomma med vissa blandningar av organisk
fas och buffert. HPLC-mitningar med kiseldioxidbaserade stationdra faser med pH over 8 rekommenderas
normalt inte, eftersom anvindning av en alkalisk mobil fas kan leda till att kolonnens effektivitet snabbt
forsamras.

Losta dmnen

21. Test- och referensimnena ska vara tillrickligt rena for att topparna i kromatogrammen ska kunna tillskrivas
respektive &mne. Amnen avsedda att anvindas for testning och kalibrering 16ses i den rorliga fasen om s8 &r
mojligt. Om ett annat losningsmedel dn den mobila fasen anvinds for test- och referensimnena bor den
mobila fasen anvindas f6r den slutliga utspadningen fore injicering.
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Testbetingelser

22. Temperaturen under mitningarna bor inte variera med mer dn * 1 °C.

Bestimning av dédtiden ¢,

23. Dodtiden t, kan métas med hjilp av organiska dmnen som inte hélls kvar (t.ex. tiourea eller formamid). En mer
exakt dodtid kan hirledas frin de uppmatta retentionstiderna eller en uppsittning pa ungefir sju komponenter
i en homolog serie (t.ex. n-alkylmetylketoner) (17). Retentionstiderna t, (n. + 1) plottas mot t, (n.), ddr n, 4r
antalet kolatomer. En rak linje, t, (n. + 1) = A t; (n) + (1 — A)t,, erhdlls, dir A, som motsvarar k(n. + 1)/k(n.),
ar konstant. Dodtiden t, erhlls frin skdrningspunkten mellan (1 — A)t, och riktningskoefficienten A.

Regressionsformel

24. Nista steg bestdr i att plotta en korrelation log k mot log P for limpliga referensimnen med log P-virden som
ligger nira det forvintade virdet for testimnet. I praktiken injiceras mellan 6 och 10 referensimnen samtidigt.
Retentionstiderna bestims, helst med en integrationsskrivare som dr kopplad till detektionssystemet.
Motsvarande logaritmer for kapacitetsfaktorerna, log k, plottas som en funktion av log P. Regressionsformeln
beriknas regelbundet, minst en gdng om dagen, sd att hidnsyn kan tas till eventuella dndringar i kolonnens
effektivitet.

BESTAMNING AV P, FOR TESTAMNET

25. Minsta detekterbara mingd av testimnet injiceras. Dubbla bestimningar av retentionstiden gors. Fordelnings-
koefficienten for testimnet erhdlls genom att interpolera den berdknade kapacitetsfaktorn pa kalibrer-
ingskurvan. Vid mycket liga och mycket hoga fordelningskoefficienter dr det nodvindigt att extrapolera.
Sarskilt i dessa fall maste regressionslinjens konfidensgrinser beaktas. Om retentionstiden for ett prov ligger
utanfor intervallet for de retentionstider som erhillits for referensimnena bor ett gransvarde anges.

DATA OCH RAPPORTERING
Testrapport

26. Foljande ska ingd i rapporten:

— om en bestimning gjorts ska den prelimindra uppskattningen av fordelningskoefficienten, de uppskattade
virdena och den metod som anvints ingd, och om en berdkningsmetod anvints ska en fullstindig
beskrivning ingd, inklusive identifiering av databasen och detaljerad information om val av fragment,

— test- och referensdmnen: renhetsgrad, strukturformel och CAS-nummer,

— beskrivning av utrustningen och testbetingelserna: analyskolonn, forkolonn,

— mobil fas, detektionssystem, temperaturomréde, pH,

— elueringsprofiler (kromatogram),

— daodtiden och hur den uppmiitts,

— retentionsdata och publicerade referensvirden for log P, for referensimnen som anvints vid kalibrering,

— nérmare uppgifter om den anpassade regressionslinjen (log k mot log P, ) och korrelationskoefficienten pd

linjen inklusive konfidensintervallen,

Ow)

— genomsnittliga retentionsdata och interpolerat log P, -vdrde for testimnet,

— f6r blandningar: kromatogram for elueringsprofiler med angivna gransvarden,
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— log P, -virden i forhallande till areaprocenten for log P -toppen,
— berikning med hjilp av en regressionslinje,

— i forekommande fall, berdknade vigda genomsnittsvirden for log P, .
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Tilligg

Berikningsmetoder for P,

INLEDNING

1. Detta tilligg ger en kort introduktion till berdkningen av P . For ytterligare uppgifter hinvisas ldsaren till
larobocker (1) (2).

2. Berdknade virden pd P, anvinds for

— att bestimma vilken forsoksmetod som ska anvindas: skakkolvmetoden for log P -virden mellan — 2 och
4 och HPLC-metoden for log P_ -virden mellan 0 och 6,

— valet av testforhallanden for HPLC (referensimnen, forhdllandet metanol/vatten),
— kontroll av rimligheten for de virden som erhélls genom experimentella metoder,

— att tillhandahélla en uppskattning for fall ddr experimentella metoder inte kan anvindas.

Princip for berikningsmetoderna

3. De berdkningsmetoder som foreslds hir bygger pd teoretisk fragmentering av molekylen i limpliga
understrukturer for vilka tillforlitliga log P, -inkrementer dr kidnda. Log P erhdlls genom att summera
fragmentvirdena och korrigeringsfaktorerna for intramolekyldr vixelverkan. Forteckningar over fragment-
konstanter och korrigeringsfaktorer finns tillgdngliga (1) (2) (3) (4) (5) (6). Vissa av dem uppdateras
regelbundet (3).

Tillforlitlighet for beriknade virden

4. 1 allmidnhet minskar berdkningsmetodernas tillforlitlighet i takt med att komplexiteten hos de undersokta
dmnena Okar. For enkla molekyler med 1&g molekylvikt och en eller tva funktionella grupper kan man forvinta
sig en avvikelse pd 0,1-0,3 log P -enheter mellan resultaten av de olika fragmenteringsmetoderna och de
uppmitta virdena. Felmarginalen beror pd de anvinda fragmentkonstanternas tillforlitlighet, formégan att
kinna igen intramolekyldra vixelverkningar (t.ex. vitebindningar) och den korrekta anvindningen av
korrigeringsfaktorer. For joniserbara dmnen maste laddningen och graden av jonisering beaktas (10).

Fujita-Hansch n-metod
5. Konstanten for hydrofoba substituenter, m, som ursprungligen infordes av Fujita m.fl. (7), definieras som:
"X = log P, (PhX) —log P, (PhH)

dir PhX ir ett aromatiskt derivat och PhH modersubstansen.

Tex. Cl =logP,, (CH,Cl)-logP, (CH,
=2,84-213
=0,71

n-metoden dr huvudsakligen av intresse for aromatiska foreningar. m-virden for ett stort antal substituenter
finns tillgangliga (4) (5).

Rekkers metod

6. Med Rekkers metod (8) beriknas log P -virdet pa foljande stt:

i

Log P, = Z afi + Z (samspelstmer)
j
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dir a, dr antalet gdnger ett visst fragment forekommer i molekylen och f; dr log P_ -inkrementet for fragmentet.
Samspelstermerna kan uttryckas som en integral multipel av en enda konstant C_ (den sk. magiska
konstanten). Fragmentkonstanterna f; och C_, har faststillts pd grundval av en tabell med 1 054 experimentellt
bestimda P, -virden for 825 dmnen med hjilp av flerdimensionell regressionsanalys (6) (8). Faststillandet av
samspelstermerna utfors i enlighet med faststillda regler (6) (8) (9).

Hansch-Leos metod

Med Hansch-Leos metod (4) berdknas log P, -virdet pa foljande sitt:

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

i

dir f, ar en fragmentkonstant, F, en korrigeringsfaktor, och a, och b, dr motsvarande férekomstfrekvenser.
Forteckningarna over atom- och gruppfragmentvirden och korrigeringsfaktorerna F, har tagits fram genom
trial-and-error pd grundval av experimentellt bestimda virden pd P. Korrigeringsf)aktorerna har delats in i
flera olika klasser (1) (4). Programpaket har utvecklats som tar hinsyn till alla regler och korrigeringsfaktorer

(3).

KOMBINERAD METOD

Berdkningen av log P, for komplexa molekyler kan forbittras betydligt om molekylen delas upp i storre
delstrukturer for vilka tillforlitliga log P, -virden finns tillgingliga, antingen i tabeller (3) (4) eller frin utforda
matningar. Sddana fragment (t.ex. heterocykler, antrakinon, azobensen) kan sedan kombineras med Hanschs n-
virden eller med Rekkers eller Leos fragmentkonstanter.

Anmdrkningar

i)

ii)

iii)

iv)

Berakningsmetoderna dr endast tillimpliga pa helt eller delvis joniserade 4mnen om de nodvindiga korrigering-
sfaktorerna beaktas.

Om intramolekyldra vitebindningar kan antas forekomma mdste motsvarande korrigeringsfaktorer (cirka + 0,6
till + 1,0 log P, -enheter) liggas till (1). Indikationer pd ndrvaron av siddana bindningar kan erhéllas frin
stereomodeller eller spektroskopiska data.

Om flera tautomeriska former dr mojliga ska den mest sannolika formen anvindas som grund for berdkningen.

Revisioner av listor med fragmentkonstanter bor foljas noggrant.
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(3) Kapitel C.3 ska ersittas med foljande:
"C.3. BESTAMNING AV TILLVAXTHAMNING HOS SOTVATTENSALGER OCH CYANOBAKTERIER
INLEDNING

1. Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 201 (2006, bilaga rdttad 2011). Det finns ett behov
av att utvidga testmetoden till att omfatta ytterligare arter och att uppdatera den for att uppfylla kraven
betriffande farobedomning och klassificering av kemikalier. Revideringen har gjorts pa grundval av betydande
praktisk erfarenhet, den vetenskapliga utvecklingen ndr det galler toxicitetstester pd alger, samt en omfattande
anvindning av den tidigare versionen av dokumentet for normerande andamal.

2. De definitioner som anvinds finns i tilligg 1.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

3. Syftet med testet dr att bestimma vilka effekter ett kemiskt dmne har pa tillvixten hos sotvattenslevande
mikroalger och/eller cyanobakterier. De exponentiellt tillvixande testorganismerna exponeras for testimnet i
batchkulturer under en tidsperiod pd vanligen 72 timmar. Trots att testperioden ar relativt kort kan effekterna
pa flera generationer bedomas.

4. Systemets respons innebdr att tillvixten i en serie algkulturer (testenheter) som exponeras for olika
koncentrationer av en testkemikalie minskar. Responsen betraktas som en funktion av exponeringskoncen-
trationen jimfort med den genomsnittliga tillvaxten for icke-exponerade kontrollreplikat. For att testsystemet
ska kunna ge full respons pé en toxisk testkemikalie (optimal kinslighet) far kulturerna tillvixa exponentiellt
utan ndgra begrinsningar, samt med tillridcklig niringstillgdng och i kontinuerligt ljus, under den tid som krévs
for att minskningen i specifik tillvixthastighet ska bli métbar.

5. Tillvdxtens och tillvixtminskningens storlek bestims genom mitningar av algbiomassans foérandring 6ver tiden.
Algbiomassa definieras som torrvikten alger per volymenhet, t.ex. mg alger/liter testlosning. Torrvikt dr dock
svart att mita, varfor man kan anvinda sig av olika alternativa parametrar. Av dessa anvinds oftast cellantal.
Andra alternativa parametrar inbegriper cellvolym, flourescens, optisk tithet etc. En omvandlingsfaktor mellan
den uppmitta alternativa parametern och biomassan bor vara kind.

6. Endpoint i testet dr tillvixthdmning, dir tillvixt uttrycks som den logaritmiska 6kningen av biomassan (den
genomsnittliga specifika tillvixthastigheten) under exponeringsperioden. Frén de genomsnittliga specifika
tillvixthastigheter som uppmiitts i en serie testlosningar faststiller man den koncentration av testkemikalien
som ger upphov till en bestimd minskning av tillvixthastigheten, x % (t.ex. 50 %). Vardet uttrycks som E.C_ (t.
ex. EC,).

7. I den hidr testmetoden anvinds dven producerad mingd biomassa som responsvariabel, ndgot som kan vara
nodvindigt for att uppfylla gillande krav i vissa linder. Denna variabel definieras som biomassans storlek vid
exponeringstidens slut minus biomassans storlek vid exponeringstidens borjan. Med utgdngspunkt i den méingd
biomassa som producerats i en serie testlosningar beriknar man den koncentration av testimnet som ger
upphov till en bestimd minskning av méingden producerad biomassa, x % (t.ex. 50 %). Detta virde uttrycks
som E C, (tex. E,C;).
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8.  Den ldgsta koncentrationen med observerad effekt (LOEC) och den hégsta koncentrationen utan observerad
effekt (NOEC) kan ocksé bestimmas statistiskt.

INFORMATION OM TESTKEMIKALIEN

9. Information om testkemikalien som kan vara av virde nir man faststiller testbetingelserna 4r bland annat
strukturformel, renhetsgrad, ljusbestindighet, stabilitet under testbetingelserna, ljusabsorberande formaga, pKa
samt resultat frdn undersdkningar av kemikaliens omvandling, inklusive bionedbrytbarhet i vatten.

10. Testkemikaliens vattenloslighet, fordelningskoefficient oktanol/vatten (P,) och dngtryck ska vara kidnda, och det
ska finnas en validerad metod for kvantitativ bestimning av kemikalien i testlésningarna. Metodens utbyte och
detektionsgrans ska vara kianda.

TESTETS GILTIGHET

11. For att testresultaten ska vara giltiga maste foljande effektivitetskriterier vara uppfyllda:

— Biomassan i kontrollkulturerna ska ha okat exponentiellt med minst en faktor 16 inom testperioden
(72 timmar). Detta motsvarar en specifik tillvixthastighet pd 0,92/dygn-!. De mest anvinda arterna har
vanligen en betydligt hogre tillvixthastighet (se tilligg 2). Kravet kan dock inte alltid uppfyllas nir man
anvinder sig av arter som véxer laingsammare dn de som anges i tilligg 2. Testperioden ska da forlingas sd
att man erhdller en minst 16-faldig tillvixt i kontrollkulturerna, och tillvixten madste vara exponentiell
under hela testperioden. Testperioden kan aven forkortas dnda ner till 48 timmar om detta krivs for att
uppné obegrinsad exponentiell tillvixt under testet. Ett villkor for detta dr dock att tillvaxtfaktorn dr minst
16-faldig.

— Variationskoefficientens medelvirde for sektionsvisa specifika tillvixthastigheter (dagarna 0-1, 1-2 och 2-3
for 72-timmarstester) i kontrollkulturerna (se tilligg 1 under ’variationskoefficient) far inte overskrida
35 %. I punkt 49 beskrivs hur man berdknar den sektionsvisa specifika tillvixthastigheten. Detta kriterium
tillimpas p& medelvirdet for de variationskoefficienter som berdknats for kontrollreplikaten.

— I tester med Pseudokirchneriella subcapitata och Desmodesmus subspicatus fir variationskoefficienten for
genomsnittlig specifik tillvaxthastighet i kontrollreplikaten inte 6verskrida 7 % under hela testperioden. For
arter som inte anvands sd ofta i testsammanhang far virdet inte Gverstiga 10 %.

REFERENSKEMIKALIE

12. Referenskemikalie(r), t.ex. 3,5-diklorfenol, som anvinds i det internationella ringtestet (1), kan testas for att
kontrollera testforfarandet. For gronalger kan dven kaliumdikromat anvindas som referenskemikalie. Referens-
kemikalier bor testas minst tvd ganger per dr.

TESTMETODENS TILLAMPBARHET

13. Denna testmetod dr littast att tillimpa pd vattenlosliga kemikalier som under testforhdllandena sannolikt
kommer att stanna kvar i vattnet. Om man vill testa kemikalier som ar flyktiga, starkt adsorberande, firgade,
svéarlosliga i vatten eller som kan paverka tillgdngen pd niringsimnen och mineraler i testmediet kan det krdvas
vissa modifieringar av den beskrivna metoden (t.ex. slutna system, anpassningar av testkdrlen). Ndgra exempel
pa lampliga modifieringar ges i (2) (3) och (4).

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Utrustning

14. Testkirl och annan utrustning som kommer i kontakt med testlosningarna ska vara tillverkade uteslutande av
glas eller ndgot annat kemiskt inert material. Utrustningen rengérs noggrant, si att inga organiska eller
oorganiska fororeningar paverkar algernas tillvixt eller testlosningarnas sammansittning.
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15. Testkirlen dr normalt glaskolvar vars storlek tilliter mitningar pd en tillrickligt stor volym av testkulturen
under testet och ett tillrackligt hogt utbyte av CO, med den omgivande luften (se punkt 30). Observera att
vitskevolymen madste vara tillrdckligt stor for analytiska bestimningar (se punkt 37).

16. Dessutom behovs dtminstone en del av f6ljande utrustning:

— Odlingsutrustning. Man bor anvinda ett odlingsskdp eller en odlingskammare dir inkuberingstemperaturen
kan regleras med en noggrannhet av = 2 °C.

— Instrument f6r ljusmétning. Observera att mdtvirdena for ljusintensitet kan paverkas av mitmetoden,
sdrskilt typen av ljussensor (mottagare). Matningarna bor helst goras med en sfirisk (4 m) sensor (som mater
bade direkt och reflekterat ljus frén alla vinklar ovanfor och under maitplanet), eller en 2 m -sensor (som
miter ljus fran alla vinklar ovanfor mitplanet).

— Utrustning for att bestimma algbiomassa. Cellantal, som ar den oftast anvinda alternativa parametern for
algbiomassa, kan bestimmas med hjilp av elektronisk partikelrdknare, mikroskop utrustat med
riknekammare eller flodescytometer. Andra alternativ till biomassa kan midtas med hjilp av
flodescytometer, fluorimeter, spektrofotometer eller kolorimeter. Man bor helst berakna omvandlingsfaktorn
mellan cellantal och torrvikt. Nir koncentrationen av biomassa dr ldg kan det vid spektrofotometriska
métningar vara nodvindigt att anvinda sig av kyvetter med en strilgdng pd minst 4 cm for att fi fram
anvindbara métvirden.

Testorganismer

17. Ett stort antal arter icke-fastsittande mikroalger och cyanobakterier kan anvindas. De stammar som fortecknas
i tilligg 2 har visat sig vara limpliga f6r denna testmetod.

18. Om man anvinder sig av andra arter ska stammen och/eller ursprunget anges. Bekrifta att de alger som
anvinds kan tillvixa exponentiellt under hela testperioden under rddande testforhallanden.

Odlingsmedium

19. Det rekommenderas att man anvinder antingen OECD-mediet eller AAP-mediet som odlingsmedium.
Sammansittningen av dessa medier framgar av tillagg 3. Observera att de tvd medierna har olika utgdngsvirde
for pH och olika buffringsformaga (motverkar pH-okningar). Testresultaten kan dirfor variera beroende pé
vilket medium som anvénds, sirskilt nir man testar joniserande kemikalier.

20. Det kan ibland vara nodvindigt att modifiera odlingsmediet, t.ex. d@ man testar metaller eller kelatbildare, eller
dé testerna gors vid skilda pH-virden. Anvindning av modifierade medier ska beskrivas i detalj och motiveras

(3) (4).

Biomassans startkoncentration

21. Biomassans startkoncentration ska vara densamma for alla testkulturer. Den ska ocksd vara tillrackligt ldg for
att mojliggora exponentiell tillvaxt under hela inkuberingen utan att nigra ndringsimnen tar slut. Startvirdet
far inte 6verskrida 0,5 mg/l, raknat pd torrvikt. Foljande cellkoncentrationer rekommenderas:

Pseudokirchneriella subcapitata 5 x 103 — 10* celler/ml

Desmodesmus subspicatus 2-5 x 10° celler/ml
Navicula pelliculosa 10¢ celler/ml
Anabaena flos-aquae 10# celler/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 10* - 107 celler/ml
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Testkemikaliens koncentrationer

22. Det koncentrationsomrdde dir det dr troligt att testkemikalien ger effekt kan bestimmas pd grundval av
resultat frdn preliminira tester (range-finding tests). For det slutliga testet bor minst fem koncentrationer viljas i
en geometrisk serie vars faktor inte overstiger 3,2. For testkemikalier med plan dos-responskurva kan det vara
befogat att anvinda en hogre faktor. Koncentrationsserien bor helst omfatta ett intervall som minskar algernas
tillvixthastighet med 5-75 %.

Replikat och kontroller

23. For varje koncentration av testkemikalien ska det finnas tre replikat. Om NOEC inte behover bestimmas kan
man dndra testuppligget sd att antalet koncentrationer 6kas medan antalet replikat per koncentration minskas.
Minst tre kontrollreplikat ska anvindas, och helst bor de vara dubbelt s3 ménga som antalet replikat for varje
koncentration av testkemikalien.

24. En extra serie testlosningar kan beredas for analytisk bestimning av testkemikaliens koncentrationer (se
punkterna 36 och 38).

25. Om ett 16sningsmedel anvinds for att losa upp testkemikalien mdste man ta med ytterligare kontroller dir
koncentrationen av losningsmedel dr densamma som i testkulturerna.

Beredning av ympkultur

26. En ympkultur bereds i testmedium 2-4 dagar innan testet paborjas. Syftet med detta dr att algerna ska kunna
anpassa sig till testférhillandena och befinna sig i en exponentiell tillvixtfas ndr de senare ympas i
testlosningarna. Algbiomassan bor regleras sd att ympkulturen fortsitter att tillvixa exponentiellt till dess att
testet inleds. Ympkulturen inkuberas under samma forhillanden som testkulturerna. En mitning gors av
okningen av ympkulturens biomassa, sd att man kan forvissa sig om att tillvixten befinner sig inom det
normala intervallet for den anvinda stammen under rddande odlingsbetingelser. I tilligg 4 ges ett exempel pé
en metod for algodling. Det kan krdvas ett andra forokningssteg for ympkulturen for att undvika synkron
celldelning under testet.

Beredning av testlosningar

27. Alla testlosningar ska innehdlla samma koncentration av odlingsmediet och samma startkoncentration av
algbiomassan. Testlosningar av de valda koncentrationerna bereds vanligen genom att man blandar en
stamlosning av testkemikalien med odlingsmedium och ympkultur. Stamlosningar brukar beredas genom
upplosning av kemikalien i testmediet.

28. Losningsmedel som aceton, tert-butylalkohol och dimetylformamid kan anvindas som bérare nir man tillsitter
kemikalier med 1dg vattenloslighet till testmediet (2) (3). Losningsmedlets koncentration fir inte overstiga 100
w/l, och det tillsatta 16sningsmedlet ska vara av samma koncentration for alla kulturer (inklusive kontroller) i
testserien.

Inkubering

29. Testkirlen forsluts med luftgenomsldppliga proppar. Kirlen skakas och placeras sedan i odlingsutrustningen.
Under testet maste man hélla algerna i suspension och underlitta ett tillrickligt stort utbyte av CO,. Dirfor ska
innehallet hela tiden skakas eller roras om. Temperaturen i kulturerna ska vara 21-24 °C, och den ska kunna
regleras med en noggrannhet av + 2 °C. Nir det giller arter som inte fortecknas i tillagg 2 (t.ex. tropiska arter)
kan det vara limpligt med en hogre temperatur. Detta forutsitter dock att kriterierna for testresultatens
giltighet 4r uppfyllda. Kolvarna bor placeras slumpvis i inkubatorn och flyttas om dagligen.

30. Kontrollmediets pH fir inte 6ka med mer 4n 1,5 enheter under testet. Nér det giller metaller samt Zmnen som
delvis joniseras vid det anvinda pH-virdet kan det vara nodvindigt att begrinsa pH-forskjutningen for att fa
fram reproducerbara och tydliga resultat. Det gar att begrinsa forskjutningen till mindre dn 0,5 enheter om
man ser till att utbytet av CO, mellan testlosningen och den omgivande luften ar tillrickligt hogt, t.ex. genom
att oka skakapparatens hastighet. En annan mojlighet r att reducera behovet av CO, genom att minska
biomassans startkoncentration eller testets lingd.



L 54/18 Europeiska unionens officiella tidning 1.3.2016

31. Den yta dir kulturerna inkuberas ska kontinuerligt belysas med fluorescerande ljus av enhetligt slag, t.ex. kallt
vitt ljus eller dagsljus. Olika stammar av alger och cyanobakterier kan ha olika ljuskrav. Ljusets intensitet ska
anpassas efter den testorganism som anvinds. For de rekommenderade gronalgsarterna ska intensiteten mitt
vid testlosningarna ligga inom intervallet 60-120 pE - m~ 2 - s~ ! ndr mdtningen gors i det fotosyntetiskt
verksamma vaglingdsomrddet 400-700 nm med limplig sensor. Vissa arter, sirskilt Anabaena flos-aquae,
tillvixer utan problem vid ldga ljusintensiteter och kan dven skadas vid hoga intensiteter. For sddana arter ska
den genomsnittliga ljusintensiteten ligga pd 40—-60 pE - m~ 2 - s~ . (For mitinstrument som kalibrerats i lux
motsvarar den rekommenderade ljusintensiteten 60-120 pE - m~ 2 - s~ ! for kallt vitt ljus ungefir 4 440-
8 880 lux.) Ljusintensiteten over inkuberingsytan ska ligga inom # 15 % frdn genomsnittsvirdet.

Testets varaktighet

32. Testet ska normalt pagd i 72 timmar. Man kan dock anvinda kortare eller lingre testperioder, forutsatt att
samtliga kriterier for testresultatens giltighet i punkt 11 4r uppfyllda.

Mitningar och analytiska bestimningar

33. Algbiomassan i varje kolv bestims minst en gdng per dag under testperioden. Om mdtningarna gors pa sma
volymer som pipetterats frdn testlosningarna ska dessa volymer inte ersittas.

34. Biomassan bestims genom manuell cellrikning i mikroskop eller med hjdlp av en elektronisk partikelriknare
(médtning av cellantal ochfeller biovolym). Alternativa metoder, t.ex. flodescytometri, klorofyllfluorescens in
vitro eller in vivo (5) (6) eller optisk tithet, kan ocksd anvindas om man kan pévisa en tillfredsstillande
korrelation med biomassan for de virden pd densamma som kan forekomma i testet.

35. Losningarnas pH mits i borjan och slutet av testet.

36. Om det finns en analytisk bestimningsmetod for testkemikalien i det valda koncentrationsintervallet ska
testlosningarna analyseras for att kontrollera startkoncentrationerna och for att se till att exponeringskoncentra-
tionerna inte forandras under testet.

37. Om det ir troligt att exponeringskoncentrationerna under testet kommer att variera med mindre dn 20 % frin
de nominella virdena kan det ricka med att man i borjan och slutet av testet bestimmer testkemikaliens
koncentration pd tre nivier: en hdg koncentration, en ldg koncentration och en koncentration runt det
forvintade EC,-virdet. Om koncentrationerna av testkemikalien sannolikt inte kommer att halla sig inom
80-120 % av de nominella virdena bor man i stillet bestimma samtliga koncentrationer av testkemikalien vid
testets borjan och slut. For flyktiga, instabila eller starkt adsorberande testkemikalier bor ytterligare prov for
analys tas med 24 timmars mellanrum under hela exponeringstiden. P s vis fir man ett sikrare matt p& hur
mycket av testkemikalien som forsvinner. For dessa kemikalier kan extra replikat behovas. Under alla
omstidndigheter behover bestimningar av testkemikaliens koncentration bara goras pé ett replikatkirl for varje
testkoncentration (eller pd det samlade innehallet frin samtliga replikat).

38. Testmedier som beretts sarskilt f6r bestimning av exponeringskoncentrationer under testet ska behandlas pa
samma sitt som dem som anvinds for tester, dvs. de ympas med alger och inkuberas under identiska
forhéllanden. Om den losta testkemikaliens koncentration maste bestimmas kan det vara nédvindigt att isolera
algerna frdn mediet. Isoleringen bor helst goras genom centrifugering vid lagt g-tal (men tillrdckligt hogt for att
algerna ska kunna avskiljas).

39. Om man kan visa att testkemikaliens koncentration pa ett tillfredsstillande sdtt har hallits inom * 20 % av den
nominella eller uppmadtta startkoncentrationen genom hela testet kan analysen av resultaten baseras pé
nominella eller uppmitta startvirden. Om avvikelsen fran den nominella eller uppmitta startkoncentrationen
inte ligger inom intervallet * 20 % ska analysen av resultaten baseras pd det geometriska medelvirdet av
koncentrationen under exponeringen, eller pd modeller som beskriver testkemikaliens avtagande koncentration

3) (7).

40. Bestimning av tillvixthimning hos alger dr en mer dynamisk testmetod dn de flesta andra akvatiska
toxicitetstester med kort testperiod. De faktiska exponeringskoncentrationerna kan dirfor vara svdra att
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bestimma, sdrskilt for adsorberande kemikalier som testas vid lga koncentrationer. Om kemikalien i sidana
fall adsorberas till den 6kande algbiomassan och dirfor inte lingre dterfinns i 16sning innebér det dock inte att
den forsvinner frdn testsystemet. Vid analysen av testresultatet ska man undersoka om en minskad
koncentration av testkemikalien under testperioden kan korreleras med en reducerad tillvixthimning. Om sa ar
fallet bor man overviga att genom en limplig modell beskriva testkemikaliens minskande koncentration (7).
annat fall kan det vara motiverat att basera resultatanalysen pé testkemikaliens nominella eller uppmitta
startkoncentration.

Ovriga iakttagelser

41. Kontrollera i mikroskop att ympkulturen ser normal och frisk ut. I slutet av testet ska man ocksd notera
eventuella avvikelser frdn algernas normala utseende (som kan ha orsakats av exponeringen for testkemikalien).

Toleranstest

42. Under vissa omstindigheter, t.ex. nir ett prelimindrt test tyder pd att testkemikalien inte har ndgra toxiska
effekter vid koncentrationer upp till 100 mg/l eller upp till dess 16slighetsgrins i testmediet (om denna dr
lagre), kan man utfora ett toleranstest. Man jamfor dd responsen mellan en kontrollgrupp och en testgrupp
(med en koncentration pd 100 mg/l eller motsvarande loslighetsgransen). Det rekommenderas starkt att
jamforelsen kompletteras med en bestimning av exponeringskoncentrationen. Alla testbetingelser samt kriterier
for testresultatens giltighet som beskrivits tidigare giller dven for toleranstestet, med undantaget att antalet
testreplikat ska vara minst sex. Responsvariablerna i kontroll- och testgruppen kan analyseras med hjilp av ett
statistiskt test ddr man jamfor medelvirden, tex. Students t-test. Om de bdda grupperna inte har samma
varians madste t-testet anpassas efter detta.

DATA OCH RAPPORTERING
Plottning av tillvixtkurvor

43. Mingden biomassa i testkdrlen kan uttryckas i enheten for den alternativa parameter som anvinds vid
matningen (t.ex. cellantal, fluorescens).

44. De framriknade virdena for biomassans koncentration i testkulturerna och kontrollerna fors in i en tabell
tillsammans med testmaterialets koncentrationer och mittidpunkterna (noterade med en upplosning pd minst
hela timmar). Tabellvirdena anvinds sedan for att ta fram plottade tillvixtkurvor. Bdde logaritmiska och linjira
skalor kan vara anvindbara pd detta inledande stadium, men logaritmiska skalor dr obligatoriska, och de ger
ocksd i allminhet en bittre uppfattning om variationer i tillvixtmonstret under testperioden. Observera att
exponentiell tillvixt motsvaras av en rak linje ndr den plottas pa en logaritmisk skala, och att kurvans lutning
anger den specifika tillvixthastigheten.

45. Kontrollera med hjdlp av plottarna om kontrollkulturerna har tillvixt exponentiellt och med forvintad
hastighet under hela testet. Alla datapunkter och kurvor bor undersokas kritiskt, och rddata samt metoder bor
kontrolleras med avseende pa eventuella fel. Kontrollera sirskilt alla datapunkter som verkar avvika pa grund
av systematiska fel. Om man konstaterar uppenbara eller mycket sannolika fel i testutforandet ska de berorda
datapunkterna markeras som avvikande virden (outliers’) och inte tas med i den efterfoljande statistiska
analysen. (Om algkoncentrationen 4r noll i hélften eller en tredjedel av kirlen med replikat kan detta tyda pa
att kirlen inte ympats pé ratt sitt eller inte rengjorts ordentligt.) Det ska tydligt framga av testrapporten varfor
en datapunkt betraktats som avvikande och dirfor inte anvints. Det enda giltiga skilet ar (enstaka) misstag i
utforandet av testet. Dalig precision riknas ddremot inte som ett giltigt skil. Statistiska metoder for att
identifiera avvikande virden ar av begrdnsat virde nir det giller den hir typen av problem, och de kan inte
ersitta expertbedomningar. Avvikande virden (som markerats som sddana) bor helst behdllas bland de
datapunkter som visas i senare presentationer av data i grafisk form eller tabellform.

Responsvariabler

46. Syftet med testet dr att bestimma testkemikaliens effekter pd tillvixten hos alger. Eftersom olika jurisdiktioner
har olika prioriteringar och lagstiftningsbehov anvinds tvd responsvariabler i denna testmetod. For att
testresultaten ska kunna godtas i alla jurisdiktioner ska effekterna bedomas med hjilp av bdda de
responsvariabler (a och b) som beskrivs nedan.

(a) Genomsnittlig specifik tillvixthastighet: responsvariabel som beriknas utifrdn den logaritmiska 6kningen i
biomassa under testperioden, uttryckt per dygn.

(b) Producerad mingd biomassa: responsvariabel som motsvarar skillnaden mellan den ursprungliga miangden
biomassa och biomassan vid testets slut.
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47. Observera att toxicitetsviarden som berdknats utifrdn de tvd responsvariablerna inte ar jimforbara, och att
denna skillnad maéste framgd ndr man tillimpar testresultaten. EC -virden som grundar sig pd den
genomsnittliga specifika tillvixthastigheten (EC) dr i allminhet hogre dn de som grundar sig pd den
producerade mingden biomassa (E.C) om de foreskrivna testbetingelserna i denna metod ar uppfyllda,
beroende pd den matematiska grundyen i respektive fall. Detta ska dock inte tolkas som skillnader i kinslighet
mellan de tvd responsvariablerna; avvikelserna beror i stillet pd att de bdda metoderna ir olika matematiskt
konstruerade. Variabeln genomsnittlig specifik tillvixthastighet dr baserad pd den allmidnna exponentiella
tillvixten hos alger i obegrdnsade kulturer, dir toxiciteten bestims utifrdn dess effekter pa tillvixthastigheten,
utan att vara beroende av vare sig det absoluta virdet pd kontrollens specifika tillvixthastighet, pd dos-respons-
kurvans lutning, eller pa testets varaktighet. Resultat som i stillet grundar sig pd producerad miangd biomassa
ar ddremot beroende av alla dessa 6vriga variabler. E C, r beroende av den specifika tillvixthastigheten for den
algart som anvinds i varje enskilt test samt av den’ maximala specifika tillvixthastigheten — som kan variera
mellan olika arter och t.o.m. mellan olika stammar. Denna responsvariabel ska darfor inte anvindas for att
jamfora kansligheten for toxiska dmnen mellan olika arter, eller ens olika stammar. Ur vetenskaplig synpunkt dr
virdet pd den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten att foredra for bestimning av toxiciteten, men
toxicitetsbestimning med hjilp av virdet pd producerad mingd biomassa har tagits med i testmetoden for att
tillgodose vissa landers nuvarande lagstiftningskrav.

Genomsnittlig tillvixthastighet

48. Den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten under en period berdknas som den logaritmiska 6kningen i
biomassa for varje enskilt kdrl med kontroller och testlosningar, enligt formeln [1]:

InX;-InX

_ i -1
Bi-j = -1, (dygn™")  [1],

dir

p; dr den genomsnittliga specifika tillvaxthastigheten under tidsperioden i-j,

X; ar biomassan vid tidpunkten i, och

i

X; ér biomassan vid tidpunkten j.

Berikna ett medelvirde av tillvixthastigheten for varje testgrupp och kontrollgrupp tillsammans med
variansskattningar.

49. Berdkna den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten for hela testperioden (vanligen dag 0-3). Som
startvarde anvinds det nominella virdet for ympad biomassa. Motsvarande uppmatta virde bor inte anvindas
eftersom det i regel minskar precisionen. Om utrustningen for matning av biomassa (t.ex. flodescytometer) ger
ett tillrickligt noggrant virde pd den lilla mingd som ympats kan dock biomassans uppmitta startkon-
centration anvdndas. Bestdim ocksd den sektionsvisa tillvixthastigheten genom att berdkna den specifika
tillviaxthastigheten for varje dag under hela testperioden (dag 0-1, 1-2 och 2-3), och undersék om kontrollens
tillvixthastighet forblir konstant (se kriterierna for testresultatens giltighet i punkt 11). En patagligt lagre
specifik tillvixthastighet under dag 1 jimfort med totalvirdet fér genomsnittlig specifik tillvixthastighet kan
tyda pd att kulturen befinner sig i lagfas. I kontrollkulturer kan lagfasen praktiskt taget elimineras genom att
forkulturen forokas pd lampligt sitt. I exponerade kulturer kan en lagfas ddremot tyda pd att algerna
dterhdmtar sig efter inledande toxisk stress eller pd att exponeringen minskat pd grund av forlust av
testkemikalien (t.ex. genom adsorption till algbiomassan) efter den inledande exponeringen. Den sektionsvisa
tillvaxthastigheten kan ddrfor anvindas nir man bestimmer testkemikaliens effekter under exponeringstiden.
Stora skillnader mellan den sektionsvisa tillvixthastigheten och den genomsnittliga tillvixthastigheten tyder pa
att tillvixten inte varit konstant exponentiell. I sddana fall bér tillvixtkurvorna undersékas noggrant.

50. Berikna den procentuella minskningen av tillvixthastigheten for varje replikat med testlosning genom
formeln [2]:

%1, =BT 100 2],
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dar

%I, 4r den procentuella minskningen av den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten,
B  dr medelvdrdet for den genomsnittliga specifika tillviaxthastigheten (u) i kontrollgruppen, och

pr  dr den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten for replikatet med testlosning.

51. Om man anvinder sig av losningsmedel vid beredning av testlésningarna ska man vid berdkningen av
procentuell tillvixthimning anvinda kontrollerna med l6sningsmedel och inte kontrollerna utan 16sningsmedel.

Producerad mingd biomassa

52. Den producerade mingden biomassa motsvarar biomassan i slutet av testet minus den ursprungliga biomassan.
Berdkningen gors for varje enskilt kidrl med kontroller och testlosningar. Berdkna ett medelvirde av den
producerade mingden biomassa for varje testkoncentration och kontrollgrupp tillsammans med
variansskattningar. Den procentuella minskningen av den producerade méngden biomassa (%l) berdknas for
varje replikat med testlosning med hjilp av formeln

%l, = (Y;—YT) x 100 [3]

[
dar

%I, ér den procentuella minskningen av den producerade méngden biomassa,
Y. dr medelvirdet for den producerade mingden biomassa i kontrollgruppen, och

Y; dr den producerade mingden biomassa i replikatet med testlosning.

Plottning av dos-respons-kurvan

53. Plotta den procentuella tillvixthimningen mot logaritmen for testkemikaliens koncentration och undersok
plotten noggrant. Datapunkter som konstaterats vara avvikande i den forsta fasen ska inte beaktas. For att man
ska f& en prelimindr uppfattning om forhéllandet mellan koncentration och respons sammanbinds
datapunkterna med en jamn linje, antingen pa fri hand eller med hjilp av datorbaserad interpolation. Anvind
direfter en mer ingdende metod, helst en datorbaserad statistisk sddan. Beroende pa ett flertal faktorer — t.ex.
det avsedda anvindningsomradet for data, datakvalitet (precision), datamingd och tillgangliga analysverktyg for
data — kan man (ibland pa goda grunder) bestimma sig for att avsluta analysen av data pd det hir stadiet och
enbart avldsa nyckeltalen EC,, och EC,, (och/eller EC,;) frén kurvan som ritats pa fri hand (se dven avsnittet
om tillvixtstimulering nedan). Det finns flera giltiga skal for att inte anvdnda en statistisk metod, bland annat
foljande:

— Det dr inte troligt att man utifrdn befintliga data fir fram mer tillforlitliga resultat med hjilp av
datorbaserade metoder dn genom expertbedomningar. I sddana situationer kan det t.o.m. hidnda att vissa
datorprogram ger ett helt otillforlitligt resultat (iterationer kanske inte konvergerar osv.).

— Stimulerande tillvixtresponser kan inte hanteras pd lampligt sitt av programvaran (se nedan).

Statistisk behandling

54. Malet dr att bestimma det kvantitativa forhallandet mellan koncentration och respons med hjilp av
regressionsanalys. Man kan anvdnda viktad linjar regression efter att ha gjort en linjir transformation av
responsdata, t.ex. till probit-, logit- eller Weibullvirden (8). Icke-linjara regressionsmetoder dr dock att foredra,
eftersom de ar bittre anpassade for att hantera oundvikliga oregelbundenheter i data och avvikelser frin jimna
fordelningskurvor. I nirheten av nollpunkten (ingen tillvixthimning) och fullstindig tillvixthdmning kan
sddana oregelbundenheter bli felaktigt uppforstorade genom linjdriseringen och dirigenom stéra analysen (8).
Observera att standardmetoder for analys med probit-, logit- eller Weibulltransformationer ar avsedda for
dikotoma data (dvs. tvdpunktsfordelade data, t.ex. dodlighet—6verlevnad) och dirfor maste modifieras for att
kunna anvindas for data om tillvixt eller producerad mingd biomassa. Speciella metoder for bestimning av
EC,-virden ur kontinuerliga data dterfinns i (9), (10) och (11). Tillimpningen av icke-linjir regressionsanalys
beskrivs utforligare i tilligg 5.
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55. For varje analyserad responsvariabel anvinds forhallandet mellan koncentration och respons for att goéra
punktskattningar av EC -virden. Om mojligt ska 95-procentiga konfidensgrinser bestimmas for varje
skattning. Anpassningsgraden (goodness of fit) mellan responsdata och regressionsmodellen ska bestimmas
antingen grafiskt eller statistiskt. Regressionsanalysen ska goras pé responsvirden frdn enskilda replikat, inte pa
medelvirden frdn testgrupper. Om det ér svart eller omojligt att gora en icke-linjir kurvanpassning pa grund av
alltfor stor spridning av data kan man i stillet gora regressionen utifrdn gruppmedelvirdena. Detta ar en
praktisk metod for att minska paverkan fran misstinkta avvikande virden. Om man anvinder sig av denna
mojlighet ska det tas med i testrapporten som en avvikelse frdn det normala forfoérandet, och motiveras med
att kurvanpassningar med enskilda replikat inte gav tillfredsstillande resultat.

56. Nar tillgingliga regressionsmodeller eller regressionsmetoder inte limpar sig for de aktuella dataserierna kan
skattningar av EC,,-virden och konfidensgrinser ocksd bestimmas genom linjir interpolation och
bootstrapping (13).

57. For skattningar av LOEC (och dirmed dven av NOEC) for testkemikaliens inverkan pé tillvixthastigheten
jamfors medelvirden frén testlosningarna med hjilp av variansanalysmetoder (ANOVA). Medelvirdet for varje
koncentration jimfors sedan med medelvirdet for kontrollerna med hjilp av en lamplig metod for multipel-
jamforelse eller trendtest, t.ex. Dunnetts eller Williams test (12) (14) (15) (16) och (17). Man méste avgora om
antagandet for ANOVA om varianshomogenitet dr uppfyllt. Detta kan goras grafiskt eller med ett etablerat test
(17), t.ex. Levenes eller Bartletts test. Skulle antagandet om varianshomogenitet inte vara uppfyllt kan man
ibland korrigera for detta genom logaritmisk transformation av data. Om heterogeniteten i variansen 4r extremt
stor och inte kan korrigeras genom transformation, ska man Gverviga att gora analysen med t.ex. Jonkheeres
trendtester av 'step-down’-typ. Mer information om bestimning av NOEC finns i (11).

58. Nya forskningsron har lett till att man avrdder frin anvindning av NOEC-virden. I stillet rekommenderas att
man anvander punktskattningar av EC_ baserade pd regressionsanalys. For detta algtest har dnnu inget passande
virde pa x faststillts. Ett intervall pd 10-20 % forefaller dock vara limpligt, beroende pa vilken responsvariabel
som anvinds. Bade EC,, och EC,, bor anges i testrapporten.

Tillvixtstimulering

59. Ibland forekommer tillvixtstimulering (negativ himning) vid laga koncentrationer. Detta kan antingen bero pd
hormesis (toxisk stimulering) eller pé att stimulerande tillvixtfaktorer Gverforts frén testmaterialet till det
minimalmedium som anvinds. Observera att tillsats av oorganiska niringsimnen inte bor ha ndgon direkt
effekt, eftersom testmediet bor innehalla ett overskott av niringsdmnen i forhallande till algernas behov under
hela testperioden. Vid berdkningen av ECy, kan man vanligen bortse frin stimulering vid ldga koncentrationer,
savida inte stimuleringen 4r extremt stor. I det senare fallet — samt dd man berdknar EC_ for ldga virden pé x —
kan det dock krdvas sirskilda atgirder. Man ska sd ldngt det 4r mojligt ta med stimulerande responser vid
analysen av data, och om befintliga dataprogram for kurvanpassning inte kan hantera laggradig stimulering kan
man i stillet anvinda sig av linjir interpolation med bootstrapping. Om stimuleringen 4r extremt stor kan man
overviga att anvinda en hormesis-modell (18).

Icke-toxisk tillvixthimning

60. Ljusabsorberande testmaterial kan péverka tillvixthastigheten negativt eftersom de minskar méangden
tillgdngligt ljus. Sddana fysikaliska effekter maste kunna sarskiljas frén toxiska effekter genom att man dndrar
testforhallandena, och fysikaliska effekter ska rapporteras separat. Riktlinjer aterfinns i (2) och (3).

TESTRAPPORT

61. Testrapporten ska innehélla féljande uppgifter:
Testkemikalie:
— fysikalisk form samt relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper, inbegripet loslighetsgrins i vatten,
— kemiska identifieringsuppgifter (t.ex. CAS-nummer), inklusive renhetsgrad (fororeningar).
Testade arter:

— stam, leverantor eller ursprung, samt odlingsforhallanden.
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Testbetingelser:

— startdatum och varaktighet for testet,

— testuppligg: testkirl, kulturernas volym, biomassans koncentration i borjan av testet,

— mediets sammansittning,

— testkoncentrationer och replikat (t.ex. antal replikat, antal testkoncentrationer samt geometrisk serie),

— metod for beredning av testlosningar, inbegripet anvindning av losningsmedel m.m.,

— odlingsutrustning,

— ljusets intensitet och kvalitet (ljuskilla, homogenitet),

— temperatur,

— de koncentrationer som testats: de nominella testkoncentrationerna och resultaten av alla analyser for att
faststilla koncentrationen av testkemikalien i testkdrlen. Metodens utbyte och bestimningsgrins i matrisen,

— alla avvikelser fran denna testmetod,

— metod for bestimning av biomassa, samt beldgg for att det finns en korrelation mellan den uppmitta
parametern och biomassans torrvikt.

Resultat:

— pH-virde vid testets borjan och slut i alla testlosningar,

— biomassa for varje kolv och varje mitpunkt, samt metod for att mata biomassa,

— tillvixtkurvor (plott dir biomassan avsatts mot tiden),

— berdknade responsvariabler for respektive testreplikat, inklusive medelvirden och variationskoefficient for
replikaten,

— grafisk framstillning av férhéllandet mellan koncentration och effekt,

— toxicitetsbestimningar for responsvariablerna, t.ex. EC,, EC,, och EC,, samt dithérande konfidensintervall.
Om man rdknat fram LOEC- och NOEC-virden ska dessa anges, liksom de statistiska metoder som anvints
vid berdkningen,

— om ANOVA-metoder har anvints: storleken pa observerad effekt (t.ex. minsta signifikanta skillnad),

— eventuell tillvixtstimulans som har konstaterats i testlosningarna,

— ovriga observerade effekter, t.ex. morfologiska forandringar hos algerna,

— diskussion av resultaten, inbegripet eventuell inverkan pd testresultatet som kan tillskrivas avvikelser frin
denna testmetod.
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Tilligg 1

Definitioner

Foljande definitioner och forkortningar anvinds i denna testmetod:

Biomassa: torrvikten av all levande substans i en population, uttryckt per volymenhet, tex. mg alger/liter
testlosning. Biomassa definieras vanligen som en vikt, men i det hdr testet anvinds alltsd i stdllet vikt per
volymenhet. Begreppet biomassa anvinds ocksd i testet for att ange resultatet av alternativa mitmetoder, t.ex.
cellrakning och mitning av fluorescens.

Kemikalie: ett imne eller en blandning

Variationskoefficient: dimensionslost métt pd en parameters variabilitet, definierat som forhédllandet mellan
standardavvikelsen och medelvirdet. Detta kan ocksd uttryckas i procent. Variationskoefficientens medelvirde for
den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten i kontrollreplikaten beriknas enligt féljande:

1. beridkna variationskoefficienten (i procent) for den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten utifrdn de dagliga
sektionsvisa tillvixthastigheterna for respektive replikat,

2. berdkna medelvirdet for alla virden som erhdllits i punkt 1 for att f fram den genomsnittliga variationskoef-
ficienten for den dagliga sektionsvisa specifika tillvixthastigheten i kontrollreplikaten.

EC_ den koncentration av testkemikalien, 16st i testmediet, som minskar testorganismens tillvixt med x % (t.ex.
50 %) efter en given exponeringstid (som tydligt maste anges om man avviker frdn den fulla eller normala
testperioden). For att entydigt ange om EC-virdet bygger pé tillvixthastighet eller producerad mingd biomassa
anvands beteckningen E,C for tillvaxthastighet och E C for producerad miangd biomassa.

Odlingsmedium: det kompletta syntetiska medium som algerna vixer i ndr de exponeras for testkemikalien.
Testkemikalien 4r vanligen 16st i testmediet.

Tillvixthastighet (genomsnittlig specifik tillvixthastighet): logaritmisk 6kning av mingden biomassa under
exponeringstiden.

Ligsta koncentration med observerad effekt (LOEC — 'Lowest Observed Effect Concentration’): den ligsta testade
koncentration vid vilken man kan faststdlla att testkemikalien har en statistiskt signifikant himmande effekt pa
tillvaxten (vid p < 0,05) efter en given exponeringstid, jimfort med kontrollen. Alla testkoncentrationer ovanfor
LOEC méste ha skadliga verkningar som dr lika stora som eller storre dn de verkningar som observeras vid LOEC.
Om dessa tva villkor inte dr uppfyllda méste en fullstindig forklaring ges till hur man har valt LOEC (och ddrmed
NOECQ).

Nolleffektkoncentration (NOEC — 'No Observed Effect Concentration’): testkoncentrationen omedelbart under
LOEC.

Responsvariabel: variabel for bestimning av toxicitet. Variabeln fis fram genom att olika berikningsmetoder
tillimpas pd uppmatta parametrar for biomassa. For den hir testmetoden ar tillvixthastighet och producerad méingd
biomassa responsvariabler som erhélls genom att biomassan mits antingen direkt eller med ndgon av de angivna
alternativa mitmetoderna.

Specifik tillvixthastighet: responsvariabel som definieras som kvoten av skillnaden mellan de naturliga
logaritmerna for en observerad parameter (i den hdr testmetoden: biomassa) och motsvarande tidsperiod.

Testkemikalie: alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

Producerad mingd biomassa: virdet pd en mitvariabel i slutet av exponeringstiden minus motsvarande virde i
borjan av exponeringstiden, anvint som ett matt pd okningen av biomassa under testet.
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Tilligg 2

Rekommenderade stammar

Gronalger

Pseudokirchneriella subcapitata (dldre namn: Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81 SAG

Desmodesmus subspicatus (ldre namn: Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Kiselalger

Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cyanobakterier

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

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Stammarnas ursprung

De rekommenderade stammarna finns att tillgd som monokulturer frén foljande samlingar (alfabetisk ordning):

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

STORBRITANNIEN

SAG: Sammlung von Algenkulturen
Albrecht-von-Haller-Institut
Universitdt Gottingen
Nikolausberger Weg 18

37073 Gottingen

TYSKLAND

UTEX Culture Collection of Algae

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

University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
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Form och ovriga egenskaper hos rekommenderade arter

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Form ﬁ’dukhld Ovalavanligen | g | Kedoravouala | g
Storlek (langd x bredd) (pm) 8-14 x 2-3 | 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5x3 6 x1
Volym (um3/cell) 40-60 () 60-80 () 40-50 () 30-40 (1) 2,50)
Torrvikt (mg/cell) 2-3 x10°8 3-4 x 10-8 34 x 10-8 1-2 x 10-8 2-3 x10°°
Tillvxthastighet (%) (dygn-?) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

() Uppmitt med elektronisk partikelriknare.

(3 Berdknat pa grundval av storleken.

(}) Den vanligast observerade tillvaxthastigheten i OECD-medium vid en ljusintensitet pd ungefir 70 pE m-2 s~' och en temperatur
pa 21 °C.

Sirskilda rekommendationer om odling och hantering av rekommenderade testarter
Pseudokirchneriella subcapitata och Desmodesmus subspicatus

Dessa gronalger brukar vara litta att hélla i olika odlingsmedier. Rdd om limpliga medier kan fis frén de
institutioner som ansvarar for algsamlingarna. Cellerna 4r vanligen enskilda, och celltitheten kan enkelt bestimmas
med hjilp av elektronisk partikelrdknare eller mikroskop.

Anabaena flos-aquae

Olika odlingsmedier kan anvindas for stamkulturen. Det dr mycket viktigt att batchkulturen fortfarande befinner sig
i logfas d den fornyas, eftersom den annars har svart att terhimta sig.

Anabaena flos-aquae bildar aggregat bestdende av hopnystade kedjor av celler. Aggregatens storlek kan variera
beroende pd odlingsforhdllandena. Om biomassan bestims genom rikning i mikroskop eller med hjilp av en
elektronisk partikelrdknare kan det vara nédvindigt att forst bryta sonder aggregaten.

Sonikering av prov kan anvindas for att bryta sonder kedjor av celler och dirigenom minska variabiliteten vid
rikning. Lingre sonikering 4n vad som krévs for att bryta sonder kedjorna i sméfragment kan dock forstora cellerna.
Sonikeringens intensitet och varaktighet ska vara densamma for varje testlosning.

Rikna tillrickligt ménga filt pd hemocytometern (minst 400 celler) for att kompensera for variabiliteten. P4 sd vis
okar tillforlitligheten hos de mikroskopiska tithetsbestimningarna.

Den totala cellvolymen f6r Anabaena kan bestimmas med hjilp av en elektronisk partikelrdknare. Forst maste dock
cellkedjorna brytas sonder genom forsiktig sonikering. Anpassa sonikeringsenergin sé att cellerna inte sprangs.

Anvind vortexblandare eller liknande for att se till att den algsuspension som anvinds for att ympa testkirlen dr vil
blandad och har homogen konsistens.

Testkérlen placeras i ett skakbord med rund- eller lingsgdende rérelse, hastighet ca 150 rpm. Ett alternativ ar att
man med jimna mellanrum skakar kirlen for att undvika att Anabaena bildar klumpar. Om klumpar dnda bildas
médste man se till att de prov som tas for mitning av biomassa ar representativa. Det kan vara nodvindigt att skaka
karlen kraftigt fore provtagning for att klumparna ska losas upp.
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Synechococcus leopoliensis

Olika odlingsmedier kan anvindas for stamkulturen. Rdd om limpliga medier kan fis frin de institutioner som
ansvarar for algsamlingarna.

Synechococcus leopoliensis vixer som enskilda, stavformiga celler. Cellerna 4r mycket sma, vilket forsvarar bestaimning
av biomassan genom rakning av celler i mikroskop. Elektroniska partikelraknare anpassade for partiklar ned till ung.
1 pm kan anvindas, och man kan dven gora fluorimetriska matningar in vitro.

Navicula pelliculosa

Olika odlingsmedier kan anvindas for stamkulturen. Rdd om limpliga medier kan fis fran de institutioner som
ansvarar for algsamlingarna. Observera att mediet méste innehélla silikat.

Navicula pelliculosa kan under vissa odlingsférhillanden bilda aggregat. Detta beror pé att fett som producerats av
algerna ibland ansamlas i en ytfilm till vilken de enskilda algcellerna ldtt vidhdftas. Nir detta sker maste man se till
att de prov som tas for bestimning av biomassa ar representativa, t.ex. genom kraftig skakning i vortexblandare.
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Man kan vilja mellan tvd odlingsmedier:

Tilligg 3

Odlingsmedier

— OECD-medium: originalmedium enligt OECD TG 201, samt enligt ISO 8692

— AAP-medium enligt den amerikanska miljoskyddsmyndigheten (EPA), samt enligt ASTM.

Vid beredning av medierna ska kemikalier av reagenskvalitet eller p.a.-kvalitet anvindas, och vattnet ska vara avjonat.

Sammansittningen av AAP-medium (enl. EPA) och OECD TG 201-medium

Komponent AAP OECD
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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Det molara forhallandet mellan EDTA och jirn ska vara ndgot storre dn 1. P4 sd vis forhindras utfillning av jarn
samtidigt som kelateringen av tungmetalljoner minimeras.

I testet med kiselalgen Navicula pelliculosa berikas bdda medierna med Na,SiO, - 9H,O sd att koncentrationen av kisel

(Si) blir 1,4 mg/l.

Mediets pH halls i jamvikt genom karbonatsystemet i mediet och partialtrycket for CO, i den omgivande luften. Ett
ungefirligt forhallande mellan pH vid 25 °C och den molara koncentrationen av bikarbonat ges av formeln

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

Med 15 mg NaHCO,/l ar pH,, = 7,5 (AAP-medium enl. EPA), och med 50 mg NaHCO,/l & pH,, = 8,1 (OECD-

medium).

Testmediernas grundimnessammansittning

Grundimne AAP OECD
mgl mgl

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

Beredning av OECD-medium

Naringsamne

Koncentration i stamlosningen

Stamldsning 1:

makro-ndringsimnen

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

jarn

FeCl, - 6H,0 64 mg|l

Na,EDTA - 2H,0

100 mg/l
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Néringsamne Koncentration i stamlosningen
Stamlosning 3:
mikro-niringsimnen
H,BO, 185 mg|l
MnCl, - 4H,0 415 mg|l
Zn(l, 3 mg/l
Co(Cl, - 6H,0 1,5 mg/l
Cudl, - 2H,0 0,01 mg/l
Na,MoO, - 2H,0 7 mg/l
Stamlosning 4:
bikarbonat
NaHCO, 50 g/l
Na,SiO; - 9H,0

Sterilisera stamldsningarna genom membranfiltrering (genomsnittlig pordiameter 0,2 pm) eller autoklavering (120 °
C, 15 min). Losningarna forvaras i morker vid 4 °C.

Stamldsningarna 2 och 4 autoklaveras inte, utan steriliseras genom membranfiltrering.
Odlingsmediet bereds genom att man tillsdtter limpliga volymer av stamlosningarna 1-4 till vatten.
Till 500 ml steriliserat vatten tillsitts:

10 ml av stamlosning 1

1 ml av stamlosning 2

1 ml av stamlosning 3

1 ml av staml6sning 4

Spad till 1 000 ml med steriliserat vatten.

Vinta tills mediet befinner sig i jamvikt med den omgivande luften med avseende pa CO,. Vid behov kan processen
paskyndas genom att mediet bubblas med steril, filtrerad luft i ndgra timmar.

Beredning av AAP-medium (enl. EPA)

1. Tillsitt 1 ml av var och en av stamlosningarna i 2.1-2.7 till ung. 900 ml avjonat eller destillerat vatten och
spad till 1 liter.

2. Stamlosningar med makrondringsimnen bereds genom att kemikalierna nedan loses i 500 ml avjonat eller
destillerat vatten. Reagensen 2.1, 2.2, 2.3 och 2.4 kan kombineras till en stamlosning.

2.1 NaNoO, 12,750 g
2.2 Mgdl, - 6H,0 6,082 g



L 54/32 Europeiska unionens officiella tidning 1.3.2016
23 CaCl,- 2H,0 2,205 g
2.4 Stamlosning med mikrondringsimnen (se 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 Se anm. 1.

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

Anm. 1: Anvinds bara for kiselalger. Kemikalien kan tillsittas direkt (202,4 mg) eller via en stamlosning.
Slutkoncentrationen av kisel (Si) i mediet ska i bdda fallen vara 20 mg/l.

Stamlosningen med mikrondringsimnen bereds genom att kemikalierna nedan loses i 500 ml avjonat eller
destillerat vatten.

H,BO, 92,760 mg

Mndl, - 4H,0 207,690 mg

Zn(l, 1,635 mg

FeCl, - 6H,0 79,880 mg

CoCl, - 6H,0 0,714 mg

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

CuCl, - 2H,0 0,006 mg

Na,EDTA - 2H,0 150,000 mg [dinatrium(etylendinitril)tetraacetat]
Na,SeO, - 5H,0 0,005 mg. Se anm. 2.

Anm. 2: Anvinds bara for stamkulturer av kiselalger.

Justera pH till 7,5 £ 0,1 med 0,1 N eller 1,0 N NaOH eller HCL.

Om man anvinder sig av en elektronisk partikelrdknare ska mediet filtreras 6ver till ett sterilt kirl genom ett
membranfilter med en pordiameter pd 0,22 pm. Om partikelrdknare inte anvinds ska filtrets pordiameter i

stillet vara 0,45 pm.

Mediet lagras i morker vid ung. 4 °C tills det anvinds.
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Tilligg 4

Exempel pd en metod f6r algodling

Allminna papekanden
Syftet med odling enligt f6ljande metod &r att f& fram algkulturer for toxicitetstester.

Man mdste vidta limpliga atgdrder for att forhindra att algkulturerna kontamineras med bakterier. Utgdngsmaterialet
ska bestd av monokulturer, och helst axeniska sidana.

Alla moment ska utforas under sterila forhallanden for att undvika kontaminering med bakterier eller andra alger.

Utrustning och material

Se under testmetod: Utrustning

Odling av algkulturer
Beredning av ndringslosningar (ndringsmedier):

Alla nirsalter i mediet bereds som koncentrerade stamldsningar och lagras i morker vid 1ag temperatur. Losningarna
steriliseras genom filtrering eller autoklavering.

Mediet bereds genom att man tillsitter angiven mingd stamlosning till sterilt destillerat vatten. Kontaminering med
mikroorganismer maste undvikas. For fasta medier tillsdtts 0,8 % agar.

Stamkultur:

Stamkulturerna dr sma algkulturer som regelbundet overfors till farskt medium och som anvinds som utgdngstest-
material. Om kulturerna inte anvinds regelbundet ska de strykas ut pd bojda agarror. Dessa overfors till farske
medium minst en gdng varannan mdnad.

Stamkulturerna odlas i E-kolvar med limpligt medium (volym ca 100 ml). Om algerna inkuberas vid 20 °C i
kontinuerligt ljus maste overforingar goras en ging i veckan.

Vid detta moment overfor man med hjdlp av en steril pipett en viss miangd 'gammal’ kultur till en kolv med farskt
medium s att initialkoncentrationen for snabbvixande arter dr ca 100 gdnger ldgre 4n i den gamla kulturen.

Tillvaxttakten for en viss art kan bestimmas utifrdn tillvixtkurvan. Med hjilp av detta virde kan man sedan rikna
fram vid vilken celltithet kulturen ska overforas till nytt medium. Detta madste goras innan kulturen nér
deklinationsfasen.

Forkultur:

Avsikten med forkulturen 4r att f4 en mingd alger som ir limpliga for ympning av testkulturer. Forkulturen
inkuberas under testbetingelser och anvinds medan den &dnnu vixer exponentiellt, vanligen efter en
inkuberingsperiod pa 2-4 dagar. Algkulturer som innehéller deformerade eller avvikande celler kastas bort.
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Tilligg 5

Analys Av Data Med Icke-Linjir Regression
Allminna dverviganden

Responsen i algtester och andra tester som giller mikrobiell tillvixt (tillvixt av biomassa) dr per definition en
kontinuerlig, eller metrisk, variabel. Det ror sig om hastigheten hos en process i de fall man mater tillvixthastighet,
och integralen av motsvarande kurva om man i stillet miter biomassa. Bida variablerna jimfors sedan med
motsvarande genomsnittsrespons for icke-exponerade kontrollreplikat som uppvisar maximal respons under de
rddande f6rhéllandena — med ljus och temperatur som viktigaste faktorer i algtestet. Systemet kan vara uppdelat eller
homogent, och biomassan kan anses utgéra en helhet dir man inte behover ta hinsyn till enskilda celler. Variansfor-
delningen for responsen i ett sddant system beror uteslutande pd experimentella faktorer (ddr felen vanligen dr
lognormalfordelade eller normalfordelade). Detta ska jimforas med typiska responser i biologiska tester med
dikotoma data dir toleransen (som vanligen 4r binomialfordelad) hos enskilda organismer ofta antas vara det
dominerande elementet i variansen. Responsen i kontrollerna ar i detta fall noll eller har samma virde som
bakgrundsnivén.

[ det enklaste fallet minskar den normaliserade eller relativa responsen r monotont fran virdet 1 (ingen
tillvaxthamning) till 0 (100 % tillvixthdmning). Man bor vara medveten om att alla responser innehéller fel, och att
uppenbar negativ himning vid berdkningen uteslutande anses bero pd slumpmissiga fel.

Regressionsanalys

Modeller

Syftet med en regressionsanalys dr att kvantitativt beskriva dos-respons-kurvan i form av en matematisk regressions-
funktion, Y = f (C) eller — vanligare — F (Z), dir Z = log C. Anvind pd motsatt sitt kan funktionen C = £ (Y)
utnyttjas for berdkning av EC -virden, t.ex. EC,,, EC,, och EC,, samt motsvarande 95-procentiga konfidensgrinser.
Ett flertal enkla matematiska funktioner har visat sig vara lampliga for att beskriva forhallandet mellan koncentration
och respons vid bestimning av tillvixthdmning hos alger. Dessa funktioner innefattar t.ex. den logistiska ekvationen,
den icke-symmetriska Weibull-ekvationen samt funktionen for lognormalférdelning. De ir alla sigmoida kurvor som
asymptotiskt niarmar sig vardet noll for C — 0 och virdet ett dd C — odndligheten.

Ett nyligen framlagt alternativ till asymptotiska modeller d4r modeller som bygger pé kontinuerliga troskelfunktioner
(t.ex. Kooijman-modellen for tillvixthimning avseende populationer, se Koojjman m.fl. 1996). Modellen bygger pa
antagandet att det inte forekommer ndgra effekter under ett visst troskelvirde EC,+ som bestims genom
extrapolation av dos-respons-kurvan till den punkt dir den korsar koncentrationsaxeln. Man anvinder sig dd av en
enkel kontinuerlig funktion som inte r differentierbar i startpunkten.

Observera att analysen kan bestd av en enkel minimering av residualkvadratsummor (om man antar att variansen dr
konstant) eller av viktade kvadrater, om man kompenserar for variansens heterogenitet.

Firfarande

Forfarandet dr i korthet foljande: Vilj en limplig funktion, Y = f(C), och anpassa den till data genom icke-linjdr
regression. For att man ska kunna fi ut sd mycket information som mojligt frdn mdtdata bor man anvinda
mitvirden fran varje enskild kolv i stillet for medelvirden f6r samtliga replikat. Om variansen & andra sidan 4r hog
visar erfarenheten att medelvirden for replikaten troligen kan ge en matematisk uppskattning som dr mer tillforlitlig
och mindre paverkad av slumpmissiga fel i data 4n en metod ddr man behéller varje enskild datapunkt.

Plotta den anpassade kurvan och erhdllna mitdata, och kontrollera att kurvans anpassning ir godtagbar. Analys av
residualer kan vara ett sdrskilt anvindbart verktyg for detta dndamdl. Om den valda funktionen for anpassning av
dos-respons-kurvan ger en otillfredsstillande beskrivning av hela kurvan eller en visentlig del av denna, t.ex.
responsen vid ldga koncentrationer, bér man vilja en annan typ av kurvanpassning som inte dr symmetrisk, t.ex.
Weibull-funktionen. Negativ himning kan ge problem dd man anvinder sig av tex. funktionen for lognormal-
fordelning. Ocksa i detta fall bor man vilja en alternativ regressionsfunktion. Det ar inte limpligt att sddana negativa
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virden tilldelas virdet noll eller ett lagt positivt virde eftersom detta rubbar felférdelningen. Det kan vara befogat att
gora separata anpassningar for olika delar av kurvan. Exempelvis kan virdet pd EC,, , uppskattas fran den del av
kurvan dér tillvixthdmningen dr ldg. Berdkna frin den anpassade ekvationen (genom ‘omvind uppskattning, C =
1 (Y)) karaktiristiska punktskattningar for EC -virden. I rapporten ska dtminstone EC,, samt en eller tva
uppskattningar av EC_ . tas med. Den praktiska erfarenheten har visat att algtestet vanligen medger en rimligt
noggrann uppskattning vid 10 % tillvixthdmning, forutsatt att det finns tillrackligt ménga datapunkter. Undantaget
ar de fall da tillvixtstimulering skett vid ldga koncentrationer av testkemikalien. Uppskattningar av EC,, brukar ha
betydligt hogre precision dn uppskattningar av EC,,, eftersom EC,, vanligen befinner sig pd den approximativt
linjira delen av den centrala dos-respons-kurvan. Ibland kan EC,-virden vara svéra att tolka pa grund av tillvixtsti-
mulering. Aven om man vanligen fir fram EC,, med tillrickligt hég noggrannhet bér EC,, ocksd alltid rapporteras.

Viktningsfaktorer

Eftersom den experimentella variansen vanligen inte 4r konstant och normalt sett innehdller en proportionell
komponent bér man rutinmissigt gora en viktad regression. Viktningsfaktorerna vid en sddan analys antas vanligen
vara omvant proportionella mot variansen:

W, = 1/Var(r)

Ménga regressionsprogram har en funktion for viktad regressionsanalys dir viktningsfaktorerna tas fran en tabell.
Det ar lampligt att man normaliserar viktningsfaktorerna genom att multiplicera dem med n/T w; (ddr n ar antalet
datapunkter) s att summan av dem blir ett.

Normalisering av responser

Normalisering med medelvirdet for kontrollernas responser innebdr vissa principiella problem och leder ocksé till
en ganska komplicerad variansstruktur. Om man delar responsvirdena med medelvirdet for kontrollernas responser
for att fd fram den procentuella tillvixthimningen infér man samtidigt ett nytt fel pad grund av det fel som ir
kopplat till medelvirdet for kontrollerna. Om detta fel inte ar att betrakta som forsumbart mdste viktningsfaktorerna
for regression och konfidensgranser korrigeras for kovariansen med kontrollen (Draper och Smith, 1981). For att
den totala variansen for den relativa responsen ska kunna minimeras ar det viktigt att det uppskattade medelvardet
for kontrollernas respons har en hdg precision. Variansen uttrycks pé foljande sitt:

(Nedsdnkt i hanfor sig till koncentrationsnivan i, och nedsinkt 0 till kontrollerna.)

Yi = Relativ respons = r,/r, = 1 - I = f(C)
med variansen Var(Y,) = Var(r,/r,) = (9Yi [ O r)? - Var(r) + (O Y,/ O r,)? - Var(r,)
och eftersom (0 Y,/ Or) = 1[r,och (Y [ O 1) = 11,2

med normalt fordelade data och replikaten m, och m: Var(r; ) = 62/m,

i

blir den totala variansen for den relativa responsen Y, sdledes
Var(Y) = 0?/(r,2 - m,) + 12 - 02[r,* - m,

Felet for medelvirdet for kontrollerna dr omvént proportionellt mot kvadratroten av genomsnittsvirdet for antalet
kontrollreplikat. Det kan ibland vara befogat att ta med historiska data for att kraftigt minska felet. En alternativ
metod gdr ut pd att man inte normaliserar data eller anpassar de absoluta responserna — inbegripet responsvirden
for kontroller — utan i stillet tar med responsvirden for kontroller som en extra parameter som anpassas genom
icke-linjir regression. Om man anvinder sig av en regressionsformel av standardtyp med tvd parametrar kriver
metoden anpassning av tre parametrar, vilket innebdr att det kravs fler datapunkter 4n vid icke-linjar regression av
data som normaliserats med hjilp av en forvald kontrollrespons.
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Omvinda konfidensintervall

Berdkningen av konfidensintervall vid icke-linjir regression genom omvind uppskattning dr ganska komplex och
forekommer inte som standardfunktion i normala statistikprogrampaket. Ungeférliga konfidensgranser kan erhllas
med hjilp av standardprogram for icke-linjir regression med omparametrisering (Bruce och Versteeg, 1992), vilket
innebar att den matematiska ekvationen skrivs om med onskade punktskattningar, t.ex. med EC - och EC,;-virden
som de parametrar som ska uppskattas. (Lit funktionen vara I = f (a, f, koncentration) och anvind definitionsrela-
tionerna f (a, B, EC,;) = 0,1 och f (a, f, ECy) = 0,5 for att ersitta f (q, f, koncentration) med en likvirdig funktion
g (EC,,, EC,,, koncentration.)

En mer direkt berdkning (Andersen m.fl,, 1998) kan goras genom att man behaller den ursprungliga ekvationen och
anvinder sig av en Taylorexpansion runt medelvirdena for r, och r,.

Metoder med bootstrapping har blivit populdra pé senare tid. De gir ut pd att man uppskattar en empirisk
variansfordelning med hjilp av erhdllna mitdata i kombination med dterkommande omsampling som styrs av en
slumptalsgenerator.
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(4) Kapitel C.11 ska ersittas med foljande:

”C.11. RESPIRATIONSHAMNINGSTEST FOR AKTIVERAT SLAM (KOL- OCH AMMONIUMOXIDATION)

INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 209 (2010). Genom denna testmetod kan man bestimma
effekterna av en kemikalie pd mikroorganismer (frimst bakterier) frin aktiverat slam, genom att man mater
deras respirationshastighet (kol- och/eller ammoniumoxidation) under definierade forhéllanden vid olika
koncentrationer av testkemikalien. Testmetoden bygger pd ETAD:s (Ecological and Toxicological Association of
the Dyestuffs Manufacturing Industry) test (1) (2), pd den tidigare OECD-testriktlinjen TG 209 (3) och pa den
reviderade ISO-standarden 8192 (4). Testets syfte 4r att tillhandahalla en snabb screeningmetod for bedomning
av kemikaliers effekter pd mikroorganismerna i sddant aktivt slam som anvinds for biologisk (acrob)
nedbrytning i avloppsreningsverk. Testresultaten kan dven fungera som en indikator pd limpliga icke-
hammande koncentrationer f6r testkemikalier som ska anvindas i tester av bionedbrytbarhet (t.ex. kapitlen C.4
A-F, C.9, C.10, C.12 och C.29 i denna bilaga samt OECD:s testriktlinje 302C). I detta fall kan testet utforas
som ett screeningtest, liknande ett prelimindrt test eller ett toleranstest (se punkt 39), som endast beaktar den
totala respirationen. Denna information bor dock anvindas med forsiktighet nir det giller tester av ldtt
bionedbrytbarhet (kapitlen C.4 A—F och C.29 i denna bilaga) i vilka inokulatkoncentrationen ar betydligt lagre
dn den som anvinds i denna testmetod. Frénvaro av himning i detta respirationstest innebdr inte automatiskt
icke-hdmmande forhallanden i testerna av litt bionedbrytbarhet i kapitel C.4 A-F eller C.29 i denna bilaga.
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2. I allminhet verkar respirationshdmningstestet ha tillimpats framgéngsrikt dnda sedan det forst offentliggjordes,
men i vissa fall har felaktiga resultat rapporterats, t.ex. (2) (4) (5). Koncentrationsrelaterade respirationskurvor
blir ibland bifasiska, dos-responsplottar har forvanskats och EC,,-virden har varit ovantat liga (5).
Undersokningar har visat att sidana resultat uppstdr nir det aktiverade slam som anvinds i testet genomgar
betydande nitrifikation och testkemikalien har avsevirt storre inverkan pd oxidationen av ammonium &n pé
den allminna heterotrofa oxidationen. Man kan dirfor fa bukt med dessa felaktiga resultat genom att utfora
ytterligare tester med en sdrskild nitrifikationshimmare. Genom att méta syreupptagningshastigheten bade i
nirvaro och frinvaro av en sddan himmare, t.ex. N-allyltiourea (ATU), kan man berikna de separata totala
syreupptagningshastigheterna for heterotrof oxidation och nitrifikation (4) (7) (8). De himmande effekterna av
en testkemikalie pd dessa tvd processer kan faststillas och EC,,-vdrden for bdde heterotrof oxidation av
organiskt kol och ammoniumoxidation (nitrifikation) kan berdknas pd vanligt sitt. Det bor noteras att den
himmande inverkan av N-allyltiourea i vissa sillsynta fall helt eller delvis kan upphdvas genom
komplexbildning med testkemikalier eller tillsatser till testmediet, t.ex. Cu**-joner (6). Cu**-joner ir essentiella
for Nitrosomonas, men giftiga 1 hogre koncentrationer.

3. Behovet av nitrifikation i den aeroba reningen av avloppsvatten, ett nddvindigt steg i processen for att avldgsna
kvive frdn avloppsvattnet genom denitrifikation till gasformiga produkter, har blivit mycket akut, sirskilt i
europeiska lander. EU har nu faststillt lagre gransvirden for kvdvekoncentrationen i behandlat avloppsvatten
som sldpps ut i mottagande vattenmassor (!).

4. For de flesta dandamal dr det lampligt att bara anvdnda den metod som giller effekter pd oxidationen av
organiskt kol. I vissa fall kan det dock krivas en undersokning av effekterna enbart pé nitrifikationen, eller pa
bade nitrifikationen och oxidationen av organiskt kol, fast var for sig, for att man ska kunna tolka resultaten
och forstd effekterna.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

5.  Respirationshastigheterna i proven med aktiverat slam till vilka syntetiskt avloppsvatten tillférts mits i en
sluten cell med en syreelektrod efter en kontakttid pd 3 timmar. Om exponeringsscenariot ska vara realistiskt
kan det vara lampligt med lingre kontakttider. Om testkemikalien snabbt bryts ned, t.ex. abiotiskt genom
hydrolys, eller dr instabil och koncentrationen inte kan uppritthallas tillrickligt val, kan 4ven en kortare
exponeringstid, t.ex. 30 minuter, anvindas. Kinsligheten i varje parti aktiverat slam bor kontrolleras med en
lamplig referenskemikalie pd exponeringsdagen. Testet anvinds vanligtvis for att bestimma EC -virden (t.ex.
EC,,) for testkemikalien och/eller NOEC-virdet.

6. Himningen av syreupptagningen for mikroorganismer som oxiderar organiskt kol kan uttryckas separat frdn
hiamningen for mikroorganismer som oxiderar ammonium genom mdtning av syreforbrukningshastigheten
med och utan tillsats av n-allyltiourea, ett &mne som specifikt himmar oxidationen av ammonium till nitrit hos
de bakterier som utfor forsta steget i nitrifikationen. I detta fall beriknas den procentuella himningen av
syreupptagningshastigheten genom en jimforelse av syreupptagningen i nirvaro av testkemikalien med ett
medelvirde for syreupptagningen i motsvarande kontrollprover utan testkemikalie, bdde i nirvaro och frénvaro
av n-allyltiourea.

7. Eventuell syreupptagning till foljd av abiotiska processer kan pévisas genom en bestimning av hastigheten i
blandningar bestdende av testkemikalie, syntetiskt avloppsvattensmedium och vatten, i vilka aktiverat slam
uteldmnats.

INFORMATION OM TESTKEMIKALIEN

8.  Testkemikaliens identifiering (helst CAS-nummer), namn (IUPAC), renhetsgrad, vattenloslighet, angtryck,
flyktighet och adsorptionsegenskaper bor vara kdnda for att mojliggora en korrekt tolkning av resultaten. I
regel kan flyktiga kemikalier inte testas pd lampligt sitt om inte sdrskilda dtgarder vidtas (se punkt 21).

(") Radets direktiv 91/271/EEG av den 21 maj 1991 om rening av avloppsvatten frdn titbebyggelse. EGT L 135, 30.5.1991, s. 40.
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TESTMETODENS TILLAMPBARHET

9.  Testmetoden kan tillimpas pd vattenlosliga, svarlosliga och flyktiga kemikalier. Det dr dock inte alltid majligt
att fd fram EC,,-virden med kemikalier som har begrinsad loslighet, och giltiga resultat med flyktiga
kemikalier kan endast uppnds om merparten (till exempel > 80 %) av testkemikalien &terstdr i reaktions-
blandningen i slutet av exponeringsperioden eller -perioderna. Uppgifter som utgor ytterligare analytiskt stod
bor limnas in sd att bestimningen av EC -koncentrationen kan forbittras om man ér osiker pd testkemikaliens
stabilitet eller flyktighet.

REFERENSKEMIKALIER

10. Referenskemikalier bor regelbundet testas for att sikerstilla att testmetoden och testbetingelserna ar tillforlitliga,
och for att pd exponeringsdagen kontrollera kinsligheten hos varje parti aktiverat slam som anvinds som
mikrobiellt inokulat. Kemikalien 3,5-diklorfenol (3,5-DCP) dr limplig att anvdnda som referensinhibitor-
substans, eftersom man vet att den hdmmar respirationen och anvinds i ménga olika typer av tillvixthdmnings-
och toxicitetstester (4). Aven koppar(Il)sulfatpentahydrat kan anvindas som referensimne for himning av den
totala respirationen (9). N-metylanilin kan anvindas som sirskild referensinhibitorsubstans for nitrifikation (4).

KRITERIER FOR TESTRESULTATENS GILTIGHET OCH REPRODUCERBARHET

11. Blankproven (utan testkemikalie eller referenskemikalie) bor inte ha en syreupptagningshastighet som ar
mindre 4n 20 mg syre per gram aktiverat slam (torrvikt suspenderade fasta amnen) per timme. Om hastigheten
ar lagre bor testet upprepas med tvittat aktiverat slam eller med slam frén en annan killa. Variationskoef-
ficienten for syreupptagningshastigheten i kontrollreplikaten bor inte vara mer dn 30 % i slutet av det definitiva
testet.

12. I ett internationellt ringtest frin 2004 som organiserades av ISO (4) och dir man anvinde aktiverat slam frin
avloppsvatten frn hushill, befanns EC,, for 3,5-DCP ligga i intervallet 2-25 mg/l f6r den totala respirationen,
5-40 mg/l for den heterotrofa respirationen och 0,1-10 mg/l for respirationen vid nitrifikation. Om ECj, for
3,5-DCP inte ligger inom det forvintade intervallet bor testet upprepas med aktiverat slam frin en annan killa.
EC,, for koppar(l)sulfatpentahydrat bor ligga i intervallet 53-155 mg/l for den totala respirationen (9).

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Testkiirl och annan utrustning

13. Vanlig laboratorieutrustning samt foljande krivs:
(a) Testkdrl - t.ex. 1 000 ml bagare som kan rymma 500 ml reaktionsblandning (se punkt 5 i figur 1).

(b) Mitcell och anslutningsdon for mitning av halten 16st syre, en limplig syreelektrod, en kapslad cell som
kan rymma provet utan ndgot gasutrymme och en mdtare (t.ex. 7, 8, 9 i figur 1 i tilligg 2). Alternativt kan
en BOD-kolv anvidndas med en limplig 6vergdngsmuff for att fista syreelektroden mot flaskans hals (se
figur 2 i tilligg 3). For att undvika forlust av undantrangd vitska nér syreelektroden infors ar det lampligt
att forst fora in en tratt eller ett glasror genom muffen, eller att anvdnda kérl med utsvingda kanter. I bdda
fallen bor man anvinda en magnetomrorare eller en alternativ omrorningsmetod, t.ex. en sjalvomrorande
sond.

(c) Magnetomrorare och magnetloppor, belagda med inert material for anvindning i mitkammaren och/eller
testkarlen.

(d) Luftningsanordning. Om sé kravs leds den komprimerade luften genom ett limpligt filter, s att partiklar
och olja avldgsnas, samt genom tvittflaskor med vatten for att fuktas. Innehéllet i kdrlen luftas med
pasteurpipetter eller andra luftningsanordningar som inte adsorberar kemikalier. En orbitalskak med
hastigheten 150-250 rpm och med kolvar som rymmer t.ex. 2 000 ml kan anvindas for att tillgodose
syrebehovet i slammet och 16sa problemet med kemikalier som bildar stora mingder skum, ar flyktiga och
dirfor gar forlorade, eller r svdra att dispergera ndr de luftas genom bubbling. Testsystemet bestdr vanligen
av ett antal bagare som luftas kontinuerligt, etableras sekventiellt (t.ex. med ca 10-15 minuters mellanrum)
och sedan analyseras sekventiellt. Validerade instrument som méjliggor samtidig luftning och métning av
syreforbrukningshastigheten i blandningarna kan ocksd anvindas.
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(e) pH-mitare.

(f) Centrifug, allmin bankcentrifug for slam med en kapacitet pd 10 000 m/s2.

Reagens

14. Reagens av analyskvalitet bor anvdndas genomgédende.

Vatten

15. Destillerat eller avjonat vatten som innehdller mindre dn 1 mg/l DOC bor anvindas, utom dd klorfritt
kranvatten anges.

Syntetiskt avloppsvatten

16. Mediet bor beredas med foljande bestdndsdelar i angivna mangder:

— pepton 16 g
— kottextrakt (eller jamforbart vegetabiliskt extrakt) 11g
— urea 3g
— natriumklorid (NaCl) 0,7 ¢
— kalciumkloriddihydrat (CaC1,, 2H,0) 04g
— magnesiumsulfatheptahydrat (MgSO,, 7H,0) 02¢g
— vattenfritt kaliummonovitefosfat (K,HPO,) 28¢g

— destillerat eller avjonat vatten till 1 liter

17. Losningens pH bor vara 7,5 £ 0,5. Om det framstillda mediet inte anvinds omedelbart ska det forvaras morke
vid 0—4 °C i hogst en vecka eller under forhallanden som inte dndrar dess sammansittning. Det bor noteras att
detta syntetiska avloppsvatten dr 100 gdnger mer koncentrerat dn det som beskrivs i OECD:s tekniska rapport
Proposed method for the determination of the biodegradability of surfactants used in synthetic detergents av den 11 juni
1976, och att dikaliumvitefosfat dessutom har tillsatts.

18. Alternativt kan bestdndsdelarna i mediet steriliseras var for sig innan forvaring, eller s kan pepton och
kottextrakt tillsdttas strax innan testet utfors. Mediet bor blandas grundligt foére anvindning och pH-virdet
justeras vid behov till pH 7,5 % 0,5.

Testkemikalie

19. En stamlosning ska beredas for litt vattenlosliga testimnen endast upp till maximal vattenloslighet (utfallning
far inte ske). Amnen med 18g vattenloslighet, blandningar med komponenter av olika vattenloslighet och
adsorberande dmnen bor vigas direkt i testkdrlen. I dessa fall kan anvindning av stamlosningar vara ett
alternativ om de losta koncentrationerna av testkemikalien bestdms analytiskt i testkérlen (innan det aktiverade
slammet tillsdtts). Om man bereder en WAF (water accommodated fraction), dr det ocksd viktigt att gora en
analytisk bestdimning av de losta koncentrationerna av testkemikalierna i testkdrlen. Man bor undvika att
anvidnda organiska losningsmedel, emulgeringsmedel eller dispergeringsmedel for att forbittra losligheten.
Behandling med ultraljud av stamlosningar och suspensioner innan de rors om, t.ex. ver natten, dr mojligt nar
det finns tillricklig information om testkemikaliens stabilitet under sddana forhallanden.

20. Testkemikalien kan ha en negativ inverkan pd pH-virdet i testsystemet. pH-virdet i blandningar som behandlats
med testkemikalien bor faststillas fore testet i ett prelimindrt forsok, for att ta reda pd om det 4r nodvindigt att
gora en justering av pH-virdet innan huvudtestet, och dterigen pd samma dag som huvudtestet. Losningar eller
suspensioner av testkemikalien i vatten bor vid behov neutraliseras innan inokulatet tillsitts. Beroende pé
undersokningens syfte kan dock ytterligare tester utforas for att bedéma effekten av testkemikalien pd slammet
utan pH-justering, eftersom neutraliseringen kan péverka kemikaliens kemiska egenskaper.



L 54/40 Europeiska unionens officiella tidning 1.3.2016

21. De toxiska effekterna av flyktiga kemikalier, i synnerhet i tester ddr luft bubblas genom systemet, kan leda till
att varierande effekter uppstdr pd grund av forlust av dmnet under exponeringstiden. Forsiktighet bor iakttas
nir sddana dmnen anvinds genom att man utfor en dmnesspecifik analys av kontrollblandningar som
innehéller dmnet och genom att man dndrar genomluftningen.

Referenskemikalie

22. Om 3,5-diklorfenol anvinds som referenskemikalie bereds en losning med 1,00 g 3,5-diklorfenol i 1 000 ml
vatten (15). Varmt vatten ochfeller ultraljud anvinds for att paskynda upplésningen och spiada 16sningen till
onskad volym ndr den har svalnat till rumstemperatur. Det bor dock sikerstillas att referenskemikalien inte
forandras strukturellt. Losningens pH-virde kontrolleras och justeras vid behov med NaOH eller H,SO, till
pH 7-8.

23. Om koppar(Il)sulfatpentahydrat anvinds som referenskemikalie bereds losningar med koncentrationerna
58 mg/l, 100 mg/l och 180 mg/l (en faktor 1,8). Amnet vigs upp direkt i testkdrlen (29 — 50 — 90 mg for en
total volym pd 500 ml) och 16ses sedan upp i 234 ml autoklaverat kranvatten. Koppar(Il)sulfatpentahydrat ar
lattlosligt. Nar testet inleds tillsdtts 16 ml syntetiskt avloppsvatten och 250 ml aktiverat slam.

Specifik himning av nitrifikation

24. En 2,32 g/l stamlosning av n-allyltiourea (ATU) bereds. Om 2,5 ml av denna 16sning tillsitts i en inkuberings-
blandning med slutlig volym pd 500 ml blir resultatet en slutkoncentration pd 11,6 mg ATU/l (10~ * mol/l),
vilket ar tillrackligt (4) for att orsaka en 100-procentig himning av nitrifikationen i ett nitrifierande aktiverat
slam som innehéller 1,5 g/l suspenderade fasta dmnen.

Abiotisk kontroll

25. 1 vissa sillsynta fall kan en testkemikalie med starkt reducerande egenskaper orsaka en madtbar abiotisk
syreforbrukning. I sddana fall kan det vara nodvindigt att ha abiotiska kontroller for att skilia mellan
testkemikaliens abiotiska syreforbrukning och mikrobiell respiration. Abiotiska kontroller kan beredas genom
att man uteldmnar inokulatet fran testblandningarna. P4 samma sitt kan abiotiska kontroller utan inokulat
inkluderas nir analytiska stodmitningar utfors for att faststilla den uppnddda koncentrationen under testets
exponeringsfas, t.ex. nir man anvinder stamlosningar med kemikalier som &r svérlosliga i vatten tillsammans
med komponenter som har olika vattenloslighet. I sarskilda fall kan det vara nodvindigt att bereda en abiotisk
kontroll med ett sterilt inokulat (t.ex. genom autoklavering eller tillsdttning av steriliserande toxiska dmnen).
Vissa kemikalier kan endast producera eller forbruka syre om ytarean ér tillrickligt stor for att en reaktion ska
intriffa, dven om de normalt sett behover mycket hogre temperatur eller tryck for detta. I detta avseende bor
sdrskild uppmirksamhet dgnas 4t peroxidiska dmnen. Steriliserade inokulat ger en stor yta.

Inokulat

26. Aktiverat slam for allmidn anvindning samlas in frin (eller nira) utloppet pé luftningstanken hos ett vil
fungerande reningsverk som huvudsakligen behandlar avloppsvatten frdn hushéll. Beroende p4 testets syfte kan
dven andra limpliga typer av eller killor for aktiverat slam anvindas, t.ex. slam som framstillts i laboratoriet.
Slammet ska ha en limplig koncentration av suspenderade fasta dmnen, 2—4 g/l. Slam frdn olika reningsverk
har dock ofta olika egenskaper och kinslighet.

27. Slammet kan anvindas som det 4r nir det samlas in, men grova partiklar bor avligsnas genom sedimentering
under en kort period, t.ex. 5-15 minuter, foljt av dekantering av det 6versta skiktet med finkornigare fasta
amnen eller sdllning (t.ex. genom en sikt med maskstorleken 1 mm). Alternativt kan slammet homogeniseras i
blandare i ca 15 sekunder eller lingre, men forsiktighet krivs med tanke péd de skjuvkrafter och temperaturfo-
randringar som kan uppstd vid 1dnga blandningstider.
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28. Det ir ofta nodvindigt att tvitta slammet, t.ex. om den endogena respirationshastigheten ar ldg. Slammet bor
forst centrifugeras, t.ex. i 10 minuter vid ca 10 000 m/s? sd att det bildas en klar supernatant samt en pellet
bestdende av avloppsvattnets fasta bestdndsdelar. Supernatanten kasseras och slammet &tersuspenderas i
klorfritt kranvatten under skakning. Tvittvattnet avligsnas sedan genom att slammet ater centrifugeras och
supernatanten kasseras. Tvitt och centrifugering upprepas vid behov. Torrvikten hos en kdnd volym av det
atersuspenderade slammet faststills, och slammet ska antingen koncentreras genom att vitska avldgsnas eller
spidas ytterligare i klorfritt kranvatten sd att man uppnér den erforderliga koncentrationen for slammets fasta
bestdndsdelar pd 3 g/l. Det aktiverade slammet luftas kontinuerligt (t.ex. 2 l/minut) vid testtemperaturen, och
det bor helst anvindas samma dag som det samlas in. Om detta inte dr mojligt ska syntetiskt avloppsvatten
(50 ml syntetiskt avloppsvatten/liter aktiverat slam) tillforas slammet dagligen i ytterligare tvd dagar. Slammet
anvinds direfter 1 testet och resultaten betraktas som giltiga, forutsatt att inga betydande fordndringar av
slammets aktivitet har intriffat. Detta avgors genom en bestimning av slammets endogena heterotrofa och
nitrifierande respirationshastighet.

29. Svérigheter kan uppstd om skumbildning intrdffar under inkuberingsfasen i sddan omfattning att skummet och
de partiklar frén slammet som ér suspenderade i skummet svimmar ut ur luftningskérlen. Ibland forekommer
skumbildning pd grund av nirvaron av syntetiskt avloppsvatten, men man méste rikna med skumbildning om
testkemikalien bestdr av eller innehéller ett ytaktivt dmne. Forlust av fasta dmnen i slammet frén testbland-
ningarna leder till artificiellt minskade respirationshastigheter som felaktigt kan tolkas som en foljd av
hdmning. Det ytaktiva dmnet koncentreras dessutom i skumlagret vid luftning av 16sningen med det ytaktiva
amnet. Forlust av skum frin testsystemet sdnker exponeringskoncentrationerna. Skumbildningen kan
kontrolleras genom enkla mekaniska metoder (t.ex. sporadisk manuell omrérning med en glasstav) eller genom
att tillsdtta ett skumddmpande dmne bestdende av en silikonemulsion som &r fri fran ytaktiva dmnen och/eller
genom att lufta 16sningen med skakkolvmetoden. Om problemet hirror frdn nirvaron av syntetiskt
avloppsvatten bor sammansittningen av avloppsvattnet modifieras genom att man tillsdtter en skumdimpande
reagens, med en méngd pd t.ex. 50 pl/l. Om skumbildningen orsakas av testkemikalien bor den kvantitet som
behévs for att dimpa skumbildningen faststillas vid den hogsta testkoncentrationen, och direfter bor alla
enskilda luftningskarl behandlas identiskt (inklusive kérl i vilka inget skum forekommer, t.ex. blankprov och
referenskidrl). Om skumdidmpande medel anvinds bér det inte forekomma ndgon interaktion med inokulatet
och/eller testkemikalien.

TESTFORFARANDE

30. Man kan faststilla hdmningen av tre olika syreupptagningar: totalt, endast heterotrof, och syreupptagning pa
grund av nitrifikation. Normalt bor det ricka att mita himningen av den totala syreupptagningen. Man
behover kinna till effekterna pd den heterotrofa syreupptagningen vid oxidering av organiskt kol och pa grund
av oxidation av ammonium om det finns ett sdrskilt krav pd dessa tvd endpoints f6r en viss kemikalie eller
(alternativt) for att forklara atypiska dos-responskurvor genom himning av den totala syreupptagningen.

Testbetingelser

31. Testet bor utforas vid en temperatur pa 20 + 2 °C.

Testblandningar

32. Testblandningar (F; som i tabell 1) som innehdller vatten, syntetiskt avloppsvatten och testkemikalien bereds s&
att olika nominella koncentrationer av testkemikalien erhdlls (se tabell 1 for exempel pé bestdndsdelarnas
méngder). Vid behov justeras pH-virdet till 7,5 + 0,5. Blandningarna spads med vatten och inokulatet tillsatts
sd att lika slutvolymer i kirlen uppnés och luftningen kan inledas.

Referensblandningar

33. Blandningar (F;) bereds pd samma sdtt som testblandningarna, med referenskemikalien, t.ex. 3,5-diklorfenol,
som ersittare for testkemikalien.
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Blankprov

34. Blankprov (F;) bereds i borjan och slutet av exponeringstiden i prov dir testbiagarna upprittas sekventiellt med
jamna mellanrum. Vid tester som gors med utrustning som mojliggor samtidiga mdtningar av
syreforbrukningen inkluderas minst tvd blankprov i varje parti som analyseras samtidigt. Blankproven ska
innehalla samma volym aktiverat slam och syntetiskt medium men inga test- eller referenskemikalier. De spids
med vatten till samma volym som test- och referensblandningarna.

Abiotisk kontroll

35. Vid behov, t.ex. om testkemikalien dr kdnd for eller misstinks ha starkt reducerande egenskaper, bor en
blandning F, beredas fér mitning av den abiotiska syreférbrukningen. Blandningen bér ha samma méngd
testimne och syntetiskt avloppsvatten och samma volym som testblandningarna, men sakna aktiverat slam.

Allminna forfaranden och mitningar

36. Testblandningar, referensblandningar, blankprov och abiotiska kontroller inkuberas vid testtemperaturen under
forcerad luftning (0,5-1 1/min) s att halten l6st syre halls over 60-70 % mittnad och det flockade slammet
forblir suspenderat. Det dr ocksd nodvindigt med omrorning i kulturerna for att se till att det flockade
slammet forblir suspenderat. Inkuberingen paborjas nir inokulatet med aktiverat slam for forsta gangen
kommer i kontakt med Gvriga bestdndsdelar i den slutliga blandningen. Vid inkuberingens slut, efter den
angivna exponeringstiden pé vanligtvis 3 timmar, ska prover tas for métning av hur snabbt halten 16st syre
avtar i den cell som utformats for detta dandamal (figur 2 i tilligg 3) eller i en helt fylld BOD-kolv. Det sitt pa
vilket inkuberingarna inleds beror ocksd pé den anvinda utrustningens kapacitet att mita syreforbrukningshas-
tigheten. Om det till exempel ingdr en enda syresond gors mitningarna var och en for sig. I forevarande fall
maste de olika blandningar som behovs for testet av syntetiskt avloppsvatten beredas men inokulatet bor inte
tillsattas, och de erforderliga volymerna slam bor tillsdttas i varje kirl i satsen. Varje inkubering bor inledas
successivt efter lampligt valda intervaller pd t.ex. 10-15 minuter. Alternativt kan mitsystemet utgoras av flera
sonder som mojliggor flera samtidiga mdtningar. I sddana fall kan inokulatet tillsittas samtidigt i limpliga
grupper med karl.

37. Koncentrationen for det aktiverade slammet i alla test- och referensblandningar samt blankproven (men inte de
abiotiska kontrollerna) dr nominellt 1,5 g/l for suspenderade fasta dmnen. Syreforbrukningen bor maitas efter 3
timmars exponering. Ytterligare matningar efter 30 minuters exponering bor utforas om s ar lampligt och pé
det sitt som beskrivs ovan i punkt 5.

Slammets nitrifikationspotential

38. For att avgdra om slam nitrifieras och, om sd ar fallet, med vilket hastighet, bér man bereda blandningar (F,)
som i blankproven och ytterligare *kontroll-blandningar (F,) men som dven innehéller 11,6 mg/l n-allyltiourea.
Blandningarna luftas och inkuberas vid 20 + 2 °C i 3 timmar. Direfter mits syreupptagningshastigheten, och
hastigheten for syreupptagning pd grund av nitrifikation berdknas.

Testuppligg

Prelimindrt test

39. Ett preliminirt test anvinds vid behov for att uppskatta de koncentrationer av testkemikalien som behévs i det
definitiva testet for bestdmning av hdmningen av syreforbrukningen. Alternativt kan det faktum att
testkemikalien inte hdmmar syreforbrukningen i ett preliminért test visa att det definitiva testet 4r onddigt, men
tre exemplar vid den hogsta testade koncentrationen i det preliminira testet (vanligen 1 000 mg/l, men kravet
pa data avgor) bor inkluderas.
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Tabell 1

Exempel pa blandningar f6r det inledande testet

Reagens Ursprunglig koncentration
Staml6sning med testkemikalie 10 g/l
Stamlosning med syntetiskt medium Se punkt 16.
Suspenderad stamlosning med aktiverat 3 g/l suspenderade fasta dmnen
slam
Dosering i testkarlen (%)
Besténdsdelar i blandningarna

FT] FTZ FT3-5 FB]-Z FA
Stamlosning av testkemikalien (ml) 0,5 5 50 0 50
(punkterna 19-21)
Stamlosning med syntetiskt avloppsvatten 16 16 16 16 16
(ml)
(punkt 16)
Suspenderad 16sning med aktiverat slam 250 250 250 250 0
(ml)
(punkterna 26-29)
Vatten 233,5 229 184 234 434
(punkt 15)
Blandningarnas totala volym (ml) 500 500 500 500 500

Koncentrationer i blandningen

Testsuspension (mg/l) 10 10 1 000 0 1 000
Aktiverat slam
(suspenderade fasta dmnen) (mg/l) 1 500 1 500 1 500 1 500 0

() Samma forfarande bor foljas med referenskemikalien och ge kolvarna Fy, ,

40. Testet bor utforas med minst tre koncentrationer av testkemikalien, t.ex. 10 mg/l, 100 mg/l och 1 000 mg/l
med ett blankprov och, vid behov, minst tre abiotiska kontroller med den hogsta koncentrationen av
testkemikalien (se tabell 1 som exempel). Helst ska de ligsta koncentrationerna inte ha nigon inverkan pd
syreforbrukningen. Syreupptagningshastigheterna och nitrifikationshastigheten bor berdknas (om tillimpligt),
och direfter bor den procentuella himningen beriknas. Beroende pé testets syfte dr det dven mojligt att helt
enkelt faststilla toxiciteten for en koncentrationsgrins, t.ex. 1 000 mg/l. Om det inte forkommer ndgra
statistiskt signifikanta toxiska effekter vid denna koncentration dr det inte nodvindigt att utfora ytterligare
tester vid hogre eller ldgre koncentrationer. Det bor noteras att 4mnen som ar svérlosliga i vatten, blandningar
med komponenter som har olika vattenloslighet och adsorberande dmnen bor vigas upp direkt i testkdrlen. I
detta fall ska den volym som reserverats for stamlosningen med testimnet ersittas med utspadningsvatten.

Definitivt test
Himning av den totala syreupptagningen

41. Testet bor utforas med en serie koncentrationer som hirleds frdn det prelimindra testet. For att fi fram bade
NOEC och EC, (tex. ECy) bor man i de flesta fall ha sex kontroller och fem testkoncentrationer i en
geometrisk serie med fem replikat. Den abiotiska kontrollen behéver inte upprepas om det inte foreldg ndgon
syreupptagning i det prelimindra testet, men om det férekom betydande syreupptagning bor abiotiska
kontroller inkluderas for varje koncentration av testkemikalien. Slammets kinslighet bor kontrolleras med hjilp
av referenskemikalien 3,5-diklorfenol. Slammets kinslighet bor kontrolleras for varje testserie, eftersom
kinsligheten ofta varierar. Under alla omstindigheter ska prover tas frén testkdrlen efter 3 timmar, och vid
behov efter ytterligare 30 minuter, for mitning av syreupptagningshastigheten i syreelektrodcellen. Pd basis av
insamlade data kan kontrollens och testblandningarnas sirskilda respirationshastigheter beriknas, och den
procentuella himningen berdknas sedan med hjilp av ekvation 7 nedan.
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Differentiering mellan himningen av den heterotrofa respirationen och nitrifikationen

42. Genom anvindning av den sirskilda nitrifikationshimmaren, ATU, kan man direkt bedoma de himmande
effekterna av testkemikalierna pd den heterotrofa oxideringen, och genom att subtrahera syreupptagningshas-
tigheten med ATU fran den totala upptagningshastigheten (utan ATU), kan effekterna pé nitrifikationshas-
tigheten berdknas. Tvd uppsittningar med reaktionsblandningar bor beredas i enlighet med de testuppldgg for
EC, eller NOEC som beskrivs i punkt 41, men ATU bor dessutom liggas till for varje blandning i en
uppsittning med en slutlig koncentration pa 11,6 mg/l, vilket har visat sig himma nitrifikationen helt i slam
med koncentrationer for suspenderade fasta amnen pé upp till 3 000 mg/l (4). Syreupptagningshastigheterna
bor mitas efter exponeringstiden. Dessa direkta virden representerar endast den heterotrofa respirationen, och
skillnaderna mellan dessa och motsvarande virden for den totala respirationen utgérs av nitrifikationen. De
olika graderna av himning ska dérefter berdknas.

Mitningar

43. Efter exponeringstiden overfors ett prov frdn det forsta luftningskarlet till syreelektrodcellen (figur 1 i tilligg 2)
och halten 16st syre mits omedelbart. Om ett system med flera elektroder finns att tillgd kan miétningarna
goras samtidigt. Det dr av avgorande betydelse att omrorning (med hjilp av en belagd magnet) sker i samma
takt som ndr elektroden kalibrerades for att se till att sonden svarar med minimal fordr6jning pa de vixlande
syrekoncentrationerna och for att mojliggora regelbundna och reproducerbara matningar av syre i matkarlet.
Det ar ofta tillrickligt med det sjdlvomrorande sondsystem som vissa syreelektroder dr utrustade med. Cellen
bor skoljas med vatten mellan métningarna. Alternativt kan provet anvindas for att fylla en BOD-kolv (figur 2
i tilldgg 3) forsedd med en magnetisk omrorare. En syresond med en overgdngsmuff fors sedan in i flaskans
hals och magnetomroraren sitts pd. I bada fallen mits halten 16st syre kontinuerligt och registreras under en
viss tid, vanligen fem till tio minuter eller till dess att syrekoncentrationen fallit under 2 mg/l. Elektroden
avldgsnas direfter, och blandningen aterfors till luftningskarlet, dir luftningen och omrorningen fortsitter om
det 4r nodvindigt att gora mitningar efter lingre exponeringstider.

Kontroll av testkemikaliens koncentration

44, For vissa dndamdl kan det vara nodvindigt att méta koncentrationen av testkemikalien i testkdrlen. Det bor
noteras att om stamlosningar av

— 4mnen som ar svarlosliga i vatten,
— blandningar som innehdller 4mnen med olika vattenloslighet, eller

— 4mnen med hog vattenloslighet men dir stamlosningens koncentration ligger nira den hogsta vattenlos-
ligheten

anvinds dr den losta delen okidnd, och den verkliga koncentrationen av testkemikalien som overfors till
testkdrlen dr okind. For att karakterisera exponeringen ir det nodvindigt att gora en analytisk bedomning av
testkemikaliens koncentrationer i testkdrlen. For att forenkla saken bor den analytiska bedomningen utforas
innan inokulatet tillsitts. Eftersom endast upplosta fraktioner overfors till testkirlen kan de uppmitta
koncentrationerna vara mycket laga.

45. For att undvika tidsodande och dyra analyser dr det bast att helt enkelt viga testkemikalien i testkdrlen och att
hinvisa till den ursprungliga vdgda nominella koncentrationen for péafoljande berakningar. Det ir inte
nodvindigt att differentiera mellan upplosta, oupplosta eller adsorberade fraktioner av testkemikalien eftersom
alla dessa fraktioner forekommer dven under verkliga forhallanden i ett reningsverk, och de kan variera
beroende pd sammansittningen av avloppsvattnet. Syftet med testmetoden 4r att gora en bedomning av en
icke-himmande koncentration under realistiska forhdllanden, och det ar inte lampligt att i detalj undersoka
vilka fraktioner som bidrar till himningen av organismerna i det aktiverade slammet. Slutligen bér de
adsorptiva dmnena ocksd vdgas direkt i testkirlen, och kdrlen bor silaniseras for att minimera forlusterna
genom adsorption.
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DATA OCH RAPPORTERING
Berikning av syreupptagninghastigheter

46. Syreupptagningshastigheterna bor berdknas utifrdn medelvirdet av de uppmatta virdena, t.ex. utifrdn den
linjara delen av kurvorna for syrekoncentrationen avsatt mot tiden, och berdkningarna bor dd inskrinkas till
syrekoncentrationer pd mellan 2,0 mg/l och 7,0 mg/l eftersom hogre och ligre koncentrationer i sig kan
paverka forbrukningshastigheten. Avvikelser till koncentrationsintervaller under eller over dessa virden ar
ibland oundvikliga och nddvindiga, t.ex. nir respirationen 4r starkt hdimmad och foljaktligen mycket ldngsam,
eller om ett visst aktiverat slam respirerar mycket snabbt. Detta kan godtas under forutsittning att de utvidgade
delarna av upptagningskurvan dr raka och deras lutningar inte dndras nir de passerar grinsvirdena pd 2,0 mg|l
eller 7,0 mg/l O, Alla bojda delar av kurvan visar att mitsystemet haller pd att stabiliseras eller att
upptagningshastigheten haller pé att dndras, och de bor inte anvindas for berdkning av respirationen.
Syreupptagningshastigheten bor uttryckas i milligram per liter per timme (mg/lh) eller milligram per gram torrt
slam per timme (mg/gh). Syreforbrukningshastigheten, R, i mg/lh kan beriknas eller interpoleras frén den
linjdra delen av den registrerade syreminskningskurvan enligt ekvation 1:

R=(Q,-Q)A x60 (1)
dar

Q, dr syrekoncentrationen i borjan av det utvalda avsnittet av den linjdra fasen (mg/l),
Q, ar syrekoncentrationen i slutet av det utvalda avsnittet av den linjdra fasen (mgl),

A, r tidsintervallet mellan dessa tvd métningar (min.).

t

47. Den sarskilda respirationshastigheten (R,) uttrycks som mingden forbrukat syre per g torrvikt slam per timme
(mg/gh) enligt ekvation 2:

dir SS dr koncentrationen av de suspenderade fasta dmnena i testblandningen (g/l).
48. De olika exponenterna f6r R som kan kombineras ar foljande:

S sirskild hastighet

T total respirationshastighet

N hastighet pd grund av respiration genom nitrifikation
H hastighet pd grund av heterotrof respiration

A hastighet pa grund av abiotiska processer

B hastighet baserad pd blankprov (medelvirde)

Berikning av syreupptagningshastigheten pa grund av nitrifikation

49. Forhdllandet mellan den totala resprationen (R;), respirationen genom nitrifikation (Ry) och den heterotrofa
respirationen (R,,) berdknas med formel 3:
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dar

Ry dr syreupptagningshastigheten pd grund av nitrifikation (mg/lh),
R; dr den uppmitta syreupptagningshastigheten i blankprovet (ingen ATU; F,) (mg/lh),

R, dr den uppmiitta syreupptagningshastigheten i blankprovet med tillsats av ATU (F,) (mg/lh).

50. Detta forhdllande giller for blankvirden (Ry, Ry R,y), abiotiska kontroller (Ry,, Ry, Ry,) och prover med

testkemikalier (Ry, Ry Ry (mg/gh). Sdrskilda respirationshastigheter berdknas utifrdn

51. Om Ry ir obetydligt stor (tex. < 5 % av R, i blankproven) i ett prelimindrt test kan man utgd fran att den
heterotrofa syreupptagningen ir lika med den totala upptagningen och att ingen nitrifikation péagar. En
alternativ killa for aktiverat slam behovs om testerna ska ta hinsyn till effekterna pd heterotrofa och
nitrifierande mikroorganismer. Ett definitivt test utfors om det finns tecken pd himmade syreupptagningshas-
tigheter med olika koncentrationer av testkemikalien.

Berikning av den procentuella himningen

52. Den procentuella himningen I; av den totala syreférbrukningen vid varje koncentration av testkemikalien kan
beriknas med ekvation 7:

L= [1 - R; = Ry)/Ryy] < 100%  (7)

53. Pa samma sdtt kan den procentuella himningen av den heterotrofa syreupptagningen I; vid varje koncentration
av testkemikalien berdknas med ekvation 8:

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

54. Slutligen kan himningen av syreupptagningen pd grund av nitrifikation IN vid varje koncentration berdknas
med ekvation 9:

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

55. Den procentuella himningen av syreupptagningen plottas mot logaritmen av testkemikaliens koncentration
(hamningskurva, se figur 3 i tilligg 4). Himningskurvor plottas for varje luftningsperiod pd 3 timmar eller
dessutom efter ytterligare 30 minuter. Den koncentration av testkemikalien som himmar syreupptagningen
med 50 % (EC,,) bor beriknas eller interpoleras utifrdn kurvan. Om limpliga data finns tillgingliga, kan de 95-
procentiga konfidensgrinserna for ECs,, kurvans lutning, och limpliga virden som markerar borjan (till
exempel EC,, eller EC,) och slutet av hidmningsintervallet (till exempel EC,, eller EC,) beriknas eller
interpoleras.

56. Det bor noteras att det mot bakgrund av den variabilitet som ofta férekommer i resultaten i ménga fall kan
vara tillrackligt att redovisa resultaten i storleksordning, till exempel

EC,, <1 mgll
EC,, 1 mg/ltill 10 mg/l
EC,, 10 mg/l till 100 mg/l

EC,, > 100mg/l
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Tolkning av resultaten

EC

X

57. EC,-virden, inklusive deras sammanhérande nedre och Gvre 95-procentiga konfidensgrinser for parametern i
fraga, berdknas med hjilp av lampliga statistiska metoder (t.ex. probit-analys, logistiska funktioner eller
Weibull-funktioner, den modifierade Spearman-Kirbermetoden eller enkel interpolering (11)). EC, beriknas
genom att ett virde som motsvarar x % av medelvirdet for kontrollen infors i den ekvation som erhallits. For
att berdkna EC;, eller nigot annat EC,-vdrde bor en regressionsanalys utforas pd medelvirdena for varje testkirl

(x).

Uppskattning av NOEC

58. Om en statistisk analys anvinds for att bestimma NOEC ir det nddvindigt att sammanstdlla statistiska
uppgifter for varje enskilt kirl (enskilda karl anses utgora replikat). Limpliga statistiska metoder bor anvindas i
enlighet med OECD:s dokument Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to
Application (11). I allminhet ska negativa effekter av testkemikalien jamfort med kontrollsubstansen undersokas
genom en ensidig (mindre) hypotesprovning vid p < 0,05.

Testrapport

59. Testrapporten ska innehdlla féljande information:
Testkemikalie
— trivialnamn, kemiskt namn, CAS-nummer, renhet,

— fysikalisk-kemiska egenskaper (t.ex. log K , vattenloslighet, dngtryck, Henrys konstant (H) och helst

information om testkemikaliens omvandling, spridning och f6rdelning, t.ex. adsorption till aktiverat slam),
Testsystem

— kalla, villkor for drift av reningsverk och infléde, koncentration, forbehandling och underhdll av det
aktiverade slammet,

Testbetingelser

— temperatur, pH under testet och exponeringens varaktighet,

Resultat

— kontrollernas specifika syreforbrukning (mg O,/(g slam x h),

— alla uppmiitta data, hdimningskurva/-kurvor och metod f6r berdkning av EC50,

— EC50 och, om mojligt, 95-procentiga konfidensgranser; eventuellt EC20, EC80. Eventuellt NOEC och de
anvinda statistiska metoderna om EC50 inte kan faststillas,

— resultat for den totala himningen och, om sd ar limpligt, den heterotrofa himningen och nitrifikations-
hamningen,

— abiotisk syreupptagning i den fysikalisk-kemiska kontrollen (om sddan anvinds),
— namn pd referenskemikalien och de resultat som erhéllits med denna kemikalie,

— alla fakttagelser och avvikelser fran det normala forfarandet som kan ha inflytande pé resultatet.
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Tilligg 1

Definitioner

Foljande definitioner galler for denna testmetod.

Kemikalie: ett &mne eller en blandning.

ECx (koncentration som orsakar x % effekt): den koncentration som orsakar en x-procentig effekt pad testorga-
nismerna efter en given exponeringstid jimfort med ett kontrollprov. ECs, ar till exempel den koncentration som
berdknas ha en effekt for en av testets endpoints pd 50 % av en exponerad population under en faststilld
exponeringstid.

Nolleffektkoncentrationen (NOEC, no observed effect concentration): den hogsta koncentrationen av
testkemikalien vid vilken ingen effekt har observerats. I detta test har en halt som motsvarar NOEC ingen statistiskt
signifikant effekt (p < 0,05) efter en given exponeringstid jimfort med ett kontrollprov.

Testkemikalie: alla imnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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Tilligg 2
Figur 1 Exempel pd mitenhet
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Tilligg 3
Figur 2: Exempel pd mitenhet vid anvindning av BOD-kolv
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Tilligg 4

Figur 3: Exempel pd himningskurvor
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® himning av nitrifiering vid anvindning av ett nitrifierande slam”
(5) Kapitel C.26 ska ersittas med foljande:
”C.26. BESTAMNING AV TILLVAXTHAMNING HOS LEMNA-ARTER (ANDMAT)
INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 221 (2006). Den dr avsedd for bestimning av kemikaliers
toxicitet for sotvattensvaxter av sliktet Lemna (andmat). Den bygger pa befintliga metoder (1) (2) (3) (4) (5) (6),
men har modifierats pd ndgra viktiga punkter i enlighet med nya forskningsron och till foljd av samrdd.
Testmetoden har validerats genom ett internationellt ringtest, dvs. en testjamforelse mellan olika laboratorier i
virlden (7).
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2. Metoden anvinds for toxicitetstest pd arterna Lemna gibba och Lemna minor. Bdda dessa arter har studerats
ingdende och anvints i test med de standardmetoder som det hénvisas till ovan. Taxonomin for Lemna spp. dr
komplicerad pd grund av mdngfalden fenotyper. Hos Lemna kan responsen pé toxiska substanser variera p.g.a.
genetiska skillnader, men f6r ndrvarande finns det inte tillrdckligt med data om denna kalla till variation for att
man ska kunna rekommendera en bestimd klon for anvindning i den aktuella testmetoden. Observera att
testet inte utfors axeniskt (dvs. med en monokultur fri fran infektion av mikroorganismer), men atgérder vidtas
vid ett antal tillfillen under testets gang for att hélla kontaminationen frn andra organismer si lig som
mojligt.

3. Dokumentet innehdller ingdende beskrivningar av testforfaranden med regelbunden fornyelse av testlosningar
(semistatiskt test och genomflodestest) och utan fornyelse av testlosningar (statiskt test). Beroende pa
lagstadgade krav och syftet med testet kan semistatiskt test eller genomflodestest komma i frdga i vissa fall, t.ex.
for kemikalier som snabbt forsvinner ur losningen genom avdunstning, ljusnedbrytning, utfillning eller
bionedbrytning. Ndrmare riktlinjer finns i (8).

4. De definitioner som anvinds finns i tilligg 1.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

5. Exponentiellt vixande vixtkulturer av sldktet Lemna fir vixa som monokulturer i olika koncentrationer av
testkemikalien under loppet av sju dagar. Syftet dr att genom bestimning av utvalda matvariabler kvantifiera
testkemikaliens effekter pé tillvixten under tiden for testets genomforande. Antalet fronder 4r den priméra
matvariabeln. Minst ytterligare en métvariabel — total frondarea, torrvikt eller firskvikt — miits, eftersom en del
kemikalier kan paverka andra métvariabler mer 4n de paverkar frondantalet. For att kvantifiera testkemikaliens
effekter jamfors tillvixten i testlosningarna med tillvixten i kontrollerna. Direfter bestims den koncentration
som dstadkommer en bestimd procent (x) av tillvixthdmning, t.ex. 50 %. Denna koncentration betecknas som
EC,, t.ex. EC, i fallet med 50 % tillvixthimning.

6. Endpoint i testet ar tillvixthdmning, uttryckt som den logaritmiska okningen av mitvariabeln (den
genomsnittliga specifika tillvixthastigheten) under exponeringstiden. Frdn de genomsnittliga specifika
tillvaxthastigheter som uppmitts i en serie testlosningar faststiller man den koncentration av testkemikalien
som ger upphov till en specificerad minskning av tillvixthastigheten, x % (t.ex. 50 %). Virdet uttrycks som E,C
(t.ex. E,Cyp).

X

7. I den hir testmetoden anvinds dven producerad mingd biomassa som responsvariabel, ndgot som kan vara
nodviandigt for att uppfylla gillande krav i vissa linder. Den definieras som storleken pd en mitvariabel vid
exponeringstidens slut minus storleken pd samma mitvariabel vid exponeringstidens borjan. Med
utgdngspunkt i den mingd biomassa som producerats i en serie testlosningar berdknar man den koncentration
av testkemikalien som ger upphov till en viss, faststilld minskning av midngden producerad biomassa, x % (t.ex.
50 %). Detta virde uttrycks som E C, (t.ex. E Cj).

8. Den ldgsta koncentrationen med observerad effekt (LOEC) och den hogsta koncentrationen utan observerad
effekt (NOEC) kan ocksé bestimmas statistiskt.

INFORMATION OM TESTKEMIKALIEN

9. Man bor ha tillgdng till en analysmetod som 4r tillrackligt kinslig for kvantitetsbestimning av testkemikalien i
testmediet.

10. Bland annat foljande uppgifter om testkemikalien kan vara av virde nir man faststiller testbetingelserna:
strukturformel, renhetsgrad, vattenloslighet, stabilitet i vatten och ljus, pK,, K, dngtryck och bionedbrytbarhet.
Loslighet i vatten och dngtryck kan anvindas for att berdkna Henrys konstant, som visar om det dr sannolikt
att forlusterna av testkemikalien under testets genomforande kommer att vara betydande. Detta ger en
indikation pd om man behover vidta &tgirder for att kontrollera dessa forluster. Om uppgifterna om
testkemikaliens 16slighet och stabilitet 4r osdkra, bor man bedéma dessa egenskaper under testbetingelserna,
dvs. i det odlingsmedium, vid den temperatur och under de belysningsfoérhallanden som anvinds i testet.
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11. Nir det 4r sirskilt viktigt att reglera testmediets pH, tex. vid test av hydrolytiskt instabila metaller eller
kemikalier (dvs. sddana som bryts ned i vatten), bor man tillsitta en buffert i odlingsmediet (se punkt 21).
Nérmare vigledning for testning av kemikalier vars fysikalisk-kemiska egenskaper gor dem svéra att testa finns

i (8).

TESTETS GILTIGHET

12. For att testresultaten ska vara giltiga méste fordubblingstiden for frondantalet i kontrollen vara mindre 4n
2,5 dagar (60 timmar). Det motsvarar en okning pd ca 700 % pd 7 dagar och en genomsnittlig specifik
tillvixthastighet pd 0,275 d-'. Med de testmedier och testbetingelser som beskrivs for den aktuella testmetoden
kan detta kriterium uppfyllas med ett statiskt testforfarande (5). Kriteriet bor ocksd kunna uppfyllas vid
semistatiskt testforfarande och genomflodestest. Berdkningen av fordubblingstiden beskrivs i punkt 49.

REFERENSKEMIKALIE

13. Referenskemikalie(r), t.ex. 3,5-diklorfenol, som anvinds i det internationella ringtestet (7), kan testas for att
kontrollera testforfarandet. Det dr lampligt att testa en referenskemikalie minst tvd gdnger per ér eller, om
testen utfors mer sillan, parallellt med faststillandet av en testkemikalies toxicitet.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Utrustning

14. All utrustning som befinner sig i kontakt med testmedier ska vara av glas eller annat kemiskt inert material.
Glasutrustning som anvénds for odling och test ska vara rengjord fran kemiska fororeningar som kan licka in i
testmediet, och glaset ska vara sterilt. Provkirlen ska vara sd vida att fronderna frin de olika kolonierna i
kontrollerna kan vixa utan att de ticker varandra i slutet av testet. Det gor inget om rotterna vidror botten av
provkirlen, men alla provkérl bér vara minst 20 mm djupa och ha en volym pé minst 100 ml. S4 linge dessa
krav dr uppfyllda har valet av provkarl ingen avgorande betydelse. Glasbdgare och kristalliseringsskalar samt
petriskdlar av glas — alla med passande storlekar — har alla visat sig vara limpliga. Provkirlen mdste vara
tillslutna for att avdunstning och oavsiktlig kontamination ska héllas sd ldg som majlig, samtidigt som
erforderlig luftvixling ska vara mojlig. Provkirlen — framfor allt lock, proppar eller andra typer av forslutningar
— madste vara siddana att det inte forekommer ndgon skuggverkan eller forindringar av ljusets spektrala
egenskaper.

15. Odlingar och provkirl fir inte forvaras tillsammans. Bést dr att anvinda separata klimatodlingskammare,
inkubatorer eller klimatrum. Belysning och temperatur mdaste kunna regleras och héllas pd konstant niva (se
punkterna 35-36).

Testorganism

16. Som organism for testet anvinds Lemna gibba eller Lemna minor. Tillagg 2 innehéller kortfattade beskrivningar
av andmatsarter som har anvints for toxicitetstest. Vaxtmaterial kan tas fran en kultursamling, inforskaffas fran
ett annat laboratorium eller samlas in i naturen. Innan de anvinds ska plantor som samlats in i naturen hallas i
samma medium som anvdnds for testet under minst tta veckor. Det fir inte finnas ndgra uppenbara
kontaminationskallor pé platser som anvinds for insamling i naturen. Vaxtmaterial som inforskaffas fran andra
laboratorier eller frin kultursamlingar ska forvaras under minst tre veckor pd samma sitt som plantor frin
naturen. Om ursprunget dr kint ska detta alltid redovisas for vixtmaterialet, de arter och den klon som
anvinds for testet.

17. Man ska anvidnda monokulturer utan synliga fororeningar i form av andra organismer sdsom alger och
protozoer. Friska plantor av L. minor bestdr av kolonier med mellan tvd och fem fronder, medan friska kolonier
av L. gibba kan omfatta upp till sju fronder.

18. Kvaliteten och enhetligheten hos plantorna som anvinds for testet har stor betydelse for testresultatet, och de
bor dirfor viljas ut med omsorg. Man bor anvinda unga, snabbvixande plantor utan synliga skador eller
missfargningar (p.g.a. kloros). Att en kultur dr av god kvalitet kidnnetecknas av att den har en stor andel
kolonier med minst tvd fronder. Ett stort antal enstaka fronder ar ett tecken pd miljostress, t.ex. pd grund av
ndringsbrist. Vaxtmaterial frdn sddana kulturer bor inte anvandas for tester.
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Odling

19. For att gora odlingen mindre arbetskrdvande — t.ex. nir inga test av Lemna dr inplanerade under en lingre tid —
kan kulturerna férvaras under reducerad belysning och temperatur (4-10 °C). Uppgifter om behandling av
stamkulturer finns i tilligg 3. Om det finns tydliga tecken pd fororeningar i form av alger eller andra
organismer krivs ytsterilisering av ett delprov av fronder frén Lemna. Detta fors sedan over till ett farskt
medium (se tilligg 3). I detta fall méste den aterstdende delen av den kontaminerade kulturen kasseras.

20. Minst sju dagar fore testet fors en tillricklig mingd kolonier aseptiskt over till farskt medium och odlas under
7-10 dagar under testbetingelser.

Testmedium

21. For Lemna minor och Lemna gibba rekommenderas olika medier (se nedan). Man bor noggrant overviga om
man ska tillsitta en pH-buffert i testmediet (MOPS (4-morfolinopropansulfonsyra, CAS-nr 1132-61-2) i mediet
for L. minor och NaHCO, i mediet for L. gibba) ndr man misstinker att mediet kan reagera med testkemikalien
och paverka dess toxicitetseffekt. Steinbergs medium (9) kan ocksd anvindas forutsatt att kriterierna for
testresultatens giltighet ar uppfyllda.

22. En modifierad form av det odlingsmedium for Lemna som ér standardiserat av det svenska standardisering-
sorganet SIS rekommenderas for odling av och test med L. minor. Sammansittningen av detta medium aterfinns

i tilldgg 4.
23. Odlingsmediet 20X-AAP, som beskrivs i tilligg 4, rekommenderas for odling av och test med L. gibba.

24. Steinbergs medium, som beskrivs i tilligg 4, passar ocksd for L. minor men kan ocksé anvindas for L. gibba s&
lange kriterierna for testresultatens giltighet dr uppfyllda.

Testlosningar

25. Testlosningarna bereds vanligtvis genom utspddning av en stamlosning. Stamlosningar av testkemikalien bereds
normalt genom att kemikalien 16ses upp i ett odlingsmedium.

26. Den hogsta koncentrationen av testkemikalien bor normalt inte overskrida dess vattenloslighet under
testbetingelserna. Observera dock att Lemna spp. flyter pa vitskeytan och kan exponeras for kemikalier som
samlas i grinsytan mellan vatten och luft, t.ex. hydrofoba eller ytaktiva kemikalier eller kemikalier med ldg
vattenloslighet. Under sddana omstindigheter kommer plantan att exponeras for andra koncentrationer av
kemikalien 4n de som forekommer i l6sningen. Koncentrationerna kan dirfor — beroende pa testkemikaliens
egenskaper — overskrida vattenlosligheten. For testkemikalier med 1dg vattenloslighet kan det bli nddvindigt att
bereda en koncentrerad stamlosning eller en dispersion med hjilp av ett organiskt losningsmedel eller disperge-
ringsmedel for att underldtta tillsatsen av exakta mingder testkemikalie i testmediet och bidra till
dispergeringen och upplosningen av kemikalien. Man bor darfor sd langt som mojligt undvika att anvinda
sddana dmnen. Det fir inte uppsté fytotoxicictet pd grund av att man tvingas anvinda 16snings- eller disperge-
ringsmedel for att bereda testlosningen. Exempel pd vanliga losningsmedel som inte fororsakar fytotoxicitet vid
koncentrationer upp till 100 pl/l dr aceton och dimetylformamid. Om ett losnings- eller dispergeringsmedel
anviands bor dess slutkoncentration redovisas och héllas sd 1dg som mojligt (< 100 plfl). Alla test- och
kontrollosningar bor ha samma koncentration av losnings- eller dispergeringsmedel. Mer information om
anvindningen av dispergeringsmedel finns i (8).

Test- och kontrollgrupper

27. Forkunskap om testkemikaliens toxicitet for Lemna, t.ex. erhdllen genom ett preliminirt test av koncentrations-
intervallet for toxiciteten, underléttar valet av lampliga testkoncentrationer. I det slutliga toxicitetstestet ska det
normalt finnas minst fem koncentrationer ordnade i geometrisk serie. Separationsfaktorn mellan testkoncentra-
tionerna bor inte Overskrida 3,2, men om dos-respons-kurvan ir flack kan en storre separationsfaktor
anvindas. Om firre dn fem koncentrationer anvinds méste detta motiveras. Minst tre replikat ska anvindas for
respektive testkoncentration.
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28. Nir man faststiller intervallet av testkoncentrationer (for det prelimindra testet eller for det slutliga
toxicitetstestet), ska man beakta foljande:

— For att bestimma en EC -koncentration ska virdet pd EC, ligga innanfor intervallet for testkoncentra-
tionerna for att man ska uppnad en limplig konfidensgrad. Om man t.ex. ska bestimma ECy, ska den hogsta
testkoncentrationen vara hogre dn virdet pd EC,,. Om virdet pd EC,, ligger utanfor intervallet for
testkoncentrationerna blir motsvarande konfidensintervall stora, och det kan da bli omojligt att korrekt
bedéma modellens statistiska lamplighet.

— Om syftet 4r att bestimma LOEC eller NOEC ska den ldgsta testkoncentrationen vara si lag att tillvixten
inte 4r mirkbart mindre 4n tillvixten i kontrollen. Den hogsta testkoncentrationen ska vara sd hog att
tillvaxten dr mérkbart ligre 4n i kontrollen. Om dessa villkor inte dr uppfyllda méste testet goras om med
ett annat koncentrationsintervall (sdvida inte den hogsta koncentrationen ligger pa 16slighetsgransen eller dr
lika med den hogsta erforderliga granskoncentrationen, t.ex. 100 mg/l).

29. 1 varje test ska ingd kontroller med samma néringsmedium, frondantal, antal kolonier, miljobetingelser och
forfaranden som for provkirlen, men utan testkemikalien. Om ett 16snings- eller dispergeringsmedel anvinds
som hjilpmedel i testet krdvs ytterligare ett kontrollprov, nu med samma koncentration av 19snings- eller
dispergeringsmedlet som i provkirlen med testkemikalien. Antalet replikatkdrl med kontroller — och i
tillimpliga fall kirl med losnings- eller dispergeringsmedel — ska vara minst lika med, eller helst dubbelt sd
manga som, antalet kirl som anvinds for respektive testkoncentration.

30. Om NOEC inte behdver bestimmas kan man 4ndra testuppldgget sd att antalet koncentrationer 6kas medan
antalet replikat per koncentration minskas. Antalet kontrollreplikat mdste dock vara minst tre.

Exponering

31. Kolonier med 2-4 synliga fronder fors over frin ympkulturen och fordelas slumpmassigt i provkirlen under
aseptiska forhdllanden. Alla provkirl ska innehdlla sammanlagt 9-12 fronder vardera. Antalet fronder och
kolonier ska vara detsamma i alla provkirl. Erfarenheter frin anvidndning av denna metod och resultat frn
ringtest har visat att tre replikat per testlosning (testkoncentration), dér alla replikat frén borjan innehaller
9-12 fronder, ir tillrackligt for att man ska uppticka skillnader i tillvixt mellan testlosningarna pa cirka
4-7 procents tillvixthamning (berdknad enligt tillvixthastighet) och 10-15 procents tillvixthdmning (berdknad
enligt producerad mangd biomassa) (7).

32. Provkirlen maéste placeras slumpmissigt i inkubatorn for att minimera inflytandet av rumsbetingade skillnader
i ljusintensitet och temperatur. Det kravs ocksa blockvis fordelning eller slumpmadssig omplacering av kirlen vid
varje mattillfille, eller oftare.

33. Om ett prelimindrt stabilitetstest visar att koncentrationen av testkemikalien inte kan uppratthéllas (dvs. den
uppmiitta koncentrationen sjunker under 80 % av den uppmitta startkoncentrationen) under tiden for testets
genomférande (7 dagar), bor ett semistatiskt testforfarande anvindas. I det fallet exponeras kolonierna for
nyberedda test- och kontrollosningar vid minst tva tillfallen under testet, t.ex. pd dag tre och dag fem.
Intervallen for byte till firskt medium beror pa stabiliteten hos testkemikalien. Det kan krivas kortare intervall
for att uppritthélla nira nog konstanta koncentrationer av mycket instabila eller flyktiga kemikalier. I visa fall
mdste man anvianda genomflodestest (8)(10).

34. Exponering genom besprutning av fronderna ingdr inte i denna testmetod; se istillet (11).

Inkuberingsforhillanden

35. Kontinuerlig belysning med varmt eller kallt vitt ljus frdn lysror anvinds for att dstadkomma en ljusintensitet i
intervallet 85-135 pE - m~ 2~ 1, varvid intensiteten ska mitas inom ett fotosyntetiskt aktivt vaglingdsomride
(400-700 nm) i punkter pd samma avstdnd frén ljuskillan som Lemna-fronderna (denna intensitet motsvarar
en belysningsstyrka pa 6 500-10 000 lux). Ljusintensiteten over testytan fir inte variera med mer 4n * 15 %.
Metoden f6r detektering och maétning av ljuset, framfor allt typen av ljussensor, paverkar matvirdet. Sfiriska
sensorer — som mater ljuset fran alla vinklar ovanfor och under matplanet — och sensorer av solsensortyp (med
cosinuskoefficient for infallsvinkeln) — som miter ljuset frén alla vinklar ovanfor mitplanet — ar att foredra
framfor riktade sensorer. De forstnimnda sensorerna ger storre matutslag for en diffus ljuskilla av den typ som
beskrivits har.
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36. Temperaturen i testkirlen bor vara 24 £ 2 °C. Kontrollmediets pH fér inte 6ka med mer dn 1,5 enheter under
testet. En avvikelse pd mer dn 1,5 gor dock inte testresultaten ogiltiga om det kan visas att kriterierna for
testresultatens giltighet dr uppfyllda. I speciella fall, t.ex. vid test av instabila kemikalier eller metaller, maste
forskjutningen av pH kontrolleras extra noggrant. Se vidare (8).

Varaktighet

37. Testet ska avslutas sju dagar efter det att plantorna har placerats i provkirlen.

Mitningar och analytiska bestimningar

38. Rikna och registrera frondantalet i provkarlen vid testets borjan. Se noga till att ta med alla uppstickande, vil
synliga fronder. Bestim antalet fronder — bdde sddana som framstir som normala och siddana som framstar
som onormala — vid borjan av testet och darefter minst var tredje dag under exponeringstiden (dvs. vid minst
tvd tillfillen under sjudagarsperioden), samt ndr testet avslutas. Registrera forandringar i plantutvecklingen. Det
kan tex. gilla frondstorlek, utseende, tecken pd nekros, kloros eller svullna fronder, kollaps av kolonier eller
forsimrad flytformédga samt rotternas lingd och utseende. Registrera ocksd betydelsefulla iakttagelser fran
testmediet, t.ex. forekomst av oupplost material och algtillvixt i provkarlet.

39. Utover bestdimningar av frondantalet under testet ska de effekter testkemikalien har pa en eller flera av foljande
mitvariabler bestimmas:

(i) Total frondarea.
(i) Torrvikt.
(iii) Farskvikt.

40. Fordelen med variabeln ’total frondarea’ dr att den kan bestdimmas for alla prov- och kontrollkirl vid bérjan,
under och vid slutet av testet. Torr- eller farskvikt méste bestimmas vid borjan av testet med hjilp av ett prov
fran ympkulturen som idr representativt for vad som anvinds for att starta testet, och vid slutet av testet med
hjilp av vixtmaterial frén alla prov- och kontrollkirl. Om frondarean inte bestims ar det bittre att faststilla
torrvikten dn farskvikten.

41. Total frondarea, torrvikt och firskvikt kan bestimmas pé foljande sitt:

(i) Total frondarea: Den sammanlagda frondarean hos alla kolonier bestims genom bildanalys. Med en
videokamera registrerar man en silhuett av provkirlet och plantorna (kdrlet kan t.ex. placeras pd en
ljuslada). Darefter digitaliseras bilderna. Genom kalibrering med plana former med kidnd area kan man
sedan bestimma den totala frondarean i kérlet. Fel orsakade av inverkan av provkirlets dverkant mdste
undvikas. En annan, mer arbetskravande metod ir att ta en fotokopia av provkirlet och plantorna, klippa
ut den silhuett som kolonierna bildar och sedan bestimma deras area med hjilp av en bladytemitare eller
ett millimeterpapper. Andra metoder — t.ex. bestimning av viktférhallandet mellan koloniernas silhuettyta
och en ytenhet — kan ocksd vara dandamadlsenliga.

(i) Torrvikt: Alla kolonier samlas in frén respektive provkirl och skoljs med destillerat eller avjonat vatten.
Overskottsvattnet avligsnas frin kolonierna, t.ex. genom uppsugning med filterpapper, och de torkas
sedan vid 60 °C tills vikten inte lingre minskar. Aven rotfragment méste tas med. Torrvikten bestims med
en noggrannhet pa minst 0,1 mg.

(ili) Farskvikt: Alla kolonier fors over till forvigda provror av polystyren (eller annat inert material) med sma
(1 mm) hél i de rundade bottnarna. Provroren centrifugeras vid 3 000 varv/minut under 10 minuter vid
rumstemperatur. Provroren, som nu innehaller torra kolonier, vdgs pa nytt. Firskvikten fis fram genom att
subtrahera det tomma provrorets vikt.

Mitfrekvens och analytiska bestimningar

42. Vid statiskt testforfarande ska pH-virdet i alla testlosningar (testkoncentrationer) mitas vid borjan och slutet av
testet. Vid semistatiskt testforfarande mits pH-vérdet i varje firsk testlosning innan byte till ny 16sning och i
motsvarande forbrukade 16sning.
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43. Ljusintensiteten ska mdtas i odlingskammaren, inkubatorn eller klimatrummet i punkter pd samma avstand
fran ljuskillan som Lemna-fronderna. Mitningar ska goras minst en ging under testets genomférande.
Temperaturen hos mediet i ett ersittningskdrl med enbart testmedium som halls under samma betingelser i
odlingskammaren, inkubatorn eller klimatrummet ska registreras minst en ging per dag.

44. Under testets ging ska testkemikaliens koncentrationer bestimmas med limpliga intervaller. Vid ett statiskt
testforfarande dr minimikravet att koncentrationerna ska bestimmas vid borjan och slutet av testet.

45. Om man vid ett semistatiskt testférfarande bedomer att koncentrationen av testkemikalien inte kommer att
ligga kvar inom * 20 % av den nominella koncentrationen, maste man analysera alla nyberedda testlosningar
liksom alla forbrukade 16sningar vid byte till ny firsk losning (se punkt 33). For test i vilka den uppmiitta
startkoncentrationen av testkemikalien inte ligger inom * 20 % av den nominella koncentrationen men
tillrdckliga bevis kan framldggas for att visa att startkoncentrationerna ar repeterbara och stabila (dvs. inom
intervallet 80-120 % av startkoncentrationen), ricker det om kemiska bestimningar utfors enbart for de hogsta
och lagsta testkoncentrationerna. 1 samtliga fall behover bestimning av testkemikaliens koncentrationer fore
byte till farsk testlosning bara utforas pa ett enda replikatkirl for varje testkoncentration (eller pd det samlade
innehallet frin samtliga replikat for respektive testkoncentration).

46. Vid genomflodestest kan man anvinda ett liknande forfarande som vid ett semistatiskt testforfarande —
inklusive analys vid bérjan, halvvigs igenom testet och vid slutet av testet — men i detta fall har mitning av
forbrukade losningar inte ndgon relevans. Vid genomflodestest ska daglig kontroll goras av flodeshastigheten
hos spadningsmedlet och testkemikalien, eller hos stamlésningen av testkemikalien.

47. Om man kan visa att testkemikaliens koncentration har héllits tillfredsstdllande inom + 20 % av den nominella
eller uppmatta startkoncentrationen genom hela testet kan analysen av resultaten baseras pd nominella eller
uppmiitta startvirden. Om avvikelsen fran den nominella eller uppmatta startkoncentrationen inte ligger inom
t 20 %, ska analysen av resultaten baseras pd det geometriska medelvirdet av koncentrationen under
exponeringen, eller pd modeller som beskriver testkemikaliens avtagande koncentration (8).

Toleranstest

48. Under vissa omstindigheter, t.ex. ndr ett prelimindrt test tyder pé att testkemikalien inte har négra toxiska
effekter vid koncentrationer upp till 100 mg/l eller upp till dess loslighetsgrans i testmediet (om denna ar
lagre), kan man utfora ett toleranstest. Man jamfor dd responsen mellan en kontrollgrupp och en testgrupp
(med en koncentration pd 100 mg/l eller lika med loslighetsgransen). Det rekommenderas starkt att jamforelsen
kompletteras med en bestimning av exponeringskoncentrationen. Alla testbetingelser samt kriterier for
testresultatens giltighet som beskrivits tidigare giller dven for toleranstest, med undantaget att antalet
testreplikat ska vara dubbelt sd stort. Tillvixten i kontrollgruppen och testgruppen kan analyseras med en
statistisk metod for jamforelse av medelvirden, t.ex. t-test (Students t-test).

DATA OCH RAPPORTERING

Fordubblingstid

49. Fordubblingstiden (T) for frondantalet ar ett kriterium pd testresultatens giltighet (se punkt 12). Den bestims
genom att infoga data fran kontrollkirlen i f6ljande formel:

T,=1n2/u

dir p dr den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten enligt beskrivningen i punkterna 54-55.
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Responsvariabler

50. Syftet med testet dr att bestimma testkemikaliens effekter pd tillvixten av Lemna. I denna testmetod anvinds
tvd responsvariabler, eftersom olika jurisdiktioner har olika prioriteringar och lagstiftningsbehov. For att
testresultaten ska kunna godtas i alla jurisdiktioner ska effekterna bedomas med hjilp av bada de
responsvariabler (a och b) som beskrivs nedan.

(a) Genomsnittlig specifik tillvixthastighet: Denna berdknas med hjilp av tvd variabler: 1) den tidsmissiga
forandringen av det logaritmiska virdet av frondantalet, och 2) den tidsmissiga fordndringen av det
logaritmiska virdet av en andra variabel, som kan vara total frondarea, torrvikt eller farskvikt.
Fordndringarna bestims i kontrollerna och respektive testgrupp. Tiden uttrycks i dagar. Denna
responsvariabel kallas ibland relativ tillvixthastighet (12).

(b) Producerad mdngd Dbiomassa: Denna berdknas med hjilp av forindringarna av frondantalet och
forandringarna av en andra variabel, som kan vara total frondarea, torrvikt eller firskvikt. Forandringarna
bestdms i kontrollerna och respektive testgrupp dnda till slutet av testet.

51. Observera att toxicitetsvirden som berdknats utifrin de tvd responsvariablerna inte ar jaimforbara, och att
denna skillnad madste framgd ndr man tillimpar testresultaten. EC -virden som grundar sig pd den
genomsnittliga specifika tillvixthastigheten (EC) dr i allminhet hogre dn de som grundar sig pd den
producerade mingden biomassa (EyC,) forutsatt att testmetodens foreskrivna testbetingelser dr uppfyllda, pa
grund av de matematiska forutsittningarna for respektive metod. Detta ska dock inte tolkas som skillnader i
kinslighet mellan de tvd responsvariablerna. Avvikelserna beror i stillet pa att virdena ar olika ur matematisk
synvinkel. Variabeln genomsnittlig specifik tillvixthastighet grundar sig pa den allmédnna exponentiella tillvaxt-
utvecklingen hos andmat i obegrinsade kulturer, dir toxiciteten bestims pa basis av testkemikaliens inverkan
pa tillvixthastigheten, oberoende av den absoluta nivin pa den specifika tillvixthastigheten i kontrollen, dos-
responskurvans lutning och tiden for testets genomforande. Resultat som i stillet grundar sig pd producerad
miéngd biomassa dr ddremot beroende av alla dessa dvriga variabler. E C, ar beroende bdde av den specifika
tillvaxthastigheten hos de andmatsarter som anvinds i varje enskilt test och av den maximala specifika
tillvixthastigheten, som kan variera mellan olika arter och till och med mellan olika kloner. Denna
responsvariabel fir inte anvindas for jimforelser av kinsligheten for toxiska substanser mellan olika
andmatsarter, inte ens mellan olika kloner. Ur vetenskaplig synpunkt dr virdet pd den genomsnittliga specifika
tillvaxthastigheten att foredra for bestimning av toxiciteten, men toxicitetsbestimning med hjélp av virdet pd
producerad mangd biomassa har tagits med i testmetoden for att tillgodose de nuvarande lagstiftningskraven i
vissa jurisdiktioner.

52. Toxiciteten ska bestimmas med hjilp av frondantalet och ytterligare en mdtvariabel (total frondarea, torrvikt
eller farskvikt), eftersom vissa kemikalier kan pdverka andra mitvariabler mycket mer 4n de péverkar
frondantalet. Om man bara holl sig till frondantalet skulle man inte mérka denna paverkan.

53. Frondantalet samt Gvriga registrerade matvariabler for respektive mattillfille, t.ex. total frondarea, torrvikt eller
farskvikt, fors in i en tabell tillsammans med koncentrationerna av testkemikalien. De efterfljande
berdkningarna for att bestimma t.ex. LOEC, NOEC eller EC, ska grundas pé virdena for de enskilda replikaten,
inte pa beridknade medelvirden for respektive testgrupp.

Genomsnittlig specifik tillvixthastighet

54. Den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten for en given tidsperiod berdknas som den logaritmiska
okningen av tvd tillvixtvariabler: frondantal och ytterligare en madtvariabel (total frondarea, torrvikt eller
farskvikt). Anvind nedanstdende formel for alla replikat av kontroll- och testlosningar:

In (N}) - In ()

Pi-j = ¢

dar

— p; 4r genomsnittlig specifik tillvixthastighet frdn tidpunkten i till tidpunkten j,

— N, dr virdet pd matvariabeln i prov- respektive kontrollkarlet vid tidpunkten i,
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— N, dr vardet pd métvariabeln i prov- respektive kontrollkérlet vid tidpunkten j, och

— t  dr tidslingden mellan tidpunkterna i och j.

Berdkna ett medelvirde av tillvixthastigheten for varje testgrupp och kontrollgrupp tillsammans med
variansskattningar.

55. Den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten ska berdknas for hela tiden for testets genomforande (1 i
formeln betecknar borjan av tiden for testets genomférande, och ’j slutet). Berdkna ett medelvirde av den
genomsnittliga tillvixthastigheten for wvarje testkoncentration och kontrollgrupp tillsammans med
variansskattningar. Bestim dessutom den sektionsvisa tillvixthastigheten for att kunna bedoma testkemikaliens
effekter under exponeringstiden (t.ex. genom analys av logaritmiska tillvixtkurvor). Stora skillnader mellan den
sektionsvisa tillvixthastigheten och den genomsnittliga tillvixthastigheten tyder pé att tillvixten inte varit
konstant exponentiell. I sddana fall bor tillvixtkurvorna undersokas noggrant. Vid en konservativ bedomning
kan man i detta fall jamfora testlosningarnas specifika tillvaxthastigheter under det tidsintervall som har den
storsta tillvixthdmningen med tillvixthastigheterna for kontrollerna under samma tidsintervall.

56. Den procentuella tillvixthdmningen (I) berdknas sedan for varje testkoncentration (testgrupp) med formeln

-uT
%1 —HCED 100
uC
dir

— % 1: dr den procentuella minskningen av den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten,
— pe  dr medelvirdet av p i kontrollgruppen, och

— pp dr medelvirdet av p i testgruppen.

Producerad mingd biomassa

57. Effekterna pd den producerade mingden biomassa bestims med hjilp av tvd métvariabler, varav den ena ar
frondantalet och den andra nigon av variablerna total frondarea, torrvikt eller farskvikt. Matningarna gors vid
borjan och slutet av testet. For torrvikt och farskvikt bestims den initiala biomassan med hjilp av ett prov
bestdende av fronder frin samma kultur som anvinds for att ympa provkirlen (se punkt 20). Berdkna ett
medelvirde av den producerade miangden biomassa for varje testkoncentration och kontrollgrupp tillsammans
med variansskattningar. Den genomsnittliga procentuella minskningen av den producerade mingden biomassa
(%1,) berdknas for varje testgrupp med formeln

(bc B bT)

%, =2

x 100
dar

— %I, dr den procentuella minskningen av den producerade méngden biomassa,
— b.  ir den slutliga biomassan minus den initiala biomassan for kontrollgruppen, och

— b, dr den slutliga biomassan minus den initiala biomassan for testgruppen.

Plottning av dos-respons-kurvor

58. Dos-respons-kurvor ska plottas som visar forhdllandet mellan den genomsnittliga procentuella himningen av
responsvariabeln (I, eller 1, berdknad enligt punkt 56 eller 57) och logaritmen fér testkemikaliens
koncentration.

T
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Bestimning av EC_

59. Bestimningar av EC, — t.ex. ECy, — ska baseras bade pd genomsnittlig specifik tillvixthastighet (E,C,) och pa
producerad méngd biomassa (E,C,). De sistnémnda tvd responsvariablerna ska i sin tur bestimmas med hjilp
av frondantal och en ytterligare mitvariabel (total frondarea, torrvikt eller firskvikt). Detta beror pé att det
finns testkemikalier vars inverkan pd frondantalet skiljer sig fran deras inverkan pd andra miétvariabler.
Toxicitetsparametrarna bor darfor vara fyra EC -virden for varje berdknad tillvixthdmningsnivd x: EC,
(frondantal), E,C, (total frondarea, torrvikt eller farskvikt), E C_(frondantal) och EC, (total frondarea, torrvikt
eller farskvikt).

Statistisk behandling

60. Malet dr att bestimma det kvantitativa forhdllandet mellan koncentration och respons med hjilp av
regressionsanalys. Man kan anvinda viktad linjar regression efter att ha gjort en linjir transformation av
responsdata, t.ex. till probit-, logit- eller Weibullvarden (13). Icke-linjira regressionsmetoder ar dock att foredra,
eftersom de ér bittre anpassade for att hantera oundvikliga oregelbundenheter i data och avvikelser fran jamna
fordelningskurvor. I nirheten av nollpunkten (ingen tillvixthimning) och fullstindig tillvixthimning kan
sddana oregelbundenheter bli uppforstorade genom linjdriseringen och dirigenom stora analysen (13).
Observera att standardmetoder for analys med probit-, logit- eller Weibulltransformationer ar avsedda for
dikotoma data (dvs. tvdpunktsfordelade data, sdsom dodlighet-6verlevnad) och dirfor méste modifieras for att
kunna anvindas for data rérande tillvixthastighet eller producerad mingd biomassa. Speciella metoder for
bestimning av EC -virden ur kontinuerliga data aterfinns i (14), (15) och (16).

61. For varje analyserad responsvariabel anvinds forhdllandet mellan koncentration och respons for att gora
punktskattningar av EC-virden. Om mojligt ska 95-procentiga konfidensgrinser bestimmas for varje
skattning. Anpassningsgraden (goodness of fit) mellan responsdata och regressionsmodellen ska bestimmas
antingen grafiskt eller statistiskt. Regressionsanalysen ska goras pé responsvirden frdn enskilda replikat, inte pa
medelvirden frin testgrupper.

62. Nir tillgingliga regressionsmodeller eller regressionsmetoder inte limpar sig for de aktuella dataserierna kan
skattningar av EC,,-virden och konfidensgrinser ocksd bestimmas genom linjar interpolation och
bootstrapping (17).

63. For skattning av LOEC (och dirmed dven av NOEC) jimfors medelvirden frdn testlosningarna med hjilp av
variansanalysmetoder (ANOVA). Medelvirdet for varje koncentration jimfors sedan med medelvirdet for
kontrollerna med hjilp av en limplig metod for multipeljamforelse eller trendtest, t.ex. Dunnetts eller Williams
test (18) (19) (20) (21). Man maste avgora om antagandet for ANOVA om varianshomogenitet dr uppfyllt.
Detta kan goras grafiskt eller med ett etablerat test (22). t.ex. Levenes eller Bartletts test. Skulle antagandet om
varianshomogenitet inte vara uppfyllt kan man ibland korrigera for detta genom logaritmisk transformation av
data. Om heterogeniteten i variansen dr extremt stor och inte kan korrigeras genom transformation, ska man
Overviga att gora analysen med tex. Jonkheeres trendtester av ’step-down’-typ. Mer information om
bestdimning av NOEC finns i (16).

64. Nya forskningsron har lett till att man avrdder frn anvindning av NOEC-virden. I stillet rekommenderas att
man anvinder punktskattningar av EC_ baserade pa regressionsanalys. For detta Lemna-test har dnnu inget
passande virde pd x faststillts. Ett intervall pd 10-20 % forefaller dock vara limpligt, beroende pa vilken
responsvariabel som anvinds. Bdde EC,, och EC,, bor redovisas.

Rapportering

65. Testrapporten ska innehélla f6ljande uppgifter:
Testkemikalie:

— fysikalisk form (gas, vitska eller fast form) och fysikalisk-kemiska egenskaper, inbegripet 16slighetsgrins i
vatten,

— kemiska beteckningsuppgifter (t.ex. CAS-nummer), inklusive renhetsgrad (féroreningar).
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Testade arter:

— vetenskapligt namn, klon (om denna ir kind) och ursprung.
Testbetingelser:

— testforfarande (statiskt, semistatiskt eller genomflode),

— startdatum och varaktighet for testet,

— testmedium,

— beskrivning av testuppldgget: provkirl och lock eller proppar (eller annan typ av forslutning),
l6sningsvolymer, antal kolonier och fronder per provkarl vid testets borjan,

— testkoncentrationer (nominella respektive uppmatta virden) och antal replikat per koncentration,

— metoder for beredning av stam- och testlosningar, med uppgift om anvindning av 16snings- eller disperge-
ringsmedel,

— temperatur under testets ging,
— ljuskalla, ljusintensitet och ljushomogenitet,
— pH-virden i test- och kontrollmedier,

— testkemikaliens koncentrationer och analysmetod med relevanta uppgifter f6r kvalitetsbedomning (kontroll
av testresultatens giltighet, standardavvikelser eller konfidensgranser for analyserna),

— metoder for bestimning av frondantal och andra métvariabler, t.ex. torrvikt, farskvikt eller frondarea,
— alla avvikelser frdn denna testmetod.
Resultat:

— radata: frondantal och andra mitvariabler i alla test- och kontrollprov vid respektive observation och
analystillfille,

— medelvirden och standardavvikelser for respektive métvariabel,
— tillvaxtkurvor for respektive koncentration (bor plottas med logaritmen av mitvariabeln; se punkt 55),
— fordubblingstid och tillvixthastighet i kontrollen beriknade med hjilp av frondantal,

— berédknade responsvariabler for respektive testreplikat, inklusive medelvirden och variationskoefficient for
replikaten,

— diagram over forhallandet mellan koncentration och tillvixthimmande effekt,

— uppskattningar av toxiska endpoints for responsvariablerna, t.ex. EC, EC,, och EC,, samt dithorande
konfidensintervall. Om man riknat fram LOEC- och/eller NOEC-virden ska dessa anges, liksom de
statistiska metoder som anvints vid berdkningen,

— om ANOVA-metoder har anvints: storleken pa observerad effekt (t.ex. minsta signifikanta skillnad),
— eventuell tillvixtstimulans som har konstaterats i testlosningarna,
— synliga tecken pa fytotoxicitet samt observationer avseende testlosningarna,

— diskussion av resultaten, inbegripet eventuell inverkan pa testresultatet som kan tillskrivas avvikelser frin
denna testmetod.
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Tilligg 1

Definitioner
Foljande definitioner och forkortningar anvénds i denna testmetod:

Biomassa: torrvikt av levande materia i en population. Begreppet biomassa anvinds ocksd i testet for att ange
resultatet av alternativa matmetoder, t.ex. antalet fronder eller deras totala area.

Kemikalie: ett imne eller en blandning.
Kloros: gulning av bladvivnad.

Klon: en organism eller cell som uppstatt frin en enskild individ genom asexuell (vegetativ) forokning. Individer
fran samma klon 4r darfor genetiskt identiska.

Koloni: samling av moder- och dotterfronder (vanligtvis 2—4 stycken) som sitter fast vid varandra. Ibland anvinds
termen 'planta’.

EC,: den koncentration av testkemikalien som &r lost i testmediet och som reducerar tillvixten av Lemna med x % (t.
ex. 50 %) efter en given exponeringstid (som tydligt maste anges om man avviker frin den fulla eller normala
testperioden). For att entydigt ange om EC-virdet bygger pd tillvixthastighet eller producerad mingd biomassa
anvinds beteckningen E C for tillvixthastighet och E C for producerad méngd biomassa, atfoljt av matvariabeln, t.ex.
E.C (n), dir n = "antal fronder’.

Genomflédestest: test i vilket testlosningarna kontinuerligt ersitts med firsk 1osning.

Frond: enskild bladliknande del av andmatsplantans struktur. Det dr den minsta enhet, dvs. individ, som har
forokningsforméga.

Svullen frond: frond med 'buckligt’ eller svullet utseende.

Tillviixt: okning av en madtvariabel — t.ex. frondantal, torrvikt, vitvikt eller total frondarea — mitt dver tiden for
testets genomforande.

Tillvixthastighet (genomsnittlig specifik tillvixthastighet): logaritmisk 6kning av mingden biomassa under
exponeringstiden.

Ligsta koncentration med observerad effekt (LOEC — "Lowest Observed Effect Concentration’): den ligsta testade
koncentration vid vilken man kan faststilla att testkemikalien har en statistiskt signifikant himmande effekt pd
tillvaxten (vid p < 0,05) efter en given exponeringstid, jimfoért med kontrollen. Alla testkoncentrationer ovanfor
LOEC maste ha skadliga verkningar som ir lika stora som eller storre dn de verkningar som observeras vid LOEC.
Om dessa tva villkor inte dr uppfyllda méste en fullstindig forklaring ges till hur man har valt LOEC (och ddrmed
NOECQ).

Mitvariabler: alla slags variabler som mits for att uttrycka testets endpoint med hjilp av en eller flera
responsvariabler. I den aktuella metoden anvinds métvariablerna frondantal, total frondarea, farskvikt och torrvikt.

Monokultur: kultur bestdende av en enda art.
Nekros: dod frondvivnad. Tecknet péd detta ér att vivnaden dr vit eller vattenindrinkt.

Nolleffektkoncentration (NOEC — 'No Observed Effect Concentration’): testkoncentrationen omedelbart under
LOEC.

Fenotyp: observerbara egenskaper hos en organism vilka bestims av interaktionen mellan organismens gener och
dess omgivning.

Responsvariabel: variabel for bestimning av toxicitet. Variabeln fis fram genom att olika berikningsmetoder
tillimpas pa uppmatta parametrar for biomassa. I den aktuella metoden ir tillvixthastighet och producerad mangd
biomassa responsvariabler som berdknas med hjilp av mitvariabler sdsom frondantal, total frondarea, farskvikt eller
torrvikt.
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Semistatiskt testforfarande (med regelbunden fornyelse av testlosning): test dir testlosningen byts med
bestimda intervall under testet.

Statiskt testforfarande: testmetod utan regelbunden fornyelse av testlosningen under testet.
Testkemikalie: varje dmne eller blandning som testas med denna testmetod.

Endpoint: den allminna faktor som genom inverkan av en testkemikalie forindras jaimfort med ett kontrollprov
utan testkemikalie. 1 det aktuella testet anvinds endpointen tillvixthimning, som kan uttryckas med olika
responsvariabler baserade pa en eller flera méatvariabler.

Testmedium: syntetiskt odlingsmedium i vilket testplantorna vixer ndr de exponeras for testkemikalien.
Testkemikalien 4r vanligen 16st i testmediet.

Producerad mingd biomassa: virdet pd en mitvariabel fér biomassa i slutet av exponeringstiden minus
motsvarande virde i borjan av exponeringstiden.
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Tilligg 2

Beskrivning av Lemna spp.

Den vattenvixt som i allmént sprakbruk kallas andmat — Lemna spp. — tillhor familjen Lemnaceae, i vilken det ingar
ett antal arter med virldsvid utbredning. Dessa tillhor fyra slikten. Deras olika utseenden och taxonomi har
beskrivits ingdende (1) (2). Lemna gibba och L. minor dr vanliga i tempererade zoner och anvinds ofta i
toxicitetstester. Bagge arterna lever i vatten med flytande eller nedsinkt skivlik stam (frond). Frdn mitten av den
undre ytan pd varje frond utgdr en harfin rot. Lemna spp. blommar sillan; plantorna forokar sig i stillet vegetativt
genom att bilda nya fronder (3). I jimforelse med &ldre plantor tenderar de yngre att vara blekare, ha kortare rotter
och bestd av tvd till tre fronder av olika storlek. Egenskaperna hos Lemna — liten storlek, enkel uppbyggnad, vegetativ
forokning och kort generationstid — gér plantor av detta slikte mycket limpade for laboratorietester (4) (5).

Eftersom kinsligheten for toxisk péverkan sannolikt varierar mellan arterna, godtas enbart jimforelser av
kinsligheten inom en och samma art.

Exempel pa Lemna-arter som har anvints vid test: Hinvisningar, arter

Lemna_aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna
aequinoctialis in aquatic ecotoxicological bioassays. Licentiatavhandling 1996:2. Institutionen for systemekologi,
Stockholms universitet.

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

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

SIS — Svenska standardiseringsinstitutet. (1995). Vattenundersokningar — Bestimning av tillvixthdmning (7 dygn) hos
flytbladsvaxten Lemna minor, andmat. SS 02 82 13, s. 15.

Lemna gibba: ASTM International. (2003). Standard Guide for Conducting Static Toxicity Test with Lemna gibba G3. E
1415-91 (fornyat godkidnnande 1998), s. 733-742.

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

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. m.fl. (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.

Lemna-arter for test kan erhdllas frén foljande institutioner:

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

Toronto, Ontario, KANADA, M5S 3 B2

Tin: +1-416-978-3641

Fax: +1-416-978-5878

e-post: jacreman@botany.utoronto.ca


mailto:jacreman@botany.utoronto.ca
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North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002

USA

Tfn: 001 (919) 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu

Institutionen for tillimpad miljévetenskap (ITM), Stockholms universitet
SE-106 91

Stockholm

SVERIGE

Tin: + 46 8 674 7240

Fax +46 8 674 7636

Umweltbundesamt (UBA)
FG IIT 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin
TYSKLAND

e-post: lemna@uba.de
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Tilligg 3

Behandling av stamkulturer

Stamkulturer kan forvaras vid ldg temperatur (4-10 °C) under ling tid utan att de behover startas pd nytt.
Odlingsmediet for Lemna kan vara samma som det som anvinds i testen, men for stamkulturer kan andra
ndringsrika medier anvindas.

Med jimna mellanrum flyttas ett bestimt antal unga, ljusgrona plantor 6ver aseptiskt till nya odlingskarl med farskt
medium. Under de kalla betingelser som hir rekommenderas kan subodling utforas i upp till tre ménader ldnga
intervaller.

Anvind kemiskt rena (syratvittade) och sterila odlingskdrl av glas. Hanteringen ska ske med aseptiska metoder. Om
stamkulturen kontamineras av t.ex. alger eller svampar méste man vidta atgarder for att avligsna de kontaminerande
organismerna. For alger och de flesta andra kontaminerande organismer kan detta &stadkommas genom
ytsterilisering. Ett prov tas av det kontaminerade vixtmaterialet och rotterna skirs av. Materialet skakas om kraftigt i
rent vatten och hélls sedan nedsénkt i en losning med 0,5 volymprocent natriumhypoklorit i mellan 30 sekunder
och 5 minuter. Vixtmaterialet skoljs sedan med sterilt vatten och flyttas 6ver satsvis till odlingskdrl med farskt
odlingsmedium. Ménga fronder dor av denna behandling, sirskilt om exponeringstiderna ér linga, men en del av de
overlevande fronderna bor vara fria frin kontamination. Dessa kan sedan anvindas for att ympa nya kulturer.
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Tilligg 4

Media

Olika odlingsmedier bor anvindas for L. minor och L. gibba. For L. minor bor ett medium enligt modifierad svensk
standard (SIS) anvindas, och for L. gibba bor 20X-AAP anvindas. Sammansittningarna av respektive medium visas i
nedanstdende tabell. Vid beredning av medierna ska kemikalier av reagenskvalitet eller p.a.-kvalitet anvindas, och
vattnet ska vara avjonat.

Odlingsmedium for Lemna enligt svensk standard (SIS)

— Sterilisera stamlosningarna I-V i autoklav (120 °C, 15 minuter) eller genom membranfiltrering (porstorlek ca 0,2

um).

— Sterilisera stamlosning VI (och i tillimpliga fall VII) endast genom membranfiltrering (ej autoklavering).

— Forvara de sterila stamlosningarna kallt och morkt. Kassera stamlosningarna -V efter sex ménader. Stamldsning
VI (och i tillimpliga fall VII) kan lagras i en ménad.

Stam- Koncentration i Koncentration i
16sning Amne stamlosning testmedium Testmedium
nr (e (mg]*])
Grund-imne Koncentration
(mg/*])
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
Il MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4; 9,8
I CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 17,5
I\% Na,CO, 4,0 20 C 2.3
\% H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
Mn(Cl, - 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 — —
VI MOPS (buffert) 490 490 — —
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Tillsitt foljande méingder stamlosningar till 900 ml avjonat vatten for beredning av 1 liter SIS-medium:

— 10 ml stamlésning I
— 5 ml staml6sning I
— 5 ml staml6sning III
— 5 ml stamlosning IV
— 1 ml stamlosning V

— 5 ml stamlosning VI

— 1 ml stamlosning VII (i tillimpliga fall)

Anmirkning: Ytterligare stamlosning VII (MOPS-buffert) kan behovas for vissa testkemikalier (se punkt 11).

Justera pH till 6,5 + 0,2 med 0,1 eller 1 mol HCl eller NaOH (beroende pé utgdngsvirdet). Tillsdtt avjonat vatten sd

att volymen blir 1 liter.

Odlingsmedium 20X-AAP

Bered stamldsningar med sterilt destillerat eller avjonat vatten.

Forvara de sterila stamlosningarna kallt och morkt. Under dessa forhallanden kan de lagras i minst 6-8 veckor.

Bered fem niringsstamlosningar (Al, A2, A3, B och C) med kemikalier av reagenskvalitet for 20X-AAP
odlingsmedium. Tillsitt 20 ml av varje 16sning i ca 850 ml avjonat vatten for beredning av odlingsmediet. Justera
pH till 7,5 + 0,1 med 0,1 eller 1 mol HCI eller NaOH (beroende pa utgdngsvardet). Tillsitt avjonat vatten sd att
volymen blir 1 liter. Filtrera sedan mediet genom ett membranfilter med porstorlek pd ca 0,2 um ner i en steril

behéllare.

Bered odlingsmediet 1-2 dagar fore testets genomforande sa att pH hinner stabiliseras. Mit pH fore testet och justera
vid behov genom tillsats av 0,1 eller 1 mol NaOH eller HCI (beroende pa utgéngsvirdet).

Stam- B Koncentration i Koncentration i
16sning Amne stamlosningen testmediet Testmedium
nr @/ ¢ (mg/*D ()
. Koncentration
Grund-dmne (mg/*) (9
Al NaNO, 26 510 Na;N 190;84
Mgdl, - 6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl, - 2H,0 4,4 90 Ca 24,04
A2 MgSO, - 7H,0 15 290 S 38,22
A3 K,HPO, - 3H,0 1,4 30 K;P 9,4;3,7
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Stam- ) Koncentration i | Koncentration i
16sning Amne stamlosningen testmediet Testmedium
nr /D () (mg/*D ()
—
B H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
Mndl, - 4H,0 0,42 83 Mn 2,3
FeCl, - 6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA - 2H,0 0,30 6,0 — —
Zn(l, 3,3 mg/l 66 ng/l Zn 31 pgfl
CoCl, - 6H,0 1,4 mgl 29 pgfl Co 7,1 g/l
Na,MoO, - 2H,0 7,3 mg|l 145 pgfl Mo 58 pg/l
CudCl, - 2H,0 0,012 mg/l 0,24 ug/l Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na;C 220; 43

() Om inget annat anges

Anm: Den teoretiskt limpliga slutkoncentrationen av bikarbonat (som gor att det endast krdvs en smirre justering av pH) ar
15 mg/l, inte 300 mg/l. I den hdvdvunna anvindningen av 20X-AAP, bland annat i ringtestet for denna metod, 4r koncentra-
tionen 300 mg/l dock etablerad. (I. Sims, P. Whitehouse och R. Lacey. (1999). The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Deve-
lopment and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. RED Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.)

Steinbergs medium (enligt ISO 20079)

Koncentrationer och stamlosningar

Ett modifierat Steinbergs medium anvinds i ISO 20079 uteslutande f6r Lemna minor (eftersom enbart denna art ar
tilliten i denna standard). Test har dock visat att goda resultat kan uppnds dven med Lemna gibba.

Vid beredning av medierna ska kemikalier av reagenskvalitet eller p.a.-kvalitet anvindas, och vattnet ska vara avjonat.

Bered ndringsmediet fran stamlosningar eller frdn ett medium med 10 génger hogre koncentration dn testmediet sd

att mediet far hogsta majliga koncentration utan utfdllning.

Tabell 1

pH-stabiliserat Steinbergmedium (modifierat enligt Altenburger)

Komponent Niringsmedium
Makroelement Molmassa mg]l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
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Komponent Niringsmedium
Mikroelement Molmassa g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl, - 6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA-dinatriumdihydrat 372,24 1 500,00 4,03
Tabell 2
Stamldsningar (makroelement)
1. Makroelement (koncentrerat 50 ggr) g/l
Stamldsning 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63
Staml6sning 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Stamlosning 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
Tabell 3
Stamlésningar (mikroelement)
2. Mikroelement (koncentrerat 1 000 ggr) mg|l
Stamlosning 4:
H,BO, 120,0
Stamlosning 5:
ZnS0, - 7H,0 180,0
Stamlosning 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Mikroelement (koncentrerat 1 000 ggr) mg|l
StamlGsning 7:
MnCl, - 4H,0 180,0
Stamlosning 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA-dinatriumdihydrat 1 500,00

— Staml6sningarna 2 och 3 kan slds samman, liksom 4-7 (beakta dé de faststdllda koncentrationerna).

— Sterilisera stamlosningarna i autoklav (121 °C, 20 minuter) eller gor en sterilfiltrering med porstorlek 0,2 pm, sd
kan de lagras lingre. Stamlosning 8 behandlas genom sterilfiltrering med porstorlek 0,2 pm.

Beredning av slutkoncentrationen for ett modifierat Steinbergs medium

— Tillsdtt 20 ml av stamldsningarna 1, 2 och 3 (tabell 2) i ca 900 ml avjonat vatten for att undvika utfdllning.
— Tillsdtt 1,0 ml av stamlosningarna 4, 5, 6, 7 och 8 (tabell 3).

— pH ska vara 5,5 £ 0,2 (justera genom tillsats av minsta mojliga volym NaOH-16sning eller HCI).

— Justera volymen med vatten till 1 000 ml.

— Om stamlosningarna ar steriliserade och limpligt vatten anvinds behovs ingen ytterligare sterilisering. Om
slutmediet steriliseras ska stamlosning 8 tillsittas efter autoklavering (121 °C, 20 minuter).

Beredning av modifierat Steinbergmedium (koncentrerat 10 ggr) for temporir lagring

— Tillsdtt 20 ml av stamlosningarna 1, 2 och 3 (tabell 2) i ca 30 ml vatten f6r att undvika utfallning.
— Tillsdtt 1,0 ml av stamlosningarna 4, 5, 6, 7 och 8 (tabell 3). Justera volymen med vatten till 100 ml.

— Om staml6sningarna dr steriliserade och limpligt vatten anvinds behovs ingen ytterligare sterilisering. Om
slutmediet steriliseras ska stamlosning 8 tillsdttas efter autoklavering (121 °C, 20 minuter).

— pH (vid slutkoncentrationen) ska vara 5,5  0,2.”

(6) Foljande kapitel C.31-C.46 ska laggas till:
”C.31. TEST PA LANDVAXTER: TEST AV GRODDPLANTORS UTVECKLING OCH TILLVAXT
INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 208 (2006). Testmetoder ses regelbundet Gver med
avseende pd den vetenskapliga utvecklingen och tillimpligheten for lagstadgad anvindning. Syftet med denna
uppdaterade testmetod ar att bedéma de potentiella effekterna av kemikalier pd groddplantors utveckling och
tillvixt. Den omfattar inte kroniska effekter eller effekter pa fortplantningen (dvs. froproduktion, blomning,
fruktmognad). Exponeringsférhallandena och testkemikaliens egenskaper maste beaktas for att sikerstilla att
lampliga testmetoder anvinds (t.ex. dd man testar metaller eller metallféreningar bor man beakta effekterna av
pH och tillhérande motjoner) (1). Denna testmetod omfattar inte plantor som utsdtts for kemiska dngor.
Testmetoden kan anvindas for kontroll av allminna kemikalier, biocider och vixtskyddsmedel (dvs.
bekdmpningsmedel). Den har utarbetats pd grundval av befintliga metoder (2) (3) (4) (5) (6) (7). Andra
hdnvisningar som giller vixttester beaktades ocksd (8) (9) (10). De definitioner som anvinds &terfinns i
tilligg 1.
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PRINCIP FOR TESTMETODEN

2. Testet utgdr en utvirdering av effekterna pa utvecklingen och tillvixten av hogre vixters groddplantor efter att
de har exponerats for testkemikalien i jord (eller annan lamplig jordmatris). Frona placeras i kontakt med jord
som behandlats med testkemikalien och utvirderas i regel efter 14-21 dagar efter det att 50 % av plantorna i
kontrollgruppen har grott. Som endpoints anvinds visuell bedomning av froplantornas grodd, groddarnas
torrvikt (alternativt farskvikt) och i vissa fall groddarnas hojd, samt en bedomning av synliga skadliga effekter
pad plantans olika delar. Dessa mitningar och observationer jamfors med dem som gors pd obehandlade
kontrollvixter.

3. Beroende pd den forvintade exponeringsvigen blandas testkemikalien antingen ner i jorden (eller eventuellt i
en syntetisk jordmatris) eller appliceras ovanpé jorden, vilket i bdda fallen dr limpliga motsvarigheter for
kemikaliens potentiella exponeringsvigar. Iblandning i jord sker genom att behandla jord i storre partier. Efter
iblandningen av kemikalien overfors jorden till krukor, och direfter planteras de vixtarter som ska testas i
jorden. Applicering ovanpd jorden ska goras i krukor i vilka frona redan har planterats. Testenheterna (dvs.
kontroller samt behandlad jord och fron) placeras sedan under forhdllanden som frimjar vixternas grobarhet
och tillvaxt.

4. Testet kan utforas for att faststilla dos-respons-kurvan, eller som ett toleranstest vid en enda koncentration/
frekvens beroende pd syftet med studien. Om resultaten fran testet med en enda koncentration/frekvens
overskrider en viss toxicitetsniva (t.ex. om effekter storre d4n x % observeras), ska ett preliminart test utforas for
att faststidlla toxicitetens 6vre och nedre grinser, foljt av ett test med flera olika koncentrationer/frekvenser for
att generera en dos-responskurva. En limplig statistisk analys anvinds for att erhdlla den effektiva
koncentrationen EC, eller den effektiva appliceringsfrekvensen ER_ (t.ex. EC,;, ECy,, ER,;, ER,;) for den/de
kinsligaste parametern/parametrarna som ar av intresse. Den hogsta koncentrationen utan observerad effekt
(NOEC) och den ldgsta koncentrationen med observerad effekt (LOEC) kan ocksa beriknas i detta test.

INFORMATION OM TESTKEMIKALIEN

5. Foljande information ar anvdndbar for identifiering av forvintad exponeringsvig for kemikalien och vid
utformningen av testet: strukturformel, renhetsgrad, vattenloslighet, loslighet i organiska losningsmedel,
fordelningskoefficient 1-oktanol/vatten, sorptionsegenskaper i jord, dngtryck, kemisk stabilitet i vatten och ljus,
samt bionedbrytbarhet.

TESTETS GILTIGHET

6. For att testet ska anses vara giltigt mdste foljande kriterier uppfyllas for kontrollerna:
— Froplantornas grobarhet ska vara minst 70 %.

— Froplantorna far inte uppvisa synliga fytotoxiska effekter (t.ex. kloros, nekros, vissning, deformerade blad
och stjilkar), och plantorna ska uppvisa normala variationer i tillvixt och morfologi f6r den berdrda arten.

— Den genomsnittliga verlevnaden for grodda froplantor i kontrollerna dr minst 90 % under testets gang.

— Miljoforhéllandena for en viss art ska vara identiska och vixtmedierna ska innehédlla samma mingd
jordmatris, stodmedier eller substrat fran samma kalla.

REFERENSKEMIKALIE

7.  Ett referensimne kan testas regelbundet for att kontrollera att testets utforande, de aktuella testplantornas
respons och provningsvillkoren inte fordndrats nimnvart under testets gang. Alternativt kan mitningshistoriken
for biomassa eller tillvixt i kontrollerna anvindas for att utvirdera testsystemets prestanda vid ett sarskilt
laboratorium, och kan da fungera som en atgérd for intern kvalitetskontroll.
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BESKRIVNING AV TESTMETODEN

Naturlig jord - artificiellt substrat

8.  Vixter kan odlas i krukor med lerig sand, sandjord eller sandig ldttlera som innehéller upp till 1,5 % organiskt
kol (ca 3 % organiskt material). Kommersiell planteringsjord eller syntetisk jord som innehdller upp till 1,5 %
organiskt kol kan ocksd anvindas. Lerjord bor inte anvindas om testkemikalien 4r kidnd for att ha en hog
affinitet for lera. Jord tagen pé faltet bor siktas till 2 mm partikelstorlek i syfte att homogenisera den och
avldgsna grova partiklar. Typ och textur, procentandel organiskt kol, pH-virde och salthalt sdvil som den
elektroniska virmeledningsformagan i den firdigberedda jorden ska rapporteras. Jorden bor klassificeras enligt
ett enhetligt klassificeringssystem (11). Jorden kan pastoriseras eller virmebehandlas i syfte att minska
effekterna av patogener.

9.  Naturlig jord kan forsvdra tolkningen av resultaten och oka variabiliteten pd grund av olika fysikaliska/kemiska
egenskaper och populationer av mikroorganismer. Dessa variabler paverkar i sin tur vattenbindningsformagan,
formagan att binda kemikalier, luftningen och innehallet av niringsimnen och sparelement. Utover
skillnaderna i dessa fysikaliska faktorer finns det dven skillnader nir det giller kemiska egenskaper sdsom pH
och redoxpotential, som kan paverka testkemikaliens biotillganglighet (12) (13) (14).

10. Artificiella substrat anvinds normalt inte for testning av bekimpningsmedel, men de kan anvindas for testning
av allmidnna kemikalier eller om man vill minimera variabiliteten i naturliga jordar och forbittra
jamforbarheten i analysresultaten. De substrat som anvinds bor bestd av inaktivt material som minimerar
interaktionen med testkemikalien, l6sningsmedlet, eller bada. Syratvittad kvartssand, mineralull och glasparlor
(tex. 0,35-0,85 mm i diameter) har konstaterats vara limpliga inaktiva material som absorberar testkemikalien
i lagsta mojliga grad (15) och gor det majligt f6r froplantan att ta upp storsta méjliga mingd av kemikalien via
rotterna. Olampliga substrat inbegriper vermikulit, perlit eller andra hogabsorberande material. Naringsimnen
for vixternas tillvixt bor tillhandahéllas for att se till att plantorna inte utsdtts for stress pd grund av
ndringsbrist, och om mojligt bor detta bedémas genom kemisk analys eller visuell bedomning av kontrollp-
lantorna.

Kriterier for urvalet av testarter

11. De arter som valts ut ska vara tillrackligt omfattande, t.ex. med tanke pé deras taxonomiska méngfald inom
vixtriket, deras utbredning, mingd, artspecifika livscykelegenskaper och naturligt férekomstomréde, sd att en
rad olika reaktioner uppstédr(8) (10) (16) (17) (18) (19) (20). Foljande egenskaper hos eventuella testarter bor
beaktas vid urvalet:

— arten har likformiga fron som ldtt kan erhéllas fran tillforlitliga standardutsddeskallor och som har enhetlig,
tillforlitlig och jamn grobarhet, liksom en enhetlig planttillvaxt,

— plantan kan enkelt laboratorietestas, och kan ge tillforlitliga och reproducerbara resultat inom och mellan
provningsanléggningar,

— kiénsligheten hos den art som testas bor overensstimma med reaktionen hos vixter i miljon som exponeras
for kemikalien,

— arterna har i viss utstrickning anvints i tidigare toxicitetstester, och deras anvindning exempelvis i
bioanalyser av herbicider, undersokningar av tungmetaller, stresstester med salthalt eller mineraler eller
allelopatistudier visar pa kinslighet for manga olika stressfaktorer,

— de dr kompatibla med testmetodens tillvaxtforutsittningar,
— de uppfyller giltighetskriterierna for testet.

Vissa av de historiskt sett mest anvinda testarterna fortecknas tilligg 2 och potentiella vixtarter som inte ar
grodor i tilligg 3.
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12. Det antal arter som ska testas beror pa de tillimpliga lagstadgade kraven, och dirfor anges detta inte i denna
testmetoden.

Applicering av testkemikalien

13. Kemikalien ska appliceras via en lamplig vehikel (t.ex. vatten, aceton, etanol, polyetylenglykol, gummi
arabicum, sand). Blandningar (sammansatta produkter eller beredningar) som innehéller olika aktiva substanser
och hjilpdmnen kan ocksa testas.

Iblandning i jord/artificiellt substrat

14. Kemikalier som &r vattenlosliga eller suspenderade i vatten kan tillsdttas i vatten, och losningen kan sedan
blandas med jord med en limplig blandningsanordning. Denna typ av test kan vara lamplig om exponering for
kemikalien sker via jord eller jordens porvatten och man oroar sig for plantans upptagning av kemikalien
genom rotterna. Jordens vattenbindningsforméga bor inte 6verskridas genom tillsittning av testkemikalien. Den
mingd vatten som tillsatts ska vara samma for varje testkoncentration, men bor begrinsas for att forhindra att
jorden klumpar ihop sig.

15. Amnen med l&g vattenldslighet bor 16sas upp i ett limpligt flyktigt 16sningsmedel (t.ex. aceton, etanol) och
blandas med sand. Losningsmedlet kan dédrefter avligsnas frdn sanden med hjilp av en luftstrom medan sanden
standigt blandas. Den behandlade sanden blandas med testjorden. En andra kontroll bereds med endast sand
och losningsmedel. Lika stora mangder sand, med 16sningsmedel som blandas i och avldgsnas, tillsitts alla
behandlingsnivéder och den andra kontrollen. For fasta, olosliga testkemikalier blandas torr jord med kemikalien
i en lamplig blandare. Direfter fylls krukorna med jord och frona sis omedelbart.

16. Nar ett artificiellt substrat anvinds i stillet for jord kan kemikalier som &r losliga i vatten upplosas i
ndringslésningen strax innan testet inleds. Kemikalier som ar oldsliga i vatten, men som kan suspenderas i
vatten med hjilp av ett losningsmedel, bor tillsdttas naringslosningen med bardmnet. Icke vattenlosliga
kemikalier, for vilka det inte finns ndgot giftfritt vattenlosligt barimne, bor losas i ett lampligt flyktigt
losningsmedel. Losningen blandas med sand eller glaspdrlor, placeras i en vacuumrotationsapparat och
evaporeras, vilket gor att sanden eller glaspirlorna ticks med ett jamnt lager av kemikalien. En vigd andel
parlor bor extraheras med samma organiska 16sningsmedel och testkemikalien innan krukorna fylls.

Applicering pd ytan

17. For vixtskyddsprodukter appliceras testkemikalien ofta genom att jordytan besprutas med provlosningen. All
utrustning som anvinds i testerna, inklusive utrustning som anvénds for att bereda och tillfora testkemikalien,
bor ha sddan utformning och kapacitet att testerna dir denna utrustning anvinds kan genomforas pd ett
korrekt sdtt och ger en reproducerbar tickning. Tickningen bor vara enhetlig pd alla jordytor. Man bor
undvika att kemikalierna adsorberas till eller reagerar med utrustningen (t.ex. plastror och lipofila kemikalier
eller delar av stdl). Testkemikalien sprutas pa jordytan pa ett sitt som simulerar besprutning med typiska
besprutningsbehéllare. 1 allmédnhet bor besprutningsvolymerna motsvara normal jordbrukspraxis och
volymerna (médngd vatten etc.) bor rapporteras. Munstyckets typ bor viljas ut for att ge en jamn tickning av
jordytan. Om l6sningsmedel och barimnen anvinds bor en andra grupp kontrollplantor etableras som endast
besprutas med losningsmedlet eller barimnet. Detta dr inte nddviandigt for vaxtskyddsprodukter som testas
som beredningar.

Kontroll av testkemikaliens koncentration/dos

18. Koncentrationerna och appliceringsdosen madste bekriftas genom en lamplig analytisk kontroll. For losliga
kemikalier kan alla koncentrationer/doser bekriftas genom en analys av testlosningen med den hogsta
koncentrationen som anvinds for testet och med dokumentering av senare utspidning och anvindning av
kalibrerad appliceringsutrustning (t.ex. kalibrerade glaskérl for analys, kalibrerad besprutningsutrustning). For
olosliga kemikalier maste en kontroll av dmnen som bestdr av foreningar kompletteras med vikten av den
testkemikalie som tillfors jorden. Om homogeniteten méste pavisas kan det bli nodvindigt att gora en analys av
jorden.
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FORFARANDE

Testuppliigg

19. Fron av samma arter planteras i krukor. Antalet fron per kruka beror pé arten, krukstorleken och testets
varaktighet. Antalet plantor per kruka bor inte vara storre dn att det finns limpliga forutsittningar for tillvaxt
och att man undviker tringsel under hela testet. Hogsta tillitna planteringstithet dr cirka 3-10 fron per
100 cm? beroende pa fronas storlek. Till exempel ar det lampligt att ha en till tvd plantor av majs, sojabonor,
tomat, gurka eller sockerbetor per 15 cm behaéllare, tre plantor av raps eller drtor per 15 cm behéllare, och fem
till tio plantor av 1ok, vete eller andra sma fron per 15 cm behéllare. Antalet fron och replikatkrukor (replikatet
definieras som en kruka, vilket betyder att plantor i samma kruka inte utg6r ett replikat) bor vara lampligt for
att en optimal statistisk analys ska kunna utforas (21). Det bor noteras att variabiliteten blir storre for arter
med firre stora fron per kruka (replikat) jamfort med arter dir det dr mojligt att anvidnda ett storre antal sma
fron per kruka. Genom att plantera lika ménga fron i varje kruka kan denna variabilitet minimeras.

20. Kontrollgrupperna anvinds for att sikerstdlla att observerade effekter endast kan linkas till eller tillskrivas
exponering for testkemikalien. En lamplig kontrollgrupp bor vara identisk i alla avseenden med testgruppen
med undantag for exponeringen for testimnet. I ett givet test ska alla testplantor inklusive kontrollerna komma
frin samma kalla. For att forhindra systematiska avvikelser méste en slumpmissig anvisning av test- och
kontrollkrukor goras.

21. Fron som behandlats med en insekticid eller fungicid (dvs. behandlade fron) bor undvikas. Anvindningen av
vissa icke-systemiska kontaktfungicider (t.ex. kaptan, tiram) ar dock tilliten enligt vissa tillsynsmyndigheter
(22). Om utsddesburna patogener utgér ett problem fir frona kortvarigt doppas i en svag 5-procentig
hypokloritlésning och sedan tvittas noggrant i rinnande vatten och torkas. Ingen efterbehandling med andra
bekimpningsmedel ar tillaten.

Testbetingelser

22. Testforhdllandena ska likna de nodvindiga forhallandena f6r normal tillvixt for de arter och sorter som testas (i
tilligg 4 finns exempel pd testforhdllanden). De groende plantorna bor haillas enligt god odlingspraxis i
miljokammare, fytotroner eller vixthus. Nir man anvinder dessa drivanliggningar omfattar denna praxis
vanligen kontroll och tillrickligt frekvent (t.ex. dagligen) registrering av temperatur, luftfuktighet, koldioxidhalt,
belysning (ljusintensitet, viglingd, fotosyntetiskt aktiv stralning) och ljusperiod, bevattning, m.m. for att
sikerstdlla god tillvixt, vilken beddms genom kontroll av de utvalda arterna. Temperaturen i vixthusen bor
regleras genom ventilation, uppvirmning och/eller kylning. Foljande forhéllanden rekommenderas vanligen for
tester i vixthus:

— temperatur: 22 + 10 °C,
— fuktighet: 70 + 25 %,
— fotoperiod: minst 16 h ljus,

— ljusintensitet: 350 + 50 pE/m?[s. Det kan bli nodvindigt med extrabelysning om intensiteten minskar till
under 200 pE/m?[s, vaglingd 400-700 nm, med undantag for vissa arter som ar mindre ljuskrivande.

Miljoforhéllandena bor évervakas och rapporteras under undersokningens géng. Vixterna ska odlas i krukor av
icke-poros plast eller glaserade krukor med en bricka eller ett fat under. Krukorna kan placeras om regelbundet
for att minimera variabiliteten i véxternas tillvixt (pd grund av skillnader i testbetingelserna inom tillvixtan-
laggningen). Krukorna méste vara tillrickligt stora for att mojliggéra normal tillvéxt.

23. Niringsimnen i jorden far kompletteras vid behov for att uppritthélla god vixtkraft. Man kan bedéma om det
finns behov av ytterligare niringsdmnen och nir dessa ska tillsittas genom observation av kontrollplantorna.
Det rekommenderas att man vattnar testbehdllarna underifran (t.ex. med hjilp av glasfibervekar). Till att borja
med kan man emellertid vattna ovanifrdn for att stimulera fronas groning, och vid applicering pd jordytan
underlittar det dven upptagningen av kemikalien i jorden.
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24. De sirskilda vixtforhdllandena bor anpassas for den art som testas och den testkemikalie som undersoks.
Kontroller och testade plantor maste hallas under samma miljo6forhallanden, men limpliga dtgirder bor vidtas
for att forhindra korsexponering (t.ex. av flyktiga kemikalier) mellan olika testkirl och av testkemikalien till
kontrollerna.

Att testa en enda koncentration/dos

25. I syfte att faststdlla limplig koncentration/dos av en kemikalie for att utfora tester med en enda koncentration
eller dos (belastningstest/grinstest), maste ett antal faktorer beaktas. For allmdnna kemikalier inbegriper dessa
faktorer kemikaliens fysikalisk-kemiska egenskaper. For vixtskyddsprodukter maste man beakta testkemikaliens
fysikalisk-kemiska egenskaper och anvindningsmonster, dess hogsta koncentration eller appliceringsdos, antalet
behandlingar per sisong ochfeller testkemikaliens bestindighet. For att avgora om en allmin kemikalie har
fytotoxiska egenskaper kan det vara limpligt att testa vid en hogsta halt pd 1 000 mg/kg torr jord.

Prelimindrt test

26. Vid behov kan ett preliminirt test utforas for att ge vigledning om de koncentrationer och doser som ska
testas i den definitiva dos-responsstudien. I det preliminira testet ska testkoncentrationerna/-doserna vara jamnt
fordelade (t.ex. 0,1, 1,0, 10, 100 och 1 000 mg/kg torr jord). For vaxtskyddsprodukter kan koncentrationerna/
doserna grundas pd den rekommenderade eller hogsta tillitna koncentrationen eller appliceringsdosen, t.ex.
1/100, 1/10, 1/1 av den rekommenderade/hogsta tillitna koncentrationen eller dosen.

Testning av flera olika koncentrationer/doser

27. Syftet med tester med flera koncentrationer/doser ar att faststilla ett dos-responssamband och att faststilla ett
EC,- eller ER -vdrde for grodd, biomassa och/eller synliga effekter jamfort med kontroller som inte exponerats,
beroende pé vad som krivs av tillsynsmyndigheterna.

28. Antalet koncentrationer eller doser och intervallen mellan dem ska vara tillrackligt stora for att ett tillforlitligt
dos-responssamband och en regressionsformel ska framtrida och for att ge en uppskattning av EC, eller ER,.
De valda koncentrationerna och doserna bor omfatta de EC - och ER -virden som ska faststillas. Om till
exempel ett EC,;-virde krivs det skulle vara onskvirt for att testa doser som framkallar en effekt pd mellan 20
och 80 %. Det rekommenderade antalet testkoncentrationer och testdoser som behévs for att uppnd detta ar
minst fem i en geometrisk serie plus en obehandlad kontroll, och ska skilja sig & med en faktor pd hogst tre.
For varje test- och kontrollgrupp bor antalet replikat vara minst fyra och det totala antalet fron bor vara minst
20. Ytterligare replikat av vissa vixter med ldg grobarhet eller varierande tillvixt kan behovas for att oka testets
statistiska styrka. Om ett storre antal koncentrationer och doser anvinds kan antalet replikat minskas. Om
NOEC ska uppskattas kan det behovas ytterligare replikat for att uppnd 6nskad statistisk styrka (23).

Observationer

29. Under observationsperioden, dvs. 14 till 21 dagar efter det att 50 % av kontrollplantorna har grott (dven i
kontroller med lésningsmedel i forekommande fall), studeras plantorna ofta (minst en géng i veckan och om
mojligt dagligen) med avseende pé groning och visuell fytotoxicitet och mortalitet. I slutet av provet registreras
mitningarna av groningen i procent och de 6verlevande plantornas biomassa, samt synliga skadliga effekter pa
olika delar av plantorna. Det sistnimnda inbegriper yttre avvikelser hos de froplantor som grott, himmad
tillvaxt, kloros, missfirgning, mortalitet och effekter pd vixternas utveckling. Den slutliga biomassan kan mitas
med hjilp av den slutliga genomsnittliga torrvikten for de overlevande vixternas skott, genom att skorda
skotten vid markytan och torka dem tills de uppndr konstant vikt vid 60 °C. Alternativt kan den slutliga
biomassan faststillas med hjilp av skottens farskvikt. Skottens héjd kan utgora en annan endpoint, om s krévs
av tillsynsmyndigheterna. Ett enhetligt system for beddmning av visuella skador bor anvindas for att utvirdera
observerbara toxiska reaktioner. Exempel pd kvalitativa och kvantitativa visuella bedémningar aterfinns i
hanvisningarna (23) (24).
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DATA OCH RAPPORTERING
Statistisk analys
Test av en enda koncentration/dos

30. Data for varje vixtart bor analyseras med hjilp av en limplig statistisk metod (21). Effektnivan vid testkoncen-
trationen/-dosen bor rapporteras, eller avsaknaden av en viss effekt vid testkoncentrationen/dosen (t.ex. <x %
effekt iakttagen vid koncentrationen eller dosen y).

Test av flera koncentrationer/doser

31. Ett dosfrespons-samband faststdlls i form av en regressionsformel. Olika modeller kan anvindas. For
uppskattning av EC, eller ER_ (t.ex. EC,,, ER,;, ECy,, ER,) och dess konfidensgrinser for groning kan det till
exempel vara lampligt att anvdnda dikotoma data eller logit-, probit, Weibull- eller Spearman-
Karbermetoderna, den modifierade Spearman-Karbermetoden osv. Om plantornas tillvixt (vikt och hojd) utgor
kontinuerliga endpoints kan EC_ eller ER_ och motsvarande konfidensgrinser uppskattas med hjilp av en
lamplig regressionsanalys (t.ex. Bruce och Versteegs icke-linjira regressionsanalys (25)). Om mojligt ska R2 vara
0,7 eller hogre for de mest kénsliga arterna, och de testkoncentrationer/doser som anvinds ska omfatta effekter
pad 20-80 %. Om NOEC ska uppskattas bor foretradesvis kraftfulla statistiska tester anvindas, och dessa bor
viljas pd grundval av datafordelningen (21) (26).

Testrapport

32. Testrapporten ska presentera resultaten av undersokningarna samt en detaljerad beskrivning av
testbetingelserna, en grundlig diskussion av resultaten, en dataanalys och de slutsatser som dragits frin
analysen. En schematisk sammanstillning och sammanfattning av resultaten bor tillhandahallas. Rapporten ska
innehalla foljande:

Testkemikalie:

— kemiska identifieringsdata, testkemikaliens relevanta egenskaper (t.ex. log P_, vattenloslighet, dngtryck och
uppgifter om omvandling, spridning och fordelning i miljon, om dessa finns tillgangliga),

— uppgifter om beredning av provlosningen och kontroll av testkoncentrationerna enligt vad som anges i
punkt 18.

Testade arter:

— uppgifter om testorganismen: art/sort, vixtfamilj, vetenskapligt namn och svenskt namn, froets killa och
historia (s& detaljerat som mojligt, dvs. namnet pé leverantoren, grobarhet i procent, frostorleksklass, klass,
sindnings- och partinummer, frosittningsdr eller den vixtsisong dd froet insamlades, datum dé
grobarheten faststilldes), grobarhet osv.,

— antal testade arter med enkla eller dubbla hjartblad,

— motivering for val av arter,

— beskrivning av lagring, behandling och underhall av frona.

Testbetingelser:

— testanordningar (t.ex. odlingskammare, fytotron och vixthus).

— beskrivning av testsystemet (t.ex. krukmatt, krukmaterial och jordmingder),

— jordegenskaper (textur eller typ: fordelning och klassificering av jordpartiklar, fysikaliska och kemiska
egenskaper inklusive procentandel organiska dmnen, procentandel organiskt kol och pH-virde),

— forberedelse av jorden/substratet (t.ex. jord, syntetisk jord, sand och annat) innan testet,

— beskrivning av ndringsmediet om ett sidant anvints,
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— applicering av testkemikalien: beskrivning av appliceringsmetoden, beskrivning av utrustningen,
exponeringsdos och volym inklusive kemisk verifiering, beskrivning av kalibreringsmetoden och
beskrivning av miljéforhallandena under appliceringen,

— tillvaxtforhdllanden: ljusintensitet (t.ex. fotosyntetiskt aktiv strdlning), fotoperiod, hogsta/ldgsta temperatur,
bevattningsschema och -metod, godsling,

— antal fron per kruka, antal plantor per dos, antal replikat (krukor) per exponeringsdos,

— antal och typ av kontroller (negativa och [eller positiva kontroller, l6sningsmedelskontroll i forekommande
fall),

— testets varaktighet.

Resultat:

— tabell for alla endpoints for varje replikat, testkoncentration/-dos och art,
— antal groddar och procentandel groning jaimfort med kontrollerna,

— mitning av plantornas biomassa (skottens torrvikt eller farskvikt) uttryckt som en procentandel av
kontrollerna,

— skottens hojd uttryckt som en procentandel av kontrollerna, om detta har uppmitts,
— synbara skador i procent och kvalitativ och kvantitativ beskrivning av synbara skador (kloros, nekros,
vissning, deformerade blad och stjilkar savil som eventuell frinvaro av effekter) orsakade av testkemikalien

i jamforelse med kontrollplantorna,

— beskrivning av den bedomningsskala som anvinds for att bedoma synbara skador, om en visuell
bedémning gors,

— for endosstudier bor procentandelen skador rapporteras,

— EC, eller ER_ (t.ex. EC,,, ER,,, EC,,, ER,;) och dirtill horande konfidensgrinser. Om regressionsanalys utfors

ska standardfelet for regressionsformeln anges, och standardfelet for bedémningar av enskilda parametrar
(t.ex. lutning, skdrningspunkt),

— NOEC (och LOEC) om dessa virden beriknas,

— beskrivning av de statistiska metoder och antaganden som anvints,

— grafisk framstillning av dessa uppgifter och dos-responssambandet for den art som testats.

Avvikelser frdn de forfaranden som beskrivs i denna testmetod och ovanliga hdndelser under testets gang.
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Tilligg 1

Definitioner

Aktiv substans (eller verksamt dmne): ett dmne som har skapats for att ge en viss biologisk verkan (tex.,
insektsbekdmpning, bekimpning av vixtsjukdomar, ogrisbekdmpning pa exponeringsomrédet), aven kallat verksam
bestindsdel av teknisk kvalitet, verksamt dmne.

Kemikalie: ett imne eller en blandning.

Vixtskyddsprodukter eller vixtskyddsmedel eller bekimpningsmedel: imnen med en sirskild biologisk
aktivitet som avsiktligt anvdnds for att skydda grodor mot skadedjur (t.ex. svampsjukdomar, insekter och
konkurrerande plantor).

EC, (x % Effect Concentration) eller ER, (x % Effect Rate): den koncentration eller den dos som leder till en
oonskad dndring med x % av den endpoint i testet som mits i forhdllande till kontrollen (t.ex. en 25 % eller 50 %
minskning av grobarheten, skottens vikt, det slutliga antalet plantor, eller 6kning av de synbara skadorna skulle
utgora EC,[ER,s respektive EC;,[ER,,).

Groning: koleoptilens eller hjartblandens framtradande ovanfér markytan.

Beredning: den kommersiella sammansatta produkt som innehéller det verksamma dmnet (den aktiva substansen),
dven kallat slutlig beredning (') eller typisk slutanvindningsprodukt (TEP, typical end-use product).

Ligsta koncentration med observerad effekt (LOEC): den ligsta koncentration av testkemikalien vid vilken effekt
har noterats. I detta test har en koncentration som motsvarar LOEC en statistiskt signifikant effekt (p < 0,05) efter en
given exponeringstid jamfort med kontrollen, och 4r hogre 4n NOEC-virdet.

Vixter som inte dr madlarter: vixter som befinner sig utanfér mélomradet. For vixtskyddsprodukter giller detta
vanligtvis vixter som befinner sig utanfor det behandlade omréadet.

Nolleffektkoncentrationen (NOEC): den hogsta koncentrationen av testkemikalien vid vilken ingen effekt har
noterats. [ detta test har en halt som motsvarar NOEC ingen statistiskt signifikant effekt (p < 0,05) efter en given
exponeringstid jamfort med ett kontrollprov.

Fytotoxicitet: negativa avvikelser (av uppmitta och visuella utvirderingar) frin plantornas normala typexempel nir
det giller utseende och tillvixt som reaktion pd en bestimd kemikalie.

Replikat: den experimentella enhet som motsvarar kontrollgruppen och/eller testgruppen. I dessa undersokningar
definieras en kruka som replikat.

Visuell bedomning: virdering av synliga skador som grundar sig pd observationer av uppritt vixt, vixtkraft,
missbildningar, kloros, nekros och helhetsutseende jamfort med en kontroll.

Testkemikalie: alla imnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

(") Slutlig b