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(Rattsakter som antagits i enlighet med EG- och Euratomfordragen och som ska offentliggoras)

FORORDNINGAR

KOMMISSIONENS FORORDNING (EG) nr 761/2009
av den 23 juli 2009

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

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA  GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DENNA FORORDNING

med beaktande av fordraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av Europaparlamentets och radets forordning (EG)
nr 1907/2006 av den 18 december 2006 om registrering, utvir-
dering, godkinnande och begrinsning av kemikalier (Reach),
inrdttande av en europeisk kemikaliemyndighet, indring av direk-
tiv 1999/45/EG och upphdvande av rddets férordning (EEG)
nr 793/93 och kommissionens férordning (EG) nr 1488/94 samt
radets direktiv 76/769/EEG och kommissionens direktiv
91/155/EEG, 93/67[EEG, 93/105/EG och 2000/21/EG (1), sérskilt
artikel 13.3, och

av foljande skal:

(1)  Kommissionens férordning (EG) nr 440/2008 (?) innehal-
ler testmetoderna for bestimning av dmnens fysikalisk-
kemikaliska egenskaper, toxicitet och ekotoxicitet for de
syften som avses i férordning (EG) nr 1907/2006.

(2)  Forordning (EG) nr 440/2008 madste uppdateras genom att
det gors dndringar av vissa testmetoder och infors flera nya
testmetoder som antagits av OECD. Berorda parter har rad-
fragats angdende detta forslag. Genom dessa dndringar
anpassas de berérda metoderna till vetenskapliga och tek-
niska framsteg.

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

6)

Bestimmelserna om dngtryck bor revideras s att den nya
effusionsmetoden infors.

Det mdste laggas till en ny metod f6r mitning av fibrers
langdviktade geometriska medeldiameter.

Forordning (EG) nr 440/2008 bor uppdateras s att det
med prioritet infors en ny in vitro-testmetod for hudirrita-
tion sd att farre forsoksdjur behover anvindas, i enlighet
med rddets direktiv 86/609/EEG av den 24 november
1986 om tillnirmning av medlemsstaternas lagar och
andra forfattningar om skydd av djur som anvénds {6r for-
sok och andra vetenskapliga dndamél (%). Aven om ett
utkast till in vitro-testmetod for hudirritation fortfarande
diskuteras inom OECD ir det lampligt att i detta srskilda
fall inkludera metod B 46 i den hir forordningen. Metod B
46 bor uppdateras sd snart som mojligt efter det att en
overenskommelse ndtts inom OECD eller om ytterligare
information som motiverar en revidering blir tillginglig.

Det dr nddvindigt att revidera bestimmelserna om test av
tillvixthamning pé alger sé att ytterligare arter inbegrips
och sd att kraven betriffande riskbedomning och klassifi-
cering av kemikalier uppfylls.

Det maste ldggas till en ny metod for métning av aerob
mineralisering i ytvatten, genom ett simuleringstest av
biologisk nedbrytbarhet, och en ny metod for bedom-
ning av toxiciteten for sliktet Lemna, genom ett
tillvixthamningstest.

(?) EGT L 358, 18.12.1986, s. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:SV:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:SV:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Forordning (EG) nr 440/2008 bor ddrfor dndras i enlighet
med detta.

(9)  De atgirder som foreskrivs i denna férordning ar forenliga
med yttrandet frin den kommitté som inrattats enligt arti-
kel 133 i férordning (EG) nr 1907/2006.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

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

1. Del A ska dndras pé foljande sitt:

a) Kapitel A.4 ska ersittas med kapitel A.4 i bilaga I till
denna forordning.

b) Kapitel A.22 i bilaga II till denna forordning ska liggas
till.

2. Del B ska dndras pé foljande sitt:
Kapitel B.46 i bilaga III till denna forordning ska laggas till.
3. Del C ska dndras pa foljande sitt:

a) Kapitel C.3 ska ersittas med kapitel C.3 i bilaga IV till
denna forordning.

b) Kapitlen C.25 och C.26 i bilagorna V och VI till denna
forordning ska laggas till.

Artikel 2

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

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

Utfardad i Bryssel den 23 juli 2009.

P4 kommissionens vagnar
Stavros DIMAS
Ledamot av kommissionen
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1.1

1.2

BILAGA 1

A.4 ANGTRYCK

METOD

Den hir metoden motsvarar OECD TG 104 (2004).

INLEDNING

Den hir dndrade versionen av metod A.4 (1) omfattar ytterligare ett sitt att bestimma dngtrycket: Effusionsmetod:
isoterm termogravimetri, avsedd for amnen med mycket lagt dngtryck (ned till 107'° Pa). Med tanke pa behovet av
metoder, i synnerhet for att bestimma &ngtrycket hos dmnen med 1dgt angtryck, pagar en fornyad utvirdering av
andra varianter av denna metod for att se inom vilka dngtrycksintervall de kan anvindas.

Vid termodynamisk jamvikt beror dngtrycket hos ett rent amne endast pa temperaturen. De grundldggande prin-
ciperna beskrivs i referenslitteraturen (2)(3).

Det finns inte ndgon matmetod som kan anvindas inom hela &ngtrycksintervallet, dvs. frdn mindre an 107'° upp
till 10° Pa. I det har dokumentet beskrivs darfor 4tta olika metoder for métning av &ngtrycket som kan anvandas
inom olika dngtrycksintervall. I tabell 1 jamfors de olika metodernas tillimpnings- och mitomrade. Metoderna kan
endast anvindas for foreningar som inte sénderdelas under de rddande forsoksbetingelserna. Om det av tekniska
skél inte 4r mojligt att anvanda ndgon av de experimentella metoderna ar det ocksd mojligt att uppskatta dngtrycket.
En limplig uppskattningsmetod beskrivs i tillagget.

DEFINITIONER OCH ENHETER
Ett dmnes angtryck definieras som mattnadstrycket over ett fast eller flytande dmne.

Sl-enheten for tryck, som dr pascal (Pa), ska anvindas. Nedan anges andra enheter, som anvénts tidigare, samt deras
omvandlingsfaktorer:

1 Torr = 1 mm Hg = 1,333 x 10®Pa
1 atmosfar =1,013 x 10° Pa
1 bar =10°Pa

Sl-enheten for temperatur 4r kelvin (K). For att omvandla temperaturen i celsiusgrader till kelvin anvinds foljande
formel:

T=1t+27315

dir T dr temperaturen i kelvin (den termodynamiska temperaturen) och t dr temperaturen i celsiusgrader.

Tabell 1
Mitmetod Amnen Uppskattad Uppskattad Rekc?mmenderat
Fasta Flytande repeterbarhet reproducerbarhet intervall
Dynamisk metod Lagsmil- Ja upp till 25 % upp till 25% | 10° Pa
tande 1-5% 1-5% till 2 x10° Pa
2x10°
till 10° Pa
Statisk metod Ja Ja 5-10 % 5-10% 10 Pa till 10° Pa
107 Pa
till 10° Pa (1)
Isoteniskopisk metod Ja Ja 5-10 % 5-10 % 10% Pa till 10° Pa
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1.4

1.5

1.5.1.1

Mitmetod Amnen Uppskattad Uppskattad Rekommenderat
atmeto Fasta Flytande repeterbarhet reproducerbarhet intervall

Effusionsmetod: Ja Ja 5-20 % upp till 50 % | 107> till 1 Pa
angtrycksjamvike
Effusionsmetod: Ja Ja 10-30 % — 107194l 1 P
Knudsencell
Effusionsmetod: Ja Ja 5-30 % upp till 50 % | 1070 ¢ill 1 Pa
isoterm
termogravimetri
Gasmittnadsmetod Ja Ja 10-30 % upp till 50 % | 107 ¢ill 10° Pa
Rotormetod Ja Ja 10-20 % — 107* till 0,5 Pa

(") Vid anvindning av en kapacitansmanometer.

TESTPRINCIP

Angtrycket bestims vanligen vid olika temperaturer. Enligt den férenklade Clapeyron-Clausius-ekvationen ir loga-
ritmen av angtrycket for ett rent 4mne en linjdr funktion av den inverterade termodynamiska temperaturen inom
ett begrinsat temperaturintervall.

AHv

logp = + konstant
&P 2,3RT
dar:
p = dngtrycket i pascal
AHvy = 4ngbildningsvirmet i ] mol™!
R = den allminna gaskonstanten, dvs. 8,314 ] mol ™' K™
T = temperaturen i K
REFERENSSUBSTANSER

Det 4r i regel inte nodvandigt att anvinda referenssubstanser. De behover endast anvindas dd och da for att kon-
trollera metodens prestanda och for att mojliggora resultatjgmforelser mellan olika metoder.

METODBESKRIVNING

Dynamisk metod (Cottrells metod)

Princip

Angtrycket bestims genom att amnets kokpunkt miits vid flera kiinda tryck mellan ca 10® och 10° Pa. Den hir
metoden rekommenderas ocksa for bestimning av kokpunkten. Den kan anvindas for kokpunkter pd upp till 600
K. Beroende pa vitskepelarens hydrostatiska tryck ar vétskors kokpunkt omkring 0,1 °C hogre pé ett djup av 34
cm 4n pé ytan. [ Cottrells metod (4) placeras termometern i dngan over vétskeytan sa att den kokande vétskan hela
tiden skoljer over termometerkulan. Denna ticks dd av ett tunt vitskeskikt som vid atmosférstryck stér i jamvikt
med dngfasen. Termometern anger sdledes den verkliga kokpunkten utan fel som beror péd Gverhettning eller hydro-
statiskt tryck. Den pump som ursprungligen anvandes av Cottrell visas i figur 1. Ror A innehaller den kokande vits-
kan. En platinatrdd B som dr fést pa rorets botten ger en jamn kokning. Sidoréret C leder till en kylare och manteln
D forhindrar att det kylda kondensatet ndr termometern E. Nar vitskan i A kokar kommer bubblor och vitska som
fangats upp av tratten att skolja over termometerkulan via pumpens F bdda armar.
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1.5.1.3

Figur 1 Figur 2

N2 source

Cottrellpump (4)

A: Termoelement

B: Vakuumbuffertvolym
C: Tryckmitare

D: Vakuum
E: Mitpunkt
E

Virmeelement (ca 150 W)
Utrustning

[ figur 2 visas en mycket noggrann mitutrustning som tillimpar Cottrells princip. Den bestdr av ett rér med en
sektion som 4r avsedd for kokning i nedre delen, en kylare i mitten samt ett utlopp och en flins i den 6vre delen.
Cottrellpumpen placeras i den rérsektion som ér avsedd for kokning och denna del av réret varms upp med hjilp
av en elpatron. Temperaturen mits med ett mantlat termoelement eller en resistanstermometer som fors in genom
flinsen i rorets 6vre del. Utloppet ansluts till tryckregleringssystemet, som bestdr av en vakuumpump, en buffertvo-
lym, en manostat for tillforsel av kvivgas (for tryckreglering) och en manometer.

Forfarande

Amnet placeras i den rorsektion som ar avsedd for kokning. Det kan uppstd problem med fasta amnen som inte ar
i pulverform, men detta kan ibland undvikas genom att man varmer kylmanteln. Utrustningen forsluts vid flinsen
och gaser drivs av. Skummande dmnens dngtryck kan inte mitas med denna metod.

Det ldgsta 6nskade trycket stills in och virmen slds pa. Samtidigt ansluts temperaturgivaren till en skrivare.

Jamvikt har ndtts ndr en konstant kokpunkt registreras vid konstant tryck. Det ar viktigt att undvika stotkokning.
Dessutom mdste amnet kondenseras helt pd kylaren. Vid bestimning av dngtrycket for lagsmaltande fasta dmnen
ar det viktigt att se till att kylaren inte tapps till.

Nir jamviktspunkten har registrerats stills ett hogre tryck in. Man fortsitter pd samma sitt tills ett tryck pd 10° Pa
nds (totalt omkring 5-10 matpunkter). For att kontrollera matvirdena mdste man upprepa métningarna vid steg-
vis lagre tryck.
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1.5.2.1

1.5.2.2

1.5.2.3

Statisk metod

Princip

I den statiska metoden (5) bestims dngtrycket vid termodynamisk jamvikt vid en viss temperatur. Den hir meto-
den limpar sig fér dmnen och flerkomponentblandningar i flytande eller fast form med ett dngtryck frdn 107"
till 10° Pa. Om man &r forsiktig kan den ocks4 anvindas i intervallet 1 till 10 Pa.

Utrustning

Utrustningen bestdr av ett bad som hélls vid konstant temperatur (precision pa + 0,2 K), en provbehéllare ansluten
till en vakuumledning, en manometer och ett tryckregleringssystem. Provkarlet (figur 3 a) ansluts till vakuumled-
ningen via en ventil och en differentialmanometer (U-ror innehallande en limplig manometervitska) som fungerar
som nollindikator. Beroende pé tryckintervallet och det testade dmnets kemiska egenskaper kan kvicksilver, siliko-
ner eller ftalater anvindas i differentialmanometern. Av miljoskdl bor man emellertid om mojligt undvika att
anvinda kvicksilver. Testsubstansen bor inte vara markbart 16slig i eller reagera med vétskan i U-réret. En tryck-
mitare kan anvindas i stillet for ett U-ror (figur 3 b). Kvicksilver kan anvidndas i manometern fran normaltryck
ned till 10? Pa, medan silikoner och ftalater limpar sig i tryckintervallet 10 Pa till 10% Pa. Det finns andra tryck-
mitare som kan anvindas vid ligre tryck an 10? Pa, och manometrar med uppvdrmningsbara membran kan till
och med anvindas under 10" Pa. Temperaturen mits pd provbehéllarens yttre vigg eller i sjilva karlet.

Forfarande

Vid anvindning av den utrustning som beskrivs i figur 3 a fylls U-roret med den valda vitskan och gaser drivs av
vid hog temperatur innan nagra avldsningar gors. Testsubstansen placeras i provkarlet och gaser drivs av vid lagre
temperatur. Om provet bestér av flera komponenter maste temperaturen vara sd ldg att provets sammansittning
inte fordndras. Jaimvikt nds snabbare vid omrorning. Provet kan kylas ned med flytande kvive eller kolsyreis, men
det dr da viktigt att undvika att luft eller pumpvitska kondenserar. Ventilen 6ver provkirlet 6ppnas och luften sugs
ut under flera minuter. Om det behovs kan avdrivningen av gaser upprepas flera ganger.

Figur 3 a Figur 3 b

: Testamne 7

: Angfas

: Vakuumventil

: U-ror
(hjalpmanometer)

: Manometer

: Temperaturbad

: Temperatur
matnings
utrustning

8: Till vakuumpump

9: Ventilation/kvavgas

AW R

1: Testamne

2: Angfas

3: Vakuumventil

4: Tryckmatare

5: Tryckindikator

6: Temperaturbad

7: Temperatur matnings
utrustning

=~ &
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1.5.3.1

1.5.3.2

1.5.3.3

Nir provet varms upp med ventilen stingd 6kar dngtrycket. Dairmed rubbas jamvikten hos vitskan i U-roret. For
att kompensera for detta tillfors kvavgas eller luft tills tryckskillnadsindikatorn ater visar noll. Det tryck som behovs
for att dterstdlla jamvikten kan avldsas pd manometern eller pd ett instrument med hogre precision. Detta tryck mot-
svarar amnets angtryck vid den temperatur ddr métningen dger rum. Vid anvindning av den utrustning som visas i
figur 3 b kan angtrycket avldsas direkt.

Angtrycket bestims med tillriickligt sma temperaturintervall (totalt omkring 5-10 mitpunkter) upp till den 6ns-
kade hogsta temperaturen.

Avlasningar vid laga temperaturer maste upprepas for att kontrollera att samma varde erhalls. Om de virden som
erhalls vid sddana upprepade avlasningar inte 6verensstimmer med den kurva som erholls vid stigande tempera-
turer kan detta bero pa att

i)  provet fortfarande innehéller luft (detta kan till exempel vara fallet med mycket viskosa dmnen) eller pa att
lagkokande @mnen avges under uppviarmningen,

ii) dmnet undergdr en kemisk reaktion i det undersokta temperaturintervallet (t.ex. sonderdelning
eller polymerisering).

Isoteniskopisk metod

Princip

Den isoteniskopiska metoden (6) grundas pa samma princip som den statiska metoden. Metoden gar ut pa att ett
prov placeras i en kolv som hélls vid konstant temperatur och som ansluts till en manometer och en vakuum-
pump. Fororeningar som ér mer flyktiga 4n provet avlagsnas genom att gaserna drivs av vid sankt tryck. Provets
angtryck vid en viss temperatur balanseras av ett kant tryck av inert gas. Metoden utvecklades for att mata ang-
trycket hos vissa flytande kolviten, men kan dven anvindas for att undersoka fasta dmnen. Den &r i allménhet inte
lamplig for flerkomponentsystem. Resultaten dr endast behiftade med sma fel f6r prov som innehéller icke-flyktiga
féroreningar. Det rekommenderade tryckintervallet 4r 107 till 10° Pa.

Utrustning

Ett exempel pd mitutrustning visas i figur 4. En fullstindig beskrivning dterfinns i ASTM D 2879-86 (6).

Forfarande

Om provet dr en vitska dr det sjilva dmnet som anvinds som vitska i differentialmanometern. En vitskemangd
som dr tillrackligt stor for att fylla kolven och manometerns kortare ror tillsitts isoteniskopet. Isoteniskopet, som
dr anslutet till ett vakuumsystem, evakueras och fylls direfter med kvivgas. Evakueringen och genombldsningen av
systemet med kvivgas upprepas tva gdnger for att avldgsna kvarvarande syre. Det fyllda isoteniskopet placeras hori-
sontellt sa att provet sprids ut i ett tunt skikt i provkolven och manometern. Systemets tryck minskas till 133 Pa
och provet virms forsiktigt tills det precis borjar koka (avdrivning av losta gaser). Isoteniskopet placeras direfter s
att provet atergér till kolven och fyller manometerns kortare ror. Trycket bibehélls vid 133 Pa. Provkolvens utdragna
spets viarms med en liten 13ga tills den dnga som avges fran provet utvidgas s mycket att en del av provet pressas
ut ur kolvens 6vre del och manometerréret in i manometern och skapar ett dngfyllt, kvavgasfritt utrymme. Isote-
niskopet placeras sedan i ett bad med konstant temperatur och kvavgastrycket justeras tills det ar lika hogt som
provets tryck. Vid jamvikt dr kvdvgastrycket lika hogt som dmnets dngtryck.
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Figur 4

A: Tryckkontroll

B: Rér med 8 mm ytterdiameter
C: Torr kvavgas i trycksystem
D: Anga som avges fran provet
E: Liten spets

F: Vatskeformigt prov

(Matt i mm)

For fasta amnen anvinds manometervitskor som silikoner och ftalater. Valet av manometervitska beror pé de aktu-
ella tryck- och temperaturintervallen. Manometervitskan, frin vilken gaser drivits av, placeras i en utbuktning pa
isoteniskopets lingre arm. Det fasta dmne som ska undersokas placeras sedan i provkolven och gaser drivs av vid
hog temperatur. Direfter lutas isoteniskopet s& att manometervitskan kan floda in i U-roret.

Effusionsmetod: dngtrycksjimvikt (7)

Princip

Ett prov av det dmne som ska testas virms upp i en liten ugn och placeras i en evakuerad glaskupa. Ugnen ticks
med ett lock med smé hél av kinda diametrar. Den dnga som avges fran dmnet och som sipprar ut genom ett av
halen riktas mot vagskalen pd en ytterst kinslig vdg som ocksa befinner sig i den evakuerade glaskupan. I vissa for-
soksuppstillningar omges vagskalen av en kylldda, varifran viarme avleds till utsidan genom virmeledning, och kyls
genom strdlning s att den dnga som sipprar ut kondenserar pa vagskalen. Angstralens rorelsemingd agerar som
en kraft pa vagen. Angtrycket kan bestimmas pa tvd sitt: antingen direkt fran den kraft som utovas pd vagskalen
eller fran avdunstningshastigheten enligt Hertz-Knudsens ekvation (2):

dar:

G = avdunstningshastigheten (kg s™' m™?)

M = molmassan (g mol™)

T = temperaturen (K)

R = den allminna gaskonstanten (J mol™" K')
P = dngtrycket (Pa)

Det rekommenderade tryckintervallet & 107 till 1 Pa.
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1.5.4.2

1.5.5.1

1.5.5.2

Utrustning

Den allmédnna principen for utrustningen illustreras i figur 5.

Figur 5

m

A:  Bottenplatta F: Kylldda och kylstav

B:  Vridspoleinstrument G: Forangningsugn

C: Glaskupa H: Termos med flytande kvive

D:  Vag med vagskal [: Mitning av provets temperatur
E:  Vakuummitare J:  Testsubstans

Effusionsmetod: Knudsencell

Princip

Metoden grundas pd en uppskattning av den massa av testsubstansen som per tidsenhet strommar ut frdn en
Knudsencell (8) i form av dnga genom en ytterst liten mynning under ultrahogt vakuum. Den avgivna dngans massa
kan erhillas antingen genom att man bestimmer cellens massforlust eller genom att dngan kondenseras vid lag tem-
peratur, varefter mingden fordngat dmne bestims med kromatografi. Angtrycket berdknas med hjilp av Hertz-
Knudsens ekvation (se avsnitt 1.5.4.1) med korrektionsfaktorer som beror péd utrustningens parametrar (9). Det
rekommenderade &ngtrycksintervallet ar 107 till 1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

Utrustning

Den allmédnna principen for utrustningen illustreras i figur 6.
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Figur 6

AR A A+ W, W W W W Y

1: Anslutning till vakuum 7:  Skruvlock
2: Oppningar for resistanstermometer av platina 8: Vingmuttrar
eller fér mitning och kontroll av temperatur
3: Lock till vakuumbehallare 9: Bultar
4: O-ring 10: Effusionsceller av rostfritt stal
5: Vakuumbehéllare av aluminium 11: Virmepatron
6: Anordning for inforande och borttagande av

effusionsceller

Effusionsmetod: isoterm termogravimetri

Princip

Metoden gar ut pd att testsubstansens paskyndade avdunstningshastigheter bestims vid hoga temperaturer och
omgivningstryck med hjdlp av termogravimetri (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). Avdunstningshastigheterna v; ar en
foljd av att man exponerar det valda dmnet for en lingsamt strommande inert gasatmosfar och registrerar viktfor-
lusten vid kiinda isotermiska temperaturer T (i Kelvin) under limpliga tidsperioder. Angtrycket p, kan beriknas uti-
fran v;-virdena genom att man utnyttjar det linjira forhdllandet mellan logaritmen av dngtrycket och logaritmen
av avdunstningshastigheten. Vid behov kan resultaten extrapoleras till temperaturer pa 20 och 25 °C genom reg-
ressionsanalys av log p; som en funktion av 1/T. Den hir metoden limpar sig for amnen med angtryck som ar sd
l4ga som 107! Pa (107'2 mbar) och med en renhet pa nira 100 % for att undvika feltolkning av de uppmatta
viktforlusterna.
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1.5.6.2 Utrustning

1.5.6.3

Den allménna principen for forsoksuppstallningen visas i figur 7.

Figur 7
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system bestaende av flera latta barriarer

Provplattan, som hinger pa en mikrovdg i en temperaturkontrollerad kammare, spolas med en kvivgasstrom som
for bort fordngade molekyler av testsubstansen. Nir gasstrommen kommer ut frdn kammaren renas den i en
sorptionsenhet.

Forfarande

Testsubstansen appliceras i ett jamnt skikt pa en uppruggad glasplatta. Fasta dmnen 16ses i lampligt 16sningsmedel
och 16sningen appliceras i ett jamnt skikt pa plattan, som sedan far torka i en inert atmosfir. Vid mitningen hings
den belagda plattan upp i den termogravimetriska analysatorn och viktforlusten méts kontinuerligt som en funk-
tion av tiden.

Avdunstningshastigheten vy vid en given temperatur beriknas utifrn provplattans viktforlust Am enligt foljande
formel:

dir F dr det applicerade testsubstansens ytarea (normalt densamma som provplattans ytarea) och t 4r den tid under
vilken viktforlusten Am registreras.

Angtrycket p; kan sedan beriknas som en funktion av avdunstningshastigheten v-:
Log pr = C + D log vy

dir C och D dr konstanter som ér specifika for den anvinda forsoksuppstallningen och som beror p& méitkamma-
rens temperatur och pa gasflodeshastigheten. Dessa konstanter maste bestimmas genom mdtning av ett antal for-
eningar med kédnt dngtryck och regression av log p som en funktion av log v (11)(21)(22).
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1.5.7.1

1.5.7.2

Forhéllandet mellan angtrycket p; och temperaturen T i Kelvin erhélls genom féljande formel:

Logpr=A+B 1T

dir A och B ir konstanter som erhélls genom regression av log p; som en funktion av 1/T. Med hjilp av denna
formel kan dngtrycket beriknas for vilken annan temperatur som helst genom extrapolering.

Gasmiittnadsmetod (23)

Princip

Inert gas vid rumstemperatur och med kind flodeshastighet leds genom eller 6ver ett prov av testsubstansen, s&
langsamt att gasen mittas. Det dr ytterst viktigt att uppnd mdttnad i gasfasen. Den substans som transporteras med
gasen samlas upp, vanligen med hjilp av en adsorbent, och mingden bestims. Som ett alternativ till uppsamling
av dnga och efterfoljande analys kan en metod for direktanalys, t.ex. gaskromatografi, anvindas for kvantitativ
bestdmning av den méngd dmne som transporteras. Beridkningen av dngtrycket grundas pa antagandet att allmdnna
gaslagen giller och att det totala trycket i en gasblandning ér lika med summan av de ingdende gasernas tryck. Test-
substansens deltryck, dvs. angtryck, berdknas utifrén den kinda totala gasvolymen och utifrin det transporterade
materialets vikt.

Gasmittnadsmetoden kan anvindas for bade fasta och flytande dmnen. Den kan anvindas for dngtryck ned
till 10719 Pa (10)(11)(12)(13)(14), men 4r mest tillforlitlig for dngtryck under 10° Pa. Vid hogre tryck dn 10° Pa
overskattas vanligen dngtrycket, troligen beroende pé aerosolbildning. Eftersom dngtrycket méts vid rumstempe-
ratur dr det inte nodvandigt att extrapolera data frdn matningar som gors vid hoga temperaturer. Sddan extrapo-
lering kan annars ge upphov till stora fel.

Utrustning

I den hir metoden anvinds en behallare med konstant temperatur. Teckningen i figur 8 visar en behallare inne-
hallande sex provhallare — tre f6r fasta prover och tre for flytande prover — sd att man samtidigt kan gora tre ana-
lyser av antingen ett fast eller flytande prov. Temperaturvariationen far vara hogst + 0,5 °C.

Figur 8
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Vanligen anvinds kvive som inert bargas, men ibland kan det vara nddvindigt att anvanda en annan gas (24). Bir-
gasen mdste vara torr. Gasstrommen delas upp i sex delstrommar med hjilp av nélventiler (med en 6ppning pé ca
0,79 mm) och leds in i behéllaren genom ett kopparrér med 3,8 mm innerdiameter. Ndr en jimn temperatur upp-
natts leds gasen genom provet och adsorbentfillan och direfter ut ur behallaren.



24.8.2009

Europeiska unionens officiella tidning

L 220/13

1.5.7.3

Fasta prover laddas i glasror med 5 mm innerdiameter som forsluts med glasull i bdda dndarna (se figur 9). I figur 10
visas en hallare och ett adsorbentsystem for flytande prover. Den mest reproducerbara metoden for att mita vits-
kors angtryck dr att beldgga glaspirlor eller en inert adsorbent sdsom kiseldioxid med vitskan och att packa hal-
laren med dessa kulor eller denna adsorbent. Alternativt kan man lata birgasen passera genom grov fritta och
bubbla genom en kolonn av den flytande testsubstansen.

Figur 9 Figur 10
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Adsorbentroret har tvd delar som ar fyllda med adsorbent — en frimre del och en bakre del som fungerar som reserv.
Vid mycket laga angtryck fingas endast sma mangder av testsubstansen upp pa adsorbenten. Adsorptionen i glas-
ullen och pa glasrorets viggar mellan provet och adsorbenten kan déd utgora ett stort problem.

Fillor som kyls med kolsyreis ér ett annat effektivt sitt att samla upp fordngad substans. De ger inte ndgot baktryck
pa mattningskolonnen och det dr ocksa lattare att avldgsna det uppfdngade materialet kvantitativt fran kylfallan.

Forfarande

Den utgdende bargasens flodeshastighet mits vid rumstemperatur. Flodeshastighten méste kontrolleras ofta under
forsokets gang for att sikerstdlla att det finns ett korrekt virde for hela bargasvolymen. Kontinuerlig matning med
en massflodesmitare 4r att foredra. Det kan krévas en lang kontakttid och foljaktligen relativt 1aga flodeshastighe-
ter for att uppnd mittnadskoncentration i gasfasen (25).

I slutet av forsoket analyseras de bdda delarna av adsorbenten var for sig. Den adsorberade substansen i vardera
delen av adsorbentroret desorberas genom extraktion med 16sningsmedel. De resulterande 16sningarna analyseras
kvantitativt for att bestimma vikten pa den substans som desorberas fran varje del av roret. Valet av analysmetod
(liksom valet av adsorbent och l6sningsmedel {or extraktionen) beror pa vilken typ av testsubstans det ar fraga om.
Desorptionseffektiviteten bestims genom att man injicerar en kind méingd av testsubstans pa adsorbenten, desor-
berar den och analyserar den desorberade mangden. Det ér viktigt att kontrollera desorptionseffektiviteten vid
samma eller liknande koncentration som provets koncentration och under samma forsoksbetingelser.

For att forsakra sig om att bargasen dr mittad med testsubstansen anvinds tre olika gasflodeshastigheter. Om det
beriknade dngtrycket ar konstant vid olika flodeshastigheter antas gasen vara mattad.
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1.5.8.1

1.5.8.2

2.1

Angtrycket beriknas enligt foljande formel:

= dangtrycket (Pa)

= den avdunstade testsubstansens massa (g)

= den allminna gaskonstanten, dvs. 8,314 (J mol™' K

3
\\
V= den mittade gasens volym (m?)
R
T = temperaturen (K)

M

= testsubstansens molmassa (g mol™)

De uppmitta volymerna mdste korrigeras for tryck- och temperaturskillnader mellan flodesmitaren och
mittningskolonnen.

Rotormetod
Princip

I den hir metoden anvinds en viskositetsmatare bestdende av en rotor, dir matelementet utgors av en liten stalkula
som svavar i ett magnetfalt och sitts i rorelse genom roterande filt (26)(27)(28). Kulans rotationshastighet kan
mitas med hjilp av detektorspolar. Ndr kulan har ndtt en viss rotationshastighet, vanligen omkring 400 varv per
sekund, avbryts energitillférseln och gasfriktionen bérjar bromsa kulans rotation. Minskningen av rotationshastig-
heten miits som en funktion av tiden. Angtrycket bestims utifrin stalkulans tryckberoende avsaktning. Det rekom-
menderade &ngtrycksintervallet ar 107* till 0,5 Pa.

Utrustning

En schematisk ritning av forsoksuppstallningen visas i figur 11. Mathuvudet placeras i en inneslutning som halls
vid konstant temperatur, reglerad inom 0,1 °C. Provbehallaren placeras i en separat inneslutning, dven den reglerad
inom 0,1 °C. For att forhindra kondensation hills alla andra delar av forsoksuppstillningen vid hogre temperatur.
Hela utrustningen ansluts till ett vakuumsystem.

Figur 11
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Angtrycket ska bestimmas med en av de ovan beskrivna metoderna och vid minst tvi temperaturer. For att kon-
trollera dngtryckskurvans linjéritet ar det 6nskvirt med tre eller fler bestimningar i intervallet 0-50 °C. For effu-
sionsmetoden (Knudsencell och isoterm termogravimetri) och gasmittnadsmetoden rekommenderas att
temperaturen varieras inom intervallet 120-150 °C i stéllet for 0-50 °C.
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2.2

TESTRAPPORT

Testrapporten ska omfatta foljande information:

Anvind metod.

Exakt angivelse av amnet (beteckning och orenheter) och eventuella inledande reningssteg.

Minst tva dngtrycks- och temperaturvirden — helst tre eller fler — i omradet 0-50 °C (eller 120-150 °C),
Minst ett av temperaturvardena bor vara 25 °C eller lagre om detta dr tekniskt mojligt med den valda metoden.
Alla rddata.

En kurva over log p som funktion av 1/T.

En uppskattning av angtrycket vid 20 eller 25 °C.

Om en fordndring (indring av aggregationstillstind eller nedbrytning) noteras ska foljande uppgifter anges:

Forandringens art.
Temperatur vid vilken férdndringen intréffar vid atmosfariskt tryck.

Angtryck 10 och 20 °C under den temperatur dir férindringen intriffar samt 10 och 20 °C éver denna tem-
peratur (sdvida overgdngen inte sker frén fast form till gasform).

Alla uppgifter och anmérkningar som kan ha betydelse for tolkningen av resultaten ska rapporteras, sirskilt vad
giller orenheter och dmnets aggregationstillstand.
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Tilligg

Uppskattningsmetod

INLEDNING
Uppskattade virden pé angtrycket kan anvindas for att
—  bestimma vilken forsoksmetod som ar lamplig,

— gora en uppskattning eller faststilla ett grinsvirde ndr det av tekniska skal inte dr majligt att anvinda nigon av
forsoksmetoderna.

UPPSKATTNINGSMETOD

Vitskors och fasta dgmnens dngtryck kan uppskattas genom anvindning av den modifierade Watson-korrelationen (a). De
enda experimentella data som behovs dr den normala kokpunkten. Metoden kan anvindas i ett tryckintervall frin 10° Pa
till 107 Pa.

Narmare information om metoden finns i "Handbook of Chemical Property Estimation Methods” (b). Se dven OECD Envi-
ronmental Monograph nr 67 (c).

BERAKNINGSFORFARANDE

Angtrycket beriknas enligt foljande formel:

T\
-]
InP, = Mo fy - 2m(3 - 2—) In—
P AZRT, T T, T,
T,

dar:
T = den aktuella temperaturen
Ty = den normala kokpunkten
Pyp = dangtrycket vid temperaturen T
AHy, = Aangbildningsvirmet
AZ, = kompressionsfaktor (uppskattad till 0,97)
m = empirisk faktor som beror pad dmnets aggregationstillstind och pa den aktuella temperaturen.

Dessutom géller att

AH

=K,(8,75+R1InT,)
Tb

dir K dr en empirisk faktor som tar hansyn till mnets polaritet. I hanvisning b finns det en forteckning med K-faktorer for
olika typer av foreningar.

Det 4r ganska vanligt med data som anger kokpunkten vid sinkt tryck. I sddana fall berdknas dngtrycket enligt foljande
formel:

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

ddr T, dr kokpunkten vid det lagre trycket P,.
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RAPPORT

Nir uppskattningsmetoden anvinds ska rapporten omfatta en detaljerad redovisning av berdkningen.
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1.1

1.2

1.3

1.4

BILAGA II

A.22 BESTAMNING AV FIBRERS LANGDVIKTADE GEOMETRISKA MEDELDIAMETER

METOD

INLEDNING

[ det har dokumentet beskrivs en metod for bestimning av den lingdviktade geometriska medeldiametern (nedan
“medeldiametern”) hos syntetiska oorganiska fibrer som bulkmaterial. Eftersom medeldiametern i populationen
med 95 procents sannolikhet ligger mellan konfidensgranserna i ett 95-procentigt konfidensintervall (medeldia-
metern * 2 medelfel) i stickprovet, kommer det rapporterade virdet (testvdrdet) att bli den undre grinsen i kon-
fidensintervallet (dvs. medeldiametern minus 2 medelfel). Metoden grundas pa en uppdatering (frdn juni 1994)
av ett metodforslag (HSE industry procedure) som antogs vid ett mote mellan ECFIA (European Ceramic Fibres
Industry Association) och den brittiska arbetsmiljomyndigheten HSE (Health and Safety Executive) i Chester den
26 september 1993. Den har utvecklats for och utifrdn en andra provningsjimforelse mellan laboratorier (1) (2).
Mitmetoden kan anvandas for att bestimma fiberdiametern hos dmnen eller produkter i bulk som innehaller syn-
tetiska oorganiska fibrer, t.ex. eldfasta keramiska fibrer, syntetiska glasartade fibrer eller kristallina och polykris-
tallina fibrer.

Lingdviktning ar ett sdtt att kompensera for den effekt pa diameterfordelningen som uppkommer genom att
langa fibrer bryts vid provtagning eller hantering av materialet. Det geometriska medelvirdet anvinds for att
beskriva diameterfordelningen for syntetiska oorganiska fibrer, eftersom dessa diametrar vanligen kan approxi-
meras med en log-normalfoérdelning.

Att mita sdvil lingden som diametern dr bdde omstindligt och tidskrdvande, men om man endast méter de fib-
rer som korsas eller tangeras av en odndligt tunn linje i ett SEM-synfilt dr sannolikheten for att man viljer en viss
fiber proportionell mot dess lingd. Eftersom lingden i lingdviktade berdkningar kan hanteras pé detta sitt ar det
endast diametern som behover métas. Medeldiametern minus 2 medelfel kan sedan beriknas enligt nedan.

DEFINITIONER

Partikel: Ett foremal med ett langdbreddférhallande som 4r mindre 4n 3:1.

Fiber: Ett foremal med ett langdbreddférhéllande pd minst 3:1.

TILLAMPNINGSOMRADE OCH BEGRANSNINGAR

Metoden ér utformad f6r bestimning av diameterfordelningar med mediandiametrar frén 0,5 till 6 pm. Vid mit-
ning av storre diametrar kan man anvinda mindre SEM-forstoringar, men metoden blir alltmer begrinsad nir
man bestimmer storleksfordelningen hos finare fibrer. Om mediandiametern ar mindre dn 0,5 pm rekommen-
deras darfor att ett transmissionselektronmikroskop (TEM) anvinds.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Ett antal representativa kdrnprov tas frin fiberduken eller det 16st bundna fibermaterialet. Fibrernas lingd mins-
kas genom krossning och ett representativt delprov dispergeras i vatten. Alikvoter extraheras och filtreras genom
ett polykarbonatfilter med en porstorlek pa 0,2 pm och bereds for undersokning med svepelektronmikroskop
(SEM). Fibrernas diametrar mats vid minst 10 000 géngers skarmforstoring (') med hjilp av en "linjeskdrnings-
metod”, vilket ger en objektiv uppskattning av mediandiametern. Den undre grinsen i ett 95-procentigt konfi-
densintervall (baserat pa ett ensidigt test) berdknas for att fd en uppfattning om det lagsta virdet pa fibermaterialets
geometriska medeldiameter.

() Denna forstoring anvands f6r 3 pm fibrer. For 6 pm fibrer 4r det limpligare att anvinda 5 000 gangers forstoring.
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1.5.3.1

1.5.3.2

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Sikerhetsatgirder

For att begransa exponeringen for luftburna fibrer till ett minimum bér torra fibrer hanteras i ett dragskép eller
en handskbox. Periodisk kontroll av exponeringen bor goras for att sikerstilla att sikerhetstgdrderna ar effek-
tiva. Vid hantering av syntetiska oorganiska fibrer bor engdngshandskar anvindas for att minska hudirritationen
och forhindra kontaminering.

Apparatur och utrustning

—  Press (med en kapacitet pd 10 MPa).

—  Polykarbonatfilter med en porstorlek pa 0,2 pm (25 mm diameter).

— Membranfilter av cellulosaester med en porstorlek pa 5 pm som anvinds som stodfilter.

—  Filtreringsutrustning av glas (eller filtreringssystem for engdngsbruk) for 25 mm filter (t.ex. Millipores glasut-
rustning for mikroanalys, artikelnr XX10 025 00).

— Nydestillerat vatten som filtrerats genom ett filter med en porstorlek pd 0,2 pm for att avligsna
mikroorganismer.

—  Sputter som beldgger provet med en tunn film av guld eller guld/palladium.

—  Svepelektronmikroskop med en upplosning pa 10 nm som anvinds vid 10 000 géngers forstoring.
—  Spatlar, skalpellblad (nr 24), pincett, SEM-rér, kollim eller koltejp och silverlim.

—  Ultraljudsstav eller ultraljudsbad.

— Kérnprovtagare eller korkborr for att ta prover tvirsigenom duken av syntetiska oorganiska fibrer.
Testforfarande

Provtagning

For duk, filt och matta anvinds en 25 mm kérnprovtagare eller korkborr for att ta tvirsnittsprover (rdtt genom
materialet). Om endast en liten lingd av duken ar tillginglig ska proverna vara jaimnt fordelade lings dukens kort-
sida. Om storre lingder 4r tillgdngliga ska proverna tas frn slumpmissigt valda stillen. Samma utrustning kan
anvandas for att ta stickprover fran lsa fibrer. Om mojligt ska sex prover tas for att spegla variationen i

bulkmaterialet.

De sex kdrnproverna krossas vid 10 MPa i en press med 50 mm diameter. Materialet blandas dérefter med en
spatel och pressas igen vid 10 MPa. Materialet avldgsnas sedan frén pressen och lagras i forslutna glasflaskor.

Provberedning
Om nodvindigt kan fiberproverna placeras i ugn vid 450 °C i en timme for att avldgsna organiskt bindemedel.

Dela upp provet i fyra lika stora delar med “"cone and quarter”-metoden (detta bor goras i ett dragskdp
eller liknande).

Tillsdtt med hjdlp av en spatel en liten mangd (< 0,5 g) av provet till 100 ml nydestillerat vatten som har filtrerats
genom ett 0,2 pm membranfilter (ultrarent vatten kan dven framstillas pd annat stt om det kan styrkas att det
héller tillfredsstdllande kvalitet). Blanda om ordentligt med hjilp av en ultraljudsstav som kors vid 100 W och
som stdllts in sd att en virvel uppkommer. (Gor pa f6ljande sdtt om en ultraljudsstav inte finns att tillgd: skaka
och vind provbehallaren upprepade génger i 30 sekunder, placera den darefter i ett ultraljudsbad i 5 minuter och
skada och vind sedan provbehéllaren i ytterligare 30 sekunder.)
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1.5.3.3

1.5.3.3.1

1.53.3.2

1.53.4

1.5.3.4.1

Ta omedelbart efter det att fibermaterialet dispergerats ett antal alikvoter av provet (t.ex. tre alikvoter pa 3, 6 res-
pektive 10 ml) med hjilp av en pipett med stor mynning (2-5 ml volym).

Vakuumfiltrera fibrerna frdn varje alikvot genom ett 0,2 pm polykarbonatfilter med ett 5 pm cellulosaesterfilter
som stodfilter med hjalp av en filtrertratt av glas med cylindrisk behallare. Ca 5 ml filtrerat destillerat vatten till-
satts i tratten och alikvoten pipetteras lingsamt ned i vattnet med pipettspetsen under vitskeytan. Pipett och
behdllare méste skoljas noga efter pipetteringen, eftersom fina fibrer har en tendens att ansamlas pd ytan.

Avlagsna filtret forsiktigt, skilj det fran stodfiltret och lagg det i en behéllare for att torka.

Anvind ett skalpellblad (nr 24) for att skira ut en fjardedel eller hilften av filterkakan med en "sdgande rorelse”.
Fast forsiktigt det utskurna partiet pa svepelektronmikroskopets provhéllare (stubbe) med hjilp av koltejp eller
kollim. Stryk pd silverlim pd dtminstone tre stéllen for att forbattra den elektriska kontakten vid filtrets och prov-
hallarens kanter. Lt limmet torka. Sputtra dérefter ca 50 nm guld eller guld/palladium pa filterkakans yta.

Kalibrering och anvindning av svepelektronmikroskopet

Kalibrering

Svepelektronmikroskopets kalibrering méste kontrolleras minst en géng i veckan (helst varje dag) med hjilp av
ett certifierat kalibreringsgrid. Kalibreringen ska kontrolleras med hjilp av en certifierad standard. Om det upp-
mitta virdet inte ligger inom # 2 % av det certifierade virdet maste svepelektronmikroskopets kalibrering juste-
ras och kontrolleras igen.

Svepelektronmikroskopets ska ha en sddan upplosning att en diameter p& 0,2 pm kan urskiljas vid en forstoring
pa 2 000 ganger i en matris av reella prov.

Anvindning

Svepelektronmikroskopet ska anvindas vid 10 000 gangers forstoring () och vid betingelser som ger goda resul-
tat och en godtagbar bild vid 14ga svephastigheter, t.ex. 5 sekunder per bild. Aven om instéllningarna kan variera
mellan olika svepelektronmikroskop bér man for att erhalla bista skirpa och uppldsning vid undersékning av
material med ldg atomvikt i allmédnhet anvinda accelerationsspanningar pa 5-10 keV, ett lagt viirde pa "spot size”
och ett kort arbetsavstdnd. Vid anvindning av den linjira traversmetoden ska lutningen vara 0 grader for att mini-
mera behovet av omfokusering. Om svepelektronmikroskopet har ett eucentriskt lige ska arbetsavstindet for
detta anvindas. En ligre forstoring kan anvidndas om materialet inte innehaller nigra smd fibrer, dvs. om fiber-
diametrarna dr storre dn 5 pm.

Storleksbestimning

Undersokning av provet vid ldg forstoring

Provet bor forst undersokas vid 1dg forstoring for att se om det finns nagra tecken pa att stora fibrer klumpat ihop
sig och for att bestimma fibrernas tithet. Vid omfattande ihopklumpning rekommenderas att ett nytt prov bereds.

For att uppnd god statistisk noggrannhet ar det nddvandigt att mita ett visst minsta antal fibrer. Hog fibertithet
kan vara onskvirt, eftersom det ar tidskravande att undersoka tomma synfilt och detta inte bidrar till analysen.
Om filtrets fibertithet ar for hog blir det emellertid svért att mita alla matbara fibrer och det finns risk for att
man missar sma fibrer, eftersom de kan doljas av storre fibrer.

Om fibertdtheten 6verstiger 150 fibrer per millimeter linjir travers kan det finnas risk for att medeldiametern
overskattas. En 1ag fiberkoncentration okar & andra sidan analystiden och det ar ddrfor ofta kostnadseffektivt att
bereda ett prov vars fibertithet ligger ndrmare den optimala tatheten 4n att fortsitta rikningen pa filter med lag
fiberkoncentration. Den optimala fibertitheten bor ge ett genomsnitt pé en eller tva rakningsbara fibrer per syn-
falt vid 5 000 gingers forstoring. Den optimala titheten beror emellertid pé fibrernas storlek (diameter), sd den
som utfor testet maste anvinda sin omdomesformaga for att avgora om fibertitheten ligger ndra den optimala
eller inte.

() For 3 pum fibrer, se foregaende fotnot.
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1.5.3.4.3

2.1

Lingdviktning av fiberdiametrarna

Endast de fibrer som tangerar (eller korsar) en (odndligt) fin linje som dras pa svepelektronmikroskopets skirm
ska raknas. Av denna anledning dras en horisontell (eller vertikal) linje 6ver skidrmens mitt.

Alternativt kan en punkt placeras mitt pd skiarmen, varefter man inleder en kontinuerlig svepning i en riktning
over filtret. Diametern mits pa alla fibrer med ett lingdbreddférhéllande som ér storre dn 3:1 och som tangerar
eller korsar denna punkt.

Storleksbestimning av fibrerna

Det rekommenderas att minst 300 fibrer mats. Varje fiber ska endast mitas en gdng, i den punkt dér den skar
den linje eller punkt som placerats pa skirmen (eller nira skidrningspunkten om fiberkanterna inte syns). For even-
tuella fibrer som inte har enhetliga tvirsnitt anvinds en mitning motsvarande fiberns genomsnittliga diameter.
Det ir viktigt att noga bestimma var kanten befinner sig och mita det kortaste avstndet mellan fiberkanterna.
Storleksbestimningen kan goras antingen direkt eller pa lagrade bilder eller foton. Anvindning av halvautoma-
tiska mitsystem som laddar ned data direkt till ett kalkylprogram rekommenderas, eftersom man dérigenom spa-
rar tid och eliminerar risken for felskrivningar. Dessutom sker berdkningarna automatiskt.

Andarna p4 ldnga fibrer bor undersokas vid 1ag forstoring for att kontrollera att de endast méts en géng och inte
kroker sig och kommer tillbaka in i synfiltet.

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Fibrers diametrar dr vanligen inte normalfordelade. Genom en logaritmisk transformation ér det emellertid moj-
ligt att erhélla en fordelning som ndrmar sig normalfordelningen.

Berdkna det aritmetiska medelvirdet (mean InD) och standardavvikelsen (SDy,p,) for den naturliga logaritmen
(InD) av n fiberdiametrar (D).

*InD
mean InD = - (1)

Z(InD —mean lnD)2

SDlnD = T )

Medelfelet (SE,,;,) berdknas genom att standardavvikelsen divideras med kvadratroten ur antalet matningar (n).

S SD
D — % (3)

Berdkna det geometriska medelvirdet minus tva geometriska medelfel (LWGMD — 2SE) genom att subtrahera tva
medelfel frin medelvirdet och upphéja e till detta virde (medelvirdet minus tvd medelfel).

R (mean ]nD72SElnd)

LWGMD - 2SE =
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3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten ska innehélla dtminstone f6ljande information:
—  Virdet pa den lingdviktade geometriska medeldiametern minus tvé medelfel.

—  Eventuella avvikelser frdn metoden (sdrskilt sidana som kan paverka resultatens precision eller noggrann-
het) samt skilen for dessa.

4. LITTERATUR
1. B. Tylee SOP MF 240. Health and Safety Executive. Februari 1999.

2. G. Burdett och G. Revell. Development of a standard method to measure the length-weigthed geometric
mean fibre diameter: Results of the Second inter-laboratory exchange. IR/L/MF|94/07. Project R42.75 HPD.
Health and Safety Executive. Research and Laboratory Services Division. 1994.
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1.2

BILAGA 1II

B.46 IN VITRO HUDIRRITATIONER: MODELLTEST AV REKONSTRUERAD HUMAN HUD

METOD

INLEDNING

Hudirritation betyder att det uppstar en reversibel skada pa huden efter applicering av en testsubstans i upp till 4
timmar (Forenta nationernas [FN] definition enligt det globala klassificerings- och markningssystemet GHS [Glo-
bally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals])(1). Denna testmetod utg6rs av en in vitro-
procedur som, beroende pa informationsbehoven, gor det majligt att faststilla hudirritationer orsakade av amnen
som ett fristdende ersittningstest inom ramen for en teststrategi som bygger pa bevisborda (weight of evidence) (2).

Det vanligaste har varit att anvinda forsoksdjur i analyser av hudirritationer (se metod B.4)(3). Nar det giller dju-
rens vilfard dr det med hjilp av metod B.4 mojligt att faststilla hudkorrosion/hudirritation genom att tillimpa
en stegvis teststrategi med validerade in vitro- och ex vivo-metoder, och pé sd vis undvika djurs smirta och
lidande. Tre validerade in vitro-testmetoder eller testriktlinjer, B.40, B.40a och TG 435 (4, 5, 6), dr anvindbara
for korrosivitetsdelen i den stegvisa teststrategin f6r B.4.

Denna testmetod baseras pd modeller av rekonstruerad human hud som i sin 6vergripande utformning (anvind-
ning av keratinocyter i epidermis med humant ursprung som cellkilla, representativ vavnad och cytoarkitektur)
dr mycket lika de biokemiska och fysiologiska egenskaperna hos den minskliga 6verhuden (epidermis). Det for-
farande som beskrivs inom denna testmetod gor det mojligt att identifiera irriterande 4mnen i enlighet med FN:s
GHS-kategori 2. Testmetoden omfattar dven en rad prestandastandarder f6r bedémning av liknande och modi-
fierade testmetoder med rekonstruerad human hud (7).

Forvaliderings-, optimerings- och valideringsstudier har genomforts for tva in vitro-testmetoder (8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17), kommersiellt tillgidngliga som EpiSkin™ och EpiDerm™ och dir man anvinder modeller av
rekonstruerad human hud. Dessa referenser baserades pd R 38. Vissa aspekter av omrakningen f6r GHS behand-
las i referens 25. Metoder med prestanda motsvarande EpiSkin™ (validerad referensmetod 1) rekommenderas
som ett fristdende ersittningstest for in vivo-hudirritationstester pa kaniner for att klassificera irriterande dmnen
i GHS-kategori 2. Metoder med prestanda motsvarande EpiDerm™ (validerad referensmetod 2) rekommenderas
endast som en screentestmetod, eller som en del av en stegvis teststrategi som bygger pa bevisborda for att klas-
sificera irriterande dmnen enligt GHS-kategori 2. Innan en foreslagen in vitro-modelltest for rekonstruerad human
hud kan anvindas for rittsliga dndamél méste dess tillforlitlighet, relevans (exakthet) och begransningar for det
foreslagna anvandningsomrédet faststdllas for att se till att den dr jamforbar med den validerade referensmeto-
den 1, i enlighet med de prestandastandarder som anges enligt denna testmetod (tilligg).

Tvé andra in vitro-testmetoder med rekonstruerad human hud har validerats i enlighet med kraven for den hir
testmetoden och uppvisar liknande resultat som den validerade referensmetoden 1 (18). Det ror sig om den modi-
fierade testmetoden EpiDerm™ (modifierad referensmetod 2) och testmetoden SkinEthic RHE™ ("me
too-metod” 1).

DEFINITIONER

Inom denna testmetod tillimpas foljande definitioner:

Exakthet: matt pa hur vil testmetodresultaten och de godtagna referensvirdena dverensstimmer med varandra.
Exakthet dr ett matt pa testmetodens prestanda och en relevansaspekt. Detta begrepp anvinds ofta omvixlande
med "konkordans” for att beskriva andelen korrekta resultat med en testmetod.

Satskontrollimne: ett referensimne som ger ett medelvirde for cellernas viabilitet i vivnaden.
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Cellviabilitet: en parameter for att mata den totala aktiviteten hos en cellpopulation, t.ex. for att mita viabilite-
ten hos cellulira mitokondriella dehydrogenaser for att reducera det vitala firgaimnet MTT ([3—(4,5-dimetyltiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid, tiazolyl bld). Denna aktivitet korrelerar, beroende pd den slutpunkt som
uppmits och den testutformning som anvinds, med det totala antalet levande celler och/eller cellernas vitalitet.

ET;,: den exponeringstid som kravs for att minska cellvitaliteten med 50 % vid applicering av markoramnet vid
en specificerad, fast koncentration, se dven ICs,,.

Falskt negativt virde: den andel av alla positiva 4mnen som av en testmetod felaktigt identifieras som negativ.
Det dr en indikator pé testmetodens prestanda.

Falskt positivt virde: den andel av alla negativa (icke-aktiva) amnen som felaktigt identifieras som positiv. Det
ar en indikator pd testmetodens prestanda.

Infinit dos: den mingd testimne som appliceras p& huden och som 6verstiger den mingd som krivs for att helt
ticka epidermisytan med ett jimnt lager.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals): ett system for att klas-
sificera dmnen och blandningar enligt standardiserade typer och nivder av fysiska risker, hilsorisker och miljo-
risker och informera om resultaten genom t.ex. piktogram, signalord, faroangivelser, skyddsangivelser och
sikerhetsdatablad. Syftet dr att informera om dmnenas skadliga effekter for att skydda personer (inklusive arbets-
givare, arbetstagare, transportorer, konsumenter och personal inom raddningstjansten) samt miljon (1). Det har
genomforts i EU genom férordning (EG) nr 1272/2008.

ICs,: den koncentration vid vilken ett markérimne minskar vivnadernas vitalitet med 50 % (ICs) efter en fast
exponeringstid, se dven ETs,.

Prestandastandarder: standarder som baseras pd en validerad referensmetod. De utgér grunden for att utvir-
dera jamforbarheten for en foreslagen testmetod som ar mekaniskt och funktionellt likartad. Har ingdr I) testme-
todens grundliggande komponenter, II) en minimiforteckning 6ver referensimnen som viljs ut bland de amnen
som anvands for att visa att den validerade referensmetodens prestanda ar godtagbara, och III) de jimforbara
exakthets- och tillforlitlighetsnivaerna, som baseras pa de resultat som erhalls for den validerade referensmeto-
den, och som den foreslagna testmetoden skulle visa vid en utvirdering som grundas pa en minimiforteckning
over referensimnen.

Tillforlitlighet: métt pa i vilken utstrickning en testmetod kan reproduceras inom och mellan laboratorier éver
tiden nér den utfors med hjilp av samma protokoll. Den bedoms genom att man berdknar reproducerbarheten
inom och mellan laboratorier.

Sensitivitet: den andel av alla positiva/aktiva dmnen som klassificeras korrekt i testet. Det dr ett matt pd exakt-
heten hos en testmetod som ger kategoriska resultat och 4r en viktig faktor vid beddmningen av en testmetods
relevans.

Specificitet: den andel av alla negativa/inaktiva amnen som klassificeras korrekt i testet. Det ar ett matt pa exakt-
heten hos en testmetod som ger kategoriska resultat och dr en viktig faktor vid beddmningen av en testmetods
relevans.

Hudirritation: nir en reversibel skada uppstdr pd huden efter applicering av ett testimne i upp till 4 timmar.
Hudirritation ar en lokal icke-immunogenisk reaktion som uppstér kort efter stimulans (24). Den mest utmér-
kande egenskapen ar den reversibla processen som omfattar inflammatoriska reaktioner och de flesta av de kli-
niskt karakteristiska tecknen pd irritation (hudrodnad, 6dem, kldda och smirta) som hor samman med en
inflammatorisk process.

TILLAMPNINGSOMRADE OCH BEGRANSNINGAR

En begrinsning hos de tester med rekonstruerad human hud som omfattas av denna testmetod 4r att de endast
klassificerar dmnen som hudirriterande enligt FN:s GHS-kategori 2. Eftersom det inte dr mojligt att klassificera
amnen i den valfria kategori 3 sdsom den definieras i FN:s GHS-system, klassificeras inte alla dterstdende dmnen
(ingen kategori). Denna testmetod madste ses over beroende pd de rittsliga behoven och beroende pa om det i
framtiden infors nya endpoints eller forbattringar eller om det utvecklas nya "me too-tester”.

Testmetoden gor det mojligt att identifiera hudirriterande dmnen (mono- constituent substances) (19), men ger
inte tillracklig information om hudkorrosion. Gaser och aerosoler kan inte testas. Blandningar har dnnu inte
utvirderats i en valideringsstudie.
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TESTPRINCIP

Testdmnet appliceras lokalt pa en tredimensionell modell av rekonstruerad human hud, som bestdr av normala
epidermala keratinocyter av humant ursprung, som har odlats for att bilda en flerlagrig, starkt differentierad
modell av human hud. Det bestdr av ordnade lager: basala lager, taggcellslager och granuldra lager, och ett fler-
lagrigt hornlager som innehéller intercelluldra lamellager och som har ordnats i motsvarande monster som dem
som pétriffats in vivo.

Principen for testmetoden med rekonstruerad human hud baseras pé antagandet att irriterande dmnen kan pene-
trera hornlagret genom diffusion och ar cytotoxiska for de underliggande cellagren. Cellviabiliteten mits genom
dehydrogenasernas  omvandling av  det vitala firgimnet MTT  3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazoliumbromid, tiazolyl bla, Einecs-nummer 206-069-5, CAS-nummer 298-93-1)], till ett bltt for-
mazansalt som mats kvantitativt efter det att vavnaderna extraherats (20). Irriterande dmnen identifieras genom
deras formdga att minska cellviabiliteten under definierade gransvarden (dvs. < 50 % for irriterande 4mnen i FN:s
GHS-kategori 2). Amnen som producerar cellviabilitetsvirden 6ver det definierade gransvardet klassificeras inte
(dvs. > 50 %, ingen kategori).

Modellsystemen med rekonstruerad human hud kan anvindas for att testa fasta dmnen, vitskor, halvfasta dmnen
och vaxer. Vitskorna kan vara vattenbaserade eller icke-vattenbaserade och de fasta amnena kan vara vattenlos-
liga eller icke-vattenlsliga. Nar det 4r mojligt bor fasta dmnen testas i form av fint puder. Eftersom 58 noggrant
utvalda dmnen, som representerar ett brett spektrum av kemiska klasser, ingick i valideringen av testsystemen for
modellen av rekonstruerad human hud férvintas metoderna vara allmint tillimpliga pd olika kemiska klasser
(16). Valideringen omfattade 13 irriterande dmnen i GHS-kategori 2. Det bor noteras att icke-fratande syror, baser,
salter och andra oorganiska dmnen inte omfattades av valideringen och att vissa kdnda klasser av organiska irri-
terande dmnen, sdsom hydroperoxider, fenoler och ytaktiva amnen, inte omfattades alls eller endast i begransad
utstrickning.

KVALIFIKATIONSPROVNING

Innan en validerad metod som f6ljer denna testmetod bérjar anvindas rutinmaéssigt kanske laboratorierna vill
undersoka om metoden ér tekniskt kvalificerad genom att anvinda de tio amnen som rekommenderas i tabell 1.
[ denna testmetod betraktas FN:s valfria GHS-kategori 3 som "ingen kategori”. For nya, likartade ('me too”) test-
metoder som har utvecklats inom ramen f6r testmetoden och som ir strukturellt och funktionellt lika de vali-
derade referensmetoderna eller for dndringar av validerade metoder, ska de prestandastandarder som beskrivs i
tilldgget till denna testmetod anvindas for att visa en jamforbar tillforlitlighet och exakthet for den nya testme-
toden innan den bérjar anvandas for rittslig testning.

Tabell 1

Kvalifikationsimnen som ir delar av de referensimnen som anges i tilligget

Amne CAS-nummer In vivo-posing Fysiskt tillstand GHS-kategori
naftalenattiksyra 86-87-3 0 S Ingen kat.
isopropanol 67-63-0 0,3 L Ingen kat.
metylstearat 112-61-8 1 S Ingen kat.
heptylbutyrat 5870-93-9 1,7 L Valfri kat. 3
hexylsalicylat 6259-76-3 2 L Valfri kat. 3
cyklamenaldehyd 103-95-7 2,3 L Kat. 2
1-bromohexane 111-25-1 2,7 L Kat. 2
butylmetakrylat 97-88-1 3 L Kat. 2
1-metyl-3-fenyl-1-piperazin 5271-27-2 3,3 S Kat. 2
Heptanal 111-71-7 4 L Kat. 2
BESKRIVNING AV METODEN

Nedan f6ljer en beskrivning av komponenterna och procedurerna for ett test med en modell av rekonstruerad
human hud f6r bedomning av hudirritationer. En modell av rekonstruerad human hud kan konstrueras, prepa-
reras eller erhdllas kommersiellt (t.ex. EpiSkin™, EpiDerm™ och SkinEthic RHE™). Protokollen for standardtest-
metoder for EpiSkin™, EpiDerm™ och SkinEthic RHE™ finns tillgingliga pa [http://ecvam.jrc.ec.europa.cu] (21,
22, 23). Testningen ska genomféras enligt foljande:
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Komponenter i en modell av rekonstruerad human hud

Allmdnna villkor for modellen

Normala humana keratinocyter ska anvandas for att konstruera epitelvavnaden. Flera lager av viabla epitelceller
(basala lager, taggcellslager och granuldra lager) ska finnas under ett funktionellt hornlager. Hornlagret ska besta
av flera lager som har den nodvindiga lipidprofilen for att producera en barridrfunktion som ar stark nog att std
emot snabb penetrering av cytotoxiska markorimnen, t.ex. natriumdodekylsulfat (SDS) eller Triton X-100. Bar-
ridgrfunktionen kan antingen analyseras genom att faststilla den koncentration vid vilken ett markordamne mins-
kar vdvnadernas viabilitet med 50 % (ICs() efter en faststdlld exponeringstid, eller genom att faststilla den
exponeringstid som krivs for att minska cellernas viabilitet med 50 % (ET5,) vid applicering av en viss faststdlld
koncentration av markéramnet. Modellens inneslutningsegenskaper ska férhindra att materialet kan passera runt
hornlagret till den viabla vivnaden, vilket kan leda till en dalig modellering av hudexponeringen. Hudmodellen
ska vara fri frén fororeningar av bakterier, virus, mykoplasma eller svamp.

Funktionsvillkor for modellen

Viabilitet

Den limpligaste bestimningsmetoden for att faststilla viabiliteten ar MTT (20). Den optiska densiteten (OD) av
det (losta) fargdmnet som extraherats fran den vdvnad som behandlats med negativkontrollen (NC) bor vara minst
20 ganger storre dn den OD som konstaterats enbart for extraktionslosningsmedlet. Det bor dokumenteras att
den vivnad som behandlas med NC idr en stabil kultur (den ska uppvisa liknande viabilitetsmatt) under hela
testexponeringstiden.

Barridrfunktion

Hornlagret och dess lipida sammansittning ska vara tillrickliga for att st emot snabb penetrering av cytotoxiska
markordmnen, t.ex. SDS eller Triton X-100, enligt berdkningar av ICs, eller ETs,.

Morfologi

En histologisk undersokning av den rekonstruerade huden/epidermis ska genomforas av limpligt kvalificerad per-
sonal och ska uppvisa en struktur som liknar mansklig hud/epidermis (inklusive flerlagrigt hornlager).

Reproducerbarhet

Resultaten av en metod dér en specifik modell anvinds ska visa reproducerbarhet 6ver tiden, foretridesvis genom
ett lampligt satskontrollimne (referensimne) (se tillagget).

Kvalitetskontroller av modellen

Varje sats av den epidermala modell som anviands méste uppfylla faststillda kriterier for utslippande till produk-
tion, varav kriterierna for viabilitet (punkt 1.6.1.2.1) och for barridrfunktionen (punkt 1.6.1.2.2) 4r de mest rele-
vanta. Godkdnda virden (inom en 6vre och en undre grins) for ICs, eller ET, ska faststillas av leverantoren av
hudmodellen (eller en forskare om en intern modell anvinds). Vavnadens barridregenskaper ska verifieras av labo-
ratoriet efter mottagande av vdvnaderna. Endast resultat som har producerats med kvalificerade vdvnader kan
godkannas for en tillforlitlig berdkning av irritationseffekter. De godkinda virdena for de validerade referensme-
toderna visas i exemplet nedan.

Tabell 2

Exempel pé kriterier for kvalitetskontroll for utslippande av en sats

Nedre grins for Medelvirde for Ovre grins for
godkinnande godkinnande godkinnande
Validerad referensmetod 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 timmars behandling med
SDS)
Validerad referensmetod 2 ET5, = 4,8 tim ET5, = 6,7 tim ET5, = 8,7 tim
(1 % Triton X100)
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1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.1.5

2.1

Applicering av test- och kontrolldmnena

Ett tillrdckligt antal vavnadsbitar ska anvindas for varje behandling och for kontroller (minst tre bitar per kor-
ning). For vitskor och fasta dmnen méste en tillracklig méngd av testimnet appliceras for att ticka epidermisytan
med ett jamnt lager, men en infinit dos maste undvikas (se definitionerna i punkt 1.2), dvs. minst 25 pL/cm?
eller 25 mg/cm? ska anvindas. Nir fasta amnen anvinds ska epidermisytan fuktas med avjoniserat eller destille-
rat vatten fore applicering for att skapa en god hudkontakt. Nar det dr mojligt ska fasta amnen testas i form av ett
fint puder. Vid slutet av exponeringsperioden ska testimnet noggrant tvittas bort fran epidermisytan med buff-
rad vattenlosning eller 0,9 % NaCl. Beroende pa den modell av rekonstruerad human hud som anvinds kan expo-
neringstiden variera mellan 15 och 60 minuter, och inkubationstemperaturen ska vara mellan 20 och 37 °C. Se
standarddriftsforfarandena (Standard Operation Procedures) for de tre metoderna for ndrmare detaljer (21,
22, 23).

NC och positivkontroller (PC) ska anvandas jamsides for varje undersokning for att visa att viabiliteten (NC), bar-
ridgrfunktionen och den resulterande kinsligheten (PC) hos vdvnaderna ligger inom faststillda godkénda histo-
riska virden. Det foreslagna PC-imnet dr 5 % vattenloslig SDS. De foreslagna NC-imnena ar vatten eller
fosfatbuffrad saltlosning (PBS).

Matningar av cellviabilitet

Den viktigaste faktorn i testproceduren ar att viabilitetsmédtningarna inte utfors omedelbart efter exponeringen
for testimnet, utan efter det att de skoljda vivnaderna genomgatt en tillrackligt ldng inkubationstid efter behand-
lingen i ett farskt medium. Under denna tid kan vdvnaden dterhdmta sig fran svagt irriterande effekter och upp-
komsten av tydliga cytotoxiska effekter kan visa sig. Under testoptimeringsfasen (9, 10, 11, 12, 13) har en
inkubationstid pa 42 timmar efter behandlingen visat sig vara optimal och anvindes dérfor i valideringen av
referenstestmetoderna.

Bestdamningsmetoden "MTT conversion” 4r en kvantitativ validerad metod som bor anvindas for att méta cell-
viabiliteten. Den gr att anvinda pd en tredimensionell vivnadsmodell. Hudprovet placeras i en MTT-16sning med
lamplig koncentration (t.ex. 0,3-1 mg/ml) i 3 timmar. Den kondenserade bld formazanprodukten extraheras
sedan fran vdvnaden med ett losningsmedel (t.ex. isopropanol, surt isopropanol), och koncentrationen av for-
mazan mits genom att faststilla OD vid 570 nm med ett bandpass pd hogst + 30 nm.

Testdmnets optiska egenskaper eller kemiska verkan pd MTT kan stora bestimningen, vilket leder till en felaktig
uppskattning av viabiliteten (testimnet kan forhindra eller vinda firgutvecklingen, men kan dven vara orsaken
till den). Detta kan ske nér ett visst testdimne inte avldgsnas fullstindigt fran huden genom skoljning eller ndr det
penetrerar 6verhuden. Om testimnet reagerar direkt pd MTT, dr naturligt firgat eller firgas under behandlingen
av vdvnaden, bor ytterligare kontroller goras sd att man kan uppticka och ritta till testimnets storande inverkan
pa tekniken for att mita viabiliteten. En detaljerad beskrivning av hur man testar MTT-reduktion ges i testme-
todprotokollet for de validerade referensmetoderna (21, 22, 23). Icke-specifik fargning (NSC) pd grund av dessa
storningar far inte overstiga 30 % av NC (for korrigeringar). Om NSC dr > 30 % anses testimnet vara inkompa-
tibelt med testet.

Godkannandekriterier for bestdmning

For varje bestaimning dar korrekta satser anvands (se punkt 1.6.1.2.5) ska de vivnader som behandlats med NC
visa ett OD som avspeglar kvaliteten pa viavnaderna. Alla transport- och mottagningsforfaranden och hela irri-
tationsprotokollprocessen mdste foljas. OD-virdena frdn kontrollerna fir inte understiga historiskt faststillda
ldgre grinser. Likasd ska vivnader som behandlats med PC, dvs. 5 % vattenloslig SDS, dterspegla den sensitivitet
som vdvnaderna fortfarande har och deras férmdga att reagera pa ett irriterande dmne under de forhéllanden som
foreligger vid varje enskild bestimning (t.ex. viabilitet < 40 % for den validerade referensmetoden 1, och < 20 %
for den validerade referensmetoden 2). Limpliga matt for variationerna mellan vavnadsbitarna bor faststillas (om
t.ex. standardavvikelser anvinds ska de vara < 18 %).

DATA

DATA

For varje behandling ska data frén enskilda testprover av vdvnadsbitar (t.ex. OD-vdrden och data om berdknad
procentuell cellviabilitet for varje testimne, inklusive klassificering) rapporteras i tabellform, i tillimpliga fall dven
data fran upprepade experiment. Dessutom ska medelvirden + standardavvikelser for varje forsok rapporteras.
Observerad interaktion med MTT-reagenser och firgade testimnen ska rapporteras for varje testat dmne.
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2.2

3.1

TOLKNING AV RESULTATEN

De OD-virden som erhélls for varje testprov kan anvindas for att berakna procentuell viabilitet jimfort med NC,
som faststills till 100 %. Det procentuella viabilitetsgransvardet skiljer irriterande testimnen frin icke-
klassificerade testimnen, och det eller de statistiska forfaranden som tillimpas for att utvirdera resultaten och
identifiera irriterande dmnen ska tydligt definieras och dokumenteras och ska vara bevisat lampliga. Gransvar-
dena for att berakna irritation i samband med de validerade referensmetoderna anges nedan:

Testdmnet anses vara hudirriterande i enlighet med FN:s GHS-kategori 2

i) om vdvnadens viabilitet efter exponering och inkubation efter behandling ér ligre dn eller r lika med (<)
50 %.

Testsubstansen anses inte tillhora ndgon kategori

ii) om vivnadens viabilitet efter exponering och inkubation efter behandling dr hégre dn (>) 50 %.

RAPPORTERING

TESTRAPPORTER

Testrapporten ska innehalla f6ljande information:

Test- och kontrollimnen:

— Kemisk/a bendmning/ar, sisom IUPAC- eller CAS-bendmningar och CAS-nummer, om det ar ként.
—  Amnets renhet och sammansittning (i procent per vike).

—  De fysisk-kemiska egenskaper som dr relevanta for utforandet av undersokningen (t.ex. fysiskt tillstand, sta-
bilitet och flyktighet, pH-virde och vattenloslighet, om det ar ként).

— Eventuell behandling av test-/kontrollimnena fore testning (t.ex. uppvarmning, malning).
—  Lagringsforhéllanden.

Motivering for den hudmodell och det protokoll som anvints.

Testforhéllanden:

— Anvint cellsystem.

—  Kalibreringsinformation f6r matapparaten och bandpasset som anvints for att mita cellviabiliteten (t.ex.
spektrofotometer).

—  Fullstdndig styrkande information for den specifika hudmodell som anvints, inklusive modellens prestanda.
Detta ska bland annat omfatta foljande punkter:

i) Viabilitet.

ii)  Barridrfunktion.

iii) Morfologi.

iv) Reproducerbarhet och forutsigbarhet.

v)  Utforda kvalitetskontroller av modellen.
— Anvind testprocedur.

— Anvinda testdoser, exponeringens varaktighet och inkubationstid efter behandlingen.
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Beskrivning av eventuella dndringar av testproceduren.
Hanvisning till historiska uppgifter om modellen. Detta ska bland annat omfatta foljande punkter:

i)  Uppgifter om huruvida kvalitetskontrolluppgifterna ar godtagbara med avseende pa historiska uppgif-
ter om respektive anvénd sats.

ii)  Uppgifter om huruvida de positiva och negativa kontrollvirdena ar godtagbara med avseende pa posi-
tiva och negativa medelvirden och virdeomrdden.

Beskrivning av anvinda utvidrderingskriterier, inklusive motivering av valet av grinsvirde/n for
forutsigbarhetsmodellen.

Resultat:

Tabelluppstillning med data frdn enskilda testprover.

Beskrivning av andra observerade effekter.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.

LITTERATUR

10.

11.

12.

Forenta nationerna (FN) (2007). Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(GHS), andra reviderade utgavan, FN New York och Geneve, 2007. Finns pa:
http:/[www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev02/02files_e.html.

Reach: Riktlinjer om informationskrav och kemisk sikerhetsbedomning. Finns pé:
http://guidance.echa.europa.eu/docs/guidance_document/information_requirements_en.htm?time=
1232447649.

Testmetod B.4. AKUT TOXITITET, HUDIRRITATION/KORROSION.

Testmetod B.40. IN VITRO HUDKORROSION: TRANSCUTANEOUS ELECTRICAL RESISTANCE TEST
(TER).

Testmetod B.40 BIS. IN VITRO HUDKORROSION: TEST MED MODELL AV HUMAN HUD.

OECD (2006). Test Guideline 43 5. OECD Guideline for the Testing of Chemicals. In Vitro Membrane Barrier
Test Method. Antagen den 19 juli 2006. Finns pé:
http:/fwww.oecd.org/document/22/0,2340,en_2649_34377_1916054_1_1_1_1,00.html.

ECVAM (2009) Performance Standards for applying human skin models to in vitro skin irritation. Finns
under "Download Study Documents”, pa: http://ecvam.jrc.ec.europa.eu.

Fentem, J.H., Briggs, D., Chesné, C., Elliot, G.R., Harbell, ].W., Heylings, J.R., Portes, P., Roguet, R., van de
Sandt, ].J.M. & Botham, P. (2001). A prevalidation study on in vitro tests for acute skin irritation. Results and
evaluation by the Management Team. Toxicology in Vitro 15, 57-93.

Portes, P., Grandidier, M.H., Cohen, C. & Roguet, R.(2002). Refinement of the EPISKIN protocol for the
assessment of acute skin irritation of chemicals: follow-up to the ECVAM prevalidation study. Toxicology in
Vitro 16, 765-770.

Kandérovd, H., Liebsch, M., Genschow, E., Gerner, L, Traue, D., Slawik, B. & Spielmann, H. (2004). Opti-
misation of the EpiDerm test protocol for the upcoming ECVAM validation study on in vitro skin irritation
tests. ALTEX 21, 107-114.

Kandérovd, H., Liebsch, M., Gerner, L., Schmid, E., Genschow, E., Traue, D. & Spielmann H. (2005) The Epi-
Derm Test Protocol fort the Upcoming ECVAM Validation Study on In Vitro Skin Irritation Tests — An
Assessment of the Performance of the Optimised Test. ATLA 33, 351-367.

Cotovio, J., Grandidier, M.—H., Portes, P., Roguet, R. & G. Rubinsteen. (2005). The In Vitro Acute Skin Irri-
tation of Chemicals: Optimisation of the EPISKIN Prediction Model within the Framework of the ECVAM
Validation Process. ATLA 33, 329-249.



24.8.2009

Europeiska unionens officiella tidning

L 220/31

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Zuang, V., Balls, M., Botham, P.A., Coquette, A., Corsini, E., Curren, R.D., Elliot, G.R., Fentem, ].H., Heylings,
J.R., Liebsch, M., Medina, J., Roguet, R., van De Sandt, ].J.M., Wiemann, C. & Worth, A.(2002). Follow-up to
the ECVAM prevalidation study on in vitro tests for acute skin irritation. ECVAM Skin Irritation Task Force
Report 2. ATLA 30,109-129.

Spielmann, H., Hoffmann, S., Liebsch, M., Botham, P., Fentem, J., Eskes, C., Roguet, R., Cotovid, J., Cole, T.,
Worth, A., Heylings, J., Jones, P., Robles, C., Kandarovd, H., Gamer, A., Remmele, M., Curren, R., Raabe, H.,
Cockshott, A., Gerner, I. & Zuang, V. (2007) The ECVAM International Validation Study on In Vitro Tests
for Acute Skin Irritation: Report on the Validity of the EPISKIN and EpiDerm Assays and on the Skin Inte-
grity Function Test. ATLA 35, 559-601.

Hoffmann, S. (2006). ECVAM Skin Irritation Validation Study Phase II: Analysis of the Primary Endpoint
MTT and the Secondary Endpoint IL1-a. s. 135 och framét + bilagor. Finns under "Download Study Docu-
ments”, pa: http://ecvam.jrc.ec.europa.eu.

Eskes, C., Cole, T., Hoffmann, S., Worth, A., Cockshott, A., Gerner, I. & Zuang. V (2007) ECVAM Interna-
tional Validation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Selection of Test Chemicals. ATLA 35,
603-619.

J. Cotovio, M.-H. Grandidier, D. Leliévre, R. Roguet, E. Tinois-Tessonneaud, ]. Leclaire (2007). In vitro acute
skin irritancy of chemicals using the validated EPISKIN model in a tiered strategy — Results and performan-
ces with 184 cosmetic ingredients, AATEX, Special Issue-proceedings from WC6. vol.14, 351-358.

ESAC:s uttalande om uppdaterade EpiDerm och liknande SkinEthic-bestimningar, den 5 november 2008.

Europeiska kommissionen (2006). Europaparlamentets och rddets forordning (EG) nr 1907/2006 av den
18 december 2006 om registrering, utvirdering, godkdnnande och begrinsning av kemikalier (Reach), inrét-
tande av en europeisk kemikaliemyndighet, dndring av direktiv 1999/45/EG och upphévande av ridets for-
ordning (EEG) nr 793/93 och kommissionens forordning (EG) nr 1488/94 samt rddets direktiv 76/769/EEG
och kommissionens direktiv 91/155/EEG, 93/67/EEG, 93/105/EG och 2000/21/EG. Europeiska unionens offi-
ciella tidning, L 396, 30.12.2006 s. 1, publikationsbyrédn, Luxemburg.

Mosman, T. (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation
and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods 65, 55-63.

EpiSkin™ SOP, version 1.6 (januari 2005). Validation of the EpiSkin Skin Irritation Test — 42 Hours Assay
For The Prediction of Acute Skin Irritation of Chemicals. Finns under "Download Study Documents”, pa:
http:/Jecvam.jrc.ec.europa.eu.

EpiDerm™ SOP, version 5.0 (oktober 2004). Draft Standard Operating Procedure. In Vitro Skin Irritation
Test: Human Skin Model. Model: EpiDerm™- 200. Finns under "Download Study Documents”, pa:
http://ecvam.jrc.ec.europa.eu.

SkinEthic RHE™ SOP. Kommer att finnas tillganglig under "Download Study Documents”, pa:
http://ecvam.jrc.ec.europa.cu.

Harvell, ].D., Lamminstausta, K., Maibach, H.I. (1995) Irritant contact dermatitis IN: Guin J.D. Practical Con-
tact Dermatitis Mc Graw-Hill New York, s. 7-18.

Griesinger C, Barroso ] & Zuang V: ECVAM background document on the recent adaptations of the ECVAM
performance standards for in vitro skin irritation testing in the context of the drafting process of an EU test
method and an OECD draft test guideline, Ispra, den 13 november 2008.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:SV:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:SV:PDF

L 220/32

Europeiska unionens officiella tidning

24.8.2009

Tilligg

Utvirdering av prestandaegenskaperna hos de féreslagna in vitro-modellerna
av rekonstruerad human hud f6r hudirritation

INLEDNING

De procedurer som foreslds for anvindning for denna testmetod ska utvirderas for att avgora deras tillforlitlighet och exakt-
het genom att anvinda dmnen som representerar hela urvalet av Draizes irritationspodng. Nar modellen utvirderas med hjilp
av de 20 rekommenderade referensimnena (tabell 2) ska de foreslagna procedurerna uppvisa tillforlitlighets- och exakthets-
virden som 4r jimforbara med virdena for den validerade referensmetoden 1 (tabell 3) (1). De standarder for exakthet och
tillforlitlighet som ska uppfyllas anges i punkterna Il och III nedan. Icke-klassificerade och klassificerade dmnen (FN:s GHS-
kategori 2) som representerar relevanta kemiska klasser ska inbegripas, sé att tillforlitlighet och prestanda (sensitivitet, spe-
cificitet, falska negativa virden och falska positiva viarden samt exakthet) for den foreslagna testmetoden kan jamforas med
virdena for den validerade referensmetoden 1. Testmetodens tillforlitlighet och metodens anvandbarhet for att korrekt iden-
tifiera irriterande &mnen i FN:s GHS-kategori 2 ska faststillas innan modellen borjar anviandas for att testa nya dmnen.

PRESTANDASTANDARDER

Prestandastandarderna bestér av foljande tre faktorer: I) testmetodens grundldggande komponenter, II) referensimnen och 11I)
definierade virden for exakthet och tillforlitlighet (2). Prestandastandarderna baseras pd de prestandastandarder som defi-
nieras efter slutférande av ECVAM:s valideringsundersokning om hudirritation (3).

) Testmetodens grundliggande komponenter

Allmdnna villkor for modellen

Normala humana keratinocyter ska anvandas for att konstruera epitelvavnaden. Flera lager av viabla epitelceller (basala
lager, taggcellslager och granulira lager) ska finnas under ett funktionellt hornlager. Hornlagret ska besta av flera lager
som har den nodvindiga lipidprofilen for att producera en barridrfunktion som ar stark nog att std emot snabb pene-
trering av cytotoxiska markordmnen, t.ex. natriumdodekylsulfat (SDS) eller Triton X-100. Barridrfunktionen kan
antingen analyseras genom att faststilla den koncentration vid vilken ett markordmne minskar vdavnadernas viabilitet
med 50 % (IC5,) efter en faststilld exponeringstid, eller genom att faststdlla den exponeringstid som kravs for att minska
cellernas viabilitet med 50 % (ETs,) vid applicering av en viss faststilld koncentration av markoramnet. Modellens inne-
slutningsegenskaper ska forhindra att materialet kan passera runt hornlagret till den viabla vivnaden, vilket kan leda till
en dalig modellering av hudexponeringen. Hudmodellen ska vara fri fran fororeningar av bakterier, virus, mykoplasma
eller svamp.

Funktionsvillkor for modellen

Viabilitet

Den limpligaste bestimningsmetoden for att faststélla viabiliteten 4r MTT (4). Den optiska densiteten (OD) av det (losta)
fargdmnet som extraherats fran den vdvnad som behandlats med negativkontrollen (NC) bor vara minst 20 ganger storre
an den OD som konstaterats enbart for extraktionslosningsmedlet. Det ska dokumenteras att den viavnad som behand-
las med NC ir en stabil kultur (den ska uppvisa liknande viabilitetsmatt) under hela testexponeringstiden.

Barridrfunktion

Hornlagret och dess lipida sammansittning ska vara tillridckliga for att std emot snabb penetrering av cytotoxiska mar-
korimnen, t.ex. SDS eller Triton X-100, enligt berikningar av ICs, eller ETs,.

Morfologi

En histologisk undersokning av den rekonstruerade huden/epidermis ska genomforas av lampligt kvalificerad personal
och ska uppvisa en struktur som liknar ménsklig hud/epidermis (inklusive flerlagrigt hornlager).
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Reproducerbarhet
Resultaten av en metod ddr en specifik modell anvinds ska visa reproducerbarhet over tiden, foretradesvis genom ett
lampligt satskontrollimne (referensimne) (se definitionerna i avsnitt 1.2).
Kvalitetskontroller av modellen
Varje sats av den epitelmodell som anvinds méste uppfylla faststéllda kriterier f6r utslippande till produktion, varav
kriterierna for viabilitet och for barridrfunktionen dr de mest relevanta. Godkédnda virden (inom en 6vre och en undre
grans) for ICs, eller ETs, ska faststillas av leverantoren av hudmodellen (eller en forskare om en intern modell anvinds).
Vavnadens barridregenskaper ska verifieras av laboratoriet efter mottagande av viavnaderna. Endast resultat som har pro-
ducerats med kvalificerade viavnader kan godkannas for en tillforlitlig berdkning av irritationseffekter. De godkanda var-
dena for de validerade referensmetoderna visas i exemplet nedan.
Tabell 1
Exempel pa kriterier for kvalitetskontroll f6r utslippande av en sats
Nedre grins for Medelvirde for - i g .

godkannande godkannande Ovre grins for godkinnande
Validerad referensmetod 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC54 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 timmars behandling med
SDS)
Validerad referensmetod 2 ETs, = 4,8 tim ETs, = 6,7 tim ETs, = 8,7 tim
(1 % Triton X100)

Il) Referensimnen

Referensimnen anvinds for att faststilla om tillforlitligheten och exaktheten hos en foreslagen ny in vitro-testmodell
av rekonstruerad human hud, som strukturellt och funktionellt har visat sig vara tillridckligt lik de validerade referens-
metoderna, eller som utgor en mindre dndring av en validerad referensmetod, uppvisar en prestanda som ar jamforbar
med prestandan hos den validerade referensmetoden 1 (1). De 20 referensaimnen som anges i tabell 2 innehéller amnen
som representerar olika kemiska klasser av intresse, samt dmnen i FN:s GHS-kategori 2. Forteckningen utgors av
10 dmnen i FN:s GHS-kategori 2, 3 4mnen i FN:s valfria GHS-kategori 3 och 7 icke-kategoriserade damnen. I denna test-
metod betraktas den valfria kategori 3 som ingen kategori. Dessa referensimnen representerar det minsta antal mnen
som ska anvindas for att bedoma exaktheten och tillforlitligheten hos en foreslagen testmetod med rekonstruerad
human hud for hudirritationer. [ situationer dir ett listat 4mne inte finns tillgdngligt kan andra dmnen som det finns
adekvata in vivo-referensdata fér anvindas. Om man vill kan ytterligare dmnen frdn andra kemiska klasser och som det
finns adekvata in vivo-referensdata for laggas till minimiforteckningen med referensimnen for att ytterligare utvardera
den foreslagna testmetodens exakthet.

Tabell 2

Referensimnen for faststillande av exakthets- och tillforlitlighetsvirden f6r modeller av rekonstruerad
human hud for att mita hudirritation

Anme () casa | mneesr | GEL ooing | ok | okt
1-bromo-4-klorobutan 6940-78-9 | 230-089-3 L 0 Kat. 2 Ingen kat.
dietylftalat 84-66-2 | 201-550-6 L 0 Ingen kat. | Ingen kat.
naftalenittiksyra 86-87-3 | 201-705-8 S 0 Ingen kat. | Ingen kat.
allyl-fenoxy-acetat 7493-74-5 | 231-335-2 L 0,3 Ingen kat. | Ingen kat.
isopropanol 67-63-0 | 200-661-7 L 0,3 Ingen kat. | Ingen kat.
4-metyl-thio-benzaldehyd 3446-89-7 | 222-365-7 L 1 Kat. 2 Ingen kat.
metylstearat 112-61-8 | 203-990-4 S 1 Ingen kat. | Ingen kat.
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A € casm | Bneesr |G| opeing | virokar | o ket
heptylbutyrat 5870-93-9 | 227-526-5 L 1,7 Ingen kat. | Valfri kat.
hexyl-salicylat 6259-76-3 | 228-408-6 L 2 Ingen kat. | Valfri kat.
triisobutylfosfat 126-71-6 | 204-798-3 L 2 Kat. 2 Valfri kat.
1-decanol 112-30-1 | 203-956-9 L 2,3 Kat. 2 Kat. 2
cyklamenaldehyd 103-95-7 | 203-161-7 L 2,3 Kat. 2 Kat. 2
1-bromohexan 111-25-1 | 203-850-2 L 2,7 Kat. 2 Kat. 2
2-klorometyl-3,5-dimetyl-4- 86604-75-3 | 434-680-9 S 2,7 Kat. 2 Kat. 2
metoxypyridin hydroklorid
a-terpineol 98-55-5 | 202-680-6 L 2,7 Kat. 2 Kat. 2
di-n-propyl disulfid 629-19-6 | 211-079-8 L 3 Nr. kat. Kat. 2
butylmetakrylat 97-88-1 | 202-615-1 L 3 Kat. 2 Kat. 2
benzenethiol, 7340-90-1 | 438-520-9 L 3,3 Kat. 2 Kat. 2
5—(1,1-dimetyletyl)-2-metyl
1-metyl-3-fenyl-1-piperazin 5271-27-2 | 431-180-2 S 3,3 Kat. 2 Kat. 2
heptanal 111-71-7 | 203-898-4 L 4 Kat. 2 Kat. 2

() De 20 referensaimnena bestar av ett representativt urval fran de 58 dmnen som ursprungligen anvéndes for att validera referensme-

tod 1 (EpiSkin™). Det finns en fullstindig foreteckning 6ver testimnen och urvalskriterier for dessa (5).

De dmnen som anges i tabell 2 utgor en representativ fordelning av de 58 dmnen som anvinds i ECVAM:s internatio-
nella valideringsundersokning av hudirritationer (1). Urvalet baseras pa foljande kriterier:

— Amnena ska vara kommersiellt tillgingliga.

—  De ska vara representativa for hela urvalet av Draizes irritationspodng (frén ej irriterande till starkt irriterande).

— De ska ha en vildefinierad kemisk struktur.

— De ska vara representativa for den validerade metodens reproducerbarhet och forutsigande kapacitet enligt

ECVAM:s valideringsundersokning.

— De ska vara representativa for den kemiska funktionalitet som anvinds i valideringsprocessen.

— De ska inte ha en extremt toxisk profil (t.ex. cancerogena eller toxiska for det reproduktiva systemet) och de far

inte medféra prohibitiva kostnader for bortskaffande.

Definierade virden for exakthet och tillforlitlighet

Den foreslagna testmodellens prestanda (sensitivitet, specificitet, falskt negativt varde, falskt positivt virde och exakt-
het) ska vara jamforbara med virdena for den validerade referensmetoden 1 (tabell 3), dvs. sensitiviteten ska vara lika
med eller hogre () dn 80 %, specificiteten ska vara lika med eller hogre (2) dn 70 %, och exaktheten ska vara lika med
eller hogre (=) dn 75 %. Berdkningen av prestanda ska goras genom att anvinda alla klassificeringar som har erhallits
for de 20 dmnena i de deltagande laboratorierna. Klassificeringen av varje dmne vid varje laboratorium ska goras genom

att anvanda viabilitetsmedelvardet for de olika korningar som gjorts (minst tre godkdnda korningar).
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Tabell 3

Prestanda for validerad referensmetod 1 (1)

Testmetod Antal dmnen Sensitivitet Specificitet Falskt"negativt Fa]Skt..pOSitin Exakthet
virde virde
Validerad 58 87,2% (%) 71,1 % (%) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
referensmetod 1 (1)
Validerad 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
referensmetod 1 (%)

(1) EpiSkin™.
(%) Baserat pa 13 irriterande dmnen i GHS-kategori 2.
(%) Baserat pd 45 irriterande dmnen som ingdr i GHS-kategori 3 eller som inte ir kategoriserade i GHS.

Den foreslagna testmetodens tillforlitlighet ska vara jamforbar med de validerade referensmetodernas tillforlitlighet.

Reproducerbarhet inom laboratorier

En utvdrdering av variationerna inom laboratorier bor visa en konkordans for klassificeringarna (kategori 2/ingen kate-
gori) som fés fram i olika och oberoende testkorningar av de 20 referensimnena vid ett enda laboratorium. De ska vara
lika med eller hogre (2) dn 90 %.

Reproducerbarhet mellan laboratorier

En utvirdering av reproducerbarheten mellan laboratorier ar inte nddvandig om den foreslagna testmetoden endast ska
anvindas vid ett laboratorium. Fér metoder som ska Gverforas mellan laboratorier ska den konkordans for klassifice-
ringarna (kategori 2/ingen kategori) som fés fram i olika och oberoende testkorningar av de 20 referensimnena mellan
foretradesvis minst tre laboratorier vara lika med eller hogre (>) dn 80 %.

LITTERATUR

1.  Spielmann, H., Hoffmann, S., Liebsch, M., Botham, P., Fentem, J., Eskes, C., Roguet, R., Cotovid, ., Cole, T., Worth, A,
Heylings, J., Jones, P., Robles, C., Kanddrovd, H., Gamer, A., Remmele, M., Curren, R., Raabe, H., Cockshott, A., Gerner,
L. & Zuang, V. (2007). The ECVAM International Validation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Report on
the Validity of the EPISKIN and EpiDerm Assays and on the Skin Integrity Function Test. ATLA 35, 559-601.

2. OECD (2005) Guidance Document No. 34 on the validation and international acceptance of new or updated test met-
hods for hazard assessment. OECD, Paris.

3. ECVAM (2007) Performance Standards for applying human skin models to in vitro skin irritation. Finns under "Down-
load Study Documents”, pa: http:/[ecvam.jrc.ec.europa.eu. Finns tillganglig frin den 27.10.2008.

4. Mosman, T. (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and cyto-
toxicity assays. Journal of Immunological Methods 65, 55-63.

5. Eskes, C, Cole, T., Hoffmann, S., Worth, A., Cockshott, A., Gerner, I. & Zuang. V (2007). ECVAM International Vali-
dation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Selection of Test Chemicals. ATLA 35, 603-619.

(") Itabell 3 anges prestanda for den validerade referensmetoden 1 med avseende pé dess formédga att korrekt identifiera irriterande dmnen
(FN:s GHS-kategori 2) och icke-klassificerade &mnen (ingen kategori, inklusive valfri kategori 3) for de 58 respektive 20 referensimnena
(tabell 2).
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1.2

BILAGA IV

C.3 BESTAMNING AV TILLVAXTHAMNING HOS SOTVATTENSALGER OCH CYANOBAKTERIER

METOD

Metoden motsvarar OECD TG 201 (2006) (1).

INLEDNING

Testmetoder utvirderas och moderniseras med jamna mellanrum som en anpassning till den vetenskapliga utveck-
lingen. Det var nodvindigt att revidera metoden C.3 for att ta med ytterligare arter och for att uppfylla kraven betraf-
fande farobedomning och klassificering av kemikalier. Revideringen har gjorts pd grundval av tre faktorer: en
betydande praktisk erfarenhet, den vetenskapliga utvecklingen nér det giller toxicitetstester pa alger, samt en omfat-
tande anvindning av den tidigare versionen av dokumentet for normerande dndamal.

DEFINITIONER
I denna metodbeskrivning anvinds foljande definitioner och forkortningar:

biomassa: torrvikten av all levande substans i en population, uttryckt per volymenhet, t.ex. mg alger/liter testlos-
ning. Biomassa definieras vanligen som en massa, men i det hir testet anvinds alltsa i stillet massa/volym. Begrep-
pet biomassa anvinds ocksa i testet for att ange resultatet av alternativa matmetoder, t.ex. cellrdkning och médtning
av fluorescens.

variationskoefficient: dimensionslost métt pd en parameters variabilitet, definierat som forhdllandet mellan stan-
dardavvikelsen och medelvirdet. Detta kan ocksd uttryckas i procent. Variationskoefficientens medelvirde for den
genomsnittliga specifika tillvaxthastigheten i kontrollreplikaten berdknas enligt foljande:

1. Berdkna variationskoefficienten (i procent) for den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten utifran de dag-
liga sektionsvisa tillvixthastigheterna for respektive replikat.

2. Berikna medelvardet for alla virden som erhdllits i punkt 1 for att fa fram den genomsnittliga variationsko-
efficienten for den dagliga sektionsvisa specifika tillvaxthastigheten i kontrollreplikaten.

EC,: den koncentration av testsubstansen, 16st i testmediet, som minskar testorganismens tillvixt med x % (t.ex.
50 %) inom en bestimd exponeringstid (som tydligt mdste anges om man avviker frdn den fulla eller normala test-
perioden). For att man entydigt ska kunna skilja ett EC-virde som hirletts ur tillvixthastigheten fran ett som hér-
letts ur den producerade mangden biomassa anvands symbolerna "E,C” resp. "E,C".

odlingsmedium: det kompletta syntetiska medium som algerna vixer i nir de exponeras for testsubstansen. Test-
substansen dr vanligen 16st i testmediet.

tillvixthastighet (genomsnittlig specifik tillvixthastighet): den logaritmiska 6kningen av biomassan under
exponeringstiden.

ligsta koncentration med observerad effekt (LOEC - "Lowest Observed Effect Concentration”): den ligsta
testade koncentration vid vilken man kan faststilla att testsubstansen har en statistiskt signifikant hammande effekt
pa tillvixten (vid p < 0,05) inom en given exponeringstid, jamfort med kontrollen. Alla koncentrationer av test-
substansen som 6verstiger LOEC maste dock ha en negativ effekt som dr minst lika stor som den som observeras
vid LOEC. Om dessa bada villkor inte dr uppfyllda méste en fullstindig redogorelse limnas for hur LOEC (och dir-
med NOEC) har valts.

hogsta koncentration utan observerad effekt (NOEC - ”"No Observed Effect Concentration”): den koncen-
tration av testsubstansen som ligger omedelbart under LOEC.
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1.3

1.4

1.5

responsvariabel: variabel for bestimning av toxicitet. Variabeln fis fram genom att olika berikningsmetoder
tillimpas pd uppmatta parametrar for biomassa. I den aktuella testmetoden ar tillvixthastighet och producerad
mingd biomassa responsvariabler som erhlls genom att biomassan mits antingen direkt eller genom ndgon av de
angivna alternativa matmetoderna.

specifik tillvixthastighet: responsvariabel som definieras som kvoten av skillnaden mellan de naturliga logarit-
merna for en observerad parameter (i den hér testmetoden: biomassa) och motsvarande tidsperiod.

producerad mingd biomassa: virdet pd en mitvariabel i slutet av exponeringstiden minus motsvarande vérde i
bérjan av exponeringstiden, anvint som ett mitt pd 6kningen av biomassa under testet.

TESTETS TILLAMPLIGHET

Testmetoden ir lttast att tillimpa pa vattenlosliga amnen som under testforhdllandena sannolikt kommer att stanna
kvar i vattnet. Om man i stéllet vill testa dmnen som ar flyktiga, starkt adsorberande, firgade, svarlosliga i vatten
eller som kan paverka tillgdngen pd naringsimnen och mineraler i testmediet kan det krivas vissa modifieringar av
den beskrivna metoden (t.ex. slutna system, andra typer av testkarl). Ndgra exempel pd limpliga modifieringar ges
i 2)(3) och (4).

TESTPRINCIP

Syftet med testet ar att bestimma vilka effekter ett visst amne har pa tillvixten hos sotvattenslevande mikroalger
och cyanobakterier. De exponentiellt vixande testorganismerna exponeras for testsubstansen i batchkulturer under
en tidsperiod pd vanligen 72 timmar. Trots att testperioden ir relativt kort kan effekterna pé flera generationer
bedomas.

Systemets respons innebdr att tillvixten i en serie algkulturer (testenheter) som exponeras for olika koncentrationer
av en testsubstans minskar. Responsen betraktas som en funktion av exponeringskoncentrationen jamfért med den
genomsnittliga tillvaxten for icke-exponerade kontrollreplikat. For att testsystemet ska kunna ge full respons péd en
toxisk testsubstans (optimal kanslighet) far kulturerna tillvixa exponentiellt utan ndgra begransningar, samt med
tillrdcklig naringstillgdng och i kontinuerligt ljus, under den tid som krévs for att minskningen i specifik tillvaxt-
hastighet ska bli métbar.

Tillvixtens och tillvixtminskningens storlek bestims genom matningar av algbiomassans forandring 6ver tiden. Alg-
biomassa definieras som torrvikten alger per volymenhet, t.ex. mg alger/liter testlosning. Torrvikt dr dock svért att
mita, varfor man kan anvinda sig av olika alternativa parametrar. Bland dessa ir celltal vanligast. Andra alternativa
parametrar dr cellvolym, fluorescens och absorbans. Omrikningsfaktorn mellan uppmatt virde for den alternativa
parametern och biomassa ska vara kind.

Som effektmatt for testet anvands tillvixtminskning, dar tillvixt definieras som den logaritmiska 6kningen av bio-
massan (genomsnittlig specifik tillvaxthastighet) under exponeringstiden. Frdn de genomsnittliga specifika tillvaxt-
hastigheter som uppmitts i en serie testlosningar berdknar man den koncentration av testsubstansen som ger
upphov till en viss, faststilld minskning av tillvixthastigheten, x % (t.ex. 50 %). Virdet uttrycks som E,C, (t.ex. E,Cs).

For tillimpning av denna metod inom ramen for EU-lagstiftningen bor resultatberdkningen baseras pa en genom-
snittlig specifik tillvixthastighet av de skil som anges i avsnitt 2.2 nedan. [ den hir testmetoden anvinds dven pro-
ducerad mingd biomassa som responsvariabel, ndgot som kan vara nddvindigt for att uppfylla géllande krav i vissa
linder. Denna responsvariabel definieras som skillnaden i biomassa mellan exponeringstidens bérjan och slut. Med
utgdngspunkt i den méngd biomassa som producerats i en serie testlosningar beridknar man den koncentration av
testsubstansen som ger upphov till en viss, faststilld minskning av méngden producerad biomassa, x % (t.ex. 50 %).
Detta varde uttrycks som E,C, (t.ex. E/C5).

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

TESTSUBSTANS

Uppgifter om testsubstansen kan vara av virde dd man bestimmer testférhéllandena. Exempel péd sddana uppgifter
ar strukturformel, renhetsgrad, ljusbestindighet, stabilitet under testbetingelserna, ljusabsorberande formaga, pKa,
samt resultat fran undersokningar av dmnets omvandling — bland annat genom biologisk nedbrytning — i vatten.
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1.8.1

Testsubstansens vattenloslighet, fordelningskoefficient oktanol/vatten (P,,) och angtryck ska vara kdnda, och det
ska finnas en validerad metod for kvantitativ bestimning av dmnet i testlosningarna. Metodens utbyte och detek-
tionsgrins ska vara kanda.

REFERENSSUBSTANS

Referenssubstanser, t.ex. 3,5-diklorfenol, som anvinds i det internationella ringtestet (4), kan testas for att kontrol-
lera testforfarandet. For gronalger kan dven kaliumdikromat anvindas som referenssubstans. Referenssubstanser bor
testas minst tva ganger per dr.

RESULTATENS GILTIGHET
For att testresultaten ska vara giltiga méste foljande villkor vara uppfyllda:

— Biomassan i kontrollkulturerna ska ha 6kat exponentiellt med minst en faktor 16 inom testperioden (72 tim-
mar). Detta motsvarar en specifik tillvixthastighet pd 0,92/dygn. De mest anvinda arterna har vanligen en
betydligt hogre tillvaxthastighet (se tilligg 1). Kravet kan dock inte alltid uppfyllas nir man anvénder sig av
arter som vaxer ldngsammare dn de i tilligg 1. Testperioden ska da forlangas s att man erhaller en minst
16-faldig tillvaxt i kontrollkulturerna, och tillvixten maste vara exponentiell under hela testperioden. Testpe-
rioden kan dven forkortas dnda ner till 48 timmar om detta krdvs for att uppnd obegransad exponentiell till-
vaxt under testet. Ett villkor for detta 4r dock att tillvaxten dr minst 16-faldig.

— Variationskoefficientens medelvirde f6r sektionsvis specifika tillvixthastigheter (dag 0-1, 1-2 och 2-3 for
72-timmarstester) i kontrollkulturerna (se avsnitt 1.2 under "variationskoefficient”) fir inte overskrida 35 %. I
andra stycket i avsnitt 2.2.1 beskrivs hur man berdknar sektionsvis specifik tillvixthastighet. Detta kriterium
tillimpas pa medelvirdet for de variationskoefficienter som raknats fram for kontrollreplikaten.

— I tester med Pseudokirchneriella subcapitata och Desmodesmus subspicatus far variationskoefficienten for genom-
snittlig specifik tillvaxthastighet i kontrollreplikaten inte dverskrida 7 % under hela testperioden. Fér arter som
inte anvinds sd ofta i testsammanhang far vdrdet inte overstiga 10 %.

METODBESKRIVNING

Utrustning

Testkarl och annan utrustning som kommer i kontakt med testlosningarna ska vara helt av glas eller annat kemiskt
inert material. Utrustningen ska rengoras omsorgsfullt sa att inga organiska eller oorganiska féroreningar paverkar
algernas tillvaxt eller testlosningarnas sammansattning.

Som testkérl anvinds vanligen glaskolvar som rymmer en tillrickligt stor volym algkultur for att méjliggora mat-
ningar under testet. Kolvarna ska ocksd medge ett tillrickligt hogt utbyte av CO, med den omgivande luften (se
andra stycket i avsnitt 1.8.9). Observera att vitskevolymen madste vara tillrackligt stor for analytiska bestimningar
(se femte stycket i avsnitt 1.8.11).

Foljande utrustning kravs ocksa (helt eller delvis):

— Odlingsutrymme. Man bor anvinda ett odlingsskép eller en odlingskammare ddr inkuberingstemperaturen kan
regleras med en noggrannhet av * 2 °C.

— Instrument f6r ljusmédtning. Observera att matvardena for ljusintensitet paverkas av matmetoden, srskilt typen
av ljussensor. Mdtningarna bor helst goras med en sférisk (4 m) sensor (som mater bade direkt och reflekterat
ljus frén alla vinklar ovanfor och under métplanet), eller en 2 m-sensor (som miiter ljus fran alla vinklar ovan-
for matplanet).

— Utrustning for att bestimma algbiomassa. Cellrdkning, som ér den oftast anvinda alternativa mitmetoden for
algbiomassa, kan utforas med elektronisk partikelrdknare, mikroskop utrustat med raknekammare eller fl6-
descytometer. Andra alternativa parametrar for biomassa kan métas med hjilp av flodescytometer, fluorime-
ter, spektrofotometer eller kolorimeter. Man bor helst ta reda pd omrékningsfaktorn mellan celltal och torrvikt.
Nir koncentrationen av biomassa dr lag kan det vid spektrofotometriska métningar vara nodvindigt att
anvinda sig av kyvetter med en strdlgdng pd minst 4 cm for att fa fram anvindbara matvirden.
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Testorganismer

Ett stort antal arter av icke-fastsittande mikroalger och cyanobakterier kan anvindas for testet. En forteckning 6ver
lampliga stammar aterfinns i tilligg 1.

Om man anvander sig av andra arter ska stammen och/eller ursprunget anges. Man maste ocksa kunna visa att de
alger som anvinds kan tillvixa exponentiellt under hela testperioden vid rddande testforhallanden.

Odlingsmedium

Det rekommenderas att man anvander antingen OECD eller AAP som odlingsmedium. Sammansattningen av dessa
medier framgdr av tilligg 2. Observera att de tvd medierna har olika utgdngsvirde for pH och olika buffringsfor-
méga (motverkar pH-6kningar), vilket gor att de kan ge olika testresultat. Detta galler sarskilt nir man testar joni-
serande dmnen.

Det kan ibland vara nodvandigt att modifiera odlingsmedierna, t.ex. d man testar metaller eller kelatbildare, eller
dé testerna gors vid skilda pH-varden. Man ska alltid ange skilen till en sddan modifiering, och det modifierade
mediet ska beskrivas i detalj (3)(4).

Biomassans startkoncentration

Biomassans startkoncentration ska vara densamma for alla testkulturer. Den ska ocksd vara tillrackligt 1g for att
mojliggora exponentiell tillvixt under hela inkuberingen utan att ndgra ndringsdmnen tar slut. Startvardet fir inte
overskrida 0,5 mg/l, raknat pa torrvikt. Foljande cellkoncentrationer bor anvindas:

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

Testsubstansens koncentration

Det koncentrationsintervall ddr det dr troligt att testsubstansen ger effekter kan bestimmas pé grundval av resultat
frén sdrskilda tester ("range-finding tests”). For det slutliga testet anvinds minst fem koncentrationer i en geome-
trisk serie vars faktor inte Gverstiger 3,2. For testsubstanser med plan dos-respons-kurva kan det vara befogat att
anvinda en hogre faktor. Koncentrationsserien bor helst omfatta ett intervall som minskar tillvixthastigheten med
5-75 %.

Replikat och kontroller

For varje koncentration av testsubstansen ska det finnas tre replikat. Om NOEC inte behover bestimmas kan man
andra testupplagget sé att antalet koncentrationer 6kas medan antalet replikat per koncentration minskas. Minst tre
kontrollreplikat ska anvandas, och helst bor de vara dubbelt sa manga som antalet replikat for varje koncentration
av testsubstansen.

En extra serie testlosningar kan beredas for analytisk bestimning av testsubstansens koncentration (se fjarde och
sjatte stycket i avsnitt 1.8.11).

Om ett losningsmedel anvinds for testsubstansen maste man ta med ytterligare kontroller dir koncentrationen av
16sningsmedel 4r densamma som i testkulturerna.

Beredning av ympkultur

En ympkultur bereds i testmedium 2-4 dagar innan testet pdborjas. Syftet med detta dr att algerna ska kunna
anpassa sig till testforhdllandena och befinna sig i exponentiell tillvaxtfas ndr de senare ympas i testlosningarna. Alg-
biomassan regleras sa att ympkulturen fortsitter att tillvixa exponentiellt till dess att testet inleds. Ympkulturen inku-
beras under samma forhallanden som testkulturerna. En matning gors av 6kningen av ympkulturens biomassa, sd
att man kan forvissa sig om att tillvaxten befinner sig inom det normala intervallet for den anvinda stammen under
radande odlingsbetingelser. I tilligg 3 ges ett exempel pd en metod for algodling. Det kan krévas ett andra forok-
ningssteg for ympkulturen om man vill undvika att celldelningarna under testet sker synkront.
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1.8.8  Beredning av testlosningar

Alla testlosningar ska innehélla samma koncentration av odlingsmediet, och samma startkoncentration av algbio-
massan. Testlosningar av de valda koncentrationerna bereds vanligen genom att man blandar en stamlosning av test-
substansen med odlingsmedium och ympkultur. Stamlosningar brukar beredas genom att man loser amnet i fraga
i testmedium.

Losningsmedel som aceton, tert-butylalkohol och dimetylformamid kan anvindas som barare nir man tillsitter
dmnen med 1dg vattenloslighet till testmediet (2)(3). Koncentrationen av losningsmedel ska inte 6verstiga 100 pl/l,
och det tillsatta 16sningsmedlet ska vara av samma koncentration for alla kulturer (inklusive kontroller) i testserien.

1.8.9 Inkubering

Testkarlen forsluts med luftgenomslippliga proppar, skakas om, och placeras sedan i odlingsutrymmet. For att halla
algerna i suspension under hela testet och for att sikra ett tillrackligt stort utbyte av CO, maste kdrlen hela tiden
skakas eller innehéllet roras om. Kulturerna inkuberas vid 21-24 °C, och temperaturen ska kunna regleras med en
noggrannhet av + 2 °C. Nar det giller arter som inte fortecknas i tillagg 1 (t.ex. tropiska arter) kan det vara lampligt
med en hogre temperatur. Detta forutsitter dock att kriterierna for testresultatens giltighet ar uppfyllda. Kolvarna
bor placeras slumpvis i inkubatorn och sedan flyttas om dagligen.

Kontrollmediets pH fir inte 6ka med mer 4n 1,5 enheter under testet. Nar det géller metaller samt Zmnen som del-
vis joniseras vid det anvinda pH-virdet, kan det vara nodvindigt att justera for pH-forandringar for att fa fram repro-
ducerbara och tydliga resultat. Det gdr att begrinsa pH-svingningar till mindre 4n 0,5 enheter om man ser till att
utbytet av CO, mellan testlésningen och den omgivande luften ar tillrickligt hogt, t.ex. genom att 6ka skakappa-
ratens hastighet. En annan mojlighet ar att reducera behovet av CO, genom att minska biomassans startkoncen-
tration eller testets lingd.

Den yta ddr 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, och ljusets intensitet ska anpas-
sas efter den testorganism som anvands. For de rekommenderade gronalgsarterna ska intensiteten, matt vid test-
l6sningarna, ligga inom intervallet 60-120 pE‘m *s' ndr mitningen gors i det fotosyntetiskt verksamma
véglangdsomradet 400-700 nm med lamplig sensor. Vissa arter, sarskilt Anabaena flos-aquae, tillvixer utan pro-
blem vid laga ljusintensiteter och kan dven skadas av hoga intensiteter. For sidana arter ska den genomsnittliga ljus-
intensiteten ligga pa 40-60 pE-m -s'. (F6r mitinstrument som kalibrerats i lux motsvarar den rekommenderade
ljusintensiteten 60-120 pE-m%s™" for kallt vitt ljus ungefar 4 440-8 880 lux.) Ljusintensiteten dver inkuberingsy-
tan far inte variera mer dn + 15 % jaimfort med genomsnittsvérdet.

1.8.10 Testets varaktighet

Testet ska normalt pagd i 72 timmar. Man kan dock anvinda kortare eller lingre testperioder, forutsatt att samtliga
kriterier for testresultatens giltighet i avsnitt 1.7 dr uppfyllda.

1.8.11 Mitningar och analytiska bestimningar

Algbiomassan i varje kolv bestims minst en gang per dag under testperioden. Om métningarna gors pa sma voly-
mer som pipetterats fran testlosningarna ska dessa volymer inte ersittas.

Biomassan bestims genom manuell cellrdkning i mikroskop eller med hjilp av en elektronisk partikelrdknare (mat-
ning av celltal eller biovolym). Alternativa metoder, t.ex. flodescytometri, klorofyllfluorescens in vitro eller in
vivo (6)(7) och absorbans kan ocksa anvindas, forutsatt att man kan pavisa en tillfredsstillande korrelation med bio-
massan for de virden pa densamma som kan forekomma i testet.

Losningarnas pH miits i borjan och slutet av testet.

Om det finns en analytisk bestimningsmetod for testsubstansen i det valda koncentrationsintervallet ska testlos-
ningarna analyseras for att kontrollera startkoncentrationerna och for att se till att exponeringskoncentrationerna
inte forandras under testet.
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Om det ar troligt att exponeringskoncentrationerna under testet kommer att variera med mindre dn 20 % frdn de
nominella virdena kan det ricka med att man i borjan och slutet av testet bestimmer testsubstansens koncentra-
tion pd tre nivder: en hg koncentration, en lag koncentration, och en koncentration runt det forvintade ECg,-
virdet. Om koncentrationerna av testsubstansen sannolikt inte kommer att hélla sig inom 80-120 % av de
nominella virdena bor man i stillet bestimma samtliga koncentrationer av testsubstansen vid testets borjan och
slut. For flyktiga, instabila eller starkt adsorberande testsubstanser bor ytterligare prov for analys tas med 24 tim-
mars mellanrum under hela exponeringstiden. P4 sa vis far man ett sikrare matt pa hur mycket testsubstans som
forsvinner. Sddana dmnen kraver ocksa att man anvinder extra replikat. Under alla omstdndigheter behover bestam-
ningar av testsubstansens koncentration bara goras pa ett replikatkarl for varje koncentration (eller pa det samlade
innehéllet frdn samtliga replikat).

Testmedier som beretts sarskilt for bestimning av exponeringskoncentrationer under testet ska behandlas pd samma
satt som dem som anvinds for tester, dvs. de ympas med alger och inkuberas under identiska forhallanden. Om
den losta testsubstansens koncentration maste bestimmas kan det vara nodvandigt att isolera algerna fran mediet.
Separeringen bor helst goras genom centrifugering vid lagt g-tal (men tillrickligt hogt for att algerna ska kunna
avskiljas).

Om man kan visa att testsubstansens koncentration under hela testet pa ett tillfredsstallande sitt har hallits inom
+ 20 % av den nominella eller uppmiatta startkoncentrationen, kan analysen av resultaten baseras pa nominella eller
uppmitta startvirden. Om avvikelsen fran den nominella eller uppmitta startkoncentrationen ér storre dn * 20 %
ska analysen i stallet grunda sig pa det geometriska medelvirdet for koncentrationen under exponeringen, eller pa
modeller som beskriver hur testsubstansens koncentration minskar (3)(8).

Bestimning av tillvixthdmning hos alger 4r en mer dynamisk metod 4n de flesta andra akvatiska toxicitetstester med
kort testperiod. De faktiska exponeringskoncentrationerna kan dérfor vara svéra att bestimma, sarskilt for adsor-
berande dmnen som testas vid laga koncentrationer. Om dmnet i sédana fall adsorberas till den 6kande algbiomas-
san och darfor inte ldngre aterfinns i losningen, innebdr detta dock inte att dmnet forsvinner frén testsystemet. Vid
analysen av testresultat ska man undersoka om en minskad koncentration av dmnet under testperioden kan kor-
releras med en reducerad tillvixthdmning. Om sd dr fallet bor man 6vervéga att genom en limplig modell beskriva
testsubstansens minskande koncentration (8). I annat fall kan det vara motiverat att basera resultatanalysen pa test-
substansens nominella eller uppmiitta startkoncentration.

1.8.12 Ovriga iakttagelser

Kontrollera i mikroskop att ympkulturen ser normal och frisk ut. I slutet av testet ska man ocksé notera eventuella
avvikelser fran normalt utseende (som kan ha orsakats av exponeringen for testsubstansen).

1.8.13 Grinstest

Under vissa omstandigheter, t.ex. ndr ett forberedande test tyder pé att testsubstansen inte har ndgra toxiska effek-
ter vid koncentrationer upp till 100 mg/l — eller upp till dess loslighetsgrans i testmediet, om denna gréns ér lagre
— kan man utféra ett granstest. Man jamfor dd responsen mellan en kontrollgrupp och en testgrupp (med en kon-
centration pd 100 mg/l eller lika med 16slighetsgransen). Det rekommenderas starkt att jamforelsen kompletteras
med en bestimning av exponeringskoncentrationen. Alla tidigare beskrivna testbetingelser och kriterier for prov-
resultatens giltighet giller dven for grinstestet, sindr som pd att testreplikaten ska vara minst sex till antalet.
Responsvariablerna i kontroll- och testgruppen kan analyseras med hjilp av ett statistiskt test dar man jamf6r med-
elvirden, t.ex. Students t-test. Om de tvd grupperna inte har samma varians mdste t-testet anpassas efter detta.

1.8.14 Anpassning for starkt firgade imnen

Bestrdlningen (ljusets intensitet) bor ligga i den 6vre delen av det intervall som beskrivs i denna testmetod,
dvs. 120pE m-2 s-1 eller hogre.

Stralgangen bor kortas genom att 1osningarnas volym minskas (med mellan 5 och 25 ml).

Man bor sorja for tillracklig omrorning (till exempel genom mattlig skakning) sa att algerna frekvent utsitts for hog
ljusbestrdlning vid odlingens yta.
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2. DATA

2.1 PLOTTNING AV TILLVAXTKURVOR

Mingden biomassa i testkirlen kan uttryckas i enheten for den alternativa parameter som anvints vid matningen
(t.ex. celltal, fluorescens).

De framriknade virdena for biomassans koncentration i testkulturer och kontroller fors in i en tabell, tillsammans
med testmaterialets koncentrationer och mattidpunkterna (noterade med en uppldsning pa minst hela timmar).
Tabellvirdena anvinds sedan for att ta fram plottade tillvaxtkurvor. Bade logaritmiska och linjara skalor kan vara
anvindbara pé detta inledande stadium, men logaritmiska skalor r obligatoriska, och de ger ocksd i allmidnhet en
bittre uppfattning om variationer i tillvixtmonstret under testperioden. Observera att exponentiellt 6kande mat-
virden ger en rak linje nir de plottas pd en logaritmisk skala, och att kurvans lutning anger den specifika
tillvixthastigheten.

Kontrollera med hjilp av plottarna om kontrollkulturerna har tillvaxt exponentiellt och med forvintad hastighet
under hela testet. Alla datapunkter och kurvor bor undersokas kritiskt, och rédata samt metoder bor kontrolleras
med avseende pd eventuella fel. Kontrollera sirskilt alla datapunkter som verkar avvika pd grund av systematiska
fel. Om man konstaterar uppenbara eller mycket sannolika fel i testutforandet ska de berorda datapunkterna mar-
keras som avvikande virden ("outliers”) och inte tas med i den efterfoljande statistiska analysen. (Om algkoncen-
trationen 4r noll i halften eller en tredjedel av kirlen med replikat kan detta tyda pd att kirlen inte ympats pd ritt
sitt eller inte rengjorts ordentligt.) Det ska tydligt framga av testrapporten varfor en datapunkt betraktats som avvi-
kande och darfor inte anvénts. Det enda giltiga skilet dr (enstaka) misstag i utforandet av testet. Délig precision rak-
nas diremot inte som ett giltigt skal. Statistiska metoder for att identifiera avvikande virden dr av begrinsat virde
ndr det giller den hir typen av problem, och de kan inte ersitta expertbeddmningar. Avvikande varden (som mar-
kerats som sddana) bor helst behéllas bland de datapunkter som visas i senare presentationer av data i grafisk form
eller tabellform.

2.2 RESPONSVARIABLER

Syftet med testet ér att bestimma testsubstansens effekt pa tillvixten hos alger. Eftersom olika medlemslidnder har
olika prioriteringar och bestimmelser anvinds tvd responsvariabler, a och b. Effekten ska bedomas med bada vari-
ablerna for att testresultaten ska kunna godtas i alla medlemslinder.

a)  Genomsnittlig specifik tillvixthastighet: responsvariabel som beriknas utifrin den logaritmiska 6kningen i bio-
massa under testperioden, uttryckt per dygn.

b) Producerad mingd biomassa: responsvariabel som motsvarar skillnaden mellan den ursprungliga méingden
biomassa och biomassan vid testets slut.

For tillimpning av denna metod inom ramen for EU-lagstiftningen bor resultatberdkningen baseras pa en genom-
snittlig specifik tillvaxthastighet av de skal som anges nedan. Observera att toxicitetsvarden som berdknats utifrén
de tva responsvariablerna inte dr jimforbara, och att denna skillnad maste framgé ndr man tillimpar testresultaten.
Om testet utforts pa det satt som beskrivs i den hir handledningen kommer EC,-virden baserade pa genomsnittlig
specifik tillvixthastighet (E,C,) vanligen att ligga hogre 4n sddana viarden som grundar sig pa producerad mangd
biomassa (E,Cy). Detta ska dock inte tolkas som skillnader i kinslighet mellan de tva responsvariablerna; avvikel-
serna beror i stillet pé att de bdda metoderna &r olika matematiskt konstruerade. Variabeln genomsnittlig specifik
tillvaxthastighet ar baserad pa den (vanligen exponentiella) tillvixten hos alger i obegransade kulturer, dir toxici-
teten bestdms pé grundval av dess effekter pa tillvixthastigheten, utan att vara beroende av vare sig det absoluta
vérdet pa kontrollens specifika tillvixthastighet, pd dos-respons-kurvans lutning, eller pa testets varaktighet. Resul-
tat som i stéllet grundar sig pd producerad mangd biomassa dr daremot beroende av alla dessa 6vriga variabler. E,C,
ar beroende av den specifika tillvixthastigheten for den algart som anvinds i varje enskilt test samt av den maxi-
mala specifika tillvixthastigheten — som kan variera mellan olika arter och t.o.m. mellan olika stammar av en och
samma art. Denna responsvariabel ska dirfor inte anvindas for att jimfora kénsligheten for toxiska damnen mellan
arter eller stammar. Det dr ur vetenskaplig synvinkel att foredra om toxiciteten bestims utifrdn den genomsnittliga
specifika tillvixthastigheten. P4 grund av géllande bestimmelser i vissa lander omfattar den hir testmetoden dock
dven toxicitetsbestimningar baserade pa producerad mingd biomassa.
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2.2.1  Genomsnittlig tillvixthastighet

Den genomsnittliga specifika tillvaxthastigheten under en period berdknas som den logaritmiska okningen i bio-
massa for varje enskilt kirl med kontroller och testlosningar, enligt formeln:

lnX). - lnXl.

= (dygn™)

jooi
dar:

W genomsnittlig specifik tillvixthastighet under tidsperioden i—j;
X; biomassa vid tidpunkten i

X;: biomassa vid tidpunkten j

For varje test- och kontrollgrupp ska ett medelvirde for tillvixthastigheten liksom en uppskattning av variansen rak-
nas fram.

Berdkna den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten for hela testperioden, dvs. vanligen dag 0-3. Som start-
virde anvinds det nominella vardet for ympad biomassa. (Motsvarande uppmitta virde ska inte anvandas eftersom
det minskar precisionen.) Om utrustningen f6r matning av biomassa (t.ex. flodescytometer) ger ett tillrickligt nog-
grant virde pd den lilla méngd som ympats, kan biomassans uppmatta startkoncentration anvandas. Bestim ocksd
den sektionsvisa tillvixthastigheten genom att berikna den specifika tillvixthastigheten for varje dag under hela test-
perioden (dag 0-1, 1-2 och 2-3), och undersék om kontrollens tillvixthastighet forblir konstant (se kriterierna for
testresultatens giltighet i avsnitt 1.7). En patagligt ligre specifik tillvixthastighet dag ett jimfort med totalvirdet for
genomsnittlig specifik tillvixthastighet kan tyda pa att kulturen befinner sig i lagfas. I kontrollkulturer kan lagfasen
praktiskt taget elimineras genom att forkulturen forokas pa lampligt sdtt. I exponerade kulturer kan en lagfas dir-
emot tyda pd att algerna dterhdmtar sig efter inledande toxisk stress eller pd att exponeringen minskat pd grund av
forlust av testsubstans (t.ex. genom adsorption till algbiomassan) efter den inledande exponeringen. Den sektions-
visa tillvixthastigheten kan dérfor anvindas ndr man bestimmer testsubstansens effekter under exponeringstiden.
Stora skillnader mellan den sektionsvisa tillvixthastigheten och den genomsnittliga tillvixthastigheten tyder pa att
tillvixten inte varit konstant exponentiell. I sddana fall bor tillvaxtkurvorna undersokas noggrant.

Berdkna den procentuella minskningen av tillvixthastigheten f6r varje replikat med testlésning, genom formeln:

He—Hr

%I =
e

x 100

dar:

%l: procentuell minskning av genomsnittlig specifik tillvaxthastighet,

pe: medelvirdet for genomsnittlig specifik tillvaxthastighet () i kontrollgruppen,

pr: genomsnittlig specifik tillvixthastighet for replikatet med testlésning.

Om man anvinder sig av l6sningsmedel vid beredning av testlosningarna ska man vid berdkningen av procentuell

tillvaxthimning jamfora de erhallna virdena med motsvarande virden for kontroller som ocksa innehéller
l6sningsmedel.

2.2.2  Producerad mingd biomassa

Den producerade mangden biomassa motsvarar biomassan i slutet av testet minus den ursprungliga biomassan.
Berakningen gors for varje enskilt karl med kontroller och testlosningar. For varje koncentration av testsubstans och
kontroll ska ett medelvarde for producerad mingd biomassa liksom en uppskattning av variansen riaknas fram. Den
procentuella minskningen av den producerade mangden biomassa (%I,) berdknas for varje replikat med testlosning
genom formeln:

dar:
%1, procentuell minskning av producerad mangd biomassa,

Yo medelvirdet for producerad mingd biomassa i kontrollgruppen,

Y2 producerad mingd biomassa i replikatet med testlosning.
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2.3

2.4

PLOTTNING AV DOS-RESPONS-KURVA

Plotta den procentuella tillvixthdmningen mot logaritmen for testsubstansens koncentration och undersok plotten
noggrant. Datapunkter som konstaterats vara avvikande i den forsta fasen ska inte beaktas. For att man ska fa en
prelimindr uppfattning om forhallandet mellan koncentration och respons sammanbinds datapunkterna genom en
mjuk linje, antingen pa fri hand eller med hjilp av datorbaserad interpolation. Anvind direfter en mer ingdende
metod, helst en datorbaserad statistisk sadan. Beroende p4 ett flertal faktorer — t.ex. avsett anvandningsomréade for
data, datakvalitet (precision), datamingd, tillgangliga analysverktyg for data — kan man (ibland med goda skil)
bestdmma sig for att avsluta utvirderingen av data pa det hr stadiet och enbart avldsa nyckelvirdena EC5, och EC,
(och/eller EC,,) frin den frihandsritade kurvan (se dven avsnittet om tillvaxtstimulering nedan). Det finns flera gil-
tiga skl for att inte anvinda en statistisk metod, bland annat:

— Det 4r inte troligt att man utifrdn befintliga data far fram mer pélitliga resultat med hjilp av datorbaserade
metoder dn genom expertbedomningar. I sddana situationer kan det t.o.m. hidnda att vissa dataprogram ger ett
helt opalitligt resultat (iterationer kanske inte konvergerar t.ex.).

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

STATISTISK BEHANDLING

Malet dr att bestimma det kvantitativa forhillandet mellan koncentration och respons med hjilp av regressions-
analys. Man kan anvinda viktad linjar regression efter att ha gjort en linjir transformation av responsdata, t.ex. till
probit-, logit- eller Weibullvirden (9). Icke-linjira regressionsmetoder dr dock att féredra, eftersom de ar bittre
anpassade for att hantera oundvikliga oregelbundenheter i data och avvikelser frdn jamna fordelningskurvor. I nér-
heten av nollpunkten (ingen tillvixthdmning) och fullstindig tillvixthimning kan sddana oregelbundenheter bli
uppforstorade genom linjdriseringen och dirigenom stora analysen (9). Observera att standardmetoder for analys
med probit-, logit-, eller Weibulltransformationer dr avsedda for dikotoma data (dvs. tvdpunktsfordelade data, t.ex.
dodlighet-6verlevnad) och darfor méaste modifieras for att kunna anvindas for data om tillvéxt eller producerad
miéngd biomassa. Speciella metoder for bestimning av EC,-virden ur kontinuerliga data terfinns i (10)(11) och (12).
Tillimpningen av icke-linjar regressionsanalys beskrivs utforligare i tilligg 4.

For varje analyserad responsvariabel anvinds forhallandet mellan koncentration och respons for att gora punkt-
skattningar av EC,-virden. Om mojligt ska den 95-procentiga konfidensgransen bestimmas for varje skattning.
Anpassningsgraden ("goodness of fit”) mellan responsdata och regressionsmodellen ska bestimmas antingen gra-
fiskt eller statistiskt. Regressionsanalysen ska goras pa responsvirden fran enskilda replikat, inte pd medelvarden fran
testgrupper. Om det dr svart eller omojligt att gora en icke-linjir kurvanpassning pa grund av alltfor stor spridning
i data kan man i stillet gora regressionen utifrin gruppmedelvirden. Detta dr en praktisk metod for att minska
paverkan frdn misstinkta avvikande virden. Om man anvénder sig av denna méjlighet ska det tas med i testrap-
porten som en avvikelse frn det normala forforandet, och motiveras med att kurvanpassningar med enskilda repli-
kat inte gav tillfredsstdllande resultat.

Nir tillgdngliga regressionsmodeller eller regressionsmetoder inte limpar sig for de aktuella dataserierna kan ECy -
skattningar och konfidensgrinser ocksé erhéllas genom linjdr interpolation med s.k. bootstrapping (13).

For skattningar av LOEC (och dirmed dven av NOEC) och av testsubstansens inverkan pa tillvixthastigheten jam-
fors medelvirden frén testlosningarna med hjilp av variansanalysmetoder (ANOVA). Medelvirdet for varje kon-
centration jamfors sedan med medelvirdet for kontrollerna med hjdlp av en lamplig metod for multipeljamforelse
eller trendtest, t.ex. Dunnetts eller Williams test (14, 15, 16, 17 och 18). Man maste avgora om ANOVA-kriteriet
om varianshomogenitet dr uppfyllt. Detta kan goras grafiskt eller med ett etablerat test (18), t.ex. Levenes eller Bart-
letts test. Skulle kriteriet inte vara uppfyllt kan man ibland korrigera for detta genom logaritmisk transformation av
data. Om heterogeniteten i variansen ar extremt stor och inte kan korrigeras genom transformation, ska man 6ver-
véga att gora analysen med t.ex. Jonkheeres trendtester av "step-down”-typ. Mer information om bestimning av
NOEC finns i (12).

Nya forskningsron har lett till att man avrdder frén anvidndning av NOEC-virden. I stillet rekommenderas att man
anvinder punktskattningar av EC, baserade pé regressionsanalys. For detta algtest har dnnu inget passande virde pa
x faststallts. Ett intervall pd 10-20 % forefaller dock vara lampligt, beroende pa vilken responsvariabel som anvénds.
Bade EC,, och EC,, bor anges i testrapporten.
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2.5

2.6

3.1

TILLVAXTSTIMULERING

Ibland férekommer tillvixtstimulering (negativ haimning) vid liga koncentrationer. Detta kan antingen bero pa hor-
mesis ("toxisk stimulering”) eller pa att stimulerande tillvixtfaktorer dverforts fran testmaterialet till det minimal-
medium som anvinds. Observera att tillsats av oorganiska niringsimnen inte bor ha nagon direkt effekt, eftersom
testmediet innehdller ett 6verskott av naringsdmnen i férhéllande till algernas behov under testperioden. Vid berak-
ningen av EC;, kan man vanligen bortse frdn stimulering vid ldga koncentrationer, savida inte stimuleringen ar
extremt stor. I det senare fallet — samt dd man berdknar EC, for ldga varden pd x — kan det krévas sarskilda dtgarder.
Man ska sd ldngt det ar majligt ta med stimulerande responser vid analysen av data, och om befintliga dataprogram
for kurvanpassning inte kan hantera ldggradig stimulering kan man i stillet anvinda sig av linjir interpolation med
bootstrapping. Om stimuleringen ér extremt stor kan man 6vervéga att anvinda en hormesis-modell (19).

ICKE-TOXISK TILLVAXTHAMNING

Ljusabsorberande testmaterial kan péverka tillvixthastigheten negativt eftersom de minskar méngden tillgangligt
ljus. Sddana fysikaliska effekter mdste kunna sirskiljas frn toxiska effekter genom att man dndrar testforhéllan-
dena, och fysikaliska effekter ska rapporteras separat. Riktlinjer dterfinns i (2) och (3).

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten ska innehalla foljande uppgifter:

Testsubstans:

—  fysikalisk form samt relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper, inbegripet 16slighetsgrans i vatten,
—  kemiska identifieringsuppgifter, inklusive renhetsgrad.

Testart:

— stam, leverantor eller ursprung, samt odlingsférhallanden.

Testforhéllanden:

— datum d3 testet inleds samt dess varaktighet,

—  testets uppldgg: testkirl, kulturernas volym, biomassans koncentration i borjan av testet,
— mediets sammansdttning,

— testsubstansens koncentrationer, replikat (t.ex. antal replikat, antal koncentrationer av testsubstansen samt geo-
metrisk serie),

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

— ljusets intensitet och kvalitet (ljuskilla, homogenitet),

— temperatur,

—  koncentrationer som anvints i testet: de nominella koncentrationerna av testsubstansen och samtliga resultat
fran bestimningar av testsubstansens koncentration i testkirlen; metodens utbyte och bestimningsgrans i
matrisen,

— alla avvikelser frdn testmetoden,
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— metod for bestimning av biomassa, samt beldgg for att det finns en korrelation mellan den uppmitta para-
metern och biomassans torrvikt.

Resultat:

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

— biomassa for varje kolv och varje mitpunkt, samt metod for att méita biomassa,
— tillvaxtkurvor (plott ddr biomassan avsatts mot tiden),

— responsvariabler som beriknats for varje replikat med testlosning, med medelvirden och variationskoefficient
for replikat,

—  grafisk framstéllning av forhéllandet mellan koncentration och effekt,

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

— om ANOVA-metoder anvints: storleken pa observerad effekt (t.ex. minsta signifikanta skillnad),
— alla belagg for tillvaxtstimulering i ndgon av testlosningarna,
—  ovriga observerade effekter, t.ex. morfologiska forindringar hos algerna,

— analys av testresultaten, liksom en bedomning av hur de kan ha péverkats av eventuella avvikelser fran
testmetoden.
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Gronalger

Tilligg 1

Rekommenderade stammar

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

—  Desmodesmus subspicatus (dldre 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

FORENTA STATERNA

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
FORENTA STATERNA

Form och 6vriga egenskaper hos rekommenderade arter

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis

Form Bojda och Ovala, Stavar Kedjor av Stavar

vridna enskilda | vanligen ovala celler

celler enskilda celler
Storlek (langd x bredd) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 37 4,5 x 3 6 x1
Volym (um®/cell) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 250)
Torrvikt (mg/cell) 2-3x10°® 3-4 x 1078 3-4x10° | 1-2x10°® 2-3 %107
Tillvaxthastighet () (Jdygn) | 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(') Uppmiitt med elektronisk partikelriknare.
(?) Beriknat pd grundval av storleken.

(}) Den vanligast observerade tillvixthastigheten i OECD-medium vid en ljusintensitet pa ungefir 70 pE-m

2.1

och temperaturen 21 °C.
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Sirskilda rekommendationer om odling och hantering av rekommenderade testarter

Pseudokirchneriella subcapitata och Desmodesmus subspicatus

Dessa gronalger brukar vara latta att halla i olika odlingsmedier. Rid om limpliga medier kan fés frdn de institutioner som
ansvarar for algsamlingarna. Cellerna ar vanligen enskilda, och celltitheten kan enkelt bestimmas med hjilp av elektronisk
partikelraknare eller mikroskop.

Anabaena flos-aquae

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

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

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

Rikna tillrackligt ménga filt pd hemocytometern (minst 400 celler) for att kompensera for variabiliteten. P4 sd vis okar till-
forlitligheten hos de mikroskopiska tithetsbestimningarna.

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

Anvind vortexblandare eller liknande for att se till att den algsuspension som anvénds for att ympa testkérlen ér vél blandad
och har homogen konsistens.

Testkirlen placeras i ett skakbord med rund- eller lingsgdende rorelse, hastighet ca 150 rpm. Ett alternativ r att man med
jamna mellanrum skakar karlen for att undvika att Anabaena bildar klumpar. Om sddana dnda bildas maste man se till att de
prov som tas for métning av biomassa ar representativa. Det kan vara nodvandigt att skaka kérlen kraftigt fore provtagning
for att klumparna ska losas upp.

Synechococcus leopoliensis

Olika odlingsmedier kan anvindas for stamkulturen. Rad om limpliga medier kan fas frdn de institutioner som ansvarar for
algsamlingarna.

Synechococcus leopoliensis vixer som enskilda, stavformiga celler. Cellerna dr mycket smad, vilket forsvdrar bestdimning av bio-
massan genom rikning 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. Rad om lampliga medier kan f3s fran de institutioner som ansvarar for
algsamlingarna. Observera att mediet méste innehélla silikat.

Navicula pelliculosa kan under vissa odlingsforhéllanden bilda aggregat. Detta beror pé att fett som producerats av algerna
ansamlas i en ytfilm till vilken de enskilda algcellerna latt vidhiftas. Nar detta sker mdste man se till att de prov som tas for
bestimning av biomassa dr representativa, t.ex. genom kraftig skakning i vortexblandare.
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Tilligg 2

Odlingsmedier

Man kan vilja mellan tvd odlingsmedier:

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

AAP-medium enligt amerikanska naturvardsverket (EPA), samt enligt ASTM

Medierna bereds med kemikalier av reagenskvalitet eller p.a.-kvalitet samt avjonat vatten.

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

Kemikalie AAP OECD

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

() Det molara forhéllandet mellan EDTA och jirn ska vara ndgot storre dn 1. P sa vis forhindras utfillning
av jarn samtidigt som kelateringen av tungmetalljoner minimeras.

I testet med kiselalgen Navicula pelliculosa berikas bada medierna med Na,SiO5-9H,0 sé att koncentrationen av kisel (Si) blir
1,4 mg/l.

Mediets pH hélls i jamvikt genom karbonatsystemet i mediet och partialtrycket f6r CO, i den omgivande luften. Ett unge-
farligt forhdllande mellan pH vid 25 °C och den molara koncentrationen av bikarbonat ges av formeln:

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

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

Grundidmne AAP OECD

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

Beredning av OECD-medium

Néringsamne Koncentration i staml6sningen

Staml6sning 1: makroniringsimnen

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

Staml6sning 2: jirn

FeCl;-6H,0 64 mg/l
Na,EDTA-2H,0 100 mgl

Stamlosning 3: mikroniringsimnen

H,BO, 185 mg/l
MnCl,4H,0 415 mg|l
Zn(l, 3 mg|l
CoCl,"6H,0 1,5 mg/l
CuCl,-2H,0 0,01 mg/l
Na,Mo0O,-2H,0 7 mgl

Stamldsning 4: bikarbonat

NaHCO, 50 g/l
Na,Si0,-9H,0

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

Stamlosningarna 2 och 4 ska inte autoklaveras. De steriliseras i stllet genom membranfiltrering.
Odlingsmediet bereds genom att man tillsitter limpliga volymer av stamlosningarna 1-4 till vatten.
Till 500 ml sterilt vatten tillsatts:

— 10 ml av stamlosning 1

— 1 ml av stamlésning 2

— 1 ml av staml6sning 3

— 1 ml av stamlosning 4



L 220/52

Europeiska unionens officiella tidning 24.8.2009

Spad till 1 000 ml med sterilt vatten.

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

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

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

Al1.3.9

Al.4
Al5

Al.6

Beredning av AAP-medium

Tillsdtt 1 ml av var och en av stamlosningarna i A1.2.1-A1.2.7 till ung. 900 ml avjonat eller destillerat vatten och
spad till 1 liter.

Stamlésningar med makronéringsimnen bereds genom att kemikalierna nedan loses i 500 ml avjonat eller destil-
lerat vatten. Reagenserna A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 och A1.2.4 kan kombineras till en stamlosning.

NaNO; - 12,750 g

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

CaCl,2H,0 - 2,205 g

Stamldsning med mikrondringsamnen — (se A1.3)
MgSO,,7H,0 - 7,350 g

K,HPO, - 0,522 g

NaHCO, - 7,500 g

Na,Si0;-9H,0 - se anm. Al.1

Anm.; A1.1 — Anvinds bara for kiselalger. Kemikalien kan tillsittas direkt (202,4 mg) eller via en stamlosning. Slut-
koncentrationen av kisel (Si) i mediet ska i bada fallen vara 20 mg|l.

Stamlésningen med mikronéringsimnen bereds genom att kemikalierna nedan loses i 500 ml avjonat eller destil-
lerat vatten.

H,BO, - 92,760 mg

MnCl,-4H,0 - 207,690 mg

ZnCl, - 1,635 mg

FeCl-6H,0 — 79,880 mg

CoCl,6H,0 — 0,714 mg

Na,Mo0,,-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. Al.2.

Anm.; A1.2 — 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 mem-
branfilter med en pordiameter pd 0,22 um. Om partikelridknare inte anvinds ska filtrets pordiameter i stillet vara
0,45 pm.

Mediet lagras i morker vid ungefir 4 °C tills det anvands.
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Tilldgg 3

Exempel pi en metod for algodling

Allminna pdpekanden
Syftet med odlingen r att fa fram algkulturer for toxicitetstester.

Man mdste vidta lampliga atgdrder for att forhindra att algkulturerna kontamineras med bakterier. Utgangsmaterialet ska
besta av monokulturer, och helst axeniska sddana.

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

Utrustning och material

Se avsnitt 1.8.1.

Odling av algkulturer

Beredning av ndringslosningar (ndringsmedier):

Alla nérsalter i mediet bereds som koncentrerade stamlosningar och lagras i morker vid 1dg temperatur. Losningarna steri-
liseras genom filtrering eller autoklavering.

Mediet bereds genom att man tillsitter angiven mangd stamlosning till sterilt destillerat vatten. Kontaminering med mikro-
organismer maste undvikas. For fasta medier tillsitts 0,8 % agar.

Stamkultur:

Stamkulturerna dr smé algkulturer som anvinds som utgdngsmaterial for tester. De ska med jimna mellanrum 6verforas till
farskt odlingsmedium. Om kulturerna inte anvinds regelbundet ska de strykas ut pd bojda agarror. Dessa overfors till farske
medium minst en gdng varannan ménad.

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

Vid detta moment Gverfor man med hjalp av en steril pipett en viss mangd "gammal” kultur till en kolv med farskt medium.
Startkoncentrationen for snabbvixande arter ska vara ungefir 100 ganger lagre 4n i den gamla kulturen.

Tillvixthastigheten for en viss art kan bestimmas med hjilp av tillvixtkurvan. Med hjalp av detta virde kan man sedan rikna
fram vid vilken celltdthet kulturen ska overforas till nytt medium. Detta maste goras innan kulturen nér deklinationsfasen.

Forkultur:

Avsikten med forkulturen dr att fa fram alger som dr limpliga for ympning av testkulturer. Forkulturen inkuberas under test-
betingelser och anvinds medan den dnnu befinner sig i exponentiell tillvixtfas, vanligen efter en inkuberingstid pa 2—4 dagar.
Algkulturer som innehéller deformerade eller avvikande celler slings.
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Tilligg 4

Analys av data med icke-linjir regression

Allminna papekanden

Responsen i algtester och andra tester som galler mikrobiologisk tillvixt (en typ av biomassetillvixt) ar per definition en kon-
tinuerlig, eller metrisk, variabel. Det ror sig om hastigheten hos en process i de fall man mater tillvaxthastighet, och inte-
gralen av motsvarande kurva om man i stillet mater biomassa. Bida variablerna jaimfors sedan med motsvarande
genomsnittsrespons for icke-exponerade kontrollreplikat som uppvisar maximal respons under de radande forhallandena —
med ljus och temperatur som viktigaste faktorer i algtestet. Systemet kan vara uppdelat eller homogent, och biomassan kan
anses utgora en helhet dir man inte behéver ta hinsyn till enskilda celler. Variansfordelningen for responsen i ett sddant
system beror uteslutande pa experimentella faktorer (dir felen vanligen dr lognormalférdelade eller normalférdelade). Detta
ska jimforas med typiska responser i biologiska tester med dikotoma data, dér toleransen (som vanligen 4r binomialfrde-
lad) hos enskilda organismer ofta antas vara det dominerande elementet i variansen. Responsen i kontrollerna ir i detta fall
noll eller har samma vérde som bakgrundsnivén.

[ det enklaste fallet minskar den normaliserade eller relativa responsen r monotont frdn vérdet 1 (ingen tillvixthdmning)
till 0 (100 % tillvixthdmning). Man bor vara medveten om att alla responser innehéller fel, och att uppenbar negativ ham-
ning vid berdkningen uteslutande anses bero pa slumpmassiga fel.

Regressionsanalys

Modeller

Syftet med en regressionsanalys dr att kvantitativt beskriva dos-respons-kurvan i form av en matematisk regressionsfunk-
tion, Y = f (C) eller — vanligare — F (Z), dir Z = log C. Anvind p4 motsatt sitt kan funktionen C = f™! (Y) utnyttjas for berak-
ning av EC,-virden, tex. ECs,, EC,, och EC,,, samt motsvarande 95-procentiga konfidensgranser. Ett flertal enkla
matematiska funktioner har visat sig vara lampliga for att beskriva forhallandet mellan koncentration och respons vid
bestdmning av tillvaxthamning hos alger, t.ex. den logistiska ekvationen, den icke-symmetriska Weibull-ekvationen samt
funktionen for lognormalférdelning. De dr alla sigmoida kurvor som asymptotiskt narmar sig virdet 1 dd C — 0, och vir-
det 0 dd C — odndligheten.

Ett nyligen framlagt alternativ till asymptotiska modeller dr modeller som bygger pa kontinuerliga troskelfunktioner (t.ex.
Kooijman-modellen for tillvixthimning avseende populationer, se Kooijman et al. 1996). Modellen bygger pd antagandet
att effekten under ett visst troskelvirde ECO+ ar noll. Detta troskelvarde bestdims genom extrapolation av dos-respons-kurvan
till den punkt dar den korsar koncentrationsaxeln. Man anvénder sig dd av en enkel kontinuerlig funktion som inte ar dif-
ferentierbar i startpunkten.

Observera att analysen kan best av en enkel minimering av residualkvadratsummor (om man antar att variansen ar kon-
stant) eller av viktade kvadrater, om man kompenserar for variansens heterogenitet.

Forfarande

Forfarandet dr i korthet foljande: Vilj en lamplig funktion, Y = f (C), och anpassa den till data genom icke-linjér regression.
For att man ska kunna fa ut s& mycket information som méjligt frdn méatdata bor man anvianda métvarden frdn varje enskild
kolv i stéllet for medelvarden for samtliga replikat. Om variansen & andra sidan ar hog visar erfarenheten att medelvirden
for replikaten troligen kan ge en matematisk uppskattning som ar mer tillforlitlig och mindre paverkad av slumpmissiga fel
i data, 4n en metod dir man behéller varje enskild datapunkt.

Plotta den anpassade kurvan och erhédllna matdata, och kontrollera att kurvans anpassning ar godtagbar. Analys av residu-
aler kan vara ett mycket vardefullt hjalpmedel i ssmmanhanget. Om den valda funktionen for anpassning av dos-respons-
kurvan ger en otillfredsstdllande beskrivning av hela kurvan eller en visentlig del av denna, t.ex. responsen vid liga
koncentrationer, bor man vilja en annan typ av kurvanpassning som inte ar symmetrisk, t.ex. Weibull-funktionen. Negativ
hamning kan ge problem dd man anvinder sig av t.ex. funktionen for lognormalférdelning. Ocksa i detta fall bor man vilja
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en alternativ regressionsfunktion. Det ar inte lampligt att sddana negativa virden tilldelas virdet noll eller ett lagt positivt
virde eftersom detta rubbar felfordelningen. Det kan vara befogat att gora separata anpassningar for olika delar av kurvan.
Exempelvis kan virdet pd EC,, , uppskattas frin den del av kurvan dir tillvixthdmningen ar ldg. Berdkna fran den anpas-
sade ekvationen (genom “omvénd uppskattning”, C = f! (Y)), karaktiristiska punktskattningar for EC,-vdrden. I rapporten
ska dtminstone EC5,, samt en eller tvd uppskattningar av EC,, , tas med. Den praktiska erfarenheten har visat att algtestet
vanligen medger en rimligt noggrann uppskattning vid 10 % tillvixthdmning, férutsatt att det finns tillrackligt ménga data-
punkter. Undantaget dr de fall ar da tillvixtstimulering skett vid ldga koncentrationer av testsubstansen. Uppskattningar av
EC,, brukar ha betydligt hogre precision dn uppskattningar av EC,,, eftersom EC,, vanligen befinner sig pa den approxi-
mativt linjira delen av den centrala dos-respons-kurvan. Ibland kan EC, ,-virden vara svéra att tolka pd grund av tillvixt-
stimulering, sd trots att man vanligen fir fram EC,, med tillrickligt hog precision bér EC,, ocksd alltid rapporteras.

Viktningsfaktorer

Eftersom den experimentella variansen vanligen inte 4r konstant och normalt sett innehéller en proportionell komponent
bor man rutinmdssigt gora en viktad regression. Viktningsfaktorerna vid en sidan analys antas vanligen vara omvint pro-
portionella mot variansen:

W, = 1/Var(r;)

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

Normalisering av responser

Normalisering med genomsnittsresponsen for kontrollerna innebdr vissa principiella problem, och leder ocksd till en ganska
komplicerad variansstruktur. Om man delar responsvirdena med medelvirdet for kontrollernas responser for att fa fram
den procentuella tillvixthdmningen, infor man samtidigt ett nytt fel pa grund av det fel som ar kopplat till medelvirdet for
kontrollerna. Om detta fel inte dr att betrakta som forsumbart maste viktningsfaktorerna for regression och konfidensgran-
ser korrigeras for kovariansen med kontrollen (17). For att den totala variansen for den relativa responsen ska kunna mini-
meras 4r det viktigt att det uppskattade medelvardet for kontrollernas respons har en hog precision. Variansen uttrycks pa
foljande sitt:

(Nedsinkt i hanfor sig till koncentrationsnivén i, och nedsinkt 0 till kontrollerna.)

Y; = Relativ respons = r;fr, = 1 -1 =f (C)
med variansen

Var (Y)) = Var (1;fr,) = (0Y; | 0 r;)*Var(r) + @ Y,/ 0 ro)>Var (r,)

och eftersom

@Y/ or)=1[r,och @Y, ]0ry) = r;fry>
med normalt fordelade data och replikaten m; och m,

Var(r) = 6*|m;
blir den totala variansen hos den relativa responsen, Y;
Var(Y) = 62/(ty> m;) + r,20%[r,* m,

Det fel som medelvirdet for kontrollerna ar behéftat med dr omvint proportionellt mot kvadratroten av genomsnittsvardet
for antalet kontrollreplikat. Det kan ibland vara befogat att ta med historiska data for att kraftigt minska felet. En alternativ
metod gir ut pd att man inte normaliserar data eller anpassar de absoluta responserna — inbegripet responsvarden for kon-
troller — utan i stéllet tar med responsvirdena for kontroller som en extra parameter som anpassas genom icke-linjar reg-
ression. Om man anvander sig av en regressionsekvation av standardtyp med 2 parametrar kriver metoden anpassning av
3 parametrar, vilket innebar att det krévs fler datapunkter dn vid icke-linjar regression av data som normaliserats med hjélp
av en forvald kontrollrespons.
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Omvinda konfidensintervall

Berakningen av konfidensintervall vid icke-linjdr regression genom omvand uppskattning dr ganska komplex och forekom-
mer inte som standardfunktion i normala statistikprogram. Ungefirliga konfidensgrinser kan erhallas med hjalp av stan-
dardprogram for icke-linjar regression med omparametrisering (Bruce och Versteeg, 1992), vilket innebir att den
matematiska ekvationen skrivs om med 6nskade punktskattningar, t.ex. med EC, ,- och EC5,-virden som de parametrar som
ska uppskattas. Lat funktionen vara I = f (q, §, koncentration) och anvind definitionsrelationerna f (a, f, EC,) = 0,1 och f (o,
B, EC50) = 0,5 for att ersitta f (a, p, koncentration) med en likvardig funktion g (EC,,, EC5,, koncentration).

En mer direkt berakning (Andersen et al, 1998) kan g6ras genom att man behaller den ursprungliga ekvationen och anvin-
der sig av en Taylorexpansion runt medelvirdena for r; och r,.

Metoder med bootstrapping har blivit populira pa senare tid. De gdr ut pa att man uppskattar en empirisk variansfordelning
med hjilp av erhdllna mitdata i kombination med aterkommande omsampling som styrs av en slumptalsgenerator.
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BILAGA'V

C.25 AEROB MINERALISERING I YTVATTEN - SIMULERINGSTEST AV BIOLOGISK NEDBRYTNING

METOD

Denna metod motsvarar OECD TG 309 (2004) (1).

INLEDNING

Syftet med detta test dr att méta tiden for biologisk nedbrytning av en testsubstans vid ldg koncentration i aerobt
naturligt vatten, samt att kvantifiera observationerna i form av kinetiska hastighetsuttryck. Detta simuleringstest ar
ett batchvis skakflasktest for bestdimning av hastigheten for aerob nedbrytning av organiska dmnen i prover av
naturligt ytvatten (sott, brackt eller salt). Det dr grundat pa ISO/DIS 14592-1 (2) och innehéller ocksé delar av test-
metoderna C.23 och C.24 (3) (4). For att undvika att mikromiljon i testet forsimras vid ldnga testperioder kan ett
semikontinuerligt testforfarande anvindas i stillet for batchtest. Simuleringstestet syftar i forsta hand till att fast-
stilla testsubstansens mineralisering i ytvatten, och mineralisering utgor grunden for att kunna formulera nedbryt-
ningskinetiken. I andra hand syftar testet emellertid ocksa till att f fram uppgifter om primar nedbrytning och
bildandet av viktiga nedbrytningsprodukter. Identifiering av nedbrytningsprodukter, och om mojligt kvantifiering
av deras koncentration, dr sarskilt viktigt for amnen som mineraliseras mycket lingsamt (t.ex. sidana med en halv-
eringstid for den totala méngden kvarvarande '*C p& 6ver 60 dygn). Hogre koncentrationer av testsubstansen (t.ex.
> 100 pg/l) bor med tanke pa analytiska begransningar normalt sett anvandas for identifiering och kvantifiering av
viktiga nedbrytningsprodukter.

[ detta test innebdr en 1dg koncentration (t.ex. mindre dn 1 pg/l upp till 100 pg/l) att den ar tillrackligt 1dg for att
den biologiska nedbrytningskinetiken i testet ska spegla vad som kan forvintas i miljon. Jamfort med den sam-
manlagda massan av biologiskt nedbrytbara kolsubstrat i det naturliga vatten som anvinds i testet ska den test-
substans som forekommer i ldg koncentration fungera som sekundirt substrat. Det innebdr att den forvintade
biologiska nedbrytningskinetiken ér av forsta ordningen (icke-tillvaxt-kinetik) och att testsubstansen kan brytas ned
genom s.k. co-metabolism. Forsta ordningens kinetik innebdr att nedbrytningshastigheten (mg/l/dygn) dr propor-
tionell till substratkoncentrationen, som minskar med tiden. Vid verklig forsta ordningens kinetik dr den specifika
hastighetskonstanten (k) for nedbrytningen oberoende av tid och koncentration. Konstanten k varierar alltsd inte
mirkbart under ett experiments gdng, och dndras inte till f6ljd av 6kad koncentration mellan experimenten. Enligt
definition 4r den specifika hastighetskonstanten for nedbrytningen lika med den relativa koncentrationsforind-
ringen per tidsenhet: k = (1/C) - (dC/dt). Normalt sett forvintas forsta ordningens kinetik under de angivna villko-
ren, men det kan forekomma sdrskilda forhdllanden dér annan kinetik 4r mer passande. Exempelvis kan avvikelser
fran forsta ordningens kinetik iakttas om den biologiska omvandlingens hastighet begrinsas av massoverforings-
fenomen som diffusionshastighet, snarare dn av den biologiska reaktionshastigheten. Data kan emellertid nistan
alltid beskrivas med hjilp av pseudo-forsta ordningens kinetik ddr man accepterar en hastighetskonstant som ar
beroende av koncentrationen.

Uppgifter om testsubstansens biologiska nedbrytbarhet vid hogre koncentrationer (t.ex. fran standard-screeningtest)
och om abiotisk nedbrytbarhet, nedbrytningsprodukter och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper bor finnas till-
gingliga fore testets genomforande for att underlatta planeringen av experimentet och tolkningen av resultaten.
Genom att anvinda '*C-mérkta testsubstanser och faststilla fasférdelningen av '*C i slutet av testet blir det méjligt
att bestimma fullstindig biologisk nedbrytbarhet. Om omirkta testsubstanser anvinds kan fullstindig biologisk
nedbrytbarhet uppskattas endast om en hogre koncentration testas och alla viktiga nedbrytningsprodukter ar kiinda.

DEFINITIONER

Primir biologisk nedbrytning: Ett kemiskt dmnes strukturella fordndring (omvandling) genom mikroorganis-
mer, som leder till att den kemiska identiteten forloras.

Funktionell biologisk nedbrytning: Ett kemiskt dmnes strukturella f6rindring (omvandling) genom mikroorga-
nismer, som leder till att en viss egenskap forloras.

Fullstindig aerob biologisk nedbrytning: Ett kemiskt dmnes nedbrytning genom mikroorganismer i nirvaro av
syre till koldioxid, vatten och mineralsalter av forekommande grunddmnen (mineralisering), och produktion av ny
biomassa och organiska mikrobiella biosyntetiska produkter.
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Mineralisering: Ett kemiskt dmnes eller organisk materias nedbrytning genom mikroorganismer i nirvaro av syre
till koldioxid, vatten och mineralsalter av férekommande grunddmnen.

Lagfas: Tiden mellan ett tests borjan och den tidpunkt dé de nedbrytande mikroorganismerna har adapterats och
graden av biologisk nedbrytning for ett kemiskt 4mne eller en organisk materia har nitt matbara nivéer (t.ex. 10 %
av den maximala teoretiska biologiska nedbrytningen eller lagre, beroende pd mitteknikens noggrannhet).

Maximal biologisk nedbrytningsgrad: Ett kemiskt dmnes eller en organisk materias nedbrytningsgrad i ett test,
uttryckt i procent, over vilken ingen ytterligare biologisk nedbrytning sker under testets gang.

Primirt substrat: En samling av naturliga kol- och energikillor som gor att den mikrobiella biomassan kan upp-
ritthéllas och tillvixa.

Sekundirt substrat: En substratkomponent som férekommer i s 1dg koncentration att dess nedbrytning endast
forser de berorda mikroorganismerna med obetydliga kol- och energimangder, till skillnad mot det kol och den
energi som tillhandahélls vid nedbrytningen av de huvudsakliga substratkomponenterna (primért substrat).

Hastighetskonstant fér nedbrytning: En konstant i forsta ordningens eller pseudo-forsta ordningens kinetik,
k (d"), som anger nedbrytningsprocessernas hastighet. For ett batchexperiment uppskattas k fran den forsta delen
av den nedbrytningskurva som erhalls efter lagfasens slut.

Halveringstid, t,, (d): Term som anvands for att beskriva hastigheten for en forsta ordningens reaktion. Den mot-
svarar den tid som kravs for en koncentrationsminskning med faktor 2. Forhdllandet mellan halveringstiden och
hastighetskonstanten for nedbrytningen kan uttryckas med ekvationen t, , = In2/k.

Halveringstid for nedbrytning, DTs, (d): Term som anvinds for att kvantifiera resultaten av test av biologisk
nedbrytning. Den motsvarar den tid, inbegripet lagfasen, som kravs for att uppna en biologisk nedbrytning pa 50 %.

Detektionsgrins (LOD) och kvantifieringsgrins (LOQ): Detektionsgransen (LOD) r den koncentration av ett
amne under vilken dmnet inte kan sdrskiljas frén analytiska artefakter. Kvantifieringsgransen (LOQ) dr den kon-
centration av ett amne under vilken koncentrationen inte kan bestimmas med tillricklig noggrannhet.

Lost organiskt kol (DOC): Den del av det organiska kolet i ett vattenprov som inte kan avldgsnas genom speci-
ficerad fasseparation, exempelvis genom centrifugering med 40 000 ms ™2 i 15 minuter eller filtrering genom mem-
bran med en porstorlek pa 0,2-0,45 pm.

Total *C-aktivitet i organiskt kol (TOA): Den totala '“C-aktivitet som ir kopplad till organiskt kol.
14C-aktivitet i 18st organiskt kol (DOA): Den totala '*C-aktivitet som ar kopplad till 16st organiskt kol.

14C-aktivitet i partikulirt organiskt kol (POA): Den totala ' *C-aktivitet som ar kopplad till partikulirt organiskt
kol.

TESTMETODENS TILLAMPLIGHET

Simuleringstestet kan anvindas for icke-flyktiga eller halvflyktiga organiska 4mnen som testas vid ldga koncentra-
tioner. Vid anvindning av 6ppna flaskor (t.ex. med en propp av bomull) kan dmnen med Henrys konstant under ca
1 Pa-m?/mol (ung. 10~ atm'm’/mol) i praktiken anses vara icke-flyktiga. Vid anvindning av forslutna flaskor med
en innesluten luftvolym kan halvflyktiga amnen (med Henrys konstant < 100 Pa:m?/mol eller < 10> atm-m?|mol)
testas utan forluster frén testsystemet. Forlust av '*C-mérkta damnen kan ske nar koldioxiden strippas av, om nod-
vindiga forsiktighetstgarder inte vidtas. I sddana fall kan det vara nodvindigt att finga upp koldioxiden i ett internt
absorptionsmedel med alkali eller att anvinda ett externt system for absorption av koldioxid (direkt '*CO,-
bestdmning, se tilligg 3). Om man vill bestimma den biologiska nedbrytningskinetiken maste testsubstansens kon-
centration vara lagre 4n dess vattenloslighet. Det bor emellertid noteras att de varden som anges for vattenloslighet
i litteraturen kan vara avsevart hogre dn testsubstansens loslighet i naturliga vatten. Eventuellt kan losligheten for
testsubstanser med sarskilt dalig vattenloslighet faststillas genom anvindning av de naturliga vatten som ska testas.

Denna metod kan anvindas for att simulera biologisk nedbrytning i ytvatten utan grova partiklar (pelagiskt test)
eller i grumligt ytvatten som exempelvis kan forekomma i gransskiktet mellan vatten och sediment (suspenderat
sediment-test).
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TESTPRINCIP

Testet genomfors i batch genom att testsubstansen inkuberas antingen endast med ytvatten (pelagiskt test) eller med
vatten med tillsats av suspenderade fasta gmnen/sediment med en torrvikt pd 0,01-1 g/l (suspenderat sediment-
test) for att simulera ett vattendrag med suspenderade fasta amnen eller resuspenderat sediment. Koncentrationer
av suspenderade fasta gmnen/sediment i den ldgre delen av detta intervall dr utmarkande for de flesta ytvatten. Test-
flaskorna inkuberas i morker vid omgivande temperatur under aeroba forhéllanden och omblandning. Minst tva
olika koncentrationer av testsubstansen bor anvindas for bestimning av nedbrytningskinetiken. Koncentrationerna
bor skilja sig fran varandra med en faktor 5 till 10 och bor motsvara den forvantade koncentrationsspridningen i
miljon. Testsubstansens hogsta koncentration bor inte overstiga 100 pg/l, men maximikoncentrationer under
10 pg/l eller lagre 4r att foredra for att man ska kunna vara siker pa att den biologiska nedbrytningen f6ljer forsta
ordningens kinetik. De ldgsta koncentrationerna bor inte 6verstiga 10 pg/L, men ldgsta testkoncentrationer pa
1-2 pg/l eller under 1 pg/l ar att foredra. Normalt sett kan en adekvat analys av sd laga koncentrationer goras med
hjilp av '*C-mirkta damnen som finns i handeln. P4 grund av analytiska begransningar ar det inte alltid mjligt att
mita testsubstansens koncentration med tillricklig noggrannhet om testsubstansen tillsitts i koncentrationer pa
< 100 pg/l (se andra stycket i avsnitt 1.7.2). Hogre koncentrationer av testsubstansen (> 100 pg/l och ibland
> 1 mg/l) kan anvindas for identifiering och kvantifiering av viktiga nedbrytningsprodukter eller om det inte finns
en specifik analysmetod med ldg detektionsgrins. Vid test av hoga koncentrationer av en testsubstans kan det vara
omdjligt att utnyttja resultaten for att uppskatta forsta ordningens nedbrytningskonstant och halveringstiden, efter-
som nedbrytningen formodligen inte foljer forsta ordningens kinetik.

Nedbrytningen féljs vid limpliga tillfillen genom mitning av kvarvarande '“C eller av testsubstansens restkoncen-
tration vid anvdndning av specifika kemiska analyser. '*C-mirkning av molekylens stabilaste del gér att man kan
bestimma den totala mineraliseringen, medan '*C-mirkning av en mindre stabil del av molekylen eller anvind-
ning av specifika analyser endast mojliggor bedomning av primér biologisk nedbrytning. Den stabilaste delen av
en molekyl innehéller emellertid inte nédvandigtvis molekylens funktionella del (som kan kopplas till en specifik
egenskap som toxicitet, bioackumulation 0.d.). I sidana fall kan det vara limpligt att anvinda en '*C-mirkt test-
substans i den funktionella delen, for att folja upp den specifika egenskapens eliminering.

INFORMATION OM TESTSUBSTANSEN

I detta test kan bdde radioaktivt markta och omirkta testsubstanser anvindas. Det rekommenderas att '*C-
mirkning anvénds, och markningen bor normalt sett goras i molekylens stabilaste del (se dven avsnitt 1.4). For
dmnen som innehéller mer dn en aromatisk ring bor helst en eller flera kolatomer i varje ring '*C-mérkas. Dess-
utom bér helst en eller flera kolatomer p4 bada sidor om bindningar som bryts ldtt '*C-markas. Testsubstansens
kemiska och radiokemiska renhet ska vara > 95 %. For radioaktivt markta dmnen rekommenderas en specifik akti-
vitet pa ca 50 uCijmg (1,85 MBq) eller mer i syfte att underlitta '*C-métning i test som genomfors med 1g initial
koncentration. Foljande uppgifter om testsubstansen bor finnas tillgidngliga:

—  Loslighet i vatten [metod A.6].

—  Loslighet i organiska 16sningsmedel (imnen som anvinds med l6sningsmedel eller har délig 16slighet i vatten).

— Dissociationskonstant (pKa) om dmnet tenderar till protonering eller deprotonering [OECD TG 112] (5).

—  Angtryck [metod A.4] och Henrys konstant.

—  Kemisk stabilitet i vatten och i morker (hydrolys) [metod C.7].

Om dmnen med dalig vattenloslighet testas i havsvatten kan det ocksa vara bra att kidnna till utsaltningskonstanten
(Setjenovs konstant) K*, som definieras genom formeln log (S/S) = K* C,,, dir S och S’ dr dmnets loslighet i sot-
respektive saltvatten och C,, ar saltets molaritet.

Om testet gors som ett "suspenderat sediment-test” ska dven foljande uppgifter finnas tillgiangliga:

—  Fordelningskoefficient n-oktanol/vatten [metod A.8].

—  Adsorptionskoefficient [metod C.18].
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Andra viktiga uppgifter, bl.a. féljande:

— Koncentration i miljon, sdvida den 4r kind eller kan uppskattas.

—  Testsubstansens toxicitet for mikroorganismer [metod C.11].

—  Litt och/eller potentiell biologisk nedbrytbarhet [metoderna C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5)].

— Aerob eller anaerob biologisk nedbrytbarhet vid omvandlingsstudier i jord och sediment/vatten [metoderna
.23 och C.24].

REFERENSSUBSTANS

Ett dmne som normalt sett ldtt bryts ned under aeroba forhéllanden (t.ex. anilin eller natriumbensoat) bor anvin-
das som referenssubstans. Anilin och natriumbensoat kan vanligen forvintas brytas ned pa mindre 4n tvd veckor.
Referenssubstansen ska visa att den mikrobiella aktiviteten i testvattnet ligger inom vissa granser, dvs. att vattnet
innehéller en aktiv population av mikroorganismer.

KVALITETSKRITERIER

Utbyte

Omedelbart efter det att testsubstansen tillforts ska alla initiala testkoncentrationer kontrolleras genom métning av
14C-aktivitet, eller genom kemisk analys om dmnena 4r omarkta, i minst tvd prover. Dirigenom kan man f3 infor-
mation om analysmetodens tillimplighet och repeterbarhet, och om testsubstansen ar jamnt fordelad. Normalt sett
anvinds den uppmitta initiala ! *C-aktiviteten eller testsubstansens koncentration vid de foljande analyserna av data,
snarare dn de nominala koncentrationerna, eftersom man dirigenom kompenserar for forluster genom sorption
och doseringsfel. For '*C-mirkta testsubstanser anges utbytet vid experimentets slut genom massbalans (se sista
stycket i avsnitt 1.8.9.4). Idealt sett ska den radioaktivt mérkta massbalansen ligga inom intervallet 90 % till 110 %,
medan analysnoggrannheten bor ge ett initialt utbyte pa mellan 70 % och 110 % for omirkta testsubstanser. Dessa
intervall ska ses som mdl och bor inte anvandas som kriterier for huruvida testet ska accepteras. Eventuellt kan ana-
lysnoggrannheten for testsubstansen bestimmas vid ligre koncentrationer dn den initiala koncentrationen och for
viktiga nedbrytningsprodukter.

Analysmetodens repeterbarhet och kinslighet

Analysmetodens repeterbarhet (inbegripet den initiala extraktionseffektiviteten) nér det géller att kvantifiera test-
substansen och, i forekommande fall, nedbrytningsprodukterna bor kontrolleras genom analys av fem prover av
varje enskilt extrakt av ytvattnet.

Analysmetodens detektionsgrins (LOD) for testsubstansen och for nedbrytningsprodukterna bor mojliggora detek-
tion av 1 % eller mindre av den initiala mingd som tillforts testsystemet. Kvantifieringsgransen (LOQ) bor vara
hogst 10 % av den tillforda koncentrationen. For kemisk analys av ménga organiska dmnen och deras nedbryt-
ningsprodukter kravs ofta att testsubstansen tillfors i relativt hog koncentration, dvs. > 100 pg/l.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN

Utrustning

Testet kan utforas i koniska eller cylindriska flaskor av lamplig storlek (t.ex. 0,5 eller 1,0 liter), som forsluts med
silikon- eller gummiproppar, eller i serumflaskor med koldioxidtdta lock (t.ex. butylgummimembran). En annan
mojlighet dr att utfora testet med olika flaskor och att ta ut hela flaskor, med minst tvé replikat, for varje provin-
tervall (se sista stycket i avsnitt 1.8.9.1). For icke-flyktiga testsubstanser som inte r radioaktivt markta kravs inga
gastdta proppar eller lock. Losa bomullsproppar som hindrar kontaminering fran luften 4r lampliga (se andra
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stycket i avsnitt 1.8.9.1). Halvflyktiga dmnen bor testas i system av biometertyp under litt omrérning av vatten-
ytan. For att undvika bakteriekontamination kan behallarna eventuellt steriliseras genom upphettning eller auto-
klavering fore anvindning. Dessutom anvinds foljande standardutrustning:

—  Skakbord eller magnetomrorare for kontinuerlig omblandning av testflaskorna.
—  Centrifug.

— pH-mitare.

—  Turbidimeter f6r nefelometrisk matning av grumlighet.

— Ugn eller mikrovagsugn for torrviktsbestimning.

—  Utrustning for membranfiltrering.

—  Autoklav eller ugn for viarmesterilisering av glas.

—  Utrustning for hantering av '*C-mirkta 4mnen.

— Utrustning for att kvantifiera '*C-aktivitet i prover av l6sningar frén CO,-filla och, vid behov, frén
sedimentprover.

— Analysutrustning for bestimning av testsubstans (och referenssubstans) vid specifik kemisk analys (t.ex. gas-
kromatograf, hogtrycksvitskekromatograf).

Stamlosningar av testsubstansen

Avjonat vatten anvidnds for att bereda stamlosningar av test- och referenssubstanserna (se forsta stycket i
avsnitt 1.8.7). Det avjonade vattnet ska vara fritt frin dmnen som kan vara toxiska for mikroorganismer, och far
innehalla hogst 1 mg 16st organiskt kol (DOC) per liter (6).

Insamling och transport av ytvatten

Valet av provtagningsplats for insamling av ytvatten beror pé testets syfte i varje given situation. Vid val av prov-
tagningsplatser ska eventuella tidigare utslipp fran jordbruk, industrier och hushall beaktas. Om det ar kint att en
akvatisk miljo har blivit kontaminerad med testsubstansen eller en strukturell analog till denna under de senaste
fyra dren, bor miljon inte anvindas for insamling av testvatten, sdvida inte undersokningens uttalade syfte ar att
undersoka nedbrytningstakten pa tidigare exponerade platser. Vattnets pH och temperatur bor métas pa provtag-
ningsplatsen. Dessutom bor provtagningsdjupet och vattenprovets utseende (t.ex. firg och grumlighet) noteras (se
avsnitt 3). Syrekoncentration och/eller redoxpotential i vatten och i sedimentytan bor matas for att pavisa att aeroba
forhallanden rdder, savida inte platsens utseende och tidigare erfarenheter dirifrdn gor detta uppenbart. Ytvattnet
bor transporteras i en val rengjord behéllare. Provets temperatur under transporten bor inte avsevart overstiga den
temperatur som rader vid testet. Kylning till 4 °C rekommenderas om transporttiden ar lingre 4n 2-3 timmar. Vat-
tenprovet far inte frysas.

Lagring och beredning av ytvatten

Testet bor helst pdborjas inom ett dygn efter provtagningen. Om det dr nodvindigt att lagra vattnet bor lagrings-
tiden vara s kort som méjligt. Den far under inga omstandigheter overskrida fyra veckor. Vattenprovet bor héllas
luftat vid 4 °C fram till anvindningen. Fore anvindning bor grova partiklar avldgsnas, exempelvis med hjilp av ett
nylonfilter med en maskstorlek pé ca 100 pm eller ett grovt pappersfilter eller genom sedimentering.

Beredning av vatten tillsatt med sediment (frivilligt)

For testet med suspenderat sediment tillsitts ytsediment till flaskorna med naturligt vatten (filtrerat for att avldgsna
grova partiklar enligt beskrivning i avsnitt 1.8.4) sd att en suspension erhélls. Koncentrationen av suspenderade fasta
amnen bor ligga mellan 0,01 och 1 g/l. Ytsedimentet bor komma fran samma plats som vattenprovet. Beroende pa
den specifika vattenmiljon kan ytsedimentet kinnetecknas antingen av en hog halt av organiskt kol (2,5-7,5 %) och
fin textur eller en 1ag halt av organiskt kol (0,5-2,5 %) och grov textur (3). Ytsedimentet kan beredas pé foljande
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1.8.6

1.8.7

1.8.8

1.8.8.1

1.8.8.2

sitt: Flera sedimentkirnor tas med hjilp av en genomskinlig plastslang. De Gvre aeroba lagren (frdn ytan till hogst
5 mm djup) skérs av genast efter provtagningen och blandas till ett samlingsprov. Detta sedimentprov bor trans-
porteras i en behdllare med en stor innesluten luftvolym for att halla sedimentet under aeroba forhallanden (kyl
till 4 °C om transporten varar mer dn 2—-3 timmar). Sedimentprovet bor suspenderas i testvattnet i forhallandet 1:10
och hallas luftat vid 4 °C fram till anvindningen. Om det 4r nodvindigt att lagra sedimentet bor lagringstiden vara
sd kort som mojligt. Den far under inga omstindigheter 6verskrida fyra veckor.

Semikontinuerligt forfarande (frivilligt)

En forldngd inkubering (flera ménader) kan vara nodvandig om det dr en ldng fordrojningstid innan en betydande
nedbrytning av testsubstansen kan mitas. Om detta dr ként frén tidigare test av ett &mne, kan testet redan frén bor-
jan goras med ett semikontinuerligt forfarande som mojliggor en regelbunden fornyelse av en del av testvattnet eller
testsuspensionen (se tilligg 2). Alternativt kan ett normalt batchtest dndras till ett semikontinuerligt test, om ingen
nedbrytning av testsubstansen kan pavisas under ca 60 dygns test med batchforfarande (se andra stycket i 1.8.8.3).

Tillsats av testsubstans eller referenssubstans

For dmnen med hog vattenldslighet (> 1 mgfl) och lag flyktighet (Henrys konstant < 1 Pa:m’/mol eller
< 107 atm'm?/mol) kan en stamlosning beredas i avjonat vatten (se avsnitt 1.8.2). Stamldsning tillsitts i testbe-
héllarna i lamplig volym sd att 6nskad koncentration uppnds. Den volym stamlosning som tillsitts bor vara s liten
som det ar praktiskt mojligt (helst < 10 % av den slutliga vitskevolymen). Ett annat forfarande ér att 1osa testsub-
stansen i en storre volym testvatten, vilket kan vara ett alternativ till att anvanda organiska losningsmedel.

Om det ar oundvikligt bor stamlosningar av icke-flyktiga dmnen med 1ag vattenloslighet beredas med hjilp av ett
flyktigt organiskt 16sningsmedel, men den mingd 1osningsmedel som sitts till testsystemet bor inte overstiga 1
volymprocent och far inte paverka den mikrobiella aktiviteten negativt. Losningsmedlet far inte paverka testsub-
stansens stabilitet i vatten. Losningsmedlet bor strippas av till en extremt liten kvantitet sa att det inte ger en bety-
dande 6kning av halten 16st organiskt kol i testvattnet eller testsuspensionen. Detta bor kontrolleras genom en
amnesspecifik analys eller om majligt genom analys av 1ost organiskt kol (6). Det ar viktigt att den tillforda mang-
den losningsmedel inte ar storre 4n absolut nddvandigt och att méngden testsubstans kan 16sas i den slutliga voly-
men testvatten. Andra metoder att tillsdtta testsubstansen i testbehdllarna beskrivs i (7) och (8). Om ett organiskt
losningsmedel anvands for att tillsitta testsubstansen, bor kontroller med losningsmedel blandat med testvatten
(utan tillsatser) och testvatten blandat med referenssubstans behandlas pd samma sitt som aktiva testbehéllare med
testsubstans i losningsmedel. Syftet med kontrollerna med losningsmedel ar att undersoka losningsmedlets even-
tuella negativa effekter pa populationen av mikroorganismer, vilka kan pavisas genom testsubstansens nedbrytning.

Testforhdllanden

Testtemperatur

Inkubationen bor ske i morker (att foredra) eller i diffust ljus vid en kontrollerad ( 2 °C) temperatur som kan vara
antingen temperaturen i filt eller en standardtemperatur pa 20-25 °C. Temperaturen i falt kan vara antingen pro-
vets faktiska temperatur vid provtagningstillfallet eller en genomsnittlig temperatur i filt pd provtagningsplatsen.

Omblandning

Omblandning genom kontinuerlig skakning eller omrorning méste ske for att halla partiklar och mikroorganismer
i suspension. Omblandningen underlittar ocksé syretransporten frn den inneslutna luftvolymen till vitskan sd att
tillrdckligt aeroba forhdllanden kan uppritthallas. Flaskorna stills pa ett skakbord (ca 100 rpm) eller ocksd anvinds
magnetomrorare. Omblandningen mdste vara kontinuerlig. Skakning eller omrorning bor dock ske s forsiktigt
som mojligt samtidigt som en homogen suspension uppritthélls.
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1.8.8.3

1.8.9.1

1.8.9.2

Testets varaktighet

Testet bor normalt inte pdgd i mer 4n 60 dygn om inte ett semikontinuerligt forfarande med regelbunden fornyelse
av testsuspensionen anvands (se avsnitt 1.8.6 och tilligg 2). Testperioden for batchtest kan dock utstrickas till 90
dygn om testsubstansen har borjat brytas ned under de forsta 60 dygnen. Nedbrytningen foljs med lampliga tids-
intervall genom bestimning av kvarvarande '*C-aktivitet eller utvecklad '*CO, (se avsnitt 1.8.9.4) och/eller genom
kemisk analys (avsnitt 1.8.9.5). Inkubationstiden maste vara tillrickligt lang for att det ska vara mojligt att utvir-
dera nedbrytningsprocessen. Nedbrytningsgraden bor helst vara hogre dn 50 %. For dmnen som bryts ned lang-
samt mdste nedbrytningsgraden vara tillrackligt hog (normalt 6ver 20 %) for att det ska vara mojligt att uppskatta
en kinetisk hastighetskonstant f6r nedbrytningen.

pH och syrekoncentration i testsystemet ska matas regelbundet om inte tidigare erfarenheter frén liknande test med
vatten- och sedimentprover tagna pa samma plats gor sddana mitningar 6verflodiga. Under vissa forhallanden kan
det hdnda att metabolism av priméra substrat vid mycket hogre koncentrationer i vattnet eller sedimentet ger till-
rackligt stor koldioxidutveckling och syreforbrukning for att pitagligt dndra forsoksbetingelserna under testet.

Forfarande

Beredning av flaskor for pelagiskt test

En lamplig volym testvatten fors over till testflaskorna, upp till en tredjedel av flaskvolymen och inte mindre 4n ca
100 ml. Aven om flera flaskor anvinds (fér att kunna ta ut hela flaskor vid varje provtagningstidpunkt) 4r den lamp-
liga volymen testvatten ca 100 ml, eftersom en liten provvolym kan péverka lagfasens lingd. Testsubstansen till-
sdtts fran en stamlosning enligt beskrivning i avsnitten 1.8.2 och 1.8.7. Minst tvd olika koncentrationer av
testsubstansen atskilda med en faktor 5-10 bér anviandas for att bestimma nedbrytningens kinetik och berikna
hastighetskonstanten for nedbrytningen. Bada de valda koncentrationerna bor vara ligre an 100 pg/l och bor helst
ligga i intervallet < 1-10 pg/l.

Flaskorna forsluts med proppar eller lock som inte slipper genom luft och koldioxid. For icke-flyktiga testsubstan-
ser som inte dr '*C-markta dr det limpligt att anvinda 16sa bomullspluggar som motverkar kontaminering frén
luften (se avsnitt 1.8.1) under forutsittning att det 4r kant att alla viktiga nedbrytningsprodukter ar icke-flyktiga,
och om indirekt bestimning av koldioxid gors (se tilligg 3).

Flaskorna inkuberas vid den valda temperaturen (se avsnitt 1.8.8.1). Prover for kemisk analys eller '*C-mitning tas
ut vid testets borjan (dvs. innan den biologiska nedbrytningen inleds, se avsnitt 1.7.1) och darefter med limpliga
tidsintervall under testets gang. Provtagningen kan goras genom att delprov (t.ex. alikvoter pa 5 ml) tas fran varje
replikat eller genom att hela flaskor tas ut vid varje provtagningstidpunkt. Testsubstansens mineralisering kan
bestdimmas direkt eller indirekt (se tillagg 3). Vanligen krdvs minst fem provtagningar under nedbrytningsfasen (dvs.
efter lagfasens slut) for att gora en tillforlitlig bestimning av hastighetskonstanten. For vissa snabbt nedbrytbara
amnen kan det dock vara motiverat att ndja sig med tre provtagningar. For dmnen som inte bryts ned snabbt kan
flera mitningar latt goras under nedbrytningsfasen och darfor bor flera datapunkter anvandas for uppskattning av
k. Det kan inte anges ndgot bestdmt tidsschema for provtagningen, eftersom den biologiska nedbrytningshastig-
heten varierar. Provtagning en gang i veckan kan dock rekommenderas om nedbrytningen ar langsam. Om test-
substansen 4r snabbt nedbrytbar, bor provtagning ske en ging per dag under de tre forsta dygnen och darefter
varannan eller var tredje dag. Under vissa omstandigheter, exempelvis med dmnen som hydrolyseras mycket snabbt,
kan det vara nodvandigt att ta prover en gdng i timmen. Det rekommenderas att en preliminar studie gors fore tes-
tet for att bestimma lampliga provtagningsintervall. Om prover mdste finnas tillgangliga for vidare specifik analys,
dr det lampligt att ta flera prover och sedan vilja vilka som ska analyseras i slutet av experimentet genom att borja
bakifrdn, dvs. de sista proverna analyseras forst (se andra stycket i avsnitt 1.8.9.5 for vagledning om provernas
lagringsbestindighet).

Antal flaskor och prover

Gor i ordning sd manga flaskor att det racker till foljande:

—  Testflaskor: minst tva flaskor for varje koncentration av testsubstansen (helst minst tre) eller flera testflaskor
for varje koncentration om hela flaskor ska tas ut vid varje provtagningstidpunkt (betecknas Fy).

—  Testflaskor for beriakning av massbalans: minst tva flaskor for varje testkoncentration (betecknas Fy,).
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1.8.9.3

1.8.9.4

— Blankprov utan testsubstans: minst en flaska med blankprov innehéllande endast testvatten (betecknas Fy).

—  Referensprov: tvé flaskor med referenssubstans (t.ex. anilin eller natriumbensoat, 10 pg/l) (betecknas F). Syf-
tet med referensprovet ér att faststélla lagsta nivan for mikrobiell aktivitet. Om det 4r lampligt kan en radio-
aktivt markt referenssubstans anvindas, dven om nedbrytningen av testsubstansen foljs genom kemiska
analyser.

—  Sterilt kontrollprov: en eller tvé flaskor med steriliserat testvatten for att pavisa eventuell abiotisk nedbrytning
och annan icke-biologisk forlust av testsubstansen (betecknade F). Den biologiska aktiviteten kan avbrytas
genom autoklavering (121 °C, 20 min) av testvattnet eller genom tillsats av ett gift (t.ex. natriumazid (NaN)
10-20 g/1, kvicksilverklorid (HgCl,) 100 mg/l eller formalin 100 mg/l) eller med hjilp av gammastrdlning. Om
HgCl, anvinds bor det behandlas som giftigt avfall. For vatten med stor tillsats av sediment dr det inte litt att
astadkomma sterila forhallanden. I detta fall rekommenderas upprepad autoklavering (t.ex. tre ganger). Tank
pd att autoklavering kan leda till att sedimentets sorptionsegenskaper dndras.

— Kontroller med losningsmedel, innehédllande testvatten och testvatten med referenssubstans: tvd flaskor
behandlade med samma mangd l6sningsmedel och med samma forfarande som anvinds for att tillsitta test-
substansen. Syftet r att pavisa eventuella negativa effekter av 16sningsmedlet genom att bestimma nedbryt-
ningen av referenssubstansen.

Vid testets utformning bor forsoksledaren beakta den relativa betydelsen av flera replikat gentemot ett 6kat antal
provtagningstidpunkter. Det exakta antalet flaskor som behévs beror pa vilken metod som anvinds for att mita
nedbrytningen (se tredje stycket i avsnitt 1.8.9.1, avsnitt 1.8.9.4 och tillagg 3).

Tvé delprov (t.ex. alikvoter pd 5 ml) bor tas ut fran varje flaska vid varje provtagningstidpunkt. Om flera flaskor
anvinds for att mojliggora uttag av hela flaskor, bor minst tva flaskor offras vid varje provtagningstidpunkt (se for-
sta stycket i avsnitt 1.8.9.1).

Beredning av flaskor for suspenderat sediment-test [frivilligt]

Lampliga volymer av testvatten och sediment tillsitts i testkirlen (se avsnitt 1.8.5). Beredningen av flaskor for sus-
penderat sediment sker pa samma sitt som for det pelagiska testet (se avsnitten 1.8.9.1 och 1.8.9.2). Anvind helst
serumflaskor eller flaskor av liknande form. De férslutna flaskorna placeras horisontellt i en skakapparat. Oppna
flaskor for icke-flyktiga &mnen som inte dr '*C-markta bor givetvis placeras uppritt. I detta fall rekommenderas
magnetomrorning med glasbelagda magnetstavar. Vid behov luftas flaskorna for att uppratthélla limpliga aeroba
forhéllanden.

Radiokemiska bestamningar

Den utvecklade '*CO, mits indirekt och direkt (se tilligg 3). '*CO, bestdms indirekt genom skillnaden mellan den
initiala '*C-aktiviteten i testvattnet eller suspensionen och den totala kvarvarande aktiviteten vid provtagningstid-
punkten matt efter det att provet surgjorts till pH 2-3 och CO, har strippats av. Ddrigenom avldgsnas organiskt
kol och den kvarvarande aktivitet som uppmits kommer frin organiskt material. Indirekt bestimning av '*CO,
bor inte ske om viktiga flyktiga nedbrytningsprodukter bildas under testsubstansens omvandling (se tilligg 3). Om
méjligt bor *CO,-utvecklingen mitas direkt (se tilligg 3) i minst en flaska vid varje provtagningstidpunkt. Detta
forfarande gor det majligt att kontrollera bdde massbalans och biologisk nedbrytning, men det kan bara anvindas
vid test som gors med forslutna flaskor.

Om '*CO,-utvecklingen mits direkt under testet, bor flera flaskor goras i ordning fér detta syfte vid testets borjan.
Direkt bestimning av '*CO, rekommenderas om viktiga flyktiga nedbrytningsprodukter bildas under testsubstan-
sens omvandling. Vid varje mattillfille surgors de extra testflaskorna till pH 2-3 och '*CO, samlas in i ett internt
eller externt absorptionsmedel (se tillagg 3).

Eventuellt kan koncentrationerna av '*C-markt testsubstans och viktiga nedbrytningsprodukter bestimmas med
hjalp av radiokromatografi (t.ex. tunnskiktskromatografi, RAD-TLC) eller HPLC med radiokemisk detektion.
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1.8.9.5

2.1

2.1.1

Eventuellt kan ocksa fasfordelningen av den kvarvarande radioaktiviteten (se tilligg 1) och rester av testsubstansen
och nedbrytningsprodukter bestimmas.

Vid testets slut bor massbalansen bestimmas genom direkt ' *CO,-métning i separata testflaskor fran vilka inga pro-
ver har tagits under testets gang (se tilligg 3).

Specifik kemisk analys

Om det finns en kanslig specifik analysmetod kan den primira biologiska nedbrytningen uppskattas genom mat-
ning av den totala restkoncentrationen av testsubstansen i stallet for genom radioaktiv markning. Om en radioak-
tivt mérkt testsubstans anvinds (for att mita total mineralisering), kan specifika kemiska analyser goras parallellt
for att fa vdrdefull kompletterande information och kontrollera forfarandet. Specifika kemiska analyser kan ocksa
anvandas for att méita nedbrytningsprodukter som bildas under testsubstansens nedbrytning, och detta rekommen-
deras for dmnen som mineraliseras med halveringstider 6ver 60 dygn. Testsubstansens och nedbrytningsproduk-
ternas koncentration vid varje provtagningstidpunkt bor métas och rapporteras (som koncentration och som
procentandel av den tillférda mingden). Detekterade nedbrytningsprodukter, som vid en viss provtagningstidpunkt
har en koncentration > 10 % av den tillforda koncentrationen, bor generellt sett identifieras om det inte finns rim-
lig anledning att avstd. Nedbrytningsprodukter vars koncentrationer kontinuerligt 6kar under studien bor helst
ocksd identifieras, dven om koncentrationerna inte 6verskrider den ovan nimnda grinsen, eftersom 6kningen kan
tyda pa svdrnedbrytbarhet. Analys av nedbrytningsprodukter i sterila kontrollprov bor 6vervigas om snabb abio-
tisk omvandling av testsubstansen (t.ex. genom hydrolys) bedoms vara méjlig. Behovet av att kvantifiera och iden-
tifiera nedbrytningsprodukter bor bedomas fran fall till fall, med motiveringar angivna i rapporten. Metoder som
innebir extraktion med organiska 16sningsmedel bor anvindas i enlighet med de riktlinjer som anges for respek-
tive analysforfarande.

Alla prover bor forvaras vid 2—4 °C och lufttdtt om analysen utfors inom 24 timmar (att foredra). For langre lag-
ring bor proverna frysas till lagre temperatur d4n — 18 °C eller behandlas med ett kemiskt konserveringsmedel. Sur-
gorning rekommenderas inte som metod att konservera proverna, eftersom surgjorda prover kan vara instabila. Om
proverna inte analyseras inom 24 timmar och lagras under lingre tid, bor lagringsbestandigheten undersokas for
att visa att de intressanta kemikalierna 4r stabila om de lagras vid lagre temperatur dn — 18 °C eller i konserverad
form. Om analysmetoden innebir extraktion med losningsmedel eller extraktion med fast fas (SPE), bor extraktio-
nen goras omedelbart efter provtagningen eller efter forvaring av provet i kyla i hogst 24 timmar.

Beroende pd analysmetodens kinslighet, kan det vara nédvindigt med storre provvolymer 4n de som anges i
punkt 1.8.1. Testet kan latt utforas med testvolymer pé en liter i flaskor med en volym pa 2-3 liter, vilket gor det
mojligt att ta ut prover pa ca 100 ml.

DATA OCH RAPPORTERING

BEHANDLING AV RESULTATEN

Diagram

Provtagningstiderna avrundas till hela timmar (om inte &mnet bryts ned kraftigt inom minuter eller timmar) men
inte till hela dygn. Testsubstansens kvarvarande aktivitet (fér '*C-mirkta amnen) eller restkoncentration (for
omirkta dmnen) avsatts mot tiden bade i ett linjart och i ett halvlogaritmiskt diagram (se figur 1a och 1b). Om ned-
brytning har skett, jamfors resultaten fran flaskorna F;. med dem frén flaskorna Fs. Om medelvirdena av resultaten
fran flaskorna med testsubstans (F;) och de sterila flaskorna (Fs) avviker med mindre dn 10 %, kan det antas att den
iakttagna nedbrytningen huvudsakligen 4r abiotisk. Om nedbrytningen i flaskorna Fg ér ldgre kan siffrorna anvén-
das for att korrigera de siffror som erhélls med flaskorna F; (genom subtraktion) for att uppskatta den biologiska
nedbrytningen. Om frivilliga analyser gors av viktiga nedbrytningsprodukter, bor diagram 6ver deras bildning och
minskning redovisas utover diagrammet Gver testsubstansens minskning.



L 220/66

Europeiska unionens officiella tidning

24.8.2009

2.2

Uppskatta lagfasens lingd t; utifran nedbrytningskurvan (halvlogaritmiskt diagram) genom att extrapolera dess lin-
jara del till noll procents nedbrytning eller genom att bestimma tiden f6r ca 10 % nedbrytning (se figur 1a och 1b).
Utifran det halvlogaritmiska diagrammet bestims hastighetskonstanten k for forsta ordningens reaktion, och dess
standardfel bestims genom linjir regression av In (kvarvarande '*C-aktivitet eller testsubstansens restkoncentra-
tion) mot tiden. Sarskilt nir det giller '*C-mitningar bor man tinka p att bara anvinda data som tillhor den for-
sta linjdra delen av kurvan efter avslutad lagfas, och hellre vilja ndgra fa representativa data dn flera mer osikra data.
En del av osakerheten beror hir pa fel forknippade med den rekommenderade direkta anvandningen av uppmatt
kvarvarande '*C-aktivitet (se nedan). Det kan ibland vara limpligt att berdkna tvd olika hastighetskonstanter, om
nedbrytningen sker i tva faser. I sa fall definieras tvé skilda faser pa nedbrytningskurvan. Berdkning av hastighets-
konstanten k och halveringstiden t,, = In2/k bor goras for var och en av de enskilda flaskor som ir replikat, om
delprov tas ut frin samma flaska, eller med hjilp av medelvirden, om hela flaskor tas ut vid varje provtagnings-
tidpunkt (se sista stycket i avsnitt 1.8.9.2). Om det forstndmnda forfarandet foljs bor hastighetskonstanten och halv-
eringstiden rapporteras dels for var och en av de enskilda flaskor som 4r replikat, dels som medelvirde och medelfel.
Om hoga koncentrationer av testsubstansen har anvints, kan nedbrytningskurvan avvika avsevirt frdn en rit linje
(halvlogaritmiskt diagram) och det dr mojligt att forsta ordningens reaktionskinetik inte 4r giltig. Bestdimning av
halveringstid har dd ingen mening. For ett begrinsat dataintervall kan dock pseudo-forsta ordningens kinetik
tillimpas och nedbrytningens halveringstid DT, (tiden for att nd 50 % nedbrytning) uppskattas. Man mdste dock
komma ihédg att nedbrytningens forlopp utanfor det valda dataintervallet inte kan forutsigas med hjilp av DT,
som endast dr en deskriptor for en given uppsittning data. Det finns gott om analytiska verktyg som underldttar
statistiska berdkningar och anpassning av kurvor, och anvindning av sddana program rekommenderas.

Om specifika kemiska analyser gors, uppskattas hastighetskonstanter och halveringstider for primar nedbrytning
pa det sitt som ovan beskrivits for total mineralisering. Om den priméra nedbrytningen ar den begrinsande pro-
cessen, kan i vissa fall datapunkter frén hela nedbrytningsforloppet anvandas. Detta for att matningarna ar direkta
till skillnad fran matningar av '*C-aktivitet.

Om '“C-mirkta dmnen anvinds, bor massbalans uttryckas i procent av den tillférda initiala koncentrationen,
atminstone vid testets slut.

Kvarvarande aktivitet

Nir en '*C-mirkt del av ett organiskt amne bryts ned biologiskt, omvandlas storre delen av '*C till '*CO,, medan
en annan del anvinds for uppbyggnad av biomassa och/eller syntes av extracelluldra metaboliter. En fullstindig bio-
logisk nedbrytning av ett amne innebar darfor inte en hundraprocentig omvandling av dess kol till '*CO,. Det '*C
som byggs in i produkter som bildas genom biosyntes frigors sedan lingsamt som '*CO, genom s.k. sekundir
mineralisering. Diagram 6ver kvarvarande '*C-aktivitet (matt efter det att CO, har strippats av) eller dver *CO,-
utvecklingen avsatt mot tiden, kommer darfor att uppvisa en "svans” efter avslutad nedbrytning. Detta forsvarar en
kinetisk tolkning av data, och av denna anledning bor i normala fall endast den forsta delen av kurvan (efter avslu-
tad lagfas och innan ca 50 % nedbrytning har uppnatts) anvindas for att uppskatta hastighetskonstanten for ned-
brytningen. Om testsubstansen bryts ned ar den totala kvarvarande '“C-aktiviteten alltid hogre dn den '“C-aktivitet
som beror pa dterstdende onedbruten testsubstans. Om testsubstansen bryts ned genom en forsta ordningens reak-
tion och en konstant andel a mineraliseras till CO,, kommer den initiala lutningen p4 den kurva som visar hur '*C
avtar (totalt organiskt '*C avsatt mot tiden) att vara a ginger lutningen for testsubstansens koncentration (eller for
att vara noggrann, den del av testsubstansen som dr markt med '*C). Om okorrigerade métvirden av den totala
4C-aktiviteten anvinds, kommer darfér den berdknade hastighetskonstanten fér nedbrytningen att vara for 13g.
Metoder for att uppskatta testsubstansens koncentration utifrdn uppmitt radiokemisk aktivitet pa grundval av olika
forenklande antaganden har beskrivits i litteraturen (2) (9) (10) (11). Dessa metoder 4r ldttast att anvinda for snabbt
nedbrytbara dmnen.

TOLKNING AV RESULTAT

Om hastighetskonstanten k konstateras vara oberoende av den tillforda koncentrationen (dvs. om k har ungefir
samma virde vid olika koncentrationer av testsubstansen) kan det antas att forsta ordningens hastighetskonstant
ar representativ for rddande testforhdllanden, dvs. testsubstans, vattenprov och testtemperatur. I vilken utstrack-
ning resultaten kan generaliseras eller extrapoleras till andra system méste utvirderas genom en expertbeddmning.
Om en hog koncentration av testsubstansen anvinds och nedbrytningen dérfor inte f6ljer forsta ordningens kine-
tik, kan data inte anvandas for direkt uppskattning av forsta ordningens hastighetskonstant eller motsvarande halv-
eringstid. Data som erhélls frén ett test med en hog koncentration av testsubstansen kan dock 4nda vara anvindbara
for att uppskatta den totala mineraliseringsgraden och for att pévisa och kvantifiera nedbrytningsprodukter.
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2.3

Om hastigheterna for andra forlustprocesser dn biologisk nedbrytning r kinda (t.ex. hydrolys eller avdunstning)
kan dessa dras av frdn den nettoférlusthastighet som observerats under testet for att ge en ungefirlig uppskattning
av den biologiska nedbrytningshastigheten. Data 6ver hydrolys kan exempelvis erhallas fran det sterila kontroll-
provet eller fran parallelltest med en hogre koncentration av testsubstansen.

Indirekt och direkt bestdmning av '“CO, (avsnitt 1.8.9.4 och tilligg 3) kan bara anvéndas fér att méta storleken av
testsubstansens mineralisering till CO,. Radiokromatografi (RAD-TLC) eller HPLC kan anvindas for att analysera
koncentrationerna av '*C-mirkt testsubstans och bildning av viktiga nedbrytningsprodukter (tredje stycket i
avsnitt 1.8.9.4). For att kunna gora en direkt uppskattning av halveringstiden 4r det nddvindigt att inga viktiga ned-
brytningsprodukter (definierat som > 10 % av den tillférda mangden testsubstans) ar narvarande. Om sddana vik-
tiga nedbrytningsprodukter 4r ndrvarande, krdvs en noggrann utvirdering av data. Detta kan innebéra upprepade
test och/eller identifiering av nedbrytningsprodukter (se forsta stycket i avsnitt 1.8.9.5) om inte nedbrytningspro-
dukternas ode kan bedomas pd ett rimligt sdtt erfarenhetsmassigt (t.ex. med hjilp av information om reaktionsva-
gen for nedbrytningen). Eftersom den proportion av testsubstansens kol som omvandlas till CO, varierar (till stor
del beroende pé koncentrationen av testsubstans och andra nirvarande substrat, testférhillandena och mikroor-
ganismsamhillet), mojliggor detta test inte en direkt uppskattning av fullstindig biologisk nedbrytning som i ett
test av eliminering av 16st organiskt kol, men resultatet liknar det som erhdlls med ett respirometertest. Minerali-
seringsgraden kommer alltsa att vara lagre 4n eller lika med den lagsta nivan av slutlig biologisk nedbrytning. For
att fd en mer fullstandig bild av den slutliga biologiska nedbrytningen (mineralisering och inkorporering i biomassa),
bor analysen av fasfordelningen av '#C utféras i slutet av testet (se tilldgg 1). Det '*C som ingdr i partikelfasen utgérs
av '*C inkorporerat i bakteriebiomassa och '*C sorberat till organiska partiklar.

TESTETS VALIDITET

Om referenssubstansen inte bryts ned inom det forvintade tidsintervallet (for anilin och natriumbensoat vanligen
mindre dn tva veckor), kan testets validitet betvivlas och méste verifieras ytterligare, eller ocksd gors testet om med
ett nytt vattenprov. [ en ISO-interkalibrering av metoden, dér sju laboratorier frin olika delar av Europa deltog, lag
de anpassade hastighetskonstanterna for nedbrytning av anilin i intervallet 0,3-1,7 dygn™' med ett medelvirde pa
0,8 dygn™" vid 20 °C och ett standardfel pa 0,4 dygn™" (t,, = 0,9 dygn). Lagfasen varade normalt mellan 1 och 7
dygn. De undersokta vattnen rapporterades ha en bakteriebiomassa motsvarande 10°~10* kolonibildande enheter
(CFU) per ml. Nedbrytningshastigheterna i naringsrika mellaneuropeiska vatten var hogre 4n i nordiska ndrings-
fattiga vatten, vilket kan bero pa olikheten i ndringsstatus eller tidigare exponering for kemiska damnen.

Det totala utbytet (massbalans) vid experimentets slut bor ligga mellan 90 % och 110 % for radioaktivt markta
dmnen, medan det initiala utbytet av experimentets borjan bor ligga mellan 70 % och 110 % for omérkta dmnen.
Dessa intervall bor dock endast ses som mal och bér inte anvindas som kriterier for huruvida testet ska accepteras.

TESTRAPPORT

Typen av undersokning, dvs. pelagiskt test eller suspenderat sediment-test, ska klart anges i testrapporten, som
ocksd ska innehalla dtminstone foljande uppgifter:

Testsubstans och referenssubstans(er):

—  Trivialnamn, kemiska namn (IUPAC-namn och/eller CAS-namn rekommenderas), CAS-nummer, struktur-
formler (med angivelse av positionen for *C om radioaktivt markta amnen anvinds) samt relevanta fysikalisk-
kemiska egenskaper hos testsubstans och referenssubstans (se avsnitten 1.5 och 1.6).

— Kemiska namn, CAS-nummer, strukturformler (med angivelse av positionen for 14C om radioaktivt markta
amnen anvands) samt relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper hos dmnen som anvinds som standard for iden-
tifiering och kvantifiering av nedbrytningsprodukter.

—  Test- och referenssubstansers renhet och eventuella fororeningar.

— Radiokemisk renhet hos den mirkta kemikalien och dess specifika aktivitet (i tillimpliga fall).
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Ytvatten:

For de vattenprover som tas ska minst foljande uppgifter anges:

— Ldge och beskrivning av provtagningsstallet, om mojligt dven dess fororeningshistoria.
—  Datum och tid fér provtagning.

— Niringsimnen (total-N, ammonium, nitrit, nitrat, total-P, 1ost ortofosfat).

—  Provtagningsdjup.

—  Provets utseende (t.ex. firg och grumlighet).

— DOC och TOC.

— BOD.

—  Temperatur och pH pd provtagningsplatsen vid provtagningstillfallet.

—  Syrehalt eller redoxpotential (obligatoriskt endast om det inte 4r uppenbart att acroba forhéllanden rdder).
—  Salthalt eller konduktivitet (om det ar friga om saltvatten eller brickt vatten).

—  Suspenderade fasta dmnen (om provet dr grumligt).

—  Eventuellt annan relevant information om provtagningsplatsen vid provtagningstillfillet (t.ex. aktuella eller his-
toriska uppgifter om flodeshastighet i vattendrag eller havsstrommar, storre utslipp i ndarheten och utslapps-
typ, vaderforhéllanden fére provtagningstillfillet).

Frivilligt anges foljande:

—  Mikrobiell biomassa (t.ex. direkt rikning med akridinorange eller kolonibildande enheter).
— Oorganiskt kol.

— Klorofyll-a-koncentration som ett specifikt matt pa algbiomassa.

Dessutom bor foljande uppgifter om sediment limnas om test med suspenderat sediment gors:
— P4 vilket djup sedimentprovet tagits.

—  Sedimentets utseende (t.ex. fargat, lerigt, dyigt eller sandigt).

—  Textur (t.ex. % grovsand, finsand, mjdla och lera).

—  Torrvikt av suspenderade fasta dmnen i g/, TOC-koncentration eller glodforlust som ett matt pd innehall av
organiskt material.

— pH.
—  Syrehalt eller redoxpotential (obligatoriskt endast om det inte dr uppenbart att aeroba forhallanden rader.
Testforhdllanden:

— Tid mellan provtagning och anvindning i laboratorietest, lagring och forbehandling av provet, datum da
undersokningen gjordes.

— Tillford mingd testsubstans, testkoncentration och referenssubstans.

—  Metod for tillférsel av testsubstans med uppgift om eventuella 16sningsmedel.
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— Anvind volym ytvatten och sediment (i tillimpliga fall) samt provvolym som tagits ut for analys vid varje
provtagningstidpunkt.

—  Beskrivning av det anvinda testsystemet.
Om inkubationen inte sker i morker, information om "diffusa ljusférhallanden”:

— Information om metod(er) som anvinds for att bereda sterila kontrollprover (t.ex. temperatur, tid och antal
autoklaveringar).

— Inkubationstemperatur.

— Information om analysmetoder och metoder som anvinds for radiokemiska matningar, massbalanskontroll
och mitningar av fasfordelning (om detta genomfors).

— Antal replikat.
Resultat:
—  Procentuellt utbyte (se avsnitt 1.7.1).

— Repeterbarhet och kinslighet hos de analysmetoder som anvinds samt detektionsgrans och kvantifierings-
grans (se avsnitt 1.7.2).

—  Alla mitdata (dven provtagningstidpunkter) och berdknade virden i tabellform och nedbrytningskurvor. For
varje testkoncentration och for varje flaska som ir replikat rapporteras den linjdra korrelationskoefficienten
for den logaritmiska kurvans lutning, uppskattad lagfas och forsta eller pseudo-forsta ordningens hastighets-
konstant (om mojligt) samt motsvarande halveringstid for nedbrytningen (eller halveringstiden t).

— Relevanta virden rapporteras som medelvirden av de resultat som observeras i enskilda replikat, t.ex. lagfa-
sens langd, hastighetskonstanten och halveringstiden for nedbrytningen (eller ).

—  Systemet kategoriseras som antingen ej adapterat eller adapterat med utgdngspunkt fran nedbrytningskur-
vans utseende och eventuell paverkan fran testkoncentrationen.

— Resultaten av den slutliga kontrollen av massbalans och av métningar av fasfordelning (i tillimpliga fall).
—  Andelen mineraliserat '*C och, om specifika analyser gérs, slutlig grad av primir nedbrytning.

—  Identifiering, molaritet och procentandel av tillforda och viktiga nedbrytningsprodukter (se forsta stycket i
avsnitt 1.8.9.5), i tillimpliga fall.

—  Foreslagen reaktionsvig for omvandlingen, i tillimpliga fall.

— Diskussion av resultaten.
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Tilligg 1
Fasférdelning av '*C

For att kontrollera forfarandet bor de rutinméssiga mitningarna av kvarvarande total '*C-aktivitet i organiskt kol (TOA)
kompletteras med mitningar av massbalans, inklusive en direkt bestimning av utvecklad '*CO, efter uppfingning i ett
absorptionsmedel (se tilldgg 3). En positiv bildning av '*CO, ér i sig sjilv ett direkt bevis p& biologisk nedbrytning, i motsats
till abiotisk nedbrytning och andra férlustmekanismer, exempelvis avdunstning och sorption. Ytterligare virdefull informa-
tion om den biologiska nedbrytningsprocessen kan erhéllas genom métningar av den totala '*C-aktivitetens férdelning mel-
lan 1ost tillstdnd (**C-aktivitet i 16st organiskt kol, DOA) och partikeltillstdnd (*“C-aktivitet i partikulart organiskt kol, POA)
efter separation av partiklar genom membranfiltrering eller centrifugering. POA utgors av testsubstans sorberad pa den mik-
robiella biomassan och pa andra partiklar utover det kol i testsubstansen som har anvints for syntes av nytt cellulart mate-
rial och dirigenom inkorporerats i den partikulira biomassafraktionen. Bildningen av 16st organiskt '*C-material kan
uppskattas som DOA vid slutet av den biologiska nedbrytningen (platd p& kurvan med nedbrytning avsatt mot tiden).

Fasfordelningen av kvarvarande '*C i utvalda prover uppskattas genom filtrering av prov pa ett membranfilter med por-
storleken 0,22 pm eller 0,45 pm av ett material som inte adsorberar betydande mangder av testsubstansen (polykarbonat-
filter kan vara limpliga). Om testsubstansens sorption pd filtret inte dr forsumbar (kontrolleras fére experimentet), kan
hoghastighetscentrifugering (2 000 g i 10 minuter) anvéindas i stillet for filtrering.

Filtratet eller centrifugatet behandlas pd det stt som beskrivs i tillagg 3 for ofiltrerade prover. Los upp membranfiltret i en
lamplig scintillationsvitska och rdkna pé vanligt sitt. Normalt anviands metoden med extern standardkvot for att korrigera
for quenching, eller ocksa behandlas provet med ett oxidationsmedel. Om centrifugering har anvints, resuspenderas den pel-
let som bildats av partikelfraktionen i 1-2 ml destillerat vatten och overfors till en scintillationsflaska. Darefter skoljs tva
gdnger med 1 ml destillerat vatten och skoljvattnet overfors till flaskan. Vid behov kan suspensionen laggas i en gel for
vitske-scintillationsrikning.
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Tilligg 2
Semikontinuerligt forfarande

En forlingd inkubering upp till flera ménader kan kravas for att fa en tillracklig nedbrytning av svarnedbrytbara amnen. Tes-
tet bor normalt inte pagd i mer dn 60 dygn om inte det ursprungliga vattenprovets egenskaper bibehalls genom fornyelse av
testsuspensionen. Testperioden kan dock utstrackas till hogst 90 dygn utan fornyelse av testsuspensionen om testsubstan-
sen har borjat brytas ned under de forsta 60 dygnen.

Om inkubationen varar lang tid kan mikroorganismsamhallets diversitet minska pa grund av olika forlustmekanismer och
pd grund av att viktiga naringsimnen och primara kolsubstrat i vattenprovet férbrukas. Darfor rekommenderas att ett semi-
kontinuerligt test anvands for att pd ett tillfredsstillande sitt bestimma nedbrytningshastigheten for 4mnen som bryts ned
langsamt. Testet bor redan fran borjan goras med ett semikontinuerligt forfarande om, pa grundval av tidigare erfarenhet,
en inkubationstid pé tre manader bedoms vara nodvindig for att uppna 20 % nedbrytning av amnet. Alternativt kan ett nor-
malt batchtest dndras till ett semikontinuerligt test, om ingen nedbrytning av testsubstansen kan pavisas under ca 60 dygns
test med batchforfarande. Det semikontinuerliga forfarandet kan avbrytas och testet fortsittas som ett batchexperiment nir
en betydande nedbrytning har registrerats (t.ex. > 20 %).

I det semikontinuerliga testet ersitts varannan vecka ca en tredjedel av testsuspensionen med nytaget vatten med tillsats av
testsubstans till initial koncentration. Aven sediment tillsétts det nya vattnet till initial koncentration (mellan 0,01 och 1 g/l)
om det frivilliga suspenderat sediment-testet gors. Vid utforande av test med suspenderat fast sediment ar det viktigt att ett
helt suspenderat system uppritthdlls dven vid fornyelse av vatten, och att uppehéllstiden ar identisk for fasta gmnen och
vatten. I annat fall kan den avsedda likheten med ett homogent vattensystem utan bestimda faser utebli. Av dessa skil rekom-
menderas att den initiala koncentrationen av suspenderat sediment ligger i den ldgre delen av det angivna intervallet nir det
semikontinuerliga forfarandet anvands.

Den f6reskrivna tillsatsen av testsubstans innebdr att den initiala koncentrationen inte overskrids genom den partiella for-
nyelsen av testsuspensionen och dirigenom undviks den adaptation som ofta ses vid hoga koncentrationer av testsubstan-
sen. Eftersom forfarandet innebar bdde en fornyad ympning och en kompensation av forbrukade niringsamnen och priméra
substrat, dterstills den ursprungliga mikrobiella diversiteten, och testet kan i princip pagé i odndlighet. Nar det semikonti-
nuerliga forfarandet anvands 4r det viktigt att notera att den kvarvarande koncentrationen av testsubstansen maste korrige-
ras for de mangder testsubstans som tillfors och avlagsnas vid varje fornyelse. For lagsorberande dmnen kan testsubstansens
totala koncentration antas vara lika med den 16sta koncentrationen. Sorptionen &r obetydlig (< 5 %) under angivna forhal-
landen (0,1-1 g fasta dmnen/l) for 4mnen for vilka log K, < 3 (giller for neutrala, lipofila foreningar). Detta illustreras av
foljande berdkningsexempel: 0,1 g/l av fasta dmnen motsvarar ungefir 10 mg kol per liter (andelen kol f- = 0,01). Antag att

Log K, (for testsubstansen) = 3

K, =042 xK,,

Fordelningskoefficienten Ky = f- x K,

Di ir den losta delen av den totala koncentrationen (C-vatten (C,,)/C-total (C):

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

Bestimning av *CO,

Indirekt *CO,-bestimning

For rutinmdssiga matningar dr i normala fall den indirekta metoden den minst tidskravande och noggrannaste metoden om
testsubstansen ar icke-flyktig och inte omvandlas till flyktiga nedbrytningsprodukter. Ofiltrerade prover pé t.ex. 5 ml fors
ver till scintillationsflaskor. Limplig aktivitet i proverna dr 5 000 dpm—-10 000 dpm (80-170 Bq) initialt, med en ldgsta
initial aktivitet pa ca 1 000 dpm. CO, strippas av efter surgorning till pH 2—3 med 1-2 droppar koncentrerad H;PO, eller
HCL. CO, kan strippas av genom bubbling med luft i ca ¥2-1 timme. Alternativt kan flaskorna skakas kraftigt i 1-2 timmar
(t.ex. pa ett skakbord for mikrotiterplattor) eller mer forsiktigt over natten. Effektiviteten vid strippning av CO, maste kon-
trolleras (genom att tiden for luftning eller skakning forliangs). Darefter tillsitts en scintillationsvitska som ér limplig for att
rikna vattenprov, provet homogeniseras med en virvelblandare och radioaktiviteten bestdims genom vitske-
scintillationsrakning, med avdrag for den bakgrundsaktivitet som uppmits i blankproverna (Fy). Om testvattnet inte dr kraf-
tigt fargat och inte har en hog partikelkoncentration, uppvisar proverna normalt sett en enhetlig quenching, och det racker
dd att korrigera for quenching med hjalp av en extern standard. Om testvattnet dr kraftigt fargat kan det vara nodvandigt att
korrigera for quenching genom tillsats av en intern standard. Om partikelkoncentrationen dr hog kan det vara omojligt att
astadkomma en homogen 16sning eller gel, eller ocksa kan det vara stor variation i quenching mellan olika prover. I s3 fall
kan den nedan beskrivna riknemetoden for testslam anvindas. Om testet utfors som ett suspenderat sediment-test, kan
14C0, mitning goras indirekt genom att ett homogent 10 ml prov av testvatten/suspension tas ut och faserna separeras
genom centrifugering vid limplig hastighet (t.ex. 40 000 m/s? i 15 minuter). Vattenfasen behandlas sedan enligt beskriv-
ningen nedan. *C-aktiviteten i partikelfasen (POA) bestdms genom att sedimentet resuspenderas i en liten volym destillerat
vatten, overfors till scintillationsflaskor och tillsdtts scintillationsvatska sa att en gel bildas (det finns sarskilda scintillations-
vétskor for det dndamdlet). Beroende pd partiklarnas karaktar (t.ex. deras innehdll av organiskt material) kan det vara limp-
ligt att ldta provet sonderdelas ver natten med ett vivnadsupplosande dmne och sedan homogeniseras med en virvelblandare
fore tillsats av scintillationsvitska. Alternativt kan POA bestimmas genom forbrianning i syredverskott med hjilp av en prov-
oxiderare. Vid rikning bér interna standarder alltid ingd, och det kan vara nédvindigt att korrigera for quenching genom
tillsats av en intern standard i varje enskilt prov.

Direkt '*CO,-bestimning

Om den utvecklade '*CO, mits direkt bor detta goras genom att flera flaskor gérs i ordning vid testets bérjan, och testflas-
korna provtas vid varje mittidpunkt genom att surgéras till pH 2-3 och '*CO, tas upp i ett internt (placerat i varje flaska
vid testets borjan) eller externt absorptionsmedel. Som absorptionsmedel kan anvindas antingen alkali (t.ex. 1 N NaOH-
losning eller en NaOH-pellet), etanolamin eller ett etanolaminbaserat absorptionsmedel eller kommersiellt tillgingliga
absorptionsmedel. For direkt matning av '*CO,, bor flaskorna vara forslutna med exempelvis butylgummimembran.
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Figur 1a

Exempel pi ett aritmetiskt diagram 6ver data (kvarvarande aktivitet avsatt mot tid)
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Figur 1b

Exempel pd ett halvlogaritmiskt diagram 6ver data (In kvarvarande aktivitet avsatt mot tid)
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BILAGA VI

C.26 BESTAMNING AV TILLVAXTHAMNING HOS FLYTBLADSVAXTEN LEMNA SP. (ANDMAT)

1. METOD

Metoden motsvarar OECD TG 221 (2006) (1). Det finns ett brett samforstdnd hos EU:s myndigheter om att Lemna-
testet dr ett lampligt alternativ till ett algtest for kraftigt firgade substanser (2)(3).

1.1 INLEDNING

Metoden dr avsedd for bestimning av substansers toxicitet matt som tillvixthimning hos s6tvattensvaxter av slak-
tet Lemna (andmat). Metoden bygger pa existerande standardmetoder (4, 5, 6, 7, 8 och 9) som har modifierats
enligt nya forskningsron och genom samrad, i regel mellan experter. Den foreslagna metoden har validerats
genom ett internationellt ringtest, dvs. en provningsjamforelse mellan olika laboratorier i vérlden (10).

Metoden anvinds for toxicitetstest med hjilp av Lemna gibba och Lemna minor. Bdda dessa arter har studerats ingé-
ende och har anvints i test med de standardmetoder som det hinvisas till ovan. Taxonomin for Lemna spp. dr
komplicerad pa grund av méngfalden fenotyper. Hos Lemna kan responsen pd toxiska substanser variera pa grund
av genetiska skillnader, men f6r nirvarande saknas det tillrickligt med underlag om dessa orsaker for att man ska
kunna rekommendera en bestimd klon f6r anvindning med den aktuella metoden. Observera att testet inte utfors
axeniskt (dvs. med en-arts-kultur fri fran infektion av mikroorganismer), men atgérder vidtas i skeden under tes-
tets gdng for att halla kontamination frdn andra organismer sd 1dg som mojligt.

Dokumentet innehaller ingdende beskrivningar av semistatiskt testforfarande (med regelbunden fornyelse av test-
losningar), statiskt testforfarande (utan fornyelse av testlosningar) och genomflodestest (med kontinuerligt byte
av testlosning). Beroende pa lagstadgade krav och syftet med testet kan semistatiskt testforfarande eller genom-
flodestest komma i fraga i vissa fall, t.ex. for substanser som snabbt forsvinner ur 16sningen genom avdunstning,
ljusnedbrytning, utfillning eller biologisk nedbrytning. Narmare riktlinjer finns i (11).

1.2 DEFINITIONER
[ denna metodbeskrivning anvinds foljande definitioner och foérkortningar med de betydelser som hir anges:

biomassa: torrvikt av levande materia i en population. I detta test méts vanligtvis ersittningsmdtt for vikten, som
tex. antalet fronder (bladliknande del av planta) eller deras totala area. Termen "biomassa” hinfor sig sdledes dven
till dessa ersittningsmatt.

EC,: beteckning pd den koncentration av testsubstansen som ar 1ost i testmediet och som reducerar tillvixten av
Lemna med x % (t.ex. 50 %) inom en bestimd exponeringstid, som madste specificeras om den avviker frdn den
fullstandiga eller normala tiden for testets genomforande. For att entydigt ange om EC-virdet bygger pa tillvaxt-
hastighet eller producerad mangd biomassa anvands beteckningen E,C for tillvéxthastighet och E,C fér produce-
rad mingd biomassa, 4tfoljt av mitvariabeln, t.ex. E,C (n), ddr n = "antal fronder”.

effektmatt (eng. "endpoint”): den allminna faktor som genom inverkan av en testsubstans i ett prov forindras
jamfort med ett kontrollprov utan testsubstans. I det aktuella testet ar effektmattet tillvixthamning, som kan
uttryckas med olika responsvariabler baserade pa en eller flera métvariabler.

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

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

genomflodestest: testlosningen ersitts hela tiden kontinuerligt med firsk 16sning.

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

kloros: gulning av bladvivnad.
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koloni: samling av moder- och dotterfronder (vanligtvis 2—4 stycken) som sitter fast vid varandra. Ibland anvinds
termen “planta”.

koncentration utan observerad effekt ("NOEC - No Observed Effect Concentration”): koncentration av
testsubstansen som ligger omedelbart under LOEC.

ligsta koncentration med observerad effekt ("LOEC — Lowest Observed Effect Concentration”): den lig-
sta koncentration av testsubstansen vid vilken man kan iaktta att den har en statistiskt signifikant reducerande
effekt pa tillvixten (vid p < 0,05) inom en given exponeringstid, jamfort med ett kontrollprov (i fortsittningen
kortfattat bendmnt "kontroll”). Ytterligare ett villkor ér att alla koncentrationer av testsubstansen vilka ligger 6ver
LOEC méste ha en skadlig effekt lika med eller storre 4n den effekt som observeras vid LOEC. Om dessa bada dessa
villkor inte dr uppfyllda, méste en fullstindig redogorelse limnas for hur LOEC (och didrmed NOEC) har valts.

monokultur: kultur bestdende av en enda art.

mitvariabler: alla slags variabler som miits for att uttrycka testets effektmdtt med hjélp av en eller flera responsva-
riabler. I den aktuella metoden dr frondantal, total frondarea, firskvikt och torrvikt matvariabler.

nekros: dod bladvivnad. Syns pé att den ér vit eller vattenindrankt.

producerad mingd biomassa: storleken pd en métvariabel f6r biomassa vid exponeringstidens slut minskad med
storleken pa samma matvariabel vid exponeringstidens borjan.

responsvariabel: variabel for bestimning av toxicitet. Variabeln fs fram genom att man anvinder olika berak-
ningsmetoder pd matvariabler som beskriver biomassa. I den aktuella metoden dr tillvixthastighet och produce-
rad mingd biomassa responsvariabler som berdknas med hjilp av matvariabler sdsom frondantal, total frondarea,
farskvike eller torrvikt.

semistatiskt testforfarande (med regelbunden foérnyelse av testlosning): testlosningen byts med bestimda
intervall under testet, dvs. férbrukad 16sning tas regelbundet bort och ersitts med farsk.

statiskt testforfarande: testlosningen byts inte under testet.

svullen frond: frond med "buckligt” eller svullet utseende.

testmedium: syntetiskt odlingsmedium dir testplantorna befinner sig nir de exponeras for testsubstansen. Test-
substansen dr normalt 16st i testmediet.

tillvixt: 6kning av en mitvariabel — t.ex. frondantal, torrvikt, vatvikt eller total frondarea — mitt ver tiden for
testets genomférande.

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

PRINCIPER

Exponentiellt vixande vixtkulturer av sliktet Lemna fir vixa som monokulturer i olika koncentrationer av test-
substansen under loppet av sju dagar. Syftet dr att genom bestimning av métvariabler kvantifiera testsubstansens
effekter pa tillvixten under tiden for testets genomférande. Antalet fronder 4r den primira métvariabeln. Minst
ytterligare en mitvariabel — total frondarea, torrvikt eller farskvikt — mits, eftersom en del substanser kan paverka
andra mitvariabler mer dn de paverkar frondantalet. For att kvantifiera testsubstansens effekter jamfors tillvixten
i testlosningarna med tillvixten i kontrollerna. Dérefter bestims den koncentration som dstadkommer en bestimd
procent (x) av tillvixthimning, t.ex. 50 %. Denna koncentration betecknas som EC,, t.ex. EC, i fallet med 50 %
tillvixthdmning.

Effektmattet i testet ar tillvixthdmningen uttryckt som den logaritmiska 6kningen av mitvariabeln — dvs. den
genomsnittliga specifika tillvixthastigheten — under exponeringstiden. Med hjilp av de genomsnittliga specifika
tillvixthastigheter som registrerats i en serie testlosningar bestims den koncentration som dstadkommer en
bestamd procent (x) av tillvixthimning, t.ex. 50 %. Denna koncentration betecknas som E.C,, t.ex. E,Cs, i fallet
50 %.
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1.7.1

Ytterligare en responsvariabel som anvinds i metoden 4r den producerade mingden biomassa, en variabel som i
vissa lander ar foreskriven i lagen. Den definieras som storleken pd en matvariabel for biomassa vid exponerings-
tidens slut minskad med storleken pd samma mitvariabel vid exponeringstidens borjan. Med hjilp av den pro-
ducerade mingd biomassa som registrerats i en serie testlosningar bestims den koncentration som dstadkommer
en bestdmd procent (x) av tillvaxthdmning, t.ex. 50 %. Denna koncentration betecknas som E,C,, t.ex. E,Cs, i fal-
let 50 %.

Utover detta kan man statistiskt bestimma den ldgsta koncentrationen med observerad effekt (LOEC) och kon-
centrationen utan observerad effekt (NOEC).

TESTSUBSTANS

Man bor ha tillgdng till en analysmetod som ar tillrackligt kanslig for kvantitetsbestimning av testsubstansen i
testmediet.

Bland annat f6ljande uppgifter om testsubstansen kan vara av viarde nar man faststaller testbetingelserna: struk-
turformel, renhetsgrad, vattenloslighet, stabilitet i vatten och ljus, pK,, K, angtryck och biologisk nedbrytbar-
het. Loslighet i vatten och dngtryck kan anvindas for att berdkna Henrys konstant. Storleken pa denna konstant
visar om det ar sannolikt att forlusterna av testsubstansen under tiden for testets genomforande kommer att vara
betydande, och om man behover vidta dtgirder for att beharska dessa forluster. Om uppgifterna om testsubstan-
sens loslighet och stabilitet dr osikra, bor man bedoma dessa egenskaper under testbetingelserna, dvs. i det
odlingsmedium, vid den temperatur och under de belysningsforhdllanden som anvinds i testet.

Nar det dr sarskilt viktigt att reglera testmediets pH, t.ex. vid test av hydrolytiskt instabila metaller eller substanser
(dvs. sddana som bryts ned i vatten), bor man tillsitta en buffert i odlingsmediet (se forsta stycket i avsnitt 1.7.4).
Ytterligare vigledning for test av substanser med fysikalisk-kemiska egenskaper som gor dem besvirliga att testa
finns i (11).

REFERENSSUBSTANS

En eller flera referenssubstanser — t.ex. 3,5-diklorfenol som anvinds i det internationella ringtestet (10) — bor tes-
tas for att kontrollera testresultatens giltighet. En referenssubstans bor testas minst tvd ganger per dr. Om testen
utfors mer sillan bor referenssubstansen testas direkt i samband med respektive test.

KRITERIER FOR TESTRESULTATENS GILTIGHET

For att testresultaten ska vara giltiga méste fordubblingstiden for frondantalet i kontrollen vara mindre 4n 2,5
dagar (60 timmar). Det motsvarar en 6kning pa ca 700 % pa 7 dagar och en genomsnittlig specifik tillvixthas-
tighet pd 0,275 d™'. Med de testmedier och testbetingelser som beskrivs fér den aktuella metoden kan detta kri-
terium uppfyllas med statiskt testforfarande (8). Kriteriet bor ocksa kunna uppfyllas vid semistatiskt testforfarande
och genomflodestest. Berdkningen av fordubblingstiden beskrivs i avsnitt 2.1.

METODBESKRIVNING

Utrustning

All utrustning som befinner sig i kontakt med testmedier ska vara av glas eller annat kemiskt inert material. Glasut-
rustning, som anvands for odling och test, ska vara rengjord fran kemiska fororeningar som kan licka in i test-
mediet, och glaset ska vara sterilt. Provkarlen ska vara s vida att fronderna fran de olika kolonierna i kontrollerna
kan vixa utan att de ticker varandra i slutet av testet. Det gor inget om rétterna vidror botten av provkirlen, men
alla provkarl bor vara minst 20 mm djupa och ha en volym pd minst 100 ml. S& linge dessa krav 4r uppfyllda har
valet av provkirl ingen avgorande betydelse. Glasbagare och kristalliseringsskédlar samt Petriskdlar av glas — alla
med passande storlekar — har alla visat sig vara lampliga. Provkdrlen mdste vara tillslutna for att avdunstning och
oavsiktlig kontamination ska hallas sa 1dg som mojlig, samtidigt som erforderlig luftvixling ska vara mojlig. Prov-
kérlen — framfor allt lock, proppar eller andra typer av forslutningar — méste vara sddana att det inte forekommer
ndgon skuggverkan eller forandringar av ljusets spektrala egenskaper.

Odlingar och provkarl far inte forvaras tillsammans. Bést dr att anvinda separata klimatkammare, inkubatorer eller
klimatrum. Belysning och temperatur mdste kunna regleras och hallas pd konstant niva (se avsnitt 1.7.8).
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Testorganism

Som organism for testet anvands Lemna gibba eller Lemna minor. Tilligg 1 innehéller kortfattade beskrivningar av
andmatsarter som har anvints for toxicitetstest. Vaxtmaterial kan tas frén en kultursamling, inforskaffas fran ett
annat laboratorium eller samlas in i naturen. Plantor som samlas in i naturen ska under minst 8 veckor hallas i
samma medium som anvénds for testet. Det far inte finnas nigra uppenbara kontaminationskillor pa platser som
anvinds for insamling i naturen. Vaxtmaterial som inforskaffas fran andra laboratorier eller fran kultursamlingar
ska forvaras under minst 3 veckor pa samma sitt som for plantor fran naturen. Man ska alltid redovisa ursprunget
— om det ir kidnt — for vixtmaterialet, de arter och den klon som anvinds for testet.

Man ska anvidnda monokulturer utan synliga fororeningar i form av andra organismer sdsom alger och proto-
zoer. Friska plantor av L. minor bestdr av kolonier med 2-5 fronder, medan friska kolonier av L. gibba kan omfatta
upp till 7 fronder.

Kvaliteten och enhetligheten hos plantorna som anvinds for testet har ett stort inflytande pa testresultatet, och de
bor ddrfor viljas ut med omsorg. Unga, snabbvixande plantor utan synliga skador eller missfargningar (pa grund
av kloros) ska anvindas. Att en kultur 4r hogvirdig syns pd att den har en stor andel kolonier med minst 2 fron-
der. Ett stort antal enstaka fronder 4r ett tecken pd miljostress, t.ex. pd grund av niringsbrist. Anvind inte vaxt-
material frin sddana kulturer for test.

Odling

For att gora odlingen mindre arbetskrivande — t.ex. nir inga test av Lemna dr inplanerade under en lingre tid —
kan kulturerna forvaras under reducerad belysning och temperatur (4-10 °C). Narmare uppgifter om detta och
andra uppgifter om behandling av stamkulturer finns i tilligg 2. Om det mirks tydliga tecken pé féroreningar i
form av alger eller andra organismer kravs ytsterilisering av ett delprov av fronder fran Lemna. Det fors sedan 6ver
till farskt medium (se tilligg 2). I detta fall méste den aterstdende delen av den kontaminerade kulturen kasseras.

Minst 7 dagar fore testet fors en tillracklig mangd kolonier aseptiskt 6ver till farskt medium och odlas under 7-10
dagar under testbetingelser.

Testmedier

For Lemna minor och Lemna gibba, rekommenderas olika medier (se nedan). Man bor noggrant dverviga om man
ska tillsitta en pH-buffert i testmediet: MOPS [(4-morfolino)propansulfonsyra, CAS-nr 1132-61-2; Einecs-
nr 214-478-5] i mediet for L. minor och NaHCO; i mediet f6r L. gibba nir man misstinker att mediet kan rea-
gera med testsubstansen och péverka dess toxicitetseffekt. Steinbergs medium (12) kan ockséd anvindas forutsatt
att kriterierna for testresultatens giltighet ar uppfyllda.

En modifierad form av det odlingsmedium f6r Lemna som ér standardiserat av det svenska standardiseringsorga-
net SIS rekommenderas for odling och test med L. minor. Sammansittningen av detta medium dterfinns i tillagg 3.

Odlingsmediet 20X-AAP, som beskrivs i tilligg 3, rekommenderas for odling och test med L. gibba.

Steinbergs medium, som beskrivs i tilligg 3, passar ocksa for L. minor men kan ocksa anvindas for L. gibba s&
lange kriterierna for testresultatens giltighet ar uppfyllda.

Testlosningar

Testlosningarna bereds vanligtvis genom utspadning av en stamlosning. Stamlosningar av testsubstansen bereds
normalt genom att substansen 16ses i ett odlingsmedium.

Den hogsta koncentrationen av testsubstansen bor normalt inte dverskrida dess vattenloslighet under testbeting-
elserna. Observera dock att Lemna spp. flyter pd vitskeytan och kan exponeras for substanser som samlas i grans-
ytan mellan vatten och luft, t.ex. hydrofoba substanser och substanser med 1ag vattenloslighet. Under sddana
omstandigheter kommer plantan att exponeras for andra koncentrationer av substansen 4n de som forekommer
i16sningen. Koncentrationerna kan darfor — beroende pa testsubstansens egenskaper — overskrida vattenloslighe-
ten. For testsubstanser med 13g vattenloslighet kan det bli nodvindigt att bereda en koncentrerad stamlosning eller
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en dispersion med hjilp av ett organiskt losningsmedel eller dispergeringsmedel for att underlitta tillsatsen av
exakta mangder testsubstans i testmediet och bidra till dispergeringen och uppldsningen av substansen. Man ska
dirfor sd langt som mojligt undvika att anvinda sddana substanser. Det fir inte uppsté fytotoxicitet genom att
man tvingas anvinda 16snings- eller dispergeringsmedel for att bereda testlosningen. Exempel pé vanliga 16snings-
medel, som inte férorsakar fytotoxicitet vid koncentrationer upp till 100 pl/l, 4r aceton och dimetylformamid. Om
ett 16snings- eller dispergeringsmedel anvinds, bor dess slutkoncentration redovisas och hallas sé 1ag som mojligt
(= 100 pl/l). Alla test- och kontrollosningar bor ha samma koncentration av losnings- eller dispergeringsmedel.
Mer information om anvindningen av dispergeringsmedel finns i (11).

Test- och kontrollgrupper

Forkunskap om testsubstansens toxicitet for Lemna, t.ex. erhéllen genom ett forberedande test av koncentrations-
intervallet for toxiciteten, underldttar valet av lampliga testkoncentrationer. I det slutliga toxicitetstestet ska det
normalt finnas minst 5 koncentrationer ordnade i geometrisk serie. Separationsfaktorn mellan testkoncentratio-
nerna bor inte overskrida 3,2, men om dos-respons-kurvan ér flack, kan en storre separationsfaktor anvandas. Om
farre dn 5 koncentrationer anvinds ska en motivering limnas. Minst 3 replikat ska anvindas for respektive
testkoncentration.

Nir man faststéller intervallet av testkoncentrationer (for det forberedande testet eller for det slutliga toxicitets-
testet), ska man beakta foljande:

—  For att bestimma en EC -koncentration ska virdet pa EC, ligga innanfor intervallet av testkoncentrationer
for att man ska uppnd en lamplig konfidensgrad. Om man t.ex. ska bestimma ECs, ska den hogsta test-
koncentrationen vara hogre dn vardet pd EC5,. Om virdet pd ECs, ligger utanfor intervallet av testkoncen-
trationerna, blir motsvarande konfidensintervall stora, och d& ir det svart att bedoma om modellen ir
statistiskt lamplig.

— Om syftet ér att bestimma LOEC eller NOEC, ska den ldgsta testkoncentrationen vara sa lag att tillvaxten
inte 4r markbart mindre 4n tillvixten i kontrollen. Den hdgsta testkoncentrationen ska vara si hog att till-
vaxten dr mérkbart ldgre 4n i kontrollen. Om dessa villkor inte dr uppfyllda méste testet géras om med ett
annat koncentrationsintervall (sdvida inte den hogsta koncentrationen ligger pd 16slighetsgransen eller dr lika
med den hogsta erforderliga grinskoncentrationen, t.ex. 100 mg/l).

[ varje test ska ingd kontroller med samma naringsmedium, frondantal, antal kolonier, miljobetingelser och for-
faranden som for provkirlen, men utan testsubstans. Om ett 16snings- eller dispergeringsmedel anvinds som
hjalpmedel i testet, krdvs ytterligare ett kontrollprov, nu med samma koncentration av 16snings- eller disperge-
ringsmedlet som i provkirlen med testsubstansen. Antalet replikatkarl med kontroller — och i tillimpliga fall karl
med 16snings- eller dispergeringsmedel — ska vara minst lika med — eller helst dubbelt sd manga som — antalet karl
som anvinds for respektive testkoncentration.

Om NOEC inte behover bestimmas, far testforfarandet modifieras genom att oka antalet koncentrationer och
minska antalet replikat per koncentration. Antalet kontrollreplikat méste dock vara minst tre.

Exponering

Kolonier med 2-4 synliga fronder fors 6ver fran ympkulturen och fordelas slumpmissigt i provkirlen under asep-
tiska forhdllanden. Alla provkirl ska vardera innehalla sammanlagt 9-12 fronder. Antalet fronder och kolonier
ska vara detsamma i alla provkarl. Erfarenheter fran anvindning av denna metod och resultat fran ringtest har
visat att 3 replikat per testlosning (testkoncentration), dir alla replikat frn borjan innehéller 9-12 fronder, ar till-
rackligt for att man ska upptacka skillnader i tillvixt mellan testlosningarna pé cirka 4-7 procents tillvixthdm-
ning (berdknad enligt tillvixthastighet) och 10-15 procents tillvixthimning (berdknad enligt producerad mangd
biomassa) (10).

Provkirlen maste placeras slumpmadssigt i inkubatorn for att minimera inflytandet av rumsbetingade skillnader i
ljusintensitet och temperatur. Det krdvs ockséd blockvis fordelning eller slumpmassig omplacering av kirlen vid
varje mattillfille, eller oftare.
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Om ett forberedande stabilitetstest visar att koncentrationen av testsubstansen inte kan uppratthallas under tiden
for testets genomforande (7 dagar) — dvs. den uppmiitta koncentrationen sjunker under 80 % av det uppmiitta
startvirdet — bor semistatiskt testforfarande anvindas. I det fallet exponeras kolonierna for nyberedda test- och
kontrollésningar vid minst 2 tillfillen under testet, t.ex. pa dag 3 och 5. Intervallen for byte till firskt medium
beror pa stabiliteten hos testsubstansen — det kan krévas kortare intervall for att uppritthélla ndra nog konstanta
koncentrationer av mycket instabila eller flyktiga substanser. I visa fall médste man anvinda genomflodestest (se 11
och 13).

Exponering genom besprutning av fronderna ingér inte i denna testmetod. Besprutningsmetoden beskrivs i 14.

Inkubationsbetingelser

Kontinuerlig belysning med varmt eller kallt vitt ljus frén lysror anvands for att dstadkomma en ljusintensitet i
intervallet 85-135 pE'm %s7', varvid intensiteten ska mitas inom ett fotosyntetiskt aktivt vdglingdsomrade
(400-700 nm) i punkter pd samma avstand frdn ljuskillan som Lemna-fronderna (denna intensitet motsvarar en
belysningsstyrka pd 6 500-10 000 lux). Ljusintensiteten fir inte variera mer 4n £ 15 % Over testytan. Metoden
for detektering och mitning av ljuset — framfor allt typen av ljussensor — paverkar matvirdet. Sfariska sensorer —
som miter ljuset frén alla vinklar ovanfor och under mitplanet — och sensorer av solsensortyp (med cosinusko-
efficient for infallsvinkeln) — som mater ljuset frén alla vinklar ovanfor matplanet — ar att foredra framfor riktade
sensorer. De forstndmnda sensorerna ger storre matutslag for en diffus ljuskilla av den typ som beskrivits har.

Temperaturen i provkirlen ska vara 24 +2 °C. pH i kontrollmediet fir inte 6ka mer 4n 1,5 under testets gang. En
avvikelse pd mer dn 1,5 gor dock inte testresultaten ogiltiga om det kan visas att kriterierna for testresultatens gil-
tighet ar uppfyllda. I speciella fall — t.ex. vid test av instabila substanser eller metaller — méste forskjutningen av
pH kontrolleras extra noggrant. Se vidare (11).

Tid for testets genomférande

Testet ska avslutas 7 dagar efter det att plantorna har placerats i provkirlen.

Mitningar och analytiska bestimningar

Rikna och registrera frondantalet i provkirlen vid testets borjan. Se noga till att ta med alla uppstickande, vl syn-
liga fronder. Bestdm antalet fronder — bide sddana som framstar som normala och sddana som framstr som onor-
mala — vid borjan av testet och direfter minst var tredje dag under exponeringstiden (dvs. vid minst 2 tillfillen
under 7-dagarsperioden), samt vid slutet av testet. Registrera forandringar i plantutvecklingen. Det kan t.ex. gilla
frondstorlek; utseende; tecken pa nekros, kloros eller svullna fronder; kollaps av kolonier eller forsimrad flytfor-
méga; rotternas lingd och utseende. Registrera ocksa betydelsefulla inslag i testmediet, t.ex. férekomst av oupp-
16st material och algtillvixt i provkirlet.

Utover bestimningar av frondantalet under testet ska de effekter testsubstansen har pa en eller flera av foljande
mitvariabler bestimmas:

i)  Total frondarea.

ii)  Torrvikt.

iii)  Farskvikt.

Fordelen med variabeln "total frondarea” ar att den kan bestimmas for alla prov- och kontrollkirl vid borjan,
under och vid slutet av testet. Torr- eller farskvikt maste bestimmas vid borjan av testet med hjilp av ett prov frin
ympkulturen som ér representativt for vad som anvénds for att starta testet, och vid slutet av testet med hjilp av
vixtmaterial fran alla prov- och kontrollkidrl. Om frondarean inte bestims, dr mitning av torrvikten att foredra
framfor matning av farskvikten.

Total frondarea, torrvikt och farskvikt kan bestimmas pa foljande stt:
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i) Total frondarea: Den sammanlagda frondarean hos alla kolonier bestims genom bildanalys. Med en videoka-
mera registrerar man en silhuett av provkirlet och plantorna (kdrlet kan t.ex. vara placerat pa en ljusldda).
Direfter digitaliseras bilderna. Genom kalibrering med plana former med kind area kan man sedan bestimma
den totala frondarean i karlet. Fel orsakade av inverkan av provkirlets 6verkant méste undvikas. En annan,
mer arbetskriavande metod dr 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 millimeterpapper.
Andra metoder — t.ex. bestimning av viktsforhéllandet mellan koloniernas silhuettyta och en ytenhet — kan
ocksd vara andamdlsenliga.

ii)  Torrvikt: Alla kolonier samlas in fran respektive provkirl och skoljs med destillerat eller avjoniserat vatten.
Overskottsvattnet avligsnas frén 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 nog-
grannhet pd minst 0,1 mg.

iii)  Farskvike: Alla kolonier fors over till forviagda provror av polystyren (eller annat inert material) med smé
(1 mm) hal i de rundade bottnarna. Provroren centrifugeras vid 3 000 varv/minut under 10 minuter vid
rumstemperatur. Provroren, som nu innehéller torra kolonier, vigs pa nytt. Firskvikten fs fram genom att
subtrahera det tomma provrorets vikt.

Mtfrekvens och analytiska bestdmningar

Vid statiskt testforfarande mits pH i alla testlosningar (testkoncentrationer) vid bérjan och slutet av testet. Vid
semistatiskt testférfarande mits pH i varje farsk testlosning och motsvarande forbrukade 16sning.

Ljusintensiteten ska matas i klimatkammaren, inkubatorn eller klimatrummet i punkter pd samma avsténd fran
ljuskéllan som Lemna-fronderna har. Métningar ska goras minst 1 gang under testets genomférande. Temperatu-
ren hos mediet i ett sdrskilt kdrl med enbart testmedium, som halls under samma betingelser i klimatkammaren,
inkubatorn eller klimatrummet, ska registreras minst 1 gdng per dag.

Under testets gang bestdims koncentrationerna av testsubstansen med lampliga intervall. Vid statiskt testforfa-
rande dr minimikravet att koncentrationerna ska bestimmas vid borjan och slutet av testet.

Om man vid semistatiskt testforfarande bedomer att koncentrationen av testsubstansen inte kommer att ligga kvar
inom + 20 % av den nominella koncentrationen, maste man analysera alla nyberedda testlosningar liksom alla
forbrukade losningar efter byte till ny farsk losning (se tredje stycket i avsnitt 1.7.7). For test, dir den uppmitta
startkoncentrationen av testsubstansen inte ligger inom * 20 % av det nominella virdet — dvs. det virde som
bestdms vid beredningen — men dr det p ett tillfredsstallande sitt kan pévisas att startkoncentrationerna ar repe-
terbara och stabila — dvs. att de ligger inom intervallet 80-120 % av startkoncentrationen — ricker det med att
kemiska bestimningar utfors enbart for de hogsta och lagsta testkoncentrationerna. I samtliga fall behover bestdm-
ning av testsubstansens koncentrationer fore byte till farsk testlosning bara utforas pa ett enda replikatkarl for varje
testkoncentration (eller pd det samlade innehallet fran samtliga replikat for respektive testkoncentration).

Vid genomflodestest kan man anvinda ett liknande forfarande som vid semistatiskt testforfarande — inklusive ana-
lys vid borjan, halvvdgs igenom testet och vid slutet av testet — men i detta fall har matning av forbrukade 16s-
ningar inte relevans. Vid genomflodestest ska daglig kontroll goras av flodeshastigheten hos spadningsmedlet och
testsubstansen, eller stamlosningen av testsubstansen.

Om man kan pévisa att koncentrationen av testsubstansen under hela testets gdng pd ett tillfredsstillande sdtt har
hallit sig inom * 20 % av den nominella eller uppmiitta startkoncentrationen, kan analysen av resultaten baseras
pd nominella eller uppmatta startvirden. Om avvikelsen fran den nominella eller uppmitta startkoncentrationen
dr storre dn * 20 %, ska analysen av resultaten baseras pd det geometriska medelvirdet av koncentrationen under
exponeringen, eller pd modeller som beskriver den avtagande koncentrationen av testsubstansen (11).



L 220/82

Europeiska unionens officiella tidning

24.8.2009

1.7.11

2.1

2.2

Grinstest

Under vissa omstindigheter — t.ex. nir ett forberedande test tyder pd att testsubstansen inte har ndgra toxiska effek-
ter vid koncentrationer upp till 100 mg/l - eller upp till dess l6slighetsgrans i testmediet om den grinsen ir ligre
— kan man utfora ett granstest. Man jamfor dd responsen mellan en kontrollgrupp och en testgrupp (med en kon-
centration pd 100 mg/l eller lika med l6slighetsgransen). Jimforelsen méste underbyggas med en analys av expo-
neringskoncentrationen, dvs. den verkliga koncentrationen som kan variera éver tiden for testets genomforande.
Det gor man for att se till att den nominella koncentrationen ér lika med den faktiska testkoncentrationen. Alla
testbetingelser samt kriterier for testresultatens giltighet som beskrivits tidigare géller dven for grinstest, med
undantaget att antalet testreplikat ska vara dubbelt sé stort. Tillvaxten i kontrollgruppen och testgruppen kan ana-
lyseras med en statistisk metod for jamforelse av medelvarden, t.ex. t-test ("Students t-test”).

BERAKNINGAR OCH STATISTISKA METODER

FORDUBBLINGSTID

Fordubblingstiden (T,) for frondantalet dr ett kriterium pa testresultatens giltighet (se avsnitt 1.6). Den bestims
med hjilp av vardet pd den genomsnittliga specifika tillvaxthastigheten i kontrollkarlen (p):

Ty=1In2/p

Bestimningen av p beskrivs i férsta och andra styckena i avsnitt 2.2.1 nedan.

RESPONSVARIABLER

Syftet med testet dr att bestimma testsubstansens effekter pa tillvixten av Lemna. Tva responsvariabler anviands
eftersom lagbestimmelser och etablerade variabler skiljer sig 4t mellan medlemsstaterna. For att testresultaten ska
kunna godtas i samtliga medlemsstater ska effekterna bedomas med hjilp av bada de responsvariabler (a och b)
som beskrivs nedan.

a)  Genomsnittlig specifik tillvixthastighet. Beraknas med hjilp av tvd tillvixtvariabler: 1) den tidsmissiga forind-
ringen av det logaritmiska virdet av frondantalet, och 2) den tidsmissiga forindringen av det logaritmiska
virdet av en andra variabel, som kan vara total frondarea, torrvikt eller farskvikt. Variablerna bestims i kon-
trollerna och respektive testgrupp, dvs. grupp av provkirl med samma testkoncentration. Tiden uttrycks i
dagar. Denna responsvariabel kallas ibland relativ tillvixthastighet (15).

b)  Producerad mangd biomassa. Berdknas med hjdlp av fordndringarna av frondantalet och forindringarna av en
andra variabel, som kan vara total frondarea, torrvikt eller farskvikt. Forandringarna bestdms i kontrollerna
och respektive testgrupp dnda till slutet av testet.

Observera att de virden pa toxiciteten som berdknas med hjilp av dessa tvé responsvariabler inte dr jaimforbara,
och man maste ha denna skillnad i dtanke nir man anvinder resultaten frn testet. EC -virden som grundar sig
pa den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten (E,C,) dr i allmédnhet hogre 4n de som grundar sig pa den pro-
ducerade mangden biomassa (E,C,) om de foreskrivna testbetingelserna ar uppfyllda. Detta ska inte tolkas som en
skillnad i métkénslighet mellan de tvé responsvariablerna — skillnaden beror bara pé att virdena erhallits pé tvd
olika sitt. Responsvariabeln "genomsnittlig specifik tillvaxthastighet” grundar sig pa den allmdnna exponentiella
tillvaxtutvecklingen hos andmat i obegransade kulturer, dar toxiciteten bestims pa basis av testsubstansens inver-
kan pé tillvixthastigheten, oberoende av den absoluta nivin pa den specifika tillvixthastigheten i kontrollen,
responskurvans lutning och tiden for testets genomforande. Responsvariabeln "producerad miangd biomassa” dr
daremot beroende av alla de tre sistnamnda variablerna. E,C, ar beroende bade av den specifika tillvixthastighe-
ten hos de andmatsarter som anvinds i de enskilda testen och av den maximala specifika tillvaxthastigheten, som
kan variera mellan olika arter, och till och med mellan olika kloner. Responsvariabeln "producerad mingd bio-
massa” far inte anvdndas for jamforelser 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. Toxicitetsbestimning med hjdlp av virdet pd producerad mangd bio-
massa har tagits med i testmetoden for att tillgodose vissa linders nuvarande lagstiftningskrav.
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Toxiciteten bestims med hjilp av tva tillvixtvariabler: 1) frondantal, och 2) total frondarea, torrvikt eller farsk-
vikt. Att tvd variabler anvdnds beror pa att vissa substanser kan ha mycket storre effekt pé andra mitvariabler dn
pa frondantalet. Om man bara holl sig till frondantalet skulle man inte mérka detta forhallande.

Frondantal samt 6vriga registrerade matvariabler for respektive mattillfalle — t.ex. total frondarea, torrvikt eller
farskvikt — fors in i en tabell tillsammans med koncentrationerna av testsubstansen. De efterfoljande berikning-
arna, for att bestimma t.ex. LOEC, NOEC eller EC,, ska grundas péd virdena for de enskilda replikaten, inte pd
beriknade medelvirden for respektive testgrupp.

Genomsnittlig specifik tillvixthastighet

Den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten for en given tidsperiod berdknas som den logaritmiska 6kningen
av tvd tillvixtvariabler: frondantal och ytterligare en variabel (total frondarea, torrvikt eller farskvikt). Anvand ned-
anstdende formel for alla replikat av kontroll- och testlosningar:

ln(N,) ~In(N)

P’H = t

— M 4r genomsnittlig specifik tillvaxthastighet fran tidpunkten i till tidpunkten j,
dr virdet pa tillvixtvariabeln i prov- respektive kontrollkirlet vid tidpunkten i,
- N, dr vardet pa tillvixtvariabeln i prov- respektive kontrollkirlet vid tidpunkten j,

-t drtidslingden mellan tidpunkterna i och j.

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

i

Den genomsnittliga specifika tillvixthastigheten ska berdknas for hela tiden for testets genomférande — "i” i for-
meln betecknar bérjan av tiden for testets genomférande, och ”j” slutet. Berdkna ett medelvirde av den genom-
snittliga tillvixthastigheten for varje testkoncentration och kontrollgrupp tillsammans med variansskattningar.
Bestim dessutom tillvixthastigheten for flera intervall av exponeringstiden for att kunna bedéma testsubstansens
tidsberoende effekt, t.ex. genom analys av logaritmiska tillvixtkurvor. Stora skillnader mellan tillvixthastigheten
i respektive intervall och genomsnittsvirdet tyder pa en avvikelse frén exponentiell tillvaxt, och att tillvixtkur-
vorna maste studeras narmare. Vid en konservativ bedomning kan man i detta fall jimfora testlosningarnas spe-
cifika tillvaxthastigheter under det tidsintervall som har den storsta tillvixthimningen med tillvixthastigheterna
for kontrollerna under samma tidsintervall.

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

(Be—1y)

He

%l = %100

dar:

— %1, drden procentuella reduktionen av den genomsnittliga specifika tillvaxthastigheten,
- P dr medelvirdet av p i kontrollgruppen,

- ur ar medelvardet av p i testgruppen.

Producerad mingd biomassa

Effekterna pa den producerade miangden biomassa bestims med hjilp av tvd matvariabler, varav den ena dr frond-
antalet, och den andra ndgon av variablerna total frondarea, torrvikt eller farskvikt. Mdtningarna gors vid borjan
och slutet av testet. For torrvikt och firskvikt bestdms den initiala biomassan med hjilp av ett prov bestdende av
fronder fran samma kultur som anvénds for att ympa provkirlen (se andra stycket i avsnitt 1.7.3). Berdkna ett
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medelvirde av den producerade miangden biomassa for varje testkoncentration och kontroll tillsammans med vari-
ansskattningar. Den genomsnittliga procentuella reduktionen av den producerade méngden biomassa (% 1,) berék-
nas for varje testgrupp med formeln

(bc B bT)

C

%Iy= x 100

- %1,  érden procentuella reduktionen av den producerade méngden biomassa,
- bc ar slutlig biomassa minus initial biomassa for kontrollgruppen,

- by ar slutlig biomassa minus initial biomassa for testgruppen.
Plottning av dos-respons-kurvor

Dos-respons-kurvor ska plottas med den genomsnittliga procentuella hmningen av responsvariabeln (I, eller I)
lings y-axeln och logaritmen av testsubstansens koncentration langs x-axeln. (I, och I, beréknas enligt avsnitt 2.2.1
respektive 2.2.2 ovan.)

Bestimning av EC,

Bestdmningar av EC, — t.ex. EC;, — ska baseras bdde pa genomsnittlig specifik tillvixthastighet (E,C,) och pa pro-
ducerad méngd biomassa (E,C,). De sistnimnda tvd responsvariablerna ska i sin tur bestimmas med hjalp av
frondantal och en ytterligare matvariabel (total frondarea, torrvikt eller farskvikt). Orsaken till att man ska anvinda
tva mitvariabler dr att det finns testsubstanser vars inverkan pa frondantalet skiljer sig &t fran inverkan pd andra
mitvariabler. Toxicitetsparametrarna bor dirfor vara 4 EC,-varden for varje berdknad tillvixthamningsniva x: E.C,
(frondantal), E,C, (total frondarea, torrvikt eller farskvikt), E,C, (frondantal) samt E,C, (total frondarea, torrvikt
eller farskvikt).

STATISTISK BEHANDLING

Malet dr att bestimma det kvantitativa forhdllandet mellan koncentration och respons med hjilp av regressions-
analys. Man kan anvinda viktad linjir regression efter att ha gjort en linjar transformation av responsdata, t.ex.
till probit-, logit- eller Weibullvirden (16). Icke-linjira regressionsmetoder édr dock att foredra, eftersom de dr bittre
anpassade for att hantera sidana oregelbundenheter i data som inte gér att undvika, liksom de hanterar avvikelser
fran jaimna fordelningskurvor bittre. [ nirheten av nollpunkten (ingen tillvixthimning) och fullstindig tillvixt-
hdmning kan sddana oregelbundenheter bli felaktigt uppforstorade genom lineariseringen och dirigenom stora
analysen (16). Observera att standardmetoder for analys med probit-, logit- eller Weibulltransformationer dr
avsedda for dikotoma data (dvs. tvipunktsfordelade data, t.ex. dodlighet—6verlevnad) och darfor maste modifieras
for att kunna anvindas for data om tillviaxthastighet eller producerad miangd biomassa. Speciella metoder for
bestdamning av EC,-vdrden ur kontinuerliga data aterfinns i (17), (18) och (19).

For varje analyserad responsvariabel anvinds forhallandet mellan koncentration och responsvirde for att berdkna
punktskattningar av EC,-virden. Om mojligt ska det 95-procentiga konfidensintervallet bestimmas for varje skatt-
ning. Anpassningsgraden ("goodness of fit”) mellan responsdata och regressionsmodellen ska bestimmas, antingen
grafiske eller statistiskt. Regressionsanalys ska goras pé responsvirden frén enskilda replikat, inte pd medelvirden
fran testgrupper.

Nir tillgangliga regressionsmodeller eller regressionsmetoder inte lampar sig for de aktuella dataserierna kan skatt-
ningar av ECs4-vdrden och konfidensintervall ocksé bestimmas genom linjér interpolation och bootstrap (20).

For skattning av LOEC (och ddrmed dven av NOEC) jamfors medelvirden frén testlosningarna med hjilp av vari-
ansanalysmetoder (ANOVA). Medelvirdet for respektive koncentration jamfors sedan med medelvirdet av kon-
trollvirdena med hjilp av en passande metod for multipeljimforelse eller trendtest, t.ex. Dunnetts eller Williams
test (21, 22, 23 och 24). Man méste avgora om ANOVA-antagandet om varianshomogenitet dr uppfyllt. Det kan
goras grafiskt eller med ett etablerat test (25), t.ex. Levenes eller Bartletts test. Skulle antagandet inte vara uppfyllt
kan man ibland korrigera f6r detta genom logaritmisk transformation av data. Om heterogeniteten i variansen ar
extremt stor och inte kan korrigeras genom transformation, ska man 6verviga anvindning av analys med meto-
der som t.ex. Jonckheeres trendtest av "step-down”-typ. Mer information om bestimning av NOEC finns i (19).
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Nya forskningsron har lett till att man avrdder fran anvindning av NOEC-virdet. Det ska ersittas med punkt-
skattningar av EC, baserade pd regressionsanalys. For detta Lemna-test har dnnu inget passande virde pa x fast-
stallts. Ett intervall pd 10-20 % forefaller dock vara limpligt, beroende pé vilken responsvariabel som anvands.
Bade EC,, och EC,, bor redovisas.

REDOVISNING

TESTRAPPORT
Testrapporten ska innehélla foljande uppgifter:
Testsubstans:

—  Fysiske tillstdnd (gas, vitska eller fast form) och fysikalisk-kemiska egenskaper, inklusive loslighetsgransen i
vatten.

— Kemiska beteckningsuppgifter (t.ex. CAS-nummer), inklusive renhetsgrad.
Testarter:

—  Vetenskapligt namn (om det ar kint) och ursprung.

Testbetingelser:

— Typ av test (statiskt, semistatiskt eller genomflode).

—  Startdatum och tid for testets genomforande.

—  Testmedium.

—  Beskrivning av uppstillning av testet: provkirl och lock eller proppar (eller annan typ av forslutning); 16s-
ningsvolymer; antal kolonier och fronder per provkirl 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
dispergeringsmedel.

—  Temperatur under testets ging.
—  Ljuskalla, ljusintensitet och ljushomogenitet.
— pH i test- och kontrollmedier.

—  Testsubstansens koncentrationer och analysmetod med relevanta uppgifter for kvalitetsbedomning (kontroll
av testresultatens giltighet, standardavvikelser eller konfidensintervall for analyserna).

—  Metoder for bestimning av frondantal och andra matvariabler, t.ex. torrvikt, farskvike eller frondarea.
— Alla avvikelser frdn den hir beskrivna testmetoden.
Resultat:

— Rédata: frondantal och andra mitvariabler i alla test- och kontrollprov vid respektive observation och
analystillfalle.

—  Medelvirde och standardavvikelse for respektive mitvariabel.

— Tillvaxtkurvor for respektive koncentration. (Bor plottas med logaritmen av métvariabeln. Se andra stycket
i avsnitt 2.2.1.)

—  Fordubblingstid och tillvaxthastighet i kontrollen berdknade med hjilp av frondantal.
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Beriknade responsvariabler for respektive testreplikat, inklusive medelvirden och variationskoefficient for
replikaten.

Diagram over forhdllandet mellan koncentration och tillvixthimmande effekt.

Bestdmningar av effektmatt for toxicitet — t.ex. EC5, EC; och EC,, — och motsvarande konfidensintervall.
Virden pa LOEC och NOEC - savida de har bestimts — och de statistiska metoder som anvints for att
bestimma dem.

Om ANOVA har anvints: storleken pd markbar effeke (t.ex. minsta signifikanta skillnad).
Tillvaxtstimulans som har konstaterats i testlosningar.
Synliga tecken pa fytotoxicitet samt observationer avseende testlosningarna.

Diskussion av resultaten. Ta dven upp sadan inverkan pa testresultatet som kan bero pa avvikelser frin den
hir beskrivna testmetoden.
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Freshwater Macrophyte, Lemna minor. EPS 1/RM/37-120 s.

9.  Environment Canada (1993). Proposed Guidelines for Registration of Chemical Pesticides: Non-Target Plant
Testing and Evaluation. Canadian Wildlife Service, Technical Report Series No. 145.

10. Sims L, Whitehouse P. och Lacey R. (1999). The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and
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at low doses. Weed Research, 29, s. 93-96.



L 220/88

Europeiska unionens officiella tidning

24.8.2009

Tillagg 1
Beskrivning av Lemna spp.

Den vattenvixt som i allmant sprakbruk kallas andmat — Lemna spp. — tillhor familjen Lemnaceae som forekommer 6ver hela
vérlden i ett antal arter av fyra sldkten. Deras olika utseenden och taxonomi har beskrivits ingdende (1, 2). Lemna gibba och
L. minor 4r arter som 4r vanliga i tempererade zoner och som ofta anvands i toxicitetstest. Bagge arterna lever i vatten med
flytande eller nedsankt skivlik stam (frond) utan blad. Frdn mitten av den undre ytan pd varje frond utgdr en harfin rot. Lemna
spp. blommar sillan - plantorna forokar sig i stillet vegetativt genom avsndrning av fronder (3). I jimférelse med éldre plan-
tor tenderar de yngre att vara blekare, ha kortare rétter och bestd av 2-3 fronder av olika storlek. Egenskaperna hos Lemna
— enkel uppbyggnad, vegetativ f6rokning och kort generationstid — gor plantor av detta slikte mycket laimpliga f6r labora-
torietest (4, 5).

Eftersom kansligheten for toxisk paverkan sannolikt varierar mellan arterna, godtas enbart jamforelser av kdnsligheten inom
en och samma art.

Litteratur — exempel pd Lemna-arter som har anvints vid test

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. .
phys. Chem., 29, s. 935-941.

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

Association Francaise de Normalisation (AFNOR) (1996). XP T 90-337: Détermination de I'inhibition de la croissance de
Lemna minor. 10 s.

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

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.

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

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

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

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

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

Lemna-arter for test kan erhdllas frin foljande institutioner:

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

Toronto, Ontario, KANADA, M5S 3 B2

Tfn +1 4169783641

Fax +1 4169785878

E-post: jacreman@botany.utoronto.ca

Internet: http://www.botany.utoronto.ca/utcc

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
FORENTA STATERNA

Tfn +1 9195157572

E-post: astomp@unity.ncsu.edu
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Institutionen fére tillimpad miljovetenskap (ITM) Stockholms universitet
SE-106 91 Stockholm

SVERIGE

Tfn +46 86747240

Fax +46 86747636

Federal Environmental Agency (UBA)

FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

TYSKLAND

E-post: lemna@uba.de

Internet: http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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5. Wang, W. (1990). Literature review on duckweed toxicity testing. Environmental Research, 52, s. 7-22.
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Tilligg 2
Behandling av stamkulturer

Stamkulturer kan forvaras vid liga temperaturer (4-10 °C) under lang tid utan de behover startas pd nytt. Odlingsmediet for
Lemna kan vara samma som det som anvinds for testen, men for stamkulturer kan andra naringsrika medier anvindas.

Med jamna mellanrum flyttas ett bestimt antal unga, ljusgrona plantor over aseptiskt till nya odlingskarl med farskt medium.
Under de kalla betingelser som hir rekommenderas kan subodling utforas i upp till tre manader langa intervall, eftersom det
tar langre tid 4n normalt innan det uppstar 6verpopulation i kulturen. Man kan alltsd vinta lingre med att flytta 6ver plan-
torna till nya odlingskarl for att starta en ny subkultur.

Anvind kemiskt rena (syratvittade) och sterila odlingskirl av glas. Hanteringen ska ske med aseptiska metoder. Om stam-
kulturen kontamineras av t.ex. alger eller svamp, maste man vidta dtgarder for att avldgsna de kontaminerande organis-
merna. For alger och de flesta andra kontaminerande organismer kan detta dstadkommas genom ytsterilisering. Ett prov tas
ur det kontaminerade vaxtmaterialet och rotterna skirs av. Materialet skakas om kraftigt i rent vatten och hélls sedan ned-
sankt i en 16sning med 0,5 volymprocent natriumhypoklorit i mellan 30 sekunder och 5 minuter. Vaxtmaterialet skoljs sedan
med sterilt vatten och flyttas over satsvis till odlingskérl med farskt odlingsmedium. Manga fronder dor av denna behand-
ling, sarskilt om exponeringstiderna r linga, men en del av de 6verlevande fronderna bér vara fria frin kontamination. Dessa
kan sedan anvindas for att ympa nya kulturer.
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Olika odlingsmedier bor anvindas for L. minor och L. gibba. For L. minor, bor ett medium enligt modifierad svensk standard
(SS) 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

avjoniserat.

Tilldgg 3

Odlingsmedier

Odlingsmedium enligt modifierad svensk standard (SIS)

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

—  Sterilisera stamlosning VI (och i tillimpliga fall VII) genom membranfiltrering (anvéand inte autoklav).

— Forvara de sterila stamlosningarna kallt och morkt. Kassera stamlosningarna I-V efter 6 manader. Kassera stamlos-

ningarna 1-V efter 6 mdnader. Stamlosning VI (och i tillimpliga fall VII) kan lagras i 1 ménad.

Koncentration i

Koncentration i

Testmedium

Stamlosning Kemikalie stamlosning () test(rnrlzc/ill)um . Kon?; rg/rﬁtion

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

: KH,PO4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4

i MgSO,. 7H,0 15 75 Mg; S 7,4;9,8

I CaCl,. 2H,0 7.2 36 Ca; Cl 9,8;17,5

v Na,CO, 4,0 20 C 2,3
H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl,. 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO,. 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

v ZnSO,. 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO,. 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,),. 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
FeCl,. 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17

v Na,-EDTA. 2H,0 0,28 1,4 — —

VIl MOPS (buffert) 490 490 — —

—  Tillsitt foljande méngder stamlosningar i 900 ml avjoniserat vatten for beredning av 1 liter medium:

— 10mlI

— 5mlll

— 5mlll

— 5mlIV

— 1ImlVv

— 5mlVI

— 1 ml VI (i tillimpliga fall)

Obs!  Stamlosning VII (MOPS-buffert) kan behovas for vissa testsubstanser (se sista stycket i avsnitt 1.4).

— Justera pH till 6,5 + 0,2 med 0,1 M eller 1 M HCl eller NaOH (beroende pé utgdngsvardet). Tillsitt sedan avjoniserat

vatten sé att volymen blir 1 liter.
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Odlingsmedium 20Z-AAP

Bered stamlosningar i sterilt destillerat eller avjoniserat vatten.

Forvara de sterila staml6sningarna kallt och morkt. D4 kan de lagras i minst 6-8 veckor.

Bered 5 niringsstamlosningar (A1, A2, A3, B och C) med kemikalier av reagenskvalitet. Tillsdtt 20 ml av varje losning i ca
850 ml avjoniserat vatten. Justera pH till 7,5 + 0,1 med 0,1 M eller 1 M HCl eller NaOH (beroende péd utgangsvardet). Till-
sdtt avjoniserat vatten sd att volymen blir 1 liter. Filtrera sedan mediet genom ett membranfilter med porstorlek ca 0,2 pm
ner i en steril behallare.

Bered odlingsmediet 1-2 dagar fore testets genomforande sd att pH hinner stabiliseras. Mat pH fore testet och justera vid
behov genom tillsats av 0,1 M eller 1 M NaOH eller HCl (beroende pé utgdngsvardet).

Lo Koncentration i Testmedium
Stamlésning Kemikalie Koncentration i testmedium :
stamlosning (g/1) () (mg) () Grundimne Ko?;elht)r?‘t)lon
8

NaNO, 26 510 Na; N 190; 84

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

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

A3 K,HPO,. 3H,0 | 1,4 30 K; P 9,4;:3,7
H,;BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,. 44,0 0,42 8,3 Mn 23
FeCl,. 6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA. 2H,0 | 0,30 6,0 — —

b ZnCl, 3,3 mgfl 66 pgfl Zn 31 pgll
CoCl,. 6H,0 1,4 mgl 29 ngl Co 7.1 pg/l
Na,MoO,. 2H,0 | 7,3 mg/l 145 pgfl Mo 58 pg/l
CuCl,. 2H,0 0,012 mg|l 0,24 pgl Cu 0,080 pg/l

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Om inget annat anges sirskilt.

Fotnot: Den teoretiskt ideala slutkoncentrationen av bikarbonat (NaHCO) — som gor att endast en smirre justering av pH krdvs —ar 15 mg/l,
inte 300 mg/l som anges i tabellen ovan. I 20X-AAP, liksom i ringtestet for denna metod, 4r koncentrationen 300 mg/! etablerad. (.
Sims, P. Whitehouse and R. Lacey [1999]: The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and Ring-testing of draft OECD

Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.)

Steinbergs medium (enligt ISO 20079)

Koncentrationer och stamlosningar

— Det modifierade Steinbergs medium anvinds i ISO 20079 uteslutande for Lemna minor (eftersom enbart denna art dr

tilliten i denna standard). Test har dock visat att goda resultat kan uppnds dven med Lemna gibba.

— Anvind kemikalier av reagenskvalitet eller p.a.-kvalitet och avjoniserat vatten.

—  Bered ndringsmediet fran stamlosningar eller frdn ett medium med 10 gdnger hogre koncentration 4n testmediet sa att

mediet far hogsta mojliga koncentration utan utfallning.
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Tabell 1

pH-stabiliserat Steinbergmedium (modifierat enligt Altenburger)

Kemikalie Niringsmedium
Makroelement Molvikt 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
Mikroelement Molvikt 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
Stamlosningar (makroelement)
1. Makroelement (koncentrerat 50 ggr) g/l

Stamldsning 1:

KNO, 17,50

KH,PO, 45

K,HPO, 0,63

Stamldsning 2:

MgSO,. 7H,0 5,00

Stamldsning 3:

Ca(NO,),. 4H,0 14,75

Tabell 3
Stamlosningar (mikroelement)
2. Mikroelement (koncentrerat 1 000 ggr) mg|l

Stamldsning 4:

H,BO, 120,0

Stamldsning 5:

ZnSO,. 7H,0 180,0

Stamldsning 6:

Na,MoO,. 2H,0 44,0

Stamldsning 7:

MnCl,. 4H,0 180,0

Stamldsning 8:

FeCl,. 6H,0 760,00

EDTA-dinatriumdihydrat 1500,00
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— Staml6sningarna 2 och 3 kan slds samman, liksom 4-7 (se d4 till att de faststdllda koncentrationerna hélls).

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

Beredning av slutkoncentrationen av Steinbergs modifierade medium

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

— pHskavara 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 foreskrivet vatten anvints, behovs ingen ytterligare sterilisering. Om slutme-
diet steriliseras, ska stamlosning 8 tillsittas efter autoklavering (121 °C, 20 minuter).

Beredning av 10 ggr koncentrerat modifierat Steinbergmedium f6r temporir lagring
— Tillsatt 20 ml av staml6sningarna 1, 2 och 3 (tabell 2) i ca 30 ml vatten for att undvika utfdllning.
— Tillsatt 1,0 ml av stamldsningarna 4, 5, 6, 7 och 8 (tabell 3). Justera med vatten till 100 ml.

— Om stamlosningarna ar steriliserade och foreskrivet vatten anvints behovs ingen ytterligare sterilisering. Om slutme-
diet steriliseras, ska stamlosning 8 tillsittas efter autoklavering (121 °C, 20 minuter).

— pH (vid slutkoncentration) ska vara 5,5 £ 0,2.
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