AFSNIT C: METODER. TIL BESTEMMELSE AF GKOTOKSICITET

GENEREL INDLEDNING: AFSNIT C

De herunder beskrevne under Ise der er der til best Ise af visse af de ekotoksikologiske
egenskaber, der er opregnet i bilag VIII til direktiv 79/831/EQF. Anmeldere gares opmzrksom p4, at teksten ikke
omfatter metoder til bestemmelse af folgende egenskaber, som er omhandlet under niveau 1 i bilag VIII:

— forlenget toksicitetsundersogelse p4 Daphnia magna
— undersogelse p4 hojerestiende plante

— forlenget toksicitetsundersogelse pa en fiskeart

Nir der er ferdigudviklet egnede undersogel der til b Ise af disse kaber, vil de blive
offentliggjort i form af en yderligere tilpasning til den tekniske udvikling. I mellemtiden skal anmeldere anvende
passende, internationalt anerkendte metoder, som meddeles vedk de myndighed. ~
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C.8

TOKSICITET FOR REGNORME
TEST I SYNTETISK JORD
METODE

Indledning

1 denne laboratorietest tilszttes teststoffet til syntetisk jord, hvori der anbringes orme i 14 dage. Efter denne
periode (og eventuelt efter syv dage) undersoges stoffets dodelige virkning pa regnormene. Testen giver en metode
til i lobet af relativt kort tid at foretage en screening af kemikaliers virkning pé regnorme ved optagelse gennem
huden eller foden.

Definition og enhed

LCso: Koncentration af et stof, som kan forventes at forirsage 50% af testdyrenes dod i lebet af
testperioden. .

Referencestof

Der anvendes regelmassigt et referencestof til pavisning af, at testsystemets folsomhed ‘ikke har @ndret sig
signifikant.

Som referencestof anbefales analytisk rent chloracetamid.

Testmetodens princip

Jord er et variabelt medium, s der anvendes en omhyggeligt defineret syntetisk lerjord til denne test. Der holdes
voksne regnorme af arten Eisenia foetida (se anmarkningen i tillegget) i en veldefineret syntetisk jord, som er
behandlet med forskellige koncentrationer af teststoffet. Beholdernes indhold spredes pa en bakke 14 dage (og
eventuelt syv dage) efter forsogets indledning, og der optzlles for hver koncentration, hvor mange regnorme der
har overlevet.

Kvalitetskriterier

Testen er beregnet til at vare s reproducerbar som muligt med hensyn til testsubstrat og organisme. Dodeligheden
hos kontroldyrene ma ikke overstige 10 % ved testens afslutning; ellers er testen ugyldig.

Beskrivelse af testmetoden

Materialer

Testsubstrat

Der anvendes veldefineret syntetisk jord som grundsubstrat.

a) Grundsubstrat (vagtprocent terstof)
— 10% sphagnum (s nar pH 5,5 til 6,0 som muligt uden synlige planterester og findelt)
— 20% kaolinholdigt ler, helst med over 50 % kaolinit

— ca. 69% industrielt kvartssand (overvejende finsand med over 50% af en partikelstorrelse pa 0,05 til
0,2 mm). Hvis stoffet ikke er tilstrekkeligt let at opslzmme i vand, holdes 10 g pr. testbeholder tilbage for
blanding med teststoffet senere

— ca. 1% calciumcarbonat (CaCQ,), pulveriseret, kemisk rent, tilsat for at fi en pH-vardi pd

6,0 + 0,5.

b) Testsubstrat .
Testsubstratet bestir af grundsubstrat, teststof og deioniseret vand.
Vandindholdet svarer til ca. 25 til 42 vagtprocent af grundsubstratets torstof. Substratets vandindhold
bestemmes ved torring af en prove til konstant vagt ved 105° C. Hovedkriteriet er, at den syntetiske jord er
befugtet s& meget, at der ikke er noget stiende vand. Blandingen foretages omhyggeligt, sledes at der bliver en
jevn fordeling af teststoffet og substratet. Metoden for tilsztning af teststoffer til substratet skal
rapporteres.

c) Kontrolsubstrat

Kontrolsubstratet bestir af grundsubstrat og vand. Hvis der anvendes et tilsztningsstof, skal et ekstra
kontrolsubstrat indeholde samme mengde af tilsztningsstoffet.
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Testbeholdere

Glasbeholdere med et rumfang pa ca. en liter (hensigtsmessigt tildzkket med plastlag, skale eller plastfolie med
ventilationshuller), fyldt med en mangde vadt test eller kontrolsubstrat svarende til 500 g substrattorstof.

Testbetingelser

Beholderne opbevares i klimakamre ved en temperatur pa 20 + 2° C ogi konstant lys, Lysstyrken ber vzere 400 til.
800 lux.

Testperioden er pa 14 dage, men dedeligheden kan eventuelt vurderes syv dage efter testens indledning.

Fremgangsmdde

Testkoncentrationer

Koncentrationerne af teststof udtrykkes som stoffets vagt i forhold til grundsubstratets terstofvagt (mg/ kg).

Forprave

Det koncentrationsomrade, der netop forirsager dedelighed fra 0 til 100 % kan bestemmes ved en forprave, der
giver viden om de koncentrationsintervaller, der skal anvendes ved den endelige test.

Stoffet ber testes i folgende koncentrationer: 1 000, 100, 10, 1 og 0,1 mg/stof/kg testsubstrat (torstofvagt).

Hvis der skal foretages en fuldstaendig endelig test, vil én testgruppe pr. koncentration og én til den ubehandlede
kontrolgruppe med hver ti orme vere tilstrzkkelig til forpreven.

Endelig test

Resultaterne af forpreven anvendes til at valge mindst fem koncentrationer i en kvotientraekke, der gar fra 0 til
100 % dedelighed, og hvor den konstante faktor ikke ma vare over 1,8.

Ved test med disse koncentrationsrekker vil LCgo-veerdien og dens konfid znser kunne med storst

mulig nejagtighed.

Ved den endelige test anvendes der mindst fire testgrupper pr. koncentration og fire ubehandlede kontrolgrupper
med hver ti orme. Resultaterne af disse gentagne grupper angives som en middelvardi og en standard-
afvigelse.

Hvis to p4 hinanden felgende koncentrationer med et forhold p4 1,8 kun giver 0 og 100 % dedelighed, er disse to
vardier tilstrakkelige som angivelse for LCsq-intervallet.

Blanding af grundsubstratet og teststoffet

Nir det er muligt, tilberedes teststoffér uden anden tilsaetning end vand. Umiddelbart for testens indledning
blandes en emulsion eller dispersion af teststoffer i deioniseret vand eller andet oplosningsmiddel med
grundsubstratet eller sprojtes jaovnt ud over dette med en fin kromatografisproite eller lignende.

Huis teststoffet ikke er oploseligt i vand, kan det opleses i den mindst mulige mangde af et passende organisk
oplesningsmiddel (f.eks. hexan, acetone eller chloroform).

Kun midler, der let fordamper, ma bruges til at oplese, dispergere eller emulgere teststoffet. Testsubstratet
beluftes inden brug. Den fordampede vandmaengde erstattes. Kontrolsubstratet m4 indeholde eventuelle
tilsztningsstoffer i samme mzngde.

Hvis teststoffet ikke kan opleses, dispergeres eller emulgeres i organiske oplesningsmidler, blandes en blanding af
finsand af formalet kvarts og den til behandling af 500 g torstofvagt syntetisk jord nedvendige mangde teststof
med 490 g terstofvagt testsubstrat.

For hver testgruppe anbringes en mengde vadt testsubstrat svarende til 500 g torstofvagt i hver glasbeholder, ogti
regnorme, der i 24 timer er blevet tilvannet i et lignende vadt grundsubstrat og derefter hurtige afskyllet og
afdryppet p filtrerpapir for brugen, anbringes p4 testsubstratets overflade.

Beholderrie tildzekkes med perforerede plastldg, skale eller folie for at forhindre, at substratet indtorrer, og de
opbevares under testbetingelser i 14 dage.

Vurderingerne foretages 14 dage (og eventuelt syv dage) efter testens indledning. Substratet spredes p4 en plade af
glas eller rustfrit stal. Regnormene undersoges, og antallet af overlevende regnorme bestemmes. Regnorme anses
for dede, hvis de ikke reagerer pa en let, mekanisk pavirkning af forenden.

I tilfzlde af at undersogelsen foretages efter syv dage, fyldes substratet atter i beholderen, og de overlevende
regnorme genanbringes pa den samme testsubstratoverflade.
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Testorganismer

Testorganismerne bar vare voksne Eisenia foetida (se anmarkningen i tillzgget) (mindst to mineder gamle med
bzelte) af en vagt (vad) p4 300 til 600 mg. (Med hensyn til opdramingsmetode henvises til tillegget).

DATA

Behandling og vurdering af resultaterne

De anvendte teststofkoncentrationer rapporteres med henvisning til den procentvise ‘dedelighed for hver
koncentration.

Nir de opniede data er dzkkende, kan LCso og dens konfidensgranser (p = 0,05) bestemmes ved brug af
standardmetoder (Litchfield and Wilcoxon, 1949, eller tilsvarende metode). LCso angives som mg teststof pr. kg
testsubstrat (terstofvaegt).

1 de tilfzlde, hvor koncentrationskurvens hzldning er for stejl til, at LCo kan beregnes, er en grafisk bestemmelse
af denne verdi tilstrekkelig.

Hyis to p4 hinanden folgende koncentrationer med et forhold p 1,8 kun giver 0 og 100 % dedelighed, er disse to
verdier tilstrekkelige som angivelse for LCgo-intervallet.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— angivelse af, at testen er foretaget i overensstemmelse med ovenstiende kvalitetskriterier
— angivelse af den foretagne test (forpreve og/eller endelig test)

— noje beskrivelse af testbetingelserne eller angivelse af, at testen er foretaget i overensstemmelse med metoden;
eventuelle afvigelser skal rapporteres

— naje beskrivelse af, hvorledes teststoffet er blevet iblandet i grundsubstratet

— oplysninger om testorgani (art, alder, i gt samt mini og maksi gt, betingel-

serne for avl og opdratning samt leverander)

— angivelse af den anvendte metode til bestemmelse af LCso

— testresultaterne, herunder alle anvendte data

— beskrivelse af observerede symptomer eller adferdszndringer hos testorganismerne
— dedelighed i kontrolgrupperne

— LCso eller hojeste testkoncentration uden dedelighed og laveste testkoncentration med en dedelighed pa 100 %
14 dage (og eventuelt syv dage) efter testens indledning.
— afbildning af koncentrations-responskurven

del 1d

— resultater, der er opniet med referencestoffet enten i forbi med den pag:

kvalitetskontrolundersagelser.

de test eller ved tidligere
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Tilleg

Avl og opdratning af ormene for test

Med henblik p4 avl.anbringes 30 til 50 voksne orme i en avlekasse med frisk substrat og fiernes efter 14 dage. Disse
dyr kan bruges til avl af senere grupper. De regnorme, der klzkkes af kokonerne, anvendes til test, nir de er
kensmodne (under de foreskrevne betingelser efter to til tre maneders forlab).

Klimakammer:
Avlekasser:

Substrat:

Avls- og opdrxtmingsbetingelser

temperatur 20 + 2° C, helst med konstant lys (lysintensitet 400 til 800 lux).
Egnede lave beholdere med et rumfang p4 10 til 20 1.

Eisenia foetida kan opdrzttes i forskellige dyreekskrementer. Som avlsmedium kan
anbefales en blanding af lige dele torv og ko- eller hestegadning. Substratet ma have en
pH-vardi pa ca. 6 til 7 (justeret med calciumcarbonat) og lav ionledningsevne (under
6 mmbhos eller 0,5 % saltkoncentration).

Substratet ber vare fugtigt, men ikke for vidt.

2d

Andre egnede fr ud over o metode kan benyttes.

Anmaerkning: Der findes to racer af Eisenia foetida, som nogle systematikere har klassificeret som arter (Bouche,
1972). De er morfologisk set omtrent ens, men den ene, Eisenia foetida foetida, har typisk tvargiende striber pa
leddene, hvad den anden, Eisenia foetida andrei, ikke har, og dennes farve er redbroget. S4 vide muligt ber Eisenia
foetida andrei anvendes. Andre arter kan anvendes, hvis den fornedne metodik er til radighed.
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BIOLOGISK NEDBRYDNING

ZAHN-WELLENS TEST

METODE

Indledning

Metoden har til formal at vurdere vandopleselige ikke flygtige organiske stoffers potentielle fuldstzndige
bionedbrydelighed, nér de skal udsattes for forholdsvis heje koncentrationer af mikroorganismer under en statisk
test.

Der kan forekomme fysisk/kemisk adsorption p& de opsle@mmede artikler, og der m4 tages hensyn hertil, nar
resultaterne fortolkes (jf. 3.2).

De stoffer, der skal undersoges, anvendes i koncentrationer svarende til DOC-vardier i omradet 50 til 400 mg/1
eller COD-vadier i omradet 100 til 1 000 mg/1 (DOC = oplest organisk kulstof; COM = kemisk iltforbrug).
Disse forholdsvis haje koncentrationer har den fordel, at de i analytisk h de er palidelige. Forbindelser med
toksiske egenskaber kan hamme eller hindre nedbrydningsprocessen.

Ved denne metode anvendes maling af koncentrationer af oplest organisk kulstof eller af det kemiske iltforbrug til
bedemmelse af teststoffets fuldstendige biologiske nedbrydning.

Samtidig anvendelse af en specifik ly ode kan ¢ vurdering af stoffets primzre biologiske
nedbrydning (dvs. den oprindelige kemiske forbindelses forsvinden).

Metoden finder kun anvendelse pa de organiske teststoffer, som ved koncentrationen under testen:
— er opleselige i vand under forsegsbetingelserne

— har forsvindende lavt damptryk under forsogsbetingelserne

— ikke hzmmer bakterier

— kun adsorberes i testsystemet i begranset omfang

— ikke forsvinder fra testoplesningen som felge af skumning.

Oplysninger om mengdeforholdet mellem teststoffets hovedbestanddele vil vare til nytte ved fortolkning af
resultaterne, iszr hvis disse er lave eller usikre.

Ved fortolkningen af lave resultater og ved valget af passende testkoncentrationer er det enskeligt at have
oplysninger om stoffets giftvirkning over for mikroorganismer.

Definitioner og enheder
Nedbrydningsgraden ved testens afslutning anfores saledes: Biologisk nedbrydelighed i Zahn — Wellens Test:

(Cr - Cy)
C

Dy (%) = |1 - 100
v (%) [ (o m}x

hvor:
D = biologisk nedbrydning (%) ved tidspunktet T,

C, = DOC (eller COD)-vardier i forsegsblandingen, milt tre timer efter igangszming af testen (mg/l).
(DOC = Oplest organisk kulstof, COD = kemisk iltforbrug)

Cr = DOC- elier COD-vardier i for blandi ved tidspunktet for proveudtagning (mg/1),
Cg = DOC- eller COD-vardi for blindp ved tidspunktet for proveudtagning (mg/1),
Cga = DOC- eller COD-vardi for blindpreven, milt 3 timer efter igangsatning af testen (mg/1).

Nedbrydningsgraden afrundes til nzrmeste hele procent.
Den procentvise nedbrydning er angivet som den procentvise DOC- (eller COD-) fjernelse af teststoffet.

Forskellen mellem den vaerdi, der er malt efter tre timer, og den beregnede, eller helst malte, startvardi kan give
nyttige oplysninger om stoffets eliminering (jf. 3.2 »Fortolkning af resultater«).
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Referencestoffer

I visse tilfalde kan referencestoffer vare nyttige ved undersegelse af nye stoffer; der kan dog endnu ikke anbefales
bestemte referencestoffer.

Testmetodens princip

Aktiveret slam, worganiske neringsstoffer og teststoffet, der er den eneste kulstofkilde i vandig oplesning,
anbringes sammen i en glasbeholder p 1 til 4 liter, som er forsynet med omrering og beluftning. Blandingen
omrares og beluftes ved 20 til 25° C under indirekte belysning eller merke i op til 28 dage. Nedbrydningsprocessen
folges ved bestemmelse af DOC- (eller COD-) vardier i den filtrerede oplosning én gang dagligt eller regelmassigt
med et andet passende mellemrum. Forholdet mellem den eliminerede DOC (eller COD) efter hvert tidsrum og
vardien tre timer efter starten udtrykkes som procentvis biologisk nedbrydning og er et mal for nedbrydnings-
graden pd dette tidspunkt. Resultatet afbildes mod tiden, hvorved kurven over biologisk nedbrydning
fremkommer.

Hvis der anvendes en specifik analysemetode, kan zndringer i det oprindelige stofs koncentration som folge af
biologisk nedbrydning males (primzr bionedbrydelighed).

Kvalitetskriterier
Det er ved ringtest godtgjort, at denne metodes reproducerbarhed er tilfredsstillende.

Metodens folsomhed athanger hovedsagelig af blindprovens variationer og i mindre grad af nejagtigheden ved
bestemmelsen af oplest organisk kulstof og teststofkoncentrationen i vaesken.

Beskrivelse af fremgangsmaden
Forberedelser

Reagenser

vand: drikkevand med mindre end 5 mg organisk kulstof pr. liter. Koncentrationen af calcium- og magnesiumioner
m4 ikke overstige 2,7 mmol/1 tilsammen; i modsat fald m4 der fortyndes passende'med deioniseret eller destilleret
vand

svovlsyre, analyseren (A.R.): 50 g/1
natriumhydroxidoplesning, A.R.: 40 g/1
oplesning af uorganiske naringsstoffer: i 1 | deioniserer vand opleses:

Ammoniumchlorid, NH,Cl, A.R.: 385¢g
Natriumdihydrogenphosphat, NaH,PO,. 2H,0, A.R.: 334¢g
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,, A.R.: 8,5g
Dikali hydrogenphosphat, K;HPO,, A.R.: 21,75 g

Blandingen fungerer dels som nzringsstofkilde, dels som buffersystem.

Apparatur
glasbeholdere pa 1 til 4 (f.eks, cylindriske beholdere)

omrerer med rerehoved af glas eller metal pA en passende aksel (Omrereren ber rotere 5 til 10 cm over beholderens
bund). Der kan i stedet anvendes en magnetomrerer med en 7 til 10 cm lang magnetpind

glasrer med indvendig diameter pa 2 til 4 mm til beluftning. Rerets ibning ber befinde sig ca. 1 cm over
beholderens bund

centrifuge (ca. 3 550 g)
pH-meter

apparat til maling af oplest ilt

"papirfiltre

apparatur til membranfiltrering

membranfiltre med porestorrelse 0,45 pm. Membranfiltre er kun egnede, hvis der er vished for, at de hverken
afgiver kulstoff eller absorberer stoffet under filtreringen

analyseudstyr til bestemmelse af indholdet af organisk kulstof og det kemiske iltforbrug.
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Tilberedning af inoculum

Aktiveret slam fra et biologisk rensningsanlag vaskes (flere gange) med vand (jf. ovenfor) ved centrifugering eller
dekantering.

Det aktiverede slam skal vare i passende stand. Sidant slam kan fis fra et velfungerende - anlag til
spildevandsrensning. For at f4 s4 mange forskellige bakteriestammer som muligt kan det vare bedre at blande
inocula fra forskellige kilder (f.eks. forskellige rensningsanleg, jordekstrakter, flodvand osv.).

Det aktiverede slams aktivitét kontrolleres, jf. »egnethedskontrol«.

Fremstilling af testoplesningerne

Til testbeholderen sattes 500 ml vand, 2,5 ml oplosning af uorganiske naringsstoffer pr. liter samt en mangde
aktiveret slam, der svarer til 0,2 til 1,0 g terstof pr. liter frdigblanding. Der tilszttes en si stor mangde
stamoplosning af teststoffer, at den fardige blanding fir en DOC-koncentration pd 50 til 400 mg/l. Det
tilsvarende COD-interval er 100 til 1 000 mg/1. Der fyldes op til i alt 1 til 4 1 med vand. Valg af det samlede
volumen afhznger af det antal prover, der skal udtages til DOC- eller COD-bestemmelser, og det nedvendige
analysevolumen.

Normalt kan et volumen p4 21 betragtes som tilstrekkeligt. Mindst én kontrolbeholder (blindpreve) sattes i gang
samtidig med hver testserie; den indeholder kun aktiveret slam og oplesning af uorganiske neringsstoffer fortyndet
med vand til samme totalvolumen som i testbeholdererne.

Testens gennemforelse

Testbeholderne omrores med magnetomrerere eller propelomrorere under indirekte belysning eller i morke ved 20
til 25° C. Beluftning sker med komprimeret luft, der om nodvendigt renses med et vatfilter og en vaskeflaske. Det
m4 pises, at slammet ikke bundfzlder, og at iltkoncentrationen ikke falder til under 2 mg/l.

pH-vardien kontrolleres regelmaessigt (f.eks. dagligt) og indstilles om nedvendigt til pH 7 til 8.

Lige for preveudtagningen kompenseres der for tab ved fordampning ved tilszetning af deioniseret eller distilleret
vand. Detkan f.cks. anbefales at afmzrke vaskehgjden i beholderen for testen startes. Der sattes nye marker efter
hver proveudtagning (uden beluftning og omrering). De forste-prover udtages altid tre timer efter testens start,
saledes at det kan konstateres, om testmaterialet adsorberes p4 det aktiverede slam.

Elimineringen af testmaterialet folges ved DOC- eller COD-bestemmelser dagligt eller regelmzssigt med et andet
interval. Proverne fra testbeholderen og biindforseget filtreres gennem et omhyggeligt vasket papirfilter. De forste
5 ml filtrat bortkastes. Slam, der er vanskeligt at filtrere, kan fjernes ved ferst at centrifugere i ti min. Der foretages
mindst dobbeltbestemmelse af DOC og COD. Testens laber i op til 28 dage.

NB: Prover, der stadig er uklare, filtreres gennem et membranfilter. Membranfiltrene ma hverken afgive eller
adsorbere organisk materiale.

Egnethedskontrol af det aktiverede slam

T hver testserie ber indgd en l;eholder, der indeholder et kendt stof, saledes at man kan kontrollere egnetheden af det
aktiverede slam, Til dette formal er diethylenglycol fundet egnet.

Adaptation

Hvis der foretages analyser med forholdsvis korte meliemrum (f.eks. dagligt), vil adaptation klart fremga af
nedbrydningskurven (jf. figur 2). Testen bor derfor ikke szttes i gang umiddelbart for weekenden.

Hvis der forekommer adaptation ved slutningen af perioden, kan testen fortszttes, indtil nedbrydningen er
afsluttet.

NB: Hvis der er behov for storre viden om det adapterede slams opfersel, udszttes det samme aktiverede slam
endnu engang for det samme testmateriale¢ efter folgende fremgangsmade:

Omroringen og beluftningen standses, og man lader det aktiverede slam bundfzlde sig. Den ovenstiende vaske
fjernes, der fyldes op til 2 | med vand og omreres i 15 minutter, og blandingen henstar til ny bundfeldning. Efter
fiernelse af den ovenstiende vaske anvendes det tilbageblevne slam til gentagelse af testen med det samme
materiale som under punkt 1.6.1.4 og 1.6.2.

Det aktiverede slam kan isoleres ved centrifugering i stedet for bundfzldning.

Det adapterede slam kan eventuelt blandes med frisk slam, s4 man nir op p i alt 0,24l 1,0 g torstof pr.
liter.



3.1.

3.2

Analyse
Normalt filtreres prover gennem et omhyggeligt vasket papirfilter (til vask anvendes deioniscret.vand).
Prover, der stadig er uklare, filtreres gennem et membranfilter (0,45 .um).

Der foretages dobbeltbestemmelse af DOC-koncentrationen i prevefiltraterne (de forste 5 ml bortkastes) med
TOC-instrumentet. Hvis filtratet ikke kan analyseres samme dag, skal det opbevares i kaleskab til nzste dag.
Langere tids opbevaring kan ikke anbefales.

COD-koncentrationen bestemmes i prevefiltraterne med et COD-analyseudstyr efter den fremgangsmade, der er
beskrevet i reference 2 nedenfor.

DATA OG VURDERING

Der foretages mindst dobbeltbestemmelse af DOC- og COD-koncentrationerne i praverne ifelge 1.6.2.
Nedbrydningen ved tidspunktet T beregnes med den formel (med definitioner), der anfort under 1.2.

Nedbrydningsgraden afrundes til nzrmeste hele procent. Den nedbrydning, der opnas ved slutningen af testen,
anfores som »den biologiske nedbrydelighed ved Zahn-Wellens test«.

NB: Hvis der opnis fuldstndig nedbrydning for testperioden er udlebet og dette resultat bekrzftes ved endnu en
analyse den folgende dag, kan testen afsluttes.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— stoffets begyndelseskoncentration

— alle andre oplysninger og forsegsresultaterne vedrerende teststoffet, et eventuelt referencestof og blindforse-
get

— koncentrationen efter tre timer
— kurve over biologisk nedbrydning med forklaring
~— hvornir og hvor proveorganismerne er udtaget, adaptionsgrad, anvendt koncentration osv.

— fyldestgorende begrundelse for alle afvigelser fra fremgangsmaden.

Fortolkning af resultater
Gradyvis fiernelse af DOC (COD) i labet af dage eller uger viser, at teststoffet nedbrydes biologisk.

Fysisk/kemisk adsorbtion kan dog i visse tilfzlde spille en vis rolle‘, og ettegn herpd er, at der inden for de forste tre
timer sker fuldstaendig eller delvis fiernelse, og at forskellen mellem supernatant vasken fra kontrolforsaget og
praven bliver liggende p4 et uventet lavt niveau.

Det er nedvendigt at foretage yderligere testning, hvis der skal skelnes mellem biologisk nedbrydning (eller delvis
biologisk nedbrydning) og adsorption.

Dette kan gores p flere mader, mest trovardigt ved at anvende supernatant vesken som inoculum i en basis sat test
(helst en respirometrisk test).

Teststoffer, der giver hoj fiernelse af DOC (COD), som ikke skyldes adsorption, ved denne test, ber betragtes som
potentielt biologisk nedbrydelige. Delvis fiernelse, som ikke skyldes adsorption, betyder, at kemikaliet i hvert fald i’
et vist omfang nedbrydes biologisk.

Ringe eller ingen fjernelse af DOC (COD) kan skyldes, at teststoffet hemmer mikroorganismerne; dette kan
undertiden ogs3 vise sig ved, at slammet opleses og forsvinder, hvorved supernatant vasken bliver uklar. Testen
ber gentages med en lavere koncentration at teststoff.



Anvendelse af en stofspecifik analysemetode eller 14C-market teststof kan give storre folsomhed. Hvis der
anvendes 1*C-macrket teststof, vil pavisning af 14CO; bekrefte, at der er tale om biologisk nedbrydning.

Dersom resultaterne anfares som primer biologisk nedbrydning, ber der om muligt anfores en forklaring pa den
kemiske strukturndring, som farer til, at analyseresultaterne for det oprindelige teststof falder.

Valget af analysemetode skal underbygges, og analyseresultaterne for blindproven skal anfores.

RFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981 Test Guideline 302 B. Decision of the Council C(81) 30 Final

(2) Bilag V C.9 Nedbrydning: Kemisk iltforbrug. Kommissionens direktiv 84/449/EQ@F, De Europciske
Fellesskabers Tidende, nr. L 251 af 19. 9. 1984. :
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C. 10

BIOLOGISK NEDBRYDNING

AKTIVERET SLAM — SIMULATIONSTEST

METODE

Inledning

Generelle bemarkninger

Metoden er kun anvendelig for organiske teststoffer, der ved den benyttede testkoncentration:
— er opleselige i vand i det omfang, det er nedvendigt for tilberedning af testoplesningerne
~ har et ubetydeligt damptryk under testbetingelserne

— ikke er hemmende for bakterier.

Oplysninger om de relative mangder af teststoffets hovedbestanddele vil vare nyttige for fortolkningen af de
opndede resultater, iszr i de tilfzlde, hvor resultaterne er lave eller marginale.

Oplsysninger om stoffets toksicitet for mikroorganismerne kan vaere nyttige for fortolkningen af lave resultater og
ved valget af egnede testkoncentrationer.

B Ise af fuld: dig bionedbrydelighed (DOC/COD-analyse)

Formilet med metoden er at bestemme den fuldstzndige bionedbrydelighed ved méling af fjernelsen af stoffet og
eventuelle metabolitter i en aktivslamanlzgsmodel ved en koncentration svarende til 12 mg DOC/1 (eller ca.
40 mg COD/1); 20 mg DOC/1 synes at vare optimal. (DOC = dissolved organic carbon, dvs. oplst organisk
kulstof; COD = chemical oxygen demand, dvs. kemisk oxygenforbrug).

Teststoffets indhold af organisk kulstof (eller dets kemiske oxygenforbrug) skal fastlegges.

B Ise af primeer bionedbrydelighed (specifik analyse)

Formalet med metoden er at bestemme den primzare bionedbrydelighed af et stof i en aktivslamanl xgsmodel ved en
koncentration p4 ca. 20 mg/1 ved anvendelse af en specifik analysemetode (der kan benyttes lavere eller hojere
koncentration, hvis analy den og toksicitetst tillader dette), Herved kan stoffets primzre bionedbry-

delighed bedemmes (dvs. forsvinden af den oprindelige kemiske forbindelse).

Formalet med denne metode er ikke at bestemme teststoffets mineralisering.

Der m4 foreligge en p d ly: de til t

af teststoffet.

Definitioner og enheder

DOC/COD-analyse

Nedbrydningen er defineret som den del af teststoffet, der fiernes, efter folgende formel:

T-(E-E
DR = ~Aﬁi?——lﬁ x 100% [1a)]

hvor:

DR = procent DOC (eller COD) fjernet i den givne middelopholdstid med hensyn til teststoffet

T = teststofkoncentrationen i indlebet i mg DOC/I {eller mg COD/1)

E = DOC-koncentration (eller COD-koncentration) i testenhedens udlab i mg DOC/I (eller mg COD/1)

Eo = DOC-koncentration (eller COD-koncentration) i blindpreveenhedens udleb i mg DOC/] (eller
COD/l).

Nedbrydningen angives som den procentdel DOC (eller COD), der fiernes i en given retentionstid med hensyn til
teststoffet.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.1.

Specifik analyse
Den procentdel teststof, der elimineres fra den vandige fase (Ryy) i den givne middelopholdstid, fremgdr af folgende
formel:

C -Co

Ry = ———— x 100% [1b)
Cl

hvor:
C; = stofkoncentrationen:i testenhedens indleb (mg stof/1, bestemt ved specifiek analyse)

Co = stofkoncentrationen i testenhedens udlab (mg-stof/1, bestemt ved specifiek analyse).

Referencestoffer

I nogle tilfxlde, hvor et nyt stof undersoges, kan referencestoffer vare nyttige; der kan endnu ikke anbefales
specifikke referencestoffer.

Testmetodens princip

Til b Ise af den endelige bionedbrydelighed benyttes der parallelt-to aktiv slam pilotenheder (OECD
»Confirmatory testenheder« eller »Porous pot-enheder«). Teststoffet tilszttes til den ene enheds indleb (syntetisk
spildevand eller husholdnings-spildevand), medens den anden enhed kun tilfores spildevand. Til bestemmelse af
primar bionedbrydning med specifik analyse i indleb og udleb benyttes der kun én enhed.

DOC-koncentrationerne (eller COD-koncentrationerne) males i udlebene, eller stofkoncentrationerne bestemmes
ved specifik analyse.

DOC, kom skyldes teststoffet, miles ikke, men angives blot.

Nir der foretages DOC-malinger (eller COD-milinger), antages forskellene mellem test- og kontroludlebenes
gennemsnitkoncentrationer at skyldes ikke-nedbrudt teststof.

Nir der foretages specifikke analyser, kan @ndringen i stamforbindelsens koncentration males (primar
bionedbrydning).

Der kan arbjedes med enhederne efter »koblingsmetoden«, hvor der foretages transinokulering.

Kvalitetskriterier

Stoffets startkoncentration afhznger af, hvilken type analyse der foretages og dens begransniger.

Beskrivelse af testmetoden

Forberedelser
Apparatur

Der krzves to enheder af samme type, undtagen ndr der foretages specifikke analyser. Der er to typer, der kan
benyttes:

OECD Confirmatory test:

Udstyret (tilleg I) bestdr af holdetank (A) til syntetisk spildevand, doseringspumpe (B), luftningstank (C),
separator (sedi i k) (D), slampumpe (E) til recirkulering af aktiveret slam samt tank (F) il opsamling af
det behandlede spildevand.

Tank (A) og (F) skal vzre af glas eller egnet plast og skal mindst kunne rumme 24 1. Pumpen (B) skal give et
konstant flow af syntetisk spildevand til luftningstanken; ethvert egnet system kan benyttes, forudsat at
indlebsflow og koncentration er sikret.




1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

Normalt er separatorens hojde (D) indstillet siledes, at luftningstanken indeholder 3 1 blandet vaske. En sintret
luftningsklods (G) er ophengti tank (C) over keglens spids. Den luftmangde, der blases gennem luftningstanken,
kan kontrolleres ved hjzlp af et flowmeter.

Slampumpen (E) er indstillet siledes, at de aktiverede slam fra separatoren kontinuerligt og regelmassigt
recirkuleres til luftningstanken (C).

Porous pot:

Den porese krukke laves af pores polyethylenplade (2 pm tyk, maksimal porestorrelse 95 mm), der formes til
cylindre med en diameter p4 14 cm og en konisk bund, der danner en vinkel p4 45° med siderne (figur 1 og 2 itilleg
I). Den porose krukke anbringes i en uigennemtrangelig beholder af egnet plastic med en diameter pdiScmoget
udragi 17,2 cm hejde pa den cylindriske del, som bestemmer, hvor meget krukken kan rumme (3 1). Der er en stiv
stottering af egnet-plast omkring den indre beholders averste kant, saledes at der er 0,5 cm plads til udlebsvand
mellem den indre og den ydre beholder.

De porese krukker kan opstilles pA bunden af et termostatstyret vandbad. Den indre beholder tilfores luft i bunden,
hvorp4 der er anbragt egnede luftningsklodser.

Beholder (A) og (E) skal vare af glas eller egnet plast og mindst kunne rumme 241, Pumpen (B) skal give et konstant
flow af syntetisk spildevand til luftningstanken; ethvert egnet system kan benyttes, forudsat at indlebsflow og
koncentration er sikret.

Der er behov for ekstra indre porese krukker til erstatning af krukker, der matte blive tilstoppet; tilstoppede
krukker renses ved 24 timers neddypning i en hypochloritoplesning efterfulgt af grundig afskylning i
ledningsvand.

Filtrering

Membranfiltreringsapparatur og membranfiltre med en porestorrelse pi 0,45 um. Membranfiltre er egnede, hvis
det sikres, at de hverken afgiver kulstof eller adsorberer teststoffet under filtreringen.

Spildevand

Der kan anvendes enten syntetisk spild d eller husholdni: pild d.

Eksempel pé syntetisk spildevand pr. liter ledningsvand opl

pepton: 160 mg
kedekstrakt: 110 mg
urea: 30 mg
NaCl: 7 mg
CaCl,.2H,0: A
Mg$0,.7H,0: 2mg
K,HPO,: 28 mg.

Husholdningsspildevand:

Husholdningsspildevandet indsamles frisk hver dag fra overlabet fra primarsedimenteringstanken i et rensnings-
anlzg, der overvejende behandler husholdningsspildevand.

Stamoplesning af teststof
Der fremstilles en oplesning af teststoffet (f.eks. 1%) for tilsztning til testenheden. Stofkoncentrationen skal

bestemmes, s4 det vides, hvilken mangde, der skal tilszttes spildevandet eller direkte i enheden via en anden
pumpe for at give den kravede testkoncentration.

Inokulum

NB: Hvis der des husholdningsspild d, tiener det ikke noget formal at anvende et inokulum med lav
bakteriekoncentration, men der kan bruges aktiveret slam.

Der kan anvendes forskellige former for inokulum.
Her er tre eksempler pi et egnet inokulum:

a) Inokulum fra sekundzrt spildevand

Inokulum laves af sekundzert spildevand af god kvalitet fra et rensningsanlzg, der overvejende behandler
husholdningsspildevand. Proven skal holdes under aerobe forhold indtil brugen. Som forberedelse af
inokulum filtreres proven gennem et groft filter, idet de forste 200 ml bortkastes. Filtratet holdes under aerobe
forhold indtil brugen. Inokulum skal anvendes samme dag, som preven er taget. Der skal bruges mindst 3 ml il
inokulering. -
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b) Blandet inokulum
Inokulum fra sekundert spildevand se beskrivelsen ovenfor.
Inokulum fra jord:

100 g havejord (fertil, ikke steril) opslemmes i 1 000 ml chlorfrit drikkevand (jord med et ekstremt hojt
indhold af ler, sand eller humus er ikke egnet). Efter omrering henstar suspensionen i 30 minutter for
sedimentering. Supernatanten filtreres gennem et groft filtrerpapir, idet de forste 200 ml bortkastes. Beluftning
af filtratet begyndes straks og fortszttes indtil brugen. Inokulum skal anvendes samme dag, som preven er
taget.

Inokulum fra overfladevand:

Der tages endnu en del til inokulum fra et mesosaprobt overfladevand. Proven filtreres gennem et groft
filtrepapir, idet de forste 200 ml bortkastes. Filtratet holdes under aerobe forhold indtil brugen. Inokulum skal
anvendes samme dag, som preven er taget.

Lige dele af de tre inokulumprever blandes godt og det endelige inokulum tages fra denne blanding.

Der skal bruges mindst 3 ml til inokulering.

¢) Inokulum af aktiveret slam
Der kan som inokulum bruges en mangde (hojst 3 1) aktiveret slam (indhold af derede faste t ddel
pa op til 2,5 g/1) udtaget fra luftningstanken i et anleg, der overvejende behandler husholdni ild
vand.

Fremgangsmdde

Testen foretages ved stuetemperatur; temperaturen skal vere mellem 18 og 25° C.

Hvis det er hensigtsmassigt, kan testen foretages ved en lavere temperatur (ned til 10° C): hvis stoffet nedbrydes,
kraeves der normalt ikke noget yderligere. Hvis stoffet imidlertid ikke nedbrydes, mi testen foretages ved en
konstant temperatur p4 mellem 18 og 25° C.

Indkeringsperiode: slamdannelse/stabilisering af enhederne

Slamdannelses-/ stabiliseringsperioden er den periode, hvori koncentrationen af de suspenderede faste bestanddele
af det aktiverede slam og enhedernes ydeevne bliver stationzr under de anvendte driftsbetingelser.

Indkeringsperioden er den periode, der gir fra det tidspunkt, hvor teststoffet forste gang tilszttes, indtil det
tidspunkt, hvor dets fjernelse har niet et plateau (relativt konstant veerdi). Denne periode ma hojst vare pi seks
uger.

Vurderingsperioden er en tre-ugersperiode, tre uger fra det tidspunkt, hvor teststoffets fjernelse ndr en relativt
konstant og sedvangligvis hej vardi. For stoffer, der viser ringe eller ingen nedbrydning i de forste seks uger,
regnes vurderingsperioden for de folgende tre uger.

Man indleder med at fylde den eller de enheder, der er nadvendige til én test, med inokulum blandet med
tilleb.

Beluftningen (og luftpumpen (E), hvis der er tale om OECD Confirmatory test-enheder) og doseringspumpen (B)
sxttes derefter i gang.

Tillob uden teststof skal passere gennem luftningstanken (C) med en hastighed p4 enten 111 timen eller 0,5 1i
timen; det giver en middelopholdstid pa enten tre eller seks timer.

Beluftningshastigheden reguleres, saledes at tankens {C) indhold konstant holdes i suspension, medens indholdet
af oplest ilt er mindst 2 mg/l.

Man m4 med egnede midler forhindre skumdannelse. Der mé ikke anvendes skumdempende midler, der hemmer
det aktiverede slam. :

Det slam, der har samlet sig rundt om toppen af luftningstanken (C) (og for OECD Confirmatory test-enheders
vedke de i bunden af sedi ingstanken (D) og i kredslebet), skal mindst én gang om dagen fores tilbage
til den blandede vaske ved afberstning eller pd anden passende vis.

Hvis slammet ikke sedimenterer, kan dets massefylde ages ved tilsztning af 2 ml-portioner af en §% ferri-
chloridoplesning; dette gentages om fornadent.

Udlebet opsamles i tank (E) eller (F) i 20 til 24 timer, og der udtages en preve efter grundig blanding. Tanken
(E eller F) ma omhyggeligt rengares.

For at kunne overvige og kontrollere, at processen er effektiv, males mindst to gange om ugen det kemiske
oxygenforbrug (COD) eller indholdet af oplest organisk kulstof (DOC) bide i filtratet af det akkumulerede udlob
og i det filtrerede indleb (der bruges en membran med en porestorrelse pa 0,45 pm, idet de forste (ca.) 20 ml af
filtratet bortkastes.
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1.6.2.3.

2.1.

COD- eller DOC-reduktionen skulle flade ud, nir der er opndet en nogenlunde regelmassig daglig nedbryd-
ning.

Terstofindholdet i det aktiverede slam i luftningstanken bestemmes mindst to gange om ugen (i g/1). Man kan
benytte enhederne p2 to forskellige mader: enten bestemmes det aktiverede slams torstofindhold to gange
ugentligt, og hvis det er over 2,5 g/1, bortkastes det overskydende aktiverede slam, eller der fiernes dagligt S00 ml
blandet vaske fra hver krukke, siledes at sl far en middelopholdstid p4 seks dage.

Nir de malte og skennede parametre (processens effektivitet (med hensyn tit COD- eller DOC-fijernelse),
lamk ration, sl di i kaber, udlab uklarhed osv.) for de to enheder er tilstrakkeligt
stabile, kan teststoffer tilszttes indlebet til den ene af enhederne (i henhold il 1.6.2.2).

Det er ogs muligt at tilsztte teststoffet ved begyndelsen af slamdannelsesperioden (1.6.2.1), iszr hvis slammet
tilszttes som inokulum.

Test

Arbejdsbetingelserne er de samme som for indkeringsperioden, og der tilszttes s& meget stamoplosning (ca. 1%)
af teststoffet til testenhedens indleb, at den enskede teststofkoncentration (ca. 10 til 20 mg DOC/1 eller 40 mg
COD/1)i spildevandet opnis. Det kan ske ved, at stamoplesningen blandes i spildevandet dagligt eller ved hjzlp af
et szrskilt pumpesystem. Denne koncentration kan opnas gradvis. Hvis teststoffet ikke har nogen toksiske
virkninger p4 det aktiverede slam, kan ogs4 hejere koncentrationer testes.

Blindpraveenheden tilfares kun indleb uden tilsatte stoffer. Der udtages d der af udlebene til analyse,
og de filtreres gennem membranfiltre (0,45 pm), idet de forste (ca.) 20 ml filtrat bortkastes.

De filtrerede praver skal analyseres samme dag eller konserveres ved en egnet metode, f.eks. ved brug af 0,05 ml af
en 1% mercurichloridoplesning (HgCl,) for hver 10 ml filtrat eller ved opbevaring ved 2 til 4° C i indtil 24 timer
eller under —18° C i en lzngere periode.

Indkeringstiden med tilsztning af teststoffet ber ikke vare pé over seks uger, og vurderingsperioden bar ikke vre
P under tre uger, dvs. at der foreligger 14 til 20 bestemmelser til beregning af det endelige resultat,

Koblingsmetoden:

Enhederne kobles ved at ombytte 1,5 | blandet vaske (inkl. slam) mellem de to enheders luftningskamre en gang
om dagen. Hvis der er tale om stzrkt adsorberende teststoffer, tages der kun 1,5 | supernatant fra
sedimenteringstankene, som hzldes i den anden enheds aktivslamtank.

Analyse

Der kan foretages to former for analyse for at folge, hvad der sker med stoffet:

DOC og COD

Der foretages dobbeltbestemmelse af DOC-koncentrationerne med kulstofanalysatoren og/eller af COD-ver-
dierne ifelge reference 2.

Specifik analyse:

Teststofkoncentrationerne bestemmes ved en egnet analysemetode. Nir det er muligt, foretages der en serlig
bestemmelse af det stof, der er adsorberet pa slammet.

DATA OG VURDERING

Koblingsmetoden
Nir koblingsmetoden anvendes, udregnes den daglige fiernelse, DR, ifolge 1.2.1.

De daglige vardier for fiernelse, DR, korrigeres for den materialeoverforsel, der skyldes transinokuleringen, og
benzvnes DRc; der benyttes ligning [2] for en tre timers eller ligning [3] for en seks timers middelopholdstid.
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8 100
= — DR - —
DRe = D = [2}
4 100
DRc = —- DR - —— 13

Gennemsnittet af DRc-vardierne udregnes samt standardafvigelsen ifelge ligning (4].

L]

(DRc - DR,
4]

Spre =
n-1
hvor:

Spre = DRe-vardiernes standardafvigelse

DRc = gennemsnit af DRc-vardierne

n = antal bestemmelser.

Outllers i DRc-vardierne elimineres ved en egnet statistisk fremgangsmade, f.eks. Nalimov (reference 6), pd 95 %
i , 08 it og standardafvigelse for DRc-dataszttet uden outliers udregnes igen.

Slutresultatet udregnes derefter med ligning [5] som:

— th 150
DRe = DRe £ 2= 5pp. (5]

hvor:

a = tabelvardien af t for n vardipar af E og Ey g ved en statistisk konfidens pA P (P = 1 —a), hvor P settes
til 95 % (reference 1).

ta-15

Resultatet angives som gennemsnittet med tolerancer pd 95% sandsynlighedsniveauet, den tilsvarende
standardafvigelse og antallet af data i DRc-dataszttet uden outliers samt antallet af outliers, f.eks.:

DRc = 98,6 + 2,3% DOC-fjernelse
4,65 % DOC-fjernelse
18

x = antal outliers.

s

n

Metode uden kobling

Enhedernes ydeevne kan kontrolleres pa folgende made:

COD elier DOC i spildevand — COD eller DOC i afleb
COD eller DOC i spildevand

procent fjernelse af COD eller DOC = x 100

Den daglige fjernelse kan afbildes grafisk, siledes at det fremgir, om der er nogen tendenser til f.eks.

tilvenning.

Benyttelse af COD/DOC-bestemmelser

Den daglige procent fjernelse, % DR, udregnes ifolge 1.2.1.

Gennemsnittet af DR-vardierne udregnes samt standardafvigelsen ifelge:

SDR =

Spr = DRj-vardiernes standardafvigelse
DR = gennemsnit i DRj-vardierne

= antal bestemmelser,

E
1]
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Outliers i DR-vardierne elimineres ved en egnet statistisk fremgangsmade, f.eks. Nalimov (reference 6), paos%
sandsynlighedsni , 0g it og standardafvigelse for DR-dataszttet uden outliers udregnes igen.

Slutresultatet udregnes derefter med ligning [7] som:

— -0
DR = DR + —7=—Spq 71

hvor:

th_1300 = tabelveerdi af t for n vardipar af E og Eq og ved en statistisk konfidens pd P (P = 1 — ), hvor P szttes til
95 % (reference 1).

Resultatet angives som gennemsnittet med tolerancer pi 95% sandsynlighedsniveauet, den tilsvarende
standardafvigelse og antallet af data i DR-datasazttet uden outliers samt antallet af outliers, f.eks.:

DR = (98,6 = 2,3)% DOC-fiernelse

s = 4,65% DOC-fjernelse
n =18
x = antal outliers.

Benyttelse af specifik analyse

Den procentdel teststof, der elimineres fra den vandige fase (R,,), udregnes ifolge 1.2.2.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— det i tilleg IIl gengivne skema, der viser arbejdsbetingelserne for testen
— det valgte apparatur (OECD Confirmatory tester eller porous pot)

~ den valgte arbejdsmetode: koblingsmetode eller ej

1

— form for spildevand: syntetisk spild d eller husholdni and. Hvis der er tale om husholdnings-

spildevand anfores dato og sted for preveudtagning
— anvendt inokulum med dato og sted for provens udtagning
— angivelse af analysemetoden, hvis der er foretaget specifikke analyser, og en beskrivelse af den
— afbildning af COD- eller DOC-fjernelse mod tiden, herunder indkerings- og vurderingsperiode
— analytisk genfinding af teststoffet som COD eller DOC i stamoplesningen

— afbildning af den procentvise fiernelse af teststof fra den vandige fase mod tiden (indkeringsperiode og
vurderingsperiode), hvis der er foretaget specifikke analyser

— den gennemsnitlige fjernelse af DOC, COD eller teststof samt standardafvigelse udregnes af resultaterne fra
vurderingsperioden, dvs. nir der er en stabil fjernelse af teststof

— afbildning af aktivslamkoncentration mod tiden

— eventuelle bemarkninger vedrerende det aktiverede slam (bortkastet overskydende slam, forekomst af
klumpdannelse FeCl; osv.)

— teststofkoncentration benyttet ved testen
— eventuelle resultater af analyser af slammet
— alle oplysninger og forsegsresultater vedrorende teststoffet og referencestoffer, hvis sidanne er anvendt

— videnskabelige grunde til eventuelle zndringer af fremgangsmaden.



3.2

Fortolkning af Resultaterne

Hvis den procent teststof, der fiernes fra den vandige fase, er lav, kan de skyldes, at teststoffer hemmer
mikroorganismer. Ogs lysis og tab af slam, som giver uklar supernatant, samt nedsat effektivitet med hensyn til
fiernelse af COD (eller DOC) kan afslere dette.

Undertiden kan fysisk-kemisk adsorption spille en rolle. Forskelle mellem biologisk virkning pa molekylet og
fysisk-kemisk adsorption kan afsleres ved analyse af slammer efter passende desorption.

Der krazves yderligere tests, hvis der-skal skelnes mellem bionedbrydning (eller delvis bionedbrydning) og
adsorption.

Det kan gores p4 flere forskellige mider, men den mest overbevisende er brug af supernatanten som inokulum i en
basis-sat test (helst respirometrisk test)

Hvis det observeres, at den procentvise fiernelse af DOC eller COD er hej, skyldes dette bionedbrydning,
hvorimod der ved lave fijernelsesprocenter ikke kan skelnes mellem bionedbrydning og eliminering. Som ek pel
kan nazvnes, at hvis et opleseligt stof udviser en hej adsorptionskonstant pi 98 %, og der bortkastes 10 %
overskydende slam pr. dag, er en eliminering p4 op til 40 % mulig; hvis der bortkastes 30 % overskydende slam,
kan eliminering p4 grund af adsorption pi og fjernelse sammen med overskydende slam komme op p4 65 %
(reference 4).

Nir der benyttes specifik analyse, md man vare opmarksom p3 forholdet mellem stoffets struktur og den
benyttede specifikke analyse. I dette tilflde kan det observerede fenomen ikke fortolkes som en mineralisering af
stoffet.

REFERENCER

(1) OECD, Paris, Test Guideline 303 A, Decision of the Council C(81) 30 Final.

(2) Bilag V C9 Nedbrydningstest — kemisk oxygenforbrug Kommissionens direktive 84/449/EQF, De
Europeiske Fellesskabers Tidende, nr. L 251 af 19. 9. 1984.

(3) Painter, H. A. and King, E. F., WRC Porous-Pot method for assessing biodegradability. Technical Report
TR70. June 1978, Water Research Center, UK.

(4) Wierich, P. and Gerike, P., »The Fate of Soluble, Recalcitrant, and Adsorbing Compounds in Activated
Sludge Plants« — Ecotoxicology and Environmental Safety, Vol 5, no 2, June 1981, p. 161, 171.

(5) Radets direktiv 82/242/EQF og 82/243/EQF (De Europiske Fallesskabers Tidende nr. L 109 af 22. 4.
1982) om zndring af direktiv 73/404/EQF og 73/405/EQF: vaske- og rengeringsmidlers bionedbrydelig-
hed (De Europeiske Fellesskabers Tidende nr. L 347 af 17. 12. 1973).

(6

H. Streuli, Fehlerhafte Interpretation und Anwendung von Ausreissertests, insbesondere bei Ringversuchen
zur Uberpriifung analytisch-chemischer Untersucl hoden, F ius-Zeitschrift fiir Analytische
Chemie 303 (1980) 406—408.
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Tilleg 2
Figur 1

Udstyr til bed Ise af bionedbrydelighed

A

A = holdetank E = opsamlingstank
B = doseringspumpe F = luftningsklods
C = pores luftningsbeholder G = rotameter (valgfrit)
D = ydre vandtat beholder
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1.1.

1.2

C. 11
BIOLOGISK NEDBRYDNING

AKTIVERET SLAM — RESPIRATIONSHAMNINGSTEST

METODE

Indledning

Den beskrevne metode vurderer virkningen af et teststof p4 mikroorganismer ved maling af respirationshastig-
heden under definerede betingelser ved forskellige koncentrationer af teststoffet.

Formalet med metoden er at give en hurtig screening-metode til identifikation af stoffer, der kan pavirke et aerobt
mikrobielt rensningsanlag uheldigt, og at indikere passende ikke-hemmende koncentrationer af teststoffer til
anvendelse i bionedbrydelighedstests.

Inden den endelige test kan der udferes en forprave. Den giver oplysninger om det koncentrationsinterval, som skal
anvendes i hovedtesten.

I testen indgdr to kontroltests, én i begyndelsen og én i slutningen af testrazkken. Desuden ber hvert parti aktiveret
slam ogsa kontrolleres ved brug af et referencestof.

Metoden kan lettest benyttes for stoffer, der pa grund af deres opleselighed i vand og ringe flygtighed sandsynligvis
vil forblive i vandet.

Det kan for stoffer med begranset opleselighed i testmediet vise sig umuligt at bestemme ECjs,.

Resultater, der er baseret p3 oxygenoptagelse, kan fore til fejlslutninger, hvis teststoffet har tendens til at afkoble
oxidativ phosphorylering. .

Det er nyttigt at have folgende oplysninger, ndr testen skal foretages:
— vandopleselighed

— damptryk

— strukturformel

— teststoffets renhed.

Anbefaling:

Aktiveret slam kan indeholde potentielt patogene organismer og skal hindteres med forsigtighed.

Definitioner og enheder

desl

Respirationshastigheden er oxygenforbruget hos mikroorgani i aerobt spild og udtrykkes

almindeligvis i mg O, pr. mg slam pr. time.

Til beregning af et teststofs hammende virkning i en bestemt koncentration udtrykkes respirationshastigheden
som en procentdel af gennemsnittet af to kontrolrespirationshastigheder:

2R, X
(1 = —————) x 100 = % hzmning
RC, + RG,
hvor:
R; = oxygenforbruget ved testkoncentrationen af teststoffer,

RC; = oxygenforbruget, kontrol 1,
RC; = oxygenforbruget, kontrol 2.

I forbindelse med denne metode er ECyp den koncentration af teststoffet, hvorved respirationen er 50 % af den,
som kontroltesten viser under de i denne metode beskrevne betingelser.



1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.2.

Referencestoffer

Det anbefales at bruge 3,5-dichlorphenol, som vides at hemme respiration, som referencestof og at teste det for
ECs, for hvert parti aktiveret slam for at kontrollere, at slammets folsomhed ikke er unormal.

Testmetodens princip

Respirationshastigheden i aktiveret'slam tilfort en standardmaengde syntetisk spildevand miles efter en kontakttid
pa 30 minutter og/eller tre timer. Respirationshastigheden i det samme aktiverede slam. ved forskellige
koncentrationer af teststoffet under i avrigt identiske betingelser males ogsa. Teststoffets hammende virkning ved
en bestemt koncentration udtrykkes som.en pr del af middelrespirationshastigheden i to kontroltests. Der
beregnes en ECsq-vzerdi ud fra bestemmelser ved forskellige koncentrationer.

Kvalitetskriterier

Testresultaterne er gyldige, hvis:
— respirationshastigheden i de to kontroltests ligger inden for 15% af hinanden

— ECso (30 minutter og/eller tre timer) for 3,5-dichlorphenol ligger inden for det accepterede omride p 5 til
30 mg/l.

Beskrivelse af testmetoden
Reagenser

Oplesninger af teststoffet

Teststofoplasningerne frisklaves ved undersogelsens indledning ved brug af en lesning. En st 1
ningskoncentration p4 0,5 g/1 er egnet, hvis nedenstdende anbefalede fremgangsmide folges.

Oplesning af kontrolstoffet

Der fremstilles som eksempel en 3,5-dichlorphenoloplesning ved at oplase 0,5 g 3,5-dichlorphenol i 10 ml 1 M
NaOH og fortynde med destilleret vand til ca. 30 ml; derefter tilszttes under omrering 0,5 M H,SO, til det punkt,
hvor udfzldning begynder — der kraeves ca. 8 m1 0,5 M H,S0, — og endelig fortyndes blandingen med destilleret
vand til 1 1. pH skulle derefter veere omkring 7 til 8.

Syntetisk spildevand

Der kan tillaves syntetisk spildevand ved oplesning af felgend der stof i 1 1 vand:

— 16 g pepton

— 11 g kedekstrakt

— 3 gurea

— 0,7 g NaCl

— 0,4 g CaCl,.2H,0

— 0,2 g MgSO,.7H,0

— 2,8 g K,HPO,.

Note 1: Dette syntetiske spildevand er 100 gange s& koncentreret som det, der er beskrevet i OECD Technical
Report »Proposed method for the determination of the biodegradability of surfactants used in synthetic
detergents« af 11. juni 1976 med tilsing af dikaliumhydrogenphosphat.

Note 2: Hvis det fremstillede medium ikke anvendes straks, skal det opbevares i morke ved 0 til 4° C, dog ikke
lengere end en uge og under forhold som ikke giver anledning til zndring i ningen

Medium kan ogs4 steriliseres forud for oplagringen, eller der kan tilszttes pepton og kedekstrakt kort tid for testen
udfares. Umiddelbart for brug blandes omhyggeligt og pH justeres.

Apparatur

Mal -atur: Det er ikke afy de, hvordan apparaturet nzrmere er udformet. Der m4 imidlertid ikke vre
luftmellemrum mellem vaske og prop, og sonden skal slutte tt til kolbens hals.

Der kraves normalt laboratorieudstyr og iser falgende:
— méleapparatur

— beluftningsapparatur

— pH-elektrode og -maleudstyr

— Og-elektrode.



1.6.3.

Forberedelse af inokulum

Som mikrobielt inokulum til testen anvendes aktiveret slam fra et rensningsanlag, der overvejende behandler
husholdningsspildevand.

P4 laboratoriet kan grovere praktikler om nedvendigt fiernes ved kort henstand, f.eks. 15 minutter, efterfulgt af
dekantering af det averste lag med finere slampartikler. Alternativt kan sl des efter blanding i fa
sekunder i blender. Hertil kommer, at slammet ber vaskes med vand (fra hanen) eller en isotonisk oplesning; hvis
hazmmende stoffer kan forudses at vare til stede. Efter centrif dek es super fra, hvilket
gentages tre gange.

En mindre mangde af slammet afvejes og terres. Herudfra kan beregnes den mangde af vidt slam, som skal
suspenderes i vand for at opn4 et aktivt slam med et indhold af faste bestanddele suspenderet i en blandet vaske p&
2 til 4 g/1. Dette svarer til en koncentration p4 0,8 til 1,6 g/1i testmediet, hvis den nedenfor anbefalede procedure
folges.

Hvis slammet ikke kan anvendes den dag, det er indsamlet; tilszttes der 50 ml syntetisk spildevand til hver liter
aktiveret slam, der er fremstillet som ovenfor beskrevet; slammet beluftes derefter natten over ved 20 £ 2° C. Det
holdes derefter beluftet, indtil det des den folgende dag. Inden delsen kontroleres pH, som om
nedvendigt bufferes til pH 6 til 8. De faste bestanddele, der er deret i den blandede vaske, b som
beskrevet i foregdende afsnit.

P

Hvis der er behov for at anvende det samme parti slam de efterfolgende dage (hejst fire dage), tilsattes yderligere
50 ml syntetisk spildevand ved hver arbejdsdags slutning.

Fremgangsmdde

Varighed/kontakttid: 30 minutter og/eller tre timer under beluftning

Vand: Drikkevand (om nedvendigt befriet for chlor)
Lufttilfersel: Ren, oliefri luft. Luftgennemstreming 0,5 til 1,0 1/min.
Maleapparatur: Fladbundet kolbe som f.cks. en BOD-kolbe (se figur 1)
Oxygenmdler: } Oxygenelektrode med tilherende skriver
Nzringsoplesning: Syntetisk spildevand (se ovenfor)

Teststof: Testoplosningen laves frisk ved testens begyndelse
Referencestof: F.eks. 3,5-dichlorphenol (mindst tre koncentrationer)
Kontroltest: Inokuleret prave uden teststof

Temperatur: 20 + 2°C.

Nedenfor gives forslag til en eksperimentel procedure, der kan folges for bide testen og referencestoffet i tre-timers
kontaktperioden:

Der anvendes flere beholdere (f.eks. et-liters bagerglas).
Der benyttes mindst fem koncentrationer med et fast koncentrationsforhold P4 helst ikke over 3,2.

P4 tidspunktet »0« fortyndes 16 ml af det syntetiske spildevand med vand til 300 ml. Der tilszttes 200 ml af det
mikrobielle inokulum, og hele blandingen (500 ml) hzldes i en forste beholder (ferste kontrol C,).

Testbehold skal luftes kontinuerligt for at sikre, at oplest ilt (O,) ikke falder under 2,5 mg/l, og at
iltkoncentrationen er i storrelsesorden 6,5 mg/1 umiddelbart for mali af respirationshastighed

P3 tidspunkt »15 minutter« (15 minutter er et vilkarligt, men bekvemt interval) gentages ovenstdende proces,
bortset fra at der tilsattes 100 ml teststofstamoplosning til de 16 ml syntetisk spildevand, fer der tilszttes vand til
300 ml og mikrobielt inokulum til i alt $00 ml. Denne blanding hzldes dernast i et andet bagerglas og beluftes som
omhandlet ovenfor. Denne proces gentages med 15 minutters intervaller med forskellige mangder teststof-
stamoplosning, siledes at der bliver en rakke beholdere med forskellige koncentrationer af teststoffet. Til slut
fremstilles en anden kontrol (C,).



3.1

3.2,

Efter tre timers forlab males pH, og efter god blanding hzldes en del af den ferste beholders indhold over i
al aturet, og respirationshastigheden males over en periode pa indil ti-minutter.

PP

Denne bestemmelse gentages for hver beholders indhold med 15 minutters intervaller, sledes at kontakztiden for
hver beholder bliver tre timer.

Referencestoffet testes med. hver parti mikrobielt inokulum p4 same mide.

Et andet system (f.eks. mere end én oxy, iler) vil vare nodvendigt, nir der skal foretages mélinger efter
30 minutters kontake.

Huvis der krzves miling af det kemiske oxygenforbrug, md der fremstilles andre beholdere, som indeholder
teststof, syntetisk spildevand og vand, men ikke aktiveret slam.

Oxygenforbruget males og registreres efter en beluftningstid p& 30 minutter og/eller tre timer (kontakttid).

DATA OG VURDERING

Respirationshastigheden beregnes ud fra skriverkurven som mg O;/1 x h'mellem ca. 6,5 mg O,/10g 2,5 mg O,/1,
eller over en ti minutters periode; hvis respirationshastigheden er lav. Den del af respirationskurven, som
respirationshastigheden males over, skal vare linezr.

Hvis respirationshastighederne i de to kontroltests ikke ligger inden for 15% af hinanden, eller hvis
refe ffets ECso (30 mi og/eller tre timer) ikke ligger inden for det accepterede omrade (S til 30 mg/1
for 3,5-dichlorphenol), er testen ugyldig og m4 gentages.

Hamningsprocenten beregnes ved hver testkoncentration (se 1.2). Hemningsprocenten aftegnes mod koncen-
tration pd semilogaritmisk papir (eller probit), og der udledes en ECso-vaerdi. «

95 %-konfidensgranserne for ECso-vardierne kan bestemmes ved hjzlp af standardprocedurer.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde felgende:
— teststof: data for kemisk identifikation

— testsystem: kilde, koncentration og eventuel forbehandling af det aktiverede slam

— testbetingelser:
— reaktionsblandi pH for respiratic ali
- testtemperatur

— testens varighed
— referencestof og dets milte ECy
— eventuel abiotisk oxygenoptagelse

— resultater:
— alle malte data
— hzmningskurve og metode til beregning af ECso
— ECjso og om muligt 95 % konfidensgranser, ECzo og ECso

— alle observationer og eventuelle afgivelser fra denne testmetode, som kan have haft indflydelse pa
resultatet.

Fortolkning af data

ECs, verdien m4 kun betragtes som vejledende for teststoffets sandsynlige toksicitet for enten spildevandsbe-

handling med aktiveret slam eller mikroorgani i spild d, da de komplekse vekselvirkninger, der
forekommer i miljeet, ikke kan simuleres nejagtigt i en laboratorietest. Hertil kommer at teststoffer, som har en
h de effekt pd iak oxidation ogsi kan give anledning til atypiske ingskurver. Sad: kurver

ma3 fortolkes med forsigtighed.
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C. 12
BIOLOGISK NEDBRYDNING

MODIFICERET SCAS-TEST

METODE

INDLEDNING

Formalet med denne metode er at bedemme den potentielle fuldstzndige bionedbrydelighed af vandoplaselige,
ikke-flygtige organiske stoffer, nar disse udszttes for ret hoje koncentrationer af mikroorganismer over et lengere
tidsrum. I detre tidsrum holdes mikroorganismerne i live ved en daglig tilfarsel af naring bestdende af bundfaeldet
spildevand. (I forbindelse med weekenden kan spild det opbevares ved 49 C, eller det syntetiske spildevand til
OECD’s confirmatory test kan anvendes.)

Der kan finde fysisk-kemisk adsorption sted p4 de suspenderede faste stoffer, og der skal tages hensyn hertil ved
fortolkningen af resultaterne (jf. 3.2).

1l e

P4 grund af den flydende fases lange opholdstid (36 timer), og da der med um tilferes nari N
simulerer testen ikke de normale vilkr i et spildevandsanlag. De resultater, der er opndet med forskellige
teststoffer, viser, at denne metode har en hej bionedbrydningsevne.

De betingelser, der skabes i denne metode, letter i hoj grad selektion og/ eller adaptation af mikroorganismer, der.
er i stand til at nedbryde teststoffet. (Denne fr dde kan ligeled des til at at fremstille
akklimatiserede inocula til brug i andre tests.)

I denne test vurderes teststoffernes fuldstzndige bionedbrydelighed ved maling af koncentrationen af oplest
organisk kulstof (DOC). Det ber foretrzkkes at bestemme koncentrationen af oplest organisk kulstof efter
oprensning af den sure oplesning snarere end som forskellen mellem total C og uorganisk C.

Ved samtidig brug af en specifik analysemetode kan teststoffets primzre nedbrydning (nedbrydning af en
oprindelige kemiske struktur) vurderes.

Denne metode kan kun anvendes p4 organiske teststoffer, som ved den i analysen anvendte koncentration:
— er oploselige i vand (mindst 20 mg oplest organisk kulstof/1)

— har et ubetydeligt damptryk

— ikke er hemmende overfor bakterier

— ikke adsorberes vasentligt i testsystemet

— ikke gir tabt ved, at testoplesningen skammer.
Teststoffets indhold af organisk kulstof skal vare bekendt.

Oplysninger om de relative mengder af teststoffets hovedkomponenter vil vare nyttige for fortolkningen af de
opniede resultater, specielt i de tilfzlde, hvor resultaterne er lave eller marginale.

Oplysninger om stoffets toksicitet for mikroorganismer kan vare nyttige for fortolkningen for lidet signifikante
resultater og for valg af en egnet testkoncentration.

Definitioner og enheder

C; = koncentration af organisk kulstof i teststoffet, til stede i eller tilsat det bundfzldende spildevand ved
begyndelsen af beluftningsperioden (mg/1)

C, = koncentrationen af oplest organisk kulstof i supernatanten ved afslutningen af beluftningsperioden
(mg/1)

C. = koncentrationen af oplast organisk kulstof i kontrollens supernatant ved afslutningen af beluftningspe-
rioden (mg/1). .

Bionedbrydeligheden defineres i denne test som det organiske kulstofs forsvinden. Bionedbrydningen kan
udtrykkes som:



1.6.

1.6.1.

1. Den procentvise forsvinden Dy, af den. mangde af stoffet, der tilfores dagligr:

Cr-(C-C
D= XG-S0 m
Cr

hvor:
Dy, = nedbrydning/daglig rilforsel.
2. Den procentvise forsvinden Dy af den maengde stof, der er til stede ved hver dags begyndelse:

b o 261+ Ci-Ci-3C .+ 3Cq.y
o 2Cr + Gy - Gy

x 100 [2(a)]

2Cr - 2(C,~C.)
2C; + (C,—Cy)

x 100 [2(b)]

hvor:
D4 = nedbrydning/stof ved dagens begyndelse.

Indekserne i og (i + 1) henviser til testdagen; ligning [2(a)] bor anvendes, hvis spildevandets indhold af oplest
organisk kulstof svinger fra dag til dag, medens ligning [2(b)] kan anvendes, ndr mzangden af oplest organisk
kulstof er forholdsvis konstant fra dag til dag.

Referencestoffer

D visse tilflde kan referencestoffer vaere nyttige ved undersogelsen af et nyt stof. Der kan imidlertid ikke anbefales
noget bestemt referencestof.

Der angives oplysninger om flere forskellige stoffer, der er evalueret i ringtests (jf. tilleeg 1), forst og fremmest for at
testmetdden af og til kan kalibreres, men ogs4 for at resul ne kan i hvis der. des en anden

metode.

Testmetodens princip

Aktiveret slam fra et biologisk rensningsanlag placeres i en semi-kontinuerlig aktiveret slamenhed (semi-continous
activated sludge — SCAS). Teststoffet og bundfzldet husholdni pild d tilferes, og blandingen beluftes i 23
timer. Beluftningen indstilles derefter, slammet gives tid til at bundfzlde sig, og supernatant vasken fiernes.

Det tilbageblevne slam i beluftningskammeret iblandes dernast en yderligere mangde af teststoffer op
spildevandet, hvorefter cyklusen begynder forfra.

Bionedbrydning } ved at b indholdet af oplest organisk kulstof i supernatant vasken. Dette
resultat sammenlignes med resultatet af analysen af vasken fra en kontrolenhed, som kun er tilfort bundfzldet
spildevand.

Safremt der anvendes en specifik analysmetode, kan andringer i koncentrationen af det oprindelige stof som folge
af bionedbrydningen males (primar bionedbrydelighed). :

Kvalitetskriterier

Denne metodes reporducerbarhed, baseret p4 fiernelse af oplast organisk kulstof, er endnu ikke fastsiiet. (For s&
vidt angir primzr bionedbrydning, er der opndet meget nojagtige data for let nedbrydelige stoffer).

Metodens folsomhed afhznger i vid udstrekning af variabiliteten i blindpreven og i mindre grad af den
ngjagtighed, hvormed indholdet af oplest organisk kulstof kan bestemmes, eller af vaskens indhold af teststof ved
pibegyndelsen af hver enkelt cyklus.

Beskrivelse af testproceduren

Forberedelse

Er tilstraekkeligt antal rene beluftingsenheder (i stedet kan den oprindelige 1,5 1 SCAS-proveenhed anvendes) og
luftrilforselsslanger (figur 1) for hvert enkelt teststof og il kontrollen klargeres. Den komprimerede luft, der
tilfares testenhederne, renses med et vatfilter og bor vare fri for organisk kulstof og vre forudmatter med vand, s3
fordampningstab reduceres.

Fra et aktiveret slamanlzg der primart behandler husholdni pild d, tages en preve af blandet vaske,
indeholdende 1 til 4 g deret fast stof pr. liter.

P
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Til hver beluftningsenhed kraves ca. 150 ml af den blandede vaske.

Stamoplesninger af teststoffet tilberedes i destilleret vand. Den normalt kravede koncentration er 400 mg organisk
kulstof pr. liter hvilket giver en koncentration af teststoffet pd 20 mg/l ved pabegyndelsen af hver
beluftningscyklus, sifremt der ikke finder bionedbrydning sted.

Der kan anvendes hejere koncentrationer, hvis toksiciteten over for mikroorganismerne tillader det.

Slamoplesningernes indhold af organisk kulstof méles.

Testbetingelser
Testen ber foretages ved 20 til 25° C.

Der anvendes en hej koncentration af aerobe mikroorganismer (fra 1 til 4 g suspenderet fast stof pr. liter), og den
effektive opholdstid er 36 timer. Det kulstofholdige materiale i det tilferte spildevand iltes grundigt, sdvanligvis
inden otte timer efter pdbegyndelsen af hver beluftningscyklus. Derefter respirerer slammet endogent i resten af
beluftningsperioden, hvorunder det eneste tilgzngelige substrat er teststoffet, medmindre ogsd dette metaboliseres
hurtigt. Disse forhold, kombineret med daglig genpodning af preven nir husholdningsspildevand anvendes som
medium, giver uhyre gunstige betingelser for sivel akklimatisering som hej grad af bionedbrydning.

Gennemforelsen af testen

Der fremstilles en prove af blandet vaske fra en laboratorieenhed, der overvejende behandler husholdningsspil-
devand eller fra et egnet aktiveret slamanlag, og praven opbevares under aerobe betingelser indtil anvendelsen i
laboratoriet. Hver beluftni hed samt kontrolenheden pifyldes 150 ml (hvis den oprindelige SCAS-test
anvendes, multipliceres de anferte volumener med 10) blandet vaske, og beluftningen pbegyndes. Efter 23 timers
forleb indstilles beluftningen, og stammet bundfzldes i 45 mmutter Hanen p4 hver kolbe ébnes successwt, og der
udtages 100 ml af supernatant vasken. Der klargores en prove bundfaldet husholdni

for brug, og 100 ml heraf tilszttes det tilbageblevne slam i hver beluftningsenhed. Beluftningen pabegyndes p4 ny.
P4 dette stadium tilszttes intet teststof. Enhederne tilszttes dagligt husholdningsspildevand, men kun indtil det
tidspunkt, hvor bundfaldni 1 i en klar supernatant vaske. Dette tager sedvanligvis op til to uger,
hvorefter det oploste organiske kulstof i supernatant vasken ved afslutningen af hver beluftningscyklus nzrmer sig
en konstant vardi.

Ved afslutningen af dette tidsrum blandes de forskellige bundfzldede slamprever, og 50 ml af denne blandede
slamprave tilsattes til hver enhed.

lenhed dfaeld 1d.

Der tilszttes 95 ml bundfzldet spildevand og 5 ml vand til kontrc ne, 0g 95 mlb p d plus
5 ml af den pigzldende stamoplesning af teststoffet (400 mg/1) til hederne. Beluftningen pdbegyndes atter og
fortseettes i 23 timer. Slammet bundfaldes i 45 minutter, og supernatant vasken fjernes og analyseres for oplest
organisk kulstof.

£

Ovenstdende pafyldnings- og ocedure dagligt under hele testens forleb.

Inden bundfaldningen kan det vare nedvendigt at rense enhedernes vagge for at forhindre akkumulering af faste
stoffer over vaskens niveau. For at undg4 krydskontaminering anvendes der en separat skraber eller berste for hver
enkelt enhed.

Ideelt set ber indholdet af oplest organisk kulstof i supernatant vaskerne bestemmes dagligt, selv om mindre
hyppige analyser kan tillades. Inden analysen filtreres vaskerne gennem vaskede membranfiltre med en
porestorrelse pa 0,45 pm, eller vaskerne centrifugeres. Membranfilter er egnede; hvis der er sikkerhed for, at de
hverken afgiver kulstof eller adsorberer stoffet under filtreringen. Provens temperatur m4 ikke overstige 40° C, s&
lznge den er i centrifugen.

Testens varighed er ubestemt for stoffer, der udviser ringe eller ingen bionedbrydning. Erfaringerne viser dog, at
den generelt ber vare mindst tolv uger, men ikke lengere end 26 uger.

DATA OG EVALUERING

Vardierne for indholdet af oplest kulstof i supernatant vaskerne i hederne og i kontrolenhederne afbildes
mod tiden i et koordinatsystem.

Efterhdnden som nedbrydningen skrider frem, vil niveauet i testenheden naerme sig niveauet i kontrolenheden. Nir
forskellen mellem de to niveauer er konstant i tre p4 hinanden felgende mli y fores der et tilstrzkkeligt
antal yderligere milinger til en statistisk behandling af dataene, og den procentvise bionedbrydning af teststoffet

beregnes (Dy, eller Dy, jf. 1.2).
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RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— fuldstzndige oplysninger om spildevandets art, om hvilken type enhed der er anvendt samt om forsegsresul-
taterne vedrorende teststoffet, referencestoffet, hvis et sidan er anvendt, og blindpreven

— temperatur
— kurve for det organiske kulstofs forsvinden, med beskrivelse af beregningsmetode (jf. 1.2)

— dato og sted for praveudtagning af aktiveret slam og spildevand, status vedrerende adaptation, koncentration
osv.

— videnskabelige grunde til eventuelle zndringer i testproceduren

— underskrift og dato.

Fortolkning af resultaterne

Eftersom det stof, der kan testes med denne metode, ikke vil vre let bionedbrydeligt, vil enhver forsvinden af
oplest organisk kulstof, som udelukkende skyldes bionedbrydning, normalt forlebe gradvis over dage eller uger,
undtagen i sidanne tilfzlde, hvor akklimatiseringen er pludselig, hvilket fremgar af en abrupt forsvinden efter
nogle uger. .

Fysisk-kemisk adsorption kan imidlertid nogle gange spille en betydelig rolle. Dette er tilfzldet, nir der ved
begyndelsen indtrzder en fuldstzndig eller delvis forsvinden af det tilsatte oplaste organiske kulstof. Hvad der
derefter sker, afhnger af forskellige faktorer, sAsom adsorptionsgraden og koncentrationen af suspenderet fast
stof i det bortkastede spildevand. Forskellen mellem koncentrationen af oplest organisk kulstof i kontrol- og
testenhedernes supernatant vasker oges szdvanligvis gradvis fra den forst indtrufne vardi, og denne forskel
forbliver dernast p4 den nye vardi under resten af forsoget, medmindre der finder akklimatisering sted.

Nir der skal skelnes mellem bionedbrydning (eller delvis bionedbrydning) og adsorption, er yderligere analyser
pakravet. Dette kan geres p4 flere forskellige mader, men den mest plidelige metode er at anvende supernatant
vasken, eller slam, som podestof i en basisszt test (helst en respirometrisk test).

Teststoffet, der resulterer i omfattende, ikke adsorptiv forsvinden af oplast organisk kulstof, bor i denne test
betragtes som potentielt bionedbrydelige. Delvis ikke adsorptiv forsvinden tyder p4, at stoffet i hvert fald er.
bionedbrydeligt til en vis grad.

Ringe eller ingen forsvinden af oplast organisk kulstof kan skyldes teststoffets h ing af mikroorgani ne.
Dette kan ligeledes afslores af lysis og tab af slam, hvilket giver uklare supernatant vasker. Testen ber i s3 fald
gentages med anvendelse af en lavere koncentration af teststoffet.

Anvendelsen af en specifik analysemetode eller C-14-mzrket teststof kan give sterre falsomhed. Anvendes der et
C-14-teststof, vil genfinding af 14CO; bekrzfte, at der fundet bionedbrydning sted.

Safremt der ligeldes angives resultater for primar bionedbrydning, ber der om muligt gives en forklaring pa den
forandring i den kemiske struktur, der medferer, at det oprindelige teststof ikke kan pavises.

Valideringen af analysemetoden skal anfores sammen med vardierne for blindprevemediet.

REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 302 A. Decision of the Council C(81) 30 Final.



SCAS-test: eksempel pd resultater

Tilleg 1

Stof Cr G —C biondeadni Te?;n 3
to! © ionedbrydning varighe
(mg/1) (mg/1) . (dage)
4-acetylaminobenzensulfonat 17,2 2,0 85 40
Tetrapropylenbenzensulfonat 17,3 8,4 51,4 40
4-nitrophenol 16,9 0,8 95,3 40
Diethylen glycol 16,5 0,2 98,8 40
Anilin 16,9 1,7 95,9 40
Cyclopentantetracarboxylat 17,9 3,2 81,1 120

Tilleg 2

Eksempel pi apparatur

Figur 1

fa———30mm ——n{

Rumfang 50 ml
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1.2

C.13 BIOKONCENTRERING: GENNEMSTR@MNINGSTEST MED FISK
METODE

Denne biokoncentreringsmetode er en gengivelse af OECD Test Guideline 305 (1996).

INDLEDNING

| denne metode beskrives en fremgangsmade for karakterisering af stoffers biokoncentreringspotentiale i fisk
under gennemstrgmning. Test ved gennemstrgmning er langt at foretraekke, men ogsa semi-statiske systemer
tillades, forudsat at gyldighedskriterierne er opfyldt.

Testen er sa detaljeret beskrevet, at den kan udfares, samtidig med at der er tilstreekkelig frined til at tilpasse
tilretteleegningen af forsggene til seerlige forhold i laboratorierne og teststoffernes seerlige egenskaber. Metoden
er bedst til stabile organiske kemiske stoffer med en lggveerdi mellem 1,5 og 6%) men den kan ogs&
anvendes for ekstremt lipofile stoffer (med log,P 6,0). Den pa forhand skennede biokoncentreringsfaktor
(BCF), undertiden benaevntgKfor sddanne ekstremt lipofile stoffer vil normalt vaere hgjere end den veerdi af
ligeveegtsbiokoncentreringsfaktoren (B§gf man ma forvente at finde ved laboratorieforsgg. Forhandssken
over biokoncentreringsfaktoren for organiske stoffer med legv@erdier op til ca. 9,0 kan beregnes efter
udtrykket i Bintein et aP De parametre, der karakteriserer biokoncentreringspotentialet, er
hastighedskonstanten for optagelsg,(Rastighedskonstanten for udskillelsg) (&g BCFss

Radioaktivt meerkede teststoffer kan ggre analyse af vand- og fiskeprgver lettere og kan benyttes til at afggre,
om der skal foretages identifikation og kvantitativ bestemmelse af nedbrydniatydqper. Hvis den samlede
maengde radioaktivt restmateriale males (f.eks. ved forbreending eller oplgsning af vaev), vil BCF blive baseret
pa den oprindelige forbindelse, eventuelle tilbageholdte metabolitter og assimileret kulstof. BCF-veerdier, der
baseres pa det samlede indhold af radioaktivt materiale, kan derfor iitesammenlignes direkte med en
BCF-veerdi, der er bestemt ved specifik kemisk analyse for den oprindelige forbindelse alene.

Ved undersggelser med radioaktivt meerkede stoffer kan der benyttes oprensningsprocedurer til bestemmelse af
BCF baseret pa den oprindelige forbindelse, og de vigtigste metabolitter kan om ngdvendigt karakteriseres.
Man kan ogs& kombinere en undersggelse af metabolisme i fisk med en biokoncentreringsundersggelse ved at
analysere og identificere stofrester i vaev.

DEFINITIONER OG ENHEDER

Ved biokoncentrering/bioakkumulering forstds en koncentrationsforggelse af teststoffet i eller pd en
organisme (eller specificerede veev deraf) i forhold til koncentrationen af teststoffet i det omgivende medium.

Ved biokoncentreringsfaktoren (BCF eller Ks) pd et givet tidspunkt under optagelsesfasen af
akkumuleringstesten forstas koncentrationen af teststoffet i/pa fiskene eller specificerede vaevdergfg(C
(ppm)) divideret med koncentrationen af det kemiske stof i det omgivende mediunu@@nl (ppm)).

Ligevaegtshiokoncentreringsfaktoren(BCFss eller Kg) aendrer sig ikke veesentligt over et laengere tidsrum,
idet koncentrationen af teststoffet i det omgivende medium er konstant i dette tidsrum.

Man taler om et plateau eller en ligeveegtstilstand afbildningen af teststoffet i fisk (¢ mod tiden, nar

kurven bliver parallel med tidsaksen, nar 3 pa hinanden fglgende analysei af&ver, der er udtaget med
mindst 2 dages mellemrum, ligger inden for = 20% af hinanden, og nar der ikke er nogen signifikante forskelle
mellem de 3 prgveudtagningsperioder. Ved pooling af praver til analyse, kreeves der mindst 4 p& hinanden
falgende analyser. For teststoffer, der optages langsomt, vil et interval pd 7 dage vaere mere passende.
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En biokoncentreringsfaktor, der er beregnet direkte ud fra kinetiske hastighedskonstaniie)(kbetegnes
den kinetiske koncentreringsfaktor, BCF

Ved octanol-vand fordelingskoefficienten(Poy) forstas forholdet mellem et kemisk stofs oplgselighed i n-
octanol og vand ved ligeveegt (metode A.8), ogsa betegretlidgaritmen til B, benyttes som rettesnor for et
kemisk stofs potentiale for biokoncentrering i vandorganismer.

Ved eksponeringsfasen eller optagelsesfastarstds det tidsrum, hvori fiskene udsaettes for teststoffet.

Ved hastighedskonstant for optagelse (k;) forstds den talveerdi, der angiver hastigheden for
koncentrationsforggelsen af teststoffet i eller pa fiskene (eller specificerede veev deraf), nar fiskene udszettes for
stoffet (k udtrykkes i dag.

Ved udskillelsesfaserforstas det tidsrum efter overfgrsel af forsggsfiskene fra et medium med teststoffet i til et
medium uden stoffet, hvor man undersgger utidken (eller nettoafgivelsen) af stoffet fra forsggsfiskene (eller
specificerede veev deraf).

Ved hastighedskonstant for udskillelse (ko) forstds den talveerdi, der angiver hastigheden for
koncentrationsfaldet af teststoffet i forsggsfiskene (eller specificerede veev deraf), efter at de er overfart fra et
medium med teststoffet i til et medium uden dette stefudtrykkes i dag).

TESTMETODENS PRINCIP

Testen falder i to faser, en eksponeringsfase (optagelsesfase) og en udskillelsesfase. | optagelsesfasen udseettes
separate grupper af fisk af én art for mindst to koncentrationer af teststoffet. De overfares derneest til et medium
uden teststoffet, hvor udskillelsesfasen forlgber. Der kreeves altid en udskillelsesfdsgen hvis optagelsen

af stoffet under eksponeringsfasen har veeret ubetydelig (f.eks. hvis BCF er mindre end 10). Under begge testens
faser fglges koncentrationen af stoffet i eller pa fiskene (eller specificerede vaev deraf). Der holdes samtidig en
kontrolgruppe af fisk under samme betingelser bortset fra, at der ikke er noget teststof til stede, sd& man kan
sammenholde eventuelle skadevirkninger i biokoncentreringstesten medswarende kontrolgruppe og
bestemme baggrundskoncentrationer af teststof.

Optagelsesfasen varer i 28 dage, medmindre det godtggres, at der inden da er indtradt ligeveegt. Ud fra
ligningerne i bilag 3 kan man forudsige, hvor lang tid optagelsesfasen vil vare, og hvor lang tid der vil g&, inden
der er ligeveegt. Udskillelsesperioden indledes derneest ved, at fiskene overfgres til en ren beholder med samme
medium men uden teststof. Nar det er muligt, beregnes biokoncentreringsfaktoren bade som forholggt (BCF
mellem koncentrationen i fiskene g i vandet (G) ved ligeveegt, og som kinetisk biokoncentreringsfaktor
(BCR) som forholdet mellem hastighedskonstanterne for optagelgeok udskillelse (K), idet kinetikken

antages at veere af fgrste orden. Hvis det er abenbart, at kinetikken ikke er af farste orden, ma der benyttes mere
komplekse modeller (bilag 5).

Hvis der ikke nas ligeveegt inden 28 dage, forleenges optagelsesfasen, indtil der er opnaet ligeveegt, dog hajst 60
dage; derefter pabegyndes udskillelsesfasen.

Hastighedskonstanten for optagelse, hastighedskonstanten for udskillelse (eller konstanterne, hvis der er tale om
mere komplekse modeller), biokoncentreringsfaktoren og s& vidt muligt konfidensgraenser for hver af disse
parametre beregnes ud fra den model, der bedst beskriver de malte koncentrationer af teststof i fisk og vand.

BCF udtrykkes som en funktion af fiskenes samlede veegt. | seerlige tilfeelde kan dog bestemte veev eller organer
(f.eks. muskelveev eller lever) anvendes, hvis fiskene er tilstraekkelig store, eller fiskene kan opdeles i en
spiselig fraktion (filet) og en ikke-spiselig fraktion (indvolde). Da der for mange organiske stoffer er en tydelig
sammenhgeng mellem biokoncentreringspotentialet og stoffets lipofile karakter, er der en tilsvarende
sammenhaeng mellem forsagsfiskenes fedtindhold og stoffernes observerede biokoncentrering. For at imgdega
sddanne udsving i forsggsresultater for steerkt lipofile stoffer (dvs. deg>P3) ber biokoncentreringen
udtrykkes bade i forhold til fedtindholdet og i forhold til den samlede legemsveegt.
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1.7.1

Fedtindholdet skal om muligt bestemmes pa det samme biologiske materiale, som benyttes til bestemmelse af
teststoffets koncentration.

OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

Inden biokoncentreringstesten udfares, skal falgende oplysninger om teststoffet foreligge:

a) oplgselighedivand
b)  octanol-vand fordelingskoefficientP(betegnes ogsads, bestemt ved en HPLC-metode i A.8)
c) hydrolyse

d) fotokemisk omdannelse i vand bestemt ved bestraling med sollys og simuleret sollys under samme
bestralingsforhold som ved testen for biokoncentréting

e) overfladespaending (dvs. for stoffer, hvig, ikke kan bestemmes)
f) damptryk

g) umiddelbar bionedbrydelighed (nar det er relevant)

Blandt andre ngdvendige oplysninger er toksiciteten over for den fiskeart, der benyttes til testen, helst den
asymptotiske (dvs. tidsuafhaengige)doMer skal foreligge en passende analysemetode med kendt ngjagtighed,
preecision og fglsomhed til kvantitativ bestemmelse af teststoffet i oplgsninger og biologisk materiale og
oplysninger om, hvordan praver forberedes og opbevares. Hvis der bfiiyeseerkede teststoffer, skal den
procentdel af radioaktiviteten, der skyldes urenheder, veere kendt.

TESTENS GYLDIGHED

Falgende betingelser skal veere til stede for, at testen betragtes som gyldig:
- temperaturudsving ma ikke veere stgrre end + 2°C
- koncentrationen af oplast oxygen méa ikke komme under 60% af maetning

- koncentrationen af teststoffet i kamrene skal ligge inden for + 20% af gennemsnittet af de malte veerdier
under eksponeringsfasen

- dgdeligheden og andre skadevirkninger/sygdomme ma ved testens afslutning hgjst veere 10% bade i
kontrolgruppen og i de eksponerede fisk; hvis testen straekker sig over flere uger eller maneder, mé&
dadsfald og andre skadevirkninger i begge grupper hgjst veere 5% om maneden og hgjst 30% i alt.

REFERENCESTOFFER

Det kan veere nyttigt at anvende referencestoffer med kendt biokoncentreringspotentiale til kontrol af
forsggsmetoden, hvis dette er pakraevet. Der kan dog endnu ikke anbefales nogen bestemte stoffer.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Apparatur

Det skal omhyggeligt undgas, at der i nogen dele af udstyret anvendes materialer, der kan oplgses eller
adsorbere, absorbere eller afgive stoffer og have en skadelig virkning péa fiskene. Der kan benyttes rektanguleere
eller cylindriske standardkar af kemisk inert materiale og passende stgrrelse i forhold til meengden af fisk.
Blzde plastslanger bar benyttes mindst muligt. Der skal helst bruges rar og slanger &f tefoinit stal eller

glas. Erfaringerne har vist, at det til stoffer med hgj adsorptionskoefficient sdsom syntetiske pyrethroider kan
veere ngdvendigt at bruge silancoatet glas. | sddanne tilfeelde ma udstyret kasseres efter brug.



1.7.2

1.7.3

174

Vand

Til testen benyttes saedvanligvis rdvand, som skal vaere af ensartet kvalitet og komme fra en ikke-forurenet
kilde. Vand til fortynding skal veere af en sadan kvalitet, at den valgte fiskeart kan overleve akklimatiserings-
og testperioden, uden at deres udseende eller adfaerd bliver unormal. Allerhelst bgr det godtgares, at fiskearten
kan overleve, vokse og formere sig i fortyndingsvandet (f.eks. i laboratoriekultur eller en toksicitetstest over en
hel livscyklus). Vandet skal beskrives i hvert fald ved sit pH, hardhed, tgrstof i alt og organisk kulstof i alt, og
gerne ogsa indholdet af ammonium, nitrit og nitrat, samt for saltvandsfisk saltholdigheden. Selv om det er
velkendt, hvilke parametre der er vigtige for fisks velfeerd, er der i bilag 1 anfgrt anbefalede
maksimumkoncentrationer for en raekke parametre for fersk- og saltvand til forsgg.

Vandet skal veere af konstant kvalitgtder hele forsgget. Dets pH skal veere mellem 6 og 8,5 men for en given
test skal det ligge konstant inden for + 0,5. For at sikre at fortyndingsvandet ikke ubehgrigt pavirker
forsggsresultatet (f.eks. ved kompleksdannelse med teststoffet) eller indvirker negativt pa fiskebestanden,
udtages der regelmaessigt praver til analyse. Indholdet af tungmetaller (f.eks. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd og Ni), vigtige
anioner og kationer (f.eks. Ca, Mg, Na, K, Cl og S&(esticider (f.eks. organiske phosphorforbindelser i alt og
organiske chlorforbindelser i alt), organisk kulstof i alt og opsleemmet tgrstof bgr bestemmes f.eks. hver tredje
méned, nar fortyndingsvandet vides at veere af forholdsvis konstant kvalitet. Hvis vandkvaliteten kan pavises at
have vaeret konstant i mindst et ar, kan hyppigheden saettes ned (til f.eks. hvert halve &r).

Bade det naturlige partikelindhold og indholdet af organisk kulstof i alt (TOC) i fortyndingsvandet skal vaere s&
lavt som muligt, s& man undgar adsorption af teststoffet til organisk materiale, hvilket kan nedsaette dets
biotilgeengelighetl. Den hgjeste acceptable veerdi er 5 mg/l for partikler (tarstof, der ikke passerer enf),45

filter) og 2 mg/l for organisk kulstof i alt (se bilag 1). Om ngdvendigt ma vandet filtreres inden brugen.
Bidraget til indholdet af organisk kulstof i vandet fra testfiskene (ekskrementer) og federester skal holdes sa
lavt som muligt. Under hele testen ma koncentrationen af organisk kulstof i testkarret ikke overstige
koncentrationen af organisk kulstof hidrgrende fra teststoffet og et eventuelt oplgsende stof med mere end 10
mg/l (+ 20%).

Testoplgsninger

Der fremstilles en stamoplgsning af teststoffet med en passende koncentration. Den skal helst fremstilles ved
simpel blanding eller omrystning af teststoffet med vand. Brug af oplgsningsmidler eller dispergeringsmidler
(oplgsende stoffer) anbefales ikke, men det kan i visse tilfeelde veere ngdvendigt for at opnd en passende
koncentreret stamoplgsning. Som oplgsningsmiddel kan der benyttes ethanol, methanol, ethylenglycol-
monomethylether, ethylenglycoldimethylether, dimethylformamid eller  triethylenglycol. Som
dispergeringsmiddel kan benyttes Cremophor RH40, Tween 80, 0,01% methylcellulose eller HCO-40. Der bgr
udvises forsigtighed med brug af let bionedbrydelige midler, da de kan skabe problemer med bakterieveekst i
test med gennemstrgmning. Teststoffet kan vaere radioaktivt meerket og skal vaere af starst mulig renhed (f.eks.
helst > 98%).

Til forsgg med gennemstrgmning kreeves der et system, der kontinuerligt leverer og fortynder en stamoplgsning
af teststoffet (f.eks. doseringspumpe, proportionalfortynder, meetningssystem), til tilfgrsel af teststoffet til
kamrene. Der tilstreebes en udskiftning p& mindst 5 gange dagligt pr. testkammer. Gennemstrgmningsmetoden
bar foretraekkes, men kan det ikke lade sig gare (f.eks. hvis testorganismerne tager skade), kan der bruges en
semi-statisk teknik, forudsat at gyldighedskriterierne er opfyldt. Flowhastighederne for stamoplgsning og
fortyndingsvand kontrolleres 48 timer fgr testens begyndelse og derefter mindst dagligt under testen. Ved denne
kontrol méles flowet i hvert testkammer, og det sikres, at det ikke varierer med mere end 20%, hverken inden
for hvert kammer eller mellem kamrene.

Valg af fiskeart

Blandt de vigtige kriterier ved valg af fiskearten er, at den skal veere let at f& fat i, kunne fas i passende
starrelser og let kunne holdes i laboratoriet. Andre kriterier for valg af fiskeart kan veere dens rekreative,
kommercielle eller gkologiske betydning, dens fglsomhed i forhold til andre arter og gode erfaringer med den.
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| bilag 2 er anfart nogle fiskearter, som anbefales til test.Der kan anvendes andre arter, men testmetoden mé i sé
fald tilpasses, sa testbetingelserne bliver passende. Der skal da anfgres werddegrfor valg af art og
testmetode.

Opbevaring af fisk

Stampopulationen af fisk akklimatiseres i mindst 2 uger i vand ved testtemperaturen og gives hele tiden
tilstreekkeligt af det foder, som skal benyttesder testen.

Efter en 48-timers tilpasningsperiode noteres dgdeligheden, og der anvendes falgende kriterier:

- dgdelighed over 10% efter 7 dage: hele partiet forkastes
- dgdelighed mellem 5% og 10% efter 7 dage: akklimatiseringen fortseettes i endnu 7 dage

- dgdelighed under 5% efter 7 dage: paréietepteres; hvis dgdeligheden er over 5% eftena 7 dage,
forkastes hele partiet.

Det sikres, at ingen af fiskene til testen har synlige sygdomme eller misdannelser. Syge fisk kasseres. Fisk ma
ikke behandles mod sygdomme hverken under testen eller i to uger forud for testen.

TESTENS UDF@RELSE

Indledende test

Det kan veere nyttigt at gennemfgre et indledende eksperiment med henblik pa at optimere testbetingelserne for
den endelige test, f.eks. valg af koncentration(er) af teststoffet og leengden af eksponerings- og
udskillelsesfasen.

Eksponeringsbetingelser

Optagelsesfasens leengde

Forudsigelse af optagelsesfasens laengde kan ske pa grundlag af praktiske erfaringer (f.eks. fra en tidligere
undersggelse eller et andet kemisk stof, der akkumuleringsmaessigt ligner) eller ved hjeelp dfigerske
empiriske sammenhaenge ud fra kendskab til stoffets oplgselighed i vand eller dets octanol/vand
fordelingskoefficient (se bilag 3).

Optagelsesfasen bgr vare 28 dage, medmindre det kan godtgares, at der inden da er indtradt ligeveegt. Er der
ikke opnaet ligevaegt efter 28 dage, forlaenges optagelsesfasen, og malingerne fortseettes, indtil der er naet
ligeveegt, dog hgjst 60 dage.

Udskillelsesfasens leengde

Normalt er en periode pa halvdelen af optagelsesfasen tilstraekkeligt til at opna et passende fald (f.eks. 95%) i
fiskenes belastning med stoffet (se redeggrelsen for skagnnet i bilag 3). Hvis der skal bruges urealistisk lang tid

til at opna et fald pa 95%, f.eks. dobbelt s& lang tid som en normal optagelsesfase (dvs. mere end 56 dage), kan
tidsrummet seettes ned (dvs. indtil koncentrationen af teststoffet er mindre end 10% af ligeveegtskoncen-
trationen). For stoffer med mere komplekse optagelses- og udskillelsesmgnstre end det, hvor fisken betragtes
som en helhed, og hvor der geelder fersteordenskinetik, ma der dog benyttes en lzengere udskillelsesfase til
bestemmelse af hastighedskonstanterne. Periodens leengde kan f.eks. bestemmes af, hvor leenge koncentrationen
af teststoffet i fiskene er hgjere end pavisningsgraensen.

Antal testfisk

Der udveelges sd mange fisk pr. testkoncentration, at der mindst er 4 fisk til radighed pr. pregve ved hver
prgveudtagning. @nskes der starre statistisk styrke, ma antallet af fisk pr. prgve ages.
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Hvis der benyttes voksne fisk, anfgres i rapporten, om der er brugt hanner, hunner eller begge kon i
eksperimentet. Hvis begge kan er anvendt, skal det dokumenteres, at der inden eksponeringen ikke er nogen
signifikant forskel i fedtindhold mellem kgnnene; pooling af alle hanner og hunner kan veere pakraevet.

Til en given test udvaelges der fisk af samme vaegt, séledes at den mindste ikke vejer mindre end to tredjedele af
den starste. Alle fisk skal veere af samme argang og komme fra samme kilde. Da fiskenes alder og veegt
undertiden synes at indvirke signifikant p& BCF-veerdiBrnekal disse oplysninger noteres ngjagtigt. Det
anbefales, at man inden testen danner sig et sken over gennemsnitsvaegten ved at veje en delprgve af
fiskebestanden.

Belastning

Der benyttes et hgjt forhold mellem vand og fisk, sa faldet,is6m falge af overfarsel af fiskene ved testens
begyndelse bliver s& lille som muligt, og forwtdgd, at koncentrationen af oplgst oxygen falder. Det er vigtigt,

at belastningen afpasses efter den anvendte fiskeart. | alle tilfeelde anbefales normalt en belastning pa 0,1-1,0 g
fisk (v&d veegt) pr. liter vand pr. dag. Belastningen kan seettes op, hvigadiégares, at den ngdvendige
koncentration af teststof kan fastholdes inden for £ 20%, og at koncentrationen af oplgst oxygen ikke kommer
under 60% af maetning.

Der skal tages hensyn til fiskeartens normale levevilkar ved valget af belastning. Eksempelvis kan bundfisk
kreeve stgrre bundareal i akvariet for samme vandrumfang end pelagiske fiskearter.

Fodring

Under akklimatisering og test gives fiskene passende foder med kendt fedt- og proteinindhold i en sadan
maengde, at de forbliver sunde og bevarer deres legemsveegt. Fiskene fodres dagligt under akklimatisering og
test med en maengde svarende til ca. 1-2% af legemsvaegten; p& denne made holdes fedtkoncentrationen i de
fleste fiskearter nogenlunde konstant under testen. Fodermaengden beregnes pa ny f.eks. en gang om ugen, sa
legemsveegt og fedtindhold holdes konstant. Til denne beregning kan man sk@nne veegten af fiskene i de enkelte
kamre ud fra veegten af de fisk, der senest er taget op fra det padgeeldende kammer. De fisk, der bliver tilbage i
kamrene, ma ikke vejes.

Hver dag kort efter fodringen (Y2-1 time) suges overskydende foder og ekskrementer op fra testkamrene.
Kamrene holdes s& rene som muligt under testen, s koncentrationen af organisk kulstof er s& lav som muligt,
eftersom tilstedevaerende organisk kulstof kan nedseette teststoffets biotilgaendelighed

Da meget foder er fremstillet af fiskemel, ma det analyseres for teststoffet. Foderet bgr tillige analyseres for
pesticider og tungmetaller.

Lys og temperatur

Lysperioden er normalt 12-16 timer, og temperaturen (x 2°C) skal veere afpasset efter testfiskearten (se bilag 2).
Belysningens type og karakteristika skal veere kendt. Man bgr veere opmaerksom pa en eventuel fotokemisk
omdannelse af teststoffet ved belysningsforholdene under undersggelsen. Der skal benyttes en passende
belysning, hvor det undgas, at fiskene udsaettes for kunstigt fremkaldte fotokemiske omdannelsesprodukter. Det
kan i nogletilfeelde vaere hensigtsmaessigt at afbleende UV-stréiimtpr 290 nm med etifer.

Testkoncentrationer

Fiskene udsaettes under gennemstrgmning for mindst to koncentrationer af teststoffet i vand. Normalt saettes den
hgjeste koncentration af teststoffet til ca. 1% af den akutte asymptotisieogGnindst 10 gange hgjere end
pavisningsgraensen i vand ved den anvendte analysemetode.
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Den hgijeste testkoncentration kan ogsa fastseettes ved division af den akutte Q6mddCet passende
akut/kronisk-forhold (for nogle kemiske stoffer vil et passende forhold ligge fra ca. 3 40Q@). Om muligt

veelges den eller de andre testkoncentrationer, séledes at den (de) er en faktor 10 lavere. Kan det ikke lade sig
gare pa grund af 1% af Légkriteriet og analysegraensen, kan der benyttes en mindre faktor, eller man kan
overveje at benytte'“C-maerket teststof. Der ma ikke benyttes koncentrationer hgjere end teststoffets
oplgselighed.

Hvis der benyttes et oplgsende stof, ma koncentrationen ikke vaere stgrre end 0,1 ml/l, og den skal veere den
samme i alle testkar. Dette stofs og teststoffets bidrag til det samlede indhold af organisk kulstof i testvandet
skal veere kendt. Det skal dog sé& vidt muligt undgas at benyttes sddanne materialer.

Kontrolgrupper

Der skal ud over testreekken veere en kontrolgruppe med fortyndingsvand eller en kontrolgruppe med et
eventuelt oplgsende stof, forudsat at det er fastslaet, at det oplasende stof ikke har nogen virkning pa fisk. Er
det ikke tilfeeldet, skal begge kontrolgrupper forefindes.

Hyppighed af malinger af vandkvaliteten

Under testen males oplgst oxygen, TOC, pH og temperatur i alle kar. | kontrolkarrene og karret med den hgjeste
koncentration méles vandet samlede hardhed og saltholdighed, hvis det er relevant. Som minimum males oplgst
oxygen og eventuel saltholdighed 3 gange - ved begyndelsen, midt i og ved slutningen af optagelsesperioden -
og en gang ugentligt i udskillelsesperioden. TOC males ved testens begyndelse (24 h og 48 h for
optagelsesfasen begynder), far fiskene overfgres, og mindst en gang ugemtlégt bade optagelses- og
udskillelsesfasen. Temperaturen males dagligt, pH ved begyndelsen og slutningen af hver periode, og hardheden
én gang ved hver test. Temperaturen skal helst fglges kontinuerligt i mindst ét af karrene.

Prgveudtagning og analyse af fisk og vand
Plan for udtagning af pragver af fisk og vand

Der udtages praver af vandet fra testkamrene med henblik pd bestemmelse af teststofkoncentrationen, bade
inden fiskene overfgres og under optagelses- ogillelslesfasen. Som minimum udtages der prgver af vandet
samtidig med prgver af fisk og far fodring. Under optagelsesfasen bestemmes teststofkoncentrationen til kontrol
af, at gyldighedskriterierne er opfyldt.

Der udtages prgver af fisk mindst 5 gange under optagelsesfasen og mindst 4 gange uiltisesfsisen. Da

det i nogletilfaelde vil veere vanskeligt at beregne et rimelig praecist skan over BCF-veerdien ud fra dette
prgveantal, isaer hvis det formodes, at udskillelsen ikke fglger en simpel farsteordenskinetik, kan det anbefales
at gge prgveudtagningshyppigheden i begge perioder (se bilag 4). De ekstra pr@gver opbevares og analyseres
kun, hvis resultaterne af den farste analyserunde visertistraekkelig til beregning af BCF med den gnskede
preecision.

| bilag 4 er der vist et eksempel pa en acceptabel prgveudtagningsplan. Der kan let opstilles andre planer efter
beregning af eksponeringstider for 95% optagelse ud fra andre antaguasRlier.

Pragveudtagningen fortszettes under optagelsesfasen, indtil der er opnaet ligeveegt, dog hgjst 28 dage. Er der ikke
naet ligeveegt inden for 28 dage, fortseettes praveudtagningen, indtil der er opnaet ligeveegt, dog hgjst 60 dage.
Far udskillelsesfasen overfgres fiskene til rene kar.

Udtagning og forberedelse af pragver

Vandprgver til analyse kan f.eks. udtages ved opsugning gennem et rgr af inert materiale fra et sted midt i
testkammeret. Da hverken filtrering eller centrifugering synes wink adskle den ikke-biotilgeengelige
fraktion af teststoffet fra den biotilgaengelige (isaer for ekstremt lipofile stoffer, dvs. stoffer med,Jog5® i

alle tilfeelde, ma preverne ikke behandles p& denne méade.
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| stedet m& man sgrge for at holde karrene sa rene som muligt, og indholdet af organisk kulstof i alt falges
under savel optagelses- som Litlslsesfasen.

Der udtages et passende antal fisk (normalt mindst fire) fra testkarrene ved hver prgveudtagning. De udtagne
fisk skylles hurtigt med vand, duppes tarre og aflives med det samme pa den mest velegnede og humane made,
hvorefter de vejes.

Fiske- og vandprgver skal helst analyseres umiddelbart efter udtagningen, s man undgar nedbrydning eller
andre former for tab, og sd der Igbende under testen kan beregnes thgatrevptagelses- og
udskillelseshastigheder. Ved at foretage analyserne med det samme opdager man straks, nér et plateau er ndet.

Foretages analyserne ikke med det samme, opbevares prgverne hensigtsmaessigt. Inden undersggelsen
pabegyndes, indhentes der oplysninger om, hvordan det pageeldende teststof bar opbevares, f.eks. dybfrysning,
henstand ved 4°C, opbevaringstid og ekstraktion.

Analysemetodens kvalitet

Da hele proceduren i vid udstraekning afhaenger af analysemetodens ngjagtighed, preecision og fglsomhed,
kontrolleres det eksperimentelt, at den kemiske analyse giver tilfredsstillende preecisioducepbarhed og
genfinding af teststoffet i bade vand og fisk for den valgte metode. Det kontrolleres tillige, at teststoffet ikke
kan pavises i det anvendte fortyndingsvand.

Om ngdvendigt korrigeres de under testen fundge & G-veerdier for genfinding og baggrundsveerdier i
kontrolgrupperne. Fiske- og vandprgver handteres hele tiden p& en sddan made, at kontaminering og tab (f.eks.
ved adsorption i prgveudtagningsudstyret) er mindst mulige.

Analyse af fiskepraver

Hvis der i testen anvendes radioaktivt meerket materiale, kan man analysere for det samlede indhold af
radioaktivitet (dvs. det oprindelige stof og dets metabolitter), eller pragverne kan oprenses, sd den oprindelige
forbindelse kan analyseres szerskilt. Ogsa de vigtigste metabolitter kan karakteriseres ved ligevaegtstilstanden
eller ved afslutningen af optagelsesfasen, hvis den nas ferst. Hvis BCF udtrykt som samlet maengde radioaktivt
maerket materiale e 1000% tilrddes det - for visse stoffers, f.eks. pesticiders, vedkommende henstilles det
kraftigt - at nedbrydningsprodukter, der udgerl0% af restindholdet i alt i fiskevaevet ved ligeveegt,
identificeres og bestemmes kvantitativt. Hvis nedbrydningdpkter, der udgee 10% af radioaktivt meerket
restindhold i alt i fiskeveevet, identificeres og bestemmes fitadivt, anbefales det at ggre det samme for
nedbrydningsprodukter i testvandet.

Normalt skal koncentrationen af teststoffet bestemmes i hver enkelt fisk efter vejning. Er det ikke muligt, kan
preoverne fra hver prgveudtagning pooles, men pooling indskraenker mulighederne for statistisk behandling af
dataene. Hvis en bestemt statistisk metode og styrke er vigtige hensyn, bgr testen omfatte tilstraekkeligt mange
fisk til, at den gnskede pooling og styrkegtidese¥”.

BCF udtrykkes bade som funktion af samlet vad veegt og - for staerkt lipofile stoffer - som funktion af
fedtindholdet. Fiskenes fedtindhold bestemmes om muligt ved hver prgveudtagning. Bestemmelsen af
fedtindholdet skal bestemmes ved hjeelp af egnede metoder (ref. 8 og ref. 2 i bilag 3). Som standardmetode kan
ekstraktion med chloroform/methanol anbeflleBa de forskellige metoder ikke giver identiske veerfieer

det vigtigt at give naermere oplysninger om, hvilken metode der er benyttet. Nar det er muligt, skal lipidanalysen
foretages pad samme ekstrakt som er benyttet til analyse for teststoffet, eftersom lipiderne ofte ma fiernes fra
ekstraktet, inden det kan analyseres ved gaskromatografi. Forskellen mellem fiskenes fedtindhold (i mg pr. kg
vad veegt) ved begyndelsen af eksperimentet og ved slutningen ma ikke veere stgrre end + 25%. Ogsa veevets
tarstofindhold skal oplyses, sa lipidkoncentrationen kan omregnes fra vad basis til tarstofbasis.
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DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Teststoffets optagelseskurve fs ved at afsaette koncentrationen i/pa fiskene (eller bestemt vaev) under
optagelsesfasen mod tiden (lineaere akser). Hvis kurven viser et plateau, dvs. at den er omtrent parallel med
tidsaksen, beregnes ligeveegtsveerdien &®€d hjeelp af udtrykket

C; iligeveegt gennemspit
C, iligeveegi gennemspit

Hvis der ikke opnds ligevaegt, kan der beregnes en &€& rdi, der er tilstreekkelig ngjagtig til
risikovurderingsformal, ud fra en "stationzer tilstand" ved 80% (%:)@MHer 95% (3,0/k) af ligeveegt.

Ogsa biokoncentreringsfaktoren BCferegnes som forholdet/k, , de to farsteordens hastighedskonstanter.
Hastighedskonstanten for udskillelse)(kestemmes normalt ud fra udskillelseskurven (dvs. en afbildning af
faldet i teststoffets koncentration i fiskene mod tiden). Dernaest beregnes hastighedskonstanten for optagelse
(k1) pa grundlag af kog en veerdi af ¢ som udledes af optagelseskurven (se ogsa bilag 5). Til at findg 8CF
hastighedskonstanterne &g k. foretraekkes ikke-linesere parameterestimeringsmetoder pa cofipuEters

kan der benyttes grafiske metoder til beregning abds ko. Hvis udskillelseskurven tydeligvis ikke er af farste
orden, m& der tages mere komplekse modeller i brug (se referencerne i bilag 3) og sgges biostatistisk bistand.

FORTOLKNING AF RESULTATER

Hvis der i prgveoplgsninger males koncentrationer nzer analysemetodens pavisningsgraense, skal resultaterne
fortolkes med forsigtighed.

Skarpe optagelses- og udskillelseskurver er tegn pa biokoncentreringsdata af hgj kvalitet. Forskellen mellem
optagelses- og udskillelseskonstanterne ved to testkoncentrationer bgr veere mindre end 20%. Hvis der iagttages
signifikante forskelle i optagelses- og udskillelseskonstanter mellem de to anvendte testkoncentrationer, skal
dette noteres og forsgges forklaret. Normalt ligger konfidensgreenserne for BCF-veerdier i vel tilrettelagte
undersggelser omkring + 20%.

RAPPORTERING

Testrapporten skal indeholde falgende oplysninger:

TESTSTOF

- dets fysiske tilstandsform og relevante fysiske og kemiske egenskaber
- data til kemisk identifikation (herunder et eventuelt indhold af organisk kulstof)

- hvis stoffet er radioaktivt meerket, de maerkede atomers ngjagtige position og den procentdel af
radioaktiviteten, der skyldes urenheder.

TESTART

- dens videnskabelige navn, stamme, kilde, eventuel forbehandling, akklimatisering, alder, starrelse, mv.

TESTBETINGELSER

- testprocedure (f.eks. gennemstrgmning eller semistatisk)

- belysningskildens art og karakteristika og belysningsperiodernes varighed



- testens tilretteleegning (f.eks. testkamrenes antal og st@rrelsedudskift-
ningsrate, antal gentagelser, antal fisk pr. gentagelse, antal testkoncentrationer, optagelses- og
udskillelsesfasens legde samt udtagningshyppighed for fiske- og vandprgver)

- metode til fremstilling af stamoplgsninger og fornyelseshyppighed (hvis der er
benyttet et oplgsende stof, oplyses dets koncentration og dets bidrag til testvandets indhold af
organisk kulstof)

- de nominelle testkoncentrationer, gennemsnittet af de malte vaerdier og deres
standardafvigelser i testkarrene samt, hvilken metode der er benyttet til bestemmelsen

- kilde til fortyndingsvand, beskrivelse af en eventuel forbehandling, resultater af
forsgg til bekraeftelse af, at fisk kan leve i vandet, samt vandets parametre: pH, hardhed, temperatur,
koncentration af oplgst oxygen, restchlorindhold (hvis bestemt), organisk kulstof i alt, opsleemmet
tarstof, testmediets saltholdighed (hvis relevant) samt alle andre foretagne malinger

- kvaliteten af vandet i testkarrene, pH, hardhed, TOC, temperatur og
koncentration af oplgst oxygen

- detaljerede oplysninger om fodring (f.eks. foderets type, kilde og
sammensaetning (i hvert fald fedt- og proteinindhold) samt fodermaengde og fodringshyppighed)

- oplysninger om, hvordan fiske- og vandprgver er behandlet, herunder
forberedelse, opbevaring, ekstraktion og analysemetoder (og praecision) for teststof og fedtindhold
(hvis bestemt).

3.4 RESULTATER
- resultater af eventuelle indledende undersggelser
- dgdelighed for kontrolfiskene og fiskene i de enkelte testkamre samt eventuelt iagttaget unormal adfaerd
- fiskenes fedtindhold (hvis bestemt i forbindelse med testen)

- kurver (og alle maledata), der viser optagelse og udskillelse af teststoffet i fiskene, samt tiden til
ligeveegt

- Cr og G, (med standardafvigelse og interval, hvis det er relevant) for alle udtagne prgefétes g
pr. g vad veegt (ppm), enten legemsvaegt eller vaegt af et bestemt vaev, f.eks. fedtvagv, jogyral
(ppm)); Gy-veerdier for kontrolgruppen (ogsé baggrundsvaerdier oplyses)

- ligeveegtsbiokoncentreringsfaktoren (B{gFog/eller den kinetiske koncentreringsfaktor (BLBg i
relevante tilfeelde 95% konfidensgraenser for hastighedskonstanter for optagelse og udskillelse (alle
udtrykt i forhold til fiskenes legemsvaegt eller fiskenes eller de specificerede veaevs fedtindhold),
konfidensgreenser og standardafvigelse (hvis de foreligger) samt beregnings- og dataanalysemetoder for
hver koncentration af teststof

- hvis der er benyttet radioaktivt maerkede stoffer, kan en eventuel akkumulering af paviste metabolitter
anfgres, hvis det er pakraevet

- alle usaedvanlige omsteendigheder ved testen, eventuelle afvigelser fra proceduren samt alle andre
relevante oplysninger.

Resultater som "ikke pavist ved pavisningsgreensen" begr ved forudgdende metodeudvikling og god
tilretteleeggelse af forsgget veere indskreenket til et minimum, da s&danne resultater ikke kan benyttes til
beregning af hastighedskonstanter.
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BILAG 1

KEMISKE EGENSKABER AF ACCEPTABELT VAND TIL FORTYNDING

STOF KONCENTRATIONSGRANSE
1 Partikler 5 mgl/l
2 Organisk kulstof i alt 2 mg/l
3 Ikke-ioniseret ammoniak fig/!
4 Restchlor 1Qug/l
5 Organophosphorpesticider i alt 50 ng/l
6 Organochlorpesticider i alt plus polychlorerede 50 ng/l
biphenyler
7 Organisk chlor i alt 25 ng/l
8 Aluminium Iug/l
9 Arsen Y/l
10 Chrom Jug/l
11 Cobalt Jug/l
12 Kobber Jug/l
13 Jern jg/l
14 Bly Tug/l
15 Nikkel lug/l
16 Zink Iug/l
17 Cadmium 100 ng/l
18 Kviksglv 100 ng/l
19 Salv 100 ng/l




BILAG 2

ANBEFALEDE TESTFISKEARTER

Anbefalet art Anbefalet Anbefalet
testtemperatu starrelse af
rinterval (°C) testfisk
(leengde i cm)

1 |Danio rerio? (Teleostei, Cyprinidae 20-25 3,0:60,5
(Hamilton-Buchanan) Zebrafisk

2 |Pimephales promelas (Teleostei, 20-25 5,0+ 2,0
Cyprinidae) (Rafinesque) Fathead
minnow

3 |[Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae 20-25 5,0+ 3,0
(Linnaeus) Karpe

4 |Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae 20-25 4,0+£1,0
(Temminck and Schlegel) Japansk risfigk

5 |Poecilia  reticulata (Teleostei, 20-25 3,0:1,0
Poeciliidae) (Peters) Guppy

6 |Lepomis macrochirus (Teleostei, 20-25 5,0+ 2,0
Centrarchidae) (Rafinesque)

7 |Oncorhynchus  mykiss (Teleostei, 13-17 8,0+ 4,0
Salmonidae) (Walbaum) Regnbuegrred

8 |Gasterosteus aculeatus (Teleostei, 18-20 3,0+1,0
Gasterosteidae) (Linnaeus) Trepigget
hundestejle

(1) Meyer A., Orti G. (1993) Proc. Royal Society obhdon, Series B., Vok52, p. 231

| forskellige lande benyttes der en reekke brakvands- og saltvandsarter, f.eks.

Trommefisk Leiostomus xanthurus

"Sheepshead minnow" Cyprinodon variegatus

Stribefisk Menidia beryllina

"Shiner perch" Cymatogaster aggregata

"English sole" Parophrys vetulus

"Staghorn sculpin” Leptocottus armatus

Trepigget hundestejle Gasterosteus aculeatus

Havaborre Dicentracus labrax

Loje Alburnus alburnus
SAMLING

De i ovenstidende tabel opregnede ferskvandsfisk er lette at opdraette og/eller fremskaffe hele &ret, mens
saltvands- og brakvandsarterne til dels kun findes i bestemte lande. De kan opdraettes enten i fiskefarme eller i
laboratoriet under kontrollerede forhold med hensyn til sygdomme ogifiarasa testdyrene eusde og af

kendt afstamning. Disse fisk kan fis over det meste af verden.



BILAG 3

FORUDSIGELSE AF LAENGDEN AF OPTAGELSESFASEN OG UDSKILLELSESFASEN

1. Forudsigelse af optagelsesfasens laengde

For testen udfgres, kan man ud fra en empirisk sammenhaeng mellenogk n-octanol/vand
fordelingskoefficienten (R) eller k: og oplgseligheden i vand (s) foretage et sken ovweod dermed en
procentdel af den tid, der vil veere pakreevet til at na ligeveegt.

Eksempelvis kan k(dag") skennes ved hjeelp af falgende empiriske udtryk
logiokz = - 0,414 logo(Pow) + 1,47 (P=0,95) [ligning 1]
Andre udtryk, se ref. 2.

Hvis fordelingskoefficienten ikke er kendt, kan denne skefings fra stoffets oplgselighed i vand (s) ifglge
udtrykket:

10010 (Pow) = 0,862 logg(s) + 0,710 (f=10,994) [ligning 2]
hvor s = oplgseligheden (mol/l) : (n=36)
Disse sammenhaenge gaelder kun for stoffer med dpey®rdier mellem 2 og 6%

Den tid, der gar til en bestemt procent af ligeveegt, kan beregnes ud fra det generelle udtryk, der beskriver
optagelses- og udskillelseskinetikken (farsteordenskinetik) ved at anvestgmhnet:

dc
@ okeG k.G
eller hvis G, er konstant:
c :% .c,(1-€e™") [ligning 3]

NAr der er naesten ligevaegt4t «), kan ligning 3 reduceres Hf*
C; =.C, eller G/ Cuw=ki/ ko=BCF
2

Da er k / k, ICy, en tilnaermelse til koncentrationen i fiskene ved "ligevaegts)C

Ligning 3 kan omskrives til:

c
Ci = Cis (1-e™?) eler L =1-—gt [ligning 4]
Cf

S

Ved at anvende ligning 4 kan man forudsige, hvor lang tid der gar indtil en vis procent af ligevaegt er ndet, nar
k; allerede er skgnnet ved hjeelp af ligning 1 eller 2.

Som rettesnor kan anfgres, at den statistisk optimale lzengde af optagelsesfasen, nar der gnskes statistisk
acceptable data (BGF, er den tid, der gar, indtil kurven over logaritmen til koncentrationen af teststoffet i
fiskene mod tiden har naet sit midtpunkt, dvs. ved L &karende til 80% ligevaegt, men ikke over 30/k
svarende til 95% ligeveeQt



Den tid, der gér indtil 80% ligeveegt, er (ligning 4):

0,80 = 1 - g*2t8° eller tso :t—f [ligning 5]

Tilsvarende for 95% ligevaegt: tos :% [ligning 6]
2

For eksempel vil optagelsesfasens lsengde (up) for et teststof meglJegifreere (ligning 1, 5 og 6):

logickz = - 0,4140(4) + 1,47 k = 0,652 dag
up (80 pct) = 1,6/0,652, dvs. 2,45 dage (59 timer)

eller up (95 pct) = 3,0/0,652, dvs. 4,60 dage (110 timer)

Tilsvarende vil optagelsestiden for et teststof med s 2m0l/l (log s = - 5,0) veere (ligning 1, 2, 5 og 6):

logio Pow = -0,862[1(- 5,0) + 0,710 =5,02

logso ko = - 0,414[1(5,02) + 1,47

ka = 0,246 dag

up (80 pct) = 1,6/0,246, dvs. 6,5 dage (156 timer)
eller up (95 pct) = 3,0/0,246, dvs. 12,2 dage (293 timer)

Alternativt kan udtrykket:
teq = 6,5410° Pyy + 55,31 (timer)
benyttes til beregning af, hvor lang tid der gar til faktisk ligeviegt

2. Forudsigelse af udskillelsesfasens laengde

Ud fra det generelle udtryk, der beskriver optagelses- og udskillelseskinetikken (farsteordenskinetik), kan man
ligeledes forudsige, hvor lang tid der kraeves for, at legemsbelastningen falder til en vis procentdel af
begyndelseskoncentratiort&h

| udskillelsesfasen antages, @t veere nul. Udtrykket kan da reduceres til:

ac _ — 5 kot
“a =K G oeller C=C .0

hvor G, er koncentrationen ved udskillelsesperiodens begyndelse. 50% udskillelse vil da vaere naet til
tidspunktet (3o):

Sr_1_ e‘kz f50
Crp 27

eller

Tilsvarende vil 95% udskillelse vaere naet ved:

3.0

tos 5

Hvis der i den fgrste periode benyttes 80% optagelse (3,60 der i udskillelsesfasen benyttes 95% tab
(3,0/k), bliver udskillelsesfasen omtrent dobbelt sa lang som optagelsesfasen.



Det er vigtigt at bemzerke, at skgnnene er baseret pd antagelsen om fgrsteordenskinetik for optagelse og
udskillelse. Er denne forudsaetning tydeligvis ikke opfyldt, m& der tages mere komplekse modeller i brug (f.eks.
ref. 1).
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TEORETISK EKSEMPEL PA PRVEUDTAGNINGSPLAN FOR BIOKONCENTRERINGSTEST

BILAG 4

AF STOFFER MED log Pow =4

Fiskeprave Tidspunkt for prgveudtagningen Antal vand- | Antal fisk pr.
praver prove
Mindste hyppighed Supplerende
(dage) prove
Optagelses- -1 20 Tilfarsel af
fasen 0 2 45-80 fisk
1. 0,3 0,4 2 4
2) 4
2. 0,6 0,9 2 4
2) 4
3. 1,2 1,7 2 4
2) 4
4. 2,4 3,3 2 4
2) 4
5. 4,7 2 6
Udskillelses- Fiskene
fasen overfares til
vand uden
teststof
6. 5,0 5,3 4
4
7. 59 7,0 4
4
8. 9,3 11,2 4
4
9. 14,0 17,5 6
4

UDer udtages vandprgve efter aftapning af mindst 3 kammerrumfang vand.

Tallene i parentes angiver, hvor mange prgver (vand, fisk) der skal udtages, hvis der foretages supplerende

prgveudtagning.

Anmaerkning: Forud for testen eg for en log R, pa 4,0 skannet til 0,652 ddgForsggets samlede varighed

seettes til

3 x up = 34,6 dage, dvs. 14 dage. For skgn af ‘up’ henvises der til bilag 3.




BILAG 5

MODELVALG

De fleste biokoncentreringsdata antages at kunne beskrives "rimelig" godt ved en simpel model med to dele
("compartments") og to parametre, hvilket fremgar af den bedste retlinede kurve gennem punkterne for
koncentrationen i fisk under uddlkelsesfasen, nar de afsaettes p& semilogaritmisk papir. (Hvis punkterne ikke
kan beskrives ved en ret linje, m& der benyttes mere komplekse modeller, se f.eks. Spacie og Hamelinck, ref. 1
til bilag 3).

GRAFISK METODE TIL BESTEMMELSE AF HASTIGHEDSKONSTANTEN FOR UDSKILLELSE
ks

Koncentrationen af teststoffet i hver fiskeprgve afbildes mod tiden pd semilogaritmisk papir. Linjen har
haeldningen k

_In(Cy1/GCpp)
-ty

100+

Cf2 I

10 7

Cf1 |

tl t2

Det skal bemaerkes, at afvigelser fra en ret linje kan tyde p&, at udskillelsens kinetik er mere kompleks end
farste orden. Der kan benyttes en grafisk metode til Igsning af udskillelse, der ikke har af farsteordens kinetik.

GRAFISK METODE TIL BESTEMMELSE AF HASTIGHEDSKONSTANTEN FOR OPTAGELSE k3

P& grundlag af Kberegnes kefter udtrykket

= ik

=1 ligning 1
c, x(1- ) ligning 1]

Veerdien af ¢ afleeses ved midtpunktet af den glatte optagelseskurve fra afbildningen af logaritmen til
koncentrationen mod tiden (linezert).



COMPUTERMETODE _TIL BESTEMMELSE AF HASTIGHEDSKONSTANTERNE FOR
OPTAGELSE OG UDSKILLELSE

Til bestemmelse af biokoncentreringsfaktoren og hastighedskonstanterog k foretraekkes det, at der
benyttes ikke-linezere estimeringsmetoder pd computer. Sadanne programmer finder veerdieg ferud fra
et seet sekventielle data for koncentration og tid og falgende model:

k
c, = %?1 x(1-e*") 0< t< ¢ [igning 2]
2

k

€= G, X(E = g") > ligning 3]
2

hvor t er tidspunktet for afslutningen af optagelsesfasen.
Denne metode giver skgn over standardafvigelser foghc.

Eftersom k i de fleste tilfeelde kan skgnnes ud fra udskillelseskurven med forholdsvis stor preecision og der er
en steerk korrelation mellem de to parametredy k, hvis skannet samtidigt, er det undertiden bedst farst at
beregne kud fra udskillelsesdataene alene og derefter at beregne ka optagelsesdataene ved hjeelp af ikke-
lineaer regression.
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C.14. V/EKSTTEST PA FISKEYNGEL

METODE
Denne vaeksttoksicitets-testmetode svarer til OECD TG 215 (2000).
INTRODUKTION

Formalet med denne test er at vurdere virkningerne p& vaeksten hos fiskeyngel, som gennem leengere tid
eksponeres for kemikalier. Testen er baseret pa en metode, som er udviklet og ring-testet (1)(2) inden for den
Europaeiske Union med henblik pa at vurdere virkningerne af kemikalier pa veeksten hos yngel af regnbuegrred
(Oncorhynchus myki¥sinder gennemstrgmningsbetingelser. Andre veldokumenterede arter kan anvendes. For

eksempel har man erfaring fra vaeksttests med zebraffiskip rerio) * (3)(4) og riskarpe (medak&ryzias

latipes (5)(6)(7).
Der henvises ogsa til den generelle indledning til del C.
DEFINITIONER

Laveste koncentration med observeret effekt (LOEC)r den laveste koncentration af et testkemikalie, som i
testen har vist sig at have en signifikant virkning (p < 0,05) i sammenligning med en kontrolgruppe. Dog skal
alle testkoncentrationer over LOEC have en skadevirkning, som er lig med eller stgrre end de virkninger, der er
observeret ved LOEC.

Koncentration uden observeret effekt (NOEC)er testkoncentrationen umiddelbart under LOEC.

EC, er ved denne testmetode den koncentration af testkemikaliet, som forarsager en variation i fiskenes tilvaekst
pa x % i sammenligning med kontrolgrupperne.

Belastningsgraderer fiskenes vadveegt pr. vandvolumen.
Bestandtaethederer antallet af fisk pr. vandvolumen.
Enkeltfisk-specifik tilvaekst er et udtryk for en enkelt fisks tilveekst paumdlag af fiskens startveegt.

Beholdergennemsnits-specifik tilvaekser et udtryk for den gennemsnitlige tilveekst for en beholderpopulation
ved én koncentration.

Pseudo-specifik tilveekst er et udtryk for den enkelte fisks tilveekst i sammenligning med
beholderpopulationens gennemsnitlige startveegt.

! Meyer, A., Bierman, C.H. og Orti, G. (1993). The phylogenetic position of the zebrafiahi¢ rerio), a model
system in developmental biology: an invitation to the comparative method. Proc. R. Soc. L@%2, B31-236.
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TESTMETODENS PRINCIP

Fiskeyngel i den eskponentielle vaekstfase vejes og anbringes derefter i testbeholdere og eksponeres for en
reekke subletale koncentrationer af testkemikaliet oplgst i vand, fortrinsvis ved gennemstrgmning eller, hvis
dette ikke er muligt, under passende semistatiske betingelser (statisk-udskiftning). Testens varighed er 28 dage.
Fiskene fodres dagligt. Foderrationen baseres pa fiskenes startvaegt og kan genberegnes efter 14 dage. Ved
testens afslutning vejes fiskene igen. Virkningerne pa tilveeksten analyseres ved anvendelse af en
regressionsmodel for at beregne den koncentration, som ville forrsage en variation i tilveeksten pa x %, dvs.
EC; (f.eks. EGo, EGy, or EGy). Alternativt kan dataene sammenlignes med kontrolveerdierne for at bestemme
den laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) og derudfra koncentrationen uden observeret effekt
(NOEC).

INFORMATION OM TESTKEMIKALIET

Der bar foreligge resultater fra en akut-toksicitetstest (se testmetode C. 1.), fortrinsvis udfgrt pa den art, som er
valgt til denne test. Dette indebeerer, at testkemikaliets vandoplgselighed og damptryk er kendt, og at der
foreligger en palidelig analysemetode til kvantitativ bestemmelse af kemikaliet i testoplgsningerne med kendt
og rapporteret ngjagtighed, samt en detektionsgreense.

Nyttige oplysninger omfatter strukturformlen, kemikaliets renhed, vand- og lysstabilitet, R samt
resultater fra en test for umiddelbar biologisk nedbrydelighed (se testmetode C. 4).

TESTENS VALIDITET
Testens validitet forudseetter falgende:

— mortaliteten i kontrolgruppen/-erne mé ikke overstige 10 % ved testens afslutning;

— den gennemsnitlige veegt af fiskene i kontrolgruppen/-erne skal veere gget tilstreekkeligt til, at detektion af
den minimale variation i tilveeksten kan betragtes som signifikant. En ring-test (2) har vist, at for
regnbuegrreders vedkommende skal gennemsnitsvaegten for fiskene i kontrolgrupperne i lgbet af 28 dage
veere gget med mindst det halve (dvs. 50 %) af deres gennemsnitlige startvaegt; f.eks. startveegt: 1 g/fisk
(= 100 %), slutveegt efter 28 dage: > 1,5 g/fiski30 %);

— koncentrationen af oplgst ilt skal gennem hele testperioden have veeret mindst 60 % af veerdien for
luftmeetning (ASV);

— vandtemperaturen ma ikke pa noget tidspunkt i lgbet af testen variere med metelefd mellem
testbeholderne og skal holdes inden for 2 °C omkring de temperaturintervaller, der er specificeret for de
arter, der anvendes i testen (bilag 1).



1.6

16.1

1.6.2

1.6.3

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Apparatur

Normalt laboratorieudstyr og i seerdeleshed fglgende:

a) ilt- og pH-maleudstyr;

b) udstyr til bestemmelse af vandets hardhed og alkalinitet;

c) egnet apparatur til temperaturkontrol og fortrinsvis kontinuerlig overvagning;

d) beholdere fremstillet af et kemisk inaktivt materiale og med passende kapacitet i forhold til den
anbefalede belastningsgrad og bestandteethed (se afsnit 1.8.5 og bilag 1);

e) veegt med tilstreekkelig ngjagtighed (dvs. ngjagtighetl @& %).
Vand

testvand kan anvendes vand af enhver beskaffenhed, hvori den art, der anvendes i testen, udviser passende
@tidsoverlevelse og veekst. Vandets kvalitet skal veere ensartet i hele testperioden. Vandets pH skal ligge
inden for omradet fra 6,5 til 8,5 men bar i Igbet af en given test ligge inden for et omrael®,pdpH-enheder.
En hardhedsgrad pa over 140 mg/l (som CgCfdbefales. For at sikre, at fortyndingsvandet ikke far urimelig
indflydelse p& testresultatet (f.eks. ved dannelse af et kompleks med testkemikaliet), skal der regelmaessigt
udtages prover til analyse. Malinger af tungmetaller (f.eks. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd og Ni), de vigtigste anioner og
kationer (f.eks. Ca, Mg, Na, K, Cl og S pesticider (f.eks. samlet maengde phosphor- og chlorholdige
organiske pesticider), samlet meengde organisk kulstof og opsleemmet tarstof skal foretages, f.eks. hver 3.
maned, safremt man ved, at fortyndingsvandet har en relativt konstant kvalitet. Hvis vandkvaliteten paviseligt
har veeret konstant gennem mindst ét ar, kan analyserne foretages mindre hyppigt og med lzengere intervaller
(f.eks. hver 6. maned). | bilag 2 er anfgrt nogle kemiske karakteristikadoeptabelt fortyndingsvand.

Testoplgsninger
Testoplgsninger med de valgte koncentrationer fremstilles ved fortynding af en stamoplgsning.

Stamoplgsningen bgr fortrinsvis fremstilles ved mekanisk opblanding eller omrystning af testkemikaliet i
fortyndingsvandet (f.eks. ved omrgring eller ultralydbehandling). Maetningssgijler (oplgselighedssgiler) kan
anvendes for at opna en passende koncentration i stamoplasningen.

Anvendelse af oplgsningsmidler eller dispergeringsmidler (oplgselighedsfremmere) kan tilfiesdtie veere
nagdvendig for at fremstille en stamoplgsning med en passende koncentration. Eksempler p& egnede
oplgsningsmidler er acetone, ethanol, methanol, dimethylsulfoxid, dimethylformamid og triethylenglycol.
Eksempler pa egnede dispergeringsmidler er Cremophor RH40, Tween 80, methylcellulose 0,01 % og HCO-40.
Man skal udvise forsigtighed ved anvendelse af stoffer, der er umiddelbart biologisk nedbrydelige (f.eks.
acetone) og/eller meget flygtige, idet de ved gennemstrgmningstests kan give anledning til problemer med
bakteriebeleegninger. Nar der anvendes en oplgselighedsfremmer, ma dette ikke have nogen signifikant virkning
pa fiskenes vaekst eller synlig negativ virkning pa fiskeyngelen, hvilket kan afslares ved en kontroltest, hvor kun
oplgsningsmidlet anvendes.


schovni
Her har oversætteren misforstået sætningen (sandsynligvis ordet "specie\
s").


1.6.4

1.6.5

Til gennemstrgmningstests kraeves et system, som kontinuerligt doserer og fortynder en stamoplgsning af
testkemikaliet (f.eks. udmalingspumpe, proportionalfortynder, maetningssystem), s& der afgives en raekke
forskellige koncentrationer til testbeholderne. Stamoplgsningernes og fortyndingsvandets stramningshastigheder
skal i lgbet af testen kontrolleres regelmaessigt, fortrinsvis dagligt, og ma ikke variere mere end 10 % gennem
hele testforlgbet. En ring-test (2) har vist, at en vandudskiftningshyppighed pa 6 | pr. g fisk pr. dggn i lgbet af
testen er passende for regnbuegrreds vedkommende (se afsnit 1.8.2.2).

Til semistatiske (udskiftnings-) tests vil medieudskiftningshyppigheden veere afhaengig af testkemikaliets
stabilitet; men det anbefales at udskifte vandet hver dag. Hvis det pa baggrund af przelimineere stabilitetstests
(se afsnit 1.4) har vist sig, at testkemikaliets koncentration ikke er stabil (dvs. ligger uden for omradet pa 80-
120 % af den nominelle veerdi, eller under 80 % af den malte startkoncentration) i udskiftningstidsrummet, bar
man overveje at anvende en gennemstrgmningstest.

Valg af fiskeart

Regnbuegrred@ncorhynchus mykiy®r den anbefalede art til denne test, idet man har mest erfaring fra ring-
tests med denne art (1)(2). Andre veldokumenterede arter kan dog anvendes; men testproceduren ma eventuelt
tilpasses, s& man opnar de bedst egnede testbetingelser. For eksempel har man ogsa erfaring med zebrafisk
(Danio rerio) (3)(4) og riskarpe (medaka&ryzias latipe¥ (5)(6)(7). En begrundelse for valget af art og
testmetode skal i sa fald anfgres.

Opbevaring af fiskene

Testfiskene skal udveelges fra en population af en enkelt bestand, fortrinsvis fra samme gydning, som i mindst
to uger forud for testen holdes under vandkets- og lysbetingelser, som svarer til de i testen anvendte.
Fiskene skal fodres med en minimumsration pa 2 % af kropsvaegten pr. dag, og fortrinsvis 4 % af kropsvaegten
pr. dag, gennem hele opbevaringsperioden og under testen.

Efter en akklimatiseringsperiode pa 48 timer registreres mortaliteten, og falgende kriterier bringes i anvendelse:

— mortalitet p4 mere end 10 % af populationen p& 7 dage: hele fiskegruppen kasseres;

— mortalitet p& mellem 5 % og 10 % af populationen: akklimatisering i yderligere 7 dage, og hvis
mortaliteten er over 5 % i lgbet af de fglgende 7 dage, kasseres hele fiskegruppen;

—  mortalitet p& mindre end 5 % af populationen pa 7 dage: fiskegrugpeiendes.

| de to uger forud for testen eller under testen bgr fiskene ikke behandles for sygdomme.
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TESTDESIGN

“Testdesignet” vedrgrer valget af testkoncentrationernes antal og intervaller, antal beholdere med hvert
koncentrationsniveau samt antal fisk pr. beholder. Optimalt bar testedesignet vaelges under hertdyntagen

a) undersggelsens formal;
b) den anvendte statistiske analysemetode;

c) forsggsressourcernes tilgeengelighed og pris.

Beskrivelsen af formalet bgr, om muligt, angive den statistiske oplgsningsgrad, ved hvilken en given
forskelsstarrelse (f.eks. i tilveekst) skal detekteres, eller alternativt den ngjagtighed, hvorp@elsC hvor x

= 10, 20 eller 30, og fortrinsvis ikke mindre end 10) skal beregnes. Dette er en forudsaetning for, at
undersggelsens omfang kan fastlaeegges med sikkerhed.

Det er vigtigt at forsta, at et design, som er optimalt (giver den bedste udnyttelse af ressourcerne) til brug i
forbindelse med én statistisk analysemetode, ikke ngdvendigvis er optimalt ved en anden metode. Det design,
der anbefales til vurdering af LOEC/NOEC, vil derfor ikke veere det samme som det, der anbefales til brug ved
regressionsanalyse.

I de fleste tilfzelde foretraekkes regressionsanalyse frem for variansanalyse, af arsager, som Stephan og Rogers
(8) har gjort rede for. Hvor der imidlertid ikke foreligger nogen egnet regressionsmodel, ber q9)
NOEC/LOEC anvendes.

Design for regressionsanalyse

Falgende punkter er vigtige at tage i betragtning, nar en test skal designes til regressionsanalyse:

a) Testen ma ngdvendigvis omfatte et interval af koncentrationer, der ligger omkring den virksomme
koncentration (f.eks. Efg20,30 0g det koncentrationsomrade, hvor man er interesseret i testkemikaliets
virkning. Beregningen af de virksomme koncentrationer vil veere mest ngjagtig, nar den virksomme
koncentration befinder sig midt i testkoncentrationsomradet. En praelimineer test til bestemmelse af dette
omrade kan vaere nyttig, nar det skal afgares, hvilke testkoncentrationer der er passende.

b) For at man skal kunne ojite en fyldestggrende statistisk model, skal testen omfatte mindst én
kontrolbeholder og 5 yderligere beholdere med forskellige koncentrationer. Nar der anvendes en
oplaselighedsfremmer, og hvor det er aktuelt, bgr der i tilleeg til testreekken udfares en test pa én
kontrolbeholder indeholdende oplgselighedsfremmeren i den hgjeste testkoncentration (se afsnit 1.8.3 og
1.8.4).

c) En passende geometrisk eller logaritmisk progression (9) (se bilag 3) kan anvendes. Logaritmiske
progressioner mellem testkoncentrationerne er at foretraekke.

d) Hvis man har mere end 6 beholdere til radighed, bar de ekstra beholdere enten anvendes til replikation
eller fordeles inden for koncentrationsomradet, sd der bliver mulighed for mindre intervaller mellem
niveauerne. Disse to muligheder er lige gnskelige.
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Design for vurdering af NOEC/LOEC ved anvendelse af variansanalyse (ANOVA)

Fortrinsvis bar der veere replikatbeholdere for hver enkelt koncentration, og statistiske analyser bar foretages pa
beholderniveau (10). Hvis man ikke har replikat-beholdere, kan man ikke tage hgjde for variabiliteten mellem
beholdere ud over, hvad der ma tilskrives enkeltfisk. Man har imidlertid erfaret (11), at variabiliteten mellem
beholdere har veeret meget lille i sammenligning med variabiliteten inden for beholderen (dvs. mellem
enkeltfisk) i det undersggtéfeelde. Det er derfor et relativt acceptabelt alternativ at udfgre statistisk analyse pa
enkeltfisk-niveau.

Normalt anvendes mindst 5 testkoncentrationer i en geometrisk progression med en faktor, som ikke
overstiger 3,2.

Nar testene udfgres med replikat-beholdere, bar antallet af replikat-kontrolbeholdere, og dermed antallet af fisk,
almindeligvis veere det dobbelte for hver af testkoncentrationerne, som bgr omfatte samme antal (12)(13)(14).
Hvis man derimod ikke har replikat-beholdere, bar der veere lige s& mange fisk i kontrolgruppen som i hver af
testkoncentrationerne.

Hvis ANOVA skal baseres pa beholdere i stedet for enkeltfisk (hvilket vil indebaere enten, at hver enkelt fisk
skal meaerkes, eller anvendelse af “pseudo”-spedifikekst (se afsnit 2.1.2)), vil det veere ngdvendigt med
tilstraekkeligt mange replikat-beholdere til, at standardafvigelsen for “beholdere inden for koncentrationerne”
kan bestemmes. Dette betyder, at fejlfrihedsgraden i variansanalysen bgr veere mindst 5 (10). Hvis kun
kontrolgrupperne replikeres, vil der veere en risiko for skaevhed i fejlvariabiliteten, idet denne kan stige, nar
middelvaerdien for den pageeldende tilveekst stiger. Eftersom det er sandsynligt, at tilveeksten vil falde, nar
koncentrationen gges, vil dette give en tilbgjelighed til overvurdering af variabiliteten.

FREMGANGSMADE
Udveelgelse og vejning af testfisk

Det er vigtigt at minimere variationen i fiskenes vaegt ved testens begyndelse. Egnede starrelser for de
forskellige fiskearter, der anbefales til brug i denne test, er angivet i bilag 1. For hele gruppen af fisk, der bruges

i testen, geelder det, at omradet for individuel vaegt ved testens begyndelse ideelt bgr holdes indéntoaf
gennemsnitsveegten og ma& under ingen omsteendigheder overstige 25 %. Det anbefales at veje en delprgve af
fisk inden testen for at beregne gennemsnitsvaegten.

Stampopulationen bar ikke fodres i 24 timer forud for testens begyndelse. Derpa bar fiskene vaelges tilfeeldigt.
Ved anvendelse af et totalbedgvende middel (f.eks. en vandig oplgsning af 100 mg/l tricainmethansulfonat
(MS 222) neutraliseret ved tilsaetning af 2 dele natriumbicarbonat pr. del MS 222) bgr fiskene vejes enkeltvis
som vadvaegt (duppes tarre) med den ngjagtighed, som er anfgrt i bilag 1. De fisk, hvis veegt ligger inden for det
@nskede omrade, tages fra og fordeles derpa tilfeeldigt mellem testbeholderne. Den samlede vadveegt af fisk i
hver testbeholder registreres. Bade anvendelsen af bedgvelsesmidlet og handteringen af fiskene (herunder
aftarring og vejning) kan give anledning til stress og beskadigelser af fiskeyngelen, i seerdeleshed hvor det
drejer sig om de arter, der er sma af sterrelse. Derfor skal handteringen af fiskeyngelen foretages med den
yderste forsigtighed for at undga at stresse og beskadige testfiskene.

Fiskene vejes igen pa testens 28. dag (se afsnit 1.8.6). Hvis det imidlertid skennes ngdvendigt at genberegne
foderrationen, kan fiskene vejes igen pa testens 14. dag (se afsnit 1.8.2.3). Andre metoder, som f.eks. en
fotografisk metode, vil kunne anvendes for at bestemme gendringer i fiskenes starrelse, og foderrationerne vil sa
kunne justeres ud fra dette.



1.8.2

18.21

1.8.2.2

1.8.2.3

1.8.2.4

1.8.3

Eksponeringsbetingelser

Varighed

Testens varighed er28 dage.
Belastningsgrad og bestandteethed

Det er vigtigt, at belastningsgraden og bestandteetheden er passende for den fiskeart, der bruges i testen (se bilag
1). Hvis bestandtaetheden er for stor, vil der opsta stress pa grund af treengsel, hvilket vil fare til reduceret
tilveekst og @get risiko for ggTdomme. Hvis bestandtsetheden er for lav, kan det medfgre territorialadfeerd,
hvilket ogsa vil kunne indvirke pa vaeksten. Under alle omstaendigheder skal belastningsgraden veere sa lav, at
der kan opretholdes en koncentration af oplgst ilt pa mindst 60 % ASV uden beluftning. For regnbuegrreders
vedkommende har man ved en ring-test (2) pavist, at en belastningsgrad pa 16 grreder a 3-5 g i et volumen pa
40 liter er acceptabel. Den anbefalede hyppighed for udskiftning af vandet testen er 6 | pr. g fisk pr. dag.

Fodring

Fiskene skal fodres med et passende foder (bilag 1) og tilstreekkeligt ofte til at frembringe en acceptabel
tilveekst. Man ma udvise omhu for aindgd mikrobiel vaekst og urenheder i vandet. For regnbuegrreders
vedkommende vil en fodertilfarsel pd 4% af kropsveegten pr. dag som regel opfylde disse betingelser
(2)(15)(16)(17). Den daglige foderration kan deles i to lige store portioner, som gives fiskene ved to daglige
fodringer med mindst 5 timers mellemrum. Rationen baseres pa fiskenes samlede startvaegt i hver enkelt
testbeholder. Hvis fiskene vejes igen pa testens 14. dag, genberegnes rationen ud fra denne vaegt. Fiskene bar
ikke fodres i 24 timer inden vejningen.

Foderrester og feekalmateriale skal hver dag fjernes fra testbeholderne ved omhyggelig renggring af bunden i
hver enkelt beholder ved hjeelp af opsugning.

Lys og temperatur
Lysperioderne og vandtemperaturen skal passe til den art, der bruges i testen (bilag 1).
Testkoncentrationer

Normalt kreeves, uanset testens design, 5 koncentrationer af testkemikaliet (se afsnit 1.7.2). Forudgdende
kendskab til testkemikaliets toksicitet (f.eks. fra akut-testning og/eller fra "range finding tests") vil vaere nyttigt

ved udveelgelsen af passende testkoncentrationer. Begrundelse skal anfgres, hvis der anvendes feerre end
5 koncentrationer. Den hgjeste testkoncentration ma ikke overstige kemikaliets oplgselighedsgraense i vand.

Nar der anvendes en oplgselighedfremmer som hjeelpemiddel ved fremstillingen af stamoplgsninger, ma dens
slutkoncentration ikke vaere hgjere end 0,1 ml/l og bar fortrinsvis veere den samme i alle testbeholdere (se afsnit
1.6.3). Anvendelse af sddanne stoffer skal imidlertid s& vidt muligt undgas.
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Kontrolprgver

Antallet af fortyndingsvand-kontrolprgver afhaenger af testens design (se afsnit 1.7-1.7.2). Hvis der anvendes en
oplgselighedsfremmer, skal der desuden foretages det samme antal oplgselighedsfremmer-kontrolprgver som
fortyndingsvand-kontrolpraver.

Hyppighed af analyser og mélinger
Under testen males koncentrationerne af testkemikaliet med regelmaessige mellemrum (se nedenfor).

Ved gennemstrgmningstests skal stramningshastighederne for fortyndingsmidlet og giftstof-stamoplgsningen
kontrolleres regelmaessigt, fortrinsvis dagligt, og de ma ikke udvise en variation pd mere end 10 % gennem hele
testperioden. Hvis testkemikaliets koncentrationer forventes at ligge indenZor af de nominelle veerdier

(dvs. inden for omradet fra 80 til 120 % - se afsnit 1.6.2 og 1.6.3), anbefales det som et minimum, at den
hgjeste og den laveste testkoncentration analyseres ved testens begyndelse og hver uge derefter. Ved tests, hvor
testkemikaliets koncentration ikke forventes at holde sig inder 0 % af de nominelle veerdier (baseret pa
oplysninger om testkemikaliets stabilitet), vil det vaere ngdvendigt at analysere samtlige testkoncentrationer,
men efter samme retningslinier.

Ved semistatiske (udskiftnings-) tests, hvor testkemikaliets koncentration forventes at holde sig intl@0 for

% af de nominelle veerdier, anbefales det som et minimum, at den hgjeste og den laveste testkoncentration
analyseres, nar de lige er fremstillet, og umiddelbart inden udskiftningunedrsggelsens begyndelse og hver

uge derefter. Ved tests, hvor testkemikaliets koncentration ikke forventes at holde sig indeB0fé af de
nominelle veerdier, skal samtlige testkoncentrationer analyseres efter samme retningslinier som for mere stabile
kemikalier.

Det anbefales, at resultaterne baseres pa malte koncentrationer. Hvis det imidlertid kan pavises, at
testkemikaliets koncentration i tilstraekkelig grad har holdt sig inden for + 20 % af de nominelle veerdier eller
den malte startkoncentration gennem hele testen, kan resultaterne baseres pa de nominelle eller de malte
veerdier.

Det kan veere ngdvendigt at centrifugere eller filtrere prgverne (f.eks. med et filter med en porestarrelse pa 0,45
um). Det anbefales at centrifugere praverne; men hvis testmaterialet ikke adsorberer pa filteret, kan ogsa
filtrering acceperes.

Under testen skal oplgst ilt, pH og temperatur males i samtlige testbeholdere. Samlet hardhedsgrad, alkalinitet
og saltindhold (hvis dette er aktuelt) skal males i kontrolbeholderne og i én beholder med den hgjeste
koncentration. Som et minimum skal oplgst ilt og saltindhold (hvis aktuelt) males 3 gange (ved testens
begyndelse, midte og afslutning). Ved semistatiske tests anbefales, at oplgst ilt males hyppigere, fortrinsvis far
og efter hver vandudskiftning og mindst én gang om ugen. pH skal males ved begyndelsen og afslutningen af
hver vandudskiftning ved statiske udskiftningstests og mindst én gandliggeed gennemstrgmningstests.
Hardhedsgrad og alkalinitet skal males én gang i hver test. Temperaturen skal fortrinsvis overvages
kontinuerligt i mindst én testbeholder.
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Observationer

Veegt: Ved testens afslutning skal samtlige overlevende fisk vejes som vadveegt (duppes tarre), enten gruppevis pr.
testbeholder eller enkeltvis. Vejning af fisk pr. testbeholder foretreekkes frem for individuel vejning, som kraever, at
hver enkelt fisk skal maerkes. Hvis fiskene skal vejes enkeltvis med henblik pd bestemmelse af enkeltfisk-specifik
tilveekst, skal man veelge en meerkningsmade, smmigar at stresse fiskene (der er egnede alternativer til
frysemeerkning, f.eks. anvendelse af tynd farvet fiskesngre).

Fiskene skal i Igbet af testperioden undersgges dagligt for eventuelle ydre abnormiteter (sdsom blgdninger eller
misfarvning), og unormal adfeerd registreres. Eventuelle riiatier skal registreres, og dgde fisk skal fiernes
hurtigst muligt. Dade fisk erstattes ikke, idet belastningsgraden og bestandteetheden er tilstraekkelige til, at
indvirkninger pa veeksten som fglge af aendringer i fiskeantallet pr. beholder undgds. Fodermeengden skal
imidlertid justeres.

DATA OG RAPPORTERING

BEHANDLING AF RESULTATERNE

Det anbefales, at en statistiker inddrages i bade design og analyse af testen, eftersom denne t&iidetode
betydelige variationer i forsggets design, som f.eks. antal testbeholdere, antal testkoncentrationer, antal fisk osv.
| betragtning af valgmulighederne med hensyn til testens design vil der ikke blive givet nogen vejledning i
statistiske procedurer her.

Tilveeksten bar ikke beregnes for testbeholdere, hvor mortaliteten overstiger 10 %. Mortalitetsprocenten skal
imidlertid anfgres for samtlige testkoncentrationers vedkommende.

Uanset hvilken metode, der anvendes til dataanalysen, er det centrale koncept den specifikke tilvaekst r mellem
tidspunktet { og tidspunktet4 Denne kan defineres pa flere mader afheengigt af, hvorvidt fiskene er meerket
individuelt, eller hvorvidt der gnskes et beholdergennemsnit.
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hvor:

r = enkeltfisk-specifik tilveekst

r = beholdergennemsnits-specifik tilveekst

rs = “pseudo’-specifikilveekst

W1, Wy = en bestemt fisks vaegt pa henholdsvis tidspun&tt

loge W1 = logaritmen til en enkelt fisks veegt ved testperiodens begyndelse

loge W2 = logaritmen til en enkelt fisks veegt ved testperiodens afslutning

logew; = gennemsnit af logaritmerne til veerdierne Wor fiskene i beholderen ved testperiodens
begyndelse

loge W = gennemsnit af logaritmerne til veerdierne, Wor fiskene i beholderen ved testperiodens
afslutning

ty, t2 = tidspunktet (dag) for testperiodens begyndelse og afslutning

r, Iz, rs kan udregnes for tidsrummet mellem 0 og 28 dage og, hvor det er aktuelt (dvs. nar der er foretaget
maling pa dag 14), for tidsrummene mellem 0 og 14 samt mellem 14 og 28 dage.

Resultatanalyse ved regression (koncentrationsrespons-model)

Denne analysemetode farer frem til en passende matematisk sammenhaeng mellem den specifikke tilveekst og
koncentrationen og ger det saledes muligt at beregng™ERs. en hvilken som helst gnsket EC-veerdi. Ved
anvendelse af denne metode er udregningen af r for enkeltfiskkke ngdvendig, og analysen kan i stedet
baseres pa r-beholdergennemsnitsveerdie). (Bidstneevnte metode foretreekkes. Den er ogsd mest
hensigtsmaessig, hvor den mindste fiskeart bruges.

Den beholdergennemsnits-specifikke tilveeks} frar plottes grafisk som funktion af koncentrationen, for at
forholdet mellem koncentration og respons kan undersgges.

Nar forholdet mellem y og koncentration skal vises, bgr man veelge en passende model, og valget skal
begrundes pa hensigtsmaessig vis.

Hvis der ikke er lige mange overlevende fisk i de enkelte beholdere, bgr modeltilpasnings-metoden veegtes,
hvad enten denne er simpel eller nonlineeer, for at tage hgjde for grupper af uens starrelse.

Modeltilpasnings-metoden skal give mulighed for, at en beregning af f.eks d&Cdennes fordeling (enten
standardfejl eller konfidensinterval) kan udledes. Grafen for den tilpassede model bgr vises i forhold til dataene,
s& modeltilpasningens tilstraekkelighed tydeligt fremgar (8)(18)(19)(20).
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Analyse af resultaterne for beregningen af LOEC

Huvis testen har omfattet replikation af samtlige beholdere ved samtlige koncentrationsniveauer, vil beregningen
af LOEC kunne baseres pa en variansanalyse (ANOVA) af den beholdergennemsnits-spébifidket (se

afsnit 2.1), efterfulgt af en egnet metode (f.eks. Dunnett's elleillidths’ test (12)(13)(14)(21)) til
sammenligning af det gennemsnitlige r for hver enkelt koncentration med det gennemsnitlige r for
kontrolgrupperne, for at identificere den laveste koncentration, ved hvilken denne forskel er signifikant pa et
sandsynlighedsniveau p& 0,05. Hvis de ngdvendige forudseetninger for parametriske metoder ikke er
opfyldt - ikke-normal fordeling (f.eks. Shapiro-Wilk’s test) eller heterogen varians (Bartlett's test) - bgr man
overveje at transformere dataene for at homogenisere varianserne, inden ANOVA foretages, eller at foretage en
vaegtet ANOVA.

Hvis testen ikke har omfattet replikation af beholdere ved hver enkelt koncentration, vil en ANOVA, der
baseres pa beholdere, veere ikke-udslagsgivende eller umulig. | denne situation vil det veere et acceptabelt
kompromis at basere ANOVA pa den “pseudo’-specifikikeekst g for enkeltfisk.

Det gennemsnitligesrfor hver enkelt testkoncentration kan s& sammenlignes med det gennemsagifiige r
kontrolgrupperne. Derpa kan LOEC identificeres som tidligere beskrevet. Man mé& forstd, at denne metode
hverken tager hensyn til eller yder beskyttelse mod variabilitet mellem beholdireer hvad der katilskrives
variabiliteten mellem enkeltfisk. Erfaringerne har imidlertid vist (8), at variabilitet mellem beholdere har veeret
meget lille sammenlignet med variabiliteten inden for de enkelte beholdere (dvs. mellem fisk). Hvis analysen
ikke omfatter enkeltfisk, skal det med begrundelse anfgres, hvilken metode der er benyttet til identifikation af
ekstreme veerdier.

TOLKNING AF RESULTATERNE

Resultaterne skal tolkes med forsigtighed, hvor den malte koncentration af giftstof i testoplgsningerne ligger
naer analysemetodens detektionsgraense, eller ved semistatiske tests, hvor testkemikaliets koncentration i den
nyligt fremstillede oplgsning falder inden udskiftningen.

TESTRAPPORTEN
Testrapporten skal indeholde fglgende oplysninger:

Testkemikaliet:
—  fysisk beskaffenhed og relevante fysisk-kemiske egenskaber;

— kemiske identifikationsdata, herunder renhedsgrad og eventuelt analysemetode tilitativan
bestemmelse af testkemikaliet.
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Fiskeart(er), der indgar i testen:

videnskabeligt navn og eventuelt

stamme, starrelse, leverandgr, evt. forudgdende behandling osv.

Testbetingelser:

anvendt testprocedure (f.eks. semistatisk/udskiftning, gennemstrgmning, belastning, bestandtaethed,
osVv.);

test-design (f.eks. antal testbeholdere, testkoncentrationer og replikater, antal fisk pr. beholder);

metode til fremstilling af stamoplgsninger samt udskiftningshyppighed (eventuelt anvendt
oplgselighedsfremmer og dennes koncentration skal anfares);

de nominelle testkoncentrationer, de malte veerdiers gennemsnit og standardafvigelser i testbeholderne,
metoden, hvorved de er opndet, samt dokumentation for, at malingerne refererer til testkemikaliets
faktiske koncentration i oplgsning;

fortyndingsvandets karakteristika: pH, hardhedsgrad, alkalinitet, temperatur, koncentration af oplgst ilt,
restindhold af chlor (hvis malt), samlet maengde organisk kulstof, opsleemmet terstof, testmediets
saltindhold (hvis malt) og satfige andre udfarte malinger;

vandkvaliteten i testbeholderne: pH, hardhedsgrad, temperatur og koncentration af oplgst ilt;

detaljerede oplysninger om fodring (f.eks. fodertype(r), -kilde, rgde og fodringshyppighed).

Resultater:

dokumentation for, at kontrolgrupperne opfylder validitetskriteriet for overlevelse, samt data vedrgrende
mortaliteten ved de enkelte testkoncentrationer;

anvendte statistiske analyseteknikker, statistikker baseret pa replikater eller fisk, behandling af data og
begrundelse for de anvendte teknikker;

data i tabelform vedrarende fiskenes individuelle og gennemsnitlige veegt pa dag 0, 14 (hvis aktuelt) og
28, veerdier for beholdergennemsnits- eller pseudo-spetilfilekst (alt efter hvad der er aktuelt) i
tidsrummet fra dag O til 28 eller eventuelt 0-14 og 14-28;

resultater af den statistiske analyse (dvs. regressionsanalyse eller ANOVA), fortrinsvis i tabelform og
grafisk form, og LOEC (p = 0,05) og NOEC eller ECeventuelt med standardfejl, alt efter hvad der er
aktuelt;

forekomst af eventuelle usaedvanlige reaktioner hos fiskene samt eventuelle synlige virkninger frembragt
af testkemikaliet.
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BILAG 1

FISKEARTER ANBEFALET TIL TESTNING, OG EGNEDE TESTBETINGELSER

Arter Anbefalet omrade Lysperiode Anbefalet omrade Pakreevet Belastningsgrad Bestandteethed Foder Testens varighed
for testtemperatur for fiskenes malings- (a/l) (pr. liter) (dage)
(°C) (timer) startveegt (g) ngjagtighed
Anbefalet art:
Oncorhynchus 12,5-16,0 12-16 1-5 til neermeste 1,2-2,0 4 Meerkevare- >28
mykiss 100 mg tarfoder til
laksefiskeyngel
regnbuegrred yng
Andre vel-
dokumenterede
arter:
Danio rerio 21-25 12-16 0,050 - 0,100 til neermeste 1 mg 0,2-1,0 5-10 Levende fogler >28
brafisk (Brachionus,
zebrafis Artemia)
Oryzias latipes 21-25 12-16 0,050 - 0,100 til neermeste 1 mg 0,2-1,0 5-20 Levende fogler >28
isk Medak (Brachionus,
riskarpe (Medaka) Artemia)




BILAG 2

NOGLE KEMISKE KARAKTERISTIKA FOR ACCEPTABELT FORTYNDINGSVAND

STOF KON-
CENTRATIONER
Partikler <20 mgl/l
Total organisk kulstof <2mgll
Ammoniak <1pgl/l
Restchlor <10ug/l
Total phosphorholdige organiske pesticider <50 ngl/l
Total chlorholdige organiske pesticider plus polychlorer¢de <50 ngl/l
biphenyler
<25ngl/l

Total organisk chlor




BILAG 3

LOGARITMISKE RAKKER AF KONCENTRATIONER, DER ER EGNEDE TIL
TOKSICITETSTESTS (9)

Sgijle (antal koncentrationer mellem 100 og 10, eller mellem 10 og 1)*
1 2 3 4 5 6 7

100 100 100 100 100 100 100

32 46 56 63 68 72 75

10 22 32 40 46 52 56

3,2 10 18 25 32 37 42

1,0 4,6 10 16 22 27 32

2,2 5,6 10 15 19 24

1,0 3,2 6,3 10 14 18

1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4,6 7,2 10

1,6 3,2 5,2 7,5

1,0 2,2 3,7 5,6

15 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 2,4

1,0 1,8

1.3

1,0

* En reekke bestadende af 5 (eller flere) successive koncentrationer kan vaelges fra en sgjle. Midterpunkterne
mellem koncentrationerne i sgjle (x) findes i sgjle (2x + 1). De anfgrte veerdier kan repraesentere
koncentrationer udtrykt i procent pr. volumen eller vaegt (mg/l gligh). Veerdierne kan multipliceres eller
divideres med en hvilken som helst potens af 10, alt efter hvad der er aktuelt. Sgjle 1 kan eventuelt anvendes,
hvis der har veeret betydelig tvivl om toksicitetsniveauet.
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1.2

C.15. FISK, KORTTIDS TOKSICITETS-TEST UDF@RT PA FISKE-EMBRYONER OG
BLOMMESAKYNGEL

METODE
Denne korttids toksicitets-testmetode svarer til OECD TG 212 (1998)
INTRODUKTION

Denne korttids toksicitets-test udfart pa fiske-embryoner og blommesaekyngel er en korttids test, i hvilken det
nybefrugtede aeg er udsat for giftstof indtil slutningen af blommesaek-stadiet. Der skal ikke fodres i denne test og
testen skal séledes afsluttes, medens yngelen stadig far sin naering fra blommesaekken.

Testens formal er at finde letale og til en vis grad subletale virkninger af kemikalier pa specielle stadier og arter.
Denne test kunne skaffe ttig viden, idet den knne (a) danne en bro mellem letale og subletale tests, (b) blive
anvendt som en screening-test enten for en test pa alle tidlige livsstadier eller for en test for kronisk toksicitet og
(c) bruges til at teste arter, hvor dyrkningsteknikkerne ikke er tilstraekkgdide til at deekke overgangsperioden
mellem endogen og eksogen fodring.

Man bgr erindre sig, at kun tests, der omfatter alle stadier i fisks livscyklus, kan paregnes at give en preecis
vurdering af kemikaliers kroniske toksicitet overfor fisk, og at enhver begreensning i pavirkning inden for
livsstadierne kan reducere fglsomheden og séledes undervurdere den kroniske toksicitet. Man ma derfor
forvente, at testen pa fiske-embryoner og blommesaekyngel har mindre falsomhed end en test, der omfatter alle
tidlige livsstadier, specielt med hensyn til meget lipofile kemikalier (leg4) og til kemikalier med en seerlig

type toksisk virkning. Imidlertid m& man forvente mindre forskelle i fglsomhed mellem de to tests med hensyn
til kemikalier, der har en ikke-specifik, narkotisk virkningsmade (1).

Forud for offentliggarelsen af denne test udfert pa fiske-embryoner og blommesaekyngel havde man starst
erfaring med anvendelsen af ferskvandsfiskeanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae -
almindeligt navn: zebrafisk). Mere detaljerede retningslinier for resultater med denne art er derfor anfart i Bilag
1. Dette udelukker ikke brugen af andre arter, for hvilke der ligeledes foreligger erfaringer (1).

DEFINITIONER

Laveste koncentration med observeret effekt (LOEC)r den laveste kemikalie-koncentration, der i testen har

vist sig at resultere i en statistisk signifikant virkning (p < 0,05), sammenlignet med kontrollen. Alle
testkoncentrationer over LOEC skal forarsage skadelige virkninger p4 samme eller hgjere niveau end observeret
ved LOEC.

Koncentration uden observeret effekt (NOEC)er test-koncentrationen lige under LOEC.
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1.6

1.6.1

TEST-PRINCIPPET

Fiske-embryoner og blommesaekyngel udseettes for en reekke koncentrationer af test-kemikaliet oplgst i vand.
Protokollen tillader valg mellem en semistatisk og en gennemstrgmnings-procedure. Valget afheenger af test-
kemikaliets natur. Testen begynder med, at man anbringer befrugtede aeg i forsggsbeholderne, og den slutter lige
far blommeseekken er blevet fuldsteendig resorberet af en hvilkensomhelst af fiskelarverne i en hvilkensomhelst
forsggsbeholder eller fgr dgdsfald indtraeffer i kontrolbeholderne pa grund af sult. Letale og subletale virkninger
males og sammenlignes med kontrolveerdierne for at fastsla den laveste koncentration med observeret effekt og
ud derfra den koncentration, der ikke givesgen virkning. Alternativt kan man analysere resultaterne ved hjeelp

af en regressionsmodel for at finde frem til den koncentration, der ville give en bestemt procentisk effekt (dvs.
LC/ECXx, hvor x er en defineret procentisk virkning).

KENDSKAB TIL TEST-KEMIKALIET

Resultater fra en akut toksicitets-test (se Metode C.1), fortrinsvis udfart pa arten valgt til denne test, bar
foreligge. De kan veere nyttige med henblik pa valg af passende omrade af test-koncentrationer i testen udfert pa
tidlige livsstadier. Vandoplgselighed, (inklusive oplgseligheden i test-vandet) og test-kemikaliets damptryk bgr
kendes. En palidelig analyse til kvantitering af kemikaliet i test-oplgsningerne med kendt og publecenetcy

og nederste malegraense bgr foreligge.

Informationer om test-kemikaliet, nyttige for test-betingelserne, inkluderer strukturformel, renhedsgrad,
lysstabilitet, stabilitetunder testens betingelser, pKaswRg resultater fra en test for spontan biologisk
nedbrydelighed (Se Metode C.4).

TESTENS VALIDITET

En tests validitet forudsaetter:

— den generelle overlevelse af befrugtede aeg i kontrollerne, og hvor relevant, i kar med rent oplgsningsmiddel,

skal veere starre end eller lig med greenserne definerede i Bilag 2 og 3;

— koncentrationen af oplgst ilt skal veere mellem 60 og 100 % af veerdien for maetning med luft (ASV) i hele
test-perioden;

— vandtemperaturen ma ikke variere mere end +°C,5mellem forsggs- beholderne eller fra dag til dag pa
noget tidspunkt i testen og den skal ligge i det temperaturomrade, som geelder for den anvendte art. (Bilag 2
og 3).

BESKRIVELSE AF TEST-METODEN
Forsggsbeholderne

Enhver type glas eller andet inaktivt materiale kan anvendes. Forsggsbeholdernes dimensioner skal veere store
nok til at klare kravene til belastningsraten (se sektion 1.7.1.2) Det anbefales at anbringe forsggsbeholderne
randomiseret. Et randomiseret design med grupper af forsggsbeholdere, hvor samme behandling forefindes i
hver gruppe, bgr foretraekkes frem for et helt randomiseret system, nar der er systematiske virkninger i
laboratoriet, som kan kontrolleres ved gruppering. | den pafglgende dataanalyse bgr der tages hensyn til en
eventuel gruppering. Forsggsbeholderne bar skanes for ungdvendige forstyrrelser.



1.6.2 Valg af fiskeart

Anbefalede fiskearter ses i tabel 1A. Dette udelukker ikke anvendelsen af andre arter (eksempler ses i tabel 1 B),
men test-proceduren ma muligvis sendres for at opnd passende test-betingelser. Brug af andre arter og
undersggelsesmetode skal i sa fald begrundes.

1.6.3 Opbevaring af fisk til yngel

Detaljer vedrgrende pasning af fisk til yngel uneiéfredsstillende omstaendigheder kan findes i OECD TG'210
og i referencerne (2)(3)(4)(5)(6).

1.6.4 Handtering af embryoner og fiskelarver

Embryoner og fiskelarver kan, mens de udsaettes for test-kemikaliet, opholde sig i mindre kar med netvaegge
eller i rgr med net for enderne med disse mindre kar placerede i forsggskarret, séledes at test-oplgsningen kan
flyde igennem. Man kan bevirke et ikke-turbulent flow gennem de mindre kar ved at lade dem haenge ned fra en
arm, som bevaeger karrene op og ned, dog altid med organismedee overfladen; man kan ogsd anvende et
system med gennemskylning ved hjeelp af overtryk. Befrugtede lakseaeg kan anbringes pé stativer eller net med
masker tilstreekkeligt store til at lade larverne falde igennem efter udkleekning. Pasteurpipetter er anvendelige til
at flytte embryoner og larver i de semistatiske tests i forbindelse med den daglige totale udskiftning af test-
oplgsningen (se paragraf 1.6.6).

| de tilfeelde, hvor man har anvendt beholdere, riste eller netveerk til at holde aeg inde i foragskarret, skal disse
fiernes, nar aeggene klaekkeislet man dog beholder det netvaerk, som hindrer fiskene i at forsvinde. Hvis det er
ngdvendigt at flytte fiskelarver, ma de ikke udseettes for luft, og net ber ikke bruges til at fierne fisk fra
beholdere (fra en saddan advarsel kan nolitages mindre sarte arter, som fx karpen). Tidspunktet for en sadan
overfarsel varierer med arten og behgves ikke i alle tilfeelde. Ved brug af den semistatiske teknik kan man
anvende baegerglas eller lave beholdere, eventuelt, hvis ngdvendigt, forsynet med et netveerk Igftet en smule op
over baegerglassets bund. Hvis beholderne er store nok til at opfylde kravene til belastningsraten (se 1.7.1.2) kan
overflytning af embryoner eller larver eventuelt undgas.

1.6.5 Vand

Til brug i testen kan anvendes vand, der er i overensstemmelse med de kemiske karakteristika for acceptabelt
fortyndingsvand, som beskrevet i bilag 4 og i hvilket fiskearten i kontrolbeholderne har en overlevelse mindst
lige s& god som beskrevet i bilag 2 og 3. Kvaliteten ma ikke aendre sig i lgbet af test-perioden. pH skal holde sig
inden for + 0,5 pH-enheder. For at sikre at vand til fortynding ikke far urimelig indflydelse pa test-resultaterne
(fx ved at danne kompleks med test-kemikaliet) eller ved at indvirke uheldigt p& de praestationer, man forventer
af fisk til yngel, bgr man regelmaessigt udtage prever til analyse. Malinger af tungmetaller (fx Cu, Pb, Zn, Hg,
Cd og Ni), vaesentlige kationer og anioner (fx Ca, Mg, Na, K, Cl og)Spesticider (fx totale organofosfor- og

totale organochlorinopesticider) totalt organisk kulstof og opslemmede faste stoffer bgr fx foretages hver 3.
maned, hvis man ved, at fortyndingsvandet har en relativt konstant kvalitet. Hvis vandkvaliteten paviseligt har
veeret konstant over mindst et ar, kan analyserne foretages mindre hyppigt og med starre intervaller (fx hver 6.
méned).

! OECD, Paris, 1992, Test Guideline 210, “Fish, Early-life Stage Toxicity Test”.
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Test-oplgsning
Test-oplgsninger med den valgte koncentration fremstilles ved fortynding af en stamoplgsning.

Stamoplgsningen bgr fortrinsvis fremstilles ved opblanding eller oprystning af test-kemikaliet i
oplgsningsvandet ad mekanisk vej (fx omrgring og ultralydbehand8egration colums (solubility columns)

kan anvendes til fremstiling af en passende koncentreret stamoplgsning. Videst muligt bgr brugen af
oplgsningsmidler eller dispergeringsmidler undgas; imidlertid kan den type stoffer veere ngdvendige til
fremstilling af en passende koncentreret stamoplgsning. Som eksempler pa anvendelige oplgsningsmidler kan
naevnes acetone, ethanol, methanol, dimethylformamide og triethyleneglycol. Som eksempel p& en anvendelige
dispergenser kan naevnes Cremophor RH40, Tween 80, methylcellulose 0.01 % og HCO-40. Stor omhu bgar
udvises, nar man anvender stoffer, der er let biologisk nedbrydelige (fx acetone) og/eller let fordampelige, da de
kan medfgre problemer med bakterielle beleegninger i gennemstramnings-testene. Nar et oplgsningsmiddel
anvendes, ma det ikke have nogen signifikant virkning pa overlevelsen eller synlig uheldig virkning pa de tidlige
livsstadier, som det kan kontrolleres i en test med kun oplgsningsmiddel. Alle anstrengelser bgr imidlertid gares
for at undga brugen af sddanne stoffer.

| den semistatiske teknik kan man fglge to forskellige procedurer ved udskiftning af testoplgsningen; enten (i)
fremstilles nye test-oplgsninger i rene forsggsbeholdere og overlevende aeg og larver flyttes forsigtigt inde i sma
volumina af den gamle oplgsning til det nye forsggsbeholdere, idet man undgar at udszette dem for Iuft, eller (ii)
test-organismerne bibeholdes i forsggsbeholderne medens mindst tre fierdedele af test-vandet udskiftes. Hvor
hyppigt det skal gares, afhaenger af test-kemikaliets stabilitet, men en daglig udskiftning anbefales. Hvis
tidligere stabilitetsforsgg (se sektion 1.4) har vist at test-kemikaliets koncentration ikke er stabil (dvs. falder
udenfor 80 - 120% af de nominelle greenser eliader 80 % af den malte begyndelseskoncentration) i Igbet af
udskiftningsperioden, bagr man overveje at anvende en test med gennemstrgmning. Under alle omstaendigheder
skal man vaere omhyggelig med ikke at stresse larverne, ndr vandet fornyes.

Til gennemstrgmnings-testene bruges et system, som kontinuerligt afmaler og fortynder en stamoplgsning med
test-kemikaliet (fx peristaltpumpeproportional diluter, saturator systenfor at yde en reekke forskellige
koncentrationer til forsggsbeholderne. Med mellemrum, fortrinsvis dagligt, kontrolleres flow-hastigheden fra
stamoplgsningen og vandfortyndingen, og de bgr ikke variere mere end 10% i test-forlgbet. En flow-hastighed
svarende til voluminet af mindst fem malekamre pr. dagn er fundet passende (2).

FREMGANGSMADE

Nyttig viden om, hvad testen med fiske-embryoner og blommesaekyngel kan preestere, kan findes i litteraturen,
og eksempler herpd kan findes i litteraturlisten (7)(8)(9).

Omstaendigheder ved belastningen
Varighed

Helst skal testen begynde mindre end 30 minutter efter befrugtningen. Embryonerne ssenkes ned i test-
oplasningen, far eller s& snart som muligt efter at blastocysten har delt sig og i hvert fald far begyndelsen af

gastrula-stadiet. Med eeg, der leveres udefra, kan man ikke altid begynde testen umiddelbart efter befrugtningen.
Da testens fglsomhed kan blive alvorligt pavirket af en forsinket test-start, bar testen pabegyndes senest 8 timer
efter befrugtningen. Da fiskelarverne ikke fodres i test-perioden, afsluttes testen lige for blommesaekken er

resorberet fuldsteendigt i en hvilkensomhelst larve i en hvilketsomhelst forsggsbeholder, og far sultedgden

indtreeffer i kontrollerne. Varigheden afhaenger af den anvendte art. Nogle anbefalede tider ses i bilag 2 og 3.



1.7.1.2

1.7.13

1.7.2

1.7.3

1.7.4

Belastning

Antallet af befrugtede seg ved testens begyndelse skal kunne opfylde de statistiske krav. A£ggene skal fordeles
tilfeeldigt mellem de forskellige behandlinger og mindst 30 befrugtede aeg, ligeligt fordelt, til mindst 3 replikate
testbeholdere pr. koncentration af test-kemikalium (s& vidt gerligt, det kan veere vanskeligt med nogle arter at
opna lige stor maengder). Belastningsraten (biomasse per volumen af test-oplgsningen) bar veere sa lav, s den
oplaste iltkoncentration pa mindst 60 % ASV kan vedligeholdes uden beluftning. Til gennemstrgmnings-test
anbefales en belastningsrate pa ikke over 0,5 g/l per dggn og ikke over 5 g/l oplgsning pa noget tidspunkt (2).

Lys og temperatur

Perioderne med lys og test-vandets temperatur skal passe til den valgte art (Bilag 2 og 3). For at holde
temperaturen konstant kan det veere ngdvendigt med endnu et forsggskar.

Test-koncentrationer

Normalt kreeves fem koncentrationer af test-kemikaliet med en afstandsfaktor, som ikke overstiger 3,2. Kurven
fra de akutte toksicitets-test, som knytter@l test-perioden, bar tages i betragtning, n&r man veelger omrédet

for test-koncentrationerne. Brug af feerre end fem koncentrationer, for eksempel i en graense-test, og et snaevrere
interval mellem koncentrationerne kan veere rimeligt under nogle omsteendigheder. Begrundelse skal anfares,
hvis feerre end fem koncentrationer anvendes. Det er ikke ngdvendigt at teste koncentrationer hgjere end
svarende til 96 timer L§ eller 100 mg/l, afhaengigt af hvilken af disse, der er lavest. Kemikalier bgr ikke testes

i koncentrationer, der overstiger deres oplgselighed i test-vandet.

Nar der anvendes et oplgsningsmiddel som hjzelp ved fremstillingen af test-oplgsninger (se sektion 1.6.6), bar
dets endelige koncentration i forsggsbeholderen ikke overstige 0,1 ml/l og den skal vaere den samme i alle
forsggsbeholdere.

Kontroller

Sammen med test-serien skal udfgres en kontrol af fortyndingsvandet (replikate bestemmelser, hvis ngdvendigt)
og ligeledes, hvis relevant, en kontrol, som indeholder oplgsningsmiddel (replikate bestemmelser, hvis
ngdvendigt).

Hyppighed af analyser og mélinger
| test-perioden males koncentrationen af test-kemikaliet med regelmaessige mellemrum.

| semistatiske tests, hvor koncentrationen af test-kemikaliet forventes at holdes inden for 20 % af det nominelle
(dvs. inden for 80 - 120 %; se sektion 1.4 og 1.6.6), anbefales det, som et minimum, at den hgjeste og laveste
test-koncentration males, nar den er frisk fremstillet og umiddelbart fer udskiftning ved mindst tre lejligheder
jeevnt fordelt over test-perioden (dvs. analyserne skal udfares pa en prgve fra den samme oplgsning, nar den er
frisk fremstillet og ved dens anvendelse ved udskiftning).

| tests, hvor koncentrationen af test-kemikaliet ikke forventes at holde sig inden for 20 % af den nominelle
(baseret p& kemikaliets stabilitets-data), er det ngdvendigt at analysere alle test-koncentrationer, nar de er frisk
fremstillede og ved udskiftning, efter samme system, (dvs. ved mindst tre lejligheder jeevnt fordelt over test-
perioden). Malingen af koncentrationen af test-kemikaliet fgr udskiftning er kun ngdvendigt pa en af beholderne

i replikate bestemmelser for hver test-koncentration. Malingerne skal foretages mindst hver uge. Det anbefales,
at resultaterne baseres pa malte koncentrationer. Hvis det imidlertid kan vises, at test-kemikaliets koncentration
testen igennem i tilstreekkelig grad har veeret holdt inden for + 20 % af den nominelle eller malte
begyndelseskoncentration, kan resultaterne baseres pa nominelle eller malte begyndelsesvaerdier.
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Hvad angar gennemstrgmnings-tests er det passende med et pravetagningsregime som for de semistatiske tests
(men maling af udskiftede oplgsninger er ikke mulig i disse tilfselde). Hvis imidlertid testen varer mere end en
uge, er det tilrddeligt at @ge antallet af prevetagninger i den farste uge (fx til tre) for at sikre, at test-
koncentrationerne holder sig stabile.

Det kan veere ngdvendigt at centrifugere eller filtrere (fx med et filter med 0,45 um porestarrelse). Da imidlertid
hverken centrifugering eller filtrering altid synes at skille den biotilgeengelige fra den ikke-biotilgeengelige del af
test-kemikaliet, behgver praver ikke at gennemga disse behandlinger.

| Izbet af testen skal oplgst ilt, pH og temperatur males i alle test-beholderne. Hardhedsgrachdigaddlithvis

relevant) bar males i kontrollerne og i en beholder med den hgjeste koncentration. Som et minimum skal oplgst
it og saltindhold (hvis relevant) males tre gange (i begyndelsen, midt i og ved afslutningen af testen). | de
semistatiske tests anbefales det at male ilt hyppigere, fortrinsvis far og efter hver vandudskiftning og mindst en
gang om ugen. pH skal males far og efter vandudskiftning i de semistatiske tests og mindst en g#iggi ugen
gennemstrgmnings-testene. | hver test skal hardhedsgraden males en gang. Temperaturen skal males daglig og
helst veere monitoreret kontinuerligt i mindst en test-beholder.

Observationer
Fosterets udviklingstrin

Fosterstadiet (dvs. gastrula-stadiet) bar fastslas sa sikkert som muligt ved testens begyndelsen, hvor fosteret
udseettes for test-kemikaliet. Dette kan gares ved undersggelse af en repraesentativ samling aeg, som pa passende
vis preepareres og godkendeslitteraturen kan man finde beskrivelser og illustrationer af fosterstadier

(2)(5)(10)(11).
Udklaekning og overlevelse

og overlevelse observeres mindst en gang om dagen og noteres. | begyndelsen af testen kan det veere gnskeligt
at foretage hyppigere observationer (fx hver halve time i Igbet af de fgrste tre timer), da overlevelsestid i nogle
tilfeelde kan veere mere relevant end antallet af dgdsfald alene (fx nar der er akutte toksiske virkninger). Dede
embryoner og larver skal fiernes med det samme, eftersom de kan henfalde hurtigt. Meget stor omhu skal
udvises, nar dgde individer fiernes, sa nzertliggende aeg eller larver ikke bliver ramt eller fysisk beskadigede, da
de er meget sarte og falsomme. Kriterier for dad varierer efter stadium:

— for eeg: seerligt i de tidlige stadier se tydeligt tab af gennemsigtighed og eendring i farve forarsaget af
koagulation og/eller bundfeeldelse af proteiner, hvilket medfarer en hvid uklarhed,;

— for embryoner: manglende beveegelighed og/eller hjerteslag og/eller uklar misfarvning i arter, hvor
embryonerne almindeligvis er gennemskinnelige;

— for larver: manglende beveaegelighed og/eller manglende respirationsbevaegelser og/eller manglende
hjerteslag og/eller hvid uklar farvning af centralnervesystemet og/eller manglende reaktion pad mekaniske
stimuli.
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Abnormt udseende

Antallet af larver, der udviser abnorm kropsform og/eller pigmentering og tidspunkt for resorption af
blommesaekken, skal noteres med passende mellemrum afheengigt af testens varighed og den beskrevne
abnormitet. Det skal bemaerkes, at abnorme embryoner og larver optraeder almindeligt og kan opggres til
adskillige procent i kontrollerne hos visse arter. Abnorme dyr skal kun fiernes fra beholderne, nar de er dade.

Abnorm opfarsel

Abnorm opfarsel, fx hyperventilation, ukoordineret svemning og atypisk ubevaegelighed skal noteres med
passende intervaller afhaengigt af testens varighed. Disse virkninger kan, nar de opdages, selvom de er
vanskelige at kvantitere, hjeelpe med til at tolke mortalitetes-data, dvs. skaffe viden om hvorledes kemikaliets
toksiske virkning udspiller sig.

Leengde

Ved testens afslutning anbefales maling af individernes forskelliggdes standard, fork eller totallzengden kan
anvendes. Hvis imidlertid der forekommer finnerad (svamp) ved halefinnen eller erosion af finner, anvendes
standardleengden. Almindeligvis vil i en vellykket test variationskoefficienten for laengden i replikate
bestemmelser almindeligvis ligge g&0%.

Veegt

Ved testens afslutning kan foretages vejning af dyrene; tarveegt (24 timer &) ®@r foretraekkes frem for
vadveegt (aftgrret). Almindeligvis vil i en vellykket test variationskoefficienten pa vaegten i replikate
bestemmelser ligge p&20 %.

Disse observationer vil medfere, at nogle eller alle nedenstdende data kan gares til genstand for statistisk
analyse:

— kumulativ mortalitet;

— antal sunde larver ved afslutning af testen;

—  begyndelses- og sluttidspunkt for kleekning (dvs. 90 % klaekning i hvert replikat);
— det daglige antal larver, der klaekkes;

— leengde (og veegt) af overlevende dyr ved testens afslutning;

— antal larver, der er deforme eller har abnormt udseende;

— antal larver, der opfgrer sig abnormt.
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DATA OG RAPPORTERING
BEHANDLING AF RESULTATER

Det anbefales, at en statistiker involveres bade i design og i analyse af testen, eftersom metoden tillader

betragtelige variationer i tilretteleeggelse af eksperimentet, som fx antallet af forsggsbeholdere, antal test-

koncentrationer, begyndelsesantal af befrugtede seg og de malte parametre. | betragtning af valgmulighederne i
test-design, vil her ikke blive vejledt i statistiske procedurer.

Hvis LOEC/NOECSs skal beregnes, er det, for at beregne variationen inden for hvert seet af replikater, ngdvendigt
at bruge variansanalyse (ANOVA) eller at anvende kontingenstabeller. Dunnets metode kan ttigeté at/
foretage multiple sammenligninger mellem resultater fra individuelle koncentrationer og kontrollerne (12)(13).
Andre nyttige eksempler kan ogsa findes (14)(15). Sterrelsen af den malbare effekt ved anvendelse af ANOVA
eller andre procedurer (dvs. styrken af testet) bgr udregnes og angives. Det bgr bemeaerkes, at ikke alle
observationer listet i sektion 1.7.5.6 kan analyseres ved hjaelp af ANOVA. Fx. bgr kumuleret dgd og antallet af
sunde larver analyseres ved hjeelp af probit-metoder.

Hvis LC/ECxs skal beregnes, bgr (en) passende kurve(r), fx den logistiske kurve, fittes til de gnskede data ved
hjeelp af en statistisk metode som fx mindste kvadraters metode eller ikke lineaere mindste kvadraters metode.
Kurverne bgr parametriseres, sd den gnskede LC/ECx og dens standard error kan udregnes direkte. Dette vil
gare beregningen af sikkerhedsgreenserne for LC/ECx meget nemmere. Medmindre der er gode grunde til at
foretreekke andre sikkerhedsgreenser, bgr to-sidede 95 % sikkerhedsgraenser angives. Fitningsmetoden skulle
helst give mulighed for beregning af en signifikans for mangel pa fit. Grafiske metoder for fitning af kurver kan
anvendes. Regressionsanalyse kan anvendes pa alle observationer listet i sektion 1.7.5.6.

TOLKNING AF RESULTATER

Hvor den malte koncentration af giftstoffet i test-oplgsningen ligger naer analysemetodens detektionsgraense,
skal resultaterne tolkes med forsigtigthed. Tolkning af resultater, hvor koncentrationerne ligger over stoffets
vandoplgselighed skal ogsa geres med forsigtighed.

TEST-RAPPORTEN

Test-rapporten bgr indeholde fglgende information:
Test-kemikaliet:

— dets fysiske natur og relevante fysisk-kemiske egenskaber;

—  kemiske identitets-data, heri renhedsgrad og, hvor ngdvendigt, den analytiske metode til kvantificering af
stoffet.

Arten, anvendt i testen:

— dets videnskabelige navn, herkomst, antal foreeldre-fisk (dvs. hvor mange hundyr blev brugt for at
fremskaffe det gnskede antal eeg til testen) kilde og metode til indsamling af befrugtede aeg og
behandlingen af dem.
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Forsggsbetingelser

— anvendte fremgangsmade (fx. semistatisk eller gennemstrgmsforsgg, tidsforleb fra befrugtning til
begyndelsen af testen, belastning, osv.);

- lysperiode(r);
—  test-design (fx antal forsggsbeholdere og replikater, antal embryoner pr. replikat;

—  fremstillingsmetode til stamoplgsning og hyppighed af udskiftning (hvis der er anvendt oplgsningsmiddel
skal dets koncentration anfares);

- den nominelle test-koncentration, de malte veerdier, gennemsnit og standarddeviationer for forsggskarrene
og metoden hvorved de er opnaet, og, hvis test-kemikaliet er oplgseligt i vand i koncentrationer, der ligger
under de undersggte, skal der skaffes bevis for, at malingerne refererer til test-kemikaliet i oplgsning;

- karakteristik af fortyndningsvandet: pH, hardhedsgrad, temperatur, koncentration afilbphdatau for
residual-chlor (hvis mailt), total organisk kulstof, opslemmede substanser, saltindhold i test-mediet (hvis
malt) og enhver anden ting, som er malt;

- vandkvalitet i forsggskarrene: pH, hardhedsgrad, temperatur og koncentration af oplgst ilt.

Resultater:
- resultater fra ethvert preeliminaert forsgg med test-kemikaliets stabilitet;
- bevis pa at test-dyrene gennemsnitligt har overlevet i kontrollerne svarende til den accepterede standard;
- data vedrarende mortalitet/overlevelse pad embryon- og larvestadierne og den totale mortalitet/overlevelse;
- antal dage til klaekningen og antal klaekninger;
- data vedrgrende laengde (og veegt);
- morfologiske abnormiteter beskrives, hvis de forekommer;
- abnorm opfarsel beskrives, hvis den forekommer;
- statistisk analyse og behandling af data;

- vedrgrende tests, hvor ANOVA er anvendt, anfgres laveste observerede effekt-koncentration (LOEC) ved
p = 0,05 og den koncentration, der var uden effekt (NOEC) ved hver maling, inklusive de statistiske
procedurer og en angivelse af hvilken stgrrelse effekt der kunne pavises;

- i forbindelse med tests, hvor regressionsteknik er anvendt, anfgres LC/ECx og sikkerhedsgraenser og en
graf med den fitningsmetode, der blev brugt til beregningen;

- redeggrelse for enhver afvigelse fra denne test-metode.
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TABEL 1 A: FISKEARTER, SOM ER ANBEFALET TIL TESTNING

FERSKVAND

Onchorynchus mykiss

Regnbuegrred (9)(16)

Danio rerio

Zebrafisk (7)(17)(18)

Cyprinus caprio

Alm. karpe (8)(19)

Oryzias latipes

Japanese ricefish/Medaka (20)(21)

Pimphales promelas

Fathead minnow (8)(22)

TABEL 1 B: EKSEMPLER PA ANDRE VELDOKUMENTEREDE ARTER, SOM OGSA HAR

VARET ANVENDT
FERSKVAND SALTVAND
Carassius auratus Menidia peninsulae
Guldfisk (8) Tidewater silverside (23)(24)(25)
Lepomis macrochirus Clupea harengus
Bluegill(8) Sild (24)(25)

Gadus morhua

Torsk (24)(25)

Cyprinodon variegatus

Sheepshead minnow (23)(24)(25)




BILAG 1

VEJLEDNING | UDF@RELSE AF TOKSICITETS-TEST PA EMBRYONER OG

BLOMMESZAKYNGEL FRA ZEBRAFISK _(Brachdanio rerio)

INTRODUKTION

Zebrafisken kommer oprindeligt fra Coromandelkysten pa Indien, hvor den opholder sig i hurtigtrindende strgmme. Den er en
almindelig akvariefisk af karpefamilien, og oplysninger om fremgangsmade i behandlingen og dyrkningen af den kan findes i
standard referencevaerker om tropiske fisk. Dens biologi og anvendelse i fiskeriundersggelser findes i et review af Laale (1).

Fisken bliver sjeeldent leengere end 45 cm. Kroppen er cylindrisk med 7 — 9 mgrkebld horisontale striber. Disse striber Igber ud i de
caudale og anale finner. Ryggen er olivengrgn. Hannerne er slankere end hunnerne. Hunnerne er mere sglvskinnende og abdomen
er udspilet, seerligt lige fgr aeglaegning.

Voksne fisk taler store svingninger i temperatur, pH og vandhardhed. For at sikre sig sunde fisk, som leegger aeg kitegooldtva
man sgrge for optimale betingelser.

Under aeglaegningen forfglger hannen hunnen og skubber til hende med snuden, og nér eeggene er kommet ud, bliver de befrugtede.
/Eggene, som er gennemsigtige og ikke-kleebende, synker til bunds, hvor de kan aedes af foreeldrene. Lys har indflydelse pa
aeglaegningen. Hvis lyset om morgenen er tilstreekkeligt, vil fiskene almindeligvis leegge eeg i de tidlige timer efter morgengry.

En hun kan producere adBige hundreder af aag ad gangen med ugers mellemrum.

FORZLDREFISK, REPRODUKTION OG TIDLIGE LIVSSTADIER

Udveelg et passende antal sunde fisk og hold dem i passende vand (fx bilag 4) i mindst 2 uger far den gnskede segleegning. Fiskene
bgr formere sig mindst en gang, fgr de producerer den samling aeg, der skal bruges i testen. Fisketeetheden bgr ikke overstige 1
gram fisk pr liter. Regelmaessig fornyelse af vand eller anvendelse af rensningsanleeg kan tillade starre fisketaethed. Temperaturen i
tankene bgr holdes pa 25 2. Fiskene bgr fodres med en varieret kost fx af passende kommercielt tarfoder, levende nykleekkede
Arthemia, chironomider, dafnier, hvide orm (Enchytraeider).

Nedenfor er skitseret to fremgangsmader, der i praksis har ydet en tilstreekkelgpmazinde, befrugtede aeg til brug i en test:

i Otte hunner og 16 hanner placeres i et akvarium melit@&0fortyndingsvand, skaermet mod direkte lys og holdt
s uforstyrret som muligt i mindst 48 timer. En bakke til segopsamling anbringes i bunden af akvariet om
eftermiddagen, dagen far testen begynder. segopsamlingsbakken bestar af en ramme (plexiglas eller andet
passende materiale), 5 — 7 cm hgj med et groft 2 — 5 mm net feestnet til kanten og et 10 — 30um fint net pa
bunden. Et passende antal ‘aeglaegnings-traeer’, lavet af optrevlet nylonreb, saettes fast pa det grove net. Fiskene
efterlades i mgrke i 12 timer, hvorefter et svagt lys taendes, hvilket vil fgre til aegleegning. To til fire timer efter
eeglaegningen fiernes bakken og seggene samles. Bakken vil hindre fiskene i at aede aeggene og letter samtidig
indsamlingen af eeggene. Disse fisk skal have lagt seg mindst en gang fgr den, hvorfra seggene anvendes til
testning.



ii. Fra fem til ti han- og hunfisk holdes adskilt hver for sig i mindst 2 uger fgr den planlagte segleegning. Efter
5 — 10 dage vil hunnernes abdomen veere udspilet og derdtapagenitales synlige. Sddanne har hanfisk ikke.
/Egleegning foregar i et seglaegningsakvarium, forsynet med en falsk netvaerksbund (som ovenfor). Akvariet
fyldes med fortyndingsvand, sa der star 5 — 10 cm vand over nettet. En hun og to hanner anbringes i akvariet
dagen for den planlagte @&egleegning. Vandtemperaturen g@ges gradvist til en grad over
akklimatisationstemperaturen. Lyset slukkes og akvariet holdes s& uforstyrret som muligt. Naeste morgen teendes
et svagt lys, som far aeglaegningen til at ga i gang. 2 — 4 timer efter fiernes fiskene og seggene indsamles. Hvis
man har brug for flere seg end en enkelt hun kan levere, opstilles flere akvarier parallelt. Ved at noteres sig
formeringens starrelse og kvalitet for hver hun fgr testen, kan man udveelge sig detheutstetil formering.

AEggene flyttes til forsggsakvariet ved hjeelp af glasrgr med en indre diameter ikke mindre end 4 mm og forsynede med en suge-
ballon. Mzengden af vand, der flyttes med aeggene ved flytningen skal veere sa ringe som muligt. Z£Eggene er tungere end vand og
synker selv ud af rgret. Omhu skal udvises, s& aeg (og larver) ikke kommer i kontakt med luften. Ved hjzelp af mikroskopiske
undersggelser af prgver fra aeggene sikrer man sig, at de farste stadier ikke udviser irreguleere former. Deilladtilite
desinficere seggene.

Mortaliteten blandt aeggene er starst inden for de farste 24 timer efter befrugtningen. Ofte ses en mortalitet pa fra 5 — 40 %. &g
degenerer pa grund af befrugtning, der ikke lykkes, eller udviklingsfejl. Z£ggenes kvalitet synes at hemtfigiéen, da nogle

hunner hele tiden producerer gode eedijketer, mens andre aldrig ger det. Udviklingshastigheden og kleekningshastigheden
varierer fra et kuld til et andet. Hvor befrugtningen lykkes og hvor blommesaekynglen klarer sig godt, overlever normalt over 90 %.
Ved 25°C klzekkes aeggene 3 — 5 dage efter befrugtningen og blommesaekken resorberes ca. 13 dage efter befrugtningen.

Fosterudviklingen er vel beskrevet af Hisaoka og Battle (2). Pa grund af eeggenes og de udklzekkede larvers gennemsigtighed kan
fiskenes udvikling falges og tilstedevaerelsen af malformationer observeres. Omkring 4 timer efter segleegningen kan de ikke-
befrugtede aeg skelnes fra de befrugtede (3). Til denne undersggelse bliver ag og larver anbragt i sma undersggelseskar og set pa
under mikroskop.

Testbetingelserne, som vedrgrer de tidlige livsstadier, findes i bilag 2. De optimale veerdier for pH og vandhardhed er 7,8 og 250
mg CaCQll, respektive.

BEREGNINGER OG STATISTIK

Der foreslds beregninger i to tempi. Farst foretages statistisk analyse af data vedrgrende martalite) udvikling og
klaekningstidspunkt. Derefter evalueres kropsleengden statistisk for de koncentrationer, hvor ingen af ovennsevnte negative
virkninger kunne ses. Denne fremgangsméittddes, eftersom giftstoffet kan teenkes selektivt at draebe mindre fisk, forsinke
kleekningstidspunktet og forarsage grove malformationer og pa den made fgre til llengdemalinger med bias. Ydermere vil der veere
stort set samme antal fisk at male pr. undersggelse, hvilket sikrer test-statistikkens validitet.
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Procentdelen af overlevende seg og larver beregnes og korrigeres for mortalitet i kontrollerne efter Abbotts formel (4):

P=1OO—(CEP x100)

hvor P = korrigeret % overlevelse
P"= % observeret overlevelse i test-koncentrationen

C =% overlevelse i kontrollen

Hvis man gnsker at inkludere morfologiske abnormiteter §Etatistikken, kan man finde vejledning i Stephan (5).
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BILAG 2

TEST-BETINGELSER, VARIGHED OG OVERLEVELSESKRITERIER FOR DE ANBEFALEDE ARTER

ART TEMP. | SALTINDHOLD LYS-PERIODE VARIGHED AF STADIER TYPISK TESTVARIGHED OVERLEVELSE
. (dage) KONTROL
0,
°C) (0/00) (timer) (MINIMUM %)
Embryoner Blommesaekyngel Klaeknings Efter
FERSKVAND succes klaekning
Brachvdani . Sa hurtigt som muligt efter befrugtning
rachyaanio rerio 25+1 - 12-16 3-5 8- 10 (tidl. gastrula-stadium) til 5 dage efter 80 90
Zebrafisk kleekning (8-10 dage)
onch h Ki Sa hurtigt som muligt efter befrugtning
nenryncus mykiss |- 19 472 - 0? 30-35 25-30 (tidl. gastrula-stadium) til 20 dage efter 66 70
Regnbuegrred 12 +3 kleekning (50-55 dage)
Cvori . Sa hurtigt som muligt efter befrugtning
yprinus carpio 21-25 - 12-16 5 >4 (tidl. gastrula-stadium) til 4 dage efter 80 75
alm. karpe kleekning (8-9 dage)
. . Sa hurtigt som muligt efter befrugtning
4
Oryzias latipes 2441 - 12-16 8-11 4-8 (tidl. gastrula-stadium) til 5 dage efter 80 80
Japanese 23+1° klaekning (13-16 dage)
ricefish/Medaka
pi hal | Sa hurtigt som muligt efter befrugtning
Imephales promelay 55,5 - 16 4-5 5 (tidl. gastrula-stadium) til 4 dage efter 60 70

Fathead minnow

klaekning (8-9 dage)

2
3 gaeldende for larver
a
4
5

geeldende for larver

geeldende for embryoner

mgrke for embryoner og larver op til en uge efter kleekning, undtagen ved inspektion. Siden svagt lys i resten af testen
geeldende for embryoner




BILAG 3

VELDOKUMENTEREDE TEST-BETINGELSER, VARIGHED OG OVERLEVELSESKRITERIER FOR ANDRE BRUGBARE ARTER

ART TEMP. SALTINDHOLD LYS-PERIODE VARIGHED AF STADIER TYPISK TESTVARIGHED OV}ESII\]E\R%ILSE
© | oo (imen Sk BLOVNESAKYNGEL (NI 36
Embryoner | Blommesaekyngel Klaeknings Efter
succes klaekning
FERSKVAND
Carassius auratus Sa hurtigt som muli_gt efter befrugtning _(tidl.
24+1 - - 3-4 >4 gastrula-stadium) til 4 dage efter klaekning|(7 — 80
Guldfisk dage)
. . Sa hurtigt som muligt efter befrugtning (tidl.
Leopomis macrochirus 21+1 - 16 3 >4 gastrula-stadium) til 4 dage efter klaekning|(7 - 75
Bluegill sunfish dage)
SALTVAND
- . Sa hurtigt som muligt efter befrugtning (tid|l.
Menidia peninsulae 22-25 15-22 12 15 10 gastrula-stadium) til 5 dage efter klaekning 80 60
Tidewater silverside (6-7 dage)
Clupea harengus Sa hurtigt som muli_gt efter befrugtning _(tidl.
10+1 8-15 12 20-25 3-5 gastrula-stadium) til 3 dage efter klaekning 60 80
Sild (23-27 dage)
Gadus morhua Sa hurtigt som muli_gt efter befrugtning _(tidl.
5+1 5-30 12 14-16 3-5 gastrula-stadium) til 3 dage efter klaekning 60 80
Torsk (18 dage)
. . Sa hurtigt som muligt efter befrugtning (tid|l.
Cyprinodon variegatus | 5549 15-30 12 - - gastrula-stadium) til 4-7 dage efter klaekning ~ >75 80
Sheepshead minnow (28 dage) T




BILAG 4

NOGLE KEMISKE KARAKTERISTIKA FOR ACCEPTABELT FORTYNDINGSVAND

SUBSTANS KONCENTRATION
Faste stoffer <20 mg/l
Totalt organisk kulstof <2 mgl/l
ikke-ioniseret ammonium <1pg/l
Residualt chlor < 10ug/l
Total organophosphor-pesticider <50 ng/|
Total organochlorino-pesticider +polychlor- <50 ng/l
biphenyler
Total organisk chlor <25 ng/l
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C.16. HONNINGBIER - AKUT ORAL TOKSICITETS-TEST

METODE
Denne korttids toksicitets-testmetode svarer til OECD TG 213 (1998).
INTRODUKTION

Denne toksicitets-test er en laboratoriemetode beregnet til at fastleegge den orale akutte toksicitet af
plantebeskyttelsesmidler og andre kemikalier p& voksne arbejdsbier.

| forbindelse med fastleeggelse og evaluering af stoffers toksiske egenskaber kan det veere ngdvendigt at fastsla
den akutte orale toksicitet over for honningbier, fx nér det er sandsynligt, at bier bliver udsat for stoffet. Den
akutte orale toksicitets-test udfgres for at fastsla den iboende toksicitet af pesticider og andre kemikalier over for
bier. Resultaterne af testen bgr anvendes for at fastsl& en eventuel nedvendighed af yderligere undersggelser.
Seerligt kan metoden anvendes i programmer med henblik p& at vurdere de risici pesticider udger for bier,
baseret pa en trinvis progression fra laboratorietoksicitets-tests til tilnaermede feltforsag og rene feltforsagg.(1).
Pesticider kan testes som aktive substanser (a.s.) eller som feerdiggjorte produkter.

En toksisk standard bgr medtages til at fastsl& biernes fglsomhed og test-procedurens praecision.
DEFINITIONER

Akut oral toksicitet: Er den skadelige effekt, som indtreeffer inden for maksimum 96 timer efter en oral
indtagelse af en enkelt dosis af test-kemikaliet.

Dosis: er den meengde af test-kemikaliet, som er indtaget. Dosis udtrykkes som masse (mg) af test-kemikalium
per test-dyr (mg/bi). Den reelle dosis, som hver bi far, kan ikke beregnes, da bierne fodres kollektivt, men en
gennemsnitlig dosis kan skgnnes (den totalengde test-kemikalium indtaget/antal test-bier i et bur).

LDso (Mediane letale dosis) oral:er en statistisk beregnet enkeltdosis af et kemikalium, der kan forarsage dad
af 50% af dyrene, indtaget oralt. lspvaerdien udtrykkes i mg test-kemikalium per bi. Hvad pesticider angar,
kan test-kemikaliet vaere enten en aktiv substans (a.s.) eller et feerdiggjort produkt, indeholdende et eller flere
aktive kemikalier.

Mortalitet: Et dyre regnes for dgdt, nar det er totalt immobilt.
TEST-METODENS PRINCIP

Voksne arbejdshonningbie(Apis mellifera) udsaettes for en raekke doser af test-kemikaliet i en
rarsukkeroplgsning. Derefter far bierne samme fgde men uden test-kemikaliet. Mortaliteten noteres daglig i
mindst 48 timer og sammenlignes med kontrolvaerdierne. Hvis mortaliteten gges mellem 24 og 48 timer, mens
kontrolveerdierne holder sig pa det accepterede niveau, <€) %, bar man forleenge test-perioden til de
maksimale 96 timer. Resultaterne analyseres for at beregagJed 24 timer og 48 timer og, hvis forsgget
forleenges, ved 72 og 96 timer.

TESTENS VALIDITET

For at testen skal veere valid, geelder

— at den gennemsnitlige mortalitet for alle kontroller skal veere 10 % eller mindre ved forsggets afslutning;

— LDsofor den toksiske standard falder inden for det forventede.
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BESKRIVELSE AF TEST-METODEN
Indsamling af bier

Unge, voksne bier af samme race bgr anvendes, dvs. bier p& samme alder, i samme foderstand osv. Bierne hentes
fra tilstraekkeligt fodrede, de, s& vidt muligt sygdomsfri kolonier, som er dronningret. Deres fortid og
fysiologiske status bgr kendes. De kan indsamles om morgenen eller om aftenen far, brugen og holdes under
test-betingelserne til naeste dag. Bier fra rammer uden yngel kan anvendes. Indsamling i det tidlige forar eller
sene efterdr bar undgas, da bierne har eendret fysiologi pa den tid. Hvis testen skal udfgres i det tidlige forar eller
sene efterdr, kan bierne holdes i en inkubator i en uge og fodres med ‘bi-brad’ (pollen indsamlet fra vokskagen)
og rarsukkeroplgsning. Bier, der har vaeret behandlet med kemiske stoffer, sdsom antibiotika, anti-
varroaprodukter, osv. bar ikke bruges til toksicitets-undersggelser far fire uger efter slutningen af behandlingen.

Opbevaring og fodringsbetingelser

Der anvendes bure, der er rene og goditilerede. Alt passende materiale kan anvendes, sdsom rustfrit stal,
metalnet, plastik eller engangs traebure, osv. Det er bedst med ti bier pr bur. Starrelsen af test-burene skal passe
til antallet af bier, dvs. der skal veere for tilstreekkelig plads.

Bierne holdes i marke i forsggsrummet ved en temperatur pa 2%+ Ren relative fugtighed, normalt omkring
50-70%, skal registreres under hele forsgget. Handtering, inklusive behandling og observation kan forga ved
(dags)lys. Som fade anvendes vandig rersukkeroplgsning med en slutkoncentration pa 500 g/l (50% v/v). Efter
at test-dosis er givet, forsynes bierne med fadk libitum Fordringssystemet bgr tillade registrering af
fadeindtagelse for hvert bur (se sektion 1.6.3.1). Et glasrgr, ca. 50 mm langt med 10 mm lysning, med den dbne
ende indsnaevret til 2 mm, kan anvendes.

Forberedelse af bierne
De indsamlede bier fordeles tilfaeldigt i burene, som placeres tilfaeldigt i forsggsrummet.

Bierne ma sulte op til 2 timer fgr forsggets begyndelse. Det anbefales, at bierne sulter fgr behandlingen, sa at
alle bier star lige med hensyn til tarmindhold ved forseggets begyndelse. Moribunde bier skal kasseres og
erstattes med sunde bier far forsgget indledes.

Fremstilling af doser

Hvor test-kemikaliet er kan blandes i vand, kan det dispenseres direkte i en 50 % rgrsukkeroplgsning. Der kan i
forbindelse med tekniske produkter og stoffer med lav vandoplgselighed anvendes hjeelpestoffer sdsom
organiske oplgsningsmidler, bladggringsmidler eller dispergenser med lav toksicitet over for bier, (fx acetone,
dimethylformamide, dimethylsulfoxide). Hjeelpestoffets koncentration afhaenger af test-stoffets oplgselighed og
bar veere den samme i alle koncentrationer, der undersages. Imidlertid er en koncentration af hjeelpestoffet pa
1% normalt passende og bgr ikke overskrides.

Tilsvarende kontroloplgsninger bar fremstilles, dvs. hvor oplgsningsmiddel eller dispergens bliver anvendt til at
gare test-kemikaliet oplgseligt, bgr der anvendes to adskilte kontrolgrupper: en til oplgsning i vand og en til
rgrsukkeroplgsning med oplgsningsmiddel/hjeelpestof med samme koncentration som i forsggsoplgsningerne.
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1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

1.6.4

FREMGANGSMADE
Test- og kontrolgrupper

Antallet af doser og replikater bgr svare til de statistiske krav for bestemmelse &f m&l 95 %
sikkerhedsgreenser. Normalt kreeves dertil fem doser i en geometrisk serie med en faktor, der ikke overstiger 2,2,
og som daekker omradet for sp Fortyndingsfaktor og antal dosis-koncentrationer bar imidlertid beregnes ud
fra toksiciteteskurvens haeldning (dosis over for mortalitet), idet man tager hensyn til den statistiske metode,
hvormed man har valgt til at analysere resultaterne. En test til fastleeggelse af dosis-omrédet kan veere til hjeelp
for fastlaeggelse af dosis-koncentrationerne.

Mindst tre test-grupper, hver pa ti bier, bgr udseettes for hver test-koncentration. Mindst tre kontrolgrupper, hver
pa ti bier, deltager parallelt med test-serien. Kontrolgrupper skal ogsd inkluderes til belysning af de
oplgsningsmidler og hjeelpestoffer, der anvendes. (se sektion 1.5.4).

Toksisk standard

En toksisk standard (dvs. et kendt toksisk stof) skal inkluderes i test-serien. Af den bgr udvaelges mindst tre
doser for at deekke den forventede dsBveerdi. Mindst tre bure, hver med ti bier, skal udseettes for hver test-
dosis. Den foretrukne toksiske standard er dimethoate, for hvilket det angives, at den osale24Dtimer

befinder sig i starrelsesordenen 0,10-0,35 mg aktive substanser/bi (2). Andre toksiske standarder kan naturligvis
anvendes, hvis tilstraekkelige data kan fremskaffes til belysning af forventet dosis-respons (fx parathion).

Belastning
Administration af doser

Hver test-gruppe bier skal forsynes med 100-200 ml 50 % vandig rgrsukkeroplgsning, indeholdende test-
kemikaliet i den rigtige koncentration. Starre volumen kraeves til kemikalier, der er tungt oplgselige, har lav
toksicitet eller lav koncentration i preeparatet, da der skal bruges stgrre maengder i rgrsukkeroplgsningen.
Maengden af behandlet fgde, der indtages, skal monitoreres. Nar den er indtaget (almindeligvis efter 3-4 timer)
skal fordringssystemet fiernes fra buret, og udskiftes med et nyt, som kun indeholder ra@rsukkeroplgsning, og
som tilfgresad libitum. Nogle stoffer kan i hgjere doser medfare, at der indtages kun lidt eller ingen fade. Efter
hgjst 6 timer skal resten af den behandlede fgde fjernes og erstattes med ren rgrsukkeroplgsning. Maengden af
behandlet fade, der er indtaget, skal beregnes (fx via maling af volumen/veegt af resterende behandlet fade).

Varighed

Testen varer fortrinsvis til 48 timer efter at test-oplgsningen er blevet erstattet med ren r@rsukkeroplgsning. Hvis
mortaliteten fortsaetter med at stige med mere end 10 % efter de fagrste 24 timer, bgr test-varigheden udvides til
maksimalt 96 timer, under forudseetning af at migitgen blandt kontroldyrene ikke overstiger 10 %.

Observationer

Mortaliteten registreres 4 timer efter testens start og derefter 24 og 48 timer efter (dvs. efter givet dosis). Hvis en
leengere observationsperiode er ngdvendig, registreres yderligere hver 24. time op til 96 timer, under
forudseetning af, at mortaliteten blandt kontroldyrene ikke overstiger 10 %.

Den maengde fgde, der indtages af hver gruppe skal vurderes. Sammenligning af den hastighed, hvormed den
behandlede og den ikke behandlede fade indtages indenfor 6 timer, kan skaffe viden om den behandlede fades
smagskvalitet.

Enhver unormal opfarsel observeret blandt bierne i forsggsperioden skal registreres.
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2.2.2

2.2.3

Greense-test

I visse tilfeelde (fx hvis et test-kemikalium forventes at besidde lav toksicitet) kan man udfgre en graense-test,
hvor man anvender 100 mg aktiv substans/bi, for at vise, agoLBr stgrre end denne veerdi. Samme
fremgangsmade skal anvendes, inklusive tre replikate test-grupper til test-dosis, de relevante kontroller,
vurderingen af indtaget behandlet fade og brugen af toksisk standard. Hvis dgdsfald indtraeder, skal der udferes
et komplet forsgg. Hvis subletale virkninger observeres (se sektion 1.6.4) skal de registreres.

DATA OG RAPPORTERING
DATA

Data skal opsummeres i tabelform, der viser, for hver behandlet gruppe, kontrolgrupper og grupper med toksisk
standard, antallet af anvendte bier, mortaliteten for hvert observationstidspunkt og bier med useedvanlig
opfarsel. Analyser mortaliteten ved hjeelp af passende statistiske metoder (fx probit-analyser, veegtede
gennemsnit, binominal sandsynlighed) (3) (4). Plot dosis-respons-kurver for hver tidspunkt, hvor observationer
anbefales, og beregn kurvehzldninger og den mediane letale dosig, mBd 95 % sikkerhedsgraenser.
Korrektioner for kontrolleret mortalitet kan foretages v.hj. af Abbotts korrektion (4) (5). Hvis den behandlede
fade ikke er totalt indtaget. skal dosis af test-kemikalium indtaget pr. gruppe bestemmegskabDudtrykkes

som mg test-kemikalium pr. bi.

TEST-RAPPORT
Test-rapporten skal indeholde fglgende informationer:
Test-kemikalium:

— fysiske egenskaber og relevante fysisk-kemiske egenskaber (fx stabilitet i vand, damptryk);

— data for kemisk identifikation, inklusive struktur-formel, renhedsgrad (dvs. for pesticider: identitet og
koncentration af aktive substans(er)).

Test-dyr

— videnskabeligt navn, race, omtrentlige alder (i uger), indsamlingsmetode, dato for indsamling;

— informationer om kolonier, der er anvendt til indsamlingen af test-bier, inklusive sundhed,
voksensygdomme, tidligere behandling osv.

Test-omstaendigheder

— temperatur og forsggsrummets relative fugtighedsgrad;
— opbevaringsbetingelser, inklusive burets type, stgrrelse og materiale;

—  fremgangsmade ved fremstilling af stamoplgsning og test-oplgsning (eventuelt oplgsningsmiddel og dets
koncentration skal angives);

— test-design, dvs. antal teste-koncentrationer og deres stgrrelse, antal kontroller; for hver test-koncentration
og kontrol angives antal replikater og antal bier pr. Bur.
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Resultater:

resultater af eventuelle forsgg med koncentrations-omrader;
radata: mortaliteten for hver koncentration ved hvert observationstidspunkt;
graf af dosis-responskurve ved forsggets slutning;

LDso -vaerdier med 95 % sikkerhedsgraenser for hvert anbefalet observationstidspunkt, for test-kemikalium
og toksisk standard;

statistisk procedure for fastlaeggelse afsbD
mortaliteten blandt kontroldyrene;

andre biologiske effekter oberverede eller méalte, fx abnorm opfarsel blandt bierne (inklusive manglende
indtagelse af test-dosis), konsumptionshastighed bade hvad angér den behandlede og den ubehandlede

gruppe;

enhver fravigelse af test-fremgangsmaden, som her er beskrevet, samt enhver anden relevant oplysning.
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C.17 HONNINGBIER - AKUT KONTAKT TOKSICITETS-TEST

METODE
Denne akut toksicitets-testmetode svarer til OECD TG 214 (1998).
INTRODUKTION

Denne toksicitets-testmetode er en laboratoriemetode, beregnet til at vurdere den akutte toksicitet over for
voksne arbejdshonningbier ved kontakt med plantebeskyttelsesmidler og andre kemikalier.

Ved vurderingen og evalueringen af kemikaliers toksiske karakteristika kan det veere gnskveerdigt at bestemme
den akutte kontakttoksicitet over for honningbier, fx nar det er sandsynligt, at bier kan blive udsat for de
pageeldende kemikalier. Den akutte toksicitets-test udfgres for at bestemme pesticiders og andre kemikaliers
naturlige toksicitet over for bier. Resultaterne af denne test er taenkt anvendt til at fastsla behovet for yderligere
evaluering. Specielt kan metoden bruges i programmer, der evaluerer den fare, som pesticider betyder for bier,
baseret pa en trinvis progression fra laboratorietoksicitets-tests til tiinsermede felt-forsgg og rene feltforsag (1).
Pesticider kan testes som aktive substanser (a.s.) eller som feerdiggjorte produkter.

En toksisk standard bgr medtages til at fastsl& biernes fglsomhed og test-procedurens praecision.
DEFINITIONER

Akut kontakt toksicitet: Er den skadelige effekt, som indtreeffer inden for maksimum 96 timer efter en lokal
applikation af en enkelt dosis af et kemikalium.

Dosis: Er den meengde af test-kemikaliet, som er pafgrt. Dosis udtrykkes som masse (mg) af test-kemikalium
per test-dyr (mg/bi). Den reelle dosis, som hver bi far, kan ikke beregnes, da bierne fodres kollektivt, men en
gennemsnitlig dosis kan skgnnes (den totalengde test-kemikalium indtaget/antal test-bier i et bur).

LDso (Mediane letale dosis) kontakt:er en statistisk beregnet enkeltdosis af et kemikalium, der kan forarsage
dad af 50 % af dyrene, nar det administreres via kontakssMBerdien udtrykkes i mg test-kemikalium per bi.

Hvad pesticider angar, kan test-kemikaliet vaere enten en aktiv substans (a.s.) eller et faerdiggjort produkt,
indeholdende et eller flere aktive kemikalier.

Mortalitet: Et dyr regnes for dgdt, nar det er totalt immobilt.
TEST-METODENS PRINCIP

Voksne arbejdshonningbieApis melliferg udseettes for en serie forskellige doser af test-kemikaliet, oplgst i et
passende medie, gennem en direkte applikation pd thorax (sma draber). Forsgget varer 48 timer. Hvis
mortaliteten @ges mellem 24 og 48 timer, mens kontrolveerdierne holder sig pa det accepterede niveau, dvs.
<10 %, bar man forleenge test-perioden til de maksimale 96 timer. Resultaterne analyseres for at bejggne LD
ved 24 timer og 48 timer og, hvis forsgget forlaenges, ved 72 og 96 timer.

TESTENS VALIDITET
For at testen skal veere valid, geelder

— at den gennemsnitlige mortalitet for alle kontroller skal veere 10 % eller mindre ved forsggets afslutning;

— LDsofor den toksiske standard falder inden for det forventede.
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BESKRIVELSE AF TEST-METODEN
Indsamling af bier

Unge, voksne bier af samme race bgr anvendes, dvs. bier pd samme alder, i samme foderstand, race osv. Bierne
hentes fra tilstraekkeligt fodredeyrsde, sé vidt muligt sygdomsfri kolonier, som er dronningret. Deres fortid og
fysiologiske status bgr kendes. De kan indsamles aftenen fgr brugen og holdes under test-betingelserne til naeste
dag. Bier fra rammer uden yngel kan anvendes. Indsamling i det tidlige forar eller sene efterar bar undgas, da
bierne har aendret fysiologi pa den tid. Hvis testen skal udferes i det tidlige forar eller sene efterar, kan bierne
holdes i en inkubator i en uge og fodres med ‘bi-brgd’ (pollen indsamlet fra vokskagen) og rgrsukkeroplgsning.
Bier, der har vaeret behandlet med kemiske stoffer, sdsom antibiotika, anti-varroaprodukter, osv. bgr ikke bruges
til toksicitets-undersggelser far fire uger efter slutningen af behandlingen.

Opbevaring og fodringsbetingelser

Der anvendes bure, der er rene og goditilerede. Alt passende materiale kan anvendes, sdsom rustfrit stal,
metalnet, plastik eller engangs traebure, osv. Starrelsen af test-burene skal passe til antallet af bier, dvs. der skal
veere tilstraekkelig plads. Det er bedst med ti bier pr. bur.

Bierne holdes i marke i forsggsrummet ved en temperatur pa 2%+ Ren relative fugtighed, normalt omkring
50-70%, skal registreres under hele forsgget. Handtering, inklusive behandling og observation kan forga ved
(dags)lys. Som fade anvendes vandig rgrsukkeroplgsning med en slutkoncentration pa 500 g/l (50% v/v) og
tilbydes ad libitum under forsgget, idet man anvender et fodringssystem, der kan veere et glasrgr (ca. 50 mm
langt og med en lysning pa 10 mm og med den abne ende indsnaevret til 2 mm i diameter).

Forberedelse af bierne

De indsamlede bier kan bedgves med carbon dioxide eller nitrogen, nar test-kemikaliet skal appliceres.
Maengden af anaestetikum og bedgvelsestiden bgr veere mindst mulig. Moribunde bier skal kasseres og erstattes
af sunde bier, far testen pabegyndes.

Fremstilling af doser

Test-kemikaliet skal appliceres som en oplgsning i et medium, dvs. et organisk oplgsningsmiddel eller en vandig
oplgsning med overfladeaktive stoffer. Som organisk oplgsningsmiddel foretreekkes acetone, men andre
organiske oplgsningsmidler med lav toksicitet over for bier kan bruges, (fx dimethylformamide,
dimethylsulfoxide). Vandoplgselige feerdiggjorte produkter og hgjpoleere organiske substanser, som ikke er
oplaselige i organiske oplgsningsmidler, kan veere lettere at pafere, hvis de tilberedes i en svag oplgsning af
kommercielle overfladeaktive stoffer (fx. Agral, Cittowet, Lubrol, Triton, Tween).

Tilsvarende kontroloplgsninger bar fremstilles, dvs. hvor oplgsningsmiddel eller dispergens bliver anvendt til at
gore test-kemikaliet oplgseligt, bagr der anvendes to adskilte kontrolgrupper, en behandlet med vand og en med
oplgsningsmiddel/dispergent.
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1.6.5

FREMGANGSMADE
Test- og kontrolgrupper

Antallet af doser og replikater bgr svare til de statistiske krav for bestemmelse &f m&l 95 %
sikkerhedsgreenser. Normalt kreeves dertil fem doser i en geometrisk serie med en faktor, der ikke overstiger 2,2,
og som deekker omradet for B Antallet af doser ber imidlertid beregnes ud fra toksiciteteskurvens haeldning
(dosis over for mortalitet) idet man tager hensyn til den statistiske metode, hvormed man har valgt til at
analysere resultaterne. En test til fastlaeggelse af dosis-omradet kan veere til hjzelp for fastleeggelse af dosis-
koncentrationerne.

Mindst tre test-grupper, hver pa ti bier, bgr udseettes for hver test-koncentration.

Mindst tre kontrolgrupper, hver pa ti bier, deltager parallelt med test-serien. Hvis der er anvendt et organisk
oplgsningsmiddel eller et overfladeaktivt stof, skal der inkluderes yderligere tre kontrolgrupper pa ti bier hver
for oplgsningsmidlet eller det overfladeaktive stof.

Toksisk standard

En toksisk standard skal inkluderes i test-serien. Af den bgr udveelges mindst tre doser for at deekke den
forventede LIy, -veerdi. Mindst tre bure, hver med ti bier, skal udseettes for hver test-dosis. Den foretrukne
toksiske standard er dimethoate, for hvilket det angives, at kontald-ED24 timer befinder sig i
stgrrelsesordenen 0,10-0,30 mg aktive substanser/bi (2). Andre toksiske standarder kan naturligvis anvendes,
hvis tilstreekkelige data kan fremskaffes til belysning af forventet dosis-respons (fx parathion).

Belastning
Administration af doser

Bedgvede bier behandles individuelt med lokal applikation. Bierne randomiseres til deligestest-doser og
kontroller. 1 ml af oplgsningen, der indeholder test-kemikaliet i den passende koncentration, anbringes med en
mikroapplikator p& dorsalsiden af thoraks af bien. Andre volumina kan anvendes, hvis der er grund til det. Efter
applikationen anbringes bierne i test-burene og forsynes med rgrsukkeroplgsning.

Varighed

Forsggets varighed er almindeligvis 48 timer. Hvis mortaliteten gger mere end 10 % mellem 24 og 48 timer, skal
forsggsvarigheden forgges til op til 96 timer, under forudsaetning af at litetea blandt kontrollerne ikke
overstiger 10 %.

Observationer

Mortaliteten registreres 4, 24 og 48 timer efter applikationen. Hvis det er ngdvendigt med en forleenget
observationsperiode, skal observationerne foretages med 24-timers intervaller, op til 96 timer, under
forudseetning af, at kontrolmortaliteten ikke overstiger 10 %.

Enhver unormal opfarsel som observeres i testperioden skal registreres.
Graense-test

| visse tilfeelde(fx hvis et test-kemikalium forventes at besidde lav toksicitet) kan man udfgre en graense-test,
hvor man anvender 100 mg aktiv substans/bi, for at vise, agLBr stgrre end denne veerdi. Samme
fremgangsmade skal anvendes, inklusive tre replikate test-grupper til test-dosis, de relevante kontroller og
brugen af toksisk standard. Hvis dedsfald indtraeder, skal der udfgres et komplet forsgg. Hvis subletale
virkninger observeres (se sektion 1.6.4) skal de rapporteres.
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DATA OG RAPPORTERING
DATA

Data skal opsummeres i tabelform, der viser, for hver behandlet gruppe, kontrolgrupper og grupper med toksisk
standard, antallet af anvendte bier, mortaliteten for hvert observationstidspunkt og bier med usesedvanlig
opfarsel. Analyser mortaliteten ved hjeelp af passende statistiske metoder (fx probit-analyser, vaegtede
gennemsnit, binominal sandsynlighed) (3) (4). Plot dosis-respons-kurver for hver tidspunkt, hvor observationer
anbefales, (dvs. efter 24, 48 og, hvis relevant, 72 og 96 timer) og beregn kurvehaeldninger og den mediane letale
dosis, LDy, med 95 % sikkerhedsgraenser. Korrektioner for kontrolleret mortalitet kan foretages v.hj. af Abbotts
korrektion (4)(5). LR, skal udtrykkes som mg test-kemikalium pr. bi.

TEST-RAPPORT
Test-rapporten skal indeholde fglgende informationer:

Test-kemikalium:
— fysiske egenskaber og relevante fysisk-kemiske egenskaber (fx stabilitet i vand, damptryk);

— data for kemisk identifikation, inklusive struktur-formel, renhedsgrad (dvs. for pesticider: identitet og
koncentration af aktive substans(er)).

Test-dyr

— videnskabeligt navn, race, omtrentlige alder (i uger), indsamlingsmetode, dato for indsamling;

— informationer om kolonier, der er anvendt til indsamlingen af test-bier, inklusive sundhed,
voksensygdomme, tidligere behandling osv.

Test-omsteendigheder

— temperatur og forsggsrummets relative fugtighedsgrad;
— opbevaringsbetingelser, inklusive burets type, starrelse og materiale;

— fremgangsmade ved administration af test-kemikalium (det anvendte oplgsningsmedium, volumen af test-
oplgsning, det anvendte anesestetikum;

— est-design, fx antal og starrelse af test-doser, antal kontroller; for hver test-dosis og kontrol angives antal
replikater og antal bier pr. Bur.

Resultater:

— esultater af eventuelle forsgg med koncentrations-omrader;
— radata: mortaliteten for hver koncentration ved hvert observationstidspunkt;
— graf af dosis-responskurve ved forsggets slutning;

—  LDso-veerdier med 95 % sikkerhedsgreenser for hvert anbefalet observationstidspunkt, for test-kemikalium
og toksisk standard;

—  statistisk procedure for fastleeggelse afsh;D
— mortaliteten blandt kontroldyrene;

— andre biologiske effekter observerede eller malte, fx abnorm opfgrsel blandt bierne (inklusive manglende
indtagelse af test-dosis), konsumptionshastighed bade hvad angér den behandlede og den ubehandlede
gruppe;

— enhver fravigelse af test-fremgangsméaden, som her er beskrevet, samt enhver anden relevant oplysning.
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1.2

C.18. ADSORPTION/DESORPTION MED EN BATCH-LIGEVAGTSMETODE

METODE

Metoden er gengivet efter OECD TG 106: "Determination of Soil Adsorption/Desorption, using a Batch
Equilibrium Metod" (2000).

INDLEDNING

I metoden er taget hensyn til en ringtest og en workshop om udveelgelse af jord med henblik pa udvikling af en
adsorptionstest (1)(2)(3)(4) samt eksisterende guidelines pa nationalt plan (5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

Adsorptions-/desorptionsundersggelser kan skaffe vigtige oplysninger om kemiske stoffatitetmob
fordeling i biosfeerens jord-, vand- og luftcompartments (12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21). Sadanne
oplysninger kan anvendes til opstilling afggnoser eller overslagsberegninger f.eks. vedrgrende muligheden
for kemisk nedbrydning (22)(23), omdannelse og optagelse i organismer (24), udvaskning gennem
jordbundsprofilen (16)(18)(19)(21)(25)(26)(27)(28), fordampning fra jorden (21)(29)(30) og afstrgmning fra
jordoverfladen til naturlige vande (18)(31)(32). Adsorptionsdata kan anvendes til at drage sammenligninger og
opstille modeller (19)(33)(34)(35).

Et kemisk stofs fordeling mellem jord- og vandfase er en kompleks proces, som bestemmes af en raekke
forskellige faktorer: stoffets kemiske egenskaber (12)(36)(37)(38)(39)(40), jordens karakteristika (4)(12)(13),
(14)(41)(42)(43)(44)(45)(46)(47)(48)(49) samt klimatiske faktorer som nedbgr, temperatur, sollys og vind. De
mange feenomener og mekanismer, som medvirker ved adsorption af et kemisk stof til jord, kan saledes ikke
fastleegges fuldt ud ved en forenklet laboratoriemodel som neerveerende metode. Men uanset at denne tentativt
opstillede metode ikke kan deekke alle tilfeelde, der kan forekomme i miljget, giver den tilstraekkelige
oplysninger om den miljgmaessige relevans af adsorptionen af et kemisk stof.

Se ogsa den generelle indledning.
OMRADE

Metodens formal er at ggre det muligt at foretage en sk@nsmaessig beregning af et stofs adsorptions-/desorption
i jord. Malet er at nd frem til en sorptionsveerdi, med hvilken fordelingen under ftigekeniljgforhold kan
forudsiges; til dette formal bestemmes ligeveegtsadsorptionskoefficienter for et kemisk stof pa forskellige
jordtyper som funktion af jordens egenskaber (f.eks dens indhold af organisk kulstof, lerindholdet samt jordens
struktur og pH). Det er ngdvendigt at anvende forskellige jordtyper for at fa sa bred deekning som muligt af
vekselvirkningen mellem et givet stof og naturligt forekommende jordtyper.

| denne metode forstas ved adsorption den proces, hvorved et kemisk stof bindes til overfladen af forskellige
jordtyper; der skelnes her ikke mellem forskellige adsorptionsprocesser (fysisk og kemisk adsorption) og
processer som overfladekatalyseret nedbrydning, masseadsorption og kemiske reaktioner. Den adsorption, som
finder sted pa kolloide partikler (diameter < 1.th) dannet af jordarterne, tages ikke i betragtning.
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De jordparametre, som anses for at have stgrst betydning for adsorptionen, er : organisk kulstofindhold
(3)(4)(12)(13)(14)(41)(43)(44)(45)(46)(47)(48), lerindhold og jordstruktur (3)(4)(41)(42)(43)(44)(45)(46)(47)
(48) samt for ioniserbare forbindelser pH-veerdien (3)(4)(42). Andre jordparametre der kan have indflydelse pa
adsorptionen/desorptionen af nugle stof er effektiv kationudvekslingskapacitet (ECEC), indhold af amorfe jern-
og aluminiumoxider, specielt for vulkanske og tropiske jordarter (4), samt virksom overflade (49).

Testen er udviklet med henblik p& vurdering af et kemisk stofs adsorption pa forskellige jordtyper med
varierende organisk kulstofindhold, lerindhold og jordstruktur samt pH. Testen omfatter tre trin:

Trin 1:  Indledende undersggelse til bestemmelse af:

— forholdet jord/oplgsning;

— ligeveegtstid for adsorptionsprocessen og meengde prgvestof adsorberet ved ligeveegt;

— pravestoffets adsorption pa overfladen af prgvebeholderne samt prgvestoffets stabilitet inden for

prgveperioden.

Trin 2:  Screeningtest: adsorptionen i fem forskellige jordtypedersgges adsorptionskinetisk ved én enkelt
koncentration og bestemmelse af fordelingskoefficienternegoc.

Trin 3: Bestemmelse af Freundlich-adsorptionsisotermer til fastleeggelse af koncentrationens indflydelse p&
adsorptionen pé jord.

Undersggelse af desorption ved hjeelp af desorptionskinetik/Freundlich desorptionsisotermer (bilag
1).

DEFINITIONER OG ENHEDER

Simbolo Definizione Unita
At adsorptionsprocent til tidep t %
i
Acqy adsorptionsprocent ved adsorptionsligevaegt %
ad masse prgvestof adsorberet til jorden til tiden t ug
mg S(ti)
ad masse prgvestof adsorberet pa jorden i lgbet af tidsinterwd|le ug
mgd?eq) masse prgvestof adsorberet pa jorden ved adsorptionsligevaggt ug
Mo masse provestof | prgveglasset ved adsorptionstestens Hg
begyndelse
mfrir%js(ti) masse prevestof mélt i en proved ) til tidspunktet t Hg
mggs(ea) masse af stoffet i oplgsningen ved adsorptionsligeveegt Hg
Msoil maengde jordfase, angivet som tgr masse jord g
Cst massekoncentration af stamoplgsningen af stoffet g cm®
Co initial massekoncentration af prgveoplgsning i bergring med g cm®
jorden
Cads(t_) massekoncentration af stoffet i den vandige fase til tidspunkiet t g cm®
ag ti for analysens udfgrelse




ad indhold af stof adsorberet pa jorden ved adsorptionsligevaegt ug gt
C8%ed
Cads(eq) massekoncentration af stoffet i vandig fase ed Hg cmi°
ag adsorptionsligeveegt
Vo initialt volumen af vandig fase i kontakt med jordemder cnt
adsorptionstesten
vé volumen af den prgve, hvori prgvestoffet males *cm
Ky fordelingskoefficient for adsorption chy?
Koc normaliseret adsorptionskoefficient for organisk kulstof 3gth
Kom normaliseret fordelingskoefficient for organisk stof I
K'a:ds Freundlich adsorptionskoefficient pg 2 (en) gt
1/n Freundlich-eksponent
. esorptionsprocent til tidspunktet t %
Dy d i il tid k 9
i
DAt. desorptionsprocent til tidsintervallat; %
i
Kdes tilsyneladende desorptionskoefficient r
ngs Freundlich desorptionskoefficient pg 2 (cn) gt
de masse af prgvestoffet desorberet fra jorden i lgbet af tiden t ug
des( masse af prgvestof desorberet fra jorden i Igbet af tidsintervallet ug
maq Atl) A
mdes(eq) masse af stof, som er bestemt analytisk i den vandige fasqg ved ug
m desorptionsligeveegt
de samlet masse af prgvestof desorberet ved desorptionsligevaggt ug
magiea)
des s masse af prgvestof, som stadig er adsorberet pa jorden |efter ug
mg€at.) | Mas
I tidsintervalletAt,
mA masse af stof, som er tilbage efter indtreeden | af ug
aq adsorptionsligeveegt som folge af ufuldsteengig
volumenudskiftning
Cdes(eq) indhold af prgvestof, som stadig er adsorberet til jorden yed ug gt
S desorptionsligeveegt
Cdes(eq) massekoncentration af prgvestof i vandig fase YVed ug cm®
aq desorptionsligevaegt
Vr samlet rumfang af vandig fase i kontakt med jorden under cnt
desorptionskinetikforsgget udfgrt med den sekventielle metode
Vg rumfang supernatant, som efter indtraeden af adsorptionsligeyvaegt cnt
er fiernet fra proveglasset og erstattet af samme rumfang 0,01 M
CaClb-oplgsning
vD rumfang af prgve udtaget til analyse fra tidspunktet (i) under cnt
desorptionskinetikforsgget udfart med den sekventielle metode
V,i, rumfang oplgsning udtaget af prgveglas (i) til bestemmelsge af cnt

prgvestof i desorptionskinetikforsgget (parallele metode)
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V,F rumfang oplgsning ud_tageF af prgveglas (i) til bestemmelse af cnt
provestof, ved desorptionsligeveegt

MB massebalance %

mg samlet masse provestof ekstraheret fra jord og proveglassets ug
vagge i to trin

Viec rumfang supernatant, som er opsamlet efter indtreeden af cn?
adsorptionsligeveegt

Pow oktanol/vand fordelingskoefficient

pKa dissociationskonstant

Sw vandoplgselighed gl

TESTMETODENS PRINCIP

Kendte rumfang af en oplgsning af umaerket eller radioaktivt meerket prgvestof med kendt koncentration i 0,01
M CaCl, tilsaettes til jordpraver, hvis tgrre veegt kendes, og som i forvejen er ekvilibreret i 0,01 M.CacCl
Blandingen omrystes et passende stykke tid. Jordsuspensionerne adskilles derefter ved centrifugering og om
ansket filtrering, og den vandige fase analyseres. Demgdee prgvestof, som er adsorberet pa jordpraven,
beregnes som forskellen mellem den maengde prgvestof, som i begyndelsen er til stede i oplgsningen og den
maengde, der dilbage ved forsggets slutning (indirekte metode).

Om gnsket kan man veelge at bestemme den adsorberede maengde provestof direkte ved analyse af jorden
(direkte metode). Denne metode, som indebeerer trinvis ekstraktion af jorden med passende oplgsningsmiddel,
anbefales i tilfaelde, hvor koncentrationsforskellen af stoffet i oplgsningen ikke kan bestemmes ngjagtigt. Som
eksempel pa sadanne tilfelde kan naevnes: prgvestoffet adsorberes pa overfladen af prgveglasset, pravestoffet er
ustabilt inden for forsggets tidsramme, adsorptionen er enten sa svag, at der kun fas lille koncentrationsaendring

i stoffet, eller sd staerk, at koncentrationen bliver for lille til ainke bestemmes ngjagtigt. Anvendes
radiomeerket stof, kan ekstraktion af jorden undgas ved analyse af jordfasen ved forbraending og
vaeskescintillationsteelling. Vaeskescintillationsteelling er imidlertid en uspecifik teknik, som ikke gar det muligt

at skelne mellem moderstof og omdannelsesprodukter; den bgr derfor kun anvendes, hvis prgvestoffet er stabilt

i hele undersggelsens varighed.

OPLYSNINGER OM PR@VESTOFFET

Kemiske reagenser skal veere af analytisk kvalitet. Det anbefales at anvende umaerket provestof med kendt
sammensaetning og helst mindst 95 % renhed, eller radioaktivt meaerket prgvestof af kendt sammensaetning og
radioaktiv renhed. Anvendes radioaktive tracerstoffer med kort halveringstid, skal der korrigeres for henfald.

Far man udfgrer en test for adsorption-desorption, skal der foreligge fglgende oplysninger om pravestoffet:

a) Vandoplgselighed (A.6.);

b) Damptryk (A.4.) og/eller Henry's lov konstant;

c) Abiotisk nedbrydning: hydrolyse som funktion af pH (C.7.);
d) Fordelingskoefficient (A.8.);

e) Umiddelbar biologisk nedbrydelighed (C.4.) eller aerob og anaerob omdannelse i jord;
f) pKa for ioniserbare stoffer
Q) Direkte fotolyse i vand (dvs. UV-Vis absorptionsspektrum i vand, kvanteudbytte) og fotonedbrydning

pa jord.
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1.7.1

1.7.2

PR@VENS ANVENDELIGHED

Praven kan anvendes p& kemiske stoffer, for hvilke en analysemetode med tilstreekkelig ngjagtighed er til
radighed. En vigtig parameter, som kan have betydning for resultaternes pélidelighed, navnlig ved anvendelse af
den indirekte metode, er prgvestoffets stabilitet inden for det tidsrum, testen straekker sig over. Det er sdledes en
forudseetning, at stabiliteten efterproves i en indledamitersggelse; iagttages der en omdannelse i lgbet af
den tid, testen straekker sig over, anbefales hovedundersggelsen udfart med analyse af bade jord- og vandfase.

Man kan komme ud for vanskeligheder med at udfgre testen for provestoffer med ringe vandoplgselighed (S
10* g I'"), s&vel som for staerkt ladede stoffer som falge af, at koncentrationen i den vandige fase ikke kan
bestemmes analytisk med tilstreekkelig ngjagtighed. | sadanne tilfeelde ma der treeffes supplerende
foranstaltninger. Vejledning i, hvordan sddanne problemer gribes an, er givet i de pageeldende afsnit i denne
metode.

Ved testning af flygtige stoffer ma der drages omsorg for at undgé tab under behandlingen.
BESKRIVELSE AF METODEN

Apparatur og kemiske reagenser

Standardlaboratorieudstyr, navnlig falgende:

a) Glas eller beholdere til udfarelse af forsggene. Det er vigtigt, at disse glas eller beholdere:
— passer direkte i centrifugen, for at fejl ved handtering og overfarsel kan begraenses til det mindst
mulige;
— er fremstillet af ikke-reaktive materialer, saledes at adsorptionen af pravestoffet pa overfladen
nedseettes til det mindst mulige.

b) Til omrystning anvendes overhead-rystebord eller tilsvarende; rystebordet skal holde jorden opsleemmet
under omrystningen.

c) Centrifuge: helst af hgjhastighedstypen, f.eks centrifugalkraft > 3000 g, temperaturkontrolleretrsiel k
fierne partikler med diameter over Oyn fra vandige oplgsninger. Beholderne skal veere tilproppeer
omrystning og centrifugering for at undga tab ved fordampning og veeskespild; for at mindske adsorptionen
pa propperne bar deaktiverede propper anvendes, f.eks. teflonbelagte skruepropper.

d) Valgfrit: filtreringsapparat, sterile engangsfilire med Qy# porestgrrelse. Filtermaterialet bgr udveelges
seerligt ngje med henblik pa at undgéa ethvert tab af pravestoiltpgné; til tungtoplaselige pravestoffer
kan filtre af organisk materiale ikke anbefales.

e) Analyseudstyr, som er velegnet til maling af prevestoffets koncentration.
f) Laboratorievarmeskab, som kan holde temperaturer fra €68110°C.
Karakterisering og udveelgelse af jord

Jorden bgr veere karakteriseret ved tre parametre, som i hovedsagen anses for bestemmende for
adsorptionskapaciteten: organisk kulstofindhold, lerindhold og jordstruktur, samt pH. Som allerede naevnt (jf.
"Omrade") kan andre fysisk-kemiske jordegenskaber have betydning for et givet stofs adsorption/desorption og
bar i sa fald tages i betragtning.



Det har meget stor betydning, hvilke metoder, der anvendes til karakterisering af jorden, og disse kan have stor
indflydelse pa resultaterne. Det anbefales derfor, at jordens pH males i en oplgsning af 0,01, NdZa@len
oplgsning, der benyttes ved undersggelse af adsorption/desorption) i henhold til den p&geeldende ISO-metode
(ISO-10390-1). Ligeledes anbefales, at de gvrige relevante jordegenskaber bestemmes efter standardmetoder
(ISO Handbook of soil analysis); derved kan analysen af sorptionsdata baseres pa globalt standardiserede
jordparametre. Nogen vejledning vedrgrende foreliggende standardmetoder til jordanalyse og -karakterisering er
givet i reference (50-52). Til kalibrering af metoderne til jordbundsanalyse anbefales brug af referencejordtyper.

Vejledning i udveelgelse af jord til adsorptions-/desorptionsforsggene er givet i tabel 1. De syv udvalgte
jordtyper er dem, man finder i tempererede geografiske omrader. For ioniserbare stoffer bgr de udvalgte
jordtyper daekke et bredt pH-omréde for at give mulighed for vurdering af adsorptionen af stoffet, nar dette er
henholdsvis ioniseret og uioniseret. Vejledning i, hvor mange fdifgkejordtyper der skaundersgges i de
forskellige trin af testen, findasnder "Testens praestationer" 1.9.

Foretraekker man andre jordtyper, bgr de veere karakteriseret ved de samme parametre og have tilsvarende
variation i egenskaber som de, der er beskrevet i tabel 1, ogsa selv om de ikke modsvarer kriterierne ngjagtigt.

Tabel 1: Vejledning i valg af jordprgver til adsorption-desorption

Jordtype pH-omrade (i 0,01 M Organisk Lerindhold (%) Jordstruktur*
CacClyp) kulstofindhold (%)
1 45-55 1,0-2,0 65 - 80 clay
2 >7.5 3,5-5,0 20-40 clay loam
3 55-7,0 15-3,0 15-25 silt loam
4 4,0-5,5 3,0-4,0 15-30 loam
5 <4,0-6,0 <05-15" <10-15 loamy sand
6 >7,0 <0,5-16 40 - 65 clay loam/clay
7 <45 > 10 <10 sand/ loamy sand

* | henhold til FAO og US-systemet (85).

§ Veerdierne af de respektive variable bgr fortrinsvis ligge i det anfarte omrade. Hvis det imidlertid er vanskeligt at finde
passende jordmateriale, kan veerdier under den anfgrte mindstevaerdi godtages.

1 For jordtyper med mindre end 0,3 % organisk kulstof kan sammenhaengen mellem organisk kulstofindhold og adsorption veere
forstyrret. Det anbefales séledes at anvende jord med et organisk kulstofindhold pa mindst 0,3 %.

1.7.3

1.73.1

Indsamling og opbevaring af jordpraver
Indsamling

Der anbefales ikke bestemte prgveudtagningsmetoder eller -redskaber; prgveudtagningsmetoden afheenger af
undersggelsens formal (53)(54)(55)(56)(57)(58).

Foglgende bgr tages i betragtning:

a) udfarlige oplysninger om omradets historie er nadvendige, herunder beliggenhed, plantedaekke, behandling
med pesticider og/eller gadning, biologisk tilvaekst eller tilfaeldig forurening. Anbefalingerne i ISO
standarden for jordprgvetagning (ISO 10381-6) begr fglges med hensyn til beskrivelse af
provetagningsstedet;



1.7.3.2

1.7.3.3

1.7.4

b) preovetagningsstedet skal veere fastlagt ved UTM (universel transversal Mercator-projektion/europeeisk
horisontal datum) eller geografiske koordinater; dette skulle gare det muligt at genfinde en bestemt jordtype
i fremtiden og kan veere en hjeelp ved bestemmelse af jorden efter forskellige klassifikationssystemer, som
anvendes i andre lande. Endvidere m& kun indsamles A-horisont til en maksimal dybde af 20 cm. Specielt
geelder for jordtype n.7, at hvis en,@orisont indgar i jorden, bar den medtages ved prgveindsamlingen.

Jordpraverne bar transporteres i sddanne beholdere og under sddanne temperaturforhold, at der med sikkerhed
ikke sker neevneveerdige aendringer i jordens oprindelige egenskaber.

Opbevaring

Der bgr fortrinsvis anvendes jord, som er frisk optaget fra marken. Kun nar dette ikke er muligt, bgr jorden
opbevares ved rumtemperatur i lufttarret tilstand. Der anbefales ingen graense for opbevaringstiden, men har
jorden veeret opbevaret i over tre ar, ber den fgr anvendelse genanalyseres for organisk kulstofindhold, pH og
kationbytningskapacitet.

Handtering og klarggring af jordpraver til testen

Jordprgverne lufttgrres ved rumtemperatur (fortrinsvis ved 20c35Disaggregering bgar foretages med mindst
mulig kraft, séledes at den oprindelige jordstruktur eendres mindst muligt. Jordens sigtes til en partikelstarrelse
< 2 mm; ved sigtningen fglges anbefalingerne i ISO standarden for jordpravetagning (ISO 10381-6). Skansom
homogenisering anbefales, da reproducerbarheden af resultaterne derved ggedhdfdetii hver jordtype
bestemmes pa tre prever ved opvarmning til 105 °C, indtil vaegten ikke laengere aendrer sig veesentligt (ca. 12 h). |
alle beregninger forstas ved masse af jord den ovntgrrede masse, dvs. jordens vaegt korrigeret for fugtindhold.

Klargaring af prgvestof, som skal tilfares jorden

Pravestoffet oplgses i 0,01 M CaCldestilleret eller deioniseret vand; Ca@plgsningen anvendes som vandig

fase for at forbedre centrifugeringen og nedseette kationbytningen til det mindst mulige. Stamoplgsningens
koncentration bgr fortrinsvis veere tre starrelsesordener over detektionsgreensen for den anvendte analysemetode.
Denne graense garanterer ngjagtige malinger med hensyn til de her anviste metoder; endvidere bgr stamoplasningens
koncentration veere lavere end provestoffets oplgselighed i vand.

Stamoplgsningen bgr fortrinsvis fremstilles umiddelbart far stoffet tilfares jordpraverne og bar opbevares tillukket
og markt ved 4 °C. Opbevaringstiden afhaenger af provestoffets stabilitet og dets koncentration i oplgsningen.

Kun ved tungtoplgselige stoffer (& 10 g I'') kan det vaere ngdvendigt at anvende et passende oplgsningsmiddel,
nar prevestoffet er vanskeligt at bringe i oplgsning. For dette oplasningsmiddel gzelder: (a) det bar veere blandbart
med vand, som f.eks. methanol eller acetonitril; (b) dets koncentration bgr ikke veere starre end svarende til 1 % af
stamoplgsningens samlede rumfang og bar veere mindre i den oplgsning af prgvestof, som kommer i kontakt med
jorden (helst under 0,1 %), og (c) det bar ikke veere overfladeaktivt eller indgd i lyolytiske reaktioner med
provestoffet. Brug af oplgsningsmiddel bgr vaere angivet og begrundet i rapporteringen af data.
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Et andet alternativ ved tungtoplgselige stoffer etilstgette pravestoffet til pravesystemet ved spiking: pravestoffet
oplagses i et organisk oplgsningsmiddel, og en lille del heraf tilsaettes systemet bestdende af jord og 0,01 molser
oplgsning af CaGli destilleret eller deioniseret vandhdholdet af organisk oplgsningsmiddel i den vandige fase

skal holdes sa lavt som muligt, normalt ikke over 0,1 %. Spiking fra en organisk oplasning kan veere behzeftet
med manglende reproducerbarhed af volumen. Derved kan der indfares en ekstra fejlkilde i forsgget, da
koncentrationen af pragvestof og hjeelpeoplgsningsmiddel ikke vil veere den samme i alle tests.

BETINGELSER FOR UDFZRELSE AF ADSORPTIONS-/DESORPTIONSTESTEN
Analysemetode

De vigtigste parametre, som kan pavirke ngjagtigheden af sorptionsmalingerne, er ngjagtigheden af analysemetoden
anvendt til bade oplasningsfase og adsorberet fase, prevestoffets stabilitet og renhed, om sorptionsligeveegt opnas,
hvor meget oplgsningens koncentration aendrer sig, forholdet jord/oplgsning og eendringer i jordstrukturen under
ekvilibreringen (35)(59-62). Nogle eksempler med relevans for ngjagtighedsproblematikken er givet i bilag 2.

Palideligheden af den anvendte analysemetode skal veere kontrolleret i det koncentrationsomrade, som forventes at
optraede under testen. Eksperimentatoren bgr ikke afholde sig fra selv at udvikle en velegnet metode med passende
ngjagtighed, preecision, reproducerbarhed, detektionsgraenser genfindingsgrad. Nedenfor er givet en
forsagsvejledning, som viser udfgrelsen af en sadan test.

Et passende rumfang 0,01 M Ca@leks. 100 crf) omrystes i 4 h med en afvejet maengde jord, f.eks. 20 g, med

stor adsoptionsevne, dvs. stort organisk kulstofindhold; der kan afviges fra de angivne veegtmaengder og rumfang
afhaengigt af, hvad hensynet til analysen kraever, men et forhold jord/oplgsning p& 1: 5 vil veere et passende
udgangspunkt. Blandingen centrifugeres, og den vandige fase kan evetttasdst Til den vandige fase tilseettes

et bestemt rumfang af stamoplgsningen af prevestof, sdledes at den nominelle koncentration nar inden for det
koncentrationsomrade, der forventes at optreede under testen. Dette rumfang ber hgjst udggre 10 % af den vandige
fases endelige rumfang for at forekvilibreringsoplgsningens beskaffenhed skal sendres mindst muligt. Oplgsningen
analyseres.

En blindpreve bestende af systemets jord + gafllzsning (uden prevestof) skal indga i analysen for at man kan
kontrollere, om analysemetoden medfarer artefakter, og om jorden giver matrixvirkninger.

Til sorptionsmaling kan anvendes gas-veeskekromatografi (GLC), high-performance vaeskekromatografi (HPLC),
spektrometri (f.eks. GC/massespektrometri, HPLC/massespektrometri) og veaeskescintillationsteelling (ved
radioaktivt maerket provestof). Uanset den anvendte analysemetode anses det for passende, hvis der genfindes
mellem 90 % og 110 % af den nominelle veerdi. For at give mulighed for detektion og evaluering efter at adskillelse

af faserne har fundet sted, bgr analysemetodens detektionsgraenser veere mindst to stgrrelsesordener under den
nominelle koncentration.

Karakteristika og detektionsgreenser for den analysemetode, der er til radighed for adsorptionsundersggelserne,

spiller en vigtig rolle ved fastleeggelse af testbetingelserne og testens samlede praestationer. | denne metode angives
en generel forsggsgang, medens der gives anvisninger og vejledning for alternative lgsninger, hvor analysemetode

og laboratoriefaciliteter kan seette begraensninger.



1.8.2

Valg af optimalt jord/oplgsning forhold

Et passende jord til oplgsning forhold for sorptionsundersggelser veelges ud fra fordelingskoefficieaten K

den gnskede relative adsorptionsgrad. Den statistiske ngjagtighed, med hvilken stoffets koncentration i
oplgsningen lader sig bestemme, er givet ved koncentrationsaendringen for stoffet i oplgsningen, afhaengigt af
adsorptionsligningens form og analysemetodens graenseveerdi. | praksis er det derfor seedvanligvis nyttigt at
bestemme sig for nogle fa faste forhold, som giver en adsorptionsprocent pa over 20 %, helst ogsa >50 % (62),
samtidig med at man sgrger for, at prgvestoffets koncentration i den vandige fase er hgj nok til at kunne males
ngjagtigt. Dette er seerlig vigtigt ved hgje adsorptionsprocenter.

En bekvem made at veelge passende jord/vand forhold p& er at basere det pa en skaamet, iénten fra de
indledende forsgg eller er fra tilneermet beregning med en anerkendt metode (bilag 3). Derefter kan et passende
forhold jord/oplgsning veelges ved afseette en kurve over dette forhold som funktiony &br Kastlagte
adsorptionsprocenter (fig.1). Ved optegning af kurven antages adsorptionsligningen® libetepageeldende

forhold findes ved at omordne ligning (4) fogKsamme form som ligning (1):
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Fig. 1 Sammenheaeng mellem forholdet jord/oplasning egéd forskellige adsorptionsprocenter for prgvestof.
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Fig. 1 viser det gnskede jord/oplgsningsforhold som funktion afe forskellige adsorptionsgrader. F.eks. fas

med et forhold jord/oplasning pa 1:5 og K 20 en adsorption pa ca. 80 %. For at f& 50 % adsorption ved samme
Kqveerdi skal forholdet veere 1:25. Denne made at veelge passende jord/oplasningsforhold pa giver undersggeren
den fleksibilitet, som er ngdvendignder forsggsomstaendigheder.

Vanskeligere at handtere er de omrader, hvor det kemiske stof udviser enten meget hgj elle meget lav adsorption. |
tilfeelde af lav adsorption anbefales et jord:oplesningsforhold p& 1:1, dog kan det for visse meget organiske
jordtyper veere ngdvendigt med et lavere forhold for at f& en veellinglignende konsistens. Der m& vises omhu med
analysemetoden ved maling af sma eendringer i oplgsningens koncentration; ellers vil adsorptionsmalingen blive
ungjagtig. Hvis fordelingskoefficientenqgpd den anden side er meget hgj, kan man ga op til et forhold jord:
oplgsning pa 1:100 for at en veesentlig del af det kemiske stof skal forblive i oplgsningen. Der ma dog sgrges
omhyggeligt for god opblanding, og man ma give systemet tilstreekkelig tid til at ekvilibreres. En alternativ
fremgangsmade er at forudsige-¥eerdien med teknikker til skansvis beregning, f.eks. baseretp&adrdier

(bilag 3). Iseer kan dette vaere nyttigt for lavt adsorberede/poleere kemiske stoffesnePog for lipofile/staerkt

sorptive kemiske stoffer med,pP> 10° .

TESTENS PRASTATIONER
Testbetingelser
Alle forsgg udfares ved rumtemperatur, og om muligt ved konstant temperatur mellem 20 °C og 25 °C.

Centrifugeringsbetingelserne skal gare det muligt at fierne partikler stgrre epioh@r@ oplgsningen. Denne vaerdi
medtager den mindste partikel, der betragtes som en faststofpartikel, og danner overgangen mellem faste og
kolloide partikler. Vejledning for fastlaeggelse af centrifugeringsbetingelserne findes i bilag 4.

Kan centrifugeringsfaciliteterne ikke garantere fiernelse af partikler ovep,2kan man eventuelt kombinere
centrifugeringen med filtrering med filtre med Quéh porestarrelse. S&danne filtre skal veere fremstillet af passende
inaktivt materiale for at undga tab af prevestof pd dem. Under alle omstaendigheder skal det veere godtgjort, at
filtreringen ikke medfgrer tab af pravestof.

Trin 1- Indledende undersggelse

Formalet med den indledende undersggelse er beskreveitieaf&@mrade". Vejledning for opsaetning af en sadan
test gives i forbindelse med det nedenfor foresldede forsgg.

Valg af optimalt forhold jord:oplgsning

Der anvendes to jordtyper og tre forskellige jord:oplasning forhold (seks enkeltfors@g). Den ene jordtype har hgijt
organisk kulstofindhold og lavt lerindhold, medens den anden har lavt organisk kulstofindhold og hgijt lerindhold.
Der foreslas fglgende forhold:

-50 g jord til 50 cmi vandig oplasning af pravestoffet (forhold 1:1);
-10 g jord til 50 cmi vandig oplasning af pravestoffet (forhold 1/5);
-2 g jord til 50 cn? vandig oplgsning af pravestoffet (forhold 1/25).

Den mindste maengde jord, som forsgget kan gennemfares pa, afhaenger af laboilitietéefeoog praestationerne
af de anvendte analysemetoder. Dog anbefales det at anvende mindst 1 g, og helst 2 g for at f& palidelige resultater
af testen.

En kontrolprave, alene indeholdende pravestof i 0,01 M €aflasning (ingen jord), underkastes ngjagtig de
samme procedurer som prgvesystemerne for at kontrollere provestoffets stabilitet,o@laéhing og dets
eventuelle adsorption pa overfladen af prgvekarrene.



For hver jordtype gennemfgres samme testprocedure pa en blindprgve med samme jordmaengde og et totalt rumfang
pa 50 cmi 0,01 M CaCl-oplasning (uden pravestof). Blindpraven tjener til baggrundskontrol under analysen med
henblik pa at opdage forstyrrende stoffer eller forurenet jord.

Alle forsggene, herunder kontrol- og blindforsgg, skal udfares mindst som dobbeltforsgg. Det samlede antal praver,
som skal fremstilles til forsgget, kan beregnes ud fra den metode, der skal anvendes.

Seedvanligvis benyttes samme metoder ved forundersggelsen og hovedundersggelsen; undtiigatsevries i
givet fald.

Dagen far forsggsdagen ekvilibreres de Iufttarrede jordprever ved omrystning med et mindsterumfang pa 45 cm
0,01 M CaCj natten over (12 h). Derefter tilseettes et bestemt rumfang af stamoplgsningen af prgvestoffet, saledes
at det endelige rumfang justeres til 50%nDette tilsatte rumfang stamoplgsning: (a) ma ikke vaere over 10 % af

det endelige rumfang p& 50 @&maf den vandige fase for ikke at aendre beskaffenheden af
forekvilibreringsoplgsningen mere end ngdvendigt, og (b) bar fortrinsvis resultere i, at den pr@veoplgsning, som er i
kontakt med jorden (€), har en begyndelseskoncentration mindst to starrelsesordener over detektionsgraensen
for analysemetoden; denne graense sikrer, at der kan foretages ngjagtige malinger, selv nar der optreeder steerk
adsorption (> 90%), og giver mulighed for senere bestemmelse af adsorptionsisotermerne. Ligeledes anbefales
det, at begyndelseskoncentrationen af det undersggte sjakK€er stgrre end halvdelen af dets oplgselighed.

Nedenfor er givet et eksempel pd, hvordan stamoplgsningens koncentragjoie(@gnes. Det antages, at
detektionsgraensen er 0,44 cm®, og at adsorptionen er 90 %; begyndelseskoncentrationen af pravestoffet, som er
i kontakt med jorden, bar derfor helst vaergud cm?® (to sterrelsesordener over detektionsgraensen). N&r det
forudseettes, at der tilseettes det anbefalede maksimale rumfang stamoplgsning, dvi.Bant 0,01 M CaCl
ekvilibreringsoplasning (= 10 % stamoplasning i 503csamlet vandigt rumfang), bgr koncentrationen af
stamoplgsningen vaere i) cni®, alts tre starrelsesordener over detektionsgraensen for analysemetoden.

pH af den vandige fase bgr males far og efter kontakt med jorden, da den spiller en vigtig rolle i hele
adsorptionsprocessen, navnlig for ioniserbare stoffer.

Blandingen omrystes godt, indtil adsorptionsligevaegt er ndet. Ligeveegtstiden i jord er steerkt varierende og
afheenger af det kemiske stof og af jorden; et tidsrum p& 24 h er seedvanligvis tilstreekkeligtdefspgelsen kan
praverne udtages sekventielt gennem en omrystningsperiode pa 48 h (f.eks. 4, 8, 24, 48 h). Analysetidspunkterne
bgr dog opfattes fleksibelt under hensyntagen til laboratoriets arbejdsplan.

For analyse af prgvestoffet i den vandige oplgsning er der to valgmuligheder: (a) den parallelle metode og (b)
den sekventielle metode. Det ma& understreges, at skent den parallelle metode er forsggsmaessigt mere
langstrakt, er den matematiske behandling af resultaterne enklere (bilag 5). Hvilken metode man vil veelge, er
imidlertid op til eksperimentatoren, som ma tage hensyn til de forhdndenveerende laboratoriefaciliteter og
ressourcer.

(a) den parallelle metode: der fremstilles prgver med ens jord:oplgsning forhold, idet antal praver skal veere lig
det antal tidsintervaller, hvori adsorptionskinetikken gnskes undersggt. Efter centrifugering og (om gnsket)
filtrering opsamles den vandige fase i fgrste prgveglas sa fuldsteendig som muligt og males efter f.eks. 4 h,
veesken i det andet praveglas efter 8 h, i det tredje proveglas efter 24 h, osv.

(b) den sekventielle metode: der fremstilles kun en dobbeltprave for hvert forhold jord:oplgsning. Ved fastlagte
tidsintervaller centrifugeres blandingen for at skille faserne. En lille prgve af den vandige fase analyseres straks
for provestof; derefter fortseetter forsgget med den oprindelige blanding. Filtreres der efter centrifugeringen, bar
laboratoriet have de ngdvendige faciliteter til filtrering af sma vandige prgver. Det anbefales, at det samlede
rumfang af de udtagne pregver ikke udger over 1 % af oplgsningens samlede rumfang, séledes at man ikke
eendrer forholdet jord:oplgsning veesentligt og nedseetter massen af oplgst stof, som er til radighed for
adsorption under testen.
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Adsorptionsprocenten t?‘ beregnes for hvert tidspunkt ;)(t pA grundlag af den nominelle

begyndelseskoncentration og den malte koncentration p& prevetagningstidspupktetor(tgeret for
blindveerdien. Grafer over A som funktion af tiden (Fig. 1 bilag 5) optegnes for at vurdere, om der er néet et
i

ligevaegtsplateatik +-vaerdien ved ligevaegt beregnes ligeledes. P& grundlag af derreeridi vaelges passende
forhold jord:oplgsning i fig. 1, sdledes at adsorptionsprocenten kommer over 20 %, og helst >50 % (61). Alle de
pagaeldende ligninger og principper for grafisk afbildning er givet i afsnittet om data og rapportering i bilag 5.

Bestemmelse af ekvilibreringstid for adsorptionen og maengde prgvestof adsorberet ved ligeveegt

Som neevnt giver grafer over (A eller Cgas som funktion af tiden mulighed for vurdere, om der er naet
i

adsorptionsligevaegt, samt den adsorberede maengde prevestof ved ligeveegt. Fig. 1 og 2 i bilag 5 viser eksempler p&
sadanne afbildninger. Ekvilibreringstiden er den tid, systemet behgver for at na et plateau.

Hvis der med en given jord ikke nds et plateau, men fas en konstant stigende veerdi, kan det skyldes komplicerende
faktorer som biologisk nedbrydning eller langsom diffusion. Biologisk nedbrydning kan pavises ved, at forsgget
gentages med en steriliseret prgve af jorden. Hvis der heller ikke i dette tilfeelde nds et plateau, bar
eksperimentatoren sgge efter andre feenomener, som som kan teenkes at ggre sig geeldende i netop hans
undersggelser; dette kan ske gennem passende endringer af forsggsbetingelserne (temperatur, omrystningstid,
jord:oplgsning forhold). Det er op til eksperimentatoren at afgare, om testen skal fortseettes, uanset at det maske
ikke lykkes at na ligeveegt.

Adsorption af pravestof pa overfladen af prgvebeholderne og pravestoffets stabilitet

Ved at analysere kontrolpraverne kan man skaffe sig en del oplysninger om pravestoffets adsorption pa overfladen
af prgvebeholderne samt dets stabilitet. Hvis der iagttages en udtynding, som er starre end svarende til middelfejlen
pa analysemetoden, kan der veere tale om abiotisk nedbrydning og/eller adsorption pa overfladen af praveglassene.
Man vil kunne skelne mellem disse to feenomener ved at vaske prgveglassets vaegge grundigt med et kendt volumen
af et passende oplgsningsmiddel og derefter analysere vaskeoplgsningen for prgvestoffet. Hvis der ikke konstateres
adsorption af prgvestof pa overfladen af praveglassene, er udtyndingen et bevis pa abiotisk ustabilitet af
pravestoffet. Hvis der findes adsorption, m& der anvendes prgveglas af andet materiale. De af dette forseg afledte
oplysninger om adsorption af prevestof pa overfladen af praveglassene kan imidlertid ikke overfares direkte til
jord/oplgsning forsgget. Tilstedeveerelsen af jord vil indvirke pa denne adsorption.

Supplerende oplysninger om prgvestoffets stabilitet kan fas ved bestemmelse af massebalancen for moderstoffet i
tid. Dette indebeerer, at den vandige fase, ekstrakterne af jord samt pravekammerets vaegge analyseres for prgvestof.
Forskellen mellem massen af tilsat prgvestof og summen af masserne af pragvestof i den vandige fase, ekstrakterne
fra jord og fra proveglasset vaegge er lig den masse, som er nedbrudt og/eller fordampet og/eller ikke ekstraheret.
For at massebalancen kan beregnes, bar der vaere naet adsorptionsligeveegt inden for forsggsperioden.

2Kurver over koncentrationen af prgvestof i den vandige faﬂ% som funktion af tiden kunne ogsé anvendes til at
vurdere, om der nas et ligeveegtsplateau (se fig. 2 i bilag 5).
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Massebalancen beregnes for begge jordprgver og for ét jord:oplgsningsforhold for hver jordtype, som giver en
udtynding over 20 %, og helst >50 % ved ligeveegt. Nar forsgget til fastleeggelse af forholdet jord:oplgsning er
fuldfart med analyse af den sidste prgve af den vandige fase efter 48 h, adskilles faserne ved centrifugering og, om
ansket, filtrering. Der opsamles s& meget som muligt af den vandige fase, og til jorden tilseettes et passende
ekstraktionsoplgsningsmiddel (ekstraktionskoefficient mindst 95 %) for at ekstrahere prgvestoffet. Det anbefales at
foretage mindst to pa hinanden fglgende ekstraktioner. Maengden af prevestof i ekstrakterne fra jord og preveglas
bestemmes, og massebalancen beregnes (ligning 10, data og rapportering). Hvis den er mindre end 90 %, regnes
pravestoffet for ustabilt inden for testperioden. Undersggelserne kan dog i sa tilfeelde fortszettes, idet der tages
hensyn til pravestoffets ustabilitet; det anbefales da at analysere begge faseluneveggelsen.

Trin 2 - Adsorptionskinetik ved én prgvestofkoncentration

Der anvendes fem jordtyper, udvalgt fra tabel 1. Det vil vaere en fordel, hvis nogle af eller alle de anvendte jordtyper
fra forundersggelsen i givet fald er med blandt disse fem jordtyper. Derved undg&r man at gentage trin 2 for de
jordtyper, der er anvendt i forundersggelsen.

Ekvilibreringstiden, forholdet jord:oplasning, jordpravens veegt, rumfanget af vandig fase i bergring med jorden og
pravestoffets koncentration i oplgsningen veelges pa grundlag af resultaterne af forundersggelsen. Aanalyse bar
helst finde sted efter ca. 2, 4, 6, 8 (eventuelt ogsd 10) og 24 h kontakttid; omrystningstiden kan streekkes til hgjst 48
h i tilfeelde af, at provestoffet kreever leengere ekvilibreringstid ud fra de resultater, der danneiagrfor
fastlaeggelse af opblandingsforholdet. Analysetidspunkterne bgr dog opfattes fleksibelt.

Hvert forsgg (ét med jord og ét med oplgsning) gennemfgres mindst som dobbeltforsgg for at resultaternes
overensstemmelse kan vurderes. | hvert forsgg skal indgd én blindprgve. Denne bestar af jord og 0,01 M CaCl
oplgsning uden stofprgve og med henholdsvis vaegt og rumfang identisk med forsggets. En kontrolprave, alene
indeholdende pravestof i 0,01 M Ca@plgsning (uden jord) underkastes samme testprocedure for at sikre mod det
uventede.

Adsorptionsprocenten beregnes for hvert tidspunlgti Agleller tidsinterval A 5, (afheengigt af behov) og
i

afseettes mod tiden. Desuden beregnes fordelingskoefficienterveld ligeveegt og den normaliserede
adsorptionskoefficient ¥ for organisk kulstof (for upoleere organiske stoffer).

Resultaterne af adsorptionskinetikforsgget

Den linezere K-veerdi giver seedvanligvis en ngjagtig beskrivelse af sorptionsforholdene i jord (35)(78) og er et
udtryk for den iboende mobilitet af kemiske stoffer i jord. For eksempel anses kemiske stofferanednf g

" saedvanligvis for kvalitativt mobile. Tilsvarende har MacGgtllal (16) opstillet et system til opdeling efter
mobilitet, baseret pd kveerdier. Endvidere findes der klassifikationssystemer for udvaskning, baseret pa
sammenhaengen mellemadog DT-5C (32)(79).

I henhold til fejlanalyseundersagelser (61) kapvéerdier under 0,3 chyy™ desuden ikke beregnes ngjagtigt ud fra
et fald i koncentrationen i den vandige fase, selv nar der anvendes det (fra en ngjagtighedssygsvistigite
forhold jord:oplgsning, dvs. 1:1. | s& tilfeelde anbefales det analysere begge faser - jord og oplasning.

3 DT-50: den tid, der forlgber, til 50 % af pravestoffet er nedbrudt.
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1.9.2.5.1

1.9.2.5.2

Vedrgrende ovenstdende bemaerkninger anbefales det, at undersggelsen af adsorptionsforholdene for et kemisk stof
i jord og dets potentielle mobilitet fortseettes med bestemmelse aindélieh adsorptionsisotermer for disse
systemer, for hvilke K kan bestemmes ngjagtigt ved brug af forsggsprotokollen i denne testmetode. Ngjagtig
bestemmelse er mulig, s&fremt multiplikation a§ Kned forholdet jord:oplagsning giver en veerdi > 0,3, nar
malingerne baseres pa koncentrationsfaldet i den vandige fase (indirekte metode), hhv. > 0,1 nar begge faser
analyseres (direkte metode) (61).

Trin 3 - Adsorptionsisotermer og desorptionskinetik/desorptionsisotermer
Adsorptionsisotermer

Der anvendes fem pravestofkoncentrationer, helst séledes at de spaender over to stgrrelsesordener; valg af disse
koncentrationer bar ske pa& grundlag af vandoplgseligheden og den resulterende ligeveegtskoncentration i vand
tages. For hver jordtype bgr anvendes samme forhold jord:oplgsning i hele undersggelsen. Adsorptionstesten
udfgres som ovenfor beskrevet, blot med den forskel, at den vandige fase kun analyseres én gang efter forlgb af den
ngdvendige tid til indtreeden af ligeveegt som tidligere bestemt i trin 2. Ligevaegtskoncentrationerne i oplgsningen
bestemmes, og den adsorberede meengde beregnes enten ud fra svindet af prgvestof i oplgsningen eller ved hjeelp af
den direkte metode. Den adsorberede masse pr. masseenhed jord afseettes som funktion af ligeveegtskoncentrationen
af pravestoffet (se "Data og rapportering”).

Resultater af bestemmelsen af adsorptionsisotermer

Af de matematiske adsorptionsmodeller, som hidtil er foresléet, er Freundlich-isotermen den oftest anvendte til
beskrivelse af adsorptionsprocesser. Mere udfgrlige oplysninger om fortolkning og betydning af
adsorptionsmodeller er givet i reference (41)(45)(80)(81)(82).

Bemeerkning: Det skal nsevnes, at man ikke kan sammenholde veerdierne @af KFreundlich
adsorptionskoefficienten) for forskellige stoffer, medmindre de pageeldepdeakrdier udtrykkes i samme
enheder (83).

Desorptionskinetik

Formalet med dette forsag er at undersgge, om et kemisk stof adsorberes reversibelt eller irreversibelt til en
jordtype. Denne oplysning er vigtig, da ogsa desorptionsprocessen spiller en vigtig rolle for et kemisk stofs opfarsel

i jord pa en given lokalitet. Desuden er desorptionsdata nyttige sdatata for computermodeller af et stofs
udvaskning og afstremning i oplgst form. @nskes en desorptionsundersggelse, anbefales det at udfgre nedenstdende
undersggelse pa hvert system, for hvilket det var muligt at bestemme rigjagtigt i det foregdende
adsorptionskinetikforsgg.

Ligesom for adsorptionskinetikundersggelsen kan der veelges: (a) den parallelle metode og (b) den sekventielle
metode. Valg af metode er op til eksperimentatoren, som ma tage hensyn til de forhdndenveerende
laboratoriefaciliteter og ressourcer.
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(a)Den parallelle metode: for hver jordtype, som udveelges til desorptionsundersggelsdilieseamsver med ens
jord:oplgsning forhold, séledes at antal praver er lig det antal tidsintervaller, hvori adsorptionskinetikken gnskes
undersggt. Tidsintervallerne bgr helst vaere de samme som i adsorptionskinetikforsgget; dog kan den samlede tid om
ngdvendigt forleenges, for at systemet kan n& desorptionsligevaegt. | hvert forsgg (én jordtype, én oplgsning), keres
én blindprgve. Blindprgven bestar af jord og 0,01 M Gaiplgsning uden stofprgve og med henholdsvis vaegt og
volumen identisk med forsggets. Som kontrolprgve underkastes prgvestof i 0,01 MoPShing (uden jord)

samme testprocedure. Alle blandingerne af jord og oplgsning omrystes, til adsorptionsligeveegt er naet (som
tidligere bestemt i trin 2). Derefter adskilles faserne ved centrifugering, og den vandige fase fiernes sa fuldsteendigt
som muligt. Det fiernede rumfang veeske erstattes af samme rumfang 0,01 M a6l prgvestof, og de nye
blandinger omrystes igen. Den vandige fase i farste preveglas opsamles s& fuldstaendig som muligt og males efter
f.eks. 2 h, vaesken i det andet proveglas efter 4 h, i det tredje pr@veglas efter 6 h, osv., indtil desorptionsligevaegt er
naet.

(b) den sekventielle metode: efter adsorptionskinetikforsgget centrifugeres blandingen, og den vandige fase fiernes
s& fuldsteendigt som muligt. Det fijernede rumfang veeske erstattes af samme rumfang 0,01 ,M (Ca@l
pravestof. Den nye blanding omrystes, indtil desorptionsligevaegt er ndet. | dette tidsrum centrifugeres
blandingen ved fastlagte tidsintervaller, s& faserne adskilles. En lille prave af den vandige fase analyseres straks
for pragvestof; derefter fortseetter forsgget med den oprindelige blanding. Rumfanget af hver enkelt prgve skal
vaere mindre end 1 % af det samlede rumfang. Der tilseettes sammgdedeisk fremsllet 0,01 M CaCh
oplgsning til blandingen for at bevare usendret forhold mellem jord og oplgsning, og omrystningen fortseetter indtil
neeste tidsinterval.

Adsorptionsprocenten beregnes for hvert tidspunkt,[i IDogleller tidsinterval (D ;. ) (afheengigt af, hvad
i

undersggelsen kreever) og afseettes mod tiden. Desorptionskoefficieaiead<ligeveegt beregnes ligeledes. Alle
de ligninger, som skal anvendes, er givet i afsnittet data og rapportering og i bilag 5.

Resultater af desorptionskinetikforsgget

Feelles afbildninger af desorptionsprocenter, Dbg adsorptionsprocententA som funktion af tiden giver
i I

mulighed for at at vurdere adsorptionsprocessens reversibilitet. Hvis desorptionsligeveegt nds, selv om det tager
dobbelt s& lang tid som at nd adsorptionsligeveegt, og hvis den samlede desorption udger over 75 % af den
adsorberede maengde, anses adsorptionen for reversibel.

Desorptionsisotermer

Freundlich-desorptionsisotermer bestemmes for de jordtyper, som anvendes i forsgget til bestemmelse af
adsorptionsisotermer. Desorptionstesten udfgres som beskrevet i afsnittet "Desorptionskinetik”, blot med den
forskel, at den vandige fase kun analyseres én gang, ved desorptionsligeveegt. Den samlede masse desorberet
prevestof beregnes. Indholdet af prgvestof, som stadig er adsorberet til jorden ved desorptionsligeveegt, afseettes
som funktion af ligevaegtskoncentrationen af prgvestoffet i oplgsningen (se data og rapportering samt bilag 5).

DATA OG RAPPORTERING

Analysedata fremlaegges i tabelform (se bilag 6). Enkeltmalinger og beregnede gennemsnit angives. Der gives
grafiske fremstillinger af adsorptionsisotermerne. Beregningerne foretages som nedenfor beskrevet.

| forsaget seettes vaegten af 1°omandig oplasning til 1 g. Forholdet jord:oplgsning kan angives i enheder wiw eller
w/vol med samme talveerdi.
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ADSORPTION

Adsorptionen (Ai) defineres som den procentdel af det fra forsggets begyndelse tilstedeveerende stof, som

adsorberes pa jorden under de givne forsggsbetingelser. Safremt prgvestoffet er stabilt og ikke i neevneveerdig grad
adsorberes til beholderens vaegti Aberegnes adsorptionsprocenten til hvert af tidspunktereféer ligningen:

m;"ds(ti )[100
Ay =— (%) 3
! Mo
hvor:
At = adsorptionsprocent til tiden(®6);

i
mgds(ti) = masse af prevestof adsorberet til jorden til tidépd);

Mo = masse af pragvestof i prgveglasset ved pravens begyngdelse (

Udfarlige oplysninger om, hvordan den procentuelle adsorption beregq}esv@d brug af den parallelle og

sekventielle metode findes i bilag 5.

Fordelingskoefficienten K er forholdet mellem indholdet af stoffet i jordfasen og massekoncentrationen af
stoffet i den vandige oplgsning under testbetingelserne efter indtreeden af ligeveegt.

_ C8%eq) - m3%eq) Vo

- ~ads ads

= (e g )
Caq(ea) mag7(eq) Msoil

hvor:

ngs(eq) =indhold af stof adsorberet pa jorden ved adsorptionsligevagas);

Cgas(eq) = massekoncentration af stof i vandig fase ved adsorptionsligevaggtrti®). Koncentrationen

bestemmes ved analyse under hensyntagen til resultaterne af blindpragverne;

mgds(eq) = masse af stof adsorberet pa jorden ved adsorptionsligepgdgt (
mg(qjs(eq) = masse af stof i oplgsningen ved adsorptionsligeveedt (

Msoil = meengde jordfase, angivet som tgr masse af jord (g);
Vo = begyndelsesrumfang af vandig fase i kontakt med jordef) (cm

Forholdet mellem A&;09 Kyer givet ved:

Ae

q Vo .

Kg=——— —— (cm'g) (5)
100- m

Aeq soil
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hvor:
Agq = adsorptionsprocent ved adsorptionsligevaegt, %.

Den__normaliserede adsorptionskoefficient for organisk kulstof. Kingiver sammenhaengen mellem
fordelingskoefficienten Kog jordprgvens organiske kulstofindhold:

100
=Kd. cntg? 6
Koc Kd%OC( g) (6)
hvor:
%0C = procentdel organisk kulstof i jordpraven (§ g

Koc koefficienten angiver ved én enkelt vaerdi fordelingen af hovedsagelig ikke-poleere organiske stoffer mellem
organisk kulstof i jord eller slam og vand. Adsorptionen af sddanne kemiske stoffer er korreleret med det organiske
indhold af det sorberende faste stof (7); sdledes afheengesveerdierne af de seerlige karakteristika af
humusfraktionerne, hvis sorptionsevne afviger betydeligt som falge af forskelle i oprindelse, tilblivelse osv.

Adsorptionsisotermer

Freundlich-adsorptionsisotermligningen giver sammenhaengen mellem den adsorberede maengde prgvestof og
koncentrationen af oplgst provestof ved ligeveegt (ligning 8).

Data behandles som angivet under "Adsorption”, og for hvert praveglas beregnes indholdet af prgvestof adsorberet
pa jorden efter adsorptionstesteﬁgds(eq), (andetsteds betegnet x/m) beregnes. Det antages, at der er indtradt

ligeveegt, og atcg‘ds(eq) udtrykker ligeveegtsveerdien:

] [Co - ngs(eq)} ™V

ad
CEd5(eq) = METea _ hgd)
Msoil Msoil
Freundlich-adsorptionsligningen er vist i (8):
1/n 2
C89%eq) = KAUS €ad%eq” (Mg ) ®)

eller, pa lineaer form:

logC895eq) = logk@9S + 1n HogifTeq) ©
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hvor:

K,eédS = Freundlich-adsorptionskoefficient; den har kun dimensionef ghns&fremt 1/n = 1; i alle andre

tilfzelde indfgres haeldningen 1/n i dimensionerka®s (ug*" (cn)*" g%);

n =regressionskonstant; 1/n ligger saedvanligvis i intervallet 0,7 - 1,0, hvilket viser, at sorptionsdata ofte er
let ulinezere.

Ligning (8) og (9) afseettes, og vaerdiernel«aﬁdsog 1/n beregnes ved regressionsanalyse ved anvendelse af ligning

9. Korrelationskoefficienterf for den logaritmiske ligning beregnes ligeledes. Et eksempel p& s&danne afbildninger
er givet i fig. 2.

CASoiI IogCASOiI

logC,,,

AW

Fig. 2. Freundlich adsorptionskurve, normal og lineariseret
Massebalance

Massebalancen (MB) defineres som den procentdel af den nominelle maengde stof ved testens begyndelse, som kan
genfindes analytisk efter en adsorptionstest.

Behandlingen af data vil veere afvige, hvis det oplgste stof er fuldsteendig blandbart med vand. For oplgsningsmidler
blandbare med vand kan man ved at behandle data som beskrevet under "Desorption" bestemme den maengde stof,
som genfindes ved ekstraktion med oplgsningsmiddel. Er oplgsningsmidlet mindre blandbart med vand, ma den
genfundne meengde bestemmes.

Beregning af massebalancen MB for adsorption: leddet)(amtages at svare til den samlede masse prgvestof
ekstraheret af jorden og fra praveglassets overflade med organisk oplgsningsmiddel:

_ (Vrec- CBff%ea) + mg) (100

MB Vo Go (%) (10)
hvor:
MB = massebalance (%);
Mg = Samlet masse prgvestof ekstraheret fra jord og proveglassets veegge ) frin (
Co = initial massekoncentration af praveoplgsning i beraring med jorgeont®);

Viec = rumfang supernatant, som er opsamlet efter indtraeeden af adsorptionsligevadyt (cm
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DESORPTION

Desorptionen (D) defineres som den procentdel af den tidligere adsorberede stofmeengde, som desorberes under
forsggsbetingelserne:

de
m t:
N =¢uoo (%) (11)
I m&%eq
hvor:
Dy, = desorptionsprocent til tidspunktgt(®6);

mggs(ti) = masse af prgvestof desorberet fra jorden til tide(uD);

mgds(eq) = masse af prgvestof adsorberet til jorden ved adsorptionsligepegot (

Udfarlige oplysninger om, hvordan desorptionprocenten beregmiesv@d brug af den parallelle og sekventielle
metode, er givet i bilag 5.
Den tilsyneladende desorptionskoefficientiKer forholdet mellem indholdet af resterende stof i jordfasen og

massekoncentrationen af desorberet stof i den vandige oplgsning under testbetingelserne efter indtreeden af
desorptionsligeveegt:

o = md®ed - nfEYed vy
des = — ges, .
me(eq) Mo

(em'g) (12)

hvor:

K = desorptionskoefficient (chy™);

des

mggs(eq) = samlet masse af prgvestof desorberet fra jorden ved desorptionsligeggegt (
Vr = samlet masse af vandig fase i kontakt med jorden under desorptionskinetikforsgjet (cm

Vejledning for beregning afnggs(eq) findes i bilag 5 under overskriften "Desorption".

Bemaerkning

Hvis den efterfglgende adsorptionstest blev udfgrt med den parallelle metode, seettes rumfaligreny (12) lig
Vo.

Desorptionsisotermer

Freundlich-ligningen for adsorptionsisotermer udtrykker sammenhaengen mellem den meengde prgvestof, som
stadig er absorberet pa jorden, og koncentrationen af prgvestof ved desorptionsligevaegt (ligning 16).

For hvert prgveglas beregnes indholdet af prgvestof, som stadig er adsorberet til jorden ved desorptionsligevaegt, pa
felgende made:

m&9%eq)- md§Seq) (

Msoil

cgeSeq)= ug @) (13)



mggs(eq) defineres som:

V
mg§te) = mfifteas 2 -may (o) (14)
r
hvor:
Cges(eq) =indhold af prgvestof, som ved desorptionsligeveegt stadig er adsorberet til jpgdgh;(
mﬁqes(eq) = masse af stof, som er bestemt analytisk i den vandige fase ved desorptionsligeygegt (
mg‘q = masse af prgvestof, som pa grund af ufuldsteendig volumenudskiftntilgegye efter indtraeden
af adsorptionsligeveegag);
des . . N
Magq (ed) =masse af stof i oplgsningen ved adsorptionsligeveegt (
Vo -V
mAq=mad%eq EE%] (15)
0
VrF = rumfang oplgsning, som ved desorptionsligeveegt er udtaget af preveglasset med henblik p&
bestemmelse af pravestof (&m
Vr = rumfang supernatant, som efter opnaelse af adsorptionsligeveegt er fiernet fra prgveglasset

og erstattet af samme rumfang 0,01 M Ga@plgsning (cr);

Freundlich-desorptionsligningen er vist i (16):

cge%eq)= K5, cdeteq”" (o) a6)
eller, pa lineaer form:
logcdeSeq) =logk 385+ ¥n Dlogcdeeq an
hvor:
ngs = Freundlich desorptionskoefficient;
n = regressionskonstant;

ngs(eq) = massekoncentration af stof i vandig fase ved desorptionsligeugegh).
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Ligningerne (16) og (17) kan afsaettes grafisk, og veerdiei %FS og 1/n beregnes ved regressionsanalyse ved

anvendelse af ligning 17.
Bemaerkning:

Hvis Freundlich adsorptions- eller desorptionseksponenten 1/n er lig 1, vil Freundlich-bindingskonstanten for
adsorption eller desorptionk(%ds og K'o:Ies) veere lig ligeveegtskonstanterne 4(Kog Kged for henholdsvis

adsorption og desorption, og ved afbildning ah@d Gqfas en ret linje. Er eksponenterne forskellige fra 1, bliver
en afbildning af Gsom funktion af Gqulineger, og adsorptions- og desorptionskonstanterne vil aendre sig langs
isotermerne.

TESTRAPPORT
Testrapporten bgr indeholde falgende oplysninger:

— Fuldsteendig identifikation af de anvendte jordprgver, med angivelse af:
- stedsbestemmelse for lokaliteten (bredde awlde);

- preveindsamlingsdato,

- anvendelsesmgnster (f.eks. landbrugsjord, skov osv.) ;

- dybde af prgvetagning;

- sand-/silt-/lemndhold;

- pH-veerdi (i 0,01 M CaG);

- organisk kulstofindhold;

- indhold af organisk stof;

- kveelstofindhold;

- C/IN forhold;

- Kationbytningskapacitet (mmol/kg);

- udtgmmende oplysninger om indsamling og opbevaring af jordpraver;

- nar det er hensigtsmaessigt, alle relevante oplysninger til fortolkning af prevestoffets adsorption -
desorption;

- henvisninger, som angiver de metoder, der er anvendt til bestemmelse af hver parameter.
— oplysninger om prgvestoffet, hvis det er hensigtsmaessigt;

— forsggstemperaturen;

— centrifugeringsbetingelser;

— analysemetode anvendt til analyse af prgvestoffet;

— begrundelse af enhver brug af oplgsningsmiddel til ftéiing af stamoplasningen af pragvestoffet;
— forklaring af eventuelle korrektioner foretaget i beregningerne;

— data i henhold til formularbladet (bilag 6) og grafiske fréittisger;

— alle oplysninger og bemaerkninger, som kan veere til hjaelp ved fortolkning af testresultaterne.
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BILAG 1

Testplan

4

Opseetning af en egnet analysemetodei

-~

Til radighed?

@ «} Ingen yderligere
test

Indledende undersggelse

Forudsaetning

M

~

Valg af optimale jord: | | Bestemmelse af
oplgsning forhold ligevamtstid

v v

Kontrol for adsorption| | Kontrol af stabilitet ved
pa prevebeholderens| | hjeelp af massebalance
overflade over moderstof

v T~

Trin 1

Nas et ligeveegtsplateau?

Adsorptionskinetik

Er massebalancen < 90%, er prgvestoffet
ustabilt inden for testtiden. Testen kan
fortseettes ved at man analyserer begge faser

(jord og vandig oplgsning)

N
£
=

safremt:

Ka* (msofVo)> 0.3(indirekte metode: bestemmelse af svindet i oplgsnifigen)

d*(Msal Vo) > 0.1(direkte metode: bestemmelse af begge faser
som passende

™ L v
£ K Rk . L
= | Adsorptionsisotermer Desorptionskinetik

v

| Desorptionsisotermer |




BILAG 2

BETYDNINGEN AF ANALYSEMETODENS NGJAGTIGHED OG
KONCENTRATIONS/ZAENDRINGER

FOR ADSORPTIONSRESULTATERNES NBJAGTIGHED

Af fglgende tabel (84) ses, at nar der er meget lille forskel mellem prgvestoffets begyndelsesrgasi (rg)

og Iigevaegtsmassen(ggs(eq) =100ug) i oplgsningen, vil en fejl pd 5 % pa ligevaegtskoncentrationsmalingen

fare til en fejl pd 50 % pa beregningen af den stofmaengde, som er adsorberet pa jna g(e@) ) og p4 52,4
% pa beregningen afK

Maengde jord Brd = 10g
Oplgsningens rumfang oV = 100 cnd
ads, ads, R ads, ads Rt Ri
Mz (ed)| C5g(eq) m;(eq)| C™(eq) Ko
(ug) (ug cmi®) (h9) (Mg g%
FORA=9%
] % 100 1,000 sand veerdi 10 1,00 sand veerdi 1
m ~
o))
8 S— 101 1,010 1% 9 0,90 10% 0,891 10,9 %
oS
IL \—f 105 1,050 5% 5 0,50 50 % 0,476 52,4 %
£ Ik
O
109 1,090 9 % 1 0,10 90 % 0,092 90,8 %
FORA=55%
] % 50,0 0,500 sand veerdi 60,0 6,00 sand veerdi 12,00
m ~
o))
8 S— 50,5 0,505 1% 59,5 5,95 0,8% 11,78 1,8 %
oS
IL \—f 52,5 0,525 5% 57,5 5,75 4,0% 10,95 8,8 %
£S
55,0 0,550 10 % 55,0 5,50 8,3% 10,00 16,7 %
FOR A =99 %
) % 1,100 0,011 sand veerdi 108,9 10,89 sand veerdi 990
m ~
o))
= g- 1,111 0,01111 1% 108,889 10,8889 0,01 % 980 1,0%
we
:CIQ ﬂi— 1,155 0,01155 5% 108,845 10,8845 0,05 % 942 4,8%
o1
1,21 0,0121 10 % 108,790 10,8790 0,10 % 899 9,2%




Co - CaY¥eq)| v ad
0 aq 0 V

* m@9eq) = my- m3fied. C&%eq) = [ - citftea) vo . kg = METD Yo

0 q Me ad Meani

soil maqs(eq) soil

mgds(eq) = masse af prgvestof i jordfasen ved ligevapgt,
mgas(eq) = masse af provestof i vandfasen ved ligeveegt, ug;
ngs(eq) = indhold af prgvestof i jordfasen ved ligevasgg, g*;
Cg(qjs(eq) = massekoncentration af pravestoffet i vandig fase ved ligeyaggtm®;
R = analysefejl p& bestemmelsemﬁgs(eq);

R* = beregnet fejl som faglge af analysefejl R.



BILAG 3
TEKNIKKER TIL SKGNSMASSIG BEREGNING AF  Kqg

1. Ved hjzelp af teknikker til skansmaessig beregning kan starrelsepfafudsiges pa grundlag af korrelationer
med f.eks. veerdier afR (12)(39)(63-68), vandoplgselighedsdata (12)(19)(21)(39)(68-73) eller polaritetsdata
afledt ved brug af omvendt fase HPLC (74-76). Som vist i tabel 1 og 2 beregpedlét Kom 0g dermed
indirekte Ky, af ligningerne:

Kd 100

1.724  %oc

Koc = Kd - (C”‘sgl) Kom = (Cmsg-l)

2. Princippet om disse korrelationer hviler pa to forudsaetninger: (1) et stofs adsorption er hovedsagelig bestemt af
jordens organiske stofindhold, og (2) de indgaende vekselvirkninger er hovedsagelig af ikke-poleer art. For disse
korrelationer geelder falgelig: (1) de geelder ikke eller kun i nogen udstraekning for poleere stoffer og (2) de geelder
ikke ved meget lille organisk stafihold i jorden (12). Desuden geelder, at skant der er futilffedsstillende
korrelation mellem R, og adsorptionen (19), kan det samme ikke siges om forholdet mellem vandoplgselighed og
adsorptionsgrad (19)(21); undersggelser heraf hidtil givet meget modstridende resultater.

3. Nogle eksempler pa korrelationen mellem adsorptionskoefficient og oktanol-vand fordelingskoefficient samt
vandoplgselighed er givet henholdsvis i tabel 1 og 2.

Tabel 1. Eksempler pa korrelation mellem adsorptionsfordelingskoefficienten og oktanol-vand

fordelingskoefficienten; flere eksempler er givet i (12) og (68).

Stoffer

Korrelation

Forfatter

Substituerede urinstoffer
Aromatiske klorerede
Forskellige pesticider

Aromatiske carbonhydrider

logok= 0,69 + 0,52 log Ry
logk=-0,779 + 0,904 log &
logén=4,4+0,72 log By

logk=-2,53 + 1,15 log Ry

Briggs (1981) (39)
Chiouet al. (1983) (65)
Gerstl og Mingelgrin (1984) (66)

Vowles og Mantoura (1987) (67)

Tabel 2. Eksempler pa korrelationen mellem adsorptionsfordelingskoefficient og vandoplaselighed:;

flere eksempler er givet i (68) og (69).

Stoffer

Korrelation

Forfatter

Forskellige pesticider

Alifatiske og aromatiske
klorerede forbindelser

a-naphtol

Cykliske, alifatiske og
aromatiske stoffer

Forskellige forbindelser

log 4= 3,8 -0,561 log &
log Kom = (4,040 +/- 0,038) -
(0,557 +/-0,012) log &
logkc = 4,273 - 0,686 log o
logKec = - 1,405 - 0,921 log -
0,00953 (mp-25)
log#n=2,75-0,45log &

Gerstl og Mingelgrin (1984) (66)
Chiouet al. (1979) (70)

Hasset et al. (1981) (71)
Karickhoff (1981) (72)

Moreale van Blade (1982) (73)




BILAG 4

BEREGNINGER TIL FASTLAGGELSE AF CENTRIFUGERINGSBETINGELSER

1. Centrifugeringstiden er givet ved falgende formel, idet partiklerne forudseettes at vaere kugleformede:

t= g[munm%g (1)
For enkelhedens skyld er alle parametre angivet i ikke-SI enheder (g, cm).
hvor:
w = rotationshastighed (8pm/60), rad &;
rpm = omdrejninger pr. minut;
n = oplgsningens viskositet, § smi’;
I = partikelradius, cm;
Ps = massefylde af jord, g cfh
Pag = massefylde af oplgsning, g &n
R = afstand fra centrum af centrifugerotoren til overfladen af oplgsningen i centrifugeglasset, cm;
Rb = afstand fra centrum af centrifugerotoren til bunden i centrifugeglasset, cm;
Ru-R: = leengde af jord/oplgsning blandingen i centrifugeglasset, cm.

| praksis fordobler man saedvanligvis de beregnede tider for at sikre fuldsteendig separation.

2. Ligning (1) kan forenkles yderligere, hvis oplgsningens viskositgt g massefylde () seettes lig
viskositeten og massefylden af vand ved 25 °C, ajts38,95 x 10°g s’cm’, ogp aq=1,0 g.cnit.

Centrifugeringstiden er da givet ved ligning (2):

3.7 | Rb @)

t=—— = |n—
(pm)2 tip2(ps-1) Rt

3. Afligning (2) ses, at to parametre er vigtige ved fastlaeggelse af centrifugeringsbetingelserne, nemlig tid (t)
og hastighed (rpm), ndr man vil udskille partikler med en given starrelse (i vort tilfeelde radiysm);1(1)
jordens massefylde og (2) leengden af blandingen i centrifugeglass€®)(Rdvs. den distance, som en
jordpartikel tilbagelaegger fra overfladen af oplgsningen til glassats;bfor et givet rumfang er det klart, at
leengden af blandingen i rgret bestemmes af kvadratet pa rarets radius.

4. Fig. 1 viser sammenhangen mellem centrifugeringstiden (t) og centrifugeringshastigheden (rpm) for
forskellige jordmassefyldeipf) (Fig.1a) og forskellige lzggder af blandingen i centrifugeglassene (Fig.2a). Af
fig.1a ses betydningen af jordens massefylde tydeligt; for en typisk centrifugeringshastighed pa 3000 rpm er
centrifugeringstiden ca. 240 min. for jord med massefylde 1,2 roem kun 50 min., ndr massefylden er 2,0 g

cnt®. Tilsvarende ses af fig 1b, at for en typisk centrifugeringshastighed p& 3000 rpm er centrifugeringstiden ca.
50 min. for en leengde af blandingen pa 10 cm, men kun 7 min. for en laengde pa 1 cm. Det er imidlertid vigtigt
at finde et optimalt forhold mellem den centrifugering, som kraever mindst mulig leengde, og den, som ggr det
let for eksperimentatoren at adskille faserne efter centrifugering.



5. Ved fastleeggelse af forsggsbetingelserne med henblik p& adskillelse af fast og flydende fase er det desuden
vigtigt at tage hensyn til eventuel tilstedeveerelse af en tredjeutiosdase, kolloiderne. Disse partikler, der er

under 0,21 m, kan i vaesentlig grad pavirke hele absorptionsmekanismen for et stof i en jordsuspension. Nar der
centrifugeres som ovenfor beskrevet, forbliver kolloiderne i den vandige fase og bliver analyseret sammen med den
vandige fase. Derfor gar oplysningerne om deres indflydelse tabt.

Hvis det laboratorium, som forestar undersggelsen, hdlitéser til ultracentrifugering eller ultrafiltrering, kan
adsorption/desorption af et stof i jord undersgges riknendsgaende, herunder stoffets adsorption pa kolloiderne.

| s& tilfeelde bar der anvendes ultracentrifugering ved 60.000 rpm eller ultrafiltrering med en filterporgsitet pa
100.000 Dalton til at adskille de tre faser jord, kolloider og oplgsning. Den forsggsprotokol bgr desuden gendres
tilsvarende, saledes at alle tre faser analyseres for stoffet.
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Fig. la. Sammenhaengen mellem centrifugeringstid (t) og centrifugeringshastighed (rpm) ved forskellige
jordmassefylderdy). R: = 10 cm, R -R; = 10 cm,n = 8,95 x 10°%g s’cm* ogp aq= 1,0 g.cnP v. 25 °C.
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Fig. 1b. Sammenhaengen mellem centrifugeringstid (t) og centifugeringshastighed (rpm) for forskellige
lzengder af blandingen i centrifugeglasset (Rb -Rt) = L;=RL0 cmn = 8,95 x 10°g s’cm*,paq= 1,0 g.cn?
ved 25 °C ogps = 2,0 g cnit.



BILAG 5
BEREGNING AF ADSORPTION A (%) OG DESORPTION D (%)

Tidsplanen for proceduren er fglgende:

At A At At
I ll L2 | """""""" | nll . I »

¢ Tid t

to t1 t2 th-2 th-1

Ved alle beregninger er forudsat, at prgvestoffet er stabilt og ikke adsorberes naevneveerdigt til beholderens
veegge.

ADSORPTION A (A%)
a) Den parallelle metode

Adsorptionsprocenten beregnes for hvert prgveglas (i) ved hvert tidspreétdt ligningen:

mgds(ti )[100

Ati == (%) @'
Mo

Leddene i denne ligning kan beregnes pa felgende made:

mo=Co- Vo (19) &)
ads;;. \ — ads;.
ms™(tj) = mo-Caq(tj) Wo (kg) (3)
hvor:
Ati = adsorptionsprocent (%) til tiden t
mgds(ti ) = masse af prgvestof adsorberet til jorden pa det tidspyrda finalysen udfaregd);
1) = masse af prgvestof i prgveglasset ved prgvens begyngeglse (
Co = initial massekoncentration af praveoplgsning i beraring med jonagierti®);
ngs(ti) = massekoncentration af stof i vandig fase pa det tidspudatanalysen udfaregg cm-);
denne koncentration bestemmes ved analyse med hensyntagen til blindveerdierne.
Vo = initialt rumfang af praveoplgsning i kontakt med jorden {tm

Veerdierne af adsorptionsprocenteqi Peller ngs(ti) afszettes pa en kurve mod tiden, og tiden til indtreeden af

sorptionsligeveegt bestemmes. Eksempler pa sadanne kurver er givet i hhv. fig. 1 og fig. 2.

4 Ligninger, som geelder bade for den direkte og den indirekte metode. Alle de gvrige ligninger geelder kun for den
indirekte metode.
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b) Den sekventielle metode

| de fglgende ligninger er der taget hensyn til, at adsorptionsbestemmelsen sker ved maling af prgvestoffet i sma
prover af vandig fase til bestemte tidsintervaller.

» Inden for hvert tidsinterval beregnes maengden af stof adsorberet pa jorden pa fglgende made:

- for det farste tidsintervaht; = t;- to
ad _ ad Vo
m&9at;) =mo- mifsty) — (4)
va

- for det andet tidsintervalt, = t,- t;

Va

ad ad Vo ad Vo~ Vi

mg93at,) = miTty) —A | ~mm o) —Qa (5)
Va
- for det tredje tidsintervahts = ts- t,
A A
N Vo —-20¥
mg9atg) = mAs (1) EE—O — J -mffty) EE—O — ] ®)
Va Va
- for det n'te tidsinterva\t, = tp- tnh

—(h-2 A \Y
m89atn) =m@fS tn_p) D[%] -mifStn) J————| @
Va

* Adsorptionsprocenten i hvert tidsinterva »; , beregnes ved falgende ligning:
i

_ mgds(mi )

Ant, = m 100 (% @y

medens adsorptionsprocenteﬂqi ) til tidspunktet ter givet ved ligningen:

__%tmé‘ )
Ay =J#—moo(%) (9F

° Ligninger, som finder anvendelse pa bade den direkte og den indirekte metode. Alle de gvrige ligninger finder kun
anvendelse pa den indirekte metode.



Adsorptionsveerdierne A eller A »; (afhaengigt af, hvad der er ngdvendigt i undersggelsen) afseettes som
d i di : I A (afh igt af, hvad d dvendigt i und Isen) af
i

funktion af tiden, og tiden til indtreeden af sorptionsligeveegt bestemmes.
* Ved ligeveegtstidspunktedt

- er massen af prevestof adsorberet pa jorden:

madeq = 3 mBd%at,) (105
Ati =1

- er massen af prgvestof i oplgsningen:

n
maded = my- > m@dat)) (117
- 0g er adsorptionsprocenten ved ligeveegt:
ad
Aeq= mETXED 100 (96) (125
Mo

De ovenfor anvendte parametre er defineret som fglger:

mgdS(Atl), mgdS(Atz) ..., mB9%At) = masse af provestof adsorberet til jorden henholdsvis i lgbet af
tidsintervallerne Dy, Doy, B (UQ);
mddSt), midSt,) ... nfdStn) = masse af pravestof malt i en prowey henholdsvis til tiden it
t2,...t (HQ);
m‘gds(eq) = masse af stof adsorberet p& jorden ved adsorptionsligepagt (
mg(qjs(eq) = masse af stof i oplgsningen ved adsorptionsligevgept (
vé = rumfang af den prave, hvori pravestoffet malesJcm
At = adsorptionsprocent svarende til et tidsintedMal(%);
i
Aeq = adsorptionsprocent ved adsorptionsligevaegt (%).

DESORPTION D (%)

Tidspunktetd for start af desorptionskinetikforsgget regnes som det tidspunkt, hvor det maksimale opsamlede
rumfang af pravestofoplgsningen (efter indtreeden af adsorptionsligeveegt) erstattes et et tilsvarende rumfang
0,01 M CaC}-oplgsning.



a) Den parallelle metode

Til tiden t males massen af pravestof i den vandige fase udtaget af pmvegllii)g iqg den desorberede masse

beregnes af ligningen:
V
m3§%t) =miPSe) -0 | - may (13)
vi

Ved desorptionsligevaegt eFtte;0g derfor mggs(ti) = mggs(eq).

Massen af prgvestof desorberet i et tidsinterd) r givet ved ligningen:
i-1 ]
mg8§%at) =md§St)) - jglmgsso) (14)
Desorptionsprocenten beregnes:

¢ il tidspunktet t af ligningen:

o= mg?f(ti)

——-—— 100 (% 15
| ey 1 9 (15)

* 0gi et tidsinterval At) af ligningen:

de
mag(At;
At =$uoo (%) (16)
I mg%eq
hvor:
Dti = desorptionsprocent til tidspunkte(%o);
D At. = desorptionsprocent svarende til et tidsinteMal%o);
i
mggs(ti ) = masse af prgvestof desorberet til tidspunkt@id);

mggs(Ati) = masse af provestof desorberet af jorden i Igbet af et tidsintety§lg);

mﬁqes(ti) = masse af prgvestof bestemt analytisk til et tidspurikettrumfang oplﬂsning’} , som udtages

til analysen Qg);

mé‘q = masse af prgvestof, som er til overs efter indtreeden af adsorptionsligeveegt som fglge af
ufuldstaendig volumenudskiftninglg);



m3d%eq)

Vr

vi

\Y -V
m§q=m885(eq)c(7°\,o R] (a7)

= masse af prgvestof i oplgsningen ved adsorptionsligevagyt (

= rumfang supernatant, som efter opnaelse af adsorptionsligeveegt er fiernet fra prgveglasset og
erstattet af samme rumfang 0,01 M Ca6plasning (crf);

= rumfang af oplgsning udtaget af prgveglas (i) til bestemmelse af progvestof i
desorptionskinetikforsgget (&n

Veerdierne af desorptionen tiD eller Dy (afheengigt af, hvad der er ngdvendigt i undersggelsen) afseettes
i

mod tiden, og tidsrummet til indtraeden af sorptionsligeveegt bestemmes.

b) Den sekventielle metode

| falgende ligninger er der taget hensyn til, at adsorptionsbestemmelsen sker ved maling af prgvestoffet i sma
prover (vé‘) af vandig fase (den sekventielle metode i "Testens preestationer" 1.9.). Forudsaetninger: a) det

rumfang supernatant, som er fiernet fra glasset efter adsorptionskinetikforsgget er erstattet af samme rumfang
0,01 M CaCl-oplgsning (V) og b) det samlede rumfang vandig fase i kontakt med jordep (hder
desorptionskinetikforsgget forbliver ugendret og er givet ved ligningen:

N A,
V1 =Vo - X va'(i) (18)
i=1

Til tidspunktet t;:

» males massen af prgvestof i en lille prz(/eg) og den desorberede masse beregnes af ligningen:

md&st;) = mdet;) EE\vE] -mhy (VT_(\':)%D) (19)
+ Ved desorptionsligevaegt grt., 0g derfor mggs(ti) = mggs(eq).
¢« kan desorptionsprocententiDberegnes af fglgende ligning:
_ mag) 100 (%) (20)

i " mgdseq)



| et tidsinterval Qt):

» beregnes maengden af stof desorberet i for hvert tidsinterval pa fglgende made:

— for det farste tidsintervalt; = t;-to
Vi
m%SS(Atl)=m9nes(t1)EEVg]—m§q ogmg®Sty) =mg%ed - md§iaty) (21)
a

— for det andet tidsintervAl, = to-t;

D D
V1 -v V1 -v
de _ de VT de ( T a) A ( T a)
ma S(At )—mms(t )EE]—ma S(At) — | ~Ma — | 99
G At 270D Gah V= q Vr
des(t — mads _ des(At + des(At 22
ms=ty) =ms~>(eq) —| magTAty) + magAt,) (22)
— for det n'te tidsintervalAt, = t, th1
D . D
des des VT A (V - (” _1) Wa ) n1 (V - (n - ') g ) des
maq (Atn) = mm (tn) D |~ maq D . -_1Z¢l - Emaq (Ati)
Va V1 i=L,n vy
n
og mg®Stn) =mg9eq) - b2 ﬂness(mi) (23)
i=1,

Endelig beregnes desorptionsprocenten i hvert tidsintefval, , ved hjeelp af falgende ligning:
i

de

medens desorptionsprocentB@i til tidspunktet t er givet ved ligningen:

) maSS(j)
j=At
D¢ =

1 _ mgSS(ti)
[ mgds(eq)

= — " [100(% 25
madeg 0% )

hvor de ovenfor anvendte parametre er defineret sledes:

mdesay ), mdesat,) ... .nfSpay) = masse af provestof, som stadig er adsorberet til jorden henholdsvis
efter tidsrummet At;,A
tz,... A th (UQ);

md&3at), md§Saty) ... .ml§atn) = masse af pravestof desorberet henholdsvis i Igbet af tidsintetvallet

t1, Aty,.. At (UQ);



meS(ty), miSS(ty ) ...

Vr

maq =

Vr

RS ()

{VO _igl\/é (i)] VR

= masse af prgvestof malt i en prﬂWaD) henholdsuvis til tidspunktet
tt2,..., b (MO);

= samlet rumfang af vandig fase i kontakt med jorden under
desorptionskinetikforsaget udfart med den sekventielle metodé);(cm

= masse af progvestof, som er til overs efter indtreeden af

adsorptionsligeveegt som fglge af ufuldsteendig volumenudskiftning
(Hg);

mad%eq (26)

{VO B iglvaA (i))

v@

= rumfang supernatant, som efter indtraeden af adsorptionsligeveegt er
fiernet fra praveglasset og erstattet af samme rumfang 0,01 M,CacCl

oplgsning (cr);

= rumfang af prgve udtaget af praveglas (i) til analyseformal i
desorptionskinetikforsaget udfart med den sekventielle metod®;(cm

< 0.020Vp 27)



BILAG 6

ADSORPTION-DESORPTION | JORD: : DATARAPPORTERINGSBLADE

Afprgvet stof:
Afprgvet jord:

Jordens tgrstofmasseindhold, (1@ 12 N)i... ... e e e %
TOMIPEIALUL c..ceeiiiieeee e
Analysemetodens egnethed

Afvejet jord g
Jord: tgr masse g
Rumfang CaGtopl. middel cm
Nominel konc. endelig opl. g cm®
Analytisk bestemt konc. endelig opl. pg cm®

Princip i anvendt analysemetode:

Kalibrering af analysemetode:



Afprgvet stof:

Afprgvet jord:
Jordens tarstofmasseindhold, (18 12 D). ..o %
] 1] 1] = (0 PR VPTROTRRI G4
Anvendt analysemetodik: Indirekte Parallel Sekventie
Direkte |:|
Adsorptionstest: udtagne pragver
Symbol Enhed Ekvilibrerings- Ekvilibrerings- Ekvilibrerings- Ekvilibrerings-
tid tid tid tid
| Pravealas n
Afvejet jord - g
Jord: tgr masse Mg g
Rumfang vand i afveje{ Vs cn?
jord (beregnet)
Rumfang 0,01 M CaGl cm®
opl.middel til
ekvilibrering af jord
Rumfang stamoplgsnin ém
Samlet rumfang vandig Vo cm?

fase i kontakt med jord

Begyndelseskoncentrat Co ug cm®

on af prgveoplgsning

Masse af provestof ve Mo Ug
testens begyndelse

Efter omrgring og centrifugering

Indirekte metode

Parallelle metode

i 3
Koncentrat_lon _ af Cgas(ti) pg cmi
pragvestof i vandig fassg
inkl.  korrektion  f.

blindveerdi
Sekventielle metode
Malt masse af prgvestof mﬁgs(ti) Ug
i prove V/:
Direkte metod
Masse af pravesto méd%ti) ug

adsorberet pa jord

Beregning af adsorption

Adsorption At %
i
0,
Ant, %
Gennemsnitsveerdier
| Adsomtionskoefficient Ka cm®a? | | | |
Gennemsnitsveerdier
| Adsomtionskoefficient K cm®a? | | | |

Gennemsnitsveerdier




Afprgvet stof:

Afprgvet jord:
Jordens tarstofmasseindhold, (1@ 12 N):..... e e e e %
L= 0] 01T = £ O °C

Adsorptionstest: blindprgver og kontrolpraver

Symbol Enhed Blindprove Blindprove Kontrolprgve
Glas nr.
Afvejet jord - g 0 0
Maengde vand i afvejet jord cnt’ - -
(beregnet)
Tilsat rumfang 0,01 M CaGl cm®
oplgsning
Tilsat rumfang stamoplgsning gf cnt 0 0
prgvestof
Samlet rumfang vandig fasg cn? - -
(beregnet)
Begyndelseskoncentration af g cm®
prgvestof i vandig fase

Efter omrgring og centrifugering

Koncentration i vandig fase

pg cmi®

Bemeerkning: tilfgj flere kanner om ngdvendigt




Afprgvet stof:

Afprgvet jord:
Jordens tarstofmasseindhold (Z05BL2 N):... ... e e %
] 1] 01T = (0 | PP RUPPRUP °C

Massebalance

| Szmbol | Enhed | |

Prgveglas nr.

Afvejet jord -

Jord: tar masse Miord

Rumfang vand i afvejet jord (beregnet) Vws ml

Rumfang 0,01 M CaGlopl.middel til mi

ekvilibrering af jord

Rumfang stamoplgsning ém

Samlet rumfang vandig fase i kontakt med jord Vo cnt

Begyndelseskoncentration af pragveoplgsning Co ug cmic

Ekvilibreringstid - h
Efter omrgring og centrifugering

Koncentration af prgvestof i vandig fase ved Cgas(eq) ug cm®

adsorptionsligeveegt inkl. blindveerdikorrektion

Ekvilibreringstid teq h

1. fortynding med oplgsningsmiddel

Fjernet rumfang vandig fase V rec cnt

Tilsat rumfang oplgsningsmiddel AV cnt

1. ekstraktion med oplgsningsiriddel

Signalstof i oplgsningsmiddel S var.
Konc. prgvestof i opl.middel Cey ug cm®
Masse stof ekstraheret fra jord og beholderveedge Mg Ug

2. fortynding med oplgsningsmiddel
Fjernet rumfang oplgsningsmiddel AV cn?
Tilsat rumfang oplgsningsmiddel (YA nm

2. ekstraktion med oplgsningsmriddel

Signalstof i oplgsningsmiddelfase S var.
Konc. prgvestof i opl.middel Ce Hg cni®
Masse stof ekstraheret fra jord og beholdervaedge Meo ug
Samlet masse provestof ekstraheret i to trin me

Massebalance MB %




Afprgvet stof:

Afprgvet jord:
Tarstofmasseindhold af jord (108, 12 h)i. ... e e e e e e e %
=T 18] 01T £ L L | PP PSRITI O3

Adsorptionsisotermer

Szmbol Enhed | | |

Prgveglas nr.

Afvejet jord -

Jord: tgr masse E

Rumfang vand i afvejet jorq Vs cn?
(beregnet)

Rumfang 0,01 M CaGl cm?
opl.middel til ekvilibrering af

jord

Tilsat rumfang stamoplgsning ém
Samlet rumfang vandig fase|i  V, cnt
kontakt med jorden (beregnet

Koncentration, oplgsning Co g cmi®
Ekvilibreringstid - h

Efter omrgring og centrifugering

. . [ o 3
Stofkoncentration, vandig fasg ngs(eq) pg cm
Inkl. blindkorrektion

Temperatur °C

Adsorb. masse pr. enhed jorgd ngs(eq) ug g*

Regressionsanalyse:

ads
sterrelse afK

starrelse af I/n:
regressionskoefficient:r



Afprgvet stof:

Afpravet jord:

Jordens tgrstofmasseindhold, (1@ 12 N).....oiuiii i %

QLIS 1] 1] =Y £ PRSPPI °C

Anvendt analysemetodik: Indirekts Parallel Sekventie
I
Desorptionstest
Symbol Enhed Tidsinterval | Tidsinterval | Tidsinterval | Tidsinterval

Prgveglas nr. fra adsorptionstrin
Masse af stof adsorberet fil jord ved mgdieq) ug
adsorptionsligevaegt
Fjernet rumfang vandig fase, erstatfet Vg cn?
med 0,01 M CaGl
Samlet rumfang vandig fase PM Vo cnt
i bergring med jorden SM Vit cn?
Masse af prgvestof, som er til ovefs mﬁ‘q ug
efter indtraeden af adsorptionsligevaagt

som folge af ufuldsteendi
volumenudskiftning T

Desorptionskinetik

Malt masse stof desorberet fra jordgn de ug
mpy {t;
til tiden t H‘ 1 i)
Rumfang oplgsning udtaggt PM V} cm®
af praveglas (i) til
bestemmelse af prgvestof nSM VQ ncm®
Masse stof desorberet fra jorden til Hg
mag{t:
tiden t; (beregnet) gas( i)
Ma_f,se stof desorberet fra jorden i mgSS(At-) W}
tidsintervallet At; (beregnet) I
Desorptionsprocent
Desorption til tident Dy. %
i
Desorption til tidsintervalle t; D At %
i
Tilsyneladende desorptionskoefficien Kes

PM: Parallelle metode
SM: Sekventielle metode
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1.2

C.19. BESTEMMELSE AF ADSORPTIONSKOEFFICIENTEN ( Koc) | JORD OG | KLOAKSLAM
MED HPLC (HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY)

METODE
Metoden er gengivet efter OECD TG121 (2000).
INDLEDNING

Stoffers sorptionsegenskaber i jord og kloakslam kan beskrives ved parametre, som bestemmes eksperimentelt
med prgvemetode C18. En vigtig parameter er adsorptionskoefficienten, der defineres som forholdet mellem
stoffets koncentration i jord/slam og stoffets koncentration i den vandige fase ved adsorptionsligevaegt.
Adsorptionskoefficienten normaliseret efter jordens organiske kulstofindhgldeknyttig som indikator for et

kemisk stofs bindingsevne til organisk materiale i jord og kloakslam og kan bruges til at sammenligne
forskellige kemiske stoffer. Denne parameter kan bestemmes ved korrelering med vandoplgseligheden og
fordelingskoefficienten i n-oktanol/vand (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

I den her beskrevne forsggsmetode anvendes HPLC til bestemmelse af adsorptionskoeffigigrjtend kg i

kloakslam (8). De derved beregnede veerdier er mere palidelige end dem, der bygger p4 QSAR-beregninger (9).
Som beregningsmetode kan den ikke helt erstatte batch-ligeveegtsforsggene i prevemetode C18. Den beregnede
Kocveerdi  kan imidlertid veere nyttig ved valg af passende testparametre til adsorptions-
/desorptionsundersggelser med prgvemetode C.18 gennem beregning(fafde€lingskoefficient) eller K
(Freundlich adsorptionskoefficient) efter ligning 3 (jf. afsnit 1.2).

DEFINITIONER

Kgq : Fordelingskoefficienten defineres som forholdet mellem ligevaegtskoncentrationerne C af et oplast
pravestof i et tofasesystem bestdende af et sorptionsmiddel (jord eller kloakslam) og en vandig fase; den er
dimensionslgs, nar koncentrationerne i begge faser udtrykkes pad w/w basis. Angives koncentrationen i den
vandige fase pa vaegt/volumen basis, bliver enheden'nigkan variere med absorptionsmidlets egenskaber

og kan vaere koncentrationsafhaengig.

C_. C
Kq= soil or sludge 1)

Caq Caq

hvor:

Csi = ligevaegtskoncentration af prgvestof i jogay(- %)

Csuage ligevaegtskoncentration af pravestof i slamg ¢ g*)

Caq= ligeveaegtskoncentration af prgvestof i vandig fasg {(dg", ug - mr?).



Kt : Freundlich adsorptionskoefficienten defineres som prgvestoffets koncentration i jord eller kloakslam (x/m)
ndr ligeveegtskoncentrationenqC den vandige fase er lig én; enhederuerg" adsorptionsmiddel. Starrelsen
kan afhaenge af adsorptionsmidlets egenskaber.

X 1
log — = log Ks + — [og Cyq 2)
m n

hvor:

x/m = maengde pragvestof xug) adsorberet pA en maengde adsorptionsmiddel m (g) ved
ligeveegt

1/n = Freundlich adsorptionsisotermens haeldning

Caq= ligeveaegtskoncentration af prgvestof i vandig fasg {ml %)

X
Ved Gq=1; log Ki=log —
m

Koc Fordelingskoefficient (i) eller Freundlich adsorptionskoefficient {K normaliseret efter
adsorptionsmidlets organiske kulstofindhold){f denne er navnlig for uioniserede kemiske stoffer en vigtig
indikator for starrelsen af adsorptionen mellem et stof og adsorptionsmidlet og kan bruges til at sammenligne
forskellige kemiske stoffer. Alt efter dimensionen af &g K; kan K, vaere dimensionslgs eller have enheden

ml, 0y ellerpg Oy * organisk stof.

Kd . 1, Kif 1
Koc = — (dimensionéssor ml [ “)or— (ug (g ™) ?3)

foc foc

Forholdet mellem I og Kq er ikke altid linezert, saledes kanddaerdierne variere fra jordtype til jordtype, dog
med langt mindre variabilitet endg€ller K;.

Adsorptionskoefficienten () afledes af kapacitetsfaktoren'Yked hjeelp af en kalibreringskurve over log k
som funktion af log K. for de valgte referencestoffer.

ot -t
k= 20 (@)

to

hvor:

tr : HPLC-retentionstiden for prgve- og referencestof (minutter)
to: HPLC-dgadtid (minutter) (se afsnit 1.8.2).

Pow: Oktanol-vand fordelingskoefficienten defineres som forholdet mellem koncentrationerne af oplgst stof i n-
oktanol og vand; den er dimensionslgs.

Coctanol

(= Kow) ®)

Pow =
Caq
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REFERENCESTOFFER

Far metoden anvendes, bgr man kende strukturformel, renhed og eventuel dissociationskonstant. Det er nyttigt
at kende oplgselighed i vand og organiske oplgsningsmidler, oktanol-vand fordelingskoefficient og
hydrolyseegenskaber.

For at korrelere de malte HPLC-retentionsdata for et prgvestof med dets adsorptionskoeffigiend Her

opstilles en kalibreringskurve over log,&som funktion af log k'. Der kreeves mindst seks referencepunkter,
heraf mindst ét over og ét under den forventede veerdi for provestoffet. Metodens ngjagtighed kan forbedres
vaesentligt ved at anvende referencestoffer, som er strukturmaessigt besleegtet med prgvestoffet. Foreligger
sadanne data ikke, er det op til brugeren at veelge passende kalibreringsstoffer. | s& fald bar der veelges et mere
generelt seet strukturmaessigt forskelligartede stoffer. De stoffer,@gakrdier, som kan anvendes, er i bilaget
angivet i tabel 1 for kloakslam og tabel 3 for jord. Valg af andre kalibreringsstoffer bar begrundes.

PRGVEMETODENS PRINCIP

Der udfgres HPLC pd analysekolonner pakket med en gaengs cyanopropyl-faststoffase med bade lipofile og
polzere grupper. Der anvendes en moderat poleer stationzer fase baseret pa silicamatrix:

-0-Si -CH,-CH,-CH; —-CN

silica ikke poleert fyldstof poleer gruppe

Prgvemetodens princip svarer til pravemetode A.8 (fordelingskoefficient, HPLC-metode). Nar pravestoffet fares
gennem kolonnen sammen med den mobile fase, reagerer prgvestoffet med den stationsere fase. Prgvestoffets
fordeling mellem mobil og stationser fasebevirker, at det bliver forsinket. Den stationeere fases dobbelte
sammensaetning med bade polaere og upoleere bindingssteder giver mulighed for interaktion med de polaere og
ikke-poleere grupper i et molekyle p& samme méade som det er tilfaeldet for et organisk stof i en grundsubstans af
jord eller kloakslam Derved er det muligt at fastlaegge forholdet mellem retentionstiden pa sgjlen og
adsorptionskoefficienten pa organisk materiale.

pH har veesentlig indflydelse pa sorptionsegenskaberne, navnlig af poleere stoffer. | landbrugsjord og i tanke i

spildevandsbehandlingsanlaeg ligger pH normalt mellem 5,5 og 7,5. For ioniserbare stoffer bgr der udfgres to

forseg med bade den ioniserede og den ikke-ioniserede form i passende bufferoplgsninger, dog kun nar mindst
10 % af provestoffet er dissocieret ved pH mellem 5,5 og 7,5

Da vurderingen alene bygger pa forholdet mellem retentionen pd HPLC-kolonnen og adsorptionskoefficienten, er
en kvantitativ analysemetode ungdvendig, og kun retentionstiden behgver bestemmes. Hvis man r&der over et egnet
seet referencestoffer og kan anvende standardiserede forsggsbetingelser, er dette en hurtig og effektiv metode til at
fa et skan over adsorptionskoefficienten. K
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PRGVENS ANVENDELIGHED

HPLC-metoden kan anvendes pa kemiske stoffer (meerkede eller umaerkede), til hvilke der findes et egnet
detektionssystem (f.eks. spektrofotometer, stralingsdetektor), og som er tilstreekkeligt stabile inden for
forsggsvarigheden. Den kan iseer veere nyttig for kemiske stoffer, som er vanskelige at undersgge i andre
eksperimentelle systemer (f.eks stoffer som er flygtige eller hvis vandoplgselighed er for ringe til at give malelige
koncentrationer, og stoffer med hgj affinitet til inkuberingssystemernes overflade). Metoden er anvendelig til
blandinger, som giver darligt adskilte elueringsband. | sa fald ber @vre og nedre greense ferdayderne af
stofferne i testblandingen angives.

Urenheder kan undertiden vanskeligggare fortolkningen af HPLC-resultater, men er dog af underordnet betydning,
nér blot prgvestoffet kan identificeres sikkert ad analytisk vej og kan adskilles fra urenhederne.

Metoden er valideret for de stofferne i tabel 1 i bilaget og er endvidere anvendt pa en raekke andre kemiske stoffer i
falgende grupper:

— aromatiske aminer (f.eks. ftrifluralin, 4-chloranilin, 3,5-dinitroanilin, 4-methylanilin, N-methylanilin,
1-naphthylamin);

— aromatiske carboxylsyreestere (f.eks. benzoesyremethylester, 3,5-dinitrobenzoesyreethylester);
— aromatiske carbonhydrider (f.eks. toluen, xylen, ethylbenzen, nitrobenzen);

— aryloxyphenoxypropionsyreestere (f.eks. diclofop-methyl, fenoxaprop-ethyl, fenoxaprop-P-ethyl);
— benzimidazol- og imidazol-fungicider (f.eks. carbendazim, fuberidazol, triazoxid);

— carboxylsyreamider (f.eks. 2-chlorbenzamid, N,N-dimethylbenzamid, 3,5-dinitrobenzamid,
N-methylbenzamid, 2-nitrobenzamid, 3-nitrobenzamid);

— chlorerede carbonhydrider (f.eks. endosulfan, DDT, hexachlorbenzen, quintozen, 1,2,3-trichlorbenzen);

— insekticider af typen organiske fosforforbindelser (f.eks. azinphos-methyl, disulfoton, fenamiphos, isofenphos,
pyrazophos, sulprofos, triazophos);

— phenoler (f.eks. phenol, 2-nitrophenol, 4-nitrophenol, pentachlorphenol, 2,4,6-trichlorphenol, 1-naphthol);
— derivater af phenylurinstof (f.eks. isoproturon, monolinuron, pencycuron);

— pigmentfarvestoffer f.eks. Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81);

— polyaromatiske carbonhydrider (f.eks. acenaphthen, naphthalen);

— 1,3,5-triazin-herbicider (f.eks. prometryn, propazin, simazin, terbutryn);

— triazolderivater (f.eks. tebuconazol, triadimefon, tradimenol, triapenthenol).

Metoden er ikke anvendelig til stoffer, som reagerer enten med eluenten eller den stationzere fase. Den er ligeledes
ikke anvendelig til stoffer, som udviser specifik interaktion med uorganiske komponenter (f.eks. kompleksdannelse
med lermineralr Metoden virker ikke ngdvendigvis pa overfladeaktive stoffer, uorganiske stoffer og
middelstaerke til staerke organiske syrer og baser. Lggvéérdier mellem 1,5 og 5,0 kan bestemmes. Til
bestemmelse af ioniserbare stoffer ma anvendes en bufret mobil fase, men der méa tages forholdsregler til
undgéelse af udfeeldning af bufferkomponenter eller prgvestof.
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KVALITETSKRITERIER
Ngjagtighed

Normalt kan adsorptionskoefficienten af et provestof bestemmes inden 00,5/ logaritmeenhed af den
tilsvarende veerdi bestemt ved batch-ligeveegtsmetoden (se tabel 1 i bilaget). Bedre ngjagtighed kan opnas, hvis de
anvendte referencestoffer er strukturelt besleegtet med prgvestoffet.

Repeterbarhed

Bestemmelserne skal foretages mindst som dobbeltbestemmelserlegidier baseret pa enkeltmalinger bar
hgijst afvige 0,25 logaritmeenhed indbyrdes.

Reproducerbarhed

De hidtidige erfaringer med anvendelsen af metoden underbygger dens validitet. En undersggelse af HPLC-
metoden pa 48 stoffer (hovedsagelig pesticidfa) hvilke der foreld palidelige data vedragrende K jord,
resulterede i en korrelationskoefficient p& R = 0,95 (10) (11).

Der er gennemfart en sammenlignende laboratorieundersggelse med 11 deltagende laboratorier med henblik pa at
forbedre og validere metoden (12). Resultaterne er gengivet i tabel 2 i bilaget

BESKRIVELSE AF PRGVEMETODEN
Indledende skan over adsorptionskoefficienten

Oktanol-vand fordelingskoefficienten(= Kow) 09, i nogen udstraekning, vandoplgseligheden, kan - navnlig for
uioniserede stoffer - benyttes som indikatorer for adsorptionsgraden og saledes bruges til indledende afgraensning af
omradet. Der er udgivet en reekke nyttige korrelationer for forskellige grupper af kemiske stoffer

1)@ G)E)(T).
Apparatur

Der anvendes en vaeskekromatograf forsynet med en impulsfri pumpe og en egnet detektor. Det anbefales at bruge
en injektionsventil med injektionsslajfe. Der anvendes gaengse kemisk bundne cyanopropyl-harpikser pa silicabasis
(f.eks. Hypersil og Zorbax CN). En forkolonne af samme materiale kan placeres mellem injektionssystem og
analysekolonne. Kolonner fra forskellige leverandgrer kan variere betydeligt i adskillelsesevne. Vejledende skal
man opna faglgende kapacitetsfaktorer k': log k'> 0,0 for Igg K 3,0 og log k' >- 0,4 for log Ky = 2,0 ved
anvendelse af en mobil fase bestaende af methanol/vand 55/45 %.
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Mobile faser
Der er afprgvet forskellige mobile faser, og falgende to anbefales:

— methanol/vand (55/45% v/v)
— methanol/0,01M citratbuffer pH 6.0 (55/45% v/v)

Til fremstilling af elueringsvaesken anvendes methanol af HPLC-kvalitet og destilleret vand eller citratbuffer.
Blandingen afgasses fagr brug. Elueringen skal veere isokratisk (dvs. af ensartet styrke). Er methanol/vand
blandinger ikke egnede, kan andre blandinger af organiske oplgsningsmidler og vand anvendes, f.eks. ethanol/vand
eller acetonitril/'vand. For ioniserbare stoffer anbefales at pH stabiliseres med bufferoplgsning. Der ma treeffes
foranstaltninger til at undga saltudfeeldning og teering af kolonnen, som kan forekomme ved visse blandinger af
organisk fase og buffer.

Der ma ikke anvendes additiver som f.eks. ionparreagenser, da de kan pavirke sorptionsegenskaberne af den
stationzere fase. S&danne aendringer af den stationaere fase kan veere irreversible. Af denne grund er det ubetinget
nadvendigt, at eventuelle forsgg med additiver udfares pa separate kolonner.

Oplgste stoffer

Prave- og referencestoffer oplgses i den mobile fase.
UDF@JRELSE AF FORSOGET
Pravningsbetingelser

Temperaturen bgr registreres under af malingerne. Det anbefales staerkt, at kolonnerummet er temperaturreguleret
for at sikre konstante betingelser under kalibrerings- og overslagsforsgg og maling af prevestoffet.

Bestemmelse af dodtidd
Til bestemmelse af dgdtideskan anvendes to forskellige metoder (se ogsa afsnit 1.2).
Bestemmelse af dgdtidemed hjeelp af en homolog serie

Denne fremgangsmade har vist sig give palidelige og ensagtederdier. Neermere enkeltheder herom kan findes
i provemetode A.8: Fordelingskoefficient (n-oktanol/vand), HPLC-metode.

Bestemmelse af dgdtigMed hjeelp af inaktive stoffer, som ikke tilbageholdes af kolonnen.

Teknikken bygger p3, at der indsprgjtes en oplgsning af formamid, urinstof eller natriumnitrat. Bestemmelserne
skal udfgres mindst som dobbeltbestemmelser.
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Bestemmelse af retentionstiderg

Referencestoffer vaelges som beskrevet i afsniTill Bestemmelse af disse stoffers retentionstid kan de indsprgjtes
som en blandet standard, forudsat at det er godtgjort, at retentionstiden for den enkelte referencestandard er
upavirket af tilstedeveerelsen af de andre referencestandarder. Kalibrering skal ske med regelmaessige intervaller
mindst to gange dagligt for at tage hgjde for eventuelle uventede eendringer i kolonnens praestationer. Det bedste er
at udfgre kalibreringsindsprgjtningerne far og efter indsprgjtning af pravestoffet for at bekreefte, at retentionstiderne
er uendrede. Prgvestofferne indsprgjtes separat i mindst mulig maengde (undgd overbelastning af kolonnen), og
deres retentionstider bestemmes.

For at gare malingerne mere palidelige bgr de udfares mindst som dobbeltbestemmelsggveeglier afledt af
enkeltmalinger bar hgjst afvige 0,25 logaritmeenhed fra hinanden.

Bedgmmelse

Kapacitetsfaktorerne' beregnes af dgdtidepag retentionstidernexfor de valgte referencestoffer efter ligning

4 (se afsnit 1.2).Log 'kveerdierne for referencestofferne afbildes derefter mod de tilhgrendedogdtdier fra
batchligeveegtsforsggene, som er givet i tabel 1 og 3 i bilaget. Ved hjeelp af denne kurve anvendes log k
veerdien for et prgvestof derefter til beregning af detsuerdi. Viser de faktiske resultater, at logcKor
pravestoffet er uden for kalibreringsomradet, bar forsgget gentages med et andet, mere velegnet referencestof.

DATA OG RAPPORTERING
Rapporten skal indeholde fglgende oplysninger:

— identitet og renhed af prgve- og referencestof, sanve&tdi hvis relevant;

—  beskrivelse af apparatur og forsggsbetingelser, f.eks. type og dimension af analysekolonne (og forkolonne),
detektionsméde, mobil fase (forholdet mellem komponenterne, samt pH), temperaturomrade under
malingerne;

— dadtiden og metoden anvendt til bestemmelse heraf;
— meaengde prgve- og referencestof, som indfgres i kolonnen;
—  retentionstiderne for de referencestoffer, der anvendes til kalibrering;

— enkeltheder vedrgrende den tilneermede regressionslinje (log k' mod,Jogg<grafisk fremstilling af
regressionslinjen;

— gennemsnitlig retention og beregnet d lag-#eerdi for provestoffet;

—  kromatogrammer.
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Tabel 1

Sammenligning af K,-veerdier for jordarter og kloakslam,
samt veerdier beregnet ved HPLC-screeningsmetodéf

CAS-nr. log Koc log Koc A log Koc log Koc A
stof kloakslam ved for ved
HPLC jordtype HPLC
r

Atrazin 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,39
Linuron 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30
Fenthion 55-38-9 3.75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,0
Monuron 150-68-5 1,46 2,21 0,75 1,99 2,26 0,21
Phenanthren 85-01-8 4,35 3,72 0,63 4,09 3,52 0.9
Benzoesyrephenylester 93-99-2 3,26 3,03 0,2B 2,87 2,94 0,07
Benzamid 55-21-0 1,60 1,00 0,60 1,26 1,25 0,0
4-Nitrobenzamide 619-80-7 1,52 1,49 0,03 1,93 1,6 0,21
Acetanilid 103-84-4 1,52 1,53 0,01 1,26 1,69 0,08
Anilin 62-53-3 1,74 1,47 0,27 2,07 1,64 0,43

2,5-Dichloranilin 95-82-9 2.45 2.59 0.14 2.55 2.58 0,03

W. Kérdel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPLC-screening method for the determination of
the adsorption coefficient on sewage sludges. Chemosphere, 35(1/2), 121 - 128.

W. Kdérdel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of organic substances on
sewage sludges. Chemosphere, 35 (1/2), 107 — 119.

Tabel 2

Resultater af det laboratoriesammenlignende forsgg (11 deltagende laboratorier),
som er gennemfart med henblik pa at forbedre og validere HPLC-metodeh

stof CAS-nr. log Koc Koc | log Koc
[OECD 106] [HPLC-metode]

Atrazin 1912-24-9 1,81 78+ 16 1,89

Monuron 150-68-5 1,99 100+ 8 2,00

Triapenthenol 77608-88-3 2,37 292+ 58 2,47

Linuron 330-55-2 2,59 465+ 62 2,67

Fenthion 55-38-9 3,31 2062+ 648 3,31

W. Kérdel, G. Kotthoff, J. Miller (1995). HPLC-screening method for the determination of the adsorption coefficient
on soil-results of a ring test. Chemosphere, 30(7), 1373-1384.



Tabel 3

baseret pa jordadsorptionsdata.

Anbefalede referencestoffer til HPLC-screeningsmetoden

Referencestof CAS-nr. gennemsnitlige log k- nummer pa log S.D. kilde
veerdier fra Koc data
batchligeveegt
Acetanilid 103-84-4 1,25 4 0,48 a
Phenol 108-95-2 1,32 4 0,70 a
2-Nitrobenzamid 610-15-1 1,45 3 0,90 b
N.N-dimethylbenzamid 611-74-5 1,52 2 0,45 a
4-Methylbenzamid 619-55-6 1,78 3 1,76 a
Methylbenzoat 93-58-3 1,80 4 1,08 a
Atrazin 1912-24-9 1,81 3 1,08 c
Isoproturon 34123-59-6 1,86 5 1,53 C
3-Nitrobenzamid 645-09-0 1,95 3 1,31 b
Anilin 62-53-3 2,07 4 1,73 a
3,5-Dinitrobenzamid 121-81-3 2,31 3 1,27 b
Carbendazim 10605-21-7 2,35 3 1,37 c
Triadimenol 55219-65-3 2,40 3 1,85 c
Triazoxid 72459-58-6 2,44 3 1,66 c
Triazophos 24017-47-8 2,55 3 1,78 C
Linuron 330-55-2 2,59 3 1,97 C
Naphthalen 91-20-3 2,75 4 2,20 a
Endosulfan-diol 2157-19-9 3,02 5 2,29 c
Methiocarb 2032-65-7 3,10 4 2,39 c
Acid Yellow 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 a
1,2,3-Trichlorbenzen 87-61-6 3,16 4 1,40 a
y-HCH 58-89-9 3,23 5 2,94 a
Fenthion 55-38-9 3,31 3 2,49 c
Direct Red 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 a
Pyrazophos 13457-18-6 3,65 3 2,70 c
a-Endosulfan 959-98-8 4,09 5 3,74 [
Diclofop-methyl 51338-27-3 4,20 3 3,77 c
Phenanthren 85-01-8 4,09 4 3,83 a
Basic Blue 41 (mix) 26850-47-5 4,89 4 4,46 a
12270-13-2

DDT 50-29-3 5,63 1 — b

lal W. Kdrdel, J. Miller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC.
UBA R & D Report No. 106 01 044 (1994).

b/ B.V. Oepen, W. Kordel, W. Klein. (1991). Chemosphere, 22, 285-304.

fc/ Data stillet til radighed afridustrien.
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C.20 Dafnia magna FORMERINGS-TEST

METODE

Denne testmetode, der undersgger kemikaliers toksiske indflydelse pa formeringsevnen, svarer til OECD TG 211
(1998)

INTRODUKTION
Det primazre mél for testen er at vurdere kemikaliers indvirkning pa Dafphnia magnas formeringsevne.
DEFINITIONER OG ENHEDER

Foraeldregenerationen er de hundafnier, som er til stede ved testens begyndelse og hvis formeringsevne er
genstand for undersggel sen.

Afkom er de dafnier, der er fadt af foraddregenerationen under testen.

L aveste koncentration med observeret effekt (LOEC) er den laveste kemikalie-koncentration, der i testen
har vist sig at resultere i en statistisk signifikant indflydelse (p< 0,05) p& formeringen og dedelighed for
foraddregenerationen inden for den fastlagte eksponeringstid, sammenlignet med kontrollen. Imidlertid skal alle
undersggte koncentrationer, der ligger over LOEC, have haft en skadelig virkning som er starre end eller lig med
den, som er observeret ved LOEC. Hvis ikke disse to krav opfyldes, skal der geres fuldstandigt rede for
fastlagggelsen af LOEC (og dermed NOEC).

Koncentration uden observeret effekt (NOEC) er den testkoncentration umiddelbart under LOEC, som ved
sammenligning med kontrollen ikke har nogen statistisk signifikant effekt (p< 0,05) inden for en fastlagt
eksponeringstid.

ECx er den koncentration af test-kemikaliet oplgst i vand, som resulterer i en X procent reduktion i formeringen
af Daphnia magnainden for en fastlagt eksponeringstid.

Den sande formeringshastighed er det ma for vakst, der integrerer formering og den aldershetingede
dedelighed (20) (21) (22). | en ‘steady state’ population vil den vazre lig nul. For populationer i vakst vil den
vage positiv og for populationer, der mindskes, vil den veae negativ. Det er klart, at den sidste situation er
uholdbar og vil ende med udslettelse af popul ationen.

Den paviselige graensevaerdi er den laveste koncentration, der ses at have effekt, men som ikke kan
kvantiteres.

Den malelige graensevaer di er den laveste koncentration, der kan kvantiteres.

Mortalitet: et dyr anses for veaende dgdt, nér det ikke kan bevemge sig, dvs. nér det ikke er i stand til at
svemme, eller hvis der ikke ses bevamelser af vedhaang eller postabdomen inden for 15 sekunder efter forsigtig
omrystning af undersggel sesbeholderen, (Hvis en anden definition anvendes, skal det meddeles sammen med dets
reference).
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PRINCIPPET FOR TESTMETODEN

Unge hundafnier (foreddregenerationen), yngre end 24 timer ved testens begyndel se, udsadtes for test-kemikaliet
oplast i vand i en ragkke koncentrationer. Testens varighed er 21 dage. Ved testens afslutning vurderes det totale
antal efterkommere efter den stadig levende foraddregeneration. Det betyder, at afkom af dafnier, der er dede i
Igbet af testen, ikke inkluderes i beregningerne. Forad dregenerationens formeringsevne kan udtrykkes pa andre
mader, (fx antal levende efterkommere pr moderdyr fra den farste dag afkom blev observeret) men skal
rapporteres sammen med det totale antal afkom frembragt pr levende moderdyr ved testens afslutning.
Formeringsevnen for de dyr, der blev eksponeret for test-kemikaliet, sammenlignes med formeringsevnen i
kontrollen/kontrollerne for at fastlesgge den laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) og dermed
koncentrationen uden observeret effekt (NOEC). Sa vidt gerligt skal data desuden analyseres ved hjadp af en
regressionsmodel for at vurdere de koncentrationer, der ville forarsage en x % reduktion i formeringsevnen (dvs.
ECso, ECy €eller ECyg).

Foreddregenerationens overlevelse og tiden indtil den ferste yngel skal ogsd meddeles. Andre effekter af
kemikaliet pa parametre sdsom vakst (dvs. langde) og eventuelt den sande formeringshastighed kan temnkes
undersggt.

INFORMATION OM TEST-KEMIKALIET.

Resultatet fra en akut toksicitets-test (se Metode C.2, Del 1) udfert med Daphnia magna ber vaere tilgaangelig.
Resultatet kan vaxre nyttigt for valget af en passende rakke af test-koncentrationer i formeringstestene.
Opleseligheden i vand og test-kemikaliets damptryk ber veere kendt ligesom en pdlidelig analytisk metode til
kvantitering af kemikaliet i test-oplgsningerne med angivelse af effektivitet med hensyn til genfinding og den
malelige gramsevaadi.

Data for test-kemikaliet, som kan vaxe nyttige for at fastsld test-betingelserne, inkluderer strukturformel,
stoffets renhed, lysstabilitet, stabilitet i test-forlgbet, pKa, Pow og resultater af test for spontan nedbrydning (se
Metode C.4)

TESTENS VALIDITET

Hvis en test skal vaare valid skal fglgende resultat-krav opfyldes af kontrollen/kontrollerne:
—  foraddregenerationens mortalitet (hundafnier) maikke overstige 20 % ved afslutning af testen;

— det gennemsnitlige antal levende afkom pr overlevende forad dre-hundafnie ved testens afslutning er 3 60
BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Apparatur

Bamerglas og andet apparatur, der kommer i kontakt med test-opl@sningerne skal vaae fremstillet af rent glas
eller andet kemisk inert materiale. Karrene til undersggelsen vil aimindeligvis vaae af glas.

Y derligere ngdvendigt apparatur kan vaare fglgende:

—-  IItmdlingsapparatur (med mikroelektrode eller andet passende udstyr til maling af ilt i smavolumina);
—-  fyldestgerende apparatur til temperaturkontrol;

—-  pHmeter;

—-  agpparatur til maling af vands hardhedsgrad;

—-  apparatur til maling af total koncentrationen af organisk kulstof (TOC) i vand eller apparatur til
bestemmel se af det kemiske iltbehov (COD);

—-  fyldestgerende apparatur til kontrol af lys-regime og maling af lys-intensitet.
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Test-organisme

Den art, der skal benyttes i testen, er Daphnia magna Straus. Andre arter af dafnier kan anvendes, under
forudsagtning af at de pa passende made opfylder validitets-kriterierne. (Det relevante validitets-kriterium for
dafniearten er formeringsevnen, som den ses i kontrollerne). Hvis der anvendes andre dafniearter, skal de klart
defineres og brugen af dem begrundes. En genotypebestemmelse som identifikation af arten vil vege at
foretraskke. Undersggelser (1) har vist, at formeringsevnen af Klon A (som stammer fra IRCHA) i Frankrig) (3)
er stabil med hensyn til det relevante validitets-kriterium med sit gennemsnit pa 3 60 stk. afkom pr foraddre-
dafnie, der overlever ved de dyrkningsbetingelser, som naavaaende metode beskriver. Andre kloner er imidlertid
acceptable, hvis det kan pavises, at dafnie-kulturen opfylder validitets-kriterierne for en test.

Ved testens begyndelse skal dyrene vare yngre end 24 timer og ma ikke vage farst udrugede afkom. De skal vagre
efterkommere af en sund population (dvs. uden tegn pa stress, sdsom hgj mortalitet, tilstedevearelse af handyr og
ephippier, forsinkelse i fremkomst af ferste udrugede afkom, misfarvning osv.) De dyr, der siden skal levere
forseggsdyr, skal dyrkes under betingelser (lys, temperatur, medium, fodring og antal dyr pr volumenenhed) der
svarer til dem, der anvendesi testen. Hvis dafnierne rutinemaessigt lever i et andet medium end det, der anvendesii
testen, er det god praksis at inkludere en pragtest-akklimatiseringsperiode pa normalt 3 uger (dvs. en generation)
for at undga at stresse forad dregenerationen.

Test-medie

Det anbefales at anvende et veldefineret medium i denne test. Derved undgas brugen af additiver (fx tang, udtraek
af jord ) som er vanskeligt at karakterisere, men derimod at forbedre muligheden for standardisering
laboratorierne imellem. Elendt M4 (4) og M7 media (se bilag 1) er fundet velegnede til dette form&. Andre media
kan imidlertid ogsa bruges (fx (5) (6)), forudsat at dafnie-kulturen opfylder testens validitets-kriterier.

Hvis der anvendes medier, der indeholder udefinerede tilsagningsstoffer, skal disse klart specificeres og der skal
fremskaffes oplysninger til test-rapporten om sammensagning, saalig med hensyn til kulstofindholdet, da det
kan optraede som tilskud til disgen. Det anbefales at fastleagge det totale organiske kulstof- (TOC) og/eller
kemiske iltkrav (COD) til det organiske additiv i stamopl@sningen, og at der foretages en vurdering af det
medfglgende tilskud til TOC/COD i test-mediet. Det anbefales, at niveauet af TOC i mediet (fer tilssning af
alger) er under
2mg/l (7).

Det er vigtigt at gere sig klart i forbindelse med undersggelse af kemikalier, der indeholder metaller, at test-
mediets egenskaber (fx hardhed, chelerings- kapacitet) kan have indflydel se pa test-kemikaliets toksicitet. Af den
grund er et fuldtud defineret medium gnskvaadigt. For tiden er de eneste fuldtud definerede media, som er egnede
til langtidskulturer med Daphnia, magna Elendt M4 og M7. Begge indeholder EDTA som cheleringsmiddel. Work
har pavist (2), at cadmiums tilsyneladende toksicitet generelt er lavere, ndr formerings-testen udfares med M4 og
M7 end med media uden EDTA. Af den grund er M4 og M7 ikke at anbefale, nar der skal undersgges kemikalier
indeholdende metaller, ligesom andre media kendt for at have chelerende stoffer ber undgés. Til kemikalier, der
indeholder metaller, tilrdes brugen af andre media som fx hérdt ferskvand tilsat ASTM (7), som ikke indeholder
EDTA, hvortil sates ekstrakt af tang (8). Denne kombination af hardt ferskvand tilsat ASTM med ekstrakt af
tang er ogsa velegnet til langtidskulturer og undersggelse af Daphnia magna (2), endskent den udever en let
chelerende effekt pa grund af den organiske komponent i den tilsatte tangekstrakt.

Under hele testen ber koncentrationen af oplest ilt vaere over 3 mg/l. pH ber vaere inden for 6-9 og normalt ikke
variere mere end 1,5 enheder. Hérdhed over 140 mg/l (mélt som CaCO3) anbefales. Tests pa dette niveau og
derover har vist formeringsevne i overensstemmelse med validitets-kriterierne (9) (10).
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1.8.1.2

Test-oplgsninger

Test-oplagsninger med de valgte koncentrationer fremstilles ailmindeligvis ved fortynding af en stamoplgsning.
Stamoplgsninger bgr almindeligvis fremstilles ved oplagsning af de relevante kemikalier i test-mediet.

Brugen af organiske oplgsningsmidler eller dispergenser er i nogle tilfadde ngdvendige til fremstilling af en
passende koncentreret stamoplgsning, men alle anstrengelser bar tages i anvendelse for at undgd brugen af
s&danne materialer. Eksempler pa passende oplgsningsmidier er acetone, ethanol, methanol, dimethylformamide
og triethylene glycol. Eksempler p& dispergenser er Cremophor RH40, methylcellulose 0.01 % og HCO-40.
Under alle omstaandigheder bar test-kemikaliet i test-oplasningen ikke overskride graden af oplgselighed i test-
mediet.

Oplgsningsmidler anvendes til fremstilling af en stamoplasning, som kan doseres i vand med stor
ngjagtighed. Med den anbefalede koncentration af oplgsningsmiddel i det endelige test-medium (dvs. (0,1
mi/l), vil de ovenfor naevnte oplagsningsmidler ikke vaae toksiske og de vil heller ikke gge et kemikaliums
vandopl gselighed.

Dispergensernes funktion er at hjadpe til med en ngjagtig dosering og dispersion. Med den anbefalede
koncentration af dispergens i det endelige test-medium (dvs. (0,1 mi/l), vil de ovenfor naevnte dispergenser
ikke vamre toksiske og de vil heller ikke gge et kemikaliums vandopl gselighed.

TESTENS DESIGN

Tilsaning til maleglassene og de pafelgende handteringer af dem ber foretages pa en randomiseret made. Hvis
dette ikke geres, risikerer man bias, som kunne opfattes som resultatet af forskellige koncentrationer. Helt
specielt kan dette ses, hvis undersggel sesraskker handteres systematisk efter behandling eller koncentrationer, at
tidsrelaterede resultater, som fx person-treghed eller anden fejlmulighed, kan medfere starre effekt ved de hgjere
koncentrationer. Y derligere, hvis test-resultaterne kan taenkes pavirkede af begivenheder ved testens start eller af
omgivelserne, som fx karrenes placering i laboratoriet, ber man overveje at dele testen op i grupper.

FREMGANGSMADE

Omstaendigheder ved ekspositionen

Varighed

Testen varer 21 dage.

Pafyldning

Moderdyrene holdes individuelt med 1 dyr pr maleglas med 50-100 ml medium i hvert maleglas.

Af hensyn til malinger af koncentrationen af test-kemikaliet kan starre volumina vaare ngdvendige; det er dog
tilladt at foretage den kemiske analyse pa en pulje sammensat fra flergangsbestemmelser. Hvis der anvendes
volumina starre end 100 ml, kan det vaare ngdvendigt at gge fedemaangden for at sikre tilstrakkelig fadetilgang
for dafnien og overensstemmelse med validitets-kriterierne. Hvis der anvendes gennemstrgmnings-tests, kan det
af tekniske grunde vaare ngdvendigt med alternative designs (fx fire grupper med 10 dyr i et starre test-volumen,
men enhver andring i test-design skal meddeles.
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Antal dyr

Ved semi-statiske tests skal der veare mindst 10 dyr, hver holdt separat, for hver test-koncentration og mindst 10
dyr, hver holdt separat, i kontrolserien.

Det har ved gennemstrgmnings-tests vist sig passende med 40 dyr opdelt i grupper med 10 dyr for hver test-
koncentration (1). Man kan anvende et mindre antal test-organismer og der anbefales da et minimum pa 20 dyr
pr koncentration opdelt i dobbelt- eller flergangsbestemmelser med et tilsvarende antal dyr (fx fire bestemmelser
med hver 5 dafnier). Det bemaakes, at ved tests, hvor dyrene holdes gruppevis, vil det ikke veare muligt at
udtrykke formeringsevnen som det totale antal levende efterkommere frembragt for hvert levende foraddredyr,
dersom foreddredyr dar i |gbet af forspget. | de tilfadde ber man udtrykke formeringsevnen som det totale antal
levende afkom pr foraddredyr som var i live ved testens begyndelse.

Fodring

| semi-statiske forspg ber fordring foretages daglig eller i hvert fald tre gange ugentlig (dvs. i sammenhaang med
udskiftning af medium). Afvigelser fra dette (fx for gennemstrgmnings-tests) skal meddeles.

Under forspget ber disgen for foraddredyr fortrinsvis vaae levende algeceller af en eller flere af folgende:
Chlorella sp, Selenastrum capricornutum (nu Pseudokirchneriella subcapitata (11)) and Scenedesmus
subspicatus Den tilferte disgt skal baseres pd meangden af organisk kulstof (C) for hvert foraddredyr.
Undersggelser (12) har vist, at for Daphnia magna er det tilstragkkeligt med fodermaangder af sterrelsesordenen
0,1 til 0,2 mg C/Daphnia/dggn med henblik pa det ifelge validitets-kriterierne @nskede antal afkom.
Fodermaangden kan enten vaae konstant gennem hele forsggsperioden eller, om det @nskes, kan der gives en
lavere mangde til at begynde med og siden lade mamgden forgges for at tage hensyn til foraddredyrets vaskst
under forlgbet. | sidstneevnte tilfadde ber fodermangden i hele perioden stadig vazre inden for de anbefalede
maengder pa 0,1 til 0,2 mg C/Daphnia/deggn.

Maling af kulstofindhold er tidsravende, men hvis erstatningsmalinger, som fx celletal af alger eller lysabsorption
anvendes for nemheds skyld for at afmde den korrekte fademaangde, ma hvert laboratorium fremstille et
nomogram som sammenholder erstatningsmalingen med kulstofindholdet i algekulturen (se bilag 2 for rédgivning
om konstruktion af nomogram). Nomogrammer skal kontrolleres mindst en gang arligt og hyppigere, hvis
betingelserne for algerne er aandrede. Det er vist, at lysabsorption er en bedre erstatning end celletadling til
beregning af kulstofindhold (13).

Man ber tilfgre Dafnierne algesuspensionen i koncentreret form, sdledes at mindst muligt af alge kulturmediet
overfares til forsagskarret. Opkoncentrering af alger kan foretages ved centrifugering efterfulgt af resuspension i
destilleret vand eller dejoniseret vand eller daf niekulturmedium.

Lys
16 timers lys med en intensitet, der ikke overstiger 15-20 nE- m?-s™ ™,
Temperatur

Test-mediets temperatur skal ligge mellem 18 og 22 °C | det enkelte forsag ber temperaturen, om muligt, ikke
variere mere end 2 °C (fx 18-20, 19-21 eller 20-22 C). Det kan vaae pa sin plads at anvende et forsggskar
yderligere til brug for temperatur-monitoreringen.

Gennemluftning

Maleglassene ma ikke gennemluftes under forseget.
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Test-koncentrationer

Normalt ber der vaare mindst 5 test-koncentrationer arrangeret i en geometrisk raskke med en adskillel sesfaktor,
som helst ikke bar overstige 3,2, og der skal udferes det passende antal af flergangsbestemmelser for hver test-
koncentration (se sektion 1.8.1.3) Begrundelse skal angives, hvis faare end 5 koncentrationer undersgges.
Kemikalier bar ikke testesi koncentrationer, der overstiger oplgseligheden i test-mediet.

Nar range for koncentrationerne skal fastlaggges, ber felgende tages i betragtning:

i Hvis formalet er at opnd LOEC/NOEC, den laveste test-koncentration skal vagre sa lav, at frugtbarheden
ved denne koncentration ikke adskiller sig signifikant fra kontrollens. Hvis det ikke er tilfaddet, skal
testen gentages med formindsket laveste koncentration.

ii. Formdlet er at opnd LOEC/NOEC, den hgjeste test-koncentration ber vazre sa hgj, at frugtbarheden ved
denne koncentration er signifikant lavere end i kontrollen. Hvis det ikke er tilfad det, skal testen gentages
med forgget hgjeste koncentration.

iii.  Hvis ECx for indvirkning pa& formeringsevnen beregnes, er det tilradeligt at der anvendes tilstraskkeligt
mange koncentrationer til at ECx kan defineres med passende sikkerhed. Hvis ECs, for indvirkning pa
formeringsevnen beregnes er det tilradeligt at den hgjeste test-koncentration er starre end den ved ECs,.
Ellers vil sikkerhedsgramserne for EG;, blive meget vide, og selvom man kan beregne EC;, er det ikke
muligt i tilstraskkelig grad at vurdere om forsgget har veeret fyldestgarende.

iv.  Range for test-koncentrationerne bgr ikke inkludere koncentrationer, der har en statistisk signifikant
indflydelse pa foraddredyrets overlevelse, da det vil aandre undersggelsens natur fra en simpel formerings-
test til en kombineret formerings- og overlevelses-test, som stiller krav om mere komplekse statistiske
analyser.

Kendskab pa forhand til test-kemikaliets toksicitet (fx fra en hurtig test og/eller fra undersaggelser over range)
kan hjadpe til at finde passende test-koncentrationer.

Nar et oplasningsmiddel eller et dispergens er anvendt i pragoarationen af test-opl@sningen (se sektion 1.6.4), bar
slutkoncentrationen i maleglasset ikke vaare starre end 0,1 ml/I og desuden vaare den samme i alle méleglassene.

Kontroller

Sidel gbende med test-serien bgr udfares en test-mediumkontrol og ligeledes, hvis det er relevant, en kontrolserie,
som indeholder oplgsningsmiddel eller dispergens i koncentrationer som dem, der anvendes i forspget. Der skal
udferes et passende antal flergangsbestemmelser (se sektion 1.8.1.3).

Almindeligvis vil variationskoefficienten for det gennemsnitlige antal afkom pr foraddredyr i
kontrollen/kontrollerne i en vellykket test vaare £ 25 og dette skal meddeles fra test-designs, hvor dyrene har
vazet holdt alene.

Fornyelse af medium

Hyppigheden for fornyelse af mediet afhaanger af test-kemikaliets stabilitet, men fornyelse bar foretages mindst
tre gange om ugen. Hvis man ved fra forudgdende stabilitetsundersagelser, at test-kemikaliet ikke er stabilt (dvs.
udenfor range 80-120 % af den nominelle koncentration eller falder under de 80 % af den maélte
begyndel seskoncentration) og sndrer sig i Igbet af den maksimale fornyelsesperiode (dvs. 3 dagn) (se sektion
1.4), bar man overveje at skifte mediet hyppigere eller at g& over til en gennemstrgmnings-test.

N&r mediet skal fornyes i semi-statiske tests, er der fremstillet en anden rakke af méleglas og foraddredyret
flyttes over til dem fx ved hjadp af en glaspipette med en passende diameter. Mindst muligt medium ber
overflyttes sammen med dafnien.
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Observationer

Resultatet af undersggelser gjort under forsaget skal noteres pa data-ark (se eksempler pa bilag 3 og 4). Hvis der
anskes andre malinger (se 1.3 og 1.8.8) kan det vaare nadvendigt med andre undersegel ser.

Afkom

Det er bedst dagligt at fjerne og tedle afkom fra hvert foraddredyr fra forste dag, der ses yngel, for at hindre
ynglen i at indtage den fgde, der var tiltankt foraddredyret. Undersggelsens formdl kraever kun, at man tedler
antal levende afkom, men tilstedevaarelsen af aborterede agg eller dgdt afkom ber ogsé noteres.

Mortalitet
Dadelighed blandt foraddredyrene ber noteres dagligt og i hvert fald samtidigt med at afkommet tedles.
Andre parametre

Selvom metoden principielt er designet til at vurdere virkning pa formeringsevnen, er det muligt, at andre
virkninger kan kvantiteres, sd der kan fortages statistiske beregninger. Malinger af vakst er sagdeles
gnskvaardige, eftersom de giver informationer om mulige subletale virkninger, som kan tamkes at veae mere
nyttige end maling alene af formeringsevnen; det anbefales at man ved forsggets afslutning maler lsengden af
foraddredyrene (dvs. kropslaangden minus den anale spina). Andre parametre kan males eller beregnes sdsom
tiden til fremkomst af den ferste yngel (og den pafelgende yngel), antal og sterrelse af yngel pr dyr, antallet af
aborteret yngel, tilstedevaarelse af handyr eller ephippier, populationens egentlige formeringshastighed.

Hyppighed af analyser og malinger

I1t-koncentration, temperatur, hardhedsgrad og pH-vaardier ber malesi hvert fald hver uge i nye og gamle media,
i kontroller og i oplgsninger med den hgjeste koncentration af test-kemikaliet.

Mens forsaget |gber, males koncentrationen af test-kemikaliet med regelmaessige intervaller.

| semi-statiske tests, hvor koncentrationen af test-kemikaliet forventes at forblive inden for £+ 20 % af den
nominelle koncentration (dvs. inden for range 80 - 120 % - se 1.4 og 1.8.4), anbefales det som et minimum at
male hgjeste og laveste test-koncentration ved fremstillingen og i forbindelse med udskiftning ved en lejlighed i
den ferste uge af forsgget (dvs. analyser skal udfares pa en preve fra samme opl@sning - frisk fremstillet og ved
en fornyelse). Disse malinger bar gentages mindst ugentligt derefter.

| forbindelse med tests, hvor test-kemikaliet ikke forventes at holde sig inden for £ 20 % af den nominelle
koncentration, er det ngdvendigt at analysere alle test-koncentrationer, nér de er frisk fremstillede og ved
udskiftning. | de tests, imidlertid, hvor test-kemikaliets mélte begyndelseskoncentration ikke ligger inden for
+ 20% af den nominelle koncentration, men hvor der er tilstraskkelig bevis for, at begyndelsesveardierne kan
genfindes og er stabile (dvs. inden for range 80 - 120 % af begyndelseskoncentrationen), kan kemiske malinger
reduceres i uge 2 og 3 til kun at omfatte den hgjeste og den laveste test-koncentration. | alle tilfadde behaver
man fer fornyelse kun at bestemme test-kemikaliets koncentration i et af maleglassene i en
flergangsbestemmelse for hver af test-koncentrationerne.
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Anvendes en gennemstrgmnings-test, er et analyse-regime svarende til de semi-statiske tests passende (men i
dette tilfaedde er maling pa ‘gamle’ oplasninger ikke mulig). | den ferste uge kan det vaze tilradeligt at ege
antallet af prevetagninger (fx tre hold malinger) for at sikre, at test-koncentrationerne holder sig stabile. | den
type tests bar gennemstremningshastigheden for fortyndingsvaeske og test-kemikalium kontrolleres daglig.

Hvis det viser sig, at koncentrationen af det undersagte kemikalium pa tilfredsstillende méde er holdt inden for
+ 20% af den nominelle eller malte begyndel seskoncentration gennem hele testforlgbet, kan resultaterne baseres
pd de nominelle eller malte begyndelseskoncentrationer. Hvis afvigelsen fra den nominelle eller malte
begyndelseskoncentration er sterre end + 20 %, skal resultaterne udtrykkes som tidsvaggtet gennemsnit
(se bilag 5).

DATA OG RAPPORTERING
BEHANDLING AF RESULTATER

Formdlet med denne test er at bestemme virkningen af test-kemikaliet pa det totale antal levende afkom pr.
foraddredyr, som er i live ved forsggets afslutning. Det totale antal afkom pr. foraddredyr skal beregnes for hver
beholder (dvs hver enkeltbestemmelse). Viser det sig ved en enkeltbestemmelse, at foraddredyret der under
forsgget eller at det er af hanken, ekskluderes denne enkeltbestemmelse fra analysen. Analysen vil s blive
baseret pa et reduceret antal enkeltbestemmelser.

Vurderingen af LOEC og dermed NOEC for virkningen af kemikaliet pa det totale antal afkom forudsadter en
beregning af det gennemsnitlige antal afkom pa tvears af enkeltbestemmelserne for hver koncentration samt den
samlede residuale standarddeviation. Dette kan geres ved hjadp af en variansanalyse (ANOVA). Gennemsnittet
for hver koncentration skal s sammenholdes med kontrolgennemsnittet ved hjadp af en passende metode til
multiple sasmmenligninger. Dunnetts eller Williams test kan vaae anvendelige (14) (15) ( 16) (17). Det er
ngdvendigt at kontrollere, at ANOVA-forudsagningen om varians-homogenitet holder stik. Det anbefales, at
dette gares grafisk snarere end ved en formel signifikanstest (18). Et passende alternativ er Bartletts test. Hvis
den naevnte forudsagtning ikke holder, ber man overveje at transformere data med henblik pa sikring af
homogenitet for udfgrelse af ANOVA eller at udfere en vagtet ANOVA. Starrelsen af den virkning, der kan
pavises med ANOVA (dvs. mindste signifikante forskel), skal beregnes og meddeles.

Til vurdering af den koncentration, som medfgrer en 50 % reduktion af det totale antal afkom (dvs. EGs),
konstrueres en passende kurve, fx en logistisk kurve, som er tilpasset data ved hjadp af en statistisk metode, fx de
mindste kvadraters metode. Kurven skal parameteriseres, siledes at EC;, og standardfejlen pa denne kan aflaeses
direkte. Dette vil lette beregningen af sikkerhedsgramserne for EG;,. Medmindre der er gode grunde til at
foretraskke andre sikkerhedsgraanser, skal tosidede 95 % sikkerhedsgraanser meddeles. Tilpasningsproceduren skal
helst tillade en vurdering af signifikansen af den manglende overensstemmelse. Man kan gere dette grafisk eller
man kan inddel e den residual e kvadratsum i to komponenter: manglende overensstemmelse og tilfaddig variation,
hvorefter man udferer en signifikanstest for den manglende overensstemmelse. Eftersom behandlinger, der
medferer hgjere frugtbarhed, ma formodes at udvise sterre varians i antallet af afkom end behandlinger, der
medferer lav frugtbarhed, ber man overveje at vaggte de observerede data, sa de afspejler de forskellige varianser i
de forskellige behandlingsgrupper (se baggrundsinformation i ref. 18).
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2.2.3

Ved analysen af data fra den endelige 'ring test' (2) tilpassedes en logistisk kurve ved hjadp af fglgende model,
selvom andre passende modeller kan anvendes:

c

Y= .
1 +aex 9
Exos

Y: totale antal afkom pr. foraddredyr, som var i live ved forsggets afslutning (beregnet for hver beholder)
X: substanskoncentrationen

c: det forventede antal afkom, nér x = 0.

Xo: ECso | populationen

b: haddningen

Denne model vil formentlig vaare passende i et stort antal tilfadde, men der vil vazre forsgg, hvor den ikke er
adaskvat. Man ber vurdere modellens validitet som foreslaet ovenfor. | nogle tilfadde vil det vaae passende at
anvende en hormese-model, hvor lave koncentrationer giver en gget virkning. (19)

Andre virkningskoncentrationer, sdsom EC,, eller EC,, kan ogsd estimeres, men det kan i si fad vaxe
formalstjenligt at anvende en parameterisering af modellen, som er forskellig fra den, der anvendtes til at
estimere ECs,.

TESTRAPPORT
Test-rapporten skal indeholde:

For test-kemikaliet:

— fysiske natur og relevante fysisk-kemiske egenskaber;
— data vedrgrende den kemiske identifikation inklusive renhedsgrad

For dyrearten:

—  klonen (om den er blevet genotypebestemt), leverander eller kilde (hvis kendt) og dyrkningsbetingelserne.
Hvis en anden art end Daphnia magna anvendes, skal det meddeles og begrundes.

Test-omstaendigheder:

— den anvendte test-procedure (fx semistatisk eller gennemstremning, volumen, antal dafnier pr liter ved
pafyldning;

— lysperiode og lysintensitet;

— test-design (fx antal flergangsbestemmelser, antal foraddredyr pr maleglas);

— detaljer vedrgrende kulturmediet;

— eventuel tilssgning af organisk materiale, inkluderende sammensagning, kilde, fremstillingsmetode,
stamoplgsningens TOC/COD, vurdering af resulterende TOC/COD i testmediet;

— detaljeret information angdende fodring, inklusive mamngde (i mg C/Dafnia/dggn og liste (fx fodertype(r)
inklusive algernes specifikke navn (arten) og, hvis kendt, herkomst og dyrkningsbetingel serne;

— made til fremstilling af stamoplasninger og hyppighed af fornyelse (evt. oplgsningsmidler eller
dispergenser og deres koncentrationer skal opgives).



2.2.4

Resultater

resultater af ethvert forudgéende studium af test-kemikaliets stabilitet;

de nominelle test-koncentrationer og resultaterne af alle analyser til bestemmelse af koncentrationen af
test-kemikaliet i méleglasset (se eksempler pa data-ark i bilag 4); metodens genfindingsevne og dens
gramser skal ogsd meddeles;

vandets kvalitet i maleglasset (dvs. pH, temperatur, koncentrationen af oplgst ilt og TOC og/eller COD og
hardhedsgrad, hvor dette er relevant) (se eksempler pa data-ark i bilag 3);

fuld fortegnel se over levende afkom efter hvert moderdyr (se eksempler pa data-ark i bilag 3);
antal dede moderdyr og dagen for haandelsen (se eksempler p& data-ark i bilag 3);

variationskoefficienten for frugtbarhed i kontrollerne (baseret pa det totale antal afkom pr foraddredyr,
som er i live ved testens afslutning);

det totale antal af levende afkom pr foraddredyr (for hver af flergangsbestemmelserne) som er i live ved
testens afslutning plottet over for koncentrationen af test-kemikaliet;

Laveste koncentration med observeret effekt (LOEC) med hensyn til frugtbarhed, inklusive en beskrivelse
af den anvendte statistiske fremgangsmade og en angivelse af, hvilken virkningssterrelse sterrelse der
kunne males og koncentration uden observeret effekt (NOEC) med hensyn til frugtbarhed; hvor relevant
opgives ligeledes LOEC/ NOEC - mortaliteten for foraddredyrene.

hvor relevant ECx med hensyn til frugtbarhed og sikkerhedsgramser og en graf af den model, der var
anvendt til beregningen, had dningen pa dosis-responskurven og standardfejlen;

andre observerede biologiske virkninger eller malinger: der skal rapporteres enhver biologisk virkning, som
blev observeret eller malt (fx forad dredyrenes vakst) inklusive relevante begrundelser;

forklaringer for enhver afvigel se fra test-metoden.
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BILAG 1

KOMPLET FREMSTILLING AF MEDIERNE M7 OG M4

Akklimatisering til MedierneElendt M 7og M 4

Nogle laboratorier har haft problemer med at overflytte dafnier direkte til M4- (1) og M7- medierne. Imidlertid har en gradvis
akklimatisering givet nogen succes; man flytter dafnierne fra deres eget medium til et 30 % Elendt, siden til et 60 % Elendt og sa
til et 100 % Elendt. Akklimatiseringsperioden kan vaere pa op til en maned.

FREMSTILLING
Spor elementer

Separate stamoplasninger (1) med de forskellige sporstoffer fremstilles primaat i vand af passende renhedsgrad, fx deioniseret,
destilleret vand eller vand renset ved omvendt osmose. Ud fra disse forskellige stamoplgsninger (I) fremstilles en sekundaer
stamoplasning (I1), som indeholder alle sporstofferne (kombinationsopl gsningen), som falger:

Stamopl@sning Antal mg sat Koncentrationer ::Iorti?;afe{teerzsrt]i;ljeers]tnag/(;%zzr:tna?
(enkelt stof) til 1 liter vand (refererendetil ml af stamoplgsning | til 1 liter

M4) vand

fold M 4 M 7
H;BO;3 57 190 20 000 1.0 0,25
MnCl, *4H,0 7210 20 000 1.0 0,25
LiCl 6 120 20 000 1.0 0,25
RbCl 1420 20 000 1.0 0,25
SCl, * 6H,0 3040 20 000 1.0 0,25
NaBr 320 20 000 1.0 0,25
NaMoO, * 2 H,0 1260 20 000 1.0 0,25
CuCl, * 2H,0 335 20 000 1.0 0,25
ZnCl, 260 20 000 1.0 1,0
CoCl, *6H,0 260 20 000 1.0 1,0
Kl 65 20 000 1.0 1,0
Na,SeO; 43,8 20 000 1.0 1,0
NH,VO;3 11,5 20 000 1.0 1,0
Na,EDTA * 2H,0 5000 2 000 - -
FeSO, *7H,0 1991 2000 - -
Na,EDTA- og FeSO ,-oplgsningerne fremstilles hver for sig, had des sammen og autoklaveres straks.
Dette giver:
21 Fe-EDTA-oplgsning 1 000-fold 20,0 5,0







M4 og M7-medierne

M4 og M7-medierne fremstilles ved hjadp af stamoplgsning |1, makro-naaingsstofferne og vitaminerne som fglger:

Antal mg sat til | Koncentrationer Antal ml af stamoplgsning,
1liter vand (relateret til | der seettestil 1 liter
medium M4) for at fremstille mediet
M4 M7

Stamoplgsning |1
samlede sporstoffer 20 50 50
Stamopl @sning med
makro-nagingsstoffer
(enkelte stoffer)
CaCl, *2H,0 293 800 1000 1.0 1.0
MgsO, * 7 H,0 246 600 2000 0,5 0.5
KCl 58 000 10 000 0,1 0,1
NaHCO; 64 800 1000 1,0 1,0
Na,SO; * 9H,0 50 000 5000 0,2 0,2
NaNO, 2740 10 000 0,1 0,1
KH,PO, 1430 10 000 0,1 0,1
K,HPO, 1840 10 000 0,1 0,1
Kombinerede 10 000 01 o1
vitaminopl gsning ) ’ ’
Den kombinerede vitaminoplgsning fremstilles ved at ssette de 3 vitaminer til 1 liter vand
som vist nedenfor:
Thiamine hydrochloride 750 10 000 - -
Cyanocobalamine (B, ,) 10 10 000 - -
Biotine 7.5 10 000 - -

Den kombinerede vitaminoplgsning opbevares i sma maangder i frossen tilstand. Vitaminerne saetes til mediet kort fer brugen.
NB 1For at undgd udfaddning af salte, n&r det fuldstaandige medium fremstilles, skal man tilsate de enkelte oplgsninger til 500-
800 ml deloniseret vand og derefter fylde op til 1 liter.

NB 2 Den farste publicerede beskrivelse af M4-mediet kan findes i Elendt, B.P. (1990) Seleniumdeficiency in crustacea; an
ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Straus. Protoplasma, 154, 25-33.



BILAG 2

ANALYSE FOR DET TOTALE ORGANISKE KULSTOF (TOC) OG

FREMSTILLING AF NOMOGRAM TIL TOC-INDHOLDET | ALGEFODERET

Det erkendes, at kulstof indholdet i algefoderet almindeligvis ikke vil blive malt direkte men ud fra korrelationer (dvs.
nomogrammer med erstatningsmalinger, sasom antallet af alge-celler eller lysabsorbans).

TOC bgr méles ved oksidation ved hgje temperaturer snarere end ved UV eller persulphate metoder. (Se: The instrumental
Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands 1979, 1980; 49 High Holborn,
London WC1V 6HB).

Med henblik pa fremstilling af nomogrammer skal algerne adskilles fra dyrkningsmediet ved centrifugering med péfelgende
resuspension i destilleret vand. Mal erstatningsparameteren og TOC-koncentrationen i hver prgve som en tredobbelt-
bestemmelse. Blindvaardier malesi destilleret vand og TOC-koncentrationen traskkes fra TOC-vaardien i algepraven.

Nomogrammet skal vamre lineaart i hele omrédet over kulkoncentrationer. Eksempler ses nedenfor:

NB! Verdierne fra det her viste nomogram ma ikke anvendes; det er essentielt at laboratorierne selv fremstiller
deres egne nomogrammer.

Chlorellavulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).

1700 ¢ Regression for mg/l tervaegt overfor mg C/l.
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algefoder
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Chlorellavulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).

Regression af celletal overfor mg CII.

Data fra koncentrerede opslemninger af semi-kontinuerlig batch af
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BILAG 3

EKSEMPEL PA DATA-ARK TIL NOTATER OM FORNYEL SE AF MEDIUM, FYSISK/KEMISK MONITORERING, FODRING,

FORMERING OG MORTALITET BLANDT VOKSNE DAENIER

Eksperiment nr.: Startdato: Klon: Medium: Fodertype: Test-kemikalium:  Nominel koncentration:
Dag o|1]|2(|(3|4]|5|6|7]8]9(10]11]|12|13[14|15| 16| 17|18 ]| 19| 20|21
Fornyelse af
medium
pH * ny
gl.
O, i mg/l * ny
gl.
Tp°C * ny
gl.
Fodring
Antal levende Total
afkom t
Méleglas 1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Total
Kumulativ voksen-
mortalitet

* Angiv hvilket glas, der blev anvendt til undersagelsen
t Anfar aborteret afkom som ‘AB’ i den relevante box
T Anfer mortalitet for ethvert voksent dyr som ‘M’ i den relevante box




BILAG 4

EKSEMPEL PA DATA-ARK MED RESULTATER AF KEMISKE ANALYSER

(A) M alte koncentr ationer
Nominel Prover i uge 1 Prover i uge 2 Prover i uge 3
koncentration
ny gl. ny gl. ny gl.
(B) M alte koncentrationer | procent af nominelle
Nominel Prover i uge 1 Prover i uge 2 Prover i uge 3

koncentration

ny gl. ny gl. ny gl.




BILAGS

BEREGNING AF TIDSVAGTET GENNEMSNIT

Tidsvaegtet gennemsnit

Idet koncentrationen af test-kemikaliet kan falde i perioden mellem fornyelsen af medierne, er det ngdvendigt at overveje,
hvilken koncentration der skal vadges som reprassentant for variationen af koncentrationer, som den voksne dafnie bliver
udsat for. Valget skal baseres pa sivel biologiske som statistiske betragtninger. Hvis for eksempel formeringen formodes mest
pavirket af den hgjeste koncentration, sd skal den anvendes. Hvis imidlertid den akkumulerede effekt eller langtidseffekten
fra det toksiske stof regnes for mere vigtigt, sd er gennemsnitskoncentrationen mere relevant. | dette tilfadde er den
tidsveagtede gennemsnitskoncentration det passende at anvende, eftersom den tager hensyn til variationen af hvert gjebliks
koncentration i tidsforlgbet.

AN
R

Dage

Figur 1: Eksempel pa tidsveegtet gennemsnit

Figur 1 viser som eksempel et (forenklet) forsgg over 7 dage med en fornyelse af mediet paddag O, 2 og 4.

Zig-zag linien repraesenterer koncentrationen pa ethvert tidspunkt. Faldet i koncentration formodes at falge en
eksponential henfaldsproces.

De 6 angivne punkter reprassenterer de malte koncentrationer ved begyndelsen og slutningen af hver fornyelsesperiode.

Den tykke, solide linie angiver placeringen af det tidsvaggtede gennemsnit.

Det tidsvasgtede gennemsnit er beregnet, si arealet under det tidsvasgtede gennemsnit har samme starrelse som arealet under
koncentrationskurven. Beregningen af det ovenfor viste eksempel sesi Tabel 1.



Tabel 1: Beregning af tidsveegtet gennemsnit

Fornyelse nr. Dage Konc. 0 Konc. 1 Ln(Konc.0) Ln(Konc.1) Area
1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767
2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544
3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781
Totale antal dage 7 Totale areal 50,091
TW gennemsnit 7,156

Dage er antallet af dage i fornyel sesperioden

Konc.0 er den mélte koncentration ved begyndelsen af hver fornyel sesperiode

Konc.1 er den mélte koncentration ved afslutningen af hver fornyel sesperiode
Ln(Konc.0) er den naturlige logaritme til Konc. 0
Ln(Konc.1) er den naturlige logaritme til Konc. 1

Arealet er arealet under eksponentialkurven for hver fornyel sesperiode. Det beregnes séledes:

Area

Conc0- Concl

- Ln(Conc0) - Ln(Concl)

x Days

Det tidsvasgtede gennemsnit (TW gennemsnit) er det totale areal divideret med de totale antal dage.

0

Tabellen vil selvfalgelig stragkke sig over 21 dage i forbindelse med dafnie-formeringstesten.

Det er klart, at ndr der kun foretages malinger ved begyndelsen og slutningen af hver fornyelsesperiode, kan man ikke
bekradte, at henfaldsprocessen er eksponentiel. En anderledes kurve ville resultere i en anderledes beregning for arealet. En
eksponential henfaldsproces er dog ikke usandsynlig, og den er den bedste kurve at anvende, nér der ikke foreligger andre

informationer.

Stor omhu m& udvises, hvis en kemisk analyse ikke kan pavise test-kemikaliet ved afslutningen af en fornyelsesperiode.
Medmindre man kan pavise, med hvilken hastighed test-kemikaliet forsvandt fra oplesningen, er det ikke muligt at finde
frem til et realistisk areal under kurven, hvilket medferer, at det er umuligt at finde frem til et rimeligt tidsvasgtet

gennemsnit.
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