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13 BAKGRUND

Vid Nordforsk's projektseminarium i Helsingdr augusti
1980 diskuterades bl a toxikologiska test med hinnkriftan
Daphnia magna. Ddrvid framkom att det fanns ett behov av
att testa rekommenderade metoders reproducerbarhet bade
inom och mellan olika nordiska laboratorier. Det be-
slutades da att ett ringtest skulle starta hdsten 1980.

IVL patog sig att administrera ringtesten.

Efter m6tet togs kontakt med tdnkbara nordiska labora-
torier f6r eventuellt deltagande. Sammanlagt 6 labora-

torier anmdlde sitt intresse, dessa &r fbdljande:

Centrallaboratoriet, Helsingfors (Jukka Tana)

Norges Veterinaerhggskole, Oslo (Morten Laake)
Vandkvalitetsinstitutet, Horsholm, Danmark (Peter Rand)
Zoofysiologiska institutionen, G&teborg (G&ran Dave)
SNV:s undersdkningslaboratorium (Bj6rn Nagelli

IVL, Stockholm (Stellan Fischer)

Metoderna som man beslutade anvédnda var bestdmning av

akut toxicitet enligt IS0-1979 och bestdmning av 1l&ng-
tidstoxiska effekter enligt OECD-1980. Vissa &ndringar och
kompletteringar har dock gjorts till dessa f6r att uppn&
bdttre reproducerbarhet.

2% MATERIAL OCH METODER

2.1 Odling av daphnier f&r test

En stam av Daphnia magna Straus, ursprungligen erh&llen
ifrdn Goteborgs Zoologiska Institution, har anvédnts for
test.

Honorna odlas i 3-liters akvarium inneh&llande 2-3 liter
sjoé-vatten. Individtdtheten hélls omkring 25 stycken per
liter. 50 % av mediet byts 2 gdnger i veckan. Vattnet &r

hédmtat ifrdn en ren sj6 med ett pH av~7,7 och en hdrdhet



av~ 100 mg/1 CaCo,.

odlingstemperaturen varierar mellan 20 och 23%c. som ljus-
killa anvidnds lysrdr som lyser med intervallet 14 timmar

1jus och 10 timmar mdrker (~900 lux)

Separering av nyfddda djur (nauplier) gbrs genom att hdlla

kulturen genom filter (nylon) av olika grovlek.

Matning sker med alger ca 3 gdnger dagligen, som komplement
ges dven torrjédstsuspension (bakningsjdst). Till hjdlp for
matning under kvdllar och helger anvdnds slangpump med auto-

matisk tidspéaslagning.

2 Oodling av alger

Tva olika alger har anvdnts f6r matning, Selenastrum
capricornutum och Raphidonema sp. (groénalg) . Den senare
3r isolerad ifra&n Ostersjén och har den f&rdelen att den
hiller sig svdvande i mediet betydligt ldngre &n andra'
grdnalger, vilket gdr den mer tillgédnglig f6r filtrerare.
Nackdelen med Raphidonema &r dock att den tillvdxer nagot

ldngsammare.

odlingen sker fritt fran bakterier i artificiellt medium.

Mediets sammansidttning dr fdljande:

NaNO , 0,55 g/1
CaCl, - 2H,0 0,001 "
MgSQ4 - 7H,0 0,10 "
KH, PO, 0,04 "
Citronsyra 0, (0L~ K
Fe-ammoniumcitrat 001" It

Spdrelementldsn. A5 0,5 ml/1

Odlingskdrlen bestér av l-liters glasflaskor som steri-
liseras tillsammans med mediet. Omrdrning sker genom Ll

f&rsel av steril luft som f&r bubbla genom mediet.



Flaskorna ympas med en i férvdg uppodlad ympkultur och
stdlls f8r genombubbling i kontinuerligt ljus (Gro-lux).
En gdng om dagen skakas de sedimenterade algerna upp i
18sning och efter ca 7-12 dagar kan kulturen anvdndas till
matning. FOr uppkoncentrering av algsuspension anvédndes
centrifugering (1500 r/m). F&rdig algsuspension férvaras

i kyla upp till 1 vecka.

253 Pestsubstanser

Fem kemikalier representerande olika kemisk-fysikaliska

egenskaper utvaldes till denna ringtest. Dessa dr foljande:
1. Kaliumdikromat, K2Cr207(p.a) - oorganisk anjon.

2. Zinksulfat, ZnSO4 . 7H20 (p.a) - oorganisk katjon.

3. Tetrapropylenbensensulfonat, TPBS (p.a) - tensid

4. Pentaklorfenol (Na-salt), PCP - organisk, 14ttldslig,

5. p,p-DDT - organisk, mycket svarl&s-

lig, ackumuleras

Alla fem kemikalierna &r tidigare testade pa D.magna,

varfér litteraturvidrden finns att tillgd for jdmforelse.

For spddning till testserien valdes koncentrationen sa

att den volym som skulle tills&dttas till testbdgaren varie-
rade mellan 1,5 och 0,15 ml (20 ml slutvolym). Vid doseringen
av DDT daremot l8stes DDT f&rst i aceton (p.a), som sedan
sprutades ned i mediet, f6r det dndamdlet anvédndes 10 pl
mikropipett. Fdr att undvika eventuella toxiska effekter

av acetonen hdlls acetonvolymen mycket liten, 10 pl/20 ml
medium. F&r att h&lla acetonvolymen lika blev det darfdr
nddvdndigt att bereda en aceton-DDT-18sning for varje kon-
centration. Som en extra kontroll att aceton-koncentrationen
var ofarlig testades daphnierna &dven pd acetontillsats

utan DDT.



TPBS och PCP bereddes ny infdr varje test fO8r att undvika
eventuell nedbrytning eller annan omvandling

(vdggadsorption).

2.4 M&tning av akuttoxicitet

Utfbrandet Overensstdmmer med den av ISO (1979) rekommen-
derade metoden. Metoden kan kort beskrivas med att unga
djur med en dlder av 6-24 timmar fidr exponeras under 24
timmar f6r en koncentrationsserie av testsubstansen.
Effektparameter vid avlédsningen &r immobilisering. Immo-
bilisering definieras hdr ha skett ndr djuret inom ett
15-sekunders intervall efter en 1l4tt omskakning av kédrlet
ej kan simma. Testkoncentrationerna vdljs s& att en
50%-ig effektkoncentration (EC-50) kan beré&knas.

FOr denna ringtest stdlldes hardare krav &n vad metoden

anger. Dessa dr f&ljande:
1) Testdjuren skall vara mellan 6 och 24 timmar gamla.'
2) Fdrédldradjuren till testdjuren bdr ej ha efibier (vilidgg).

3) Testmediet skall vara ett syntetiskt medium med samman-

sdttningen: NaHCO3 100 mg/1
K HCO3 20 =hr=
CaC12-2H20 240 -"-
MgSO4-7H20 215 ="~

ddr start-pH vid test med PCP skall vara 7,8 + 0,4.

Testdjuren avfiltrerades ifrdn f6rdldradjuren 6 timmar fore
testens start och fick ddrefter acklimatisera sig till det
"hdrda" testmediet genom att spdda det"mjuka" sjbvattnet
med 50 % testmedium. Dessa nauplier matades sedan med alger
for att de inte skulle svidlta.

Som testkdrl anvdndes 30 ml bdgare innehdllande 20 ml
medium. 2 replikat per koncentration med vardera 10 djur
anvdndes. Fore anvdndandet tvdttades bdgarna med 1M HCl.



Hela koncentrationsserien placerades i en plastléada

med lock. Plastladan placerades sedan mérkt i ett termo-
statskdp vid en temperatur av 21,0 + 0,5 °c, under kon-
stant mo&rker.

Efter 24 och 48 timmar avlé&dstes testen, efter sista av-
ldsningen mdttes pH och 02—halt i ldgsta koncentrationen

som gav 100 % effekt.

245 Mdtning av langtidstoxicitet

Utforandet &verensstdmmer i stort med den av OECD (1980)

rekommenderade metoden.

Kemikalier som testades var K2Cr207 och PCP. Testkoncentra-
tionerna utvaldes utifrdn EC-50 (24 h) s& att hdgsta kon-
centrationen Sverensstdmde med detta vdrde och l&gsta kon-
centration ladg 100 ggr l&gre. Ovriga koncentrationer lades
sedan som en geometrisk serie didremellan. Varje koncentration
bereddes i 2 replikat. '

Samma stamlOsning anvédndes till bdgge replikaten samt till
alla koncentrationerna utan extra spddning. Staml&sningarna
hade koncentrationerna 100 mg/l K2Cr207 och 40 mg/l1 PCP.

Mediet har samma sammansdttning som det vid akuttoxtestning
(se 2.4), med skillnaden att det har behandlats med aktivt
kol. Kolbehandlingen tillgdr sd att aktivt kol, med storlek
av 0,5 - 1 mm och en koncentration av 1 gr/l, tills&dttes
till mediet straxt efter att salterna har tillsats. Mediet
luftas sedan i 48 timmar, - varefter kolet filtreras bort
och pH justeras.

Detta forfarande gav en god &verlevnad hos daphnierna,

dock visade sig pH stiga efter ett par dagar fr&n 7,8 till
8,2 - 8,5. FOr att rédda bot pd detta sattes syra till

redan fOre luftningen. Detta f8r att pH skall kunna hinna

stabilisera sig. Det visade sig att en tillsats av 0,4 - 0,5

ml 1M HCl/liter medium gav (efter 48 h luftning) ett slutpH

p& omkring 7,8 och som &dven efter 48 timmar var detsamma
(se tabell 5 och 6).




Testkdrlen bestod av l-liters glasbidgare, vid starten
diskades de med 1M HCl. Vid mediebyten urskdljdes

ddremot bdgarna med enbart avjoniserat vatten.

Fyra koncentrationer valdes f&r b&da kemikalierna:
0,90, 0,20, 0,045 respektive 0,010 mg/l PCP samt 1. 850.,
0,30, 0,070, 0,015 mg/1 K2Cr207.

Vid starten &verfdrdes ca 25 nauplier av en &lder p& 0 - 24

timmar till varje b&dgare.

Maten bestod av alger (bestdende till st8rsta delen av
Raphidonema sp.) samt med ett visst komplement av jdst-
suspension. Matningen gjordes 2 g&nger dagligen utom pa
l6rdagar och sbndagar d& de endast fick mat en gang. Mdng-
den mat som tillsattes styrdes sd att n&dstan all mat skulle

vara uppdten till n&dsta matningstillf&dlle.

FOor avskiljande av djuren ifrdn mediet vid vattenbyten
anvdndes nylonndt av tvd olika grovlekar (l,2mmiesg56um
maskstorlek) . Anvdndandet av nylonnit f8r separering av ny-
fédda fran vuxna djur innebdr en betydligt rationellare
arbetsrutin &n att plocka djuren med pipett.

Vid vattenbyte sdllas 50 % av mediet 8ver i en rengjord
bdgare innehdllande 500 ml nyberett medium. Direfter ut-
tages prov f&6r pH och O,-mdtning. Resterande sdllat medium
kasseras dédrefter. Om djuren &nnu ej har fatt ungar an-
vdnds endast det finaste sdllet. Nd&r djuren fitt sin fdrsta
kull fangas de vuxna djuren pd det grdvsta sdllet dir de
sedan kan rdknas och kdnsbestdmmas. F&r att undvika att

de vuxna djuren torkar Overfdrs de snabbt (=< 20 sekunder)
till det nyberedda mediet.

De nyfddda djuren sk&ljs sedan ned i plastburkar och kon-

serveras med etanol.

For att inte fb6rorena kontrollen med testsubstans fick den

en egen uppsdttning sdall. De 6vfiga koncentrationerna




sdllades ifrdn ldgsta koncentration och uppdt med samma

sdll varefter dessa rengjordes.

o
Temperaturen varierade under testen mellan 20 och 237C.
Belysning skedde med lysrdr som var tdnda 14 tim. per dygn.

Rdkning av avkomman gjordes under lupp, varvid d&dven

eventuella okldckta &gg kunde noteras.

2.6 Berakningsmetdder

Vid framtagande av EC-50-vdrden och 95%-konfidensintervall
anvdndes ett internt dataprogram som grundar sig pa
Litchfield och Wilcoxon's teori (1949).

I fall ddr valt koncentrationsintervall hamnat antingen
Over eller under EC-50 erhdalles ett extrapolerat vdrde

pa EC-50 som i tabell 1 anges med -~ —-tecken.

Vid framtagande av reproduktionskoefficienten‘beraknaaes
forst medelkullstorleken per hona fOr varje sdllning av
respektive bdgarkultur. Efter att testen har avslutats
berdknas sedan medelvdrdet fOr samtliga sdllningar som
har gjorts. Det slutgiltiga medelvdrdet divideras sedan
med medelvdrdet av kontrollernas kullstorlekar varvid
reproduktionskoefficienten erhdlles. Slutligen tas medel-
vdrdena av de badda replikaten. Samtliga steg finns redo-
visade i tabell 3 och 4.



35 RESULTAT

3.l Akuttoxicitet

Enligt rekommenderad metod behdvdes endast 24 timmars
EC-50 noteras. Har har dock dven EC-50 f&r 48 timmar

noterats.

EC-50 fO6r 24 respektive 48 timmar finns redovisade i
tabell 1.

Varje test redovisas separat i bilaga 1-14.

En fOrtest gjordes per testsubstans (ej K2Cr207) dar

koncentrationsintervallet grundade sig pa litteraturdata.

EC-50 £or Zn SO4 . 7H20 redovisas som mg zZn/l.
EC-50 f&6r PCP &r berdknad pa syraformen.
Koncentrationsintervallen valdes s& att dven 48 timmars-

vadrdet skulle bestdmmas.

Start-pH var i samtliga fall 7,8, men var ej stabilt sé
att det efter 48 timmar ofta lédg pa 8,1 - 8,2.

Oz—halten mattes efter 48 timmar i den ld&gsta koncentra-
tionen som gav 100 & effekt. Oz—méttnaden visade sig inte
i nagot fall understiga 90 %, dock midttes ej 02-halten

i DDT-testen.

3.2 Langtidstoxicitet

K,Cr,0, och PCP testades fOr langtidstoxikologiska effekter.

I tabellerna 3 och 4 redovisas primdrdata, sdsom antal
vuxna djur, antal f&dda djur samt antal okldckta &gg under
testens gang. Vidare redovisas ddr medelkullstroleken per
hona fO0r varje sdallning, samt reproduktionskoefficienten

for varje testad koncentration.

I tabellerna 5 och 6 &r sammanstdllt pH och O,-mdtningar
som dr gjorda under testernas gang.




LC-50-vdrden f8r 2,4,7 respektive 14 dygn blir mycket
approximativa av detta material. Darfor redovisas i tabell 2,
f8rutom LC-50-védrden, &aven dddligheten i % vid respektive

koncentration och dag.

Koncentrationsintervallet f£0r PCP grundades endast pd preli-
mindra EC-50-vdrden, vilket gjorde att hdgsta koncentra-
tionen blev for hog, f6ljaktligen dog ocksd stbrre delen

av dessa testdjur redan efter 2 dygn.






