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STATENS TEKNISKE PROVENAVN

meddeler herved i medforaf § 5ilovnr. 144 af 21. marts 1973 om Statens
tekniske Provenevn, som ndret ved lov nr. 45 af 11. februar 1976,
jr. handelsministeriets bekendtgerelse nr. 77 af 24. februar 1976 om
autorisation af laboratorier til at udfere autoriseret teknisk provning

AUTORISATION

for Vandkvalitetsinstituttet
Agern Alle 11
2970 Hersholm

til at udfere autoriseret teknisk prevning inden for felgende provnings-
omrade:

Kemiske undersegelser af ravand, drikkevand, spildevand, vand fra ferske
©og marine recipienter, perkolat, badevand samt slam, sedimenter og bio-
logisk materiale i henhold til nationale og internationale standarder og
normer samt andre alment anerkendte metoder,

Bakteriologisk undersegelser af rdvand, drikkevand, spildevand, vand fra
ferske og marine recipienter, badevand, slam og sedimenter samt biologisk
materiale i form af fisk og muslinger i henhold til nationale og interna-
tionale standarder og normer samt andre alment anerkendte metoder,
Undersegelse af kemiske stoffers og stofblandingers, herunder spildevands,
biclogiske nedbrydelighed, toxicitet og bioakkumulering i vandigt milije,
omfattende bl.a. undersegelser i relation til lov om kemiske stoffer og
produkter {lov nr. 212 af 23. maj 1979 med senere #ndringer), efter dan-
ske og internationale standarder og normer {specielt OECD Guidelines for
Testing of Chemicals) samt andre alment anerkendte metoder.

under registreringsnummer 26

Laboratoriet er undergivet de til enhver tid fastsatte forskrifter angdende
virksomheden som autoriseret laboratorium.

Autorisationen, der er meddelt pa de 1 skrivelse af  28. juni 1982
fra Statens tekniske Provenzvn fastsatte villsir, har gyldighed indel den
1. juli 1985 ,medmindre den forinden mitte vare tilbagekald:.

STATENS TEKNISKE PROVENAVN, den 11. august 1982

. Christoffersen/G. Lehmann Nielsen
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STATENS
TEKNISKE

PROVENAVN

Autorisations

reg.nr.: 26

PROVNINGSRAPPORT

over autoriseret teknisk prevning i henhold til Statens Tekniske Provenasvns autorisa-
tion ‘

For GRINDSTED PRODUCTS A/S

er pd omstaende vilkar foretaget provning af

Disulfanilylguanidin

efter provningsbestemmelserne i
Bengtsson, B.~E., 1981. INSERM Vol. 106: 421-430 /2/

Vandkvalitetsinstituttet, ATV (VKI), 1983.
Metodeforskrift for ekotoksikologisk testning med
krebsdyret Nirocra spinipes. Akut og kronisk test
(bilag 2).

med felgende resultat

Hershoim, den.._14. januar 1985

Underskrift: LA ,(/fl///f’ét{i\.
Niels Nyholm

Prevningsrapporter mé& kun gengives i uddrag, hvis rapporten er offentlig tilgaengelig, eller laboratoriet
har godkendt uddraget.



Neervasrende vilkar er geeldende for VANDK VALITETSINSTITUTTET i forbindelse
med provning og for udfeerdigelse af neerveerende prgvningsrapport:

. For udferte pravninger og udfeerdigede provningsrapporter er laboratoriet ansvar-
ligt overfor rekvirenten i overensstemmelse med dansk rets erstatningsregler med
de begreensninger, som felger af punkt 2-6.

. Laboratoriets pravning og udfeerdigelse af neervaerende prevningsrapport er sket
pa grundlag af den viden og den teknik, som laboratoriet rader over pa prevnings-
tidspunktet. Laboratoriet er ikke ansvarligt, hvis en senere udvikiing matte vise, at
laboratoriets viden og teknik er mangetfuld eller urigtig.

_ Forvolder et af rekvirentens produkter skade, har laboratoriet intet ansvar for en
sadan skadeforvoldelse,

hvis den skadevoldende adfserd er begéet af rekvirenten, forend laboratoriets
prevningsrapport vedrerende produktet er afgivet fra laboratoriet,

hvis det skadevoldende produkt ikke konkret har veeret afprovet af laboratoriet,
medmindre rekvirenten godtger, at det skadevoldende produkt er identisk med et
af laboratoriet konkret afprevet produkt, og

hvis skaden skyldes en egenskab ved produktet, eller en anvendelse af produktet,
som enten ikke er provet og beskrevet i prevningsrapporten, eller som afviger fra
laboratoriets beskrivelse i prevningsrapporten af produktegenskaben eller en
mulig produktanvendelse.

_ Laboratoriet har intet ansvar for skader, som indtreeffer i forbindelse med en
anvendelse af udtalelser fra laboratoriet, hvis det er angivet, at udtalelserne hviler
pa en skensmaessig bedemmelse eller en vurdering.

. Udenfor de i punkt 2-4 naevnte tilfeelde kan laboratoriet gores ansvarligt, safremt
det dokumenteres, at skade skyldes fejl eller forssmmelse fra laboratoriets side.
L aboratoriets ansvar for skade pa ting kan dog — med mindre andet udtrykkeligt er
aftalt — aldrig overstige kr. 500.000 pr. skade.

Laboratoriet heefter aldrig for tab af produktion, driftstab, avancetab og andet
indirekte tab. Laboratoriet kan ikke gores ansvarligt for skader, som ikke skriftligt er
gjort geeldende inden 3 ar efter neerveerende proverapports dato.

. Nedleegges der under en sag imod laboratoriet en pastand om erstatning, som
reckker udover de i punkt 2-5 fastsatte graenser for laboratoriets ansvar, er klienten
pligtig at overtage forelsen af en sadan sag, hvis laboratoriet fremsaetter begeering
herom.

| det omfang laboratoriet matte blive palagt et ansvar — eller matte afholde udgifter
iovrigt — som raekker udover de i punkt 2-5 fastsatte greenser for laboratoriets
ansvar, er rekvirenten pligtig at skadeslasholde laboratoriet herfor.
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Toksiciteten af disulfanilylguanidin overfor den

marine bundlevende vandloppe Nitocra spinipes er

undersegt i statiske tests for akut og kronisk toksi-
citet.

De akut toksiske koncentrationer, definerede som

de beregnede koncentrationer, som var letale for
10, 50 og 90% af testdyrene efter 96 timer, og de
kronisk toksiske koncentrationer, definerede som

de beregnede koncentrationer, som hzmmede reproduk-
tionen hos testdyrene med 20 og 50% igennem en 11-
dogns periode, var felgende:

96t LC10 g6t LC50 hgjeste konc, 114 EC20 114 ECS50
u, kronisk eff,

Disulfanilyl-

. > 80O » 800 100 171 252
guanidin

Pa grundlag heraf kan disulfanilylguanidin betegnes

som ikke-toksisk overfor Nitocra spinipes ved korttids-

eksponering.

Provningsrapporter mé& kun gengives i uddrag, hvis rapporten er offentiig tilgsengelig, eller laboratoriet
har godkendt uddraget.



1. INDLEDNING

Efter anmodning fra GRINDSTED PRODUCTS A/S (GP) har
VANDRVALITETSINSTITUTTET, ATV (VKI) undersgogt stof-
fet disﬁlfanilylguanidin for akut og kronisk tok~-
sisk effekt overfor den marine vandloppe, Nitocra

spinipes.
Underspgelsen er foretaget i perioden:
1984.12.04 - 1984.12.19,

Opgaven fik sagsnummer 97,447 og alle originale
data og malinger relevante for denne undersggelse
opbevares 1 VKI's arkiv under dette sagsnummer.

2, MATERIALE OG METODER

2.1, Principper i testene

Akut_ test

Teststoffet blev undersegt i en korttidstest for
akut toksicitet overfor den marine, bundlevende
vandloppe, Nitocra spinipes. Ved undersggelsen re-
gistreres dedeligheden af dyrene hver 24. time i 96
timer i en fortyndingsrazkke af stoffet. P& grundlag
heraf beregnes stoffets akutte toksicitet, som

angives som de koncentrationer, der efter 96 timer
dreber 10, 50 og 90% af dyrene,

Kronisk test

En fortyndingsrezkke af stoffet fremstilles. Koncen-
trationerne valges bl.a. pd grundlag af resultater-
ne i akut-testen, som altid udfpres forud for re-
produktionstesten.



Foder tilsezttes og hunner med &gsak overfgres til
glassene med testoplegsninger., Efter ca 12 degn
foretages en optazlling af antallet af afkom, og
reproduktionen i testoplgsningerne udtrykkes i
forhold til kontrolreproduktionen.

Hpjeste koncentration uden effekt og laveste kon-
centration med signifikant effekt (EC 20; EC =
effect concentration) angives. Tillige angives EC
50-verdien (koncentrationen som hammer reproduktio-
nen 50%).

2.2. Teststoffet

En preve af disulfanilylguanidin (DSG) blev leveret
til VKI. Preven blev market med sagsnummer 97,447,
Stoffets kemiske formel er fglgende:

NH

I
HzNQsoz—- NH-C~ NH - SO, —@-—NH2

Forbindelsen er et fast stof. Stoffets oplegselighed
i vand var 800-1000 mg/1.

Pregven var af GP market pa felgende made:
Disulfanilylguanidin
J. nr, 7176 - 100
01.10.1984.

2.3. PFPortyndingsvand

Som fortyndingsvand blev anvendt vand fra den nord-

lige del af @resund. Vandet var filtreret, indstil-
let til 9 o/00 salinitet med milliporevand (dobbelt



ionbyttet og aktivt kul-behandlet vand) og opvarmet
til 80° C. Derefter henstand i mindst 1 dggn inden
anvendelse 1 testen.

2.4. Fremstilling af testoplgsninger
Akuttesten blev gennemfgrt med folgende koncentra-
tioner af teststoffet fremstillet i fortyndings-
vand:

(mg DSG/1): 20; 50; 100; 200; 500 og 800,
En kontrolrzkke blev underspgt sidelebende.
Den kroniske test blev gennemfert med fglgende
koncentrationer af teststoffet fremstillet i for-
tyndingsvand:

{mg DSG/1): 100; 200; 500 og 736.

En kontrolrzkke blev underspgt sidelgbende.

2.5. Testorganismen

Krebsdyret Nitocra_ spipnipes,Boeck (Harpacticoidae,
Crustacea) er anvendt som testorganisme, Den er i
Danmark fundet i Niva Bugt /1/. Pen holdes i kultur
pA VKI i bl.a. 9 o/o0 saltvand ved 20° C.

For en nermere beskrivelse af Nitocra spinipes
henvises til bilag 2.



2.6, Metoder

t kutt
Akuttesten er udfgrt som en statisk test efter
metoden beskrevet i /2/ bortset fra, at testtiden
er forlanget fra 48 til 96 timer.

Testen er udfert med filtreret, naturligt havvand

{(salinitet 9 o/o0) som fortyndingsvand og ved 20 %

0,5° c.

Ca 20 dyr er anvendt pr koncentration.,

Dodeligheden blandt dyrene blev registreret hver
24, time.

For en mere detaljeret gennemgang af metoden hen-
vises til bilag 2,

Metode for reproduktionstesten

Reproduktionstesten er udfert som en statisk test i
begerglas med 25 ml testoplesning. Metoden er en
modifikation af den i /3/ beskrevne,

Der er anvendt samme temperatur og fortyndingsvand
som i akuttesten (20° ¢ og 9 o/oo saltvand).

Cirka 20 hunner med mgsazk er eksponeret for hver
testkoncentration.

Glassene blev tilset 2-3 gange ugentlig.
Efter 11 degn blev testen afsluttet, og antallet af

afkom optalt., Tillige blev antallet af levende
moderdyr ved testen afslutning optalt,



For hver koncentration angives reprcduktionen som
antal afkom pr moderdyr ved starten. For en mere
detaljeret gennemgang af metoden henvises til bilag
2.

2.7. Databehandling

Statistisk beregning af de akut letale koncentra-
tioner er udfert ved probitanalyse under anvendelse
af EDB-program-systemet SAS /4/. Specielt beregnes
de koncentrationer, som er dedelige for 10, 50 og
90% af dyrene (LC 10, LC 50 og LC 90; LC = Lethal
concentration) efter 24, 48 72 og 96 timer.

I tilfzlde af dpdelighed i kontrollen, korrigeres
herfor ved hj=zlp af Abbots formel.

Statistisk beregning af de reproduktionshzmmende
koncentrationer er udfprt ved linesr regressions-
analyse under antagelse af, at hzmningen kan be-
skrives ved en logaritmisk normalfordelingskurve.
Negyative vardier (sterre reproduktion end i kon-
trollen) kan pr definition ikke forekomme med den
gjorte forudsztning og kan derfor ikke indga i
beregningerne.

Herved tabes imidlertid information. Pet kan lej-
lighedsvis @ge beregningernes sikkerhed, hvis sa-
danne vardier vagtes i beregningerne ved at modifi-
cere deres verdi til lige under kontrolveardien,

Beregningerne er udfert ved hjzlp af et EDB-pro-
gram, som i pjeblikket er under udvikling pa VKI.

Specielt er her beregnet de koncentrationer, som
hzmmede reproduktionen med 20% og 50% (EC 20 og EC
50).



EC 20-verdien antages at vare laveste koncentration
med signifikant hzmmende effekt.

3. RESULTATER
3.1. Akuttesten

Primerdata for akuttesten med disulfanilylguanidin
er givet i bilag 1.1.

Det ses heraf, at der ingen akut dedelighed var i
koncentrationer op til 800 mg/l, som er nar den
maksimale oplegselighed af stoffet i wvand.

26 t LC 10- og LC 50-verdierne er saledes > 800 mg
DSG/1.

I bilag 1,2 er givet data for en akuttest med
kaliumdikromat.

Den fundne 96 timers LC 50~vardi var 37 mg
K,Cr,04/1, hvilket er indenfor det koncentrations-
interval for LC 50~-vardier (20-40 mg KyCr,04/1)
der normalt findes for Nitocra spinipes under de
givne testbetingelser.



3.2. Reproduktionstesten

Primerdata for reproduktionstesten er vist i bilag
1.3.

Det ses heraf, at reproduktionen i koncentrationen
100 mg/1 var ca 12% hejere end kontrolverdien. Ved
beregningerne af EC-vardierne er denne verdi zndret
til 1% under kontrolverdien for at pge beregninger-—
nes sikkerhed.

Den derved fremkomne hsmningskurve er vist i figur
l, og de fundne BEC-verdier er sammen med hgjeste
underspgte koncentration uden konstateret effekt pa
reproduktionen hos Nitocra spinipes angivet i tabel
1.

Hejeste konc. 11 degn 11 degn

uden kronisk
effekt EC 20 EC 50
Disulfanilyl-
guanidin 100 171 252
{mg/1}

Tabel 1: Resultatet af reproduktionstesten udtrykt
som hpjeste koncentration uden effekt,
laveste koncentration med signifikant
effekt p4a reproduktionen (EC 20) og kon-
centrationen, som halverer reproduktionen

(EC 50) hos Nitocra spinipes.
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4. DISKUSSION

Krebsdyr horer til en af de folsomste dyregrupper
overfor miljefremmede stoffer og tungmetaller.
Samtidig er dyrs larve~ og embryonalstadier ofte
meget fplsomme overfor disse stoffer. En repro-
duktionstest som den udfegrte vurderes som en gene-
relt fplsom gkotoksikologisk test, idet effekten pa
embryonal/larvestadiet hos en reprazsentant fra en
fplsom dyregruppe er undersegt. Testperioden i den
udforte test er af en sadan langde, at hunnerne,
efter at 2ggene i den forste mgsaek er klakket, kan
na at anlzgge en ny @gszk og f4& =2ggene i denne
klxkket.

Dette betyder, at =gszkdannelse, embryonstadiet og
larvestadierne samt voksenstadiet i den udforte
test kan pavirkes. Dyrene eksponeres sdledes i en
vesentlig del af deres livscyklus.

Reproduktionstesten giver hermed oplysninger om
langtidseffekterne (kroniske effekter) af teststof-
fet p& en reprazsentant for en af de mest felsomme
dyregrupper.

I akuttesten er en dedelighed p& 10% eller derover
at betragte som en signifikant effekt. I reproduk-
tionstesten er variationerne pa resultaterne af
kontrolgrupper erfaringsmessigt af en sadan ster-—
relse, at hemninger pa 20% og derover kan betrag-
tes som signifikante,

I akuttesten kunne ikke konstateres nogen effekt p&
testdyrenes overlevelsesevne ved koncentrationer af
disulfanilylguanidin til og med 800 g/1.
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De 1 reproduktionstesten fundne effektniveauer er
vist i tabel 1. Laveste beregnede koncentration med
signifikant effekt (EC 20} var 171 mg/l. Reproduk-
tionen pavirkes saledes ved stofkoncentrationer,
der er vesentlig lavere end den heojeste koncentra-
tion, som er underssgt for akut toksisk effekt.

Disulfanilylguanidin kan pa& grundlag af den fore-
tagne undersggelse og med den i /5/ foresléiede
terminologi* betegnes som ikke-toksisk overfor Nito-

cra spinipes ved korttidseksponering,

5. KONKLUSION

I testene med Mitocra spipipes er felgende koncen-

trationer fundet at have akut og kronisk toksisk
effekt:

96t LC10 96t LC50 hpjeste kong. 114 EC20 114 ECS0
u. kronisk eff,

Disulfanilyl-
guanidin ,
gl

> BOO > BOO 100 171 252

P& grundlag heraf kan disulfanilylguanidin betegnes
som ikke-toksisk overfor Nitocra spinipes ved kort-

tidseksponering.

Begyndende kroniske effekter er konstateret ved
signifikans ved en koncentration pa 171 mg/l.

*) Column (B): Damage to living resources

Ratings TLm (ppm)
4 Highly toxic. <4
3 Moderately toxic. 1-10
2 Slightly toxic. 10-100
1 Practically nontoxic. 100-1,000
0 Nonhazardous. >1,000

BOD  Problem caused primarily by high oxygen demand.

D Deposits liable to blanket the sea floor,

The = IC 50. Fra /5/.
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Bilag 1.1 Primzrdata for Nitocra spinipes akutte-

sten med disulfanilylguanidin

TESTORGANISME: Nitocra spinipes

STARTDATO: 1984.12,04 SAGSHR.: 97.447,900

NAVR FOR TESTET STOF: disulfanilylguanidin DELTAGERE: SR, US

ARUT x
PRELIMIRER DEFINITIV x RRONISK
pH Oy~indhold (% metning)
START SLoT START SLuT
KORTROL 8,0 8,2 99 140
STARSTE KONRCENTRATION 8,0 Te? 96 99
Total ANTAL DEDE
antal
Total dyr 24 timer 48 timer 72 timer 96 timer
antal ;
Qv ¢ Ac A C A A ¢
konc. B D B D Total B D %otal B D Total B D Total
Kontrol 19 5 5 0 0 00 0 0 00
4 5 0 ¢ 0 g 0 0 o 0 0 ¢ 0 0
20 mg/1 20 5 5 0 0 00 o0 00
5 5 0 0 4] 00 b o a 0 0 0 4]
5 5 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 g 0 0 0
100 mg/1 21 6 5 0 0 0 0 0 0 0 90
5 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1]
500 mg/1 20 5 5 0 90 0 o 0 o 0 0
5 5 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 0 0 0 ¢}
800 mg/1 21 5 6 0 0 0 0 00 00

0 timer 24 timer 48 timer 72 timer 96 timer
0s pH 0, pH ' 0, pH 0, pH 0y pH
Kontrol 99 8,00 98 7,93 100 7:94 97 8,14 100 8,18
200 98 8,04 97 7,98 99 7,94 97 8,12 99 8,14
500 87 8,02 &7 7,86 98 7.83 96 8,06 99 8,00
800 96 7,98 98 T.76 98 7:59 96 7:90 99 TeT1
LC 10 LC 50 LC 9¢
24 timer - - -
48 timer - - -
72 timer - - -
96 timer > 800 > 800 > BOO
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Bilag 1.2 Primaerdata for Nitocra spinipes akutte-

sten med kaliumdikromat

TESTORGANISME: Nitocra spinipes
STARTDATO: 1964,12.10 SAGSNR,: 97.447.%00

NAVN FOR TESTET STOF: K5Crq04 DELTAGERE: SR, US

AKUT x
PRELIMINER DEFINITIV x KRONISK
pH 0y~indholé (% mztning)
BTART SLuT START SLUT
KONTROL 8,0 8,1 100 94
STORSTE KONCERTRATION 8,0 8,1 100 93
Total ANTAL DPDE
antal
Total dyr 24 timer 48 timer 72 timer 96 timer
antal
W oacoac A c A c A c
kenc. B D B D Total B D Total B I Total B D Tota}
Kontrol 20 5 5 0 0 0 0 10 100
! 5 5 0 ¢ 4] D0 1] 0 0 1 [i] 1
j 5 mg/1 24 6 6 G 0 00 0 0 0 0
: 5 7 0 0 [ [ ] ] 00 0 0 0 0
§ 10 mg/1 23 6 6 0 0 0 0 0 0 10
i 5 6 ¢ 0 0 0 0 4] [} 0 1 0 2
; 20 mg/1 21 5 5 0 0 ¢ 1 01 12
g 5 6 0 0 ] 0D 1 2 0 2 3 2 3 8
30 mg/1 22 5 6 0 0 170 31 5 2
5 6 0 0 0 2 0 3 2 ] 7 2 1 10
40 mg/1 24 & 6 0 D 2 1 3 3 6 3
; 5 5 0 o 0 2 0 5 1 1 8 1 4 14
: 50 mg/1 27 5 5 0 0 2 1 2 3 2 4
: E 95 00 0 21 6 4 4 13 6§ 7 19
0 timer 24 timer 48 timer 72 timer 96 timer
Kontrol 100 8,0 94 8,1
ki) 93 8,1
40 94 8,1
50 160 2,0 93 8,1
LC 10 LC 50 LC 90
24 timer > 50 > 50 > 50
48 timer 30 66 102
{18~29) (53-106) {77-184)
72 timer 24 50 76
{14-29) (43-61) (64-102}
96 timer 13 37 61
{4-19) (3243} {53-74)
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Primerdata for reproduktionstest med

Nitocra spinipes af disulfanilylguani-

din

NITOCRA SPINIPES - REPRODUKTIONSTEST

SAG ! GRINDSTED PR, 97,447 DELTAGERE : SR, GIN

STOF disulfanilylguanidin STARTDATO 1984.12,08
ENHED : my /1 : SLUTDATO ¢ 1984.12,19

ANTAL MODERDYR | ANTAL MODERDYR ANTAL , ANTAL ANTAL ANTAL AFKOM :
LUT
VED START VED $ COPEPODITTER ' NAUPLIER AFKOM RNTAL MODERDYR
VED START

Kontrol 20 14 137 379 515 25.75

100 20 15 94 486 580 29,90

200 15 13 5 199 204 13,60

500 20 18 0 24 24 1.20

736 20 19 0 11 1 0.55
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Bilag 1.4 Hemning af reproduktionen hos krebsdy-

ret Nitocra spinipes med disulfanilyl~
guanidin

HEMNING AF REPRODUXTIONEN HOS XREESDYRET NITOCRA SPINIPES
MED STOFFET:

SULFANILYLGUANIDIN (MC /7 |

MALT EFTER 1! DOGN

FORSBGSRESULTATER:
BTOFRONCENTRATION ANTAL MODERDYR ANTAL AFKOM ANTAL AFKOM HAMNING
X VED VED PEHR i
MG /L START AFSLUTNING MODERDYR PROCENT
KONTROL 1 20 515 25.75
KONTROLGEN. : 25.75 0
100.00 20 510 (58C)* 25.501(29.00) 1.0(0.0}
200.00 15 204 13.460 47.2
500.00 20 249 1.20 9%.3
736 .00 20 it 0.585 ?7.9

STATISTISEK BEHANDLING AF FORS2CSDATA:

DATA ER TESTET EFTER LOGARITMISK NORMALFORDELING

ANTAL VERDIER: 4

GVRE KONFIDENSGRANSE ER 5000.00

EC 20 VERDI : 171.45% 75 % KONFIDENSINTERVAL : ( 98.93: 2197.13)
EC 50 VARD! : 252 .35 95 % KONFIDENSINTERVAL : ¢ 159%.06: 400 .38
EC 80 VARD! : 371.434 95 % KONFIDENSINTERVAL : ( 231.24: 596.45)
KORRELATION 0.98

*) Verdi modificeret; vaerdi i parentes er den
observerede
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Bilag 2 Metodeforskrift for ekotoksikologisk
testning med krebsdyret Nitocra spini-
pes - akut og kronisk test

INDLEDNING

Krebsdyr er generelt en dyregruppe, som anses for
felsom overfor miljefremmede stoffer og tungmetal-
ler, og krebsdyr er derfor velegnede til ekotoksi-

kologisk testning af sddanne stoffer.

Dyr, der i Danmark skal kﬁnne anvendes 1 tests aret
rundt skal kunne holdes i kultur i laboratoriet,

da det danske klima ikke tillader indsamling af dyr
péd alle Arstider.

Krebsdyret Nitocra spinipes, Boeck, tilherer ordenen

harpacticoida (harpacticiderne).

N. spinipes opfylder en rakke krav, som man mad stille

til dyr, der skal holdes i laboratoriet. Blandt dis-

se kan navnes folgende:

Den lever og reproducerer pd knust fiskefoder,
den optrazder ikke kannibalistisk,

den er lidet pladskravende,

den tdler temperaturer fra 0-30° C

0g saltpromiller fra 1-35.

Tillige er den pavist i Nivd Bugt samt flere steder
i umiddelbar nzrhed af Danmark {svenske, norske,
@st~ og vesttyske kyster, bl.a. ved Nordseen) og
kan saledes formodes at vare ret almindeligt fore-
kommende ved danske kyster. Herudover har den en

vid geografisk udbredelse.

Disse egenskaber og forhold ger N, spinipes til

en sardeles velegnet testorganisme ved skotoksiko-
logiske undersegelser.
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BESKRIVELSE AF ARTEN

Nitocra spinipes opndr som voksen en langde pa& 0,6

mm for hanner og 0,8 mm for hunner. Arten er som

nevnt vidt udbredt /1/. Den forekommer ofte i stort
antal i kystnare omrdder, iser pd og i de overste

mm af sandbund og pa bundens plantedzkke. Den tolererer
saltholdigheder fra 1-35 o/oo og temperaturer fra

0-30° ¢ /2/.

Dyrene ndr voksenstadiet 10-14 dage efter klazkningen
Parringen finder sted umiddelbart efter at hunnerne
har kastet sidste larvehud og dermed ndet voksen-
stadiet. Parringen kan vare fra et par timer 0g op
til 2 degn. Hunnerne kan opbevare saden, sdledes

at de kun behever at parre sig én gang i deres liv
/2/. Hunnerne anlazgger herefter en agszk (figur 1).
Sdsnart larverne er klakket og har forladt agsakken,
kastes denne og en ny anl:gges efter 1-2 degn. Dette
kan gentages adskillige gange (8 eller mere) /2/.

Som andre Kkrebsdyr vokser N. spinipes kun ved hud-

skifter. Larverne gennemgar sdledes adskillige stadier
(figur 2), der adskilles af hudskifter. Under sel~

ve hudskiftet antages det at dyrene er sarligt fol-
somme. Der er 6 naupliestadier og 5 copepodstadier

inden voksenstadiet nas.

RULTIVERING AF NITOCRA SPINIPES

N, spinipes har varet holdt i laboratoriet siden
1975 /2/. P& VKI har den varet holdt siden 1981,

P& VKI holdes dyret i filtreret, naturligt havvand
med saltpromiller pa 9 og pad 15 ved 20° ¢.

Havvandet (mediet) varmebehandles (opvarmes til 80° C)

inden anvendelsen.
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Nitocra spinipes

Figur 1 Nitocra spinipes - hun med =gsak set
fra oven og fra siden

Figur 2 Nitocra spinipes - larveudvikling
1.-6. naupliestadie til venstre og
fire copepoditstadier til haejre,

Fra: Abraham & Gopalon 1975 /5/
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Dyrene fodres én gang ugentligt med knust, terret
fiskefoder,

METODE FOR AKUT~-TEST

Undersogelsen er en korttidstest for akut toksicitet

overfor N, spinipes. Ved undersegelsen registreres

dedeligheden af dyrene hver 24. time 1 96 timer i
en fortyndingsrakke af stoffet/preven. P& grundlag
heraf heregnes stoffets/prevens toksicitet, som an-
gives som de koncentratioper, der efter 96 timer
drazber 10 og 50% af dyrene (96 hr LC 10 og LC 50).

Akut—testén vdferes som en statisk test som beskravet
i /2/ bortset fra, at testtiden er forlanget fra
48 timer til 96 timer.

Forsegsmaterialet er store copepoditter og voksne

dyr uden zgszk.

som fortyndingsvand anvendes dyrkningsmedium, dvs.
naturligt saltvand almindeligvis med en saltpromille

pd 9 eller 15,

Testene udferes i preverer af glas med 10 ml test-
oplesning. I hvert glas anbringes 5 dyr og for hver
koncentration anvendes 4 glas, dvs. 20 dyr anvendes
pr. koncentration. Glassene anbringes merkt ved 20,0
+ 0,5° c.

Dyrene fodres ikke under akut-testen.

Glassene tilses hver 24. time i 96 timer og antal
dyr og antal dede aflases.
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Dyr betragtes som dede, hvis de ligger ubevagelige
i 15 sek eller mere efter en svag omrystning af glas-

set,
Iltindhold og pH mdles ved afl®sningerne,

Iltindholdet skal i alle testoplesninger vare > 70%

af metning under hele testen.

Dedeligheden i kontrolgruppen mad ikke overstige 10%

ved testens slutning.

Testsystemet og dyrenes folsomhed kontrolleres javnligt
pd VKI med K2Cr207 som referencestof,

Resultaterne behandles statistisk ved probitanalyse
under anvendelse af EBD~programmet PROBIT fra program-
systemet SAS /3/. Specielt beregnes de koncentra-
tioner, som er dedelige for 10, 50 0og 90% af dyrene

(LC 10, LC 50 cg LC 90, LC ~ lethal goncentration)
efter 24, 48, 72 og 96 timer.

METODE FOR REPRODUKTIONSTESTEN

Fortyndingsrakker af stoffet/preven fremstilles.
Koncentrationerne valges, bl.a. pa grundlag af re-
sultatet af akut-testen, som altid skal udferes forud

for reproduktionstesten.

Foder tilssttes og hunner med xgsak overferes til
glassene med testoplesninger. Efter ca 2 uger fore-
tages en optalling af antallet af afkom 0g reproduk-
tionen i testoplesningerne udtrykkes i forhold til
kontrolreproduktionen. Hejeste koncentration uden
effekt og laveste koncentration/koncentrationsomrade
med effekt (EC 20; EC ~ effect concentration} angives.
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Tillige angives EC 50-vardien (koncentration/koncen-
trationsomrdde, der halverer reproduktionen).

Testen udferes som en statisk eller som en gennem-
stremningstest. Metoden er en modifikation af den
i /4/ beskrevne.

som fortyndingsvand anvendes samme vandtype som i
akuttesten.

Testen udferes i glas med 25 ml testoplesning. Inden
starten tilsstte- til hvert glas 1 mg findelt fiske-
foder af typen EWOS T50. 5 hunner med agsak overfores
til hvert glas. Der anvendes mindst 20 hunner pr

koncentration, dvs., mindst 4 glas pr koncentration.

Antallet af levende moderdyr optzlles mindst 2 gange
ugentligt og udvikling og antal larver vurderes.

Ilt og pH mdles samtidig i glas som ikke optziles
ved testens afslutning.

Efter 7 dage fodres yderligere med 0,5 mg foder pr
glas.

Testen afsluttes, nar de forst klskkede larver narmer
sig voksenstadiet, dvs, pd et tidspunkt, hvor stadierne
stadig kan skelnes fra hinanden. Ved afslutning optal-
les antallet af overlevende moderdyr. Herefter drazbes
og fikseres alle dyr i alle glassene. Vand og dyr
hazldes pa et filter, og vandet suges bort, hvorefter

nauplier, copepoditter og moderdyr optalles.

For hver koncentration angives reproduktionen som
antal afkom pr moderdyr ved starten. Dette forhold
udtrykkes ogsad i forhold til kontrolreproduktionen.
Tillige angives antallet af overlevende moderdyr

til testens slutning.
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Hejeste koncentration uden effekt pd reproduktionen
©g laveste koncentration/koncentrationsomride med
signifikant effekt (erfaringsmessigt EC 20) angives,
Tillige angives EC 50-verdien.
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