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Sammanfattning

En tillvaxthamningstest med gronalgen Pseudokirchneriella subcapitata (fd. Raphidoceles
subcapitata) har utforts av Toxicon AB under januari 2008 pa ett vatten tillsatt pesticider.
Malet med studien var att undersoka om en, for Saxan, realistisk sammansattning av
pesticider med totalhalter i niva med vad som forekommer i an ger ekotoxikologiska effekter.
Resultat redovisas fran forsok 003/08.

Foljande metod har anvénts:
Tillvaxthamningstest med gronalgen Pseudokirchneriella subcapitata enligt SS-EN ISO
8692:2005

Foljande testartikel har testats:

Toxicon provmérkning
”Stamlosning-pesticider” 003/08-1

Foljande resultat erholls (tabell 1):

Tabell 1. E,C,y- och E,Cs,-véarden (ug/L) samt NOEC (hogsta koncentration med en tillvaxthastighet ej
signifikant skild fran kontrollen) for testartikeln efter 72 timmars inkubering. E,C, anger den testkoncentration
som ger x % reduktion i specifik tillvaxthastighet relativt kontrollen. E,C, har bestamts med grafisk interpolering
och med probit-analys. Resultaten ar baserade pa cellrakningsdata.

Metod NOEC E.Cy E.Cs
(ng/L) (ng/L) (ng/L)

Grafisk interpolering 4,27 19 34

Probit-analys 4,27 15 40

Ingen hamning av tillvéxthastigheten, relativt kontrollen, erholls upp till 4,27 ug
pesticider/liter. Detta kan saledes betraktas som en nolleffektskoncentration (NOEC).

Den lagsta testade koncentrationen med hamning (LOEC) var 9,39 ug/L.

EC,,-vardet lag pa 34 ug/L (grafisk interpolering).



Inledning

En tillvaxthamningstest med gronalgen Pseudokirchneriella subcapitata (fd. Raphidoceles
subcapitata) har utforts av Toxicon AB under januari 2008 pa ett vatten tillsatt pesticider.
Malet med studien var att undersoka om en, for Saxan, realistisk sammansattning av
pesticider med totalhalter i niva med vad som forekommer i an ger ekotoxikologiska effekter.
Resultat redovisas fran forsok 003/08.
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Metodik

Metoden som utnyttjades var SS-EN ISO 8692:2005 “Freshwater algal growth inhibition test
with unicellular green algae (ISO 8692:2004)”. Algkulturen som anvandes harstammar fran
Norskt Institut for Vandforskning (NIVA), Oslo, och odlas kontinuerligt pa Toxicon.
Kulturen kvalitetstestas regelbundet, som specificerat i standarden. Vid senaste testningen 1
december 2007 erholls ett EC4,-varde pa 0,96 mg K,Cr,0, / liter, vilket ligger inom det
specificerade intervallet for att kulturen skall kunna anvéandas for toxicitetstestning.

Metoden innebir att alger inkuberas under 72 timmar i en koncentrationsserie av en
testartikel. Sex replikat anvands for kontroller och triplikat for varje testkoncentration. Da
testartikeln inneholl pesticider 10sta 1 losningsmedel, anvandes en losningsmedelkontroll med
tre replikat. Naringsmediet (redovisas nedan) ar definierat i manualen och har samma
koncentration 1 samtliga testkolvar. 100 ml av alger, medium och testartikel inkuberas 1 250
ml E-kolvar pa ett roterande skakbord med kontinuerligt ljus med ljusstyrkan 100 yE m ~*s~
Inkubering sker i ett termokonstantrum dér temperaturen ar 18+ 1 °C (vilket motsvarar en
temperatur i algkolvarna pa 22+1°C. pH mits vid starten och efter 72 timmar i ett replikat per
testgrupp. Prov tas ut fran samtliga kolvar for cellrakning, som matt pa celltatheten, vid
tidpunkterna 0, 24, 48, och 72 timmar.
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Provberedning

Separata stamlosningar, i glasampuller, av tio olika pesticider erholls fran Jenny Kruger, SLU
(Ulltuna), i december 2007. Pesticiderna var losta i antingen metanol, aceton eller vatten.
Utifran losningarna blandades en stamlosning innehallande totalt 100 ug pesticider/L
naringsmedium (”Stamlosning-pesticider”). Det inbordes forhallandet mellan pesticiderna
samt totalkoncentrationen bestimdes av bestédllaren (tabell 2).

Tabell 2. Koncentration (3g/L) och relation av de ingaende pesticiderna i testartikeln (”Stamlosning-pesticider”)
samt anvant losningsmedel vid blandning av de separata stamlosningarna (genomfort av SLU).

Pesticid Koncentration Relation Losningsmedel
(ng/L)

MCPA 26,8 1 metanol
Bentazon 26,8 1 metanol
Kloridazon 8,93 0,33 aceton
Mekoprop 8,93 0,33 aceton
Glyfosat 8,93 0,33 vatten
Isoproturon 8,93 0,33 aceton
Etofumesat 2,68 0,10 aceton
Diflufenikan 2,68 0,10 aceton
Terbutlazin 2,68 0,10 aceton

Metazaklor 2,68 0,10 metanol




En losningsmedelskontroll innehallande den volym losningsmedel som testartikeln
”Stamlosning-pesticider” inneholl ingick ocksa i testen. Totala volymen losningsmedel per
liter var 95 ul (39,4 ul aceton och 55,6 metanol) i saval testartikeln som
losningsmedelskontrollen. Volymen losningsmedel var darmed lagre an den maximala tillatna
volymen pa 100 pl/L enligt OECD TG 201 ("Freshwater Alga and Cyanobacteria, Growth
Inhibition Test™).

En spadningsfaktor pa 2,2 anvandes for att komma ner i en totalhalt av pesticider i niva med
vad som forekommer i Saxan (ca 0,2-5 pg/L enligt bestallaren). Foljande testkoncentrationer
anvandes 1 forsoket:

Testartikel Testkoncentration (pg/L)
”Stamlosning-pesticider” 0,401; 0,882; 1,94; 4,27; 9,39; 20,7; 45,5 och 100

Berakningar

Tillvaxthastighet () = (log, celler/ml 72 h — log , celler/ml O h)/ (tid i dagar).
Tillvaxthamning (%) = [(Myenwon — Hrest)! Hxonton] * 100.

EC-viardena bestams med grafisk interpolering och med probit-analys.

Nolleffektsvardet (NOEC-virdet) bestams statistiskt med en icke-parametrisk test (Mann-
Whitney U-test).

Naringsmedium

Foljande medium anvandes (mg/L):

Stamlosning 1 Stamkonc. Testkonc.
NH,CI 1500 15
MgCl, x 6H,0 1200 12

Ca(l, x 2H,0 1800 18
MgSO, x 7TH,0 1500 15
KH,PO, 160 1.6
Stamlosning 2 Stamkonc. Testkonc.
FeCl, x 6H,0 64 0.06

Na,EDTA x 2H,0 100 0.1



Stamlosning 3

H,BO, 185 0.185
MnCl, x 4H,0 415 0.415
ZnCl, 3 0.003
CoCl, x 6H,0 1.5 0.0015
CuCl, x 2H,0 0.01 0.00001
Na,MoO, x 2H,0 7 0.007

Stamlosning 4
NaHCO, 50000 50

Stamlodsningarna 1 — 3 autoklaveras vid 120 °C eller sterilfiltreras (0,2 ym). Stamlosning 4
sterilfiltreras. Losningarna forvaras i 4 °C i morker. Vid testning blandas 100 ml av
stamlosning 1 samt 10 ml av vardera stamlosningarna 2 — 4 till en slutvolym av 1000 ml. 10
ml av denna blandning anvéands for att gora 100 ml testlosningar. pH-viardet 1 mediet skall
efter jamvikt med luft ligga mellan 8,1 + 0,2 . Mediet justeras vid behov med HCl eller
NaOH.



Resultat

Kraven for att resultaten fran testerna skall bedomas som giltiga enligt SS-EN ISO 8692:2005
har uppfyllts:

* Celltitheten i kontrollerna har ®kat med minst en faktor 67 under testtiden.
* pH har varierat med hogst 1,5 enheter 1 kontrollerna.
* Variationskoefficienten (CV) i tillvaxthastighet i kontrollerna var ej hogre 4n 5%.

Tillvaxten i de olika testkoncentrationerna efter 24, 48 respektive 72 timmars exponering for
testartikeln presenteras i figur 1A medan hamningen av tillvéxthastigheten, relativt kontrollen,
vid de olika testkoncentrationerna presenteras i figur 1B. I tabell 3 presenteras EC-viarden, for
saval grafisk interpolering som probit-analys. Radata presenteras i bilaga 1.

Tabell 3. E,C,- och E,Cs,-véarden (ug/L) samt NOEC (hogsta koncentration med en tillvaxthastighet ej
signifikant skild fran kontrollen) for testartikeln efter 72 timmars inkubering. E,C, anger den testkoncentration
som ger x % reduktion i specifik tillvaxthastighet relativt kontrollen. E,C, har bestamts med grafisk interpolering
och med probit-analys. Resultaten ar baserade pa cellrakningsdata.

Metod NOEC E.C,, E.Cs,
(ng/L) (ng/L) (ng/L)
Grafisk interpolering 4,27 19 34
Probit-analys 4,27 15 40
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Figur 1. Tillvaxten av gronalgen Pseudokirchneriella subcapitata efter 24, 48 och 72 timmar i en
koncentrationsserie av testartikeln ”Stamlosning-pesticider” (1A) samt procentuell hamning (medelvirde+SA)
av tillvaxthastigheten (p) i de olika koncentrationerna av testartikeln (1B). Resultaten ar baserade pa
cellrakningsdata.
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Kommentarer

Losningsmedelskontrollen

Tillvaxthastigheten 1 losningsmedelskontrollen (95 ul metanol/aceton) var lagre relativt
kontrollen och resulterade 1 en 20%-ig hamning (bilaga 1). Orsaken till detta berodde troligen
pa en kontaminering. En ny test genomfordes dar enbart losningsmedelkontrollen testades
(data visas ej). Resultaten fran denna test visade att hamningen i hogsta testkoncentrationen
(95 pl metanol/aceton) endast var 2,6% efter 72 timmars exponering. De lagre
koncentrationerna som testades (43 respektive 20 pg/L) gav inte upphov till nagon hamning.

Detta indikerar att tillsatsen av losningsmedel (aceton/metanol) inte paverkade tillvaxten av
algerna upp till en koncentration av testartikeln pa 45.5 ug/L. En marginell effekt pa tillvaxten
kan ha forelegat i hogsta testkoncentrationen (100 ug pesticider/L), men da hamningen i
denna koncentration var 100% #r en marginell effekt av mindre betydelse.

Effekten av pesticidblandningen
Ingen hamning av tillvéxthastigheten, relativt kontrollen, erholls upp till 4,27 ug
pesticider/liter. Detta kan saledes betraktas som en nolleffektskoncentration (NOEC).

Den lagsta testade koncentrationen med hamning (LOEC) var 9,39 ug/L.

EC,,-vardet lag pa 34 ug/L (grafisk interpolering).



