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SUMMARY

It had been decided that within the project "Characterization
of industrial waste water" a comparative examination of

toxicity tests using invertebrates and fish should be made.

Therefore waste water from a textile plant was tested by
several toxicity tests. This report gives the result of acute
and chronic tests using the invertebrate, Daphnia magna.

The acute toxicity test gave an EC50(24-48IH of between 8.3
and 11.7 vol-%.

In the chronic toxicity test an effect on reproduction was
observed between 1 and 3 vol-g% (ECo v 1%).

When the test was repeated almost the same results were
obtained: this seems to indicate high reproducibility of the
test system.




Projekt: "Karakterisering av industriella utslapp"

AKUT- OCH LANGTIDSTOXICITET AV AVLOPPSVATTEN FRAN
EN TEXTILINDUSTRI PA HINNKRAFTAN DAPHNIA MAGNA

BAKGRUND OCH MALSATTNING

Vid KIU-m&tet pd Lidingd varen 1981 féreslogs att en
jamférelse skall gbras mellan olika testorganismer och
testsystem. Huvudvikten skulle ddrvid ligga p& de olika
metodernas reproducerbarhet samt den relativa kdnslig-
heten testsystemen emellan.

FOr detta syfte har ett gemensamt industri-avloppsvatten

anvants.

Mélséttningen dr att denna ringtest skall ligga till grund
f6r en relevant teststrategi f6r kontroll av industriellt
avloppsvatten.

Fbljande toxicitetstester har ingédtt i denna ringtest:

! Typ av test
Organismer Akut toxicitet Subletal toxicitet
Daphnia { nauplier livscykel 1) 2) 3)
Nitocra adulta reproduktion 4)
Blamussla dg9g, larver °)
Zebrafisk dgg, larver, adulterzlareproduktion, sena
effekter 2)

1) snv, Solna, 2) 1vL, Stockholm, 3) Zoofys., Gbteborg
4) NBL, Studsvik, 5) KMBS, Kristineberg

I denna rapport kommer enbart pd IVL gjorda livscykel=
test (reproduktionstest) pé& Daphnia magna att redovisas.




MATERIAL OCH METODER

Avloppsvatten

Avloppsvatten fr&n en textilindustri, har anvints.
Lagringen under testperioden har skett genom infrysning i
plast-dunkar. Det upptinade avloppsvattnet f&rvarades

(ej pH-justerat eller filtrerat) i kyla hégst 1 vecka.
Fore anvdndandet har det tinade avloppsvattnet (pH = 12,7)
PH-justerats (HCl) till 8,0 och direfter filtrerats genom
nylonn&dt (100 pm maskstorlek).

Utfbrande

FOor att f& en uppfattning om testmetodens reproducerbarhet
gjordes testen tvi gédnger med ca 1 m&nads mellanrum.
Akut_toxicitet: Som fdrtest till reproduktionstesten
gjordes en test pa avloppsvattnets akuttoxicitet. Ut-
férandet Gverensstimmer med den av ISO (1979) rekommen-
derade metoden f&r besté@mning av akuttoxicitet pa D.magna.
I korthet inneb&dr det att unga djur av en &lder av 6-48
timmar exponeras f&r en koncentrationsserie av avlopps-
vatten. Efter 24 och 48 timmars exponering avlidses sedan
antalet immobiliserade djur. Direfter ber&knas EC-50
(Effect concentration) fér de badda tiderna. Som spad-
medium anvindes ett syntetiskt medium berett av avjoniserat
vatten med Sammansdttningen: 240 mg/1 CaCl2 » 2H20,

215 mg/1 MgSO4 . 7H20, 100 mg/1 NaHCO3, 20 mg/1 KHCO3
(hdardhet 250 mg/l som CaCO3, PH 7,9), efter tillsatser av
salter behandlas det med aktivt kol.

Reproduktionstest: Metoden Overensstdmmer med den som
OECD (1980) rekommenderat. Principen f8r testen &r att
unga djur (nauplier) av en &lder av 0-24 timmar f&r vixa
upp och reproducera sig i olika koncentrationer avlopps-
vatten. Odlingen sker i 1000 ml odlingsmedium (l-liters

glasbdgare) inneh&llande 25 djur (2 replikat).




Testkoncentrationer vdljs utifran akuttoxdata, ddr hogsta
koncentration dr lika med EC-50 (48 timmar) och l&dgsta
koncentration &r 1/100 av EC-50 (48 timmar).

Odlingsmediet &dr samma som vid akuttoxtesten (se ovan).
Mediet byts till 50 % varje mandag, onsdag och fredag.
Matning sker 1-2 ganger dagligen med gr&nalger och med
torrjdstsuspension som komplement.

Minst 3 kullar nauplier skall ha producerats i kontrollen,
vilket tar minst 14 dagar. Antalet nyfddda djur samt for-
dldradddlighet registreras varannan - var tredje dag.
Reproduktionsparametern anges, som medelkullstorleken per
hona. Berdkningen av medelkullstorleken gdr till si, att vid
avrdkning av nyfédda, fran varje bdgare, (var 48-72 timme) divi-
deras antalet nauplier med det aktuella antalet honor. Genom att
ta medelvdrdet av, under testet framtagna kvoter, erhdlles
medelkullstorleken per hona. Genom vidare odling (7 dygn)
av sista kullen kan avkommans kondition uppskattas. Vid
denna test vidareodlades nauplier fran kontrollen, samt

de bada koncentrationerna runt effektgrdnsen (med avseende
pa medelkullstorleken). Nauplier frd&n koncentrationen

strax o©ver effektgrédnsen exponerades vidare i samma
avloppsvatten-koncentration (25 st frdn varje bdgare). Detta
gdbrs fOr att eventuellt kunna sdnka effektgrdnsen ytter-
ligare. Nauplierna fréan koncentrationen straxtunder effekt-
grédnsen vidareodlas ddremot i rent odlingsmedium. Genom
detta fOrfarande erhalls informationom huruvida observerad
effekt pad medelkullstorleken pdverkat konditionen pd av-
komman samt om eventuell observerad konditionsnedsittning
ar kronisk.

Referenskemikalie

Vid denna ringtest bestdmdes att en referenskemikalie
skulle testas parallellt med avloppsvattnet. Detta for-
farande ger en m&jlighet att beddma om avloppsvattnets
toxicitet fdrdndrats mellan de olika testomgdngarna.

Vidare anger referenskemikaliens toxicitet f&rhoppningsvis
ett madtt pd testorganismernas kondition. Vid denna under-
s6kning testades referenskemikalien, kaliumdikromat, enbart

med avseende pa akuttoxicitet.



Akuttoxicitet

I tabell 1 anges akuttoxicitet gentemot avloppsvatten

och kaliumdikromat.

sation) inte n@mnv&rt sjunker mellan 24 och 48 timmars
exponering. Nagon skillnad mellan de bida testtillfdllena
kunde inte observeras.

Kaliumdikromat: EC-50-vdrden fr&n l:a testen ligger pa en
normal nivad f&r denna Daphnie-stam (jidmf&r med Fischer 1981).
Ddremot kan en svag sdnkning av EC-50-vidrdena vid andra

testomgéngen observeras.

Reproduktionstest

Fordldradddlighet: Hég forédldradédlighet uppstod vid kon-
trollen vid 1l:a testperioden (tabell 2). Vid 2:a test-
perioden blev motsvarande d6dlighet &nnu mer markant och
drabbade &ven de tva ldgre koncentrationerna avloppsvatten,
varfdr dessa kasserades. Vid h6gsta testade koncentration,
9 %, var dddligheten efter 14 dygn 100 %.
Yedelkullstorleken per hona: Vid férsta testomgangen kade
medelkullstorleken med &kad avloppsvattentillsats upp

till 1 ¢ tillsats. (tabell 3). vid 3 g avloppsvatten d&r-
emot minskade medelkullstorleken kraftigt. Samma tendens
kunde &ven oBserveras vid 2:a testomgdngen. Hir blev dock
minskningen (i medelkullstorlek) fr&n 1 till 3 ¢ inbland-
ning inte lika tydlig som vid 1l:a testomgédngen.

Forsenad _reproduktion: vid odling i 3 % avloppsvatten blev,
vid 1l:a testomgadngen, l:a kullen ca 2 dygn fb6rsenad. I
Ovrigt kunde inga sddana avvikelser observeras.
2:3_generationens kondition: Vid rdkning av nauplier under
lupp visade det sig att nauplierna f&dda i 3 ¢ avloppsvatten
var klart mindre och blekare &n motsvarande f&dda i l&agre
koncentrationer. vid vidareodling (7 dygn) pa sista kullen
kunde ingen ,5kad dédlighet konstateras f&r nauplier f&dda
i 1 % avloppsvatten (mGjligen ndgot f&rhdjt vid 2:a test-
omgédngen). Di&remot var dédligheten hos nauplier f&dda

i 3 % avloppsvatten (men vidareodlade i rent medium) pa




ca 60 % vid b&da testomgangarna. vid avskiljningen av nauplier
fran 3% avloppsvatten-odlingen kunde enca 50 % immobilisation
av avkomman observeras. Vid denovan ndmnda vidareodlingen

av nauplier fran 3 % avloppsvatten utvaldes endast icke
immobiliserade djur. Om man &ven hade tagit med immobili-
serade (=dSende?) nauplier hade troligen dddligheten istdllet
Stigit till omkring 80 %.

Nédgon pdverkan av kénsfdrdelningen pd avkomman f&dda i olika

avloppsvatten-koncentrationer, kunde inte konstateras.

DISKUSSION

Vid j&mférelsen mellan akuttoxdata frin de bada test-
perioderna visar det sig att framtagna EC-50-vdrden, pa
avloppsvattnet stdmde vil Sverens. EC-50-vdrden frén
referenskemikalien var vid motsvarande jdmforelse ndgor-
lunda lika vid 24 timmars exponering. EC-50, 48 timmar var
dock nagot l&gre vid 2:a testperioden, vilket kan vara en
indikation pd att nauplierna ddrvid hade n8got nedsatt
kondition. Detta torde dock inte pédverka jidmférelsen mellan
de badda testperiodernas toxdata gentemot avloppsvattnet.
En eventuell korrektion (med avseende pa konditionsned-
sdttning) av 2:a testperiodens akuttoxdata skulle ndmligen
gbra att den lilla differens som fanns mellan avloppsvattnets
olika EC—SO-éarden darvid troligen skulle minska.

En faktor som dock kan pdverka ovan nidmnda resonemang dr att
avloppsvattnet vid fdrsta testomgédngens akuttoxtest inte
hade frysts, vilket i dvrigt var fallet.

Reproduktionstesten drabbades vid badda testomgdngarna av
hS8g dddlighet i kontrollerna. D&dligheten sjdnk med Skad
avloppsvattentillsats, vilket indikerar att testsystemet
drabbats av mikrobiellt angrepp, troligen h&drr&rande fran
det syntetiska testmediet. Efter testomgdngarna gjordes
dndringar imedieberedningen varvid problemen upph&rde.

Den hdga férdldradsddligheten férhindrade dock inte bestim-
ningen av NOEC (No Observed Effect Concentration). Genom
tidigare test &r ndmligen medelkullstorlekar f&r kontrollen




kdnd (Fischer 1980). De medelkullstorlekar som erhdlls vid
odling i 1 % avloppsvatten var, vid b&da testomgédngarna,
klart hdgre &n vad kontrollen vid tidigare test har pres-
terat. Eventuellt kan hdr alltsd en stimulering ha skett.
Vid odling i 3 % avloppsvatten diremot minskade medel-
kullstorleken. Minskningen var speciellt markant vid l:a
testomgdngen. Skillnaden kan delvis f&rklaras med att
reproduktionen vid f&rsta testomg&ngens 3%-odling var 2
dygn f8rsenad, vilket inte upprepades vid 2:a testomgdngen.
Vid vidareodling (i samma medium) av avkomman fr&n 1%-
odlingarna kunde inga nd@mnvidrda effekter (6verlevnad, koén,
allmdn kondition) observeras. Vid vidareodling i rent
medium av avkomman fr&n 3%-odlingarna var didremot dédlig-
heten h8g. De som 6verlevde de fdrsta dagarna utvecklades
dock till synes normalt. F8r att med stdrre sikerhet ute-
sluta eventuella kroniska effekter bdr dock, atminstone,

tredje generationen observeras.

D&dligheten hos avkomman var den parameter som gav bdst
reproducerbarhet mellan de olika testperioderna (endast
en obetydlig skillnad foéreldq).

Skillnaden i medelkullstorlek var dock inte stdrre &n att
Samma NOEC-vdrde (1 %) erh&lls vid bdda testomgdngarna.

SAMMANFATTNING

EC-50 (24-48 h) fdr avloppsvattnet ldg mellan 8,3 och 11,7 %.
Skillnaden mellan de b&da testomgdngarna var obetydlig.
EC-50-ydrden fr&n referenskemikalien antyder m6jligen en
mindre konditionsneds&dttning av nauplierna vid den andra
testomgangen.

NOEC (No observed effect concentration) med avseende bade pad
medelkullstorlek och avkommans kondition, var 1 % avlopps-
vatten. Tydliga effekter uppstod ddremot vid 3 % avlopps-
vatten pd medelkullstorleken och avkommans dédlighet

(ca 80 %). ) :
Intervallet inom vilket effekter uppstod (1-3 %) var det-
samma vid bdda testomgdngarna.
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Tabell 2: Fordldradbélighet i % vid reproduktionstest gen-
temot avloppsvatten.Tvad testomgdngar (medelvirde
av tva replikat)

F6érdldradd6dlighet %
1:a 2:a
exponerings-
tid(dygn) Z 5 i 9 12 14 2 5 ¥ 9 12 14
5 avloppsv.
0 0 0 0 24 33 42 0 2 2 - = =
0.1 O WA BT GEEPER 3. B e e - e
0.3 VR R T S SR R UL | ARRAL PR R
1.0 0 4 4 4 5 ¥ 0 i/ 2 2 8 21
35410 0 0 0 2 2 4 0 2 6 9 16 18
9.0 84 88 92 96 98 100|100 100 100 100 100 100

Tabell 3: Medelkullstorlek per hona vid odling i olika

koncentrationer avloppsvatten.Tvd testomgingar

(medelvédrde av tva replikat).

1:a 2:a
" totalt medelkull- totalt medelkull-
3 antal storlek antal storlek
avloppsvatten nauplier per hona nauplier per hona
0 968 10.8 - a) .
f.1 1350 10.6 = -
0.3 1843 115 = =
1.0 1838 153 015)0) 1556 13.4@13fﬂ
3.0 234 D) 2.4(v1,20% 1243P) 10.0(v5) ©
9.0 0, 0 0 0
a) Kasserade pga mikrobiellt angrepp.

b)

var onormalt sm& och bleka.

c)
dvs korr.

ca 1/2 var immobiliserade vid avldsningstillf&dllet, nauplierna

Medelkullstorlek med avseende pd& levande, icke immobiliserade djur,
B b)) - '




