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EPA East Room 6428

1201 Constitution Ave., N.W.

Washington DC, 20460

Attn: 8(d) Health and Safgty Reporting Rule (Notification/Reporting)

Re: Submission of TSCA 8(d) Health and Safety Study reports — BASF Corporation

Dear 8(d) Coordinator:

In compliance with 40 CFR 716, BASF hereby submits requested Health and Safety Study reports
for substances recently added to the list of subject chemicals (71 FR 47130).

This submission contains information for the following list of substances:

62-56-6 121-69-7 | 1738-25-6

83-41-0 | 127-68-4 | 3039-83-6
84-69-5 131-57-7 | 4316-73-8
96-22-0 137-20-2 | 61788-76-9
104-93-8 | 645-62-5 | 68188-18-1
110-18-9 | 939-97-9 | 68609-05-2
111-44-4 | 1111-78-0 | 68909-77-3
Should you have questions regarding this submission, please do not hesitate to contact me at 734-
324-6593 or email kara.sparks@basf.com .

Sincerely,

CONTAINS NO €Bj

BASF Corporation

100 Campus Drive
Florham Park, NJ 07932
Tel: (800) 526-1072
www.basf.gom/usa
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Data Set

Existing Chemical ID: 1111-78-0

CAS No. 1111-78-0

EINECS Name ammonium carbamate
EC No. 214-185-2
Molecular Weight 78.07 g/mol
Molecular Formula C H6 N2 02

Producer Related Part
Company : BASF AG
Creation date: 18-FEB-1992

Substance Related Part

Company : BASF AG

Creation date: 18-FEB-1992
Memo: master
Printing date: 17-JAN-2007

Revision date:
Date of last Update: 17-JAN-2007

Number of Pages: 22

Chapter (profile): Chapter: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10
Reliability (profile): Reliability: without reliability, 1, 2, 3, 4
Flags (profile): Flags: TSCA 8d







date: 17-JAN-2007
1. General Information Substance ID: 1111-78-0

1.0.1 Applicant and Company Information

1.0.2 Location of Production Site, Importer or Formulator

1.0.3 Identity of Recipients

1.0.4 Details on Category/Template

1.1.0 Substance Identification

1.1.1 General Substance Information

‘ 1.1.2 Spectra

1.2 Synonyms and Tradenames

1.3 Impurities

1.4 Additives

1.5 Total Quanti

1.6.1 Labelling

1.6.2 Classification




date: 17-JAN-2007
1. General Information Substance ID: 1111-78-0

1.6.3 Packaging

1.7 Use Pattern

1.7.1 Detailed Use Pattern

1.7.2 Methods of Manufacture

1.8 Regulatory Measures

1.8.1 Occupational Exposure Limit Values

. 1.8.2 Acceptable Residues Levels

1.8.3 Water Pollution

1.8.4 Major Accident Hazards
1.8.5 Air Pollution

1.8.6 Listings e.g. Chemical Inventories

1.9.1 Degradation/Transformation Products

1.9.2 Components
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1. General Information Substance ID: 1111-78-0

1.10 Source of Exposure

1.11 Additional Remarks

1.12 Last Literature Search

1.13 Reviews




date: 17-JAN-2007
2. Physico-chemical Data Substance ID: 1111-78-0

2.1 Melting Point

2.2 Boiling Point

2.3 Density

2.3.1 Granulometry

2.4 Vapour Pressure

Value: = 82.34 hPa at 20 degree C

Method: other (measured): test procedure according to an internal
BASF standard
GLP: no
Test substance: other TS

Method: static
Result: temperature vp (measured) vp (calc. reqg. deviation
0.24 17.0 17.21 -1.23
10.05 38.44 39.186 -1.94
19.97 82.34 84.480 -2.60
30.23 170.75 175.982 -3.06
39.96 329.31 335.306 -1.82
49.91 616.34 618.709 -0.38
59.88 1112.2 1095.05 1.54

The regression of the results leads with a mean deviation of
0.20 % to the 1. equation:

1) lIn(p/bar) = 18.9595 - 6199.20 / (268.92 + t)
t in degree celsius

The regression of the results leads with a mean deviation of
1.80 % to the 2. equation:

2) 1ln(p/Pa) = 75.63330 - 8359.2700 / T - 6.70237 * 1nT +
7.88932E-17 * T**1

T in Kelvin

The regression above was determined with the help of the
measured vapour pressure values in comparison with the data of
the following literature:

1. M. Tokuoka, Bl. Agri. chem. Soc. Jap. Ref. 11(1935), 12
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date: 17-JAN-2007

2. Physico-chemical Data Substance ID: 1111-78-0

Test substance:
Reliability:

Flag:
16-NOV-2006

2. R.N. Bennett et al., Trans. Faraday. Soc. 49(1953), 925
3. Egan et al., Ind. Eng. Chem. 38(1946), 454

The deviations of all used measured respectively literature
values of the regression are less than the mean error in
measurement of the used method.

ammonium carbamate, purity 99.5% (declaration of producer)
(2) wvalid with restrictions

scientifically acceptable

TSCA 8d

2.5 Partition Coefficient

Partition Coeff.:
log Pow:
PH prec:
Method:
GLP:

Method:

Test substance:
Reliability:

Flag:
16-NOV-2006

octanol-water
= —_.47 at 25 degree C
= 9.1

other (measured): test procedure according to an internal BASF
standard, comparable to OECD 107
no

Determination of test substance content in the with water
reextracted octanol equilibrium phase by ion chromatographic
determination of ammonium content. The test substance content
in the aqueous equilibrium phase is incidental of mass balance
and the weighted sample.

content of pH value of partition coefficient
test substance agueous

c(octanol) c{(water) equilibrium Pow a) log Pow

g/l g/l phase

3.81 17.56 . 0.217 -0.66
5.89 33.8 . 0.174 -0.76
7.62 54.0 . 0.141 -0.85

a) Pow = c(octanol)/c(water); c, concentration of test
substance in the octanol respectively aqueous equilibrium
phase.

The measured values shows that the octanol-water partition
coefficient of ammonium carbamate depends on concentration.
The extrapolated limit value for infinite dilution is:

log Pow = -0.47
ammonium carbamate, purity > 98 %
(2) wvalid with restrictions
scientifically acceptable

TSCA 8d




date: 17-JAN-2007

2. Physico-chemical Data Substance ID: 1111-78-0

2.6.1 Solubility in different media

Solubility in:
Value:

Method:
GLP:

Test substance:

Method:

Test substance:
Reliability:

Flag:
16-NOV-2006

Water
490 - 580 g/l at 20 degree C

other: measured by a BASF internal standard method
no
other TS

Preparation of saturated sclutions of ammonium carbamate in
water at different temperatures and determination of the
contents with capillary electrophoresis.

At the preliminary treatment it was observed that up to a
definite concentration ammonium carbamate dissolves clear in
water. If a little bit ammonium carbamat is additional given
to the solution, a thickly white deposit will precipitate
which make stirring of the solution impossible.

The following results show that there is no dependency of the
solubility on the temperature and furthermore are the
concentrations of two preparations at the same temperature not
reproducible.

measured values:

temperature water solubility
(°C) (g/1)
5 480
5 560
10 630
10 580
20 580
20 490
25 530
25 730
30 490
30 540

Ammonium carbamate, no further data

(2) wvalid with restrictions

scientifically acceptable

TSCA 8d

a
b
a
b
a
b
a
b
a
b




date: 17-JAN-2007

2. Physico-chemical Data Substance ID: 1111-78-0

Solubility in:
Value:

Method:
GLP:

Test substance:

Method:

Result:

Test substance:
Reliability:

Water
494.6 - 582.8 g/l at 20 degree C

other: test procedure according to an internal BASF standard
no
other TS

Preparation of saturated solutions of ammonium carbamate in
water at different temperatures and determination of the
contents with capillary electrophoresis.

Observations during the preparation of the saturated
solutions:

- 5.5 g ammonium carbamate was weigh into a 20 ml glass vial
- 5 ml milli-Q-water was added by pipette

- ammonium carbamate dissolves with cooling down

- nitrogen was blowen into the solution

- glass vial closed and placed in a temperated water bath

- after stirring 10 minutes the ammonium carbamate seems to be
nearly complete dissolved

- after further 5 minutes stirring the glass vial is filled
with a kind of white and wet filter cake; the solvent is
barely available; the magnetic stirrer doesn't move -->
perhaps we have a formation of ammonium carbonate and ammonium
hydrogen carbonate

- the glass vial was opened and 1 ml milli-Q-water was added
by pipette

- nitrogen was blowen into the solution and the glass vial
closed

~ white solution was stirred for 2 hours at test temperature
- the solution was filtrated

~ determination of ammonium carbamate in the filtrate with
capilllary electrophoresis

A dependency of the solubility on the temperature is not
identified and furthermore the concentrations of two
preparations at the same temperature are not reproducible.

measured values:

temperature water solubility
(°c) (g/1)
5 480.
5 559.
10 628.
10 583.
20 582.
20 494.
25 531.
25 730.
30 494,
30 541.
Ammonium carbamate, no further data
(2) wvalid with restrictions
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date: 17-JAN-2007
2. Physico-chemical Data Substance ID: 1111-78-0

scientifically acceptable
Flag: TSCA 8d
16-NOV-2006

2.6.2 Surface Tension

2.7 Flash Point

2.8 Auto Flammability

2.9 Flammability

2.10 Explosive Properties

. 2.11 Oxidizing Properties

2.12 Dissociation Constant

2.13 Viscosity

2.14 Additional Remarks
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3. Environmental Fate and Pathways Substance ID: 1111-78-0

3.1.1 Photodegradation

3.1.2 Stability in Water

3.1.3 Stability in Soil

3.2.1 Monitoring Data (Environment)

3.2.2 Field Studies

3.3.1 Transport between Environmental Compartments

. 3.3.2 Distribution

3.4 Mode of Degradation in Actual Use

3.5 Biodegradation

3.6 BODS, COD or BOD5/COD Ratio

3.7 Bioaccumulation

3.8 Additional Remarks




4. Ecotoxicity

date: 17-JAN-2007
Substance ID: 1111-78-0

AQUATIC ORGANISMS

4.1 Acute/Prolonged Toxicity to Fish

4.2 Acute Toxicity to Aquatic Invertebrates

Type:

Species:
Exposure period:
Unit:

ECO:

EC50:

EC100:

Limit Test:

Method:

Year:

GLP:
Test substance:

Method:
Remark:

Result:

Test condition:

static
Daphnia magna (Crustacea)
48 hour (s)
Analytical monitoring: no

other: 79/831/EEC, C.2
1990

no

other TS

Guideline 79/831/EEC, C.2 is comparable to OECD 202.
Key study

Relevant for MSDS

Concentration response relationship:
Mobile daphnids after x hours:
Concentration / Oh / 3h / 6h / 24h / 48h
Control (0 mg/l) / 20 / 20 / 20 / 20 /20
6.25 mg/X / 20 / 20 / 20 / 20 / 20

12.5 mg/1 / 20 / 20 / 20 / 20 / 20

25 mg/1l / 20 / 20 / 20 / 20 / 20

50 mg/l / 20 / 20 / 20 / 19 / 17

100 mg/l / 20 /8 /0/0/0

EC0/50/100 after 24h were: 50 / 68.3 / 100 mg/1l

Test organisms:

a) Daphnia magna Straus was originally supplied from "Institut
National de Recherche Chimique appliquee, France", and has
been breeded from 1978 in the Laboratories of BASF.

b) 2 - 24 hours old

Test conditions:

a) Dilution water chemistry: according to guideline

b) Test temperature: 20 +/-1 C

c) Exposure vessels: 20 ml glass tubes with flat bottom, 10 ml
test volume

d) Light conditions: 16:8 hours, diffuse light (5
microeinstein/m*m*s (400-750 nm))

e) Number of Replicates: 4

f) Individuals /replicate: 5

g) Preparation of stock solution: Concentration of the stock
solution was 100 mg/1.

- 10/22 -




4. Ecotoxicity

date:
Substance ID:

17-JAN-2007
1111-78-0

Test substance:

Reliability:

Flag:
05-JAN-2007

Dilution series with dilution water gave the following nominal
test concentrations: 100, 50, 25, 12.5, 6.25 mg/l.

Water chemistry in the test:

a) pH range over all concentrations and 0/48h: 8.0 to 9.1

b) Dissolved oxygen range over all concentrations and 0/48h:
8.9 to 9.6 mg/1

Statistics:
EC50 values have been calculated with the moving average
method.

Measurements:

a) Ph values and dissolved oxygen: After 0 and 48 hours
b) Mobile daphnids: after 0, 3, 6, 24 and 48 hours
Ammonium carbamate

CAS-No: 1111-78-0

Purity: >99.8%

(2) wvalid with restrictions

Guideline study with acceptable restrictions

Material Safety Dataset, TSCA 8d, key study

4.3 Toxicity to Aquatic Plants e.g. Algae

Species:
Endpoint:

Exposure period:

Unit:
EC10:
EC50:
Limit Test:

Method:

Year:

GLP:
Test substance:

Method:

Remark:

Result:

Scenedesmus subspicatus (Algae)
growth rate
72 hour(s)
mg/1

= 56.87

= 129.13

no

Analytical monitoring: no

other: DIN 38412/9
1991
no

other TS

According to the German National Standard Industrial Guideline
DIN 38412 L9 (May 1989). This guideline is comparable to OECD
201.

Key study

Relevant for MSDS

Concentration response relationship after 72 hours:
Concentration / effect in % (biomass) / effect in %
rate)

5 mg/l / -10.06 / -4.41 /

10 mg/1 / 1.72 / -1 /

20 mg/l / 3.6 / -0.44 /

40 mg/l / 17.62 / 3.66 /

80 mg/l / 47.79 / 20.11 /

160 mg/1 / 89.11 / 64.79 /

(growth

- 11/22 -




4. Ecotoxicity

date: 17-JAN-2007
Substance ID: 1111-78-0

Test condition:

Test substance:

Reliability:

Flag:
05-JAN-2007

320 mg/) / 109.78 / 193.67 /
EC-values (Probit analysis):

EbC10 (72h) 33.38 mg/l
EbC50 (72h) 75.90 mg/1
EbC90 (72h) 172.61 mg/l

ErCl0 (72h) 56.87 mg/l

ErC50 (72h) 129.13 mg/l

ExrC90 (72h) 293.21 mg/l

Test organisms:

a) Supplier: Sammlung fir Algenkulturen der Universitit
Gottingen

b) Stem culture on agar tubes, 100 ml stock cultures in DIN
medium (Exrlenmeyer flasks), weekly renewal of the

Test conditions:

a) Dilution water chemistry: according to DIN 38412/9

b) Test temperature: 23 (+/- 2) C

c) Exposure vessels: glass tubes, 10 ml test volume

d) Light conditions: contineous white light (120
microEinstein/m*m*s)

e) Number of Replicates: 4

f) Initial cell number: 10,000 cells/ml

g) Preparation of stock solution: Concentration of the stock
solution was 640 mg/l.

Dilution series with dilution water gave the following nominal
test concentrations: 320, 160, 80, 40, 20, 10, and 5 mg/l.

Measurements:

a) pH values: After 0 and 72 hours

b) in vivo chlorophyll-a-fluorescence at 685 nm wavelength (as
measure for cell number): after 0, 24, 48 and 72 hours

Water chemistry in the test:
a) pH range over all concentrations and 0/72h: 8.4 to 9.5

Statistics:

EC50 values were determined with appropriate statistical
methods (Probit analysis).

Ammonium carbamate

CAS No: 1111-78-0

Purity: >99.8%

(2) wvalid with restrictions

Guideline study, non-GLP.

Material Safety Dataset, TSCA 8d, key study

4.4 Toxicity to Microorganisms e.g. Bacteria
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4. Ecotoxicity Substance ID: 1111-78-0

4.5 Chronic Toxicity to Aquatic Organisms

4.5.1 Chronic Toxicity to Fish

4.5.2 Chronic Toxicity to Aquatic Invertebrates

TERRESTRIAL ORGANISMS

4.6.1 Toxicity to Sediment Dwelling Organisms

4.6.2 Toxicity to Terrestrial Plants

4.6.3 Toxicity to Soil Dwelling Organisms

‘ 4.6.4 Toxicity to other Non-Mamm. Terrestrial Species

4.7 Biological Effects Monitoring

4.8 Biotransformation and Kinetics

4.9 Additional Remarks
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5. Toxicity Substance ID: 1111-78-0

5.0 Toxicokinetics, Metabolism and Distribution

5.1 Acute Toxicity

5.1.1 Acute Oral Toxicity

Type: LD50

Species: rat

Strain: Wistar

Sex: male/female

No. of Animals: 30

Vehicle: CMC

Doses: 215, 681, 1470 mg/kg
Value: > 681 - 1470 mg/kg bw

Method: other: BASF-Test
GLP: no

Result: LD50: > 681 < 1470 mg/kg
Mortalities male animals after:
215 mg/kg 618 mg/kg 1470 mg/kg

hil 0/5 0/5 0/5
dl 0/5 1/5 5/5
dz2 0/5 1/5 5/5
a7 0/5 1/5 5/5
dl4 0/5 1/5 5/5

Mortalities female animals after:
215 mg/kg 618 mg/kg 1470 mg/kg
hl 0/5 0/5 0/5
dl 0/5 1/5 5/5
d2 0/5 1/5 5/5
a7 0/5 1/5 5/5
dl4 0/5 1/5 5/5

Symptoms male and female animals (681, 1470 mg/kg):
Poor general state, dyspnoea, apathy, staggering, piloerection

Pathology:
Animals that died (male + female): general congestion,
glandular stomach: congested vessels.
Sacrificed animals (male + female): no pathologic findings
noted.

Test substance: Ammoniumcarbamat

Reliability: (1) wvalid without restriction
according to OECD-guideline

Flag: TSCA 8d

16-0CT-2006




date: 17-JAN-2007
5. Toxicity Substance ID: 1111-78-0

S.1.2 Acute Inhalation Toxicity

5.1.3 Acute Dermal Toxicity

5.1.4 Acute Toxicity, other Routes

5.2 Corrosiveness and Irritation

5.2.1 Skin Irritation

5.2.2 Eye Irritation

3.3 Sensitization

l 5.4 Repeated Dose Toxicity

5.5 Genetic Toxicity 'in Vitro'

Type: Ames test

System of testing: Salmonella typhimurium TA 1535, TA 100, TA 1537, TA 98
Concentration: 20 pg - 5000 pg/plate

Cytotoxic Concentration: No bacteriotoxic effect was observed.

Metabolic activation: with and without

Result: negative

Method: OECD Guide-line 471
GLP: no

Method: Ames test, with and without metabolic activation.
Salmonella/Mammalian-Microsome Mutagenicity Test - Standard
Plate Test and Preincubation Test

Result: An increase in the number of his revertants was not observed
both in the standard plate test and in the preincubation test
either without S-9 mix or after the addition of a metabolizing
system.

Test condition: Bacterial test strains were used, both in the standard plate
test (SPT) and in the preincubation test (PIT), both with and
without metabolic activation (+S9, =-S9, respectively). Aqua
dest. was used as solvent. 3 test plates per dose or per

- 15/22 -




date: 17-JAN-2007
5. Toxicity Substance ID: 1111-78-0

control were run in each of the three experiments.
Positive controls were included by using 2-aminoanthracene for
strains TA100, TA98, TA1537 and TAl535 with S-9 mix,
N-methyl-N'-nitro-nitrosoguanidine for the strains TA 100 and
TA1535 without S-9 mix, 4-nitro-o-phenylenediamine for the
strain TA98 without S-9 mix and 9%9-aminocacridine chloride
monohydrate for the strain TA1537 without S-9 mix.

Test substance: Ammoniumcarbamat, purity > 99.8%

Reliability: (2) wvalid with restrictions
comparable to guideline study

Flag: TSCA 8d

17-JAN-2007

5.6 Genetic Toxicity 'in Vivo'

5.7 Carcinogenicity

3.8.1 Toxicity to Fertility

‘ 5.8.2 Developmental Toxicity/Teratogenicity

5.8.3 Toxicity to Reproduction, Other Studies

5.9 Specific Investigations

5.10 Exposure Experience




date: 17-JAN-2007
5. Toxicity Substance ID: 1111-78-0

5.11 Additional Remarks
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6. Analyt. Meth. for Detection and Identification Substance ID: 1111-78-0

6.1 Analytical Methods

6.2 Detection and Identification




date: 17-JAN-2007
7. Eff. Against Target Org. and Intended Uses Substance ID: 1111-78-0

7.1 Function

7.2 Effects on Organisms to be Controlled

7.3 Organisms to be Protected

7.4 User

7.5 Resistance




date: 17-JAN-2007

8. Meas. Nec. to Prot. Man, Animals, Environment Substance ID: 1111-78-0

8.1 Methods Handling and Storing

8.2 Fire Guidance

8.3 Emergency Measures

8.4 Possib. of Rendering Subst. Harmless

8.5 Waste Management

8.6 Side-effects Detection

8.7 Substance Registered as Dangerous for Ground Water

8.8 Reactivity Towards Container Material
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9. References Substance ID: 1111-78-0
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10. Summary and Evaluation Substance ID: 1111-78-0

10.1 End Point Summary

10.2 Hazard Summary

10.3 Risk Assessment
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BASF Aktiengesellschaft
Emissionsiiberwachung und Okologie
Labor filir Okotoxikologie
Postfach

D-6700 Ludwigshafen

AbschluBbericht

- Bestimmung der akuten Wirkung von

Ammoniumcarbamat

auf die Schwimmfdhigkeit des Wasserflohs Daphnia magna STRAUS.
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- TITEL

Bestimmung der akuten Wirkung von
Ammoniumcarbamat
auf die Schwimmfdhigkeit des Wasserflohs Daphnia magna Straus.

RKURZFASSUNG

Die Ergebnisse geben die Konzentrationen an eingewogenem Testgut
an, die nach 48stiindiger Exposition, die Schwimmfihigkeit der
Daphnien um 0 %, 50 % bzw. 100 % im Vergleich zur Kontrolle
vermindern.

EC 0 (48 h) 25 [mng/1]

EC 50 (48 h) 63.7 (ng/1]
VB 95 % 57.0-71.2 [mg/1]

EC 100 (48 h) = 100 [mg/1]
VB = Vertrauensbereich

Dieses Ergebnis wurde bei 20 # 1 °C und einem Testwasser mit
folgenden Spezifikationen erhalten:

pH-Wert 7.50 - 8.50
Gesamthidrte 2.20 - 3.20 {mmol/1]
Ks bis 4.3 0.80 -~ 1.00 [mmol/1]

Bemerkungen:

Konzentrationskontrollanalyse: entfdllt

Losungsvermittler: entfidllt

Neutralisationseffekt: keine akute Toxizitdt nach Neutralisation
der Probe festgestellt.

Fachlicher Leiter
Bearbeiter Priifleiter der Priifeinrichtung
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Zboron Dr. Elendt-Schneider Dr. Bias

Auftraggeber Dr. Detmer BASF AG, RCN/US, M 211
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Auftraggeber ¢ Dr. Detmer Abt. RCN/US, Bau-Nr. M 211
Auftragsdatum :$ 24.09.1990

Substanz-Nr. 1/20/1649
(Oko-Nr.)

Substanzbezeichnung Ammoniumcarbamat

EINLEITUNG

Daphnia magna hat eine weite geographische Verbreitung und ist
ein bedeutender Teil vieler aquatischer Nahrungsnetze, in denen
sie zwischen den Destruenten und Primdrkonsumenten einerseits
und den Konsumenten hdherer Ordnung andererseits eingeordnet
werden kann. Daphnia magna wird daher heute weltweit als Test-
organismus empfohlen (1, 2, 3).

Diese Untersuchung wurde nach der EG-Richtlinie 79/831/EWG,
Anhang V, Teil C:

"Methoden zur Bestimmung der Okotoxizit#t fiir Daphnien,

Stand November 1989" durchgefiihrt.

ANGABEN DES HERSTELLERS ZUR PRUFSUBSTANZ

Ammoniumcarbamat

Ammoniumcarbamat, Ammoniumcarbaminat,
Ammoniumsalz der Carbaminsiure

15 G 1706

1111-78-0

01973

kristallin

Priifsubstanz
Chem. Bezeichnung

Chargen-Nr.
CAS-Nr.
Produkt-Nr.
Aggregatzustand
Reinheitsgrad des
Wirkstoffes
Verunreinigungen/
Begleitstoffe
Homogenitédt
Stabilitéat
Wasserldslichkeit

ee e 0o oo

> 99.8 %

Hzo

homogen

6-12 Monate, kiihl und trocken
790 g/1 bei 20° ¢
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BEHANDLUNG DER SUBSTANZ

Die Konzentration im Stammansatz betrigt 100 mg/1l.

Es wurde eine Verdiinnungsreihe mit Verdiinnungswasser angesetzt.
Pro TestgefdB wurden 10 ml der entsprechenden Verdiinnung zuge-
geben.

TESTORGANISMUS

Der verwendete Teststamm von Daphnia magna STRAUS wurde vom
Institut National de Recherche Chimique Appliquee, Frankreich,
bezogen und wird seit Anfang 1978 im Labor fiir Okotoxikologie
der BASF AG Ludwigshafen geziichtet.

KULTUR- UND TESTBEDINGUNGEN
Wasserzusammensetzung

Als Zucht- und Testwasser wird ein synthetisches SiiBwasser
eingesetzt (4). Zur Herstellung wird deionisiertes Wasser mit
einer Leitfdhigkeit von < 0.05 usS/cm verwendet. Darin werden pro
Liter geldst:

Spuren- Makrondhr-
elemente {mg/1] stoffe

B 0.5000 Ca

Fe 0.2000 Mg

Mn 0.1000 Na

Li 0.0500 K

Rb 0.0500 Si

Sr 0.0500 Cl

Mo 0.0250 NO,

Br 0.0125 PO,

Cu 0.0063 SO

Zn 0.0063 HCO,

Co 0.0025

J 0.0025 Vitamine [rg/l]

Se ¢.0020

v 0.0003 Thiamin 75.0

Na2 EDTA * 2H20 2.5000 BlZ . 1.0
Biotin 0.75




Projekt-Nr. 1/90/1649/50/1 Seite 5 von 12

Die Eigenschaften dieses hergestellten Wassers sind
néherungsweise:

Gesamthirte ' 2.70 £ 0.50 [mmol/1]
Ks bis pH 4.3 0.90 * 0.10 [mmol/1)
Molverhdltnis Ca:Mg ca. 4:1

pH-Wert 8.00 * 0.5
Leitfdhigkeit 600 - 700 uS/cm

Sauerstoffgehalt > 2 mg/l

Zuchtbedingungen

Temperaturbereich 20 £+ 1 °C
Fiitterung Einmal t&glich Griinalgenkultur
Beleuchtung Tag/Nacht-Rhythmus, 16:8 Stunden

Beleuchtungsstirke ca. 5 uEinstein/(mz*s) im Wellenbereich
von 400 - 750 nm

Das Wasser wurde bis zur Sauerstoffsittigung mit Slfreier
Luft beliliftet und anschlieBend mindestens weitere 24 Stunden
zur Stabilisierung stehengelassen. Die gemessenen Minimal-
und Maximalwerte der physikalischen und chemischen Parameter
sind im Ergebnisteil wiedergegeben.

Die Wasserqualitit fiir die Hidlterung und Testdurchfiihrung ist
identisch.
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TESTBEDINGUNGEN
Temperaturbereich (Soll) : 20 1 °C

TestgefdB : Reagenzgldser mit abgeflachtem Boden
Nennvolumen 20 ml

Testvolumen 10 ml
Alter der Testtiere 2 -24h

Alter der Elterntiere
der Testtiere 2 - 4 Wochen

Besatzdichte (Tiere/ml) 1/2

Anzahl Testtiere/TestgefdB 5

Gesamtzahl Testtiere/Konz. 20

Zahl Parallelen/Testkonz. 4

Zahl Parallelen/Kontrolle 4

Beleuchtungsart Tag/Nacht-Rhythmus, 16:8 h
Testbeginn ’ 19.12.1990

Testdauer 48 Stunden

Ablesezeitpunkte 0, 3, 6, 24 und 48 h

Testparameter Schwimmfdhigkeit der eingesetzten
Tiere
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Priifbeginn $ 19.12.1990

Priifende 21.12.1990

ERGEBNISSE und DISKUSSTI ON

Nach 3 h nach 6 h [mg/1]
EC 0 EC o 50

70.7
70.7-70.7

100

Nach 24 (mg/1] [mg/1]
EC 0 50 25

EC S0 68.3 63.7
VB 95 % 62.6-74.5 57.0-71,2

EC 100 100 100

VB = Vertrauensbereich
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TEMPERATURMESSUNG

Die Temperatur des Testansatzes wurde kontinuierlich mit einem
elektronischen Minimax-Thermometer gemessen. Das GefdB war den
gleichen physikalischen Einfliissen wie die Testgef&fe ausgesetzt
und befand sich in unmittelbarer Nachbarschaft der Testansitze.

ZAHLUNG

Die Zdhlung der Daphnien erfolgt visuell.

TESTKRITERIUM

Bestimmung der EC 0, EC 50 und EC 100 nach 3, 6, 24 und 48 h.
Diese Werte sind auf die Nominalkonzentration bezogen.

AUSWERTUNG

Zur Bestimmung der ECg,-~Werte wurde das Moving average-Verfahren
angewendet.

Als EC 0 wurde die héchste gepriifte Konzentration bei der ein
BEffekt <= 10 % auftrat bezeichnet.

Als EC 100 wurde die niedrigste gepriifte Konzentration bei der
100 % Effekt auftraten bezeichnet.
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Physikalische und@ chemische MeBwerte des Testwassers

pPH Leitfdhigkeit Gesamthidirte Ks bis pH 4.3 MeBdatum
[uS/cm] [mmol/1] (mmol/1]

7.9 607 2.73 1.0 19.12.90

Gemessene Temperatur im Testgef&fB:

nach 0 h nach 24 h nach 48 h
19.8 °C 1.9 °C 20.0 °C

Anzahl der Testtiere pro Testansatz (Parallele): S
Anzahl der Testtiere pro Konzentration: 20

Lebende Tiere nach h

Parallele l|Parallele 2| Parallele 3}Parallele 4

24148

K = Kontrolle
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pH~- und Sauerstoffwerte
(gemessen in Parallele 1)

Konz. pH-Werte pH-Werte O,-Werte O,-Werte
{mg/1] nach 0 h jnach 48 h nach 0 h [nach 48 h

K 8.1 8.0 9.6 9.1

K = Kontrolle




Konzentrationswirkungskurve  g.iie 12 aus 12
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Schwimmunfihige Tiere [%]
100 —

TV TTTTT
100

Konzentrationen {mg/i}

—=— Ablesezeitpunkt 3 h —+ Ablesezeitpunkt 6 h
—X- Ablesezeitpunkt 24 h -E3- Ablesezeitpunkt 48 h
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Auftraggeber
Kostenstelle

BASF AG RCN/US - M 211
Telefon : 5 51 61

Dr. Detmer
16 244

ANGABEN DES HERSTELLERS ZUR PRUFSUBSTANZ

Priifsubstanz
Chem. Bezeichnung

Chargen-Nr.
CAS~-Nr.
Produkt-Nr.
Aggregatzustand
Reinheitsgrad des
Wirkstoffes
Verunreinigungen/
Begleitstoffe
Homogenitidt
Stabilitat
Wasserldslichkeit

. 0e 00 o0 e

Ammoniumcarbamat
Ammoniumcarbamat, Ammoniumcarbaminat,
Ammoniumsalz der Carbamins&dure

15 G 1706
1111-78-0
01973
kristallin

> 99.8 %

H,0

homogen

6~-12 Monate, kiihl und trocken
790 g/1 bei 20°c

Testzeitraum

Testmethode

Testorganismus

Begriindung fiir die
Auswahl des
Testorganismus

Abweichungen von
der SOP

19.12.1990 - 21.12.1990

EEC-Directive, 79/831 Annex V, C.2

Akute Toxizitdt fiir Daphnien, Stand 1989.

Es gelten die in der SOP-A 20/3 aufgefiihrten
allgemeinen Versuchsbedingungen.

Daphnia magna STRAUS.

Von in- und auslédndischen Umweltschutz-
behdérden geforderte und fiir die Toxizitdts-
testung anerkannte Art.

keine




Projekt-Nr. 1/90/1649/50/1 Seite 3 von 5

Testablauf

Testwasser
Adaptation
Temperatur
Fiitterung

TestgefigBe

Ansatzvolumen
Anzahl Parallelen
je Konzentration
Stammlosung

Konzentrationen

Begriindung fiir
die Wahl der
Konzentrationen

Applikationsform

VERS8UCHSBEDINGUNGEN

Testansatz; Daphnieneinsatz fiir 48 h;
Kontrolle der Schwimmfihigkeit.

Synthetisches SiiBwasser (siehe SOP-A 20/3).
Zucht u. Testdurchfiihrung im gleichen Wasser.
Der Versuch wird bei 20 * 1° C durchgefiihrt.
keine

Reagenzglas mit abgeflachtem Boden
(Nennvolumen 20 ml).

10 ml
4 mit Daphnienbesatz.

100 ng/1

100 mg/1
50 ng/l
25 ng/1
12,5 ng/l

6,25 mg/l

0 mg/l (Kontrolle)

In dem Vorversuch mit Daphnia magna lag die
EC 50 nach 48 h bei < 100 mg/l und > 50 mg/l.

Fliissig-Dosierung aus einer Stamml&sung
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BESTIMMUNG DER TESTPARAMETER

schwimmfahigkeit t: nach O h, 3 h, 6 h, 24 h und 48 h

pH-Messung 0 h und 48 h Messung in Parallele 1

0,-Messung 0 h und 48 h Messung in Parallele 1

KONZENTRATIONSKONTROLLANAYSE

entfidllt

AUSWERTUNG

Bei Vorliegen entsprechender Wirkung erfolgt die Angabe von EC O,
EC 50 und EC 100 Werten gemdf der SOP.

ARCHIVIERUNG

Rohdaten, Priifplan und Original des AbschluBberichtes werden in
der BASF AG bei DUU/O - A 520 archiviert.
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Physikalische und chemische MeBwerte des Testwassers

PH Leitfdhigkeit Gesamthirte Ks bis pH 4.3 MeBdatum
. (uS/cm] (mmol/1] [mmol/1]
79 GOF 2. 73 4.0 AZA2- T
Gemessene Temperatur im TestgefdB:
nach 0 h nach 24 h nach 48 h
/93 ¢ 19.9 °° JiL°C

Anzahl der Testtiere pro Testansatz (Parallele): 5
Anzahl der Testtigre pro Konzentration: 20

Lebende Tiere nach h

Konz. Parallele 1 Parallele 2 Parallele 3 Parallele 4
(rmg/1]
(h) o| 3| 6{24]|48] o] 3| 6|24]|48) 0| 3| 6|24}48] 0| 3| 6|24]48] = | =
24h|48h
K 5151 5]|515] 5| 5| 5[5|5] 51 5|5] 5|6 5| S|5|5|S]20 |2
K-~ 5| =~ <[=0S|-|<|<{<=]S{=|-{-|-{5s]|-(-{-]-Il—-1|—
430 S1210[C|C| 5|4 0] e|O]| 3] 3|0[0|O] 5{2j0[0|O] O | C
S0 15515 5(&| 5|5|5[5|4] 5|55k 4] 5|5]|s|S|514 |44
25 51515|5|5] 5|5{5]|5]5] 5|s|5|5|S]| 5|s|5]|5] S|
A5 |5|5]5|5(5] 5|5|5[5]3] 5|5[5]5|5] 5| 5|55  |d
€25 | 5|ls|5|5|8 5555§5555555555‘5”£0
5 5 5 5
5 5 5 5
5 5 5 5
5 5 5 5
s| 5 5 5
5 5 5 5
K = Kontrolle
LK = Losungsvermittlerkontrolle

Testbeginn : /9. /2.9 | A< Uhr
abgelesen am: /9. 4X. %0 [ /3ZUhr (3 h) Name _ o¥orce,

abgelesen am: .72 /2<%, / Ji+Uhr (6 h) Name .25

abgelesen am: A #4-Y+ / /0#Uhr (24 h) Name

24
abgelesen am: g/ /2.5% //L};"‘"AUhr (48 h) Name \/%
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Anzahl der Testtiere pro Testansatz (Parallele): 5
Anzahl der Testtiere pro Konzentration: 10

Lebende Tiere nach h

BEMERKUNGEN
Parallele 1| |Parallele 2

miwhlOion

@ |£ [

ut

R

n

Mifhjuwfofuhjiga|fowluwo|foiuw{uo]luw]lu]|un

U1
wjujulujau|laju|lu]un|ax

K Kontrolle
LK = Losungsvermittlerkontrolle

Testbeginn : 034290  / ££2® Uhr

N

abgelesen am : (4. (2.9 | /33 Uhr '(24 h)

abgelesen am : £5-/2 Y0 ;/ A35 Uhr (48 h)
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Physikalische und chemische MeBSwerte des Testwassers

itfdhigkeit Gesamthirte Ks bis pH 4.3 MepRdatunm
{mmol/1} [mmol/1])

Gemessene Temperatur im

nach 0 h nach 24 h nach 48 h
Oc OC B OC

Anzahl der Testtiere pro Testansatz (Parallele): 5\

Anzahl der Testtiere pro Konzentration: 20

Lebende Tiere nach h

Parallele Parallele 2 Parallele 3 Parallele 4

5

5

K Kontrolle
LK = Ldsungsvermittlerkontrolle

Testbeginn : /G 472 &> [ 0% Uhr
abgelesen am: /& /2. G0 | /3@ Uhr (3 h)

abgelesen am: /. (2 Qo [ HBXUhr (6 h)

abgelesen am: % /2 ¢ [ -JQ¥Uhr (24 h)

abgelesen v L4200 /ﬁ":Uhr (48 h)
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pH- und Sauerstoffwerte
(gemessen in Parallele 1)

Konz. pH-Werte pH-Werte 0,-Werte 0,-Werte
(mg/1] nach 0 h |nach 48 h nach 0 h |nach 48 h

X 8.4 s g.€ 9.4

-5 — — —

9.4
9.0
&.E
£.¢

5.4

K = Kontrolle
LK= Losungsvermittlerkontrolle
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"Priifbeginn PG (0.9
Priifende L0/ £R.905

ERGEBNISGSE

[mg/1) nach 6 h [mg/l]

50 EC 0

01
62,1-80,¢

> oo
Nach 24 [mg/1] nach 48
EC 50 EC 0

C6 745

plew
Vertrauensbereich

(7. - 77 o vy




1/9071649/50/1 3h

Rohdatentabelle

Ansatz Konzentr. eingesetzt lebend
Kontrolle 0.00 20 20
100 100.00 20 8
50 50.00 20 20
25 25.00 20 20
12,5 12,50 20 20
6,25 6.25 20 20

Dateiname ; Datum 01-07-1991; Uhrzeit 09:26:46

tot

12




Moving average Methode (nach Thompson(1947), aus Finney 1978)

1/90/1649/50/1 3h

Berechnete Quantilen und Streuungsmafie: gleitende Mittel {iber 3 Wert(e)

Log EC(D)S0 1.6989190
Varianz Log EC(D)50: 0.0009541

EC(D)S0 49,99
95%-Konfidenzber. 43.49
57.47
99%-Konfidenzber. 41.62
60.05

Berechnete Quantilen und Streuungsmafie: gleitende Mittel iiber 2 Wert(e)

Log EC(D)SO 1.8494480
Varianz Log EC(D)50: 0.0008348

EC(D)50 70.70
95%-Konfidenzber. 62.06
80.55

. 99%-Konfidenzber. 59.57
83.92

Berechnete Quantilen und Streuungsmafie: gleitende Mittel iiber 2 Wert(e)

Log EC(D)S50 1.5483776
Varianz Log EC(D)50: 0.0010733

EC(D)S0 35.35
95%-Konfidenzber. uGr: 30.49
oGr: 40.98
99%-Konfidenzber. uGr: 29.11
oGr: 42,93

Berechnete Quantilen und Streuungsmafie: gleitende Mittel iiber 1 Wert(e)

Log EC(D)50 1.9498282
Varianz Log EC(D)50: 0.0007156

EC{D}50 89.09
95%-Konfidenzber. uGr: 78.96
oGr: 100.52
99%-Konfidenzber. uGr: 76.02
oGr: 104.41

Dateiname 16493.DAT; Datum 01-07-1991; Uhrzeit 09:27:51




1/90/1649/50/1 6h
Rohdatentabelle

Ansatz Konzentr. eingesetzt lebend tot
Kontrolle 0.00 20 20
100 100.00 20 (¢ 20
50 50.00 20 20
25 25.00 20 20
12.5 12.50 20 20
6.25 6.25 20 20

Dateiname ; Datum 01-07-1991; Uhrzeit 09:32:48




Moving average Methode (nach Thompson(1947), aus Finney 1978)

1/90/1649/50/1  6h

Berechnete Quantilen und Streuungsmafie: gleitende Mittel iliber 3 Wert(e)

Log EC(D)50 1.6989418
Varianz Log EC(D)50: 0.0000000

EC(D)50 50.00
95%~Konfidenzber. 50.00
50.00
99%-Konfidenzber. 50.00
50.00

Berechnete Quantilen und StreuungsmaBe: gleitende Mittel iiber 2 Wert(e)

Log EC(D)S0 1.8494850
Varianz Log EC(D)50: 0.0000000

EC(D)50 70.71
95%-Konfidenzber. uGr: 70.71

oGr: 70.71 é"

. 99%~Konfidenzber. uGr: 70.71
oGr: 70.71
Berechnete Quantilen und Streuungsmafie: gleitende Mittel iiber 2 Wert(e)

Log EC(D)50 1.5484700
Varianz Log EC(D)50: 0.0000000

EC(D)50 35.36
95%-Konfidenzber. uGr: 35.36
oGr: 35.36
99%~-Konfidenzber. uGr: 35.36
oGr: 35.36

Berechnete Quantilen und Streuungsmafie: gleitende Mittel iiber 1 Wert(e)

Log EC(D)SO0 1.8494850
Varianz Log EC(D)50: 0.0000000

EC(D)50 70.71
95%-Konfidenzber. 70.71
70.71
99%~Konfidenzber. 70.71
70.71

Dateiname 16496.DAT; Datum 01-07-1991; Uhrzeit 09:34:09




1/90/1649/50/1 24h
Rohdatentabelle

Ansatz Konzentr. eingesetzt lebend tot
Kontrolle 0.00 20 20

100 100.00 20 0 2
50 50.00 20 19

25 25.00 20 20

12.5 12.50 20 20

6.25 6.25 20 20

Dateiname ; Datum 01-07-1991; Uhrzeit 09:36:24

Probitanalyse nach Finney(1952) und Davis(1971)
1/90/1649/50/1 24h

Linearparameter (Regressionsberechnung):
(Iterative Bestimmung nach ¢4 Schritten abgebrochen)

Steigung b: 3.8157 Goodness of Fit:
Oordinatenabschnitt a: -1.98%4 Cchi2: 18.250722 fg:
Varianz von b: 0.223886 P(Chi2): 0.000

Der Chi2-Test weist auf schlechte Anpassung der Daten an

das Probit-Modell hin (p < 0.05).
Die nachfolgenden Resultate kdnnen unsinnig sein!

Berechnete Quantilen und Streuungsmafie:

Log EC(D)SO 1.8317574

Varianz Log EC(D)50: 0.2115133

EC(D)50 67.88 | EC(D)10: 17.46 | EC(D)90: 263.85

95%-Konfidenzber. uGr: 53.72 12.45 166.31
oGr: 85.78 24.49 418.60

99%-Konfidenzber. uGr: 49.91 11.20 143.85
oGr: 92.33 27.23 483.95




Moving average Methode (nach Thompson(1947), aus Finney 1978)

1/90/1649/50/1  24h

Berechnete Quantilen und StreuungsmaBe: gleitende Mittel iiber 3 Wert(e)

Log EC(D)S0 1.6989446
Varianz Log EC(D)50: 0.0004245

EC(D)50
95%-Konfidenzber.

99%-Konfidenzber.

50.00
45.56
54.87
44.25
56.50

Berechnete Quantilen und StreuungsmaBe: gleitende Mittel {iber 2 Wert(e)

Log EC(D)50 1.8344334
Varianz Log EC(D)S50: 0.0003714

EC(D)50
95%-Konfidenzber.

.99%-Konfidenzber.

68.30
62.61
74.51
60.92
76.57

4

Berechnete Quantilen und StreuungsmaBe: gleitende Mittel iiber 2 Wert(e)

Log EC(D)SO 1.5484693
Varianz Log EC(D)50: 0.0004775

EC(D)50
95%-Konfidenzber.

99%-Konfidenzber.

35.36
32.04
39.02
31.06
40.25

Berechnete Quantilen und StreuungsmaBe: gleitende Mittel iiber 1 Wert(e)

Log EC(D)50 1.8415632
Varianz Log EC(D)50: 0.0003183

EC(D)50
95%-Konfidenzber.

99%-Konfidenzber.

69.43
64.06
75.25
62.46
77.18

Dateiname 164924.DAT; Datum 01-07-1991; Uhrzeit 09:37:54




1/90/1649/50/1
Rohdatentabelle

Ansatz Konzentr. eingesetzt lebend tot
Kontrolle 0.00 20 20

100 100.00 20 0 2
50 50.00 20 17

25 25.00 20 20

12.5 12.50 20 20

6.25 6.25 20 20

Dateiname ; Datum 01~-07-1991; Uhrzeit 09:40:38

Moving average Methode (nach Thompson(1947), aus Finney 1978)

1/90/1649/50/1 48h

Berechnete Quantilen und StreuungsmafBe: gleitende Mittel iiber 3 Wert(e)

Log EC(D)50 1.6989502
Varianz Log EC(D)50: 0.0006954

' EC(D)50 50.00
95%-Konfidenzber. 44.39
56.32

99%~Konfidenzber. 42.76
58.46

Berechnete Quantilen und Streuungsmafle: gleitende Mittel iiber 2 Wert(e)

Log EC(D)50 1.8043304
Varianz Log EC(D)50: 0.0006085

EC(D)50 63.73
95%—-Konfidenzber. 57.01
71.23

99%-Konfidenzber. 55.0%
73.77

Berechnete Quantilen und StreuungsmaBle: gleitende Mittel iiber 2 Wert(e)

Log EC(D)S0 1.5484678
Varianz Log EC(D)S50: 0.0007823

EC(D)50 35.36
95%-Konfidenzber. uGr: 31.16
OGr: 40.11
99%-Konfidenzber. uGr: 29.95
oGr: 41.74

Berechnete Quantilen und Streuungsmafle: gleitende Mittel iiber 1 Wert(e)




Log EC(D)S50 1.8229236
Varianz Log EC(D)50: 0.0005216

EC(D)50 66.52
95%-Konfidenzber. 60.00
73.74
99%~-Konfidenzber. 58.09
76.16

Probitanalyse nach Finney(1952) und Davis(1971)
1/90/1649/50/1 48h

Linearparameter (Regressionsberechnung):
(Iterative Bestimmung nach 4 Schritten abgebrochen)

Steigung b: 3.8306 Goodness of Fit:
Ordinatenabschnitt a: -1.8867 Chi?: 14.161768 fg:
Varianz von b: 0.221042 P(Chi?): 0.003

Der Chi2-Test weist auf schlechte Anpassung der Daten an

das Probit-Modell hin (p < 0.05).
Die nachfolgenden Resultate kénnen unsinnig sein!

Berechnete Quantilen und StreuungsmafBlie:

Log EC(D)50 1.7978326

Varianz Log EC(D)50: 0.1938830

EC(D)S0 62.78 | EC(D)10: 17.11 | EC(D)90: 230.32

95%-Konfidenzber. uGr: 49.99 12.31 148.80
oGr: 78.85 23.79 356.50

99%~-Konfidenzber. uGr: 46.53 11.10 129.71
oGr: 84.71 26.39 408.96

Dateiname 164948.DAT; Datum 01-07-1991; Uhrzeit 09:43:15
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PROJECT-NO.: 10A0361/891060 SHEET 1 "

REPORT ON THE STUDY OF ACUTE ORAL TOXICITY
PRINTDATE: 9-OCT-89 6; 9\,

ON THE RAT

TESTING FACILITY: BASF AKTIENGESELLSCHAFT
DEPARTMENT OF TOXICOLOGY
D~-6700 LUDWIGSHAFEN/RHEIN, FRG

AIM OF THE STUDY: ESTIMATE OF THE POTENTIAL ACUTE
HAZARD AFTER SINGLE ADMINISTRATION
(DETERMINATION OF THE LD50)

PROJECT NUMBER : 10A0361/891060

NAME OF TEST SUBSTANCE: AMMONIUMCARBAMAT

LOT-NUMBER: FROM MARCH 1989

LD50 AFTER 14 DAYS :

MALE + FEMALE : GREATER THAN 681 {MG/KG) (10% SIGNIFICANCE LEVEL)
LESS THAN 1470 {MG/KG) ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)

MA/V(/_@(,W;.&% 'g&x@a.,w(uﬁ

DR.MED.VET. HILDEBRAND DR.MED,VET IRSCH

(HEAD OF EXPERIMENTAL TOXICOLOGY) {STUDY DIRECTOR)

* DETAILED INFORMATION ON THE CHARACTERIZATION OF THE TEST SUBSTANCE
IS INCLUDED IN THE RAW DATA

THIS REPORT CONSISTS OF 8 PAGES
THIS REPORT IS THE PROPERTY OF BASF AKTIENGESELLSCHAFT AND MAY NOT

BE COMMUNICATED TO THIRD PERSONS, REPRODUCED, OR PUBLISHED IN ANY
FORM EXCEPT WITH THE PROPRIETOR'S EXPLICIT PERMISSION.




PROJECT-NO.: 10A0361/891060 SHEET 2

REPORT ON THE STUDY OF ACUTE ORAL TOXICITY
PRINTDATE: 9-0OCT-89

ON THE RAT

TEST METHOD:

ANIMAL SPECIES: RAT/WISTAR/DR. THOMAE
ANIMAL BREEDER: DR. K. THOMAE GMBH, D-7950 BIBERACH, FRG
ACCLIMATIZATION PERIOD: ACCLIMATIZATION FOR AT LEAST 1 WEEK

NO. OF ANIMALS PER DOSE: S5 MALE ANIMALS
§ FEMALE ANIMALS

TYPE OF CAGE: STAINLESS STEEL WIRE MESH CAGES,
TYPE DK-III (BECKER & CO.,
CASTROP-RAUXEL, FRG )

BEDDING: NO BEDDING IN THE CAGES;
SAWDUST IN THE WASTE TRAYS

NO. OF ANIMALS PER CAGE: S

ANIMAL IDENTIFICATION: IDENTIFICATION OF GROUPS USING
CAGE CARDS

ROOM TEMPERATURE/ THE ANIMALS WERE HOUSED IN FULLY

RELATIVE HUMIDITY: AIR-CONDITIONED ROOMS. CENTRAL
AJIR-CONDITIONING GUARANTEED A
RANGE OF 20 - 24 DEGREES CELSIUS
FOR TEMPERATURE AND OF 30-70% FOR
RELATIVE HUMIDITY. THERE WERE NO
DEVIATIONS FROM THESE RANGES WHICH
INFLUENCED THE RESULTS OF THE STUDY

DAY/NIGHT RHYTHM: 12 H/12 H (6.00 - 18.00 HOURS/
18.00 ~ 6.00 HOURS)

DRINKING WATER: TAP WATER AD LIBITUM PER DAY

DIET: KLIBA-LABORDIAET 343, KLINGENTALMUEHLE AG
CH-4303 KAISERAUGST, SWITZERLAND,
AD LIBITUM

ANIMAL WEIGHTS: YOUNG ADULT ANIMALS OF COMPARABLE WEIGHT;
(+- 20 & OF THE MEAN WEIGHT);
FOR WBIGHING DATA SEE SHEET 6




PROJECT-NO.: 10A0361/891060 SHEET 3

REPORT ON THE STUDY OF ACUTE ORAL TOXICITY
PRINTDATE: 9-0OCT-89
ON THE RAT

FASTING PERIOD: THE ANIMALS WERE GIVEN NO FEED ABOUT 16 HOURS
BEFORE ADMINISTRATION. BUT WATER WAS AVAILABLE AD
LIBITUM.

ROUTE OF ADMINISTRATION: SINGLE ORAL ADMINISTRATION BY GAVAGE
TEST SUBSTANCE FORMULATION WITH: 0.5% AQUEOUS CARBOXYMETHYLCELLULOSE

REASON FOR THE VEHICLE: AQUEQUS FORMULATION CORRESPONDS TO THE
PHYSIOLOGICAL MEDIUM

FORM OF ADMINISTRATION: SUSPENSION

AMOUNTS ADMINISTERED: DOSE CONCENTRATION ADMINISTRATION VOLUME
MG/KG G/100ML ML/KG

DOSE NO 1 215 2.150 10.00
DOSE NO 2 681 6.810 10.00
DOSE NO 3 1470 14.700 10.00

TIME OF DAY OF ADMINISTRATION: IN THE MORNING

OBSERVATION PERIOD: DOSE 1: 14 DAYS
DOSE 2: 14 DAYS
DOSE 3: ( DAY§

DATE OF ADMINISTRATION: JuL. 11, 1989

SIGNS AND SYMPTOMS: RECORDING OF SIGNS AND SYMPTOMS SEVERAL TIMES
ON THE DAY OF ADMINISTRATION. AT LEAST ONCE
EACH WORKDAY. CHECK FOR MORIBUND AND DEAD ANI-
MALS TWICE EACH WORKDAY AND ONCE ON HOLIDAYS.
FOR DATA SEE SHEETS 4,5 AND 6.

PATHOLOGY : WITHDRAWAL OF FOOD ABOUT 16 HOURS BEFORE SACRIFICE
WITH CO2; THEN NECROPSY WITH GROSS-PATHOLOGICAL
EXAMINATION. NECROPSY OF ALL ANIMALS THAT DIE
AS EARLY AS POSSIBLE.

STORAGE OF THE REPORT ON COMPLETION OF THE REPORT ALL RAW DATA,
AND RAW DATA: STUDY DOCUMENTS AND THE REPORT ARE RETAINED
AT BASF AKTIENGESELLSCHAFT.

REPORT ISSUED: RUSTERHOLZ

REPORT CONTROL: %% ﬂd. 5, 00.7




PROJECT-NO.: 10A0361/891060 SHEET 4

REPORT ON THE STUDY OF ACUTE ORAL TOXICITY
PRINTDATE: 9~OCT-89

ON THE RAT

SYMPTOMS OF THE MALE ANIMALS:

DOSE (MG/KG) 681 1470

POOR GENERAL STATE H1l -D2 HO ~H4
DYSPNOEA H1 -D2 HO ~H4
APATHY Hl -D2 HO -H4
STAGGERING HO -H4
PILOERECTION H4 -D2 HO -H4

H = HOUR, D = DAY
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REPORT ON THE STUDY OF ACUTE ORAL TOXICITY
PRINTDATE: 9-0CT-89
ON THE RAT

SYMPTOMS OF THE FEMALE ANIMALS:

DOSE {MG/KG) 1470

POOR GENERAL STATE HO -H4
DYSPNOEA HO -H4
APATHY HO -H4
STAGGERING HO -H4
PILOERECTION HO -H4

H = HOUR, D = DAY
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REPORT ON THE STUDY OF ACUTE ORAL TOXICITY

PRINTDATE:

ON THE RAT

SHEET 6

9-0CT-89

MORTALITY OF THE MALE ANIMALS:

DOSE (MG/KG): 215 681 1470
NO. OF ANIMALS: 5 5 5

AFTER :
Hl

Dl

D2

D7

D14

MORTALITY OF THE FEMALE ANIMALS:

DOSE (MG/KG) : 215 681 1470
NO. OF ANIMALS: H 5 5

AFTER :
H1
D1
D2
D7
D14

MEAN WEIGHT OF THE MALE ANIMALS (G) :

DOSE (MG/KG) : 215 681 1470

BEFORE APPLICATION: 181 177 178
AFTER:

D7 251 230

D13 289 274

MEAN WEIGHT OF TRE FEMALE ANIMALS (G):

DOSE  (MG/KG): 681 1470

BEFORE APPLICATION: 178 179
AFTER:
D7 199

D13 216

H = HOUR, D = DAY
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REPORT ON THE STUDY OF ACUTE ORAL TOXICITY
PRINTDATE: 9-0OCT-89

ON THE RAT

LDSO DETERMINATION FOR THE MALE AND FEMALE ANIMALS :

OBSERVATION PERIOD = 14 DAYS

DOSES NUMBER OF DEAD MORTAL- DOSES USED FOR
(MG/KG) ANIMALS ANIMALS CALCULATION
AFTER 14 D
21§ 10 0
681 10 2
1470 10 10

> (10% SIGNIFICANCE LEVEL)

< ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)
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ACUTE ORAL TOXICITY

fal 2 NN _SANAL LR TAE NN N N

Animals that died {male and female):

General congestion.
6landular stomach: congested vessels.

Sacrificed animals (male and female):

No pathologic findings noted.

o~

-

PATHOLOGY: ‘ i
PN ’_& Oct. 5, 1989

Or Fed.vat. K.0J] Freisberg
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SUMMARY

The substance Ammoniumcarbamat was tested for its
mutagenic potential based on the ability to induce back
mutations in selected loci in several strains of
Salmonella typhimurium in the Ames test.

Strains: ' : TA 1535, TA 100, TA 1537, TA 98
Dose range: 20 pyg - 5000 ug/plate

Test conditions: Standard plate test and preincu-
bation test both with and without
metabolic activation (Aroclor
induced rat liver $-9 mix).

Solubility: Complete solubility of the test
substance in aqua dest.

Toxicity: No bacteriotoxic effect was ob-
served.

Mutagenicity:

An increase in the number of his' revertants was not ob-
served both in the standard plate test and in the pre-
incubation test either without $-8 mix or after the ad-
dition of a metabolizing system.

Assessment:
According to the results of the present study, the test

substance Ammoniumcarbamat is not mutagenic in the Ames

test under the experimental conditions chosen here.

OLF z’. (re/ @M au(/ﬂ \Qﬂ/, ZJ//\R(L(
H.D. Hoffmann Dr.rer.nat. 6. Engelhardt
Section) {Study director)
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INTRODUCTION

The Ames test is a short-term test in bacteria (1, 2) and
is used as a screening method for detecting a point muta-

genic effect of chemical substances.

Since most of the substances are not mutagenic or car-

cinogenic themselves; but only after metabolic trans-

formation, and since the main part of all metabolic

processes is catalyzed by the enzyme systems of the

liver, the Ames test is carried out not only directly, .
but also in the presence of a metabolizing system ob-

tained from rat livers. For this purpose, rats are

pretreated with Aroclor 1254 for an activation of the

eﬁzymes which metabolize foreign substances.

The test is carried out in accordance with the “OECD
guideline for testing of chemicals “"Genetic Toxicology:
Salmonella typhimurium, Reverse Mutation Assay”™, No.
471° and in accordance with the EEC Directive B84/449,

8 14. Mutagenicity (Salmonella typhimurium - reverse

mutation assay).
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MATERIAL AND METHOD

Test substance:

Name of test substance: Ammoniumcarbamat

Date of manufactdring: March 1991

Test substance No.: 91/155

Degree of purity:

Storage: +49C to +869C

More detailed information about the test substance can be
found in the raw data and may be requested from the
sponsor (BASF Aktiengesellschaft).
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Tissue preparation
$-9 fraction
The $-9 fraction is prepared according to Ames et al. (2).

At least 5§ male Sprague-Dawley rats (200 - 300 g) receive
a single intraperﬁtoneal injection of 500 mg Aroclor 1254
(as a 20% solution in peanut oil ~ w/v) per kg body
weight 5§ days before sacrifice.

During this time the animals are housed in Makrolon cages
in air-conditioned rooms. The day/night rhythm is

12 hours (light period from 6.00 - 18.00 hours and dark
period from 18.00 - 6.00 hours).

Standardized pelleted feed and tap water from bottles are
available ad libitum.

5 days after administration the rats are sacrificed, and
the livers are prepared (all preparation steps for ob-
taining the liver microsome enzymes are carried out using
sterile solvents and glassware at a temperature of +49°C).
The livers are weighed and washed in an equivalent volume
of a 150 mM KC1l solution (¥ ml & 1 g wet liver), then cut
into small pieces and homogenized in three volumes of KC1l
solution. After centrifugation of the homogenate at

8000 x g for 10 minutes at +4°C, 5 ml portions of the su-
pernatant (so-called S-9 fraction) are quickly deep-
frozen in dry ice and stored at -70°C to -809C.

Preparation of S-9 fraction: April 29, 1991 (1st experi-
ment), June 25, 1991 (2nd experiment) and August 5, 1991
(3rd experiment).
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S$-9 mix

The S-9 mix is prepared freshly prior to each experiment
(1, 2). For this purpose, a sufficient amount of S-9
fraction is thawed at room temperature and 1 volume of
$-9 fraction is mixed with 9 volumes of S-9 supplement
(cofactors). This preparation, the so-called S-9 mix, is
kept on ice untii used. The concentrations of the co-

factors in the S-9 mix are:

HgClZ 8 mM
KC1 33 mM
glucose-~-6-phosphate 5 mM
NAOP 4 mM
phosphate buffer (pH 7.4) 100 mM.

The phosphate buffer is prepared by mixing an Na2HP04

solution with an NaHzPo‘ solution in a ratio of about
LI I

Bacteria

The rate -of induced back mutations of several bacteria
mutants from histidine auxotrophy to histidine proto-
trophy is determined (2, 3, 4). The indicator organisms
TA 1535, TA 1537, TA 98 and TA 100 selected by Ames
especially for this purpose are derivatives of Salmonella
typhimurium. All strains have a defective excision repair
system {(uvrB), which prevents the repair of lesions which
are induced in the DNA, and this deficiency results in
greatly enhanced sensitivity of some mutagens. Further-
more, all strains show a considerably reduced hydrophilic

polysaccharide layer (rfa), which leads to an increase in
permeability to lipophilic substances.
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The strains TA 1535 and TA 100 are derived from histidine-
prototrophic Salmonella strains by the substitution muta-
tion his G 46 and are used to detect base pair substitu-
tions. TA 1537 and TA 98 are strains for the detection of
frameshift mutagens. These strains carry different frame-
shift markers, i.e. the +1 mutant his C 3076 in the case
of TA 1537 and the +2 type his D 3052 in the case of

TA 98.

The strains TA 98 and TA 100 carry an R factor plasmid
pKM 10t (4) and, in addition to having genes resistant to
antibiotics, they have a modified postreplication DNA re-
pair system, which increases the mutation rate by in-
ducing a defective repair in the DNA; this again leads to

a considerable increase in sensitivity.

For testing, deep-frozen (-709C to -80°C) bacterial cul-
tures are thawed at room temperature, 0.1 ml of this
bacterial suspension is inoculated in nutrient broth
sclution (8 g Difco nutrient broth + 5 g NaCl/liter) and
incubated in the shaking water bath at 379C for 16 hours.
As a rule, a germ density of 2 108 bacteria/ml is

reached.
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Mutagenicity tests

Standard plate test

The experimental procedure is based on the method of Ames
et al. (1, 2).

Test tubes contafning'z ml portions of soft agar which

consists of 100 ml agar (0.6% agar + 0.6% NaCl) and 10 ml
amino acid solution (minimal amino acid solution for the
determination of mutants: 0.5 mM histidine + 0.5 mM
biotin) are kept in a water bath at 45°C, and the re-

maining components are added in the following order:

ml test solution or solvent
ml bacterial suspension
ml S-9 mix (in tests with metabolic activation)

or
ml phosphate buffer (in tests without metabolic

activation)

After mixing, the samples are poured onto Vogel-Bonner
agar plates {(minimal glucose agar plates) within approx.

30 seconds .-

Preincubation test

The experimental procedure is based on the method
described by Yahagi et al. (5) and Matsushima et al. (6).

0.1 ml test solution or solvent, 0.1 ml bacterial
suspension and 0.5 ml S-9 mix are incubated at 379C for
the duration of 20 minutes. Subsequently, 2 ml of soft
agar is added and, after mixing, the samples are poured

onto the Vogel-Bonner agar plates within approx. 30

seconds.
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Composition of the minimal glucose agar:

980 ml aqua dest.
20 ml Vogel-Bonner € medium
15 g Difco bacto agar
20 9 D-glucose, monohydrate.

After incubation at 37°C for 48 hours in the dark, the
bacterial colonies (his® revertants) are counted.

)
Titer determination

In general, fhe titer is determined only in the experi-
ments with S-9 mix both without test substance (solvent
only) and after adding the two highest amounts of sub-
stance.

For this purpose, in the case of the Ames standard plate
test 0.1 ml of the overnight cultures (see 3.3.) is di-
luted to 10”8 in each case. Test tubes containing 2 ml
portions of soft agar containing maximal amino acid
solution (5 mM histidine + 0.5 mM biotin) are kept in a
water bath at 459C, and the remaining components are

added in the following order:

0.1t ml solvent (without and with test substance)
0.1 ml bacterial suspension (dilution: 10°5)
0.5 ml S-9 mix
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In the preincubation assay 0.1 ml of the overnight
cultures is diluted to 10 ® in each case. 0.1 ml solvent
(with and without test substance), 0.1 ml bacterial
suspension and 0.5 ml S-9 mix are incubated at 30°C for
30 minutes. Subsequently, 2 ml of soft agar which
congsists of 100 ml agar (0.6% agar + 0.6% NaCl) and 10 ml
amino acid solution (maximal amino acid solution for
titer determination: 5 mM histidine + 0.5 mM biotin) is
added.

After mixing, the samples are poured onto the Vogel-
Bonner agar plates within approx. 30 seconds. After incu-
bation at 37° for 48 hours in the dark, the bacterial

colonies are counted.

Checking out the tester strains

The Salmonella strains are checked for the following

characteristics at regular intervals: deep rough
character (rfa); UV sensitivity (A uvrB8); ampicillin

resistance (R factor plasmid).

Histidine auxotrophy is automatically checked in each ex-

periment via the spontaneous rate.
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Controls

Negative control

Parallel with each experiment with and without S$S-9 mix, a

negative control (solvent control, sterility control) is

carried out for qach tester strain in order to determine

the spontaneous mutation rate.

Positive controls

The following positive control substances are used to
check the mutability of the bacteria and the activity of
the S-9 mix:

with S-9 mix 10 yg 2-aminoanthracene (2-AA)
(dissolved in DMSO) for the
strains TA 100, TA 98, TA 1537 and
TA 1535

without S$-9 mix 5 ug N-methyl-N -nitro-N-nitroso-
guanidine (MNNG) (dissolved in DMSO)
for the strains TA 100 and TA 1535

10 yg 4-nitro-o-phenylendiamine (NPO)
(dissolved in DMSO) for the strain
TA 88

100 uyg 9-aminoacridine chloride mono-
hydrate (AAC)} (dissolved in DOMSO) for
the strain TA 1537.
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Evaluation criteria

In general, a substance to be characterized as positive
in the Ames test has to fulfill the following require-
ments:

- doubling of the spontaneous mutation rate {(control)
- dose-response relationship

- reproducibility of the results.

Tester strains, doses, number of plates

tst Experiment:

Strains: TA 1535, TA 1537

Doses: 0, 20, 100, 500, 2500 and 5000 ug/plate
Solvent: aqua dest,

Type of test, standard plate test with and without
test condition: S$~9 mix

Number of plates: 3 test plates per dose or per control

2nd Experiment:

Strains: TA 100, TA 98

Doges: 0, 20, 100, 500, 2500 and 5000 upug/plate
Solvent: aqua dest.

Type of test, standard plate test with and without
test condition: S-9 mix

Number of plates: 3 test plates per dose or per control
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2nd Experiment:

Strains:
Doses:
Solvent:

Type of test,
test condition:

Number of plates:

TA 1537, TA 98

TA 1535, TA 100,

6, 20, 100, 500, 2500 and 5000 ug/plate

aqua dest.

preincubation test with and without
$-9 mix

3 test plates per dose or per control

Retention of records

The raw data,

protocol and the original of this report

will be stored at BASF Aktiengesellschaft.
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RESULTS (Tables 1 - 8)

The substance Ammoniumcarbamat was tested for mutageni-
city in the Ames test (standard plate test and preincuba-
tion test) both in the presence and in the absence of a

metabolizing system obtained from rat liver (S-9 mix)
using the strains TA 1535, TA 100, TA 1537 and TA 98.

Mutagenicity tests

Standard plate test
(Tables 1 -~ &)

Tests without S$-9 mix

TA 1535:

TA 100: No increase in the number
TA 1537: of his® revertants

TA 98:

Tests with $-9 mix

TA 1535:

TA 100: ' No increase in the number
TA 1537: . of his' revertants

TA 88:
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§.1.2.1.,

Preincubation test
(Tables 5 - 8)

Tests without S$-9 mix
TA 1535:
TA 100: No increase in the number

TA 1537: of his' revertants
TA 98:

Tests with $-9 mix

TA 1535:

TA 100: No increase in the number
TA 1537: of his’ revertants

TA 98:

Toxicity

No bacteriotoxic effect (reduced his background growth)

was observed.

Solubility

Complete solubility of test substance in aqua dest.
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- -Préparatbezeichnuna : Anunomumcarbamat o L
- Versiuchshezelchriting : -48-BASE:Okolimria‘12/807269 - 1. 1%
* Versichsorganismus : ° Scenedésmus subsplcatus CHODAT SRUSNI
. Yersuchszeffraum = : - 10.12. 90 18.12.90
11 "
1. Zusammenfassung
% 1.1 Allgemetne Daten:
Temperatur : 23+10°C
Beleuchtung : 0,72 x 10 20 Photonen m2s
Nahrldsung : nach DIN 38 412/9
1.2 Besonderheiten:
. Ldsungsvermittler : -
Zellveranderung : --
Eigenfluoreszenz : 0,00 .
Zellverkleinerung : ab 40,0 mg/1
Neutralisation : --
Wachstumsforderung : 5,0 mg/1
13 Ergebnis :
; EC-Werte der Wachstumshemmung (0-72 h})
‘ E,C 10 : 33,38 mg/l
EyC 60 : 75,00 mg/1
EpxC 90 : 172,61 mg/l
EC-Werte der ratenbezogenen Hemmung (0-72 h)
EC 10 : 56,87 mg/1
Ey .C 60 : 129,18 mg/1
E,C 80 : 293,21 mg/l
Konz. niedrigster Hemmung : 10,0 mg/1
Konz. hdchster Hemmung : 320.0 mg/l
1.4 Verantwortlichkeiten:
_Versuchsleiterin ‘ - ’ g S
H. Krauge (Dipl. Biologin)
]
Geschaftsfihrer 00000 L ¥ B v
A3.42 G4 t\
zentrale burgwedel - ehlbeek 2 - 3006 burgwedel 1- p 1154 - tetefon (05139} 8073 -0 - telefax (0 5139) 807319

biiro biickeburg « ot warber - im de 6 - 3062 blckeburg - telefon (057 22) 21056 - telefax (0 5722) 2 1058
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Ammoniumcarbamat I
48- BASF-Okolmma-12/90/269
Scenedesmus subspicatus CHODAT
10.12.90 - 13.12.90 -

Prifsubstanz

Bei dein Praparat Ammoniumcarbamat (Produkt-Nr. 01973; Chargen-Nr. 15G 1706)
handelt es sich um ein Produkt mit nachfolgend aufgeftihrten Eigenschaften:

Elgensch n

Chemische Bezelchnung Ammonfumcarbamat

Farbe : welf

Aggregatzustand : fest (kristallin)

Wasserléslichkelt : 790 g/1be1 20°C

Stedepunkt t -

Schmelzpunkt : 59°C

Dampfdruck : 80 mbar be{ 20 °C

pH : 10 {bei 10 %-iger wiBriger Losung)

Stabilitat : stabil gegeniiber Temperatur bis 35 ‘C und Oxidation;
Instabil gegentber Hydrolyse und Photolyse.

Lagerung : kiihl und trocken

Hersteller : BASF AG

Testverfahren

Prinzi r Testmethode

Bei diesem Testverfahren wird bel unterschiedlichen Konzentrationen der Priifsubstanz
die Wachstumshemmung auf die Griinalge Scenedesmus subspicatus CHODAT unter
sonst definierten Prifbedingungen gem#g der DIN 38 412/9 getestet.

Art des Prizfverfahrens

Dret Tage vor Versuchsbeginn wurde eine Vorkultur mit ca. 10 000 Zellen/ml angeimpft.
Zu Versuchsbeginn wurde eine sich in der exponentiellen Wachstumsphase befindliche
Algensuspension auf elne Anfangsalgenzellzahl von ca. 10 000 Zellen/ml im Testansatz
eingestellt {Fluorimeterwert 0,05 + 0,01, siehe Eichkurve im Anhang).

Es wurden Reagenzgliser mit je 10 ml Testmedium verwendet. In Vorversuchen wurde
der fiir den Haupttest benutzte Konzentrationsbereich ermittelt.

irate b det - ehibeek 2 - 3006 burgwedel 1+ postfach 1154 - telefon (05139) 8073-0 - telefax (05139) 807319
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-

Préparatbezelchnung :  Ammionlimearbamat ‘

‘Versuchsbezelchnung :  48-BASF-Okolimna- 12/90/269 o VT
Versuchsorganfsmus :  Scenedesmus subspicatus CHODAT S
Versuchszeltraum : 10.12.90 - 13,12.90

Die Abstufung der Konzentratfonen erfoigte in geometrischer Reithe mit dem Faktor 2,0.
Im Haupttest wurden fir jede Konzentrationsstufe und die Kontrolle je 4 Parallelen
angesetzt. Die Algen wurden durch taglich zweimaliges Schiittein auf einem
Reagenzglasschattler (Fa. Heidolph, Reax 2000} in Suspension gehalten.

Der Versuchsraum wurde klimatistert (Raumtemperatur 23 £ 1,0 ‘C), Der Versuch fand
bei Dauerlicht (8 000 Lux, WeiBlicht bzw. 0,72 x 1020 Photonen/m?2s bzw. 120 uE/m?2s)
statt. Die Beleuchtungskdrper strahlten von oben auf die Reagenzgliser. Die
Zellkonzentration in jedem Reagenzglas wurde nach 0, 24, 48 und 72 Stunden mit Hilfé
eines Fluorimeters (EOS Fluorometer FL 2) bestimmt. Der pH-Wert wurde am Testanfang
und -ende in der Kontrolle und in allen Konzentration gemessen (Fa.WIW, pH-Meter
196).

4

Pritforganismus

Zum -Versuch wurden einzellige Griinalgen (Scenedesmus subspicatus CHODAT,
Stamm-Nr. 86.81 SAG) verwendet, die im Labor der Ftrma Okolimna in steriler
Algennshridsung mit elnem. pH von 82 % 03 (nach DIN38412/9) tn 250 mi
Erlenmeyerkolben mit je 100 mt Nahridsung kultiviert wurden. Die Stammkultur wurde
einmal wdchentlich neu angesetzt. Dle Algen wurden in Schrag-Agarrdhrchen von der
Sammlung fior Algenkulturen der Universitat Gottingen bezogen.

Testdurchfihrung
Priifeinrichtung, Prisfzeitraum, Auftraggeber

Im okotaxikologischen Testlabor der Okolimna Gesellschaft fiir Okologle und
Gewiisserkunde mbH, Ehlbeek 2, 3006 Burgwedel 1 wurde im Auftrag der Firma

BASF AG,
Abteilung Okotoxikologie
Postfach

6700 Ludwigshafen

in der Zeit vom 10.12.90 bis 13.12.90 mit dem o.g. Priparat ein Algen-
Wachstumshemmtest gemag DIN 38 412/9 durchgefiihrt.

feoe o del - ehibeek 2 « 3006 gwedel 1 - h 1154 - telefon (05139) 8073-0 - tetefax (05139) 807319
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Ammoniumcarbamat - P -t -
48-BASF-0Okolimna- 12/90/269 e ’
Scenedesmus subspicatus CHODAT

RO Versuchsbezeichnung
Yersuchszeltraum 10.12.90 - 13.12.80

s o0 4o

4.2.  Praparateapplikation

Die Stammsuspension wurde in einem Megfkolben mit einer Konzentration von 640,0
b4 mg/l mit sterilem bidemin. Wasser angesetzt. Ein Losungsvermittler wurde nicht
verwendet.

43 Versuchsansatz

Entsprechend den Ergebnissen der Vorversuche wurden for den Haupttest folgende
Konzentrationen angesetzt: 5,0 - 10,0 - 20,0 - 40,0 - 80,0 - 160,0 - 320,0 mg/1.

E

5. Ergebnisse ‘

5.1 pH-Wert
mg/{ Kt. 5 10 20 40 80 160 320
Oh |83 8,4 8.4 8,5 8,7 8.8 8.9 9,0
72 h| 9.5 9,5 9.4 9,5 9.4 9.1 8.8 89

s
Kt = Kontrolle

52  Auswertung

Auf den folgenden Seiten sind in Tabelle 1 die Resultate der regelmagigen Messungen der
Algenkonzentrationen sowle sich daraus ergebende Mittelwerte, Standardabweichungen
und Variationskoeflizienten aufgefithrt. Die Tabelle 2 beinhaltet die Testauswertung;
statistische Angaben sind unter Punkt 5.3 zu finden. Die Wachstumshemmung und die
. ratenbezogene Hemmung wurden auf Wahrscheinlichkeitspapier graphisch ausgewertet
! {Seite 11 wund 12). Die Wachstumskurven der Algen in den verschiedenen
X Konzentrationen und in der Kontrolle sind graphisch dargestellt (Seite 13 und 14).

Ab einer Konzentration von 40,0 mg/l wurde eine geringfigige Zellverkleinerung
beobachtet.

i le b del - ehibeek 2 - 3006 burgwedel 1 - postfach 1154 - telefon (05139) 8073-0 - telefax (05139) 807319
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Ammonlumcarbamat S
48- BASF-Okolunna 12/90/269
Scenedwnus subspicatus CHODAT

Yersuchszeitraum P 10.12.90- 13.12.80

%

5.2.1 Graphische Auswertung
EC-Werte der Wachstumshemmung (0-72 h)

¥ E;C 10 2 36,00 ‘mg/l
' 3 E,C 80 H 77,00 .mg/l
E,C 90 : 160,00 mg/]

EC-Werte der ratenbezogenen Hemmung {0-72 h}

E.C 10 : 68,00 mg/l
E,.C 60 : 128,00 mg/t
E,C 90 : 280,00 mg/l

5.2.2 Rechnerische Auswertung
Wachstumshemmung in % (0-72 h}

E;C 10 : 33,38 mg/l
E,C 60 : 76,90 - mg/l
E,C 90 : 172,61 mg/l
Ratenbezogene Hemumung in % (0-72 h)
) EC 10 : 56,87 mg/l
' -‘ﬁs E,C 50 : 129,18  mg/l
E,C 90 : 293,21 mg/}
Konz. niedrigster Hemmung (1,72%) : 10,00 mg/1
Konz. héchster Hemmung {100,0%) : 320,00 mg/l
Wachstumsférderung : 5,00 mg/l

Die rechnerische Auswertung erfolgte nach der Probit-Methode.
_ Fir die Berechnung der ratenbezogenen Hemmung wurde der %-Wert fur die
! Konzentration 40,0 mg/1 (3,66 %) miteinbezogen.

Nach 96 h wurde eine Verdoppelung der Algenzellzahl nicht mehr erreicht, aus diesem
Grunde unterblieb eine wettere Messung zu diesem Zeltpunkt.

: zentrale burgwedel - ehlbeek 2 - 3006 burgwedel 1+ postfach 1154 - telefon (05139) 8073-0 - telefax (05139) 807319
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. .Priparathezeichnung *: .,
5 -
Yersuchsorganismus

OKOLIMNA: Gesellschaft fur. ékbiog'xe and dé&as‘sé}ﬁi;ﬁéé ix':bg'._‘_; .

ALGEN WACHSTUMSHEMMTEST
8vonl4Scltcn

Ammomumwrbamat

Ea Scenedesmus subispicatus CHODAT

Versuchszeltraum 10.12.90 - 13.12! 90

Dle Messung der Vorkultur ergab'folgende Fluorlmetemerte:

Oh

0.10 -

24 h
0,28

48'h
1,04

72h

2,38

Statistk

Formel zur linearen Regression: y = a + bx

Konz.

a

b

Kt.

0,138

0,020

-0,167

0,022

-0,138

‘0,019

-0,130

0,019

-0,107

0,016

-0,050

0,011

0,046

0,002

0,046

-0,001

= Konzentration in mg/1
= Kontrolle mit bidemin. Wasser
= Korrelationskoeffizient

Trabung der Substanz
Zusitzlich angesetzte unbeimpfte Proben zeigten keine Eigenfluoreszenz.

Abweichungen
Abweichungen von der DIN 38 412/9 sind nicht aufgetreten.

Zentrale burgwedel - ehibeek 2 - 3006 burgwedel 1+ postfach 1154 - telefon (05139) 8073-0 - telefax (05139) 807319
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.'Seite 9 von M Sextenl BASF 48

Praparatbezemhnung. ﬂllomulcarbalat
Versudisbezexchnung' 8—8‘\8F-oknluna-121901269
‘Versuchsorganisaus Scenedesaus.: suhspxcatus CHODRT
Versuchszeitraus 3 10.12.90 :.13. 12,90

Tabelle 1 . BASFA8 .. . -

Lozt

senzvert] St.Abw. (o) §zenzwert] St.Atw. (o) “§zenzwertf St.Abw. (o) fzenzwert] St.Abw. {e)-

Fiuor‘es-l Mittelwert -§Fluores={ Mittelwert ‘§Fluores-§ Mittelwert: {Fluores- Mxtielingrf'
LNr. 10,12, 908var Koeffiz. 011, 12, 908var. Koeffiz. £12. 12, 908var, Koeffiz. §13. 12.90 Var.!(peffu.

0,05 0,05 0,18 0,17 0,58 0,57 1,49
0,05 0,01 0,17 0,01 0,60 0,04 0,11
0,05 9,52 0,16 4,80 0,51 7,16 7,18
0,06 0,17 0,59 :

0,05 0,05 0,16 0,16 0,58 0,64 1,65
0,05 0,00 0,15 0,01 0,63 0,04
0,05 0,00 0,16 3,17 0,67 6,36 1%
0,05 0,16 0,66

0,05 0,05 0,15 0,16 0,53 0,57
0,05 0,00 0,16 0,01 0,06
0,05 0,00 0,15 3,7
0,05 0,16

0,05 0,05 0,16 0,17
0,05 0,00 0,17 0,01
0,05 0,00 0,16 3,5
0,05 0,17

0,05 0,05 0,15 0,16
0,05 0,00 0,16 0,01
0,05 0,00 0,15 3,72
0,05 0,16

0,06 0,06 0,12 0,13 0,32
0,06 0,00 0,12 0,01 0,29
0,06 0,00 0,13 4,62 0,31
0,06 0,13 0,27

0,06 0,06 0,08 0,08 0,13
0,06 0,00 0,08 0,01 0,13
0,06 0,00 0,08 6,45 0,13
0,06 0,07 0,10

0,06 0,06 0,01 0,01 0,00
0,05 0,01 0,00 0,01 0,00
0,06 8,70 0,01 { 66,67 0,00
7 §320,0 § 0,06 0,01 0,01

# - Yerte wurden bei der Berechnung nicht beriicksichtigt
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ﬁraparatbezelehnung- Qmmonzumcarbamat :
Uersuchsbezexchnung. 48—898F-0k011mna—1h/90/h69 . T
Uersuchsorgan1smus';5Scenedesmus subspxcatUSfCHODQT IR
Versuchsze1traum 2-10.712.90 - 13. 1 .90 Ce .

. o

Tabelle &. ' BASF 48"'

“Konzen— - Biomasse. |{Wachstumsrate{ Hemmung . Ratenbe‘.
~tration S S ino® Hemmhng in %

mg/1 Hb ™~ Tl He "

0, 00 1,36 1,12 .. A
5, 00 1,49 1,16 -10,06] - . -4,41
10, 00 1,33 1,13 1,72 - - -1,00
20,00 1,31 1,12 - 3,60{] ¢ -G, 44
40, 00 1,12 1,07 17,62 3,66
80, 0O 0,71 0, 89 47,79 2a, 11
160, 00 0,15 0,39 89, 1t 64,79
320, 00 -0,13 -1,05 109,78 193,67

=]

Rei der hdéchsten Konzentration sank die Biomasse unter den Anfangs-
wert. Aus diesem Grunde steigt der Wert der Hemmung iiber t100%.
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Wahrschemlichkeitsnetz 0ECD 201

:  Ammonfumcarbamat
3. 48-BASF-Okolimna-12/90/260

T Scenedesmus subspicatus CHODAT
: . 10.32.80-13.12.80 .

o
o

S
8
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