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Mr. Terry R. O’Bryan .
Risk Analysis Branch

Ot ot Fluion vention & o \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Washington, DC 20460 -9 A
spaaz 83/22
Dear Mr. O’Bryan:
Subject: Agency request regarding EPA Document Control Numbers
SEHQ-0894-12967 (Benzene) and 8EHQ-0894-12968 (Ethyl Violet

Base).
On November 17, 1994, EPA acknowledged receipt of information that BASF Corporation had
submitted regarding the referenced compounds. In the letter of acknowledgement, you requested
copies of the final reports for the referenced studies.

Per your request, enclosed are copies of the following:

" Acute toxicity study in the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss WALBAUM 1792) of
Ethyl violet base in a static system (96 hours); OECD 203, April 1984" and

"Bericht iiber die Priifung vory Benzo /auf praenaiale Toxizitit an Miusen nach oraler
Applikation" in German.

These reports were recently received from BASF Aktxengellschaft Germany, the sponsor of the
studies.

If you have any questions, please fgel free to call me at (313) 246-6211.

HIRAING

89958008162 s VWAL

Daniel C. Steinmetz
Team Leader, Product Stewardship

ﬁf N EENE Very Truly Yours,

| BASF Corporation

=/

Enc.

1609 Bidale Avenue, Wyandotte, Michigan 48192 (313) 246 6100
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STUDY REPORT

Acute toxicity study

on the rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss WALBAUM 1792)

of
Ethylviolettbase

in a static system (96 hours);
OECD 203, April 1984 T

y =
Project No.: 12F0164/915031 E
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Testing facility: BASF Aktiengesellschaft

Department of Toxicology
D-67056 Ludwigshafen/Rhein
federal Republic of Germany

Dieses Dokumeat eatba it Setriebs- uad Ceschiftsgeheimnisse der
BASF. Es ist [igeaten dor QBASF wad darf nur zw dem voa BASF

vorgesehenen Zweh verweendel werdea. Jede andere oder dariber
hinausgehend Ver dneq. Verwertung, Weitergabe, Vervielfil-
tigung oder Verd{featlichnag dedarf der Einwilligung der BASF.

This document coets ey sssuflascturing aad trade secrets of BASF.
It is the propert) of SAY isd iy be used only for that pur-
pose for which 1L wes i1ateaded by BASF., Every other or additioam-
al use, exploitaties, reproductioa, publication or submission
to other parties reguire the writtea permission of BASF.
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Abteliung Toxl e
Department of Ta ogy

Report; Project No.: 12F0164/915031

From the Department of Toxicology of BASF Aktiengesellschaft,
D-67056 Ludwigshafen, Federal Republic of Germany
Head of Department: Prof. Dr.med. Dr.rer.nat. H.-P. Gelbke

)

Dr.rer.nat. R. Munk

subchronic Toxicology: : Dr.med.vet. P.

Head of Section for acute and  ..... \4'5‘01 “‘:‘(';l“qu
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Abtellung T%
Department of T

Report; Project No.: 12F0164/915031

GLP STATEMENT

Title: Report on the study of the acute toxicity
of Ethylviolettbase
on the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss WALBAUM 1792)

This study was conducted in accordance with the GLP-provisions of
the "Chemikaliengesetz" ("Chemicals Act"; Bundesgesetzblatt 1990,
Teil I, 22.03.90, FR Germany) and with the "OECD Principles of
Good Laboratory Practice” (Paris, 1981).

e w“&t ‘&‘\N MY, ... %’4%4-3; / 7? ? PN

Dr.med.vet. P. Kirsch Dr.rer.nat. R. Munk
Head of Sections of Acute Study Director
and Subchronic Toxicology
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Abtellung Toxikologle
Department of Toxicology

Report; Project No.: 12F0164/91503]

STATEMENT
OF THE QUALITY ASSURANCE UNIT

Number of test substance: 91/164
Name of test substance: Ethylviolettbase

Title: STUDY REPORT: Acute toxicity study on
\ the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss
WALBAUM 1792) of Ethylviolettbase in a
static system (96 hours);
OECD 203, April 1984

The Quality Assurance Unit inspected the study, audited the final
report, and reported findings to the Study Director and to Manage-
ment.

Phase of study/ Date of inspec- [Report to Study Df-
inspection tion rector and to Manage-
ment ~
Protocol: March 24, 1993 March 31, 1993
Conduct of study: March 31, 1993 March 31, 1993
Audit of the report: Nov. 29, 1993 Nov. 29, 1993

Remarks: Analytics were inspected independently by the Quality
Assurance Unit of the analytical laboratory.

--------------------------------

U. Wandelt

Ludwigshafen, AMQ g, | DTH u lJOC/-CAlM




MAY-11-’95 THU 12:14 ID:TOX-PDT REG TEL NO:313-246-5226

ro; 3590-5

Report; Project No.: 12F0164/915031

#173 PB6

BASF Page |V

Abtellung Toxikologle
Department of Toxicology

CONTENTS

SIGNATURES
GLP STATEMENT
STATEMENT OF THE QUALITY ASSURANCE UNIT
LIST OF CONTENTS

SUMMARY and CONCLUSION
TEST SUBSTANCE
METHOD

Guideline(s)

Reasons for the selection of the concentrations
Preparation of the test solutions/dispersions
Verification of the test concentrations
Retention of records

TEST ANIMALS
Housing

TEST PROCEDURE
EXAMINATIONS
REMARKS
RESULTS

Mortality and Symptoms

pH and oxygen content

Test temperature

Analytically detected concentrations
Statistical evaluation

LCgo after 1 hour (nominal conc.
LCgy, after 4 hours (nominal conc.
LCyo after 24 hours (nominal conc.
LCyo after 48 hours (nominal conc.
LCspo after 72 hours (nominal conc.
LCso after 96 hours (nominal conc.

N Nt Vst st Vvl Sna?

Page

P Pt fumg Pumg
~N — et Py

w

un <+ - W W W w

—
- O W~ ~ (=] ()]

Attachment: Analytical report, 0/93/13334 - 13341, 0/93/14067 - 14073

4 pages




MAY-11-'95 THU 12:14 ID:TOX/PDT REG TEL NO:313-246-5226 #17°3 PB7

12F0164/915031 PAGE 1
RAINBOW TROUT BASF AKTIENGESELLSCHAFT
(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

REPORT ON THE S8TUDY OF THE ACUTE TOXICITY

— — - - -~ un . - - o -

NAME OF TEST SUBSTANCE: ETHYLVIOLETTBASE

TESTING FACILITY: BASF AKTIENGESELLSCHAFT, DEPARTMENT OF TOXICOLOGY,
D-67056 LUDWIGSHAFEN, FRG

ANIMAL SPECIES: RAINBOW TROUT (ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792)

- ——— e e o o o o o o 7 M e o s e o . 0. e B e, B . e s e S o . i . 0, e s

PROJECT NO.: 12F0164/915031 -
S8PONSOR: BASF AKTIENGESELLSCHAFY
SUMMARY AND CONCLUSION:

LC 50 (MICROGRAM/L; NOMINAL CONCENTRATIONS ) AFTER

1H GREATER 100 (PG/L) ( 1% EIGNIFICANCE LEVEL)
4H GREATER 100 (FG/L) ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)
24H GREATER 100 (FG/L) ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)
48H GREATER 100 (uG/L) ( St SIGNIFICANCE LEVEL)
72H GREATER 46 (MG/L) ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)
LOWER 100 {(W8/L) ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)

96H EQUALS 31.6 (#G/L) SLOPE FACTOR = 1.53

SYMPTOMS :

ACCELERATED RESPIRATION, APATHY, GASPING, HEADSTAND,
NARCOTIC-LIKE STATE, SWIMMING AT WATER SURFACE

NO OBSERVED EFFECT CONCENTRATION: 10 MICROGRAM/L
MAXIMUN CONCENTRATION TESTED CAUSING NO MORTALITY: 10 MICROGRAM/L
MINIMUM CONCENTRATION TESTED CAUSING 1008 MORTALITY: 100 MICROGRANM/EL

ATTACHMENT: ANALYTICAL REPORT 0/93/13334~13341--0/93/14067-14073

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.
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RAINBOW TROUT BASF AKTIENGESELLSCHAFT
(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

TEST SUBSTANCE:

TEST SUBSTANCE NO.:. 91/164

NAME OF TEST SUBSTANCE: ETHYLVIOLETTBASB

BATCH NQ.: 91/99

DEGREE OF PURITY: > Y5% (INFORMATION FROM THE SPONSOR)

STABILITY IN WATER: ClF. ANALYTICAL CONCENTRATION CONTROL
HOMOGENEITY: ENSURED BY ‘'ME H1GH GRADE OF PURITY

STABILITY: THE STABILI''Y OF THE TEST SUBSTANCE FOR A PERIOD OF 2
YEARS HAS BEEN PROVED BY REANALYSIS. ABOUT 3 MONTHS AFTER THE REANA-

LYSIS THE STUDY WAS PERFOMMED; THE STABILITY CAN BE TAKEN FOR GRANTED,

SOLUBILITY IN WATER: 1NSOLUBLE (INFORMATION FROM THE SPONSOR
(CF. REMARKS P. 6) ’

PHYSICAL STATE: SOLLD

CHARACTERIZATION: DETA}LS ON THE CHARACTERIZATION ARE INCLUDED
IN THE RAW DATA AND MAY BE REQUESTED FROM THE

SPONSOR.
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12F0164/915031 PAGE 3
RAINBOW TROUT BASF AKTIENGESELLSCHAPT
(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

METHOD: (SEE BASF PROTOCOL, DATED MARCH 24, 1993)

THE STUDY PROCEDURES FOR THIS INVESTIGATION WERE BASED ON THE
FOLLOWING GUIDELINES: .

ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT (OECD), OECD
GUIDELINES FOR TRBSTING OF CHEMICALS, GUIDELINE NO. 203: *"FISH ACUTE
TOXICITY TEST", ADOPTED APRIL 4, 1984, CONSIDERING THE UPDATED
VBRSION, ADOPTED JULY 1992; STATIC SYSTEM.

THIS GUIDELINE ALSO COVERS THE REQUIREMENTS OF THE EEC DIRECTIVE
84/449, C.1; "ACUTE TOXICITY FOR FISH" INCLUDING THE UPDATED VERSION
OF DECEMBER 1992 (L 3U3A/163)

REASONS FOR THE SELECTION OF THE CONCENTRATIONS:
BASED ON THE RESULTS OF 3 RANGE FINDING STUDIES (LC S50 AFTER 96 H:

- BETWEEN -10- AND 50 PG/L USING- TWEEN - 80 -AS DISSOLVING/DISPERSING AGENT
RESP. SLIGHT MORT. (3/10) AT THE CONC. 10 PG/L USING ACETONE.AS SOL-
VENT) THE CONC., SPACED BY A FACTOR OF ABOUT 2.2, WERE FIXED AS
FOLLOWS: 2.15, 4.64, 10.0, 21.5, 46.4 AND 100 MICROGRAM/L.

THE CONC. WERE NOT CORRECTED FOR TEST MATERIAL PURITY.
AN UNTREATED CONTROL AND A CARRIER CONTROL WERE INCLUDED.

RANDOM1ZATION: THE FISH WERE ALLOCATED TO THE AQUARIA FOLLOWING
A RANDOMIZATION PLAN OF THE LABORATORY.

AERATION: SLIGHT

PREPARATION OF THE TEST SUBSTANCE: THE PRODUCT DISSOLVED IN ACETONE
(0.1.G/100ML) WAS PLACED INTO GLASS VESSELS. AFTER EVAPORATION OF
THE SOLVENT THE SUBSTANCE WAS MIXED EACH WITH 10 G TWEEN 80, PRE-
MIXED WITH SMALL QUANTIT1ES OF WATER TO PREPARE A DISPERSION AND
THEN TRANSFERRED INTO THE TEST WATER USING AN ULTRA-TURRAX STIRRER,
SUBSEQUENTLY THE FISH WERE PLACED INTO THE AQUARIA WITHIN 30 MIN.
AFTER THE TEST MATERIAL WAS ADDED.

- VERIFICATION OF TEST CONCENTRATIONS:
THE TEST CONRCENTRATIONS WERE DETERMINED BY PHOTOMETRY. ;
(RESPONSIBLE: DR. RER. NAT. SCHMIDT,
CENTRAL ANALYTICAL RESEARCH LABORATORY OF BASF AKTIEN=-
GESELLSCHAFT)

RETENTION OF RBCORDS:

THE RAW DATA, THE PROTOCOL AND THE ORIGINAL OF THE REPORT ARE STORED
IN THE BASF AKTIENGESELLSCHAFT AT LEAST FOR THPE PERIOD OF TIME
SPECIFIED IN THE GLP REGULATIONS. DETAILS CONCERNING RESPONSIBILI-~
TIES OR LOCATIONS OF ARCHIVING CAN BE SEEN FROM THE RESPECTIVE

SOP'S AND FROM THE RAW DATA.
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12F0164/915031 PAGE 4
RAINBOW TROUT BASF AKTIENGESELLSCHAFT
(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

TEST ANIMALS:

W G P e . -

ANIMAL SPECIES: RAINBOW TROUT (ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792)
CONSIGNMENT DATED: JAN. 26, 1991

SUPPLIER: FORELLENHOX FREDELSLOH
MORINGEN, FRG

BREEDER: CF. SUPPLIER

BODY LENGTH: 5.26 CM (RANGE: 4.5 - 6.2)

BODY WEIGHT: 1.45 G . (RANGE: 0.9 - 2.1)

CORPULENCE FACTOR OF THE BATCH*: 1.0 (DETERMINED MARCH 10, £993)
AGE: ABOUT 4 MONTHS

HOUBING:

THE FISH WERE KEPT 1IN A FLOW-THROUGH TANK IN TAP WATER, NOT CHLORI-
NATED, PASSED THROUGH AN ACTIVE CARBON FILTER AND AERATED WITH OIL-
FREE AIR,

PHOTOPERIOD: 16 HOURS LIGHT ARD 8 HOURS DARK

TOTAL HARDNESS ABOUT 2.5 MMOL/L (= ABOUT 250 MG/L CACO3)

ACID CAPACITY ABOUT 5.5 MMOL/L

OXYGEN CONTENT > 60% OF MAXIMUM SATURATION

PH ABOUT 8.0

DURATION OF HOUSING: ABOUT 2 MONTHS
WATER TEMPERATURE: 12 CENTIGRADE
MORTALITY DURING THE LAST 2 WEEKS OF HOUSINGS 0%

MEDICAL TREATMENT: A FEW DAYS AFTER ARRIVAL PROPHYLACTICAL TREATMENT
TWICE WITH 0.05 MG/L MALACHITE GREEN CHLORIDE AND
ONCE WITH 10 MG/L TETRACYCLINE HYDROCHLORIDE

DIET: BREEDING FEED FROM 'HE BREEDER AND GROWING FEED FROM
8SNIFF SPEZIALDIAETEN GMBH, SOEST, FRG
AD LIBITUM
AND ON WORKDAYS LIVE AND FROZEN ARTEMIA

* THE CORPULENCE FACTOR K 1S CALCULATED FROM THE WEIGHT W (G) AND
THE LENGTH L (CM) MEASURED FROM THE TIP OF THE MOUTH TO THE DISTAL
END OF THE CAUDAL FIN ACCORDING TO THE FORMULA K=100*W/L*#*3_
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12FP0164/915031 PAGE 5
RAINBOW TROUT BAEF AKTIENGESELLSCHAFT
(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

TEST PROCEDURE:

THE STUDY WAS CARRIED OUT ACCORDING TO THE SPECIFIC STANDARD
OPERATING PROCEDURES (SOP'S) OF THE LABORATORY FOR FISH TOXICOLOGY.

TEST WATER: MUNICIPAL WATER OF THE CITY OF FRANKENTHAL, NOT CHLORI~
NATED AND PASSED THROUGH AN ACTIVE CARBON FILTER
TOTAL HARDNESS: ABOUT 2.5 MMOL/L (=ABOUT 250 MG/L CACO3)
ACID CAPACITY ; ABOUT 5.5 MMOL/L

CA CONTENT : ABOUT 90 MG/L
MG CONTENT : ABOUT 10 MG/L
PH 1 ABOUT 7.5

THE TESYT WATER IS REGULARLY ASSAYED FOR CHEMICAL CONTA-
MINANTE BY THE MUNICIPAL AUTHORITIES OF FRANKENTHAL AND
1THE TECHN. SERVICES OF BASF AKTIENGESELLSCHAFT AS WELL
AS FOR PRESENCE OF MICROBES BY A CONTRACT LABORATORY.
PHOTOPERIOD: 16 HOURS LIGHT AND 8 HOURS DARKNESS
VOLUME OF WATER: 100 LITERS (WATER DEPTH ABOUT 40 CM)
NO. OF ANIMALS PER TESYT CONCENTRATION: 10
LOADING (G FISH / L TEST WATER): 0.15
TEST" VESSELS: GLASS AQUARIUM WITH A STAINLESS STEEL FRAME
(B0 CM X 35 CM X 46 CNM)
ONE AQUARIUM FOR EACH CONCENTRATION
TEST TEMPERATURE: 10 - 12 CENTIGRADE (TEMPERATURE~CONTROLLED ROOM)
ADAPTATION: TEST CONDITIONS CORRESPONDED TO HOUSING CONDITIONS.
TEST PERIOD: MARCH 29 - APRIL 2, 1993 .

WITHDRAWAL OF FOOD: )1 DAY BEFORE AND DURING EXPOSURE




—= -—— MAY=11-"95 THU 12:17 ID:TOX/PDT REG TEL ND:313-246-5226 #173 P12

12F0164/915031 ; PAGE 6
RAINBOW TROUT BASF AKTIENGESELLSCHAFT
(ONCORHYNCHUS MYKIBS WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY
BXAMINATIONG:

DETERMINATION OF MORTALITY AND SYMPTOMS;

DETERMINATION OR CALCULATION OF THE MEDIAN LETHAL CONCENTRATION
(LC 50) AND, IF POSSIBLE, THE LC 5 AND THE LC 95 USING THE PROBIT
ANALYSIS* AFTER HOURS (NOMINAL CONC.): 1, 4, 24, 48, 72, 96

REMARKS: THE TEST SOLUTIONS WERE COMPLETELY DISSOLVED AND COLORED.

U e o e G S S S ] o e v e S Bt St et e e ot et Bty o e W S QP i S S gy W ) R S Y A R PR D S S N o B Y A S S S Y S 0 o

* FINNEY, D.J., PROBIT ANALYSIS, CAMBR. UNIV. PRESS, 3RD ED., 1971
CERTAIN ASPECTS OF TH1S METHOD HAVE BEEN MODIFIED. THE EXACT
PROCEDURE CAN BE SEEN FROM THE STANDARD OPERATING PROCEDURES OF

THE LABORATORY.
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(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792)

RESULTS 1

NOMINAL NUMBER
CONC. OF FISH
(pG/L) l
P?.ls 10
4.64 10
10.00 10
21.50 10
46.40 10
100.00 10

coocoocoo0o X

0.00 lo
0.00% 10

o O

— ...TEL NO:313-246-5226
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BABF AKTIENGESELLECHAPT

DEAD FISH AFTER

q 24 48

So0o000co0ox
SCoococoom
000 OoOOMm
coocooom

o
[ = I =
(=]

DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

[*~]
on

'—l
=N B N-W-W-W..

(==

NOMINAL
CONC.
(FG/L) 1 H
2.15
4.64
10.00
21.50
46.40
100.00

0.00
0.00=

EXPLANATION OF BYMPTOMS:
A=APATHY
E=EXOPHTHALMOS
HaHYPERREFLEXIA
L=GASPING
ToTUMBLING
V=DISCOLORATION
XasACCELERATED RESPIRATION
()=SLIGHT TO VERY GLIGHT

T 00 G U s e e Bet Tt TS D s e e s S S S W S IO S S e S S

®* = SOLVENT CONTROL

o " " ] G " it o S S o e e P o R e

SYMPTOMS

4 H 24 H 48 H 72 H

NSWX

B=ABDOMINAL DISTENSION
FoESCAPE REFLEX
K=CONVULSIONS
N=NARCOTIC-LIKE STATE
U=RESTLESSNEES
W=HBADSTAND

96 H

A(L)
ALS

E=SWIMMING AT WATER SURFACE
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RAINBOW TROUT

(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792)

RESULTS
NOMINAL

CONC.

‘FG/L’ 1H
"2.15 8.7
4,64 8.7

10.00 8.7
21.50 8.7
46.40 8.7

100.00 8.7
0.00 8.7
0.00* 8.7

NOMINAL

CONC.

(PG/L) 1H
2.15 10.2
4.64 10.2

10.00 10.3

21.50 10.5

46.40 10.6

100.00 10.1
0.00 10.0
0.00* 10.9

_TEL NO:313-246-5226
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PAGE 8

BASF AKTIENGESELLSCHAFT

PH
4 H 24 H 48 H
8.7 8.7
8.7 8.8
8.7 8.7
8.7 8.7
8.7 8.7
8.7 8.7
8.7 8.7
8.7 8.7

OXYGEN CONTENT (MG/L)

4 H 24 H q
10.2
10.2 1
10.4 1
10.7 1
10.9 1
10.3 1

10.6
11.4

DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

e s . oo

* = BOLVENT CONTROL
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12F0164/915031 PAGE 9

RAINBOW TROUT BASF AKTIENGESELLSCHAFT
(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792) DEPARTMBENT OF TOXICOLOGY
RESULTS :
NOMINAL TEMPERATURE (CENTIGRADE)
CONC.
(pG/L) lH 4 H 24 H 8 N 72 H 96 H
2.15 11 12 12 11 12
4.64 11 12 11 11 11
10.00 12 12 11 11 11
21.50 11 1l 11 11 11
46.40 11 11 10 . 11 11
100.00 11 11 11 11
0.00 11 11 11 11 12
0.00% 11 12 12 11 12

TR 0 0t . e Y S e, T s 2 e e e e e T T e e e e e . S e i e S e [

% = SOLVENT CONTROL
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12F0164/91503) PAGE 10
RAINBQW TROUT BASF AKTIENGESELLSCHAP?T
(ONCORHYNCHUS NMYKISS WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY
RESULTS :
NOMINAL ANALYTICALLY DETECTED CONCENTRATIONS }‘F/L)
CONC.
(WG/L) 1 H 4 1 24 H 48 H 72 8 9¢ H
2.15 1.8 <1
4.64 3.8 k]
10.00 6.5 6
21.50 16 18
46,40 40 : 47
100.00 82 96
0.00 + +
0.00" ’

* = SOLVENT CONTROL

+ = NOT DETECTABLE
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RAINBOW TROUT

(ONCORMYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792)

STATISTICAL EVALUATION

NOMINAL CONCENTRATION

FISH TOXICITY AFTER

24

72

96

TEL NO:313-246-5226

#173 P17
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BASF AKTIENGESELLSCHAFT

PAGE
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14
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16

17

DEPARTMENT OF TOXICOLOGY
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12F0164/915031 PAGE 12
RAINBOW TROUT BASF AKTIENGESRLLSCHAFT
(ONCORHYNCHUS NYKISS8 WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

s o v —— —— T~~~ = - - — -

NOMINAL CONCENTRATIONS

FISH TOXICITY i1 AFTER 1H

NOMINAL NUMBER OF DEAD
CONC. F1SH FISH MORT. CONC.
(NG/L) START AFTER 1H (%) USED

2.15 10 0 0.0
4.64 10 0 0.0
10.00 10 0 0.0
21.50 10 0 0.0
46.40 10 0 0.0
100.00 10 0 0.0 ‘

LCS0 > 100.00 ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL) )
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12Fr0164/915031 ‘ PAGE 13
RAINBOW TROUT BASF AKTIENGESELLBCHAFT
(ONCORMYNCHUS MYKI8S WALBAUM 1792) DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

- o S Y P o o e S S S D i U D S B G G o WS S TR Gy Ve e e ke S (N D S D S i W SO T S S 4 s e

NOMINAL CONCENTRATIONS

BISH TOXICITY : AFTER 4H

NOMINAL NUMBER OF DEAD
CONC., FI1SH FISH MORT. CONC.
(RG/L) START AFTER dH (%) USED
A 2.15 10 0 0.0

4,64 10 0 0.0
10.00 10 0 0.0
21.50 10 0 0.0
46.40 10 0 0.0
100.00 10 0 0.0 v

LC50 > 100.00 ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL) -
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RAINBOW TROUT
(ONCORBYNRCHUS MYKISS WALBAUM 1792)

NOMINAL CONCENTRATIONS

FISH TOXICITY : AFTBR 24H

NOMINAL NUMBER OF
CONC. FISH
We/L) START

2.15 10
4.64 10
10.00 10
21.50 10
46.40 10
100.00 10

-~ o —— v o g —

TEL NO:313-246-5226

H173 P20

PAGE 14

BASF AKTIENGESELLSCHAPFT
DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

DEAD
FISH
AFTER 24H
0

oOo0coo@e

MORT.
v)
0.0

LC50 > 100.00 ( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)

CONC.
UBED
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12F0164/91503)
RAINBOW TRQUT
(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792)

- o e e e

NOMINAL CONCENTRATIONS

FISH TOXICITY : AFTER 48H

NOMINAL NUMBER OF
CONC. FISH
(HG/L) START
Fg.ls 10

4.64 10
10.00 10
21.90 10
46.40 10

100.00 10

PAGE 158
BASF AKTIENGESELLSCHAFT
DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

DEAD
FISH  MORT. CONC.
AFTER 48H (%) USED
0 0.0
0 6.0
0 0.0
0 0.0
0 0.0
1 10.0 .

LCSO > 100.00 ( 5% SIGNIFICANCE LEVEL)
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PAGE 16

BASF AXTIENGESBLLSCHAFT
DEPARTMENT OF TOXICOLOGY

NOMINAL CONCENTRATIONS

FISH TOXICITY : AFTER 72H

NOMINAL NUMBER OF
CONC. FISH

(FG/L) START

2.15 10

4.64 10

10.00 10

21.50 10

46.40 10

100.00 10

LC50 > 46.40

LC50 < 100.00

DEAD

FISH

AFTER 72

1

Coocoo0oO

MORT.

( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)

( 1% SIGNIFICANCE LEVEL)

(%)
0.0

CONC.
USED
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12F0164/915031 PAGE 17
g | 1111 BOAT (ATARSRRLLSRT
(ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM 1792) TMENT OF TOKICODOG!

- —— - e B e (o o e W GURC S U S Py s P 4 BN e S e i e

NOMINAL CONCENTRATIONS

FISBH TOXICITY : AFTER 96H

NOMINAL NUNBER OF DEAD
CONC. FISH FISH  MORT. CONC.
(rﬁ/b) START  AFTER 96H (%) USED
2.1% 10 0 0.0
4.64 10 0 0.0
10.00 10 0 0.0 *
21.50 10 2 20.0 *
46.40 10 8 80.0 *
100.00 10 10 100.0 *

MODEL OF THE DOSE RESPONSE .

RELATIONSHIP F(P) = A + B * LN(K)
SYMBOLS : K = CONCENTRATION
4 = RELATIVE FREQUENCY

OF DEAD ANIMALS
AFTER EXPOSURE WITH K

F = INVBRSE FUNCTION OF THE
CUMULATIVE STANDARD
NORMAL DISTRIBUTION

LN = NATURAL LOGARITHM
A.B = MNODEL PARANETERS
RESULT A= -8.12 STAND. ERROR A = 2.38
' B = 2.35 STAND. ERROR B w 0.68
A CHANGE IN CONCENTRATION
BY SLOPE FACTOR ~ 1.53
REBULTB IN A CHANGE IN EFFECT OF 1 PROBIT
DEGREES OF FREEDOM = 2
TEGTING FOR
HOMOGENBITY CHI**2 VALUEB = 0.11
DREGREES OF FRBEDOM = 2
CHI**2 PROBABILITY = 5.24%
HOMOGENBITY = YRS
CONFIDENCE LIMITS 954
CONCENTRATION LOWER UPPER
LCS0 31.59 22,99 43.42
LC 5 15.70 5.92 21.91

LC9S 63.56 45.52 168.69
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ZSZ Analytik
) Group: PHO

Attachment | BASF -

Analytical Report

Concentration Control of “Ethylviolettbasa™ In Tap Water

1. Sender;

2. Z8T project no:
3. Test substance:
4. Batch no:

S. Camler:

8. Date of sample preparation:

7. Date of recelpt of sample:
8. Starage conditions before start of test: refrigerator

9. Analytical method:

Apparatus:
Reagents:
Sample preparation:

Measuring parameters:

Evaluation:

10. Resuits:

11.

Retention of records:

date of test anal. value

Anal.Nr. 0/83/13334-13341 -

Dr. Munk, ZST
12F0164/915031
Ethylviolettbase
91/99

tap water

29. March 1603
29. March 1893

photometry
spectrophotometer
tap water, Tween 80

9 parts of the samples wera diluted with 1 part of methanol, to obtain
clear solutions.

wavelength: 508 nm

calie: » 10 em quartz

reference: mixture of tap water (with 0.1 g1 Tween 80
: added) and methanol in the ratio 9:1

The specific absorbance of the test substance was determined
separately and used for the calculation of the concentration.

{ma/f

30,March 93 (leas than 0.001)

30.March 83 . Q.0018

30.March 83 . 0.0038

30.March 83 . 0.0071

30.March 83 , -0.0168

30.March 93 . 0.040

Digcusalon of results:

30.March 83 . | .01

The concentrations found are lower than the expected concentrations. The deviation is between 14 %
and 18 % for the samples 1,2,5 and 6 and between 23 % and 33 % for the samples 3 and 4. ‘

The determinations were carried out according to GLP.

GLP-archive ZSZ, E 210.

A r n sals l a Dana Q"l
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2SZ Analytik

TEL ND:313-246-5226

' STATEMENT OF THE QUALITY ASSURANCE UNIT

Z8Z-No (analysis)

8173 P25

BASF

0/ 93/ 13334-13341

153  is the code of the analytical departsent of RASF, Ludwigshafen, Gersany.

153-¥0 is the 25f-code of analysed sample(s).

Z8T-Mo (substance)
‘ (project)

Tast substance "Bthylviolettbase"

Analytical Report:

.

Title of report

12 F 0164/ 915031

Concentration Control of "Ethylviolettbase" in

Tap Water.
Dr.SCHMIDT

Author / Stud.dir.

Date of report 16.04.93 (dd.m.yy)

The laborataries and the conduct of analytical studies are inspectsd in regular intervals. Besides these
ons ve ingpected the following items concerning this special study. - Pindings are repor-

general iespacti
tad to analytical study director and his managesent.

Inspection of Date of Reported to
. inspection study director
and managemeant

Raw data

} 23.04.93 ]— 23.04.923
Analytiocal report

Ludwigshafen L L, . chn wdh 23.04.93
Dr.H.W.SCHNELL (Date: d4m.yy)

(gstats 1;19.07.91)
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ZSZ Analytik

. Group: PHO

_TEL NO:313-246-5226

H173 P26

BASF

Analytical Report

Concentration Control of “Ethyiviolettbaae™ In Tap Water

1. Sender:

2. ZST project no:
3. Test substance:

4, Batch no:
S. Carrier:

8. Date of sample preparation:
7. Date of recelpt of sampis:

8. Storage conditions before start of test:
9. Analytical method:

Apparatus:
Reagents:

Sample preparation:

Measuring paramsters:

Evaluation:

10. Results:

| expocted conc.

Anal.Nr. O/93/14087-14073

Dr. Munk, ZST
12F0164/915031
Ethyiviolettbase

9199
tap water

29. March 1883
02. April 1993

refrigerator
photometry

spectrophotometer
tap water, Twean 80 i
9 parts of the samples were diluted with 1 part of mathanol, to obtaln

dato of teat

clear solutions.

wavelength: 589 nm

colie: 10 ¢m quartz

reference: mixture of tap water (with 0.1.g/1 Tween 80
added) and methanol In the ratio 8:1

The specific absorbance of the test substance was determined
separately and used for the calculation of the concentration.

1. Discussion of results:

anal. value anal. value moan value

imom __ | [meN [mo/] mg/l
0 0 (control sampie) | 02. Apil 93 | not detectable _(less than 0.001)
1 0.00215 02. Apil 83 < 0,001 < 0.001 < 0,001
2 0.00464 02. April 83 0.0038 0.0023 0.003
3 0.01 02. April 83 0.0053 0.0063 0.008
4 0.0215 02. Apri 83 0.018 0.019 0.018
5 0.0464 02. Aprii93 | 0.046 0.047 0.047 1
¢ o1 lo2Avies | o085 |

The concentrations found are partially lower than the expected concentrations. The deviation is
between 35 % and 40 % for the samples 2 and 3 and 18 % for sample 4.

The determinations were carried out according to GLP.
Retention of records: GLP-archive ZSZ, E 210.

0

Snadd | Wl A W

0 (i
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" 282 Analytix o BASE

STATEMENT OF THE QUALITY ASSURANCE UNIT

0/ 93/ 14067-14073

Z8Z-No (analysis)

- 155 is the code of the analytical departuent of BASP, Ludvigebafen, Garmany.
181-%ic is the 181-code of analysed sample(s).

ZST-¥o (substanca)
(project) 12 F 0164/ 915031

(2]

"Ethylvioclettbase"

-

Test substance

Analytical Report:
Concentration Control of "Ethylviolettbaae" in

Tap Water.

Title of report

Dr.SCHMIDT

Author / Stud.dir.

Date of report 16.04.93 (d.m.yy)

e laborstories and the conduct of analytical studies are inspectsd in regular intarvals, Besides these
general inspections we inspected the following iteas concerning this: special study. - Pindings are repor-
tad to analytical study director ad bis manageseat.

Inspection of Date of Reported to
inspection study director
and management
Raw data
} 23.04.93 ]- - 23.04.93
Analytical report
Dr .H.W.SCHNELL (Date: 4&.m.yy)

Llastate 1:10.07.01)




2/20441)

Srr ] . C
E:i‘\;*;“j el
¥ K emd S

Medizinisch-Biologische
Forschungslaboratorien

- Gewerbehygiene und
Toxikologie

lo. Okt. 1975/mg

"

Bericht {iber die Priifung von

Benzol BEAN E’f,«/f)

auf praenatale Toxizitdt an Mausen

nach oraler Applikation.

- -
. A
3
3 I
’ 3 .’__
XXW/é'u{/( o 3
R
e
~d
N

BrﬁaHAﬁ--12)931,/$?§Z47;,



R
. .

L L] [ 3 L]

o= VI

VWY U1 8 o b\

* o ot o o o o
NN =~

o & & o & o .
OlowWwn O

OOOM®M O I AN A O

-

2/20441)

BASE
Medizinisch-Biologische
Forschungslaboratorien

-1 - - Gewerbehygiene und
Toxikologie

Inhaltsverzeichndis

' ZUSAMMENFASSUNG
EINLEITUNG
MATERIAL
VERSUCHSANORDNUNG

Tiere

akvte orale Toxizitit

Versuchsgruppe, Zahl triachtiger Tiere,
Applikationsmenge

Durchfiihrung und Applikatioa

Haltung und Fitterung
Schnittentbindung

UNTERSUCHUNGEN wihrcend des Versuchsablaufes

Kérpergewicht
klinische Symptome
Mortalitit

UNTERSUCHUNGEN nach Totung der Tiere

Implantationen

lebende Foeten

Gesamtzahl abgestorbener Implantate

Gewicht, Linge und Gewicht der Placenten lebender
Foeten

Makroskopisch-pathologische Beurteilung der Tilere
Befunde an Foeten nach Schnittentbindung
Skeletbeurteilung der Foeten

Organbeurteilung der Foeten

STATISTISCHE AUGSWERTUNG
ERGEBNISSE

Untersuchungen «.inrend des Versuchsablaufes
Korpergewicht

klinische Svmoptcne

Mortalitidt



120441)

> -
BASH
Medizinisch-Biclogische

Forschungslaboratorien

-2 - < Gewerbehygiene und
Toxikologie

UNTERSUCHUNGEN nach Tdtung der Tiere

Implantationen

lebende Foeten

Gesamtzahl abgestorbener Implantate und prozentu-
aler Anteil

Gewicht, Linge und Gewicht der Placenten lebender
Foeten

Makroskopisch-pathologische Beurteilung der Tiere
Befunde an Foeten nach Schnittentbindung

Skelet- und Organbeurteilung der Foeten

LITERATUR

Seite
20
21
22
23

24

25
26

27



120441)

Medizinisch-Biologische

- Forschungslaboratorien

- } - Gewerbehygicene und
Toxikologie

ZUSAMMENFASSUNG

Benzol wurde auf praenatale Toxizitdt an MZusen nach zehn-
maliger oraler Gabe gepriift.

Die Untersuchungen wurden nach den Richtlinien der FDA
durchgefithrt (1966).

Die mittlere letale Dosis (LD So_ berechnet nach LITCEFIELD
und WILCOXON) stellte die BezugsgriBe fiir die in den Ver-
suchen applizierte Substanzmenge dar. Sie betrug nach ein-
maliger oraler Gabe und einer Nachbeobachtungszeit von 14
Tagen filr die Maus 9600 (7860 - 11710) pl/kg Kirpergewicht

Die fiir den Versuch verwendeten Substanzmengen betrugen 6«
und 1920 pl/kg Korpergewicht, entsprechend 1/15 und 1/5 LD
Zur Xontrolle wurden Tiere mit Olivendl behandelt bzw. blie
ben unbehandelt.

Die orale Applikation der in Olivensl geldsten Cubstanz
(Applikationsvolumen = lo ml/kg Kdrpergewicht/.ar)erfolgte
mit Schlundsonde vom 6.-15. Tag post coitum (= z~hnmalige
Behandlung)

Die Schnittentbindung wurde am 18. Tag post cc..-.a vorge-
nommen.

Alle Foeten wurden auf HuSerlich erkennbare, - '3 der
Foeten eines VWurfes auf Skeletmibildungen, " ir:.:::iicnen wunc
Retardierungen und 1/3 der Foeten eines wur:!ss .uf Organ-

mifbildungen, Variationen und Retardierung:n . . rsucht.
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Bei der Sektion am 18. Tag post coltum wurden die Mutter-
tiere auBerdem auf makroskopisch diagnostiziervare patho-
logische Verdnderungen untersucht.

Orale Gaben von 64o ul Benzol pro kg Korpergewicht fihrten
zZu einé} etwas verringerten Gewichtszunahme der behandelte:
Muttertiere. Ab dem 11, Versuchstag konnte bei den Tieren
Unruhe und Zittern im Wechsel mit Apathie festgestellt wer
den. Bei allen weiteren untersuchten Parametern lieBen sic
keine Verdnderungen erkennen, die auf die Benzolgabe zu-
rilckgefiihrt werden miissen.

Insbesondere die an den Foeten erhobenen Befunde, wie MiB~
bildungen, Variationen und Retardierungen von Organen und
Skelet entsprachen in der Hiufigkeit ihres Auftretens und
in ihrer Art den spontan auftretenden Verinderungen bei
NMRI-M#dusen.

Orale Gaben von 1920 ¢l Benzol pro kg Korpergewicht fiihrte
bei den Tieren zu einef verringerten durchschnittlichen Ge
wichtszunahme, was auf die erhdhte embryonale Absterberate
zuriickgefilhrt werden kann. Die Tiere zeigten ab dem 8. Be-
handlungstag nach der Behandlung Zittern, Unruhe und danac
Apathie. Bei einem Tier kam es im Verlauf der Trdchtigkeit
zum Abort von 8 Poeten. Benzol wirkte in dieser Dosierung
embryoletal. Ca. 23% der Keime starben 2b. Cle Foecten der
behandelten Muttertiere warea untergewichtig und wiesen

vermehrt Migbildungen zuf. Da MiBbildungen auftraten, die
spontan selten cu beobachten sind, muB eine teratogene Wir
kung durch diese fir Embryonen toxische Benzoldosis ange-

nommen werden.

/%L/CMV - th

Dr.med.H. ZELLER Dr.medLvet.J. PEH
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~ EINIEITUNG

Benzol sollte auf seine praenatale Toxizitdt an Mdusen
nach wiederholter oraler Applikation geprift werden.

Die Untersuchungen wurden in Anlehnung an die Richtlinien
der FDA (1966) im April/Mai 1974 durchgefiihrt.

Im folgenden werden die Ergebnisse dieser Untersuchungen

mitgeteilt.



41)

3. MATERIAL

Substanzbezelchnung:

chemische Bezeichnung:

unsére Substanz-~-Nr.:

Strukturformel:

Medizinisch-Biologische
Forschungslaboratorien

Gewerbehygiene und
Toxikologie

Benzol
Benzol p.a.

¥XIII/541

Die Untersuchungen wurden mit Benzol p.a. der
Firma Merck-Schuchardt durchgefihrt.
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VERSUCHSANORDNUNG

Tiere

Fiir die Untersuchungen wurden 1lo6 weibliche Albino-
Miuse mit Vaginalpfropf eingesetzt. (Miuse: Stamm NMRI-
SPF-Zucht Firma WIGA, Sulzfeld).

Die Befruchtung der Tiere erfolgte vormittags zwischen
8.00 und lo.oo Uhr durch unbehandelte Bdcke von gepriifte
Fertilitat der selbeﬁ Zucht. Wurde nach diesen 2 Stunden
bei deh weiblichen Tieren ein Vaginalpfropf nachgewiesen,
s0 galten die Tiere als befruchtet. Dieser Tag wurde als
Tag O der Trichtigkeit, die folgenden Tage als 1. bis 18.
Tag post coitum bezeichnet.
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Akute orale Toxizitat

Die mittlere letale Dosis (1D So.berechnet nach LITCHFIELD:
WILCOXON) betrug bei einer Nachbeobachtungszeit von 14 Ta-

gen fir die
Maus oral = 9600 (7870-1171o) wl/kg Korpergewicht.

L AR

i . . e
Die Substanz wurde den MZusen in Form von Zo-60%igen Lo-

sungen in Olivendl DAB 7 verabreicht.

Bestimmung der akuten Toxizitdt

verwendete Dosis verendete/eingesetzte Tiere
pl/kg nach 14 Tagen
12500 7/10
looo00 6/10
8o00 2/1o

6400 0/1o
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Gewerbehygiene und

Toxikologie
4.3 - Versuchsgruppe, Zahl tridchtiger Tiere,

Applikationsmenge

Vizsughs' Zahl trichtiger Applikations-

grupp Tiere menge
0 22 Kontrolle unbehandel
1 22 lo ml/kg Olivensl
2 23 ) 640 ul Benzol/xg
3 19 "7 > (1920 pl Benzol/kg

~ 'y
AN

Die Applikationsmengen entsprachen 1/15 und 1/5 der 1D 5o.

Die Tiere wurden nach Auffinden eines Vaginalpfropfes zu-
fallsbedingt auf die Versuchsgruppen verteilt.
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Durchfiihrung und Applikation

Die Durchfithrung der Untersuchungen entsprach den Richt-
linien der FDA (1966).

Die Dosis der vom 6.-15. Tag post coitum applizierten Sub-
stanz wurde auf das Gewicht jeder Maus am Tag O der Tracht:
keit (= Nachweils eines Vaginalpfropfes) bezogen.

Die orale Applikation der in Olivendl geldsten Substanz er.
folgte mit Schlundsonde vom 6.-15. Tag post coitum tdglich
einmal zwischen 1l.00 und 12.00 Uhr. Die Ldsungen wurden
tiglich frisch zubereitet.

Die Konzentration der ISsung wurde so eingestellt, daB die
pro kg Maus zu applizierende Substanzmenge in einem YVVolume:

von lo ml enthalten war.

Weitere Tiere blieben zur Kontrolle unbehandelt.
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Haltung und Fitterung

Je 5 Tiere waren in Makrolon-Kidfigen, Typ D2, in klima-
tisierten RHumen untergebracht. Die Raumtemperatur be-
trug 22 + 29c bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von

55 + 5 %.

Der Tag-/Nachtrhythmus betrug 12 Stunden( 12 Stunden Licht
von 6-18 Uhr und 12 Stunden Dunkelheit von 18-6 Uhr).
Standartisiertes pelletiertes Futter Altromin-R der Firma
Altrogge, Lage/Lippe und Trinkwasser standen ad libitum

zur Verfigung.
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Schnittentbindung

Am 18. Tag post coitum wurden alle Tiere getdtet und

Medizinisch-Biologische
Forschungslaboratorien
Gewerbehygiene und
Toxikologie

die Foeten durch Kaiserschnitt entwickelt.
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5.2

5.5
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UNTERSUCHUNGEN widhrend des Versuchsablaufes

Korpergewicht

Das Korpergewicht der Tiere wurde 3 x wdchentlich
bestimmt.

Klinische Symptome

Die Tiere wurden tidglich auf klinisch erkennbare
Vergiftungssymptome kontrolliert.

Mortalitdt

Es wurde tidglich auf Todesfiélle geachtet.
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6.3
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UNTERSUCHUNGEN nach Tdtung der Tilere

Nach Erdffnung des Uterus wurden die Implantations-

und Resorptionsstellen, die Zahl lebender und abgestor-
bener Foeten registriert. Von den lebenden Foeten wurden
Koérpergewicht, Linge und Geschlecht sowie das Gewicht der
Placenten bestimmt. Jeder Foet wurde auf duBerlich er-
kennbare Verinderungen untersucht. Im einzelnen wurden
zur Beurteilung folgende Parameter herangezogen:

Implantationen

Es wurde die Gesamtzahl der Implantationen bestimmc.

lebende Foeten

Es wurde die Gesamtzahl lebender Foeten und die Zahl
ménnlicher und weiblicher Foeten bestimmt.

Gesamtzahl abgestorbener Implantate und prozentualer
Anteil '

Die Gesamtzahl abgestorbener Implantate setzt sich zusammer
aus: A

Resorptionen und

toten Foeten.

Die Einteilung der Resorptionen erfolgte in Anlehnung sn
eine Einteilung von ROLL und BAR (2).
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Es wurde unterschieden zwischen:
Frithresorptionen (nach SALEWSKI (3))

Zu ihrer Feststellung wurden die Uteri schelnbar nicht
trichtiger Tiere sowie das leere Uterushorn bei Einhorn-
tréchtigkeit in lo %ige Ammoniumsulfidl8sung gelegt darin
fiur ca. 5 Minuten belassen und danach erneut beurteilt.
Die im frithen Stadium der Trichtigkelt abgestorbenen Keime
sind danach als dunkelbraune Keime erkennbar.

Frilhresorptionen

Sie sind als Implantationsstellen an der Uterusschleim-
haut mit bloBSem Auge erkennbar.

Frilhresorptionen (nach SALEWSKI) und Frilhresorptionen
wurden fiir die Tabellen zusammengefa8t und als Frihresorp-
tionen ausgedruckt.

Mittelspdte Resorptionen

Mittelspdte Resorptionen sind abgestorbene und resorbiercte
Keime zwischen dem 11. und 13. Tag post coitum.

Sp¥dtresorptionen

Spdtresorptionen sind abgestorbene und resorbierte Keime
zwischen dem 14, und 16. Tag post coitum. )
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Gewicht, Linge und Gewicht der Placenten lebender
Foeten ‘

Makroskopisch-pathologische Beurteilung der Tiere

Die Organe aller Tiere wurden bei der Sektion makros-
kopisch auf pathologische Verinderungen an den inneren

Organen untersucht.

Befunde an Foeten nach Schnittentbindung

Es wurden alle Ver#dnderungen der lebenden Foeten bewertet.

Skeletbeurteilung der Foeten

Fiir die Beurteilung des Skeletsystems wurden von Jedem
Muttertier 2/3 der lebenden Foeten (nach Zufallskriterien
ausgewdhlt) nach einer modifizierten DAVWSON-Methode (4)
behandelt. Dafiir wurden die Foeten zundchst in 96%igem
Alkohol fixiert, spdter mit Kalilauge aufgehellt und mit
Alizarinrot-S angefidrbt. Die Aufbewahrung der Foeten er-
folgte in loo %igem Glyzerin. Die Skeletbeurteilung er-
streckté sich auf MiBbildungen, Variationen und Retardier-

ungen.
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Organbeurteilung der Foeten

Zur Beurteilung von OrganmiBbildungen, Variationen und

Retardierungen wurde das restliche Drittel der Foeten

jedes Muttertieres in BOUIN'scher Losung ca. 14 Tage lang
fixiert und nach der Methode WILSON (5) von jedem Foeten
ca. 15 Transversalschnitte angefertigt und besurteilt.
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STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die aus den Parametern, Gewicht, Linge und Placentenge-
wicht minnlicher und weiblicher Foeten angefallenen
Einzelwerte der Versuchsgruppen wurden einer Varianzana-
lyse unterzogen. Wies diese Varianzanalyse einen signifi-
kanten Einflu8 auf (S £ 95%) wurden mittels t-Test die
Werte der einzelnen Gruppen paarwelse miteinander ver-

glichen. Signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kon-
>

trolltiergruppe wurden ausgedruckt ( + £ 95 %, ++ = 95 %).

Die aus den Parametern abgestorbenen Implantate und Mig-
bildungen angefallenen Werte der Versuchsgruppen wurden
eihem Mehrfeldertest unterzogen. Wies dieser Mehrfeldertes
einen signifikanten Einflu8 auf, (S Z 95 %) wurden mittels
Vierfeldertest die Werte paarweise verglichen und signifi-
kante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolltiergruppe
ausgedruckt ( x Z g5 %, Z g9 %).

Die Berechnungen erfolgten im Rechenzentrum der BASF.
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ERGEBNISSE

Untersuchungen wihrend des Versuchsablaufes

Korpergewicht (Tabellen 1-4 und Abbildung 1)

Wie aus den Tabellen und der Abbildung 1 hervorgeht,
nahmen die Tiere, die 640 oder 1920 pl/kg Korperge-
wicht erhielten geringer an Gewicht zu, wie die mit
0liven8l behandelten bzw. unbehandelten Kontrolitiere.

Klinlsche Symptome

Tiere, die 640 wl/kg Korpergewicht erhalten hatten,
zeigten nach der Behandlung am 1ll. und 12. Tag Zittern
und .Unruhe, danach Apathie und beschleunigte Atmung.

Tiere, die 1920 pl/kg Korpergewicht erhielten, zeigten vom
8.-12. Tag nach der Behandlung Zittern und Unruhe, danach

Apathie,.

Mortalitit (Tabelle 5)

Bei Tieren, die wiederholt 640 pnl Benzol pro kg Kdrperge-

wicht erhalten hatten, traten keine Todesfdlle ein.

Nach Gabe von 1920 ul/kg Korpergewicht kam ein Tier am

7. Tag post coitum ad exitum. Bel der Sektion des Tieres
wurden béidseitig VergrdBerung der Ohrspeicheldriise fest-

gestellt.
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UNTERSUCHUNGEN nach Tdtung der Tiere (Tabellen 5-14)

Insgesamt wurden 909 lebende Foeten entwickelt und
untersucht. In der folgenden Tabelle sind neben der
Geschlechtsverteilung der Foeten auch die Zahl der fir
die Skelet und die Organuntersuchung-ausgewiZhlten Foe-

ten angegeben.

Medizinisch-Biologische

Forschungslaboratorien

Gewerbehygiene und -’
Toxikologie

Versuchs- lebende mdnnl. weibl. Skelet- Organ-
gruppe Foeten Foeten beurteilung
0 234 114 120 155 79
1l 269 142 127 179 90
2 231 126 105 155 76
> 175 96 79 117 58
Summe 909 478 4331 606 2303
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Implantationen (Tabellen 5,7-14)

In der durchschnittlichen Zahl an Implantationen konnte

keine Veridnderung festgestellt werden.
Es ergaben sich folgende Mittelwerte fiur die Zahl der

Implantationen in den Versuchsgruppen:

Versuchsgruppe
Versuchsgruppe
Versuchsgruppe
Versuchsgruppe

N =~ O

(|

Kontrolle unbehandelt

Kontrolle Olivendl
640 pnl/kg

1920 pl/kg

12,27
13,95
12,17
12,58
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Lebende Foeten (Tabellen 5 - 14)

Nach Gabe von 640 pl/kg Korpergewicht konnte in der
durchschnittlichen Zahl lebender Foeten keine Veridnderung
festgestellt werden.

Nach Gabe von 1920 il Benzol pro kg Korpergewicht war die
Zahl lebender Foeten erniedrigt.

Der prozentuale Anteil lebender Foeten, bezogen auf Im-
plantationen, ergab folgende Werte:

Versuchsgruppe O: Kontrolle unbehandelt 86,67 %
Versuchsgruppe 1: Kontrolle Oliven&l 87,62 %
Versuchsgruppe 2: 640 1wl Benzol/kg 82,50 %
Korpergewicht
Versuchsgruppe 3: 1920 il Benzol/kg 76,57 %

Korpergewicht
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Gesamtzahl abgestorbener Implantate und
prozentualer Anteil

(Tabelle 5)

Nach Gabe von 640 pl Benzol/kg Korpergewicht konnte im
prozentualen Anteil abgestorbener Implantate keine Ver-

dnderung festgestellt werden.

Nach Gabe von 1920 pl Benzol/kg Korpergewicht war der
prozentuale Anteil abgestorbener Implantate erhdht.

(Signifikanz 99 %).
Die Embryonen starben zu allen Phasen der Trdchtigkeit ab.

Es wurden auch vermehrt tote Foeten festgestellt.
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Gewicht, Linge lebender Foeten und Gewicht der
Placenten

(Tabellen 6 - 14)

Gewicht

Nach Gabe von 640 ul Benzol/kg Korpergewicht konnte im
durchschnittlichen Gewicht der Foeten keine Verdnderung
festgestellt werden.

Nach Gabe von 1920 pl Benzol/kg Korpergewicht var das
durchschnittliche Gewicht der Foeten verringert

(Signifikanz 99 %).
Die Zahl der runts war erhdht.

Linge

Nach Gabe von 640 pl Benzol/kg Korpergewicht konnte in

der durchschnittlichen Linge der Foeten keine Verinderung

festgestellt werden.

Nach Gabe von 1920 pl Benzol/kg Korpergewicht waren die
Foeten kleiner (Signifikanz 99 %).

Gewicht der Placenten

Im durch§chn1ttlichen Gewicht der Placenten koennte weder
nach Gabe von 640 noch nach Gabe von 1920 ul Penzol/kg
Korpergewicht eine Verdnderung festgestellt wercen.
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Makroskopisch-pathologische Beurteilung der Tiere

Bei allen am 18. Tag post coitum getdteten Tieren
konnten makroskopisch keine pahtologischen Ver-
dinderungen an den inneren Organen nachgewiesen wer-
den.
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Befunde an Foeten nach Schnittentbindung

(Tabellen 15 - 22)

Von den Foeten unbehandelter Muttertiere wies ein Foet
totale Exencephalie und zwei Foeten Knickschwanz auf.

Von den Foéten, der mit Olivendl behandelten Muttertiere,
wies ein Foet totale Exencephalle auf.

Von. den Foeten, deren Muttertiere 640 pnl Benzol/kg
Korpergewicht erhalten hatten, wiesen 2 Foeten totale

Exencephalie auf.

Von den Foeten, deren Miitter 1920 pl Benzol/kg Kdrperge-
wicht erhalten hatten, wiesen 6 Foeten shortened tail
und ein Foet Knickschwanz auf.

e e —————————
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Skelet- und Organbeurteilung der Foeten

(Tabellen 15 - 22 und Abbildung 2)

Die an den Foeten erhobenen Einzelbefunde sind in den
genannten Tabellen aufgefihrt.

Von den Foeten unbehandelter Kontrolltiere wiesen insgesamt
3 Foeten (1,28 %) Migbildungen auf. Die Migbildungen be-
trafen den Kopf. Die miBgebildeten Foeten wurden bei drei
Wilrfen festgestellt.

Von den Foeten der Muttertiere, die mit Olivendl behandelt
worden waren, wiesen 8 Foeten (2,97 %) MiBbildungen auf.
Die MiBbildungen betrafen den Kopf (totale Exencephalie,
Gaumenspalte hydrocephalus internus). Die miBgebildeten
Foeten wurden bei 7 Wiirfen festgestellt.

4 Foeten der Muttertiere, die 640 wl Benzol/kg Korperge-
wicht erhalten hatten, wiesen MiSbildungen auf (1,73 %).
Der prozentuale Anteil miBgebildeter Foeten war nicht er-
héht. MiSgebildete Foeten wurden bel 3 Wirfen festgestellt.
Variationen und Retardierungen traten nich in verstarktem
MagBe auf.

Von den Foeten, deren Muttertiere 1920 pl Benzol/kg Kor-
pergewicht erhalten hatten, wiesen 12 Foeten (6,86 %)
MiBbildungen auf. Der prozentuale Anteil miggebildeter
Foeten war erhtht (Signifikanz 99 %). Die Art der MiB-
bildungen (spina bifida, shortened tail u.a.) lassen auf
eine Wirkung durch die Substanz schliefen. Die miggebilde-
ten Foeten waren jedoch nur auf 3 Wirfe verteilt. Vvariatio-
nen und Retardierungen traten nicht in vermehrtem Umfang

auf.
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