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1. Innledning

Ved kjemisk og biologisk karakterisering av tekstilt avlgpsvann og tekstil-

kjemikalier er det anvendt en rekke forskjellige metoder, og det er bestemt:

pH Biokjemisk oksygenforbruk (BOD)
Ledningsevne - BOD7

Alkalitet - BOD21

Aciditet - OECD-test

Total organisk karbon Bakterie-toksisitet

Kobber - TTC-test

Krom - Toxiguard

Fettlgselige organiske forbindelser Alge toksisitet
Kjemisk oksygenforbruk (COD) Fiske toksisitet
Fordelingskoeffisient (TLC)

De fleste av disse metodene er beskrevet i "Rapport nr. 18 fra totalprosjektet".

I det fglgende er gitt en beskrivelse av de ¢vrige metodene, foruten noen sup~-
plerende opplysninger som er nyttige ved vurdering av karakteriserings-resultatene
for de ulike tekstilkjemikaliene.

£

2. Biokjemiék oksygenforbruk (BOD7) og kjemisk oksygenforbruk (COD)

§997 — biokjemisk oksygenforbruk er bestemt etter en fellesnordisk standard

(NS 4749, SFS 3019 og SS 3019).

Inkubasjonstiden var sju de¢gn (BOD7), kjemikaliene ble lgst i vann og analysert
etter den standardiserte fortynningsmetode. For alle pr¢vevarianter ble det
utf¢rt parallelle analyser. Forsgkene ble utf¢rt med adapterte organisme-

kulturer som ble preparert péd fglgende mite:

En liter slam fra kommunalt renseanlegg tilsettes ett g sukker og 10 mg av
testkjemikaliet. Blandingen luftes i ca. 14 dager (fordampet vann erstattes)

og tilsettes i l¢pet av denne perioden ¢kende mengder av testkjemikalium:



dag 0 10 mg/1

"2 15 "
"4 20 "
"6 30 "
"8 40 "
"10 40 "
"12 40 "
"4 40 M.

De adapterte mikroorganismene anvendes til bestemmelse av BOD7.
Nitrifikasjonshemmende midler er ikke brukt. Oksygeninnholdet ble bestemt

elektrometrisk.

Kjemikaliene kan virke toksisk pd bakteriene og derved redusere den biokjemiske
oksydasjon. BOD-analysene ble derfor bestemt etter fortynningsmetoden.

Dette innebazrer BOD-bestemmelse pd en serie med ¢kende fortynning. S& lenge

det er en bakterietoksisk effekt, vil man ha ¢kende BOD med ¢kende fortynning.
Den mest korrekte BOD vil man ha ndr en fortynning ikke ¢ker BOD. En forut-
setning er at oksygenforbruket er over en viss grense (> 2 mg 0/1). Det er for
¢pvrig ogsd en forutsetning at BOD ikke er s3@ h¢y at rest-oksygen er mindre

enn 2 mg 0/1 ved inkubasjonens slutt. Den minste anvendbare konsentrasjon av
kjemikaliene ble bestemt ved COD-analysen (se nedenfor). De h¢yeste BOD-verdier
skulle vare maksimalt 5 prosent av COD-verdien. Dette vil si at 2 mg kjemikalium

pr. liter skulle gi den lavest akseptable BOD: 2 mg 0/1.

COD - kjemisk oksygenforbruk ble bestemt etter felles nordisk standard (DS 217,
NS 4748, SFS 3020 SS 02 81 42).

Kjemikaliene ble l¢st i vann (1-2 g/1), og det ble utf¢rt parallell-analyser
for hvert stoff. Kvikksg¢lv-sulfat ble brukt for & redusere effekten av even-—

tuell klorid o.1l.

Resultatene er oppgitt som oksygenforbruk pr. vektenhet kjemikalium

(kg 0/kg kjemikalium).



3. MITI-test

Denne testen er utviklet av MITI i Japan innenfor rammen av den japanske pro-

duktkontrollen: "Test Guidelines for Biodegradability Test of Chemical Sub-
stances by Microorganisms". Testen utfgres pd vannl¢sninger med 50 eller
150 mg/1l av pr¢vesubstansen. Sdm‘pbdemateriale benyttes

30 mg/l (t¢rrsubstans) returslam fra kommunalt renseanlegg. Dessuten tilsettes
neringssalter. Anilin anvendes som kontrollsubstans.
Nedbrytbarheten bestemmes i sapromat hvorved BOD kan relateres til det totale

oksygenforbruket.

Mengden av mikroorganismer som aktiveres i MITI-testen, er av stg¢rrelses—
orden lO9 - 1010/1, mens i en vanlig BOD7—test er antallet 104. Til sammen-
likning kan nevnes at et aktivslamanlegg har st¢rrelsesorden 1012 mikroorganismer

pr. liter.
4., OECD-test

Hensikten med denne metoden er & mile bionedbryting av vannlg¢selige, ikke-
flyktige kjemikalier i et aerobt system i konsentrasjonsomrddet 5-40 mg DOC/1.
En bestemt mengde av stoffet lg¢ses i et medium som inneholder en variert blan-
ding av naeringsstoffer og viktige vitaminer. Blandingen inkuberes med et lite
antall mikroorganismer fra en blandings-populasjon og luftes ved 20-25 °C i
mprke (eller i difust lys). Nedbrytingen f¢lges ved DOC analyser over en

28 de¢gns periode.

5. COD-reduksjon - biologisk nedbryting

Prinsippet for metoden er & bestemme mengden av organisk stoff (COD) fg¢r og

etter en nedbrytingsprosess med mikroorganismer.

En fortynnet testlgsning tilsettes forsedimentert kommunalt avlgpsvann som er
adaptert i l¢pet av 15-30 d¢gn til en ikke~bakterietoksisk konsentrasjon av
testsubstansen. Dessuten tilsettes NH4N03 (20 mg N/1). Blandingen inkuberes
ved 20 °C i 14 eller 21 d¢gn (14 de¢gn for tensider og carriers og 21 de¢gn for
farge—etterbehandlingsmiddel) i HACH apparatur med manometrisk avlesning av

oksygenforbruket. COD bestemmes pa& supernatanten.



6. Bioakkumulering, bestemmelse av stoffers bioakkumulerbarhet

ved hjelp av vaskekromatografi (ref. 4)

Kvantifisering av biokonsentreringspotensial

Den mest alminnelige mdte & karakterisere biokonsentreringspotensialet
for et kjemikalium har vert & eksponere en akvatisk organisme, som
oftest fisk, for vann med en konstant konsentrasjon av stoffet (Cw)

inntil stabil konsentrasjon er oppnddd i organismen (C org.).

Biokonsentreringsfaktoren (BCF) er definert som

(1).

Helt analogt definerer man fordelingskoeffisienten i et tofase-system

Cupolar fase (2)

Cpolar fase
En alternativ mdte & definere biokonsentrasjonsfaktoren pd er & be-
stemme opptakshastighetskonstanten av kjemikaliet (Kl)’ og eliminerings-

hastighetskonstanten (Kz).

P4 basis av folgende forutsetninger:

- _ Kt
at opptaksprosessen er Copp = c (1 -e ) (3)
—Kz,t
og at elimineringsprosessen er C,; = C, e (4)
dvs. Kl
BCF = — (5)
KZ

Denne mdten & beregne BCF pi har de fordeler at man ikke md vente pa
"steady state" som for sterkt lipofile stoffer, kan ta meget lang tid.
P& den annen side er ligning 3 og 4 ofte bare tilnezrmet riktige fordi
det sannsynligvis er flere hastighetskonstanter som trengs for & beregne

transporten fra vann til gjeller, blod, lever osv.
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Sammenheng mellom fordelingskoeffisient og biokonsentrering

Dersom de viktigste mekanismer for biokonsentrering er en fordeling
mellom vann og fett, sd vil en kjemisk bestemmelse av fordelings-—
koeffisienten (P) mellom en lipofil og en hydrofil fase kunne vere et

brukbart anslag for bioakkumulerbarhet.

Det er vist at fordelingskoeffisienten i oktanol/vann tofasesystem er
godt korrelert med bioakkumuleringspotensialet. Det er funnet en god

linezr sammenheng (r = 0,95) mellom

log BCF = 0,542 log P + 0,124 (6) (Neely et al. (1)).

Selv om oktanol/vann er en metode som er godt innarbeidet, er det en del

innvendinger mot denne, bl.a. at den ikke er basert pd definerte pH-nivier.

Bestemmelse av fordelingskoeffisient ved veskekromatografi

Et viktig fremskritt ved oktanol/vann-prosedyren har vart at man nu
benytter kromatografiske teknikker for & bestemme fordelingskoeffisienten.
Veskekromatografi med kolonne impregnert med oktanol og kolonner med

kjemisk bundet C. . -kjeder er brukt for & ansld organiske stoffers bio-

18
akkumuleringsgrad. I slike kolonnesystemer kan fordelingskoeffisienten

P bestemmes ved & bruke fplgende sammenheng:

= V + PV
Ve o] LC s
e = elueringsvolumet
0 = volumet som ikke er opptatt av kolonnematerialet
VS = gtasjonzre volum
P

LC = fordelingskoeffisient vaskekromatografi

Ettersom denne teknikk har vist seg & ha mange fordeler var det nerlig—
gende & benytte tynnsjiktkromatografi (TLC) istedenfor kolonnekromato-

grafi.

Ifplge Martin & Singe (2)
_ 1
Prc = R, -1
og RM definert som

_ - 1
Ry = log Py = log (RF 1) (7)



Det har vist seg at TLC virker tilfredsstillende og har mange fordeler

sammenliknet med LC. Sammenhengen mellom PLC og PM er ved fors¢k funnet

a vaere:
RM = 1,20 10g PLC - 0,035 (r = 0,989) (8)
(C18 HPTLC og C18 HPLC, Metanol:vann = 90:10).

Bestemmelse av fordelingskoeffisient‘yed bruk av TLC og dets anvendelse

for bestemmelse av biokonsentrasjonsfaktor

Nedenfor er vist en del resultater fra fors¢k som illustrerer sammen-—

hengen mellom bioakkumulerbarhet og fordelingskoeffisienten ved bruk av

TLC.

B . 4 Vaeskefront
A

100

Prosent av

startnivad
50 -
9
e
¢
I T uker - et -+ start
1 2 a b c

A Kurver for "desorbsjon" av p, p'-DDT (a), 2, 3, 4', 5 - tetrachlorobi-
phenyl (b), og 2, 2', 4, 4', 5, 5' tetrachlorobiphenyl fra abbor
(perch) etter akkumuleringsforsgk.

B TLC av stoffene a, b og c ved bruk av torskeleverolje - impregnerte

silicagel plater, Mobil fase; methanol:vann (95:5) (Edgren & al.(3)).

Som det fremgdr av ovenstdende figurer, er det ved bruk av TLC med torske—
leverimpregnerte plater en god sammenheng mellom bioakkumulerbarhet (egent—
lig desorbsjon) og RF—verdier. Metoden er imidlertid mindre attraktiv

fordi man ikke har kvaliteten av torskeleveroljen tilstrekkelig definert.



Metode anvendt i Tekstilprosjektet

I dette prosjektet er anvendt C18 HPTLC plater (C18 impregnerte High
Performance Tinlayer Chromatography-Plates) og mobil fase, Aceton:methanol:
vann 70:20:10. Vannet har dels vart destillert vann, dels TRIS-buffer

(pH 7,5). "Flekkene" er dels pavist pad lysbord umiddelbart etter avsluttet
eluering, dels med ultrafiolett lys, og dels ved dusjing med konsentrert

HZSoé'
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7. "Toxiguard"

"Toxiguarden" er slik konstruert at den skal virke pd samme mite som den bio-
logiske delen i et renseanlegg, og reagere pa tilfg¢rsel av giftstoffer.
Det avlg¢psvannet som skal prg¢ves, blandes med naringslgsning som skal tilsvare

den ¢vrige del av avlgpsvannet i et renseanlegg.

Prgve vann
—_____’___
Til avigp
——
Neerings-
> J
Biologisk-
Forlufter filter Oksygenmaler

Prgvevannet pumpes inn i et luftekar sammen med neringslgsningen. Mengde-—
forholdet kan variere, men totalt skal det pumpes 40 ml/min gjennom appara-
turen. Luftingen skal gi et oksygeninnhold pd 5-7 mg 0/1. Etter luftingen
passerer blandingen et biologisk filter med mikroorganismene fra et rense-
anleggs luftebasseng. Normalt forbruker mikroorganismene i dette filteret

alt det oppl¢ste oksygen som blandingen har. Ved forgifting, dvs. ved hemming
av den mikrobiologiske aktivitet, vil imidlertid oksygenforbruket bli redusert,
0g man kan registrere en oksygengkning i den utlgpende vannstr¢m med oksygen-
elektrode tilkoblet en skriver. Vannstr¢mmens oppholdstid i systemet er ca.

10 min.
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8. 1IVL-screen

Prinsippet for metoden er & sammenlikne oksygenforbruket pr. tidsenhet ved

bakteriell nedbryting av en pepton l¢sning med og uten test substans.

Testen utfg¢res i 300 ml E-kolbe, og det anvendes returslam (3 g suspendert
stoff pr. liter) fra kommunalt renseanlegg. Det tilsettes pepton (0,2 g/1)

og pH 7-buffer (0,5 ml buffer-konsentrat). Det fylles til slutt opp med
destillert vann eller en vannl¢sning av pr¢vesubstansen. Det anvendte
returslammet oppbevares ved romtemperatur under konstant lufting.

Forsgket starter idet returslammet helles pi, og en oksygenelektrode plasseres
i E-kolben. Kolben dekkes til pd en slik mite at tilférsel av luft utenfra
hindres. Forsgket varer i 15 minutter, og i denne perioden avleses oksygen~

innholdet hvert minutt. Et resultat eksempel er gitt nedenfor:

= 6 -
o
£
E? - Prgve 1280 mg/I
4 4 —— = ==~ Prgve 410 mg/| TS
\\‘ ~ o
O O-prgve (standard) TS
2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tid{min)
Man har altsd en inhiberende effekt av pr¢vesubstansen ved den konsentrasjon

hvor det er en reduksjon i kurvens helning, dvs. kurve 1 pd figuren ovenfor.

9. NIVA EC.) (EC,)

Prinsippet for metoden er at man manometrisk miler oksygenforbruket ved mikro-
biologisk nedbryting av en standard glukose-glutaminsyre l¢sning med og uten test-
substans. Antallet konsentrasjoner av testlgsningen avhenger av mulighetene

for & f4 en sd stor forskjell i oksygenforbruk i forhold til kontrollpre¢ver

at man kan beregne ECSO~verdien.
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Det inokuleres med 0,27% spesialbehandlet forsedimentert slam fra kommunalt
renseanlegg (Norsk (nordisk) Standard for BOD). Temperaturen er 20 °c og

tiden 7 d¢gn. Kjemikaliene ble, med noen f£f& unntak, testet i konsentra-

sjonsomradet 10-1000 mg/1.

A C
10007 T heet dey
500 - O/ /,/
',’ // o o D
Ny £ - E— —o E
o 200+ /5}; St~ R -
8 O l’/
.§ 100" /I"/
o 77
C 0O «
8 50‘ l'
oy lr
O 1
* ;
204 §
10 i ' 1 I T 1
48 72 96 120 144 168

Inkubasjon timer -3

ECSO—kurvene pd figuren ovenfor viser i hvilken grad mikroorganismene kan
adapteres til h¢ye kjemikalie-konsentrasjoner. Kjemikalier som gir kurver

med stor (vid) vinkel med x-aksen, f.eks. produkt B, tyder pd at mikroorganismene
har stor adapsjonsevne overfor dette kjemikalium. P& den annen side er kjemi- \

kalium C et eksempel pd at adapsjon ikke skjer ved konsentrasjon over 800 mg/1l.

10. Fiske toksisitetstest - 4 degns LCSO

Prinsippet for metoden er & finne den konsentrasjon av kjemikaliet som dreper

50 prosent av individene i l¢pet av en viss periode, her 4 de¢gn.

Det benyttes inntil ett-8r gammel laks (Atlantic salmon) med en middelvekt

pad 0,5 gram (0-1 &r, 3-5 cm, 0,2-1,0 gram) i et antall av 10, og i 10 liters
glassakvarier. Enkelte ganger er det n¢dvendig med orienterende tester for &

peile inn konsentrasjons-omrddet. I slike tilfeller anvendes et mindre antall

fisk (2 stk.) og mindre pre¢vevolum (2 liter).



- 12 -

Fors¢kene varer 4 d¢gn. Pr¢vevannet i akvariet luftes forsiktig og skiftes
daglig. (Semistatistisk metode.) Fisken féres ikke i forsgksperioden.
Fiskens adferd noteres under fors¢ket, og sarlig viktig er tidspunktet for

ded.

Resultatene rapporteres ved & avmerke den mediane overlevelsesperiode ved

hver konsentrasjon i et dobbel-logaritme-koordinat system.

Forsgkets slutt

-
>

N
/]

—-—
i

w
1

Mediane periode for overleving
<+—— Timer ——eeli «— Dager —
—
— o)) N
i i 1

0.1 0.25 0.5 1 2 5

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
l

Konc. mi/l

Skjaringspunktet mellom den kurven man kan trekke mellom punktene og linjen
"Forsgkets slutt" (4 d¢gn linjen) angir den konsentrasjon som dreper 507 av
fisken i lgpet av 4 dé¢gn. I tilfellet som er illustrert ovenfor, har man

altsd en 4 dpgns LC = 0,17 ml/1. Dersom kurven har et tilnarmet vertikalt

50
forlgp ner 4 de¢gns aksen, vil en vare ner terskelverdien for akutt toksisitet.

11. Alge toksisitet EC50

Prinsippet for denne metoden er & studere vekstforlgpet, dvs. antallet av

alger som funksjon av tiden, med og uten test kjemikalium.
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Testene ble utfg¢rt med en gr¢nnalge Selenastrum capricornutum som test-—

organisme i et artifisielt vekstmedium 10% Z8 (Staub 1961, Kallqvist 1973).

En eksponensielt voksende kultur av Selenastrum ble fortynnet i vekstmediet
til en tetthet av 104 celler/ml. Den fortynnede kulturen ble fordelt pa

100 ml stdkolber, 50 ml i hver. Test-kjemikaliene ble tilsatt etter en loga-
ritmisk serie av konsentrasjoner: 1, 3, 10, 30 ... osv. mg/l, med tre paral-
lelle kulturer for hver konsentrasjon og tre kontroll kulturer uten tilset-—

ning av teststoff.

Algekulturene ble inkubert p& gyngebord ved 20 °c og med kontinuerlig belys~—
ning fra lysstoffr¢r (Osram hvit), ca. 6000 lux. Algecellene ble tellet etter

en, to, tre og fire dager med en Coulter Counter ZB partikkelteller.

Pa grunnlag av telleresultatene (middelverdier av parallellene) ble gjennom-
snittlig veksthastighet for perioden 0-1, 0-2 og 0-3 dager etter inkuberingens

begynnelse beregnet etter formelen:

2 2
1ogn - 1ogn
X o} -1
Pox degn
X
hvor n er celletall ved starten

n_ " celletall etter x dager, og
Homx " gjennomsnittlig veksthastighet i perioden

o~x dager (doblinger/de¢gn).

Veksthastigheten ved de forskjellige konsentrasjonene av testkjemikalier ble
deretter omregnet til prosent av veksthastigheten i kontrollkulturen i det
samme tidsrom. Verdiene ble plottet i et dose/respons-diagram hvor ECSO—
verdiene ble funnet. (ECSO = den konsentrasjon som gir 50% reduksjon av

veksthastigheten.)

Den laveste ECSO~verd1en for veksthastighet av de tre (uo~1’ U .o 08 u0_3)

ble valgt som resultat.
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De fleste kjemikalier hadde en sterk umiddelbar virkning pad algene. Etter en
tids eksponering avtok imidlertid giftvirkningen. Selv ved konsentrasjoner
som drepte en stor del av algene i l¢pet av ett d¢gn, begynte de celler som
overlevde, etter hvert 3 vokse med normal hastighet. Et eksempel pd dette

er vist i figuren nedenfor, vekstkurver for kulturer tilsatt 0,1 og 0,3 mg/l
av kjemikaliet.

Kontroli

~x 0.3 mg/!

0.1 mg/I

log celler /ml

Dagn
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Dose/respons-diagrammet er vist pd f¢lgende figur:

100 4
90 -
80 4

704

60 “1 ECS 0 = 0,035 mg/l

%

5O == mmmm == mmmmmm e

40-

30+

Veksthastighet

204

10 -

0 1 1 I
0,001 0,003 0,01 0,03 0,1

kons. mg/|

Som det fremgdr av figuren, har dette kjemikalium en algetoksisitet

(Selenastrum capricornutum), EC.. = 0,035 mg/l.

50
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