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1. FORORD

NIVA har i et tidligere prosjekt (0-87197) vart engasjert av Titania
A/S for & gjennomgd rapporter som omhandler utslipp til Dyngadypet og
Jossingfjord. M&1settningen for arbeidet var & peke pd

sentrale ubesvarte miljespersmidl knyttet til Titania's utslipp og &
komme med forslag til undersgkelser som kan klargjere disse.

I brev av 24/2-88 ble NIVA bedt om & utfore de deler av forslaget som
omhandler akutt toksisitet av tallolje pd regnbuesrret samt toksisk
effekt av tallolje og totalavgang pd pd rur.

Testing av toksiske effekter pd rur er utfert av Henry Hovde, Balanus
Tox Test System, mens de resterende undersskelser er utfort pd NIVA's
eksperimentelle anlegg pé Solbergstrand der et system for toksisitets-
studier pd fisk ble bygget opp.

0s7o, den 15. desember 1988

John Arthur Berge
Prosjektleder



2. SAMMENDRAG 0G KONKLUSJONER

Giftighetstesten pd rur ga ECSO~verdier pd henholdsvis pd 42800 ppm,
5000 ppm og 6700 ppm for rdtaliolje , destillert tallelje og en 40/60
blanding av disse. Testen med totalavgang ga en ECSO—verdi>564OOO ppm.

R3 tallolje var, basert pd innblandet mengde, vesentlig mindre
giftig enn den destillerte. ECso—verdien for en 40/60 blanding av de
to talloljer 18 vesentlig narmere den som ble bestemt for
destillert tallolje enn det blandingsforholdet skulle tilsi.

Resultatene av giftighetstestene pé& rur viser at totalavgangen er
mindre giftig enn selv den minst giftige lavaromatiske boreslamstypen
som benyttes ved boring av olje pd kontinentalsokkelen. Talloje

er vesentlig mindre giftig enn dispergeringsmidde] benyttet til
bekjempelse av oljesel pd vann.

De beregnede 3-4 dagers LCSO—vedier for regnbuegrret for en 40/60
btanding av rd og destillert tallolje 18 i omrédet 81-117 ppm med et
95% konfidensintervall varierende fra 63-138 %. Verdien refererer til
tilsatt mengde tallolje . Vannet i testakvariene ble analysert ved
bruk av gasskromatografi. Pga. rask nedbrytning av hovedkomponentene
(fettsyrer) i talloljen fant en ved GC-analyse igjen maksimalt 27 %
av den tilsatte mengde talloje. Utbyttet 1% imidlertid vanligvis
vesentlig lavere.

Innholdet av tallolje i vannmassene i Dyngadypet er ikke kjent. P&
drsbasis er den gjennomsnittlige (nominelle) konsentrasjon av tallolje
i primerutslippet i Dyngadypet basert p& utslipp av tallolje og
ferskvann for 1987, beregnet til 123 ppm. Fordi tallolje (1)
hovedsakelig foreligger adsorbert ti] partikulert materiale og derfor
raskt sedimenteres, er relativt lett nedbrytbar og har liten
Tgselighet i sjovann ved de aktuelle temperaturer md en imidlertid
anta at konsentrasjonene av opplest tallolje i vannmassene selv
relativt ner utslippet er flere sterrelisesordner mindre.

Basert pd forsek med regnbuesrret trekker vi slutningen at den akutte
virkningen av lgst tallolje pd fisk ikke er noe miljeproblem i
forbindelse med utslippet av tallolje i Dyngadypet. Selv om fisk
skulle komme inn i vannmasser med konsentrasjoner tilsvarende den
beregnede konsentrasjon i primerutslippet (123 ppm) vil fisken mitte
oppholde seg i 1-2 dager ved denne konsentrasjon fer dsd inntrer.



Totalt sett gir de utferte giftighetstester ikke holdepunkter for en
pdstand om at tallolje er noe betydelig miljeproblem 1 de fri
vannmasser 1 Dyngadypet.

Det er imidlertid usikkert hvordan den samlede effekt av
partikkelavgang med adsorbert tallolje virker. Undersgkelsen gir
heller ikke svar pd hvorvidt langtidseksponering for lave
konsentrasjoner av tallolje eller nedbrytningsprodukter kan gi
effekter pd marine organismer, eller om enkelte komponenter
akkumuleres. Den akutte giftighet av den tallolje som brukes av
Titania A/S i sin flotasjonsprosess er testet p& rur (Balanus
improvisus) og regnbuegrret {(Salmo gairdneri). Den akutte giftighet av
totalavgang (partikulert materiale med adsorbert tallolje} er ogsi
testet pad rur.

I tester med rur er ré og destillert tallolje testet hver for seg og i
det blandingsforhold som anvendes i flotasjonsprosessen (40/60). 1
alle testene med rur er testigsningen filtrert slik at eventuelle
flytstoffer og sedimenterbart materiale ikke kommer med. I testen med
regnbuegrret er ra og destillert tallolje dosert i forholdet 40/60

0og ingen filtrering av testsubstansen ble foretatt fer dosering til
fisken.

Som observasjonparameter for rur anvendes den prosentandel av larver
som ved en gitt konsentrasjon etter 10 dager har gjennomfert en normal
bunnslding. Utifra flere forssk med ulike konsentrasjoner kan en
beregne den konsentrasjon som gir 50% reduksjon i bunnsli8ing
(ECSO_verdi)‘ Denne verdi er sammenlignet med tester utfert for andre
relevante stoffer.

[ testen med orret observeres dedelighet av fisk i ulike
konsentrasjoner med tallolje. P& bagrunn av disse observasjoner
beregnes den konsentrasjon som gir 50% dodelighet over 3-4 dager
(LCSU—verdi).

Toksisiteten {EC50 09 LCSQ—verdéer} av de ulike komponenter er
sammenlignet med de konsentrasjoner som kan forventes § opptre i
Dyngadypet.



3. INNLEDNING

Titania A/S deponerer 8rlig ca 2 mill. tonn gruveavgang i Dyngadypet.
Denne avgangen inneholdt i 1987 totalt 862 tonn tallolje {Opplysninger
fra Tiania A/S). En rekke miljoundersskelser er utfert av ulike
institusjoner i forbindelse med disse utslipp og har i vesentlig grad
vert fokusert pd spredningen av avgangen og effekten pd& bunnfauna.

I denne undersgkelsen fokuseres pd den akutte virkning av talloje ved
testing av giftighet pd to modellorganismer (rur og regnbuegrret) .

Testing av toksiske effekter pd rur er utfert av Henry Hovde, Balanus
Tox Test System {vediegg 1) mens de resterende undersgkelser 0g
analyser er utfsrt av NIVA.



4. MATERIALE 0G METODE - GIFTIGHETSTEST PR RUR

4.1 Testmaterialet

Testmaterialet ble sendt av Titania A/S til NIVA og bestod av:

1. Totalavgang fra Titania's produksjon p& 5 1 kanne bestdende av
ferskvann og partikulaert matriale tilnazrmet i forholdet 5:1.
Kannen var merket: 7/3-1988 Total avgang. Dette testmaterialet er
antatt & vaere tilnermet 11kt det som idag slippes ut 1 Dyngadypet.

2. R tallolje (20 1 totalt, tilsendt NIVA 1 mars, mai og august,
1988}

3. Destillert tallolje (20 1 totalt, tilsendt NIVA i mars, mai og
august, 1988} ).

Den destillert tallolje bestdr av 25 % Bevacid 25/30 og 75 % BO (Se
vedlegg 2). Testmaterialet ble lagret ved romtemperatur.

I flotasjonsprosessen som anvendes av Titania A/S brukes en blanding
av ri tallolje og destillert tallolje i forholdet 40/60. En har derfor
utfort toksisitetstester p& denne blandingen. For rurs vedkommende
har en ogsi utfort separate tester pd de to komponenter for & f& et
hilde av den relative giftvirkning. Dersom toksisiteten er forskjellig
for disse to talloljer kan en utifra en toksisitetsvurdering
eventuellt optimalisere den talloljeblandingen som anvendes.

4.2 Testorganisme

Rur er en organismegruppe som finnes langs hele den norske kyst. Som
voksent individ lever de fastsittende pd fast substrat, hovedsakelig
pd grunt vann. Etter gyting/ frigjering fra foreldrenes eggmasser



gjennomlgper imidlertid larvene seks planktoniske Tarvestadier frem
ti1 det ikkespisende cypris-stadiet som etter noen tid gjennomleper
en metamorfose {forvandling) til voksen fastsittende form.

Den toksisitetstesten som her er benyttet er utfert 1§ den delen av
rurens livsyklus som strekker seg fra cyprisstadiet og frem til
bunnslding. Dette er en meget folsom periode da det skjer en rekke
biologiske forandringer, blant annet morfologisk, som Jedsages av
biokjemiske prosesser som lett kan pavirkes av vtre faktorer.

Balanus improvisus er her benyttet som testorganisme. N&r en har
valgt denne art er det ikke fordi vi mener at denne er mer utsatt
for miljepdvirkning 1 Jessingfjordomride enn andre organimer. Vi har
benyttet Balanus improvisus utifra det forhold at det tidligere er
utfert mange toksisitetstester pd denne arten med ulike stoffer (Se
tabell 3 og vedlegg 1). Disse data vil derfor kunne vere med pd &
skalere giftvirkningen til den tallolje som slippes ut i
Jossingfjordomridet 1 forhold ti1 andre kjemikalier. Vi mener derfor
at cypris-stadiet av Balanus improvisus totalt sett er godt egnet som
modellorganisme for § vurdere effekter pd plankton i sin
alminnelighet. Testen vil imidlertid ikke fange opp eventuelle
effekter som forlrsakes av at dyr spiser partikler med adsorbert
tallolje.

4.3 Testmetode

Som testparameter benyttes den prosentvise andel av larvene som
gjennomforer en normal bunnsl8ing med tilhgrende/péfolgende normal
metamorfosering til den voksne form med normal aktivitet. Denne
prosentandel beregnes iforhold til en kontroll-gruppe som gir 1 rent
sjsvann uten teststoffet.

1 alle testene med rur er testlgsningen etter blanding med
testsubstans filtrert slik at eventuelle flytstoffer og sedimenterbart
materiale ikke kommer med. Derved tester en 1 prinsippet pd de
vannleslige komponenter 1 testsubstansen. Resultatet fra tester ved
ulike konsentrasjoner brukes ti1 & beregne den testkonsentrasjon som
gir 50 % hemming av bunnslding {ECSO-verd%en) etter en testperiode pé
10 dager. Kjemisk analyse av talloljeinnholdet er imidlertid utfert pd
testvann tilsatt tallolie tilsvarende ECw verd*en 0og behandlet pd
samme mdte som i testen. En mer detaljert beskrave]se av test metoden



finnes i vedliegg 1.

5. TALLOLJE ANALYSER

5.1 Prevetaking og ekstraksjon

Glassfalasker med teflonkork (Sovirelflasker) ble benyttet ved
prevetaking. Ved uttak av vannprever fra testakvarier unngikk man vann
fra overflaten i akvariene. Flaskene ble fyllt halvfulle og lagret
frosset. Under innfrysning ble flaskene skrdstillt for & unngd at de
skulle sprekke. P& laboratoriet ble indre standard (Nonadekansyre,
C19) tilsatt og vannpreven ekstrahert to ganger med n-butanol i
skilletrakt med henholdsvis 25 % og 10 % av provevolumet. De to
ekstraktene ble deretter helt sammen. De tomme proveflaskene ble skylt

med n-butanol for & f& med tallolje adsorbert til veggene. N-butanolen
ble kombinert med ekstraktet.

5.2 Opparbeiding av ekstrakt

Ekstraktet ble inndampet til terrhet pd Rotavapor. Bunnfallet ble lsst
forst 1 3 ml dikliormetan og resten med ca 3 ml dietyleter. Ekstraktene
ble kombinert 1 et 15 m? Sovirelrer med skrukork og innholdet blist
inn til fullstendig terrhet med en nitrogenstrem. Bunnfallet ble
tilsatt 1 ml BF3 og innholdet varmet i 5 minutter ved 60° ¢ pa
heteblokk. Etter kjeling ble 3 ml destillert vann og 1-2 ml cyklohexan
tilsatt. Provereret ble ristet pd Whirlimixer og sentrifugeres.
Cykloheksan ekstraktet {(everst) var med dette klar for injeksjon pé

gasskromatograf (GC).

5.3 Gasskromatografi

1 ul ekstrakt ble injisert pd gasskromatograf ved felgende
betingelser:

Gasskromatograf - Carlo Erba Fractovap 2150

Kolonne - J&W 30 m x 0.25 mm i.d. belagt med 0.1 pm
DB-5.



Kolonnetemperatur - 70°Cci min., prog. 10 % ¢/min. til1 180°
C, deretter 2 ® C/min ti1 220 ° ¢.

Detektortemperatur - 300%¢C.
Injektor - Splitiess
Detektor - FID
Integrator - SP 4270

5.4 Identifisering og kvantifisering

Fettsyrene i talloljen ble identifisert ut fra Supelco's "Bacterial
Acid Methyl Ester Mix" nr. 4-5436. Kvantifisering ble utfert ut fra
indre standard.

I arbeidet med tilpassning av analysemetode er fglgende litteratur
benyttet:Bekkestad {1986}, Holmbom {1977}, Kautto {1985)

5.5 Bruk av analyseresultatene i toksisitetstestene.

Analysemetoden ble testet pd laboratoriet. Ved 3 blande en kjent
mengde tallolje med sjsvann for s& umiddelbart 3 ekstrahere og
analysere ble gjennvinningsn 97 4. Dette viser at talloljen
gjennfinnes nér analysen foretas kort tid etter vann og talloje er
blandet. Imidiertid viser analysene av tallolje fra forsgket med
regnbuegrret (Tabell 1 og Appendix A, Tabell 2 og 3. | at ut fra
gjennomsnittsverdier var det bare mulig & detektere en liten del av

den tilsatte mengde tallolje. Dette kan forklares p& to miter.

1. Fettsyrene som er de dominerende komponenter 1 talloljen brytes
raskt ned til komponenter som ikke lar seg detektere ved den
anvendte metode.

2. Talloljen adsorberes til overflater i testsystemet slik at den
mengde tallolje som ndr testakvariet blir sterkt redusert.

Noen av fettsyrene 1 talloljen er meget lett oksyderbare { pers. med.
Laboratoriesjef hos Bergvik Kemi AB}. Nedbrytningsforsek har ogsé vist



at oleinsyre, palmitinsyre og palmitoleinsyre 1
oljedispergeringsmiddel 1 en vandig lesning kan ha en halveringstid
ned til 0.5 dogn (Brekkestad, 1986}.

Hovedbestanddelen i tallojen er fettsyrer og en md regne med at en har
hatt gode betingelser for nedbrytning. Dette skvldes at tilgangen pa
oksygen og neringsalter fra vannet fra 20 m dyp har vart god.
Dessuten har fiskens ekskresjonsprodukter ogsd gitt sitt neringssalt-
bidrag. En m8 derfor anta at oksydasjonsprosessen i stor grad har
bidratt til forskjellene mellom nominell og mdlt konsentrasjon.

Ved blanding av stamlgsningen 1 ett degn kunne en se en klar
forandring, ddet talloljeblandingen skiftet farge fra merkebrun til
lvsebrun. I alle forsgkene kunne gradienten i den nominelle tallolje
konsentrasjon i det enkelte akvarium ses 1 form av gradienten i
fargeintensiteten pd vannet. Etter forsgk var det imidlertid
fremdeles spor av tallolje pd vegger 1 stamlgsingskaret. I det enkelte
testakvarium bygget det seg 1 testperioden o0gsd opp et gulbrunt belegg
knyttet til vannoverfiaten.

Vi m& derfor anta et en viss del av talleljen ogsd blir holdt tilbake
pd overflater etc. i testsystemet. Vi er imidlertid av den
oppfatttning at det er den oksydative nedbrytning av fettsyrene som er
hoved8rsaken ti1 forskjellen mellom tilsatt mengde og mdlt
konsentrasjon.

Analyseresultatene viser store variasjoner {Appendix A, tabell 2 og 3)
og sammenhengen mellom nominell og m&lt konsentrasjon er noe svak
{Tabell 1) spesielt ndr en ser pd enkeltobservasjoner 1 de ulike
akvarier pd samme dag (Appendix A, tabell 2 og 3).

Utifra overstdende forklaring 2 skulle de nominelle
talloljekonsentrasjoner vare retningsgivende nédr det gjelder vurdering
av talloljens toksistet i resipienten da dette ogsd vil fange opp
giftvirkninger som er foradrsaket av nedbrytningsproduktene som en ikke
har detektert. For Jdgssingfjord er det nettopp totalutslippet av
tallolje man kjenner og som man méd vurdere utifra.

Dersom forklaring 2 bidrar betvdelig ti71 tallolje-reduksjonen blir
imidlertid verdien av testene noe redusert da en ikke har tilsvarende
malinger av talloljekonsentrasjonen i resepienten. Vi tror imidlertid
at det er lite sannsynlig at tallolje-konsentrasjonen i vannet i
resepienten vil bli sterre enn det som ble mdlt i forseket.



Tabell 1. M3lte og nominelle konsentrasjoner av tallolje 1
testakvarier. De mdite verdier er middelkonsentrasjonen médlt
2-4 ganger 1 perioden 18/8-20/8-88.

Nominell kons. {ppm!} Analysert kons. {ppm) % Utbytte
0 4.7
25 6.9 27.4
50 A 14.1
100 12.6 12.6
200 17.8 8.8
400 33.7 8.4
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6. RESULTATER 0G DISKUSJON AV TOKSISITETSTEST PR RUR

6.1 Giftighet av tallolje

Testen viser at rd tallolje har en giftighet som er vesentlig lavere
enn for destillert tallolje n&r en tar utgangspunkt i tilsatt mengde
ta?§0¥je {Tabell 2). Dette vises tydelig ved at forholdet EC50~dest.
cédeXEC —wé tallolje var s& lavt som O0.11. EC -verd%en for en
@@fﬁ@ b%andﬁﬂg av rd og destillert tallolje gir 7m1diert d en
toksisitet hos rur som er vesentlig narmere destiilert tallolje enn
det blandingsforholdet direkte skulle tilsi. Dette tyder pd at en ved
hlanding av disse to talloljene F8r en viss synergistisk (forsterket)

affekt
fotal avgang viste seg 3 gi en ES ~vefd€ som var sterre enn 564000
ppm. Det lot seg imid] ertid ikke cj@r@ & beregne LC _-verdien eksakt

for tetalavgang da ferskvannet i avgangen ved h@yere konsentrasjoner i
seg selv begynte & pavirke dyrene

Blanding av tallolje i sjevann i forholdet 17100 ga pH 5.46 for
] og 4.14 for dest tallolje {Tabell 2). Ved avsluttning av
1% imidlertid pH innen omradet 6.88-7.43.

De analyserte konsentrasjoner ved det blandingsforhold som tilsvarer
C §~vefdzen 1% 1 intervallet 17-1.6 ppm. Det var ingen sammenheng
Tom iiwg~verd€8ﬁ og de analyserte konsentrasjoner {Tabell 2).

3

Mz o
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Tabell 2. Resultater fra toksisitetstest pd cypris stadiet av Balanus
improvisus.

Testsubstans Ecsg-verdé 5% konfidens M&1t konsentrasjon
{gravimetrisk) intervail ved ECSG

{ppm) {ppm) {ppm)
R& tallolje 42800 38000-47000 11
Dest. tallolje 5000 4700-5400 17
R&/dest. tallolje
i forholdet 40/60 6700 6100-7400 5.4
Totalavgang >564000 1.6

pH ved pH uten Jjustering
Testsubstans avsiuttning
av testen

Ra tallolje 6.88-7.33 5.46 {100000 ppm)
Dest. tallolje 65.85-7.43 4.14 (100000 ppm)
R&/dest. tallolje
i forholdet 40/60 6.99-7.40 4.32 (100000 ppm)
Totalavgang 7.18-7.38 6.49 (564000 ppm)

6.2 Tallolje og partikulart materiale 1 vannet i Dyngadypet

Analyser av tallolje i sjevann i deponiomrddet er ikke utfert.
Talloljen 1 utslippet foreligger imidlertid hovedsakelig adsorbert til
partikulert materiale. Mengden av partikulart suspendert materiale pé
utslippsstedet i Dyngadypet viser at konsentrasjonen av siikt matriale
pker med dypet og har en maksimaiverdi p& 24.9 mg/1 pd 130 m dyp
(Tabell 3.) mens p& en stasjon utenfor Dyngadypet har konsentasjoner
p& under 1 mg/1.
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Tabell 3. Innhold av suspendert stoff 1 vannprover fra utslippsstedet
i Dyngadypet og fra en referansestasjon utenfor Dyngadypet . {Etter
A/S Miljeplan 1986). 1 mg/1=1 ppm.

Utsiippstedet Referansestasjon

{mg/1} {mg/1}
Dyp {m}
1 - 0.8
20 ~ 0.9
50 1.4 0.8
80 1.4 0.7
100 4.3 0.9
120 13.4 -
130 24.9 -
135 23.0 -
150 - 0.6

Forholdet mellom utslippsmengden av partikulert uorganisk matriale og
tatlolje var 1 1885 0.0009 . Da tallolje er relativ lett nedbrytbar
ma en anta at maksimal konsentrasjonen av tallolje pr. liter sjevann
m& vere mindre enn det en kan regne seg frem til ved & anta at mengden
tallolje varierer linemrt med mengden partikulsert avgangsmateriale i
vannet. Tar en utgangspunkt 1 den mengde partikulert materiale som ble
funnet pd 130 m dyp pd utslippsstedet s& vil tallolje konsentrasjonen
der ikke overstige 0.022 ppm basert pd 1985 verdier for
utslippsmengder. Tar en derimot utgangspunkt 1 at en 1 1985 hadde et
totalutslipp av 1840 t tallolje og 8.4 mill tonn ferskvann gir dette
en midlere talloljekonsentrasjon pd 219 ppm 1 ufortynnet tilstand. 1
1987 var utslippet av tallolje redusert til 862 t og mengden fersvann
var ca 7 mill tonn. Dette gir en midlere talloljekonsentrasjon pd 123
ppm. P& grunn av fortynning, nedbrytning og det forhold at tallolje
hovedsakelig foreligger adsorbert til partikulert matriale og derfor
raskt sedimenteres md en regne at estimatet pd 0.022 ppm er det mest
realistiske estimatet av de to alternativer. Sannsynligvis er
konsentrasjonene av lest tallolje i hovedvannmassene 1 Dyngadypet ogsé
mindre enn 0.022 ppm.
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6.3 Vurdering av toksisitetstesten pd rur

Ved disse vurderinger md en vaere oppmerksom pd at de oppgitte ECSG-
verdiene (Tabell 2) er basert p& innveid mengde testsubstans. Den
mengde tallolje som ble analysert péd basis av fettsyre innhold var
meget lavere (Tabell 2) og ville dersom de ble benyttet til beregning
av EC5 -verdier gitt en tilsynelatende sterre toksisitet. Da det
imidlertid er den tilsatte mengde tallolje som er av betydning i en
konsekvensvurdering er det disse en md vurdere utifra. Det er ogsd
denne verdi som gir det beste bilde av den totale mengde av
tallojekomponenter og nedbrytningsprodukter.

M&T1t med rur testen er toksisiteten, selv for den destillerte tallolje
med en ECSO~verd1 pd 5000 ppm, 5000-160000 ganger lavere en for

kjente miljegifter som bly, sink og kvikksglv og . Denne forskjellen i
toksisitet er sannsynligvis mindre dersom en tar hensyn til
Testigheten til de enkelte testsubstanser. Dette rokker imidiertid
ikke ved det forhold at sjovann md inneholde s& store mengder av
bdde totalavgang og tallolje for & oppnd redusert bunnslding av rur at
det overstiger mengden av avgang 1 vannet pd utslippspunktet i
Byngadypet samt mengden av tallolje i selve avigpet,

For totalavgangens vedkommende er sannsyniigvis boreslam det beste
sammenligningsgrunniaget {Tabell 3}. Totalavgang hadde en ECSG—verdi
>564000 ppm, dette betyr at totalavgangen er mindre toksisk en selv de
minst giftige av de Javaromatiske boreslamtypene testet med rur-
testen. Det meget lave fettsyreinnhold {1.6 ppm} 1 vannfasen fra en
prove som inneholder totalavgang {Tabell 2} indikerer at fettsyrene er
bundet til det partikulare matrialet eller at det meget raskt brytes
ned. Malt med rur-testem er den destillerte tallolje ogsd vesentlig
mindre giftig enn dispergeringsmiddel som brukes til bekjempelse av
oljessl p& vann {Tabell 3)



Tabell 3. Oversikt over ECS

ved samme testmetode [rur test).

o

Testsubstans

3, 5-Dichlorphenol
Kiorerte alkydbensener
Bly {metallionkons)

Sink !

Kvikkselv

Boreslam (diesel basert)
Boreslam {lavaromatisk])
Dispergeringsmiddel A
Dispergeringsmiddel B

ECBQ—verdi
{ppm)
2.1-3.0
26
ca 1.0
ca 0.5
ca 0.03
80-10000
64-317000
30
150
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7. AKUTT TOKSISITET AV TALLOLJE PR REGNBUEBRRET

7.1 Metode

Forsgksfisken {Salmo gairdneri)som ble benyttet ble innkjept fra 0slo
Fiskeadministrasjons anlegg i1 Serkedalen. Regnbuesrret er valgt som
model1fisk i forsgkene bl.a av standardiseringshensyn. Generellt er
laksefisk svert felsomme for et ugunstig vannmilje. Forseksfisken
varierte i sterrelse fra 109-50,5 g. For forsgkene ble fisken
saltvannsaklimatisert. Fisken ble ikke foret under forsskene.

Forspkene ble utfort i et testsystem {Fig.l) der den tallolje-
blandingen som brukes av Titania a/s ble dosert kontinuerlig i ulike

-
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konsentrasjoner til seks glassakvarier (168 1) fra et stamlgsningkar .

Under forssket ble 5 regnbuesrret plassert 1 hvert kar.

=

Lo

v
1

i
Cverlan |

|

<

Fig.1. Prinsipp-skisse for system brukt til giftighetstesting pd fisk

Skissen er ikke 1 mdlestokk. Merk at kun ett av de ialt 6 testakvarier

med tilherende vann-tilfersel er inntegnet.
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Systemet bestdr av et stamlesningskar (700 1) der testsubstans { ri og
destillert tallolje i forholdet 40/60) og sjevann blandes kontinuerlig
ved hjelp av en pumpe. Stamlgsningen for ett helt forsek lages ved
forsgkets start {batch). Stamigsningen blir blandet i ca. 24 t far
forssket startes. Stamligsningen pumpes under forssket kontinuerlig opp
i et doseringskar {11 1) hvorfra ulike mengder av denne lgsningen kan
tilfores rdvannstrommen til hvert av testakvariene ved hjelp av
magnetventiler. Mengden stamlssning til hvert av testakvariene styres
ved 3 variere &pningstiden, tidsintervaliet mellom hver 3pningsperiode
og rerdiameteren {1 magnetventil som leder stamlgsningen til
rdvannstremmen til hvert testakvarie. Vannsstanden i doseringskaret
for stamlesningen holdes konstant ved hjelp av et overlep med retur av
overskudd av stamlesning tilbake til stamlesningskaret.
Hovedvannstremmen til hvert av akvariene kommer fra et révannskar (204
1) der vannstanden ogsd holdes konstant ved hjelp av et overlegp som
fastsetter vannstanden. Hovedvannstremmen til testakvariene bestemmes
av vannstanden i rdvannskaret og diameteren pd rerene i bunnen av
dette som leder vann til de 6 testakvariene.

Doseringskar for rdvann og stamlesning fungerer etier samme prinsipp.
Begge bestdr av tre kammer.Vannet som skal doseres ledes ferst inn i
et kammer som kommuniserer med doseringskammeret via en spalte ved
bunnen. Vannstanden 1 doseringskammeret holdes konstant ved at
overskudd av vann renner over en skillevegg og over i et bakre
avigpskammer med drenering i bunnen.

Under forssket ble det gjort daglig inspeksion av hvert testakvarium
og eventuelie dagde fisk ble notert og tatt ut. I hvert testakvarium
ble det foretatt mdlinger av pH, temperatur og oksygeninnhold i
vannet. Saltholdigheten i1 det vannet som benyttes (tatt fra 20 m dyp i
fjorden} er relativt stabil over s& korte testperioder som det her er

tale om. Denne parameteren ble derfor m81t en gang under hvert forssek.

I testen som er foretatt har en delvis tilpasset forssksbetingelsene
til de retningsiinjer som i 1987 ble fastlagt som Svensk standard (SS
0281 89) for bestemmelse av akutt toksisitet av kjemiske produkter og
avispsvann for saltvannsfisk. Denne standard er senere ogsd foreslatt
som norsk standard.

En har imidlertid mdttet tilpasse forssksbetingelser som volumet pi
testakvariet, vanngjennomstremmning, temperatur, saltholdighet etc.
til sterrelsen pd forsgksfisken og de vannkilder som var tilgjengelig
Av forskjellig grunner er imidiertid testpericden 1 ett av forsskene
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redusert fra 96t ti1 72 t.

For beregning av LCSO—verdier ble antall fisk i hvert testakvarium ved
forsskets begynnelse, konsentrasjonen i hvert testakvarium og antall
dede fisk i disse benyttet. Beregningene ble foretatt ved bruk av en
program versjon av "Trimmed Spearman-Karber method" basert p
ligningene 1 Hamilton et al. {1977).



8. RESULTATER 0OG DISKUSJON AV GIFTIGHETSTEST PR @RRET

8.1 Forssksbetingelser

I alle forspkene kunne gradienten i den nominelle tallolje-
konsentrasjon i det enkelte akvarium ses i form av gradienten i
fargeintensiteten pd vannet.

Ialt ble det foretatt 4 tester. Resultatene av det forste og de to
siste danner grunnlaget for vurdering av toksisitet mens annet forssk
ble avbrutt i oppstartingsfasen pga. en teknisk feil. GC-analyser av
taliolje ble ikke foretatt pd vann fra dette forsgk.

Forsaek 1.

Forsgket startet 20 juni med dosering av tallolje i en konsentrasjons
serie (c2=c1f10) med fem konsentrasjoner fra 1- 100 ppm {(nominell
konsentrasjon) og en kontroll i rent sjevann. Etter 96 timer var
alle fisk i Tive og forsgket ble derfor forlenget en dag til 120 t.
Etter 72 timer stoppet den kontinuerlige dosering av tallolje slik at
fisken i denne siste perioden gikk i et statisk system med den
tallolje som da var i testakvariene. I denne perioden ble vannet i
testakvariene luftet ved bobling av Tuft. Under dette forsgket hadde
en folgende testbetingelsert i testakvariene: pH 7.3-7.9, Temp. 10.8-
13.30C, Oksygen 5.3-7.6 mg/7 (Se tabell 4), Saltholdighet 30 o/o0o0.
Resultater fra enkelte mdlinger av de ulike testparametere er
presentert 1 Appendix A, Tabell 1.

Forsaek 2

Forssket ble avbrutt i startfasen pga. tekniske svikt

Forsek 3

Forsgket ble utfert i perioden 8-12 august med dosering av tallolje i
en konsentrasjons serie (cg=2c1) med fem konsentrasjoner fra 100-1600

19
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ppm {nominell konsentrasjon) og en kontroll 1 rent sjgvann. Etter 96 t
var all fisk ded i alle akvarier tilsatt tallolje mens all
kontrolifisken var 1 god kondisjon. Forssket var derfor ikke 100 %
vellykket. Etter to og tre dager var all fisk ded i testakvarier med
en nominell konsentrasjon sterre enn 100 ppm mens alle var i Tive i
akvariet med 100 ppm og i kontrollen. Etter 4 dager var imidiertid
ogsa fisken i testakvariet med 100 ppm alle dede. Brasken til at en
her fikk en sterre dedelighet enn det en utifra forsek 1 skulle
forvente er muligens at en i dette forssket gikk over til en annen
pumpetype (nedsenkbar) med sterre kapasitet som sannsynligvis ga en
bedre innblanding av testsubstans og vann i stamlesningskaret. Dette
har muligens resultert i en noe hayere effektiv konsentrasjon i
testakvariene. Middelvekten av fisken som ble benyttet var 66.8 ¢
{s.d.=11.65 g). Forsgksbetingelsene for dette forssket gir frem av
Appendix A, tabell 2. Oppsummert var forssksbetingelsene: pH 7.2-8.05,
Temp. 13.0—14.4°C, oksygen 5.4-6.6 mg/1, saltholdighet 29.5 0/00.

Forsgk 4

I dette forsgket som ble gjennomfert i siste halvdel av august,
reduserte en derfor pd bakgrunn av erfaring 1 forsgk 3
konsentrasjonene til omrédet 25-400 ppm (nominell konsentrasjon).
Forssksbetingelsene 18 innenfor fglgende intervaller: pH 7.80-8.00,
cksygen 5.4-8.8 mg/1, temperatur 14.2-17°C. Mer detaljert oversikt
over de m&lte parametere gdr frem av Appendix A, tabell 3.
Middelvekten p& fisken som ble benyttet var 70.6 g (s.d.=11.5 g).

Teknisk sett gikk forsgket etter planen. Imidlertid ble forssket pga.
en feilvurdering avs!uttet etter 3 dager istedenfor de planlagte
4 dager.

En vurderte imidlertid at et ytterligere eksperiment ikke var
nedvendig da en totalt sett pd bakgrunn av alle forsskene hadde fétt
et godt bilde av i hvilke nivd 72-96 t LC o -verdiene for tallolje-
blandingen ligger i, o0g at dette nivdet Tigger relativt heyt selv i
forhold til1 den nominelle konsentrasjonen i primerutslippet i
Dyngadypet.
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8.2 Vurdering av forssksbetingelser

For forsek 3 og 4 13 den gjennomsnittiig pH i hvert av forsskskarene
innenfor intervallet 7.5~7.95, imidlertid var det kun 1 forsek 3 i
testakvarier med konsentrasjoner sterre enn 400 ppm at en fant pH
Tavere enn 7.88. I forsgk 1 ble det kun utfegrt pH mdlinger ved
forsgkets avslutning {statisk fase). En fant da at pH i
kontrollakvariet var 7.6 mens en i de andre testakvarier hadde en pH i
intervallet 7.3-7.9. Generellt sett ser det ut til at sisvannets
naturlige bufferkapasitet gjsr at vannet i testakvariene pd
gjennomsnittsbasis Tigger innefor 8 # 0.2 som anbefalit {(S535028189)
s&lenge pH i kontrollvannet Tigger nar 8 og nominell konsentrasjon
Tigger i omridet 400-800 ppm. Det er imidlertid tegn til at en fér en
noe lavere pH ndr nominell konsentrasjon er 800 ppm eller hgyere (Se
forsok 3, Apendix A, abell 2}.

I fiotasjonsprosessen som benyttes av Titania a/s benytter en
ferskvann som ikke har den bufferkapasitet som en finner 1 sjevann.
Dette betyr at en 1 primerutslippet ti17 Titania sannsynligvis har en
lavere pH enn det som er mdlt i disse forsgk. En md& imidlertid anta
at en ved innblandingen av prosessvann 1 sjevannet i Dyngadypet
relativt raskt oppndr en pH som er innenfor 8 #0.2.

Det var ingen systematisk sammenheng mellom gjennomsnittstemperatur i
de enkelte testakvarier og de nominelle talloljekonsentrasjoner i
disse. Gjennomsnittstemperaturen 1 de enkelte akvarier innen hvert
forsgk varierte innen snevre grenser {Forsek 3: 13.2-13.8 0C, Forsagk
4:15.8-16.22 °C). Imidlertid skte temperaturen 1 forsek 4 1 alle
testakvarier med omtrent 1°C i lgpet av dette forspket. Denne skningen
skyldes sannsyniigvis at en fikk inn andre vannmasser der rdvannet tas
inn fra fjorden. Temperaturbetingeisene som forsgket er kjert under er
noe mer enn de anbefalte 10 °C. Temperaturbetingelsene er imidiertid
klart innefor toleransegrensen for regnbuegrret og er ogsd
representativ for de evre vannlag 1 Dyngadypet.

Gjennomsnittiig oksygenmetning 1 testakvariene varierte fra 62.8 -
86 % dette betyr at en ved de aktuelle temperaturer har hatt

mer enn 5 mg/1 oksygen i vannet 1 testakvariene. Dette er
innenfor det krav en stiller til oksvgenforholdene 1 vann for
langtidslagring av regnbuegrret.
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8.3 LC58~verdier og vurdering av disse

Beregning av LC50~verdier for erret ble utfert pd enkeltforsek og

der dette ikke var mulig ble resultatene fra flere forssk slatt
sammen. De beregnede LCSO—verdier basert pd nominelle verdier 1§ i
omradet 81-117 ppm (Tabell 7} med 95 % konfidens intervall varierende
fra 63-138.

Tabell 7.Toksisiteten av tallolje {R&/dest. tallolje i
forholdet 40/60) p& regnbue grret {Salmo gairdneri) basert pa
innblandet mengder av tallolje (nominelle verdi).

LCSO~verdi 95% konfidens
Forsgks nr. Tid {timer) {gravimetrisk) intervall
{ppm) {ppm)
A,
1+3+4 72 117 100-138
1+3 96 81 61-108
4 72 81 63-104

De LCSD—verdier {81-117ppm} som her er funnet for regnbuegrret ligger
i samme storrelsesorden som det maksimale en kan tenke seg 1 vannet i
primeruts]ippet i Dyngadypet (123 ppm i 1987) dersom en antar at all
talloljen foreligger i lest tilstand i det vannvolumet som slippes ut.
Imidlertid er det meste av talloldjen adsorbert til partikulert
materiale s1ik at konsentrasjonen av tallolje lest eller dispergert i
vannet selv relativt ner utslippspunktet sannsynligvis er flere
sterrelsesordner lavere,

Dette betyr at den akutte virkningen av lest tallolje péd pelagiske
fisk {regnbuegrett) sannsynligvis ikke er noe miljeproblem i
forbindelse med utslippet i Dyngadypet. Selv om fisk skulle komme i
direkte kontakt med primerutslippet uten vesentlig fortynning vil
tallolje-innholdet alene ikke gi akutt dedelighet faor etter 1-2 dager.
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Imidlertid er det ikke undersgkt hvordan den samlede effekt av
partikkelinnholdet med adsorbert tallolje og eventuel redusert pH
virker pd fisk. Heller ikke er eventuelle effekter eller akumulering
fordrsaket av lavere konsentrasjoner av tallolje eller
nedbrytningsprodukter av denne over tid undersek:.

Opplysninger om den kjemiske sammensetning av talloljen som er
benyttet er kun tilgjengelig utifra opplysninger gitt av produsenten
(Vedlegg 2). Giftighetstest av et talloljerelatert produkt som pd
bakgrunn av tilgjengelige opplysninger grovt sett synes av samme type
som den som er anvendt i dette forsgket er utfert pd regnbuegrret i
ferskvann (0ikari og Nakari, 1982). De oppgir en £C~So~verdi
tilsvarende 0.53 ppm resin syre/l. Med et resin syre innhold pd 25% av
totale mengde tallolje skulle dette tilsi en LCSG—verdi pd 2.1 ppm for
total tallolje. Dette er 38 ganger Tavere enn den laveste verdien en
her har funnet basert pd nominelle verdier og antyder at
talloljeblandingen som benyttes av Titania a/s pga en noe annen
kjemisk sammensettning, andre fysisk-kjemiske egenskaper eller fordi
testene er utfert i saltvann totalt sett gir en vesentlig lavere akutt
giftighet. Ser en imidlertid pd de analyserte verdier ligger
imidlertid LCSO-verdiene en storrelsesorden lavere enn det de
nominelle verdier gir.
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10. APPENDIX A

Tabeller over midlte testbetingeiser for forsgk med srret.

Tabell 1. Forsgk 1
Tabell 2. Forsegk 3

Tabell 3. Forsgk 4

Z5



Tabell 1. Forsgksbetingelser i de ulike testakvarier for forsgk 1
utfert i perioden 20-25 juni, 1988.

A. Testakvarie nr. 1, 1 ppm {nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering {timer)

0 72 36 120 Middel
pH 7.4
Oksygen (% mettning) 70.0 67.9 59.9 £5.93
Temperatur (°C) 12.0 12.4* 12.4%
Antall fisk Tevende 5 5 5 5

B. Testakvarie nr. 2, 3.16 pom {nominell konsentrasjon}

Tid fra start av eksponering (timer)

0 72 86 120 Middel
pH 7.4
Oksygen (% mettning) 77.4 85.6G 81.4 81.57
Temperatur (°C) 12.0 12.4% 12 4%
Antall fisk Tevende 5 5 5 5

C. Testakvarie nr. 3, 10 ppm {(nominell konsentrasjon)

»Tid fra start av eksponering {timer)

0 72 g6 120 Middel
pH 7.3
Oksygen (% mettning) 71.8 65.6 71.2 69.53
Temperatur (°C) 12.1 12.4% 12 .4%
Antall fisk Jevende 5 5 5

26
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D. Testakvarie nr. 4, 31.6 ppm {(nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering (timer!

0 72 96 120 Middel
pH 7.4
Oksygen (% mettning) 64.7 63.3 59.9  63.3 62.8
Temperatur (°C) 10.9 12.3  12.4% 12 4%
Antall fisk Tevende 5 5 5 5

E. Testakvarie nr. 5, 100 ppm (nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering {timer)

0 72 896 120 Middel
pH 7.5
Oksygen {% mettning} £87.0 66.7 96.1 76.6
Temperatur (°C) 13.3  12.4%  12.4%
Antall fisk levende 5 5 4 0

F. Testakvarie nr. 6, 0 ppm {(kontroll)

'Tﬁd fra start av eksponering {(timer)

O 72 96 120 Middel
pH 7.6
Oksygen (% mettning) 9z .0 85.5 85.9 87.8
Temperatur (°C) 12.5 12.4%x 12 .4%
Antall fisk levende 5 5 5 5

* Beregnet temperatur, gjennomsnitt av temperatur i testakvariene
etter 72 timer.
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Tabell 2. Forssksbetingelser i de ulike testakvarier for forsgk 3
utfert i perioden 8-12 august, 1988. *=konsentrasjoner som ikke er
tatt med ved utregning av middelverdi. Merk at konsentrasjonen av
"tallolje" kun ble mé&lt i akvariene med 100 og 200 ppm nominel]
konsentrasjon. Stamlesningen under dette forseket hadde en nominell
konsentrasjon p& 20000 ppm. Analysene av stamisgsningen 8/8 og 12/8 ga
konsentrasjoner over den gvre deteksjonsgrense (1000 ppm).

A. Testakvarie nr. 1,

pH

Oksygen {% mettning]
Temperatur (°C)
Antall fisk levende

1600 ppm (nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering {timer)

0 24 48 72 96 MiddeT
7.5 7.2 7.2 7.5 7.9 7.50
£9.3 65.5 69.8 68.5 69.5 68.5
14.0 14.4 13.4 13.4 13.2 13.7
5 0 0 0

B. Testakvarie nr. 2, 800 ppm {(nominell konsentrasjon)

pH

Oksygen {% mettning)
Temperatur (°C)
Antall fisk levende

C. Testakvarie nr. 3,

pH

Oksygen (% mettning)
Temperatur (°C)
Antall fisk Tevende

Tid fra start av eksponering {(timer] Middel
0 24 48 7 96

7.85 7.65 7.65 7.85 7.8 7.76
68.4 75.9 72.4 68.0 65.3 70.0
13.6 13.7 13.7 13.0 13.3 13.5

5 0

400 ppm {nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering (timer)

0 24 48 72 96 Middel
7.8 7.8 7.8 8.0 7.95 7.88
68.3 75.0 75.6 70.8 68.3 71.6
13.6 13.3 13.5 13.2 12.5 13.2

5 0 0 g 0



D. Testakvarie nr. 4, 200 ppm {(nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering [(timer)

0 24 48 72 96  Middel
Analysert konsentrasjon 26% 13 7.7 3.1 14 g.45
pH 7.95 7.8 7.88 8.05 8.0 7.94
Oksygen (% mettning) £9.8 71.4 71.2 75.3 68.8 71.3
Temperatur (°cy 13.6 13.4 13.5 13.2 13.1 13.4
Antall fisk Tevende 5 0 0 0 0

E. Testakvarie nr. 5, 100 pom {nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering (timer)

o 24 48 72 96  Middel
Analysert konsentrasjon 4.7% 5.3 3.6 2.3 3.4 3.36
pH 7.95 7.85 7.9 7.85 8.0 7.92
Oksygen (% mettning] 67.5 66.4 66.8 75.1 68.4 86.08
Temperatur (°C) 13.5 13.3 13.4 13.2 13.3  13.8
Antall fisk Tevende 5 5 5 5 0

F. Testakvarie nr. 5, Kontroll

Tid fra start av eksponering (timer)

0 24 48 72 96 Middel
Analysert konsentrasjon 3
pH 7.85 7.85 7.85 7.95 8.0 7.90
Oksygen (% mettning) 66.9 638.4 65.6 71.8 68.3 68.2
Temperatur (°c) 13.86 13.1 13.6 13.0 13.3 13.3

Antall fisk levende 5 5 5 5 5
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BALANUS TOX TEST SYSTEM

Henry Hovde Haugmannsveien 22
0586 Oslo 5
Telefon: 22 04 67

ﬁk Postgiro: 9 17 26 93
Bankgiro: 9190.25.07200

Norsk dinstitutt for vennforskning
Postboks 333 Blindern
0314 0SLO 3 0Oslo 19/5 88

Attn: John Arthur Berge

FAKTURA nr5/1988

Testing av TALLOLJER og TOTALAVGANG fra Titania A/S

Testing av R4 tallolje NOX 2@ 900
Testing av Destillert ta2llolje 3 9 900
Testing av R&/Dest. tallolije " 0
Testing av Totelavgang M 9 900

Tilsammen NOK 29 700

Ifolge brev fra Oslo Fylkesskattekontor (kovi oversendt
tidlicere) er det utferte arbeid ved dette laboratorium
for NIVA ikke merverdiavgiftspliktig. med toxtesting




D. Testakvarie nr. 4, 50 ppm {nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering {(timer)

0 24 48 72 Midde?
Analysert konsentrasjon Z2.5% 2.7 13 5.5 7.07
pH 8.0 7.93 8.00 7.80 7.92
Oksygen (% mettning) 63.5 71.6 80.2 80.2 73.87
Temperatur (°c) 14.3 16.5 16.4 16.4 15.90
Antall fisk levende 5 5 5 5

E. Testakvarie nr. 5, 25 ppm {nominell konsentrasjon)

Tid fra start av eksponering {timer)

0 24 48 72 Middel
Analysert konsentrasjon 1% 9.2 5.5 5.9 6.9
pH 8.00 7.82 8.00 7.84 7.95
Oksygen (% mettning) 65.1 72.8 79.9 76.8 73.7
Temperatur (°C) 14.3  16.1 16.2  16.5 15.77
Antall fisk levende 5 5 5 5

F. Testakvarie nr. 6, Kontroll

Tid fra start av eksponering {(timer)

0 24 48 72 Middel
Analysert konsentrasjon 1.7 4.7 3.2
pH 8.00 7.88 7.99 7.81 7.92
Oksygen (% mettning) 65.3 71.0 74.7  66.5 69.37
Temperatur (°c) 14 .4 16.1 16.2 16.96 15.82

Antall fisk levende 5 5 4 4

31



11. VEDLEGG

Vedlegg 1: Rapport fra Henry Hovde, Balanus Tox Test System.

32



BALANUS TOX TEST SYSTEM

Henry Hovde Haugmannsveien 22
0586 Oslo 5

Telefon: 22 04 67
ﬁ Postgiro: 9 17 26 93
Bankgiro: 9190.25.07200

O0slo 20/5 1988

Norsk institutt for vannforskning
Postboks 333 Blindern
0314 0SLO 3

Attn: John Arthur Berge

Testing TALLOLJER og TFTOTALAVGANG fra Titania A/S

Vedlagt vennligst finn oversendt:
a) Rapporter fra testing talloljer og totalavgang
fra Titania A/S
b) Faktura for det utforte arbeid med testingen

Som avtelt vil jeg for hvert av stoffene (dvs tre "typer"
tallolje) lage en liter losning tilsvarende de funne teo-
retiske EC50 verdier (dvs. innveid totalkonsentrasjon feor
innrysting, henstandstid og filtrering) etter samme prose-

dyre som benvtiet wved tillaging testlesningene.

Lesningene vil bli frosset Pa en liters medisinflasker cg
forventes ferdige og overlevert NIVA kommende uke - sammen

med det gjenverende av de mottatte prever,

Med vennlig hilsen

Henry'R. Hovde



BALANUS TOX TEST SYSTEM
Henry Hovde

Laboratorium: Kontor og postadr.:
Biologibygaet, rom 4617 Haugmannsveien 22
Universitetet i Osio 0586 Oslo 5
Telefon: 45 45 13 Teiefon: 22 3562

BALANUS IMPROVISUS (RUR) - HEMMING AV BUNNSLAING OG METAMORFOSE

1. PRINSIPP

Larver p& cyprisstadiet suspenderes 1 naturlig sjevann, og utvik-
lingen av larvene felges i testprever uten (kontroll) og med test-
stoff tilsatt i skende konsentrasjoner. Etter 10 degn ved 22°% 1
kontinuerlig lys, registreres utviklingen av larvene i prevene:
antall larver som er bunnsldtt og utviklet til normale, voksne
individer, samt antall av og tilstanden til de larver som ikke er
bunnsldtt., Frekvens normalt utviklede larver i testprevene bereg-
nes som prosent av tilsvarende i kontrollprevene. Konsentrasjonen

for 50% hemming, EC5O—verdien, bestemmes med 95% konfidensintervall,

2., TESTORGANISME

Balanus improvisus DARWIN (Crustacea, Cirripedia) - skipsrur

B. improvisus er en vanlig forekommende marin og estuarin art i

VYest-Furopa og Atlantisk Nord-Amerika. Etter gyting/frigjering fra
foreldrenes "eggmasser" gjennomleper larvene seks planktoniske
naupliestadier frem til de ikke spisende cyprider som etter noen
tid bunnsldr seg og metamorfoserer (forvandler seg) til den voksne,
fastsittende form.

For hervarende formdl blir dyr vanligvis hentet fra Indre Oslo-
fjord., I laboratoriet blir store antall (opp til 50.000) forseksdyr
(cypris) fremskaffet ved oppdrett av larver (klekket ut fra gyte-
modne fosterlameller utdissekert fra kjennsmodne dyr) i fem liters
begerglass gjennom de seks naupliestadier ved bruk av diatoméen

Skeletonema costatum (GREVILLE) CLEVE som fdér. Optimal temperatur

for oppdrett er 17-18°C, og passende medium er filtrert naturlig
sjevann med saltholdighet 33-34%.

N&r cyprisstadiet er nddd, kan bunnsldingen til de dyr ikke
umiddelbart brukt i tester forhindres wved oppbevaring av dyrene
moerkt og kaldt (+1°c), og et stock reservoar av cypris kan pd denne

" mdte lagres som velegnede forseksdyr gjennom flere mineder.

an
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Minimumskrav for testing:

- Alder til cypris minimum 4 dager

~ Tilstandskrav til cypris er at minst 90% av dyrene i kontroll-
forsekene gjennomleper normal bunnslding, metamorfosering, videre
utvikling og fremdeles er aktive (cirrehevegelse} 3 uker etter

igangsettelsen av et forsek (uten fdring underveis).

3, TESTLOSNING

Som testlesning benyttes naturlig sjesvann (pumpet opp fra LO m
dyp ved Drebak for & sikre jevn kvalitet). Vannet sterilfiltre-
res feor bruk med Sartorius 0.2 pm biclogisk inerte cellulose-
nitrat membranfilter (SM 113 07). Foruten teststoffet selv fore-

tas ingen ytterligere tilsettinger til testlesningen.

4, TESTUTSTYR

Testen kjeres stillestdende, lukket og statisk i glassbeholder
(fullstendig veskefylt, med siliconkork lukket proveglass (drams—
glass) nr 16 = 67 ml).

%, TESTBETINGELSER

Testen kjeres ved 22% giennom 10 deogn under kontinuerlig belys-

‘ning (75 W gledetrdd ca 1 m avstand).

6. PREPARERING AY TESTSTOFF

Teststoffet innveies i testlesningen, det hele rystes kraftig og
fAr stl til likevektsinnstilling merkt i 45 timer ved 10°C. Vann-
ekstraktet sifoneres si av og filtreres gjennom dobbelt filtre-
ringspapir slik at hverken flytestoffer eller sedimentert stoff
kommer med.

Testkonsentras jonene velges fra en logaritmisk konsentrasjons-
serie; eks. x 1.78 (100, 178, 317, 564 .. osv.), x 1.334 eller
evt. x 1.155. Den utveide mengde teststoff gir beregnet og opp-
gitt konsentrasjon i ppm (vekt/vekt).

7. PREPARERING AV TESTPR@VER

Sifonert ekstrakt av hver utveid testporsjon tilsettes minimum
30 cyprider. Dyrene spiser ikke 1 cypridstadiet, og hele for-

seket kijeres uten noen form for foring. Testkarene lukkes og



settes til inkubering. Det kjeres fTerst en innledende'test
over et stort konsentrasjonsomrade, deretter en endelig test
med minimum 6 testkonsentrasjoner og minst 2 paralleller pr.

testkonsentras jon.

8. MALINGER

Etter 10 degn telles antall normalt utviklede testorganismer i
hver testprsve. Normal utvikling er fullstendig bunnslding

med fastsementering til bunnsubstratet, med tilherende/padfolg-
ende normal metamorfosering (forvandlig) til den voksne form,

med normal utvikling og aktivitet. I tillegg registreres antall
av og tilstanden til de individer som ikke har oppfert seg nor-
malt, f.eks. svemme /gd-aktiviteten til ikke bunnsldtte individer,
bunnslitte individer med unormal cirral aktivitet, og dedelig-
heten ved de forskjellige stadier under testtiden.

Etter endt testtid mdles pH i alle testpresvene.

9. BEREGNINGER

Frekvens individer med nérmal utvikling beregnes for hver test-
prove som prosent av tilsvarende antall i kontrollprever uten
teststoff, Resultatene fra denne beregning brukes til beregning
"av testkonsentrasjonen for 50% hemming av responsparameteren,

ECBO—verdien, med tilherende 95% konfidensintervall,

10, SPESIELLE KONTROLLTESTER

Fslsomhetskontroll

Testorganismens felsomhet kontrolleres ved & mdle dens respons
ovenfor en kontrollsubstans med kjent virkning. Middelverdien

for ECSO—verdiene fra mange tester med kontrollsubstans er
beregnet, og responsintervallet for denne middelverdi er bestemt.
For hver ny serie av tester inkluderes en testpreve med et innhold
av kontrollsubstansen lik den nevnte middelverdi. Gir denne
testpreve respons innen det normale responsomrddet, har testorga-
nismen normal felsomhet, Hvis ikke, md8 hele testserien repeteres.

Som kontrollsubstans benyttes 3, 5-diklorfenocl. Middelverdien for



EC50 fra mange tester med dette stoff er funnet & vere

2.61 mg/kg (7 tester med variasjonsomrdde 2.07-3.03 mg/kg).
Denne testkonsentrasjon (middelverdien) er funnet 4 gi respons
innen omrddet 21-78% av normal bunnslding og metamorfosering

(dvs. av den funnet i de kontrollforsekene som kjeres uten be-

lastning).

pH-kontroll

Viser det seg at noen av testlesningene har pH-verdi utenfor
testorganismens toleranseomrdde, vurderes om resultatene fra
disse testprevene har betydning for fastleggelsen av EC50~-
verdien. Er resultatene av betydning, gjentas testen med regu-
lering av pH i de bersrte testprevene, Begge sett resultater

tas i betraktning ved vurdering av resultatene.

11. RESULTATER

Resultatene fra prosessen bunnslding og metamorfose rapporteres
som EC5O—verdi med tilherende 95% konfidensintervall., I til-
legg illustreres resultatene i form av et konsentrasjons/

respons diagram.

Observas jonsresultatene for individer med unormal utvikling gis

som kommentarer.

Alle avvik fra den her beskrevne metode angis som kommentarer i

rapporten.



BALANUS IMPROVISUS (RUR) - HEMMING AV BUNNSLAING 0G METAMORFOSE

PROVE

TEST-
BETINGELSER

FOLSOMHETS -~
KONTROLL

RESULTATER

VEDLEGG éB
BALANUS TOX TEST SYSTEM R

Henry Hovde
Laboratorium: Kontor og postadr.:
Biclogibygget, rom 4617 Haugmannsveisn 22
Universitetet i Oslo 0888 Osle &
Telefon: 4., 513 Telefon: 22 0467

.

TESTRAPPORT B

Kode: -

Betegnelse: R3A tallolje 2

Testorganisme: Balanus improvisus DARWIN

Inkubering: 10 degn ved 2200? kontinuerlig lys.

pH-toleranse: 6,5 - 9,1

M31t pH-omrdde ved testens slutt: 6.88 -~ 7,33 (se KOMM,)

Testprever: Testporsjonene innveies i testlesningene;ﬁ
rystes kraftig, og fér std til likevektsinnstilling i
L5 h ved TOOC, Sifonert skstrakt testes. For detaljér
i testopplegget, se vedlegg UB.

Kontrollsubstans: 3,5=diklorfenol

Normalt gir testkonsentrasjonen 2,61 mg/kg 21-78% av
normal bunnslding og metamorfosering.

Funnet ved denne kontroll: 29 - 51%

Effektive konsentras joner 95% konfidensintervall
mg/kg (ppm)
EC~-20: 17 000

EC=50: b3 000 3% 000 - 47 000
EC-80: 106 000 '

Jfr fig. 1 (neste side)

0slo 20/5 1988
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RA tallolje side 2

RUR-TEST PROBIT
R4 tallolie

% respons

40 -

20 -

B 96 M9 4o @ b @0 OF M W M 9o 0% @ @ M & g

Y T T T : ';-jxfﬁ-@ o
10 2 8 4 58789 2 8 458788

Konsentrasjon (ppm)

Figur 1. Konsentras jon/respons diagram

KOMMENTARER Grunnet lave pH werdier i de "ferdig®
preprrerte testlesningene (eks. 5,46 ved
100 000 ppm) mdtte pH justeres noe opp
med Na0H for Torsekenes igangsettelse,

dvs, tilsetting forseksdyr.



VEDLEGG 2B
BALANUS TOX TEST SYSTEM

Henry Hovde

L.aboratorium: Kontor og postadr. :
Biologibygget, rom 4817 Haugmannsveien 22
Universitetet | Oslo 0586 Oslo &
Telefon: 4.. ;13 Telefon: 22 0& 67

TESTRAPPORT B

BALANUS IMPROVISUS (RUR) - HEMMING AV BUNNSLAING 0G METAMORFOSE

PROVE

TEST-
BETINGELSER

FOLSOMHETS -
KONTROLL

RESULTATER

Kode: -

Betegnelse: Destililert tallolje

Testorganisme: Balanus improvisus DARWIN

Inkubering: 10 degn ved 2200, kontinuerlig lvys,

pH-toleranse: 6,5 = 0,1

MAlt pH-omrdde ved testens slutt: 6,95 - 7,43 (se KOMM. )

Testprever: Testporsjonene innveies i testlesningene,

rystes kraftig, og fidr std til likevektsinnstilling i
by h wved EOOC, Sifonert skstrakt testes. For detaljer
i testopplegget, se vedlegg UB.

Kontrollsubstans: 3,5=dikiorfenscl

Normalt gir testkonsentrasjonen 2,61 mg/kg 21-78% av
normal bunnsliding og metamorfosering.

Funnet ved denne kontroll: 29-51%

Effektive konsentrasijoner 95% konfidensintervall
mg/kg (ppm)
EC-20: 3 000
EC-50: 5 000 L 700 - 5 LOO
EC=-80¢ 8 7200

Jfr fig. 1 (neste side)

0slo 20/5 1988
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Destillert tallolje side 2

% respons

KOMMENTARER

RUR-TEST PROBIT
Dest.tallolje

100

o S

40 -

o

20 -

@ e @ G W omoe oW oM B @ e e

0 s 7 7 » =TT 5
10 2 g 4 537%9&@ 2 g 4 5873910

Konsentrasjon (ppm)

Figur 1. Konsentrasjon/respons diagram

Grunnet lsve pH verdier i de "ferdig" prepa-
rerte testlesningene (eks L, 1k ved 100 000 ppm)
mitte pH justeres noe opp med N~OH for forsske

enes igangsetting, dvs. tilsetting forseksdyr.



VEDLEGG 2B
BALANUS TOX TEST SYSTEM

Henry Hovde

l.aboratorium:
Biologibygget, rom 4617
Universitetet i Oslo
Telefon: 4. 513

Kontor og postadr.:
Haugmannsveien 22
0586 Oslo &
Telefon: 220487

TESTRAPPORT B
BALANUS IMPROVISUS (RUR) - HEMMING AV BUNNSLAING OG METAMORFOSE

PROVE Kode: -
Betegnelse: R&/dest. tallolje (40%/60% henholdsvis)

TEST= Testorganisme: Balanus improvisus DARWIN
BETINGELSER

Inkubering: 10 degn ved 22°C, kontinuerlig lvs.

pH-toleranse: 6,5 - 9,1

MA1lt pH-omride ved testens siutt: 6,99-7,40 (se KOMM.)

Testprogver: Testporsjonene innveies i testleosningene,

rystes kraftig, og fér std til likevektsinnstilling i
45 n ved 10°c., Ssifonert ekstrakt testes. For detaljer
i testopplegget, se vedlegg UB.

FOLSOMHETS - Kontrollsubstans: 3, 5=dikliorfenocl

KONTROLL Normalt gir testkonsentrasjonen 2,61 mg/kg 21=-78% av
normal bunnslding og metamorfosering.
Funnet ved denne kontroll: 29-51%
RESULTATER Effektive konsentrasjoner 95% konfidensintervall
mg/kg (ppm)
EC=20: 3 300
EC=-50: 6 700 6 100 - 7 Loo

EC-B0O: 1L oo

Jfr fig. 1 (neste side)

Oslo 20/5 1988
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Henry Hovde



R&d/dest. tollolje

(ho%/ég%) side 2

RUR-TEST PROBIT
R8/dest.tallolje

100 ==

% respons

40 -

20 -

G S G W B W @ e S W @ en

0

KOMMENTARER

3
10

T TTT] T T T
2 8 45876883 2 8 4587880

Konsentrasion (ppm)

Figur 1. Konsentrasj@n/respons dizgream

Grunnet lave pH verdier i de "ferdig" prepa-

rerte testlesninger (eké b,32 ved 100 000 ppm)
midtte pH justeres mnoe opp med NaOH for forssk-
enes igangsetting, dvs. tilsetting forseksdyr.



BALANUS TOX TEST SYSTEM
Henry Hovde

Laboratorium: Kontor og postadr.:
Biologibygget, rom 4317 Haugmannsveien 22
Universitetet i Oslo 0586 Osle &
Telefon: 45 -3 12 Telefon: 220447

TESTRAPPORT
BALANUS IMPROVISUS (RUR) - HEMMING AV BUNNSLAING OG METAMORFOSE

PROVE Kode: -

Betegnelse: Totalavgang

TEST=- Testorganisme: Balanus improvisus DARWIN
BETINGELSER

Inkubering: 10 degn ved 220C, kontinuerlig lvs,

pH-toleranse: 6,5 ~ 9,1
M&1t pH-omrdde ved testems slutt: 7,18 = 7,36 (se KOMM,)

Testprever: Testporsjonene innveies i testlesningene,

rystes kraftig, og fdr std til likevektsinnstilling i
4 n ved 10°C. Sifonert ekstrakt testes. For detal jer
i testopplegget, se vedlegg UB.

FOLSOMHETS - Kontrollsubstans: 73,5-diklorfencl
KONTROLL

Normalt gir testkonsentrasjonen 2,61 mg/kg 21-78% av
normal bunnslding og metamorfosering.
Funnet ved denne kontroll: 29-51%

Met.
RESULTATER Stoff Kons. §§§ﬁ§1§§2§ é?:ii sum % *
tils. (ppm) (ant) abn cypris °nt Met.N v Ksn
Kontr o 83 0 b 87 95 98
" O 67 0 i 68 99 1062
Total
-avg. 100600 o O O ko 100 1073
u 100000 1h3 O 6 1h7 96 99
o 178000 92 1 1 g9k 98 101
" 178000 68 O 5 103 95 98
" 317000 122 O 1 i23 99 102
" 317000 66 0 5 69 96 99
864000 7h O G 7h 100 103
564000 60 i o 61 a8 101

0slo 20/5 198é;z%%%?;;%é;é€

Henry Hovde



Totalevgang

KOMMENTARER

side 2

Totalavlep er ikke testet ved hevere konsentra-
sjon enn 56& 000 ppm grunnet den heve ferskvenn-
innblsasndingen som ved ytterlig hevere konsentra-
sjon i seg selv da begynner 3 pévirke dyrene
(konstatert ved egne serier med kun ferskvann

tilsatt i skende konsentrssjoner).

Grunnet ingen paAvist effekt i det testede kon-
sentras jonsomride (100 ppm - 3564 000 ppm) lot
det seg ikke gjere 4 beregne dose—fresponskurve
og noen 2v enkeltresultetene er derfor for denne
testen istedet satt opp i tebeliform i delrap-
porten (foregAende side).

Grunnet lave pH verdier i de "ferdig" preparerte
testlesninger (eks. 6,49 ved 564 000 ppm) mitte
pH Jjusteres noe opp med NaOH feor forsskenes

igangse®ting, dvs. tilsetting forseksdyr.



Vedlegg 2: Hovedsammensettningen av destillert tallolje oppgitt av
leverandaren BERGVIK KEMI AB. Destillert talloje bestldr av 25% Bevacid
25/30 og 75 %BO hovedsammensettningen av disse er oppgitt separat.



Tall Oil Heads

TYPICAL
CHEMICAL AND
PHYSICAL DATA:

TYPICAL
CHEMICAL
ANALYSIS:

DELIVERY:

EINECS NUMBER:

BO

Acid value
Saponification value
Density at 20°C, kg/m?3
Colour, Gardner

Flash point, open cup, °C

<C 16
C 16:0 (Palmitic acid)
C17:0
C 18:0 (Stearic acid)
C 18:1-9 (Oleic acid)

C 18:2-9, 12 (Linoleic acid)
C 18:3-5, 9, 12 (Pinolenic acid)

Other fatty acids

Unsaponifiables

Road tank wagons.

120
130
950

15
140

Per cent by weight

10

1
10
18
5
3

55
45

4

100

March, 1983

Tall Oil BO may show a tendency to deposit a layer of crystals

when stored.

65997-03-7

Postal address
Box 500
5-826 01 SODERHAMN

Telephone
Nat 027C-168 00
int +48-27016600

Telegrams
bergvik
sdderhamn

Telex
47310
brgvik s
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Distilled Tall Oil

TYPICAL
CHEMICAL AND
PHYSICAL DATA:

TYPICAL
CHEMICAL
ANALYSIS:

DELIVERY:

EINECS NUMBER:
CCC NUMBER:

* {Former name 7O 25/30)

BEVACID 25/30*

s¥iks oty DD

Postal address
Box 500
S-826 01 SODERHAMN

Density at 20°C, kg/m? 945
Refractive index,

np at 20°C 1.480
Viscosity at 20°C, mPa-s (cP) 100
Cloud point, °C i5
Pour point, °C ]
Flash point, open cup, °C 200
Colour, Gardner 53 5
Acid value 189
Saponification value . 180

Per cent by weight

Saturated fatly acids 3
Oleic acid 20
Linoleic acid and other

polvunsaturated acids 47

non-conjugated 37
conjugated 10
Free falty acids 70
Free resin acids 27.0
Unsaponifiables 3.0
g?ﬁ%i%?kagggf?gé kg net.
Reported.
38.05
Telephone Telegrams

Nal 0270-188 00
Int +48-27016600

bergvik
sdderhamn

Telex
47310
brgvik s





