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BAKGRUNN

Norske Skog Tofte Industrier henvendte seg i 1995 til NIVA for & fd utfgrt en pkotoksikologisk
karakterisering av avigpsvann fra Tofte industrier ved Tofte. Et forslag til program for
undersgkelsen ble utarbeidet og akseptert 14.11.95. Karakteriseringen skulle omfatte prgver fra
produksjon av bade langfibret masse av gran og furu samt kortfibret masse av eucalyptus.

Tofte Industrier sto ansvarlig for prgvetaking og forsendelse til NIVA.

1. PROGRAM FOR KARAKTERISERINGEN

1.1 PROVETAKING

Prgver av avlgpsvannet ble tatt som gyeblikks prgver av Norske Skog 14 november 1995
(kortfiber) og 13 desember 1995 (langfiber) og sendt til NIVA. Prgvene ble tatt fra utigpet fra
sedimentasjonsanlegget. Avlgpsvannet har en oppholdstid pd 5 timer fgr det slippes ut gjennom en
300m ledning som munner ut p4 30-50 m dyp i sjgen. Karakteriseringen ble avsluttet i mars 1996.

1.2 KJEMISK KARAKTERISERING
Den kjemiske karakteriseringen av avlgpsvannet (gyeblikksprgve) omfattet:

pH-verdi

konduktivitet

kjemisk oksygenforbruk

totalt organisk karbon (TOC)

suspendert materiale

total nitrogen

total fosfor

ekstraktivstoffer (harpikssyrer, fettsyrer, ligniner og steroler)

1.3 Toksisitetstester

Toksisitetstest med bakterier ble utfprt med Microtox-testen. 1 denne méles hemming av
Iysutskillelse fra den marine bakterien Photobacterium fisheri. Avlgpsvannet fortynnes i
sjgvann og bakteriene tilsettes. Etter 5 og 15 min. eksponering mdles lysproduksjonen med et
spesielt fotometer. Resultatet av Microtox-testen uttrykkes som ECsg-verdi, dvs. den
konsentrasjon som har 50% hemmende effekt pd bakterienes lysutskillelse

Toksisitetstesten med alger ble utfgrt i henhold til ISO 10253 "Marine Alga growth inhibition
test", med Skeletonema costatum som testorganisme. Avlgpsvannet ble filtrert og tilsatt salter
for 4 f4 samme saltholdighet i avigpsvannet som i sjgvann. En konsentrasjonsserie av
avlgpsvannet i sjgvann (60 m dyp i ytre Oslofjord) med tilsetning av neringssalter ble podet




med aktivt voksende testalger fra en stamkultur, og inkubert med konstant belysning (ca. 80 pE
m™ s™") og ved temperaturen 20 C°.

Veksten i kulturene ble fulgt ved telling av algeceller etter 24, 48 og 72 timer. Fra vekstkurvene
kan man se om veksten har vert hemmet i forhold til kontrollkulturene under noen del av
eksponeringstiden. Algenes veksthastighet ble beregnet fra gkningen i antall celler fra start til
slutt (3 dpgn). Veksthastighetene ved ulike konsentrasjoner av avigpsvannet blir tegnet opp i et
konsentrasjon/responsdiagram. Fra dette kan ECs-verdien bestemmes dersom man oppndr mer
enn 50% veksthemming.

Giftighetstesten med krepsdvr (Acartia tonsa) ble gjort i henhold til et ISO forslag:
"Determination of acute lethal toxicity to marine copepods (Copepoda Crustacea)" Forsgksdyr
som var fra 17 til 25 dggn gamle ble eksponert i en fortynningsserie av avlgpsvannet. Salter ble
tilsatt avlgpsvannet for & oppnd samme saltholdighet i alle prgver. Etter 24 og 48 timers
eksponering ble dyrene observert og antallet dyr som var dgde ble registrert. Resultatene av
testen uttrykkes som LCso-verdi, dvs. den konsentrasjon som dreper 50% av krepsdyrene i lgpet
av testen.

Giftighetstesten med fisk (piggvar) ble utfgrt etter en metode foreslatt av PARCOM: "Acute
test with juvenile turbot Scopthalmus maximus), A draft procedure”. Denne bygger pA OECD
Guideline 203 "Fish acute toxicity test". Fisken var levert av Tinfos Aqua A/S og var ca. 13
uker gamle. Dgdeligheten av fisken be undersgkt over 4 dggn i ulike konsentrasjoner av
avlgpsvannet, fortynnet i sjgvann fra 60 m dyp i ytre Oslofjord (Solbergstrand). Forsgket ble
utfgrt i akvarier med 25 L volum og med 7 fisker for hver konsentrasjon. Avlgpsvannets
saltholdighet ble ikke justert. Fiskene ble overfgrt til ny testlgsning hvert dggn (semistatisk
metode). Testen ble utfgrt ved ca. 14 °C. Resultatene av fisketesten uttrykkes som LCso-verdi.

1.4 Nedbrytbarhetstester

Ved nedbrytbarhetstester undersgkes den mikrobielle nedbrytningen av organiske forbindelser.
Testene utfgres i aerobt miljg, d.v.s. med oksygen tilstede, og gir indikasjoner pd om
avlgpsvannet inneholder stabile organiske forbindelser som ikke brytes ned i miljpet.

Nedbrytbarhetstesten ble utfgrt med en respirometrisk metode (OECD 301 F), hvor
oksygenforbruket ved nedbrytning blir registrert over en 28 dggns periode ved temperaturen 20
°C. I tillegg ble konsentrasjonen av lgst organisk karbon (DOC) malt ved begynnelsen og
slutten av testen.

Avlgpsvannet ble fortynnet til 25 % konsentrasjon for 4 fi en konsentrasjon av organisk karbon
som er egnet for metoden. Uorganiske n&ringssalter ble tilsatt og prgven inokulert med
mikroorganismer fra et laboratorie-aktivt slamanlegg. Prgvene ble inkubert i lukkede, mgrke
flasker som var tilkoblet manometre. Karbondioksyd, produsert ved nedbrytningen ble
absorbert i lut i en beholder inne i flasken. Oksygenforbruket ble lest av fortlgpende pi
manometrene.

Ved nedbrytbarhetstester av enkeltkjemikalier er det vanlig & bruke DOC-reduksjon stgrre enn
70% etter 28 dggn som kriterium for "lett nedbrytbart”. For avigpsvann, som inneholder en
blanding av stoffer er denne grenseverdi ikke uten videre anvendelig. Det kan ogsd vere behov
for & undersgke hvilke stoffer (eller egenskaper) som er igjen etter nedbrytningen. Dette ble



gjort ved & gienta deler av karakteriseringen (kjemiske analyser, Microtox og
bioakkumulerbarhet) etter nedbrytbarhetstesten.

Parallelt med respirometertesten ble det satt opp en nedbrytbarhetstest med stgrre volum for
karakterisering av avlgpsvann etter nedbrytning. Forbehandling, inokulering og inkubering ble
foretatt p4 samme méte som i respirometertesten, men konsentrasjonen av avlgpsvann var 50
%. Nedbrytningen av organisk analyse ble fulgt ved DOC-analyser.

1.5 Bioakkumulerbarhet

Kjemikaliers tendens til & oppkonsentreres eller akkumuleres i levende organismer kan
undersgkes med s.k. bioakkumulerbarhetstester, hvor f. eks. fisk eksponeres til lave
konsentrasjoner over lang tid og konsentrasjonsgkningen av kjemikaliet i fiskekjpttet
undersgkes ved analyser. P.g.a. at bioakkumulerbarheten av organiske stoffer mest beror pd
stoffets fettlgselighet (lipofilitet) har man imidlertid utviklet screening-metoder for undersgkelse
av potensiell bioakkumulerbarhet, som er basert p4 méling av fasefordelingen mellom oktanol
og vann Py,. Til dette brukes kromatografiske metoder (tynnsjiktskromatografi eller HPLC).

Screeningmetodene for potensiell bioakkumulerbarhet kan ogsd brukes for karakterisering av
avigpsvann, ved at mengden organisk stoff i ulike P,y-intervaller blir bestemt. Som potensielt

bioakkumulerbart regnes stoffer med Py, >1000.



2. RESULTATER

Testrapporter for tester av nedbrytbarhet, toksisitet og bioakkumuleringspotensiale er lagt i
vedlegg A. En sammenstilling av resultatene er gjort nedenfor.

2.1 Resultater av tester pa renset vann fra kortfiber produksjon
(NIVA prgve B212)

2.1.1 Kjemisk karakterisering

Resultatet av den kjemiske karakteriseringen av avlgpsvannet fgr og etter 28 dggns
nedbrytbarhetstest er vist i tabell 1. Innholdet av organisk stoff, salter og neringssalter er relativt

lavt. Et lavt forhold mellom BOD og COD tyder p4 at mesteparten av de organiske komponentene
ikke er lett nedbrytbare.

Konsentrasjonene av harpikssyrer og fettsyrer (tabell 2) er normale for et avigpsvann fra
termomekanisk masseproduksjon. Fgr biologisk rensing er konsentrasjonene av harpikssyrer
normalt 10-50 mg/L. Sammenligning av analysene fgr og etter nedbrytbarhetstest viser at ner 74
% av harpikssyrene, ca. 48 % av fettsyrene og ca. 84 % av sterolene ble fjernet ved nedbrytning
(28 dagn).

Tabell 1. Kjemiske karakterisering av avlgpsvann fra kortfiber produksjon.
Alle tall er justert for eventuell fortynning ved prgvetakingstidspunktet.

analysevariabel enhet for etter
nedbrytn. nedbrytn.

pH 7.29 -
Konduktivitet mS/m 191 -
Suspendert tgrrstoff mg/L 23.3 -
BOD; mg O/L 165 -
Kjemisk oksygenforbruk (COD) mg O/L 470 -
Totalt organisk karbon (TOC) mg/L. 208 -
Lgst organisk karbon (DOC) mg/L 158.1 46.8
Totalt nitrogen (Tot. N) mg/L 3.6

Totalt fosfor (Tot. P) mg/L 4.14

2.1.2 Nedbrytbarhet

Nedbrytbarhetstesten (se vedlegg) viste et raskt oksygenforbruk de fgrste dagene, men deretter
gket oksygenforbruket meget langsomt gjennom hele testperioden (28 dggn). Det totale
oksygenforbruket (korrigert for fortynning) var 330 mg/L. Dette er 70 % av COD analysert i
samme delprgve. Reduksjonen i DOC var fra 157 til 47 mg/L, dvs. 70%.



1 nedbrytbarhetstudiet som ble utfgrt i 50 % konsentrasjon for karakterisering av avlgpsvann for
og etter nedbrytning, var DOC-konsentrasjonen ved start 79.05 mg/L fgr nedbrytning og 23.40
mg/L. etter nedbrytning, reduksjonen var sfledes 70 %. Dette verifiserer resultatet av
nedbrytbarhetstesten. Resultatene viser at mesteparten av de lgste organiske forbindelsene er lett
nedbrytbare. Dette tyder pd at det ikke er foregatt noen betydelig forutglende nedbrytning for
utslipp til resipienten.

Tabell 2. Organiske analyser av avlgpsvann fra kortfiber produksjon,
fgr og etter en nedbrytningsperiode pa 28 dager.Alle tall er justert for
eventuell fortynning ved prgvetakingstidspunkiet.

analysevariabel enhet for etter
nedbrytn. nedbrytn.
Pimaric acid mg/L 0.041 0.008
Sandaracopimaric acid mg/L 0.004 0.006
Isopimaric acid mg/L 0.011 0.004
Palustric acid mg/L nd nd
Levopimaric acid mg/L nd nd
Dehydroabietic acid mg/L 0.068 0.018
Abietic acid mg/L. 0.015 nd
Neoabietic acid mg/L nd nd
SUM harpikssyrer mg/L 0.139 0.036
Linoleic acid mg/L 0.014 nd
Oleic acid mg/L 0.028 0.022
SUM fettsyrer mg/L 0.042 0.022
Campesterol mg/L 0.012 nd
B-sitosterol mg/L 0.154 0.034
B-sitostanol mg/L 0.172 0.020
SUM Steroler mg/L 0.338 0.054

2.1.3 Toksisitet
Resultatene av toksisitestsestene er sammenfattet i tabell 3.

Resultatene av toksisitetstestene viser at avlgpsvannet har lav akutt gifteffekt pd de testede
organismene, med veksthemming hos algen Skeletonema costatum som den mest sensitive
organismen, her ble EC50 funnet til 12.1 %. Etter 48 timer i testen med Acartia tonsa overlevde
alle dyr ved 12 % konsentrasjon, mens alle dgde ved 56 %. Ingen dgdelighet av piggvar ble
registrert ved den hgyeste testkonsentrasjonen (56 %).

Avlgpsvannet fra kortfibret produksjon fra Tofte Industrier har en moderate toksisitet ovenfor
alger under testbetingelsene i denne testen. Den relativt bratte kurven i dose/respons figuren
antyder at toksisiteten hovedsaklig skyldes et stoff alene.



Tabell 3. Resultater av toksisitetstester for avigpsvann fra kortfiber produksjon.

Organisme Responsparameter Fgr nedbr. | Etter nedbr.
Microtox lysutskillelse ECs >100 % >50 % *
Skeletonema costatum | veksthastighet ECs 12.1 % -
Acartia tonsa dgdelighet LCso 32 % -
Piggvar dpdelighet LCso >50% -

*Avlgpsvannet ble fortynnet til 50 % i forbindelse med nedbrytbarhetstudien.

2.1.4 Bioakkumulering

Mengden organiske forbindelser med potensiale for bioakkumulering var i fglge den
tynnsjiktskromatografiske separasjonen av fettlgselige komponenter (log P..>3) 2.9 mg/L i
avlgpsvannet fgr nedbrytning. Etter nedbrytning var konsentrasjonen redusert til 0.28 mg/L.
Nedbrytningsgraden av de potensielt bioakkumulerbare komponentene var altsd 90 %. Dette er
hgyere enn for organisk stoff totalt og tyder p4 at de potensielt bioakkumulerbare stoffene til
stgrste delen er lett nedbrytbare.

2.2 Resultater av tester pa renset vann fra langfiber produksjon
(NIVA prgve B215)

2.2.1 Kjemisk karakterisering

Resultatet av den kjemiske karakteriseringen av avlgpsvannet fgr og etter 28 dggns
nedbrytbarhetstest er vist i tabell 4. Innholdet av organisk stoff, salter og n@ringssalier er relativt
lavt. Et lavt forhold mellom BOD og COD tyder pd at mesteparten av de organiske komponentene
ikke er lett nedbrytbare.

Konsentrasjonene av harpikssyrer og fettsyrer fra et termomekanisk masseproduksjon er vist i
tabell 5. Fgr biologisk rensing er konsentrasjonene av harpikssyrer normalt 10-50 mg/L.
Sammenligning av analysene for og etter nedbrytbarhetstest viser at 86 % av harpikssyrene, ca.
35 % av fettsyrene og ca. 59 % av sterolene ble fjernet ved nedbrytning (28 dggn).

2.2.2 Nedbrytbarhet

Nedbrytbarhetstesten (se vedlegg) viste et et raskt oksygenforbruk de férste dagene, men deretter
gket oksygenforbruket meget langsomt gjennom hele testperioden (28 dggn). Det totale
oksygenforbruket (korrigert for fortynning) var 236 mg/L. Dette er 26 % av COD analysert i
samme delprgve. Reduksjonen i DOC var fra 153 til 73 mg/L, dvs. 52 %.



Tabell 4. Kjemiske analyser av avlgpsvann fra langfiber produksjon.
ing ved prgvetakingstidspunktet.

Alle tall er justert for eventuell fort

analysevariabel enhet for etter
nedbrytn. nedbrytn.
pH 6.56 -
Konduktivitet mS/m 155 -
Suspendert tgrrstoff mg/L 108 -
BODy mg O/L 109 -
Kjemisk oksygenforbruk (COD) mg O/L 919 -
Totalt organisk karbon (TOC) mg/L 174 -
Lgst organisk karbon (DOC) mg/L 155.7 77.1
Totalt nitrogen (Tot. N) mg/L 3.1
Totalt fosfor (Tot. P) mg/L 1.42

Tabell 5. Organiske analyser av avlgpsvann fra langfiber produksjon.
for og etter en nedbrytningsperiode pa 28 dager. Alle tall er justert for
eventuell fortynning ved prgvetakingstidspunktet

analysevariabel enhet for etter
nedbrytn. nedbrytn.

Pimaric acid mg/L 0.059 0.008
Sandaracopimaric acid mg/L 0.016 0.002
Isopimaric acid mg/L 0.060 0.008
Palustric acid mg/L nd nd

Levopimaric acid mg/L nd nd

Dehydroabietic acid mg/L 0.139 0.018
Abietic acid mg/L 0.061 0.008
Neoabietic acid mg/L nd nd

SUM harpikssyrer mg/L. 0.335 0.044
Linoleic acid mg/L. 0.017 0.012
Oleic acid mg/L 0.035 0.022
SUM fettsyrer mg/L 0.052 0.034
Campesterol mg/L 0.028 0.012
B-sitosterol mg/L 0.088 0.038
B-sitostanol mg/L 0.020 0.003
SUM Steroler mg/L 0.136 0.056

1 nedbrytbarhetsstudiet som ble utfgrt i 50 % konsentrasjon for karakterisering av avlgpsvann fgr
og etter nedbrytning, var DOC-konsentrasjonen ved start 77.85 og etter nedbrytning 38.55 mg/L,




reduksjonen var sdledes 50 Dette verifiserer resultatet av nedbrytbarhetstesten hvor resulatet var
52 %. Resultatene viser at mesteparten av de lgste organiske forbindelsene er noe nedbrytbare.
Dette tyder pd at det ikke er foreghtt noen omfattende forutgiende nedbrytning fgr utslipp til
resipienten.

2.2.3 Toksisitet

Resultatene av toksisitestsestene er sammenfattet i tabell 6.

Tabell 6. Resultater av toksisitetstester av avlgpsvanns fra langfibret produksjon

Organisme Responsparameter Fgr nedbr. | Etter nedbr.
Microtox lysutskillelse ECso 50 % >50 %
Skeletonema costatum | veksthastighet ECs 12.6 % -
Acartia tonsa dodelighet LCs 30 % -
Piggvar dgdelighet LCs >56 % -

*Avlgpsvannet ble fortynnet til 50 % i forbindelse med nedbrytbarhetstudien.

Resultatene av toksisitetstestene viser at avigpsvannet har lav akutt gifteffekt pd de testede
organismene, med veksthemming hos algen Skeletonema costatum som den mest sensitive
parameter, her ble EC50 funnet til 12.6 %. Etter 48 timer i testen med Acartia tonsa var den ingen
signifikant dgdelighet ved 12 % konsentrasjon, ved 56 % dgde alle dyrene. Ingen dgdelighet av
piggvar ble registrert ved den hgyeste testkonsentrasjonen (50%).

Avlgpsvannet fra langfibret produksjon fra Tofte Industrier har en moderate toksisitet ovenfor
alger under testbetingelsene i denne testen. Den relativt bratte kurven i dose/respons figuren
antyder at toksisiteten hovedsaklig skyldes et stoff alene.

2.2.4 Bioakkumulering

Mengden organiske forbindelser med potensiale for bioakkumulering var i fglge den
tynnsjiktskromatografiske separasjonen av fettlgselige komponenter (log P,.>3) 2.96 mg/L i
avlgpsvannet fgr nedbrytning. Etter nedbrytning var konsentrasjonen redusert til 0.26 mg/L.
Nedbrytningsgraden av de potensielt bioakkumulerbare komponentene var altsd >90 %. Dette er
hgyere enn for organisk stoff totalt og tyder pd at de potensielt bioakkumulerbare stoffene til
stgrste delen er lett nedbrytbare.
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3. DISKUSJON

Karakteriseringen viser at avlgpsvannet fra Norske Skog, Tofte industrier inneholder en del
organiske restprodukter, som ogsd gir vannet en brunlig farge. Disse stoffene er tildels ganske
labile som resultatet av nedbrytbarhetstesten viser, med en DOC reduksjon pd 70 % for kortfiber
produksjon og 50 % for langfiber produksjon. Mengde stoff med Log Pow>3 ble redusert med 80
% eller mer i lgpet av 28 dager.

Oksygenforbruket er noe hgyere ved kortfiber produksjon enn langfiber produksjon. Antar vi at
sjpvann inneholder 8 mg O, per liter vil 1 liter avlgp fra kortfiber produksjon forbruke all oksygen
i41 1sjpvann, tilsvarende for langfiber produksjon er 30 1.

Med hensyn til toksisitet ovenfor akvatiske organismer var det liten forskjell pa de to utslippene.
Av dette kan man slutte at den toksiske komponenten trolig er tilfgrt i prosessen. Microtox testen
er for lite sensitiv i dette tilfelle for & kunne avslgre om toksisiteten ble redusert i lgpet av den
biologiske nedbrytnings prosessen. Det er derfor ikke mulig 4 si om biologisk nedbrytning lgpet av
en 28 dagers periode har konsekvenser for toksisiteten til avlgpet.

Avlgpsvannets toksisitet var moderat for begge typer produksjon. P4 dette grunnlaget mé faren for
akutte gifteffekter i resipienten betegnes som liten. Miljgstyrelsen i Danmark har foreslitt
retningslinjer for beregning av ‘"null-efekt konsentrasjon" (PNEC = predicted no effect
concentration) pd grunnlag av toksisitetstestdata. (Pedersen et al. 1994). Nir man har data fra
tester med alger, krepsdyr og fisk er usikkerhetsfaktoren for PNEC,,. satt til 10. PNEC,uu
beregnes ved & dividere den laveste EC/LCsp-vedien med usikkerhetsfaktoren. Usikkerhetsfaktoren
tar hensyn til forskjeller i fplsomhet hos ulike organismer. For 4 beregne null-effekt
konsentrasjonen for kroniske effekter (PNEC,.isx) md man i tillegg ta hensyn til at kroniske
effekter vanligvis opptrer ved lavere konsentrasjoner enn akutte effekter. Miljgstyrelsen har
foreslatt usikkerhetsfaktoren til 20. Disse usikkerhetsfaktorene er lavere enn man normalt bruker
ved miljgfarlighetsvurderinger av kjemikalier (OECD 1992). Dette kan begrunnes med at
variasjonen i fglsomhet er lavere for komplekse blandninger enn for enkeltkjemikalier
(Miljgstyrelsen 1994).

Som utgangspunkt for beregningen av null-effektskonsentrasjoner for avigpsvann fra Tofte
Industrier brukes laveste EC/LCs, som er 12 % (Alge). Med de usikkerhetsfaktorer som er nevnt
ovenfor kan fglgende null-effektkonsentrasjoner beregnes:

12
I:'I\H':‘Cak‘_]tt = I6= 12%
PNEC,, ., = 2_ 6%
20

Fortynningsbehovet for 4 komme under PNECy,onsx € sdledes 170 ggr. Utslippet ledes ned til 30-
50 m dyp hvor en diffusor fordeler utslippet over de siste 30m av utslippsledningen.Ved &
sammenholde dette fortynningsbehovet og stromningsforholdene pé stedet kan man enkelt beregne
influensomrédet (Influensomréidet er det vannvolumet som til enhver tid har en konsentrasjon av
avigpsvann som overstiger PNECyons- ). For utslippet i 1988 beregnet Miljgplan en
prim&rfortynning i innlagret skikt pd 50-100 gangers fortynning. Innlagret skikt er beregnet til 8-

11



10m. Prmarfortynningsvolumet mé ytterligere fortynnes 2 ganger for & komme under PNECy onisk
verdien.

Avlgpsvannets totale gifteffekt kan ogsd uttrykkes som "Toxicity emission factor" eller TEF. TEF-
verdien beregnes ved 4 multiplisere avlgpsvannets toksisitet med utslippsmengden (Q). TEF
verdien er en resipientuavhengig parameter som kan nyttes til sammenligning mellom ulike
bedrifter/industrier. Dette krever at EC/LCso-verdiene omregnes til en enhet (TU) som gir gkende
verdi med gkende giftighet. TU beregnes som:

TU= 100 med EC/LCs, angitt som % konsentrasjon
EC/LCq,

TEF verdien beregnes som:
TEF = TU * Q med Q angitt f.eks. som m’/time

Laveste EC/LCsp-verdier var 12 %, derfor blir TU= 8.3. Utslippet fra fibermasseproduksjon er
omlag 43000 m*/dggn eller 1792 m’/time, derfor blir TEF= 14870. Utslippet i dag er bare noe
mindre enn beregnet i 1988 pi 55-60 000 m*/dggn. Det er altsé ikke noen signifikant reduksjon i
utlippet, siden 1988. Men uten kjennskap til toksisiten av utslippet i 1988 kan det ikke sies noe om
endringens betydning for miljget.

REFERANSER
Pedersen, F,. A. Damborg og P. Kristensen (1994): Industrispildevands miljgfarlighet.

Miljgstyrelsen, Miljgprosjekt nr. 260, 74 pp.

OECD 1992: Report of the OECD workshop on the extrapolation of laboratory aquatic toxicity
data to the real environment. OECD Environment Monographs no. 59, OECD, Paris.
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Norsk

Institutt

for
Vannforskning

0411 Oslo

Postboks 173 Kjelsas

Tel: 22 1851 00
Fax: 22 1852 00

Nedbrytbarhet

Kunde: Norske Skog A/S Tofte Industrier

Test produkt:

Prove mottatt:
Test periode:

Testbetingelser:
Apparatur:
Neaerings-

lgsning:
Inokulum:

Avlgpsvann, langfibret produksjon

13, des. 1995  Lagringsbetingeiser: 2-4 °C

14. des. 1995 1l 11. jan. 1996.

Manometrisk respirometer, WTW 2001
OECD 301 Standard minerallpsninger. Ammonia: 1.3 mg N/L i preparert testlgsning.

OECD 301F

Lab. kode:

TEST RAPPORT &

Q

NORSK
AKKREDITERING

#r POOS

B215/1

Mikroorganismer fra laboratorieprodusert biologisk aktivt stam (Husmann unit) dyrket

i OECD syntetisk kloakk. supplert med kommunalt kloakkvann dosert over 2 dggn far
teststart. Slammet ble sentrifugert (2000 G 1 10 min.) og resuspendert i BOD-
neringssaltlpsning for "utvasking” av Igste stoffer. Denne prepareringen ble utfgrt to
ganger fgr slammet ble resuspendert il 6,6 g/L. STS.
Inokulumkonsenirasjon i testmediet: 2,1 - 10° CFU/L, 30 mg/L STS.

Inkubasjon:
pH:
Referense:
Giftighets-
kontroli:

Preparering av prgve:
Avlgpsvannet ble testet ved 25 % konsentrasjon i 3 parallelie testflasker for bestemmelse av biokjemisk
oksygenforbruk (BOD), og 2 paralleller for Igst organisk karbon (DOC).
Kjemisk oksygenforbruk (CODc,) ble analysert i 1:10 fortynning.

Slutt:

7.8

Temperatr: 20+ 1 °C.  Varigher: 2§ dager.
Start: 7.5
Anilin, 20 mg C/L

Anilin, 20 mg C/1 + 25 % avlgpsvann i testmedium

Resultater:
Teststoff COD(, BOD,, bOC DOC,, DOC-red.
Blandprgve 919 mg 236 mg/i 153 mg/l 73 mg/l 52 %
BOD-kurve: Nedbrytningsgrad:
»0T Reduksjon; DOC: 52 %
200 -
<.°=.° 150 + BOD,; -100 _ 26 %
g 100 4+ COD
=
50 +
0 H + t
0 5 10 is 20 25 30
Dager
Oslo, den 19. februar 1996
Testet av: /% %W Kvalitetsansvarlig: e i 7
Hafry Efraimsen Torsten Killgvist /

Denne testrapport fr kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endringer.
Testresultatet gjelder kun for den prgve som er testet,



i\/ A v Norsk Institutt for vannforskning @
NORSK
AKKREDITERING
Nr. POOS
ANALYSER OG RESULTATER:
Test produkt: Avlgpsvann, langfibret produksjon Lab. kode: B215/1

Test periode: 14. des. 1995 til 11, jan. 1996,

Kjemisk oksygenforbruk. (COD): 919 mg/L

DOC verdier, mg/i: Testkonsenirasjon: 25 %
Medium Flaske | Startverdi | 28 dggn
inokulum C1 0.5 1.6

" C2 0.4 1.1

Cmv. 0.45 1.35
Teststoff. (FL. 6) Al 38.2 18.5

(F1.7) A2 39.2 20.6

) Amv, 38.70 19.55
Korrigert (A-C) 38.25 18.20
DOC-reduksjon etter 28 dggn nedbryting (%) 52

BOD-verdier i testigsningen for parallellpragvene:

Antall degn 5 7 14 21 28
BOD mg/l 1 36,5 39,7 52,7 55,6 57,5
BOD mg/l 2 35,8 404 51,4 56,3 58,4
BOD mg/l 3 39.0 42.1 524 59,1 60,5
Nedbrytninggrad for referanse (anilin) etter 14 dogn (BODy,- 100/ ThOD): = 71 %
Testprove: Toksisitetskontroil;
5.6 T 140
| —l' ° o © © ©0
= 50.0 - o 0% 250
& ? g°
§zso po00000 O 00 90 © © o o 00 § ’Q' jMMWM
[IRIR - + } $ + + i é + + + + i
a 5 i0 15 20 25 30 10 15 20 25 30
Dager Dager
- & - Blank @ Teststoff - Q- Anmlteststoff ——@-— Anilin

Analyttiske betingelser:

Biokjemisk oksygenforbruk i testlgsningen er betemt med oksygen probe, (WTW OXI 2000) malt ved start og slutt.
Utviklingen er si beregnet p4 basis av manometeraviesning under inkubasjonstiden. DOC ble analysert pi
Dormann DC-190, med hgy temperatur (680 °C) og platina som katalysator. Kjemisk oksygenforbruk (COD,,) er
analysert etter NS 4748, NO;-N er analysert etter NS 4745 (Autoanalyzer Method).

REFERENSE:

1. OECD Guideline for testing of chemicals, 301F Manometric respirometry "Ready biodegradability”. July 1992

2. NS-ISO 9408 EN 29408 Water Quality- Evaluation in a aqueous medium of the "ultimate" biodegradability of
organic compounds- Method by determining the oxygen demand in closed respiromerter.



IVA®™ TEST RAPPORT s
i o one Nedbrytbarhet @

Institutt 0411 Oslo WoRSK
for Tel: 22 18 531 00

AKKREDITERING
Vannforskning Fax: 22 18 52 00 OECD 301F Nr. POOS

Kunde: Norske Skog A/S Tofte Industrier

Test produki: Avlgpsvann, kortfibret produksjon Lab. kode: B212/1

Prave mottatt: 13, nov. 1995  Lagringsbetingelser: 2-4 °C
Test periode: 16. nov. til 14. des. 1995.

Testbetingelser:

Apparatur: Manometrisk respirometer, WTW 2001

Neerings- OECD 301 Standard minerallpsninger. Ammonia: 1.3 mg N/L i preparert testlgsning.
lgsning:

Inokulum: Mikroorganismer fra laboratorieprodusert biologisk aktivt slam (Husmann unit) dyrket

i OECD syntetisk kloakk, supplert med kommunalt kloakkvann dosert over 2 dogn for
teststart. Slammet ble sentrifugert (2000 G i 10 min.) og resuspendert i BOD-
neringssaltlgsning for "utvasking" av lgste stoffer. Denne prepareringen ble utfgrt to
ganger fgr slammet ble resuspendert tii 3,64 g/L STS.

Inokulumkonsentrasjon i testmediet: 2.1 - 10° CFU/L, 30 mg/L STS.

Inkubasjon: Temperatur: 20+ 1 °C.  Varighet: 28 dager.
pH: Start: 7.7 Slutt: 8,6

Referense: Anilin, 20 mg C/1.

Giftighets-

kontroll: Anilin, 20 mg C/1 + 25 % avlgpsvann i testimedium

Preparering av prgve:

Avlgpsvannet ble testet ved 25 % konsentrasjon i 3 parallelle testflasker for bestemmelse av biokjemisk
oksygenforbruk (BOD), og Igst organisk karbon (DOC).

Kjemisk oksygenforbruk (CODc,) ble analysert pd ufortynnet prgve.

Resultater:
Teststoff COD(, BOD,, DOC DOC,, DOC-red.
Blandprove 470 mg/l 330 mg/l 157 mg/l 47 mg/l 70 %
BOD-kurve: Nedbrytningsgrad:
2;8 Reduksjon; DOC: 70 %
< 250
£ 200 BOD,; -100 70 %
2 150 — e = 0
€ 100 COD
50
0 ' !
0 5 10 15 20 25 30
Dager

Oslo, den 19. februar 1996

Sep—

Testet av: %MM Kvalitetsansvarlig: ¢ “”“” g
Hanz? E)jfiimsen Torsten Killgvisty

Denne testrapport fAr kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endringer.
Testresultatet gjelder kun for den prove som er testet.
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Norsk Institutt for vannforskning @
HORSK
AKKREDITERING
ur. PO0OS
ANALYSER OG RESULTATER:
Test produkt: Avlgpsvann, kortfibret produksjon Lab. kode: B212/1

est periode: 16. nov. il 14, des. 1995.

Kjemisk oksygenforbruk, (COD,): 470 mg/L

DOC verdier, mg/l: Testkonsentrasion: 25 %
Medium Flaske Startverdi 28 dpgn
Inokulum Cl 0.7 1.3
" C2 0.8 1.3
" Cmv. 0.75 1.36
Teststoff. (Fl. 6) Al 303 131
(FL.7) A2 40.2 12.6
(F18) A3 i3
" ' Amv. 39,75 13.05
Korrigert (A-C) 39.00 11.75
DOC-reduksjon etter 28 dggn nedbrytning (%) 70
BOD-verdier i testlgsningen for parallellprovene:
Antall dggn 5 7 14 21 28
BOD mg/i 1 55.9 63,6 76,5 79.9 81,4
BODmg/l 2 56,3 64,0 77.4 82,1 83,3
BOD mg/i 3 53.8 61.1 75,2 78,8 79,6
Nedbrytninggrad for referanse (anilin) etter 14 dggn (BOD4- 100/ ThOD): =72 %
Testprove: Toksisitetskontroll;
100.0 190
= 75.0 140
£ 500 ) -
g , & 2 90
g 250 ) @e@aeee’ee © e 0090009 é
0.0 & t + + t t d ® 40
0 5 10 15 20 25 30 ‘ . ‘ ‘ , .
Dager 10 5 10 15 20 25 30
- @~ -Blank —&— Teststoff Dager

- -@- -Anil+testsioff —@—— Anilin

Analyttiske betingelser:

Biokjemisk oksygenforbruk i testigsningen er betemt med oksygen probe, (WTW OXI 2000) milt ved start og slutt.
Utviklingen er sd beregnet p4 basis av manometeraviesning under inkubasjonstiden. DOC ble analysert pa
Dohrmann DC-190, med hgy temperatur (630 °C) og platina som katalysator. Kjemisk oksygenforbruk (COD_) er
analysert etter NS 4748, NO5-N er analysert etter NS 4745 (Autoanalyzer Method).

REFERENSE:

1. OECD Guideline for testing of chemicals, 301F Manometric respirometry "Ready biodegradability”. July 1992

2. NS-ISO 9408 EN 29408 Water Quality- Evaluation in a aqueous medium of the "ultimate” biodegradability of
organic compounds- Method by determining the oxygen demand in closed respiromerter.



BesoK / visiung:

Forskningsveien 3
PF Papirindustriens Forskningsinstitutt 7 | Post:

| N T Box 24 Blindern @
The Norweclan Pulp and Paper Research Institute < N 0313 OSLO, Norway
T S Telefon / Phone:
TR (+47)22 140090
N Telefax:
(+47)2246 80 14
Bank:
Sparebanken NOR
Konto nr.: 1600 42 53950

NIVA
Postboks 173 Kjelsés

0411 OSLO Eﬁ
Mintialh ! @ Akkreditent
; aboratorium for
Att: Harry Efraimsen / August Tobiesen ;jbemisk proving
AKKRéN‘g’?EKR!NG
Nr, PO26
1996-03-15
21090/GJ/kb
ANALYSERAPPORT
Okotoksikologisk testing
Dato for prgvemottak : 1995-11-16
Se vedlagt ark.
Maleusikkerhet : tot P:15 %, tot N:10%
Andre merknader :  Gjgr oppmerksom pa at alle resultater er beregnet pa

prgvene slik vi fikk dem. Det er ikke korrigert for noen
fortynninger foretatt fgr vi mottok prgvene.

Resultatene gjelder kun analyser av de tilsendte prgver.

Med hilsen
PAPIRINDUSTRIENS FORSKNINGSINSTITUTT

rd Jgrgens 2z

ppdragskoordinator

e

Rapporten skal ikke gjengis i utdrag, kun hele rapporten kan gjengis uten skriftlig
godkjenning.

* akkreditert metode
**  metode sgkt akkreditert Side 1 av 1



Parameter Metode Analysedato Resultat
B212
Tot. P NS 4725 + FIA 6/12-95 2,07 mg/l
Tot. N SS 028101 6/12-95 1,8 mg/l
Parameter Metode Analysedato | Resultat, mg/l
B212 B212-28d
Pimaric acid GC-MS Mars -96 0,041 0,004
Sandaracopimaric acid GC-MS Mars -96 0,004 0,003
Isopimaric acid GC-MS Mars -96 0,011 0,002
Palustric acid GC-MS Mars -96 nd nd
Levopimaric acid GC-MS Mars -96 nd nd
Dehydroabietic acid GC-MS Mars -96 0,068 0,009
Abietic acid GC-MS Mars -96 0,015 nd
Neoabietic acid GC-MS Mars -96 nd nd
SUM Harpikssyrer 0,139 0,018
Pinoleic acid 1) GC-MS Mars -96 nd nd
Linoleic acid 1) GC-MS Mars -96 0,014 nd
Oleic acid 1) GC-MS Mars -96 0,028 0,011
SUM Fettsyrer 0,042 0,011
Campesterol 2) GC-MS Mars -96 0,012 nd
[ -sitosterol GC-MS Mars -96 0,154 0,017
[B-sitostanol 3) GC-MS Mars -96 0,172 0,010
SUM Steroler 0,338 0,027
Potensiell GC-MS Mars -96 1,45 0,14
bioakkumulerbarhet 4)
Toksisitet overfor Microtox | 5) 25/10-95 EC,=64,7% EC,,>100%
(41,5 - 100)
1) Beregnet ut fra kalibreringskurve av heptadekansyre *

2) Beregnet ut fra kalibreringskurve av kolesterol

3) Beregnet ut fra kalibreringskurve av -sitosterol

4) Beregnet som 4,4'-dibromo-octafluorobifenyl

5) Metoden er utfart som beskrevet i Microtox-manualen "How to run toxicity tests using Microtox
Model 500". Microbics Corporation, Carlsbad, California, USA



A3UDEAR /Y AbaRRREY,
Forskningsveien 3

Papirindustriens Forsknmg51nst1tutt . Post:

, . Box 24 Blindern AT
The Norwegian Pulp and Paper Research Institute -’;;‘: i 0313 OSLO, Norway@
D Ny Telefon / Phone:
N (+47)22 140090
3 Telefax:
\ (+47)2246 80 14
NIVA Bank: )
Postboks 173 Kijelss NORSK INSTITUTT FOR ek O <3050
\’i ?\\1 2 n ;\G
0411 OSLO Lo FFF /40 @
Sak nra ~75453
Mottt 1 8. ©3. 9o ‘ \ Kevorsosm fo
Att: Harry Efraimsen / August Tobiesen |’ ottat 2.5 St i};ﬁf?@»i
AKKREDITERING
Nr. P026
1996-03-15
21114/GJ/kb
ANALYSERAPPORT

Pkotoksikologisk testing

Dato for prgvemottak : 1995-12-14

Se vedlagt ark.

Maleusikkerhet : totP:15%, tot N:10 %
Andre merknader : Gjgr oppmerksom pé at alle resultater er beregnet pa

prevene slik vi fikk dem. Det er ikke korrigert for noen
fortynninger foretatt fgr vi mottok prgvene.

Resultatene gjelder kun analyser av de tilsendte prgver.

Med hilsen
PAPIRINDUSTRIENS FORSKNINGSINSTITUTT

{S Jorgens

ppdragskoordinator
Rapporten skal ikke gjengis i utdrag, kun hele rapporten kan gjengis uten skriftlig
godkjenning.

* akkreditert metode
**  metode sgkt akkreditert Side 1 av 1



Parameter Metode Analysedato Resultat for
B215

Tot. P NS 4725 + FIA 15/1-96 710 pg/l
Tot. N SS 028101 2/2-96 1,55 mg/l
Parameter Metode Analysedato | Resultat, mg/l

B215 B215-28d
Pimaric acid GC-MS Mars -96 0,059 0,004
Sandaracopimaric acid GC-MS Mars -96 0,016 0,001
Isopimaric acid GC-MS Mars -96 0,060 0,004
Palustric acid GC-MS Mars -96 nd nd
Levopimaric acid GC-MS Mars -96 nd nd
Dehydroabietic acid GC-MS Mars -96 0,139 0,009
Abietic acid GC-MS Mars -96 0,061 0,004
Neoabietic acid GC-MS Mars -96 nd nd
SUM Harpikssyrer : 0,335 0,022
Pinoleic acid 1) GC-MS Mars -96 nd nd
Linoleic acid 1) GC-MS Mars -96 0,017 0,006
Oleic acid 1) GC-MS Mars -96 0,035 0,011
SUM Fettsyrer 0,052 0,017
Campesterol 2) GC-MS Mars -96 0,028 0,006
B-sitosterol GC-MS Mars -96 0,088 0,019
B-sitostanol 3) GC-MS Mars -96 0,020 0,003
SUM Steroler 0,136 0,028
Potensiell GC-MS Mars -96 1,48 0,13
bioakkumulerbarhet 4)
Toksisitet overfor Microtox | 5) 25/10-95 EC,=49,8% EC,>100%

(44,3 - 55,9)

nd: ikke pavist

1) Beregnet ut fra kalibreringskurve av heptadekansyre

2) Beregnet ut fra kalibreringskurve av kolesterol

3) Beregnet ut fra kalibreringskurve av B-sitosterol

4) Beregnet som 4,4'-dibromo-octafluorobifenyl

5) Metoden er utfort som beskrevet i Microtox-manualen "How to run toxicity tests using Microtox
Model 500". Microbics Corporation, Carlsbad, California, USA
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VA TEST RAPPORT

Norsk Posboks 89 Komvall—— Akitt toksisitet - juvenil Piggvar
Institutt 0808 Oslo . . . &~

for o Tel22185100 (Semistatisk eksponering)
Yannforskning Fax: 22 18 52 00

Scopthalmus maximus

Teststoff: Avlgpsvann fra Kortfiber produksjon Lab. kode: B212/1
Kunde: Norsk Skog Tofte Industrier | Prgve motatt:  15.11.95
Testmetode

Testen er utfprt i overensstemmelse med utkastet til PARCOM toksistets test slik det er beskrevet
av Phil McWilliams, TERRA Environmental Laboratory A/S 1994 i "Draft procedure, Acute test
with juvinile turbot Scopthalamus maximus”, testen bygger p4 "OECD Guidelines for testing of
chemicals” (No. 203; Fish, acute toxicity test).

Testorganisme
Juvenile Piggvar (Scopthalmus maximus), med middelvekt 5.1 g og middel lengde 6.5 cm. Fisken

var hentet fra Tinfos Aqua A/S i Rogaland. Godkjennelse av bruk og transport av piggvar ble gitt
2 november 1995 av Torill Malmstrgm, Fylkesvetrinzren for Oslo, Akershus og @stfold.

TEST BETINGELSER

Test metode: Draft PARCOM test Akutt test pi juvinile piggvar

Test organisme: Piggvar Scopthalmus maximus

Test parameter: Mortalitet observert hvert dggn i 4 dogn.

Opprinnelse av fisk: Tinfos Aqua, Piggvar klekket i uke 33

Ankomst Solbergstrand: Piggvar ankom Solberstrand 7.11.95

Start dato: 20.11.95

Test konsentrasjoner: 5.6,10,18,320g 56 %

Tillaging av prgver Avigpsvannet blandet med Sjpvann fra 60m dyp 1 Drgbak.

Test medium: 60 m sjgvann fra Drobak

Test kar; 25 1 glass akvarium plassert i et temperaturkontrollert vannbad

Test betingelser

Lys: 12h lys : 12 h mgrke med dagslys type lysstoffror

Temperatur: Malt med temperatur logger gjennom hele forspket snittverdi var 14.4°C med
enSDpal1.2°C

pH: kontroll: start: 7.9 slutt: 7.4, hgyeste konsentrasjon: start: 7.5 slutt: 7.5

Oksygen: >70% metming, untatt siste dag 1 5.6 %

Salinitet 1 kontroll: i kontroll: 3.47 % S, 1 heyeste konsentrasjon: 1.64 % S

Beregning av LC * Kumulativ prosent mortalitet er plottet mot log konsentrasjon pa log papir.

LC50 beregnes grafisk eller statistisk med Probit metoden nér mulig.
Beregning av NOEC ** t-test (p<0.05)

*LC,, = Den konsentrasjon som gir 50% dgdelighet av testorganismen
** NOEC = Hgyeste testede konsentrasjon uten signifikant effekt

Denne rapport far kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endring.
Testresultatene gjelder kun for den prgve som er testet.



Utfarelse

Forsgket ble utfprt i glassakvarier med 25 1 vann og 7 fisk i hver konsentrasjon av avigpsvann.
Giennomsnittsvekten var 5.1 g. Konsentrasjoner testet var 5.6, 10, 18, 32 og 56 %. Antall
konsentrasjoner testet og hgyeste konsentrasjon tesiet var begrenset av disponibelt volum av
avigpsvannet. Avlgpsvannet ble fortynnet direkte i testkarene til de aktuelle konsentrasjoner.
Testfiskene ble overfagrt til ny Igsning hvert dggn (semistatisk metode) og forsgket pigikk i1 4
dogn. Fiskemengden i forsgket var pd 1.4 g fisk per liter dette er > 1.0 g fisk per liter som er
foreskrevet i standarden, derfor ble alle akvarier luftet forsiktig for 4 opprettholde gassbhalansen i
lpsningene. Konsentrasjonen av  lgst  oksygen ved vannskift var 70-88 % av
memingskonsentrasjonen, untatt i laveste konsentrasjon (5.6 %) hvor det siste dag ble mdlt en
oksygenmetningen pd 63 %. Fisken ble observert hvert dggn og dgd fisk ble notert og fjernet.
Temperaturen ble mdlt hvert 6 minutt med en temperaturlogger under forsgket og ga en
middeltemperatur p& 14.4 °C med stardard avvik 1.2 °C,

Resultater

I tabell 1 er dgdeligheten oppfort for hver konsentrasjon av avigpsvann. Det ble ikke foretatt
noen justering av saltholdighet i pravene og heller ikke noen kontroll med mortalitet ved redusert
saltholdighet, dette fordi piggvar utmerket godt kan ales opp i brakkvann. Ifgige Joacim Stross
ved Tinfoss Aqua sd medfgrer saltholdighet ned til 1.5 % ingen reduksjon i vekt eller kondisjon
hos piggvar relativt til piggvar alt opp ved full saltholdighet.

Avvik fra protokoli
Oksygenmemingprosenten skal til enhver tid ligge over 70 %. Oksygenmemming ble malt til 63 % i
5.6 % konsentrasjonen ved avsluming siste dag.

Vurdering av avvik fra protokoll
Det var ingen dadelighet i 5.6 %, den reduserte oksygenmetningen far derfor ingen betydning for
resultatet av denne testen.

Tabell 1. Kumulativt antall (%) dgde fisk ved forskjellig eksponeringstid. LC50 ved ulike
tidspunkt angitt nederst i tabellen.

Timer

Konsentrasjon 24 48 72 96
(%)

0 (kontroll) 0 0 0 0

5.6 0 0 0 0

10 0 0 0 0

18 0 0 0 0

32 0 0 0 0

56 0 0 0 0

LC50 >56 % >56 % >56 % >56 %
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Konklusjon

Testresultatene er summert i tabell 2. Fordi ingen konsentrasjon ga dpdelighet, er det ikke mulig &
beregne en LCS0 for dette avigpsvannet. Badde NOEC og LOEC md derfor antaes & ligge over
hgyeste testede konsentrasjon, lik 56 %.

Tabell 2. Testresultater med utslippsvann fra Tofte Industrier tatt 14.11.95.

Test parameter Benevnelse LC50 NOEC LOEC*

Mortalitet Yo >56 >56 >56

*LOEC er Lowest concentration with effect

Testen utfprt av: ,9/ %’ 7’ I / ,ééw Testansvarlig: k’@a &é&g/

August Tobiesen Torsten ]ﬁllqvist
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TEST RAPPORT

Norsk Posiboks 69 Korvoll - Akutt toksisitet - juvenil Piggvar
Institutt 0808 Osle . . .

for Tel: 22 1851 00 {

Vannforskning Fax: 22 118;2 00 (Semlstatl Sk el\sponerlng)

Scopthalmus maximus

Teststoff: Avigpsvann fra Langfiber produksjon Lab. kode: B215/1
Kunde: Norsk Skog Tofte Industrier Prgve motatt:  13.12.95
Testmetode

Testen er utfort i overensstemmelse med utkastet til PARCOM toksistets test slik det er beskrevet
av Phil McWilliams, TERRA Environmental Laboratory A/S 1994 i "Draft procedure, Acute test
with juvinile turbot Scopthalamus maximus", testen bygger pA "OECD Guidelines for testing of
chemicals” (No. 203; Fish, acute toxicity test).

Testorganisme
Juvenile Piggvar (Scopthalmus maximus), med middelvekt 5.1 g og middel lengde 6.5 cm. Fisken

var hentet fra Tinfos Aqua A/S i Rogaland. Godkjennelse av bruk og transport av piggvar ble gitt
2 november 1995 av Torill Malmstrgm, Fylkesvetrineren for Oslo, Akershus og Ostfold.

TEST BETINGELSER

Test metode: Dratt PARCOM test Akutt test p juvinile piggvar

Test organisme: Piggvar Scopthalmus maximus

Test parameter: Mortalitet observert hvert dggn i 4 dggn.

Opprinnelse av fisk: Tinfos Aqua, Piggvar klekket i uke 33

Ankomst Solbergstrand: Piggvar ankom Solberstrand 7.11.95

Start dato: 20.11.95

Test konsentrasjoner: 5.6,10, 18,32 0g 56 %

Tillaging av prgver: Avlgpsvannet blandet med Sjgvann fra 60m dyp i Drebak.

Test medium: 60 m sjgvann fra Drgbak

Test kar: 25 1 glass akvarium plassert i et temperaturkontrollert vannbad

Test betingelser

Lys: 12h lys : 12 h merke med dagslys type lysstoffrgr

Temperatur: MAlt med temperatur logger gjennom hele forsgket snittverdi var 14.4°C med
enSDpa 1.2 °C

pH: kontroll: start: 8.0 siutt: 7.7, hgyeste konsentrasjon: start: 6.9 slutt: 7.5

Oksygen: >70% metning, untatt 10 mélinger som ga verdier i omradet 60-69 %

Salinitet 1 kontroll: i kontroll: 3.47 % S, 1 hgyeste konsentrasjon: 1.64 % S

Berergning av LC, * Kumulativ prosent mortalitet er plottet mot log konsentrasjon pa log papir.

LC50 beregnes grafisk eller statistisk med Probit metoden nir mulig.
Beregning av NOEC ** t-test (p<0.05)

*L.C,, = Den konsentrasjon som gir 50% dgdelighet av testorganismen
** NOEC = Hpvyeste testede konsentrasjon uten signifikant effekt

Denne rapport fir kun kopieres 1 sin helhet og uten noen form for endring.
Testresultatene gjelder kun for den prgve som er testet.
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Utfarelse

Forsgket ble utfprt i glassakvarier med 25 1 vann og 7 fisk i hver konsentrasjon av avlgpsvanm.
Gjennomsnittsvekten pi fisken var 6.6 g. Konsentrasjoner testet var 5.6, 10, 18, 32 og 56 %.
Antall konsentrasjoner testet og hgyeste konsentrasjon testet var begrenset av disponibelt volum
av avigpsvannet. Avigpsvannet ble fortynnet direkte i testkarene til de aktuelle konsentrasjoner.
Testfiskene ble overfgrt til ny Igsning hvert dggn (semistatisk metode) og forspket pigikk i 4
dpgn. Fiskemengden i forspket var pd 1.9 g fisk per liter dette er > 1.0 g fisk per liter som er
foreskrevet i standarden, derfor ble alle akvarier luftet forsiktig for & opprettholde gassbalansen i
lgsningene. Konsentrasjonen av  Igst  oksygen ved vannskift var 70-885 % av
memingskonsentrasjonen, untatt i laveste konsentrasjon (5.6 %) hvor det siste dag ble mélt en
oksygenmemingen pd 63 %. Fisken ble observert hvert dagn og ded fisk ble notert og fijemet.
Temperaturen ble mélt hvert 6 minutt med en temperaturlogger under forsgket og ga en
middeltemperatur pi 15.6 °C med stardard avvik 0.38 °C.

Resultater

I tabell 1 er dgdeligheten oppfort for hver konsentrasjon av avigpsvann. Det ble ikke foretatt
noen justering av saltholdighet i prgvene og heller ikke noen kontroll med mortalitet ved redusert
saltholdighet, dette fordi piggvar utmerket godt kan ales opp i brakkvann. Ifglge Joacim Stross
ved Tinfoss Aqua sd medfgrer saltholdighet ned til 1.5 % ingen reduksjon i vekt eller kondisjon
hos piggvar relativt til piggvar alt opp ved full saltholdighet.

Avvik fra protokoll
Oksygenmetmningprosenten skal til enhver tid ligge over 70 %. Oksygenmetning ble mélt til 63 % i
5.6 % konsentrasjonen ved avsluming siste dag.

Vurdering av avvik fra protokoll
Det var ingen dgdelighet i 5.6 %, den reduserte oksygenmetningen far derfor ingen betydning for
resultatet av denne testen.

Tabell 1. Kumulativt antall (%) dgde fisk ved forskjellig eksponeringstid. LC50 ved ulike
tidspunkt angitt nederst i tabellen.

Timer

Konsentrasjon 24 48 72 96
(%)

0 (kontroll) 0 0 0 0

5.6 0 0 0 0

10 0 0 0 0

18 0 0 0 0

32 0 0 0 0

56 0 0 0 0

LC50 >56 % >56 % >56 % >56 %
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Testresultatene er summert i tabell 2. Fordi ingen konsentrasjon ga dadelighet, er det ikke mulig &
beregne en LCS0 for dette avigpsvannet. Bade NOEC og LOEC mé derfor antaes & ligge over

heyeste testede konsentrasjon, lik 56 %.

Tabell 2. Testresultater med utslippsvann fra Tofte Industrier tatt 13.12.95.

Test parameter

Benevnelse

LCS50

NOEC

LOECH

Mortalitet

Y

>56

>56

>56

*LOEC er Lowest concentration with effect

Testen utfprt av: / M %%/7‘\ / Teslanqurhg %/V @/

Auoust Tobiesen

Torsten allqwst
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TEST RAPPORT &

Norsk Postboks 173 Kjelss Toksisitet ‘0‘
Institutt 0411 Oslo

for Tel: 22 18 5100 marine alger AKKREDITERING
Vannforskning ~ Fax: 22185200 Skeletonema costatum . PO0S
Teststoff: Avigpsvann fra langfiber produksjon Lab. kode: B215/1
Oppdragsgiver: Norske Skog, Tofte Industrier Mottatt: 13.12.95
Testbetingelser

Organisme: Skeletonema costatum NIVA BACI

Testparameter: Veksthastighet fra start til 72 timer

Stamkultur: Semi-kontinuerlig i nat. sjgpvann +10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)

Start dato: 19.12.95

Konsentrasjoner: 1.0,3.2,5.6, 10, 32 og 56 % av avigpsvann 1 testmedium

Test medium:
Forbehandling av prgve

Inkuberingsutstyr:
Dyrkingsflasker:

Lys:

Temperatur;

pH i kontroll

pH i hgyeste konsentrasjon
Vekstméling:

Beregning av EC, *

Beregning av NOEC *

ISO 10253 med Fe redusert til 33 mg/l, Zn: 15 mg/l, Na,EDTA: 200 mg/l
Avlgpsvannet ble tilsatt neringssalter og kunstig sjgsalt (SS028189) inntil en
saltholdighet p4 32 g/L.
Gyngebord
100 ml stdkolber med 50 ml medium
Ca. 75 mE m? s, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffrgr
209-21.6°C
Start : 8.0 Statt: 8.8
Start : 7.3 Slutt: 8.2
Coulter Multisizer
Probit-transformering og linezr regresjon av probit-verdier mot log
konsentrasjon
t-test (p<0.01)

Resultater Celietetthet pi hvert milepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i
hver kolbe er vist pd vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ved ulike
konsentrasjoner av teststoff er listet lengst ned pé skjemaet. Vekstkurver for hver
konsentrasjon av teststoffet er vist i figur 1. Konsentrasjon/responskurven er vist i figur 2.

Parameter Enhet

EC,, 95% konf. int. EC,, 95% konf. int. NOEC

Veksthastighet %

12.6 10.7-14.8 7.6 6.5-8.7 5.6

Testet av: : WM%WWM: % % ééj/

August Tobiesen Torsten Kgllqvist

* BC,, = Den konsentrasjon som gir 50% reduksjon av testparameteren i forhold til kontrollkulturer
* NOEC = Hoyeste testede konsentrasjon uten signifikant effekt

Denne testrapport fir kun kopieres i sin helhet og uten endringer
Resultatene gjelder bare for den testede prgven
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Fig. 1. Vekstkurver for Skeletonema costarum i ulike konsentrasjoner av blandprgve, avlgpsvann
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Fig. 2. Effekt av blandprove, avigpsvann p& veksthastigheten til Skeletonema costatum.
Referanser:

ISO/DIS 10253 : Water quality - Marine algal growth inhibition test

Staub. R. (1961): Emédrungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens D.C. Schweiz. Z. Hydrol. 23:
82-198.
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TEST:>> 180 10253 Date > 189.12.95
COMPOUND »»>>  Utslipp langfibret produksijon Lab. code >>»>> B215/1
TEST ALGA »>»>>  Skeletonemna costatum Medium> Seawater ISO
INOCULUM »>>>> 2.5 mill. celis/
Day 1 Day 2 Day 3 Area Area%  G.rate G. rate%
Hours: 30 48 72.5
Cons. % mill/l mill/l mill./l
1 46 424 1788 31873 53 2.18 98
1 44 436 1579 29520 49 2.13 96
1 48 413 1584 29189 48 2.14 96
3.2 54 610 1579 33458 56 2.13 96
32 " 51 620 1738 35546 59 217 97
32 " 41 365 1651 28821 48 2.15 96
56 " 33 282 1400 23791 39 2.09 94
56 29 231 1587 24902 41 2.14 96
56 " 33 286 1574 26007 43 2.13 96
0 " 20 71 827 11976 20 1.92 86
10 " 22 76 711 10709 18 1.87 84
10 " 22 a0 1095 15711 26 2.01 90
32 31 39.0 2.6 1461 2 0.01 1
32 " 31 32.0 2.6 1312 2 0.01 1
32 " 31 36.0 2.6 1397 2 0.01 1
56 "
56 "
56 "
Control 59 471 2079 36749 61 2.23 100
56 551 2277 40802 68 2.26 101
57 529 2075 37884 63 2.23 100
55 575 2038 38361 64 2.22 99
55 574 1989 37739 63 2.21 99
65 6657 2206 169901 282 2.25 101
MEAN VALUES
myg/l
1.00 Mv: 46.00 42433 1650.33 30194 50.12 2.15 96.34
St. d. 1.63 98.39 97.37 1195 1.98 0.02 0.86
3.20 Mv. 48.67 53167 1656.00 32608 54.13 2.15 96.40
St d. 5.56 117.92 65.01 2810 4.67 0.01 0.58
5.60 Mv. 31.67 266.33 1520.33 24900 41.34 212 95.12
St. d. 1.89 25.04 85.25 905 1.50 0.02 . 0.85
10.00 Mv. 21.33 79.00 877.67 12798 21.25 1.93 86.75
St. d. 0.94 8.04 160.81 2123 3.52 0.06 2.66
32.00 Mv. 31.00 35.67 2.60 1390.02 2.31 0.01 0.58
St. d. 0.00 2.87 0.00 60.93 0.10 0.00 0.00
56.00 Mv. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
St. d. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Mv. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
St d. - 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Control  Mv. 5783 155950 2110.67 60239 100.00 2.23 100.00
St. d. 348 2279.94 89.26 49058 81.44 0.02 0.69
Coefficient of variation in control (%): 81.43815 0.690084
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Postboks 173 Kjelsds Toksisitet @

Norsk

Institutt : i
for Tel: 22 18 5100 marine alger Pt
Vannforskning ~ Fax: 22 18 5200 Skeletonema costatum e P08
Teststoff: Avlgpsvann fra kortfiber produksjon Lab. kode: B212/1
Oppdragsgiver:  Norske Skog Tofte Industrier Mottatt: 14.11.95
Testbetingelser

Organisme: Skeletonema costatum NIVA BACI

Testparameter: Veksthastighet fra start til 72 timer

Stamkultur: Semi-kontinuerlig i nat. sjpvann +10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)

Start dato: 16 november 1995

Konsentrasjoner: 1.0, 3.2, 5.6, 10, 32 0g 56 % of avlgpsvann i medium

Test medium:

1SO 10253 med Fe redusert tit 33 mg/l, Zn: 15 mg/l, Na,EDTA: 200 mg/l

Forbehandling av prgve Avlgsvannet ble tilsatt neringsalter og kunstig sjgsalt (SS028189) slik at

saltholdigheten ble 32g/L

Inkuberingsutstyr: Gyngebord

Dyrkingsflasker: 100 ml stikolber med 50 ml medium

Lys: Ca. 75 mE m?s”, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoftror

Temperatur: 20.8-214°C

pH 1 kontroll Start: 8.1 Slutt: 8.9

pH i hoyeste konsentrasjon Start: 7.8 Shutt: 8.3

Vekstmiling: Coulter Multisizer

Beregning av EC_ * Probit-transformering og liner regresjon av probit-verdier mot log

konsentrasjon

Beregning av NOEC * t-test (p<0.01)

Resultater Celletetthet pa hvert mélepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i
hver kolbe er vist pd vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ved ulike
konsentrasjoner av teststoff er listet lengst ned pl skjemaet. Vekstkurver for hver
konsentrasjon av teststoffet er vist i figur 1. Konsentrasjon/responskurven er vist i figur 2.

Parameter Enhet EC,, 95% konf. int. EC,, 95% konf. int. NOEC
Veksthastighet %o 12.1 ~  10.9-134 20.3 7.2 3.6
7 ,
Testet av: % / -%\Testansvarlig: ;,f)ﬁ_ %é;c\)/

/ August Tobiesen Torsten K#llqvist

* EC,, = Den konsentrasjon som gir 50% reduksjon av testparameteren i forhold til kontrollkulturer

* NOEC = Hgyeste testede konsentrasjon uten signifikant effekt

Denne testrapport far kun kopieres i sin hethet og uten endringer
Resultatene gjelder bare for den testede proven
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Fig. 1. Vekstkurver for Skeletonema costarum i ulike konsentrasjoner av avigpsvann fra kortfibret produksjon.
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Fig. 2. Effekt av avlgpsvann fra kortfibret produksjon p& veksthastigheten til Skeletonema costatum.

Referanser:

ISO/DIS 10253 : Water quality - Marine algal growth inhibition test

Stanb. R. (1961): Erndrungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blavalge Oscillatoria rubescens D.C. Schweiz. Z. Hydrol. 23:
82-198.



TEST:»>> IS0 10253 Date>> 16.1195
COMPOUND >>»>> utslipp korfibret produksjon, Tofte Lab. code >>>>> B212/1
TEST ALGA »>»>  Skeletonema costatum Medium> Seawater ISO
INOCULUM »>>> 3.9 mill. celis/i
Day 1 Day 2 Day 3 Area Area%  G.rate G. rate%
Hours: 24 50 73
Cons. Y% mill/l mill/l mill./l
1" 30 450 1328 26799 106 1.92 99
1" 22 375 1327 24768 98 1.92 99
1 " 31 568 1502 31714 125 1.96 101
32 " 30 612 1271 30125 119 1.90 98
32 " 25 541 1414 29893 118 1.94 100
3.2 " 28 588 1449 31532 124 1.95 100
56 " 10 205 1246 19374 76 1.90 98
56 " 12 248 1168 19570 77 1.87 97
56 " 12 272 1319 21895 86 1.91 99
10 " 5 27 137 2114 8 1.17 60
10 " 5 27 152 2284 9 1.20 62
10 " 5 18 158 2135 8 1.22 63
32 " 3.8 4.0 4 3 0 0.02 1
32 " 5.3 48 3.3 50 0 -0.05 -3
32 " 3.9 3.7 3 -14 0 -0.08 -4
56 " 10.6 0 0 27 0 #NUM!  #NUM!
56 " 7.3 0 0 -55 0 #NUM!  #NUM!
56 " 6 0 0 -88 0 #NUM!  #NUMI
Control 19 346 1591 27008 106 1.98 102
16 331 1331 23586 a3 1.92 99
19 476 1658 30971 122 1.99 103
16 346 1333 23961 94 1.92 99
16 299 1262 22011 87 1.90 98
16 326 1436 24658 97 1.94 100
MEAN VALUES
mg/l
1.00 Mv: 27.47 46433 1385.67 27760 109.44 1.93 99.46
St. d. 3.67 79.44 82.26 2916 11.50 0.02 0.99
3.20 Mv. 27.57 580.33 1378.00 30516 120.31 1.93 99.37
St. d. 227 29.49 77.00 724 285 0.02 0.96
5.60 Mv. 1147 24167 124433 20279 79.95 1.90 97.65
St. d. 0.75 27.72 61.66 1145 4.51 0.02 0.84
10.00 Mv. 4.57 24.00 149.00 2178 8.59 1.20 61.68
St. d. 0.05 4.24 8.83 76 0.30 0.02 1.02
32.00 Mv. 4.33 417 3.53 13.15 0.05 -0.04 -1.82
St. d. 0.68 0.46 0.48 27.12 0.11 0.04 222
56.00 Mv. 7.97 0.00 0.00 -38.73 -0.15 #NUM!I  #NUM!
St. d. 1.94 0.00 0.00 48.41 0.18  #NUM!  #NUM!
Mv. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
St. d. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Control  Mv. 17.05 354.00 143517 25366 100.00 1.94 100.00
St. d. 1.44 56.79 144.46 2916 11.50 0.03 1.68
Coefficient of variation in control (%): 11.49566 1.679491

%



TITLE:
Determination of acute lethal toxicity (48h LCsg) of
B212 to Acartfia tonsa Dana

TEST PROTOCOL:

ISO/TC 147/SC5/WG2 (1990)
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SUMMARY OF TEST RESULTS:

48 h LCsp: 30 %
24 h LCsp: > 56 %
48 h LCgo: 40 %
48 h LCqpo: 56 %
48 h NOEC: 12 %

COMMENTS:

are not statistically determined values.

An acute lethality test was performed with Acartia tonsa Dana using B212 at nominal
concentrations of 5.6 - 56% of the water effluent sample. The following results were obtained:

(95% ci 26 -)

(95% ci -)
(95% ci 33-)

The 48 h NOEC refers to the highest test concentration in which no mortality was observed
and 48 h LCqqo refers to the lowest test concentration which gives 100% mortality. These

THE TEST RESULTS RELATE ONLY TO THE TEST SUBSTANCE AS SUPPLIED
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TERRA Miljelaboratorium A/S

Refno:  60279.niv\001\acartia

ISO/TC 147/8C5/WG2

COMMERCIAL NAME: B212 .
MANUFACTURER/SUPPLIER:
DATA PROVIDED BY DETERMINED BY TEST
CLIENT (MSDS) LABORATORY
DENSITY at 20 °C -gcm® -gcm®
SOLUBILITY Soluble in water
GENERAL COMMENTS
Appearance: Yellow fluid with particulate matter
Storage: Frozen
Stability: Stable under normal conditions

THIS STUDY HAS BEEN PERFORMED IN THE LABORATORIES OF TERRA Miljglaboratorium A/S (TM) IN ACCORDANCE WITH
THE PRINCIPLES OF GOOD LABORATORY PRACTICE (OECD-GLP). THIS REPORT FULLY AND ACCURATELY REFLECTS
THE RAW DATA GENERATED IN THE STUDY.

A copy of this report, the study plan, raw data and other supporting documents will be stored in the archives at the offices of TERRA
Miljelaboratorium A/S, Bergen High Technology Center, Thormehlensgate 55, 5008 Bergen, Norway for a period of at least 10 years. The
sample of the test substance on which this report is based, and copies of documents describing the specifications of the test substance,
will be held in safe storage for a similar period.

f

/\

% A
UNNI M. F. TORP, Study Difector (,i}v}},» »7 'L i )f Date: /% i

THE FOLLOWING QUALITY ASSURANCE CHECKS WERE MADE AS PART OF THE QA AUDIT:

Study Phase Date
Date of most recent audit : /:7 < i
of test system .

. /1 '/7 [ {;
Approval of Final Report AL Dtk

Archiving of Documentation A5 e

Test facilities, test systems, calibration of equipment, and other aspects of this study covered by quality assurance are subject to random
QA inspections and audits with a minimum frequency as specified in TM's Quality Assurance Manual

,/)" L
PHIL McWILLIAMS, QA Officer -~ // / !' ' Date. » 4 /
; > T
Ly C / e ~ =
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TERRA Miljelaboratorium A/S | Refno:  60279.niv\001\acartia * ISO/TC 147/8C5/WG2

TEST DESCRIPTION AND CONDITIONS

Test Protocol: UK Proposal to ISO TC 147/SC5/WG2 (1990)
WATER QUALITY - Determination of acute lethal toxicity to marine copepods
{Copepoda, Crustacea), modified.

Test principle

Determination of the concentration of the test substance which, in 48 hours, kills 50% of exposed Acartia
tonsa under the conditions defined in the International Standard. This concentration, known as the
median lethal concentration, is designated 48 h LCso. The acute lethal toxicity of the test substance is
determined by exposing the marine copepod Acartia tonsa Dana to a range of concentrations of the test
substance. The number of dead animals is registered after 24 and 48 hours, and the concentrations of
test substance which give 50%, 90% and 100% mortality of the test animals (i.e. 24 h and 48 h LCs, 48
h LCq and lowest concentration which gives 100% mortality within 48 h) are reported. The highest
concentration of test substance which gives no mortality (48 h NOEC) is also recorded.

Definitions: Controf: sea water and Acartia tonsa without the test substance
Control 56%: Natural sea water with 56% artificial seawater added

48 h LCsp: the concentration of test substance which, in 48 h, kills 50% of exposed
Acartia tonsa under the test conditions

24 h LCso: the concentration of test substance which, in 24 h, kills 50% of exposed
Acartia tonsa under the test conditions

48 h LCqp: the concentration of test substance which, in 48 h, kills 90% of exposed
Acartia tonsa under the test conditions

48 h L.C o the lowest concentration of test substance which, in 48 h, kills 100% of
exposed Acartia tonsa under the test conditions

NOEC: No Observed Effect Concentration. The highest concentration of test
substance at which there is no observed mortality

Test organism and culture conditions

Acartia tonsa (Dana), originally from laboratory cultures at the Laboratory of Marine Biology, 3000
Helsinger, Denmark, are cultured at TERRA Miljglaboratorium AS. Eggs are hatched and stock cultures
of Acartia tonsa are maintained in aerated seawater in 10 litre round, glass flasks at the test temperature
of 20 £ 2 °C. lilumination is provided by cool, white fluorescent lights on a 12 h light, 12 h dark cycle.
Culture are fed on cultured algal cells (Rhodomonas baltica).

Choice of test concentrations
Test concentrations were chosen on request from the customer. Test concentrations are normally
chosen in order to give 3 or 4 partial responses between 10% and 90%.

Reference standard test

The sensitivity of the test ammals is checked at regular intervals by exposure to a single concentration of
3,5,-dichlorophenol (1.0 mg.I'") as a standard reference toxicant (PARCOM). The results of the most
recent refence test is given in Table 3.

Preparation of test solutions

A sample of 100 mi B212 was salted ( according to recepie from customer) in ordrer to obtain a salinity
of approx. 34% (appendix. 1). This sample was used as a stock solution and was dilluted to 5.6, 12, 26
and 56% with natural seawater in order to make test solutions.
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TERRA Miljelaboratorium A/S ' Refno:  60279.niv\00 \acartia

ISO/TC 147/8C3/WG2

RESULTS

TABLE 1: Results of the definitive toxicity test of B212 on Acartia fonsa

Concentration (% B212)

No. of test animals
per concentration

No. of dead test animais

1 24 hours 48 hours
' Controls 15 0 0
Control (56%) 16 0 0
5.6 15 0 0
12 15 0 0
26 15 0 4
56 15 2 15

% survival
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FIG 1: Effect of B212 on survival of Acartia tonsa after 48 hours
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Appendix 1: Summary of test conditions

Test substance:

Test organism:

Test dates:
Test duration:

Test system:

Controls:

Test medium:

Light:

Temperature:

pH:

Test vsolutions:

B212

Acartia tonsa Dana (Copepoda, 14 days)
Stock source: Laboratory of Marine Biology, 3000 Helsinger, Denmark

Start: 21/2-96 End: 23/2-86
48 hours

50 mi plastic beakers with 25 mi sterile, filtered sea water and 5
animals added per beaker, 3 replicats

50 mi plastic beakers with 56% artificial seawater (made by recepie
from client) diluted with sterile, filtered natural seawater. 5 animals
added per beaker, 3 replicats

3 replicates of each test concentration. 50 mi plastic beakers containing
25 ml test solution at the following concentrations: 5.6, 12, 26 and 56 %
B212 and 5 test animals per beaker.

Natural SW (34 %), filtered (0.2 mm)

Artificial SW: Salt +  Concentration (g/L
NaCl 23.5
Na,S0, 4.0
KCl 0.68
MgCl,*6H,0 10.8
CaCl*2H,0 1.47

12 hours light/12 hours dark

20t2°C

(Supporting data are stored in the archives at the offices of TERRA
Miljglaboratorium A/S)

Start: 7.1-7.8 . End:7.7-7.8
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Appendix 2: References
1. UK Proposal to ISO/TC 147/SC5/WG2. Water Quality - Determination of acute lethal toxicity to
marine copepods (Copepoda, Crustacea). Second Draft, Nov 1890

2. Probit Analysis, version 2.3, National Swedish Environmental Protection Agency, The Data
section, 20.03.1990.
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TITLE:
Determination of acute lethal toxicity (48h LCs) of

B215 to Acartia fonsa Dana
TEST PROTOCOL:

ISO/TC 147/SC5/WG2 (1990)

CLIENT:
NIVA
Brekkeveien 19
- 0411 Oslo

Attn: T. Kéllgvist

RRA

MILJOLABORATORIUM A/S

Office Address:.

High Technology Center
Thormehlensgate 55
5008 Bergen

Norway

Tel: (+47) 55 543707

Fax: (+47) 55 543717

CLIENT REF/ORDER No:

CLASSIFICATION:

CONFIDENTIAL

TEST REF No:

60279.niv\002\acartia

48 h LCsp: 32 %
24 h LCso: > 56 %
48 h LCo0: 49 %
48 h LCyo0: 56 %
48 h NOEC: <56 %

COMMENTS:

are not statistically determined values.

STUDY DIRECTOR: TEST STARTED: TEST FINISHED:
21/2-96 23/2-96
Unni M. F. Torp
REPORT DATE: NO. OF PAGES:
8/3-96 8
SUMMARY OF TEST RESULTS:

An acute lethality test was performed with Acartia fonsa Dana using B212 at nominal
concentrations of 5.6 - 56% of the water effluent sample. The following results were obtained:

(95% ci 7- 22)

(95% ci -)
(95% ci 40 - 66)

The 48 h NOEC refers to the highest test concentration in which no mortality was observed
and 48 h LCyq refers to the lowest test concentration which gives 100% mortality. These

THE TEST RESULTS RELATE ONLY TO THE TEST SUBSTANCE AS SUPPLIED
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TERRA Miljelaboratorium A/S

Refno:  60279.niv\002\acartia

ISO/TC 147/SC5/WG2

COMMERCIAL NAME: B215
MANUFACTURER/SUPPLIER
DATA PROVIDED BY DETERMINED BY TEST
CLIENT (MSDS) LABORATORY
DENSITY at 20 °C -gem® -gem®
SOLUBILITY Soluble in water
GENERAL COMMENTS
Appearance: Yeliow fluid with particulate matter
Storage: Frozen
Stability: Stable under normal conditions

THIS STUDY HAS BEEN PERFORMED IN THE LABORATORIES OF TERRA Miljglaboratorium A/S (TM) IN ACCORDANCE WITH
THE PRINCIPLES OF GOOD LABORATORY PRACTICE (OECD-GLP). THIS REPORT FULLY AND ACCURATELY REFLECTS
THE RAW DATA GENERATED IN THE STUDY.

A copy of this report, the study pian, raw data and other supporting documents wili be stored in the archives at the offices of TERRA
Miljglaboratorium A/S, Bergen High Technology Center, Thormghlensgate 55, 5008 Bergen, Norway for a period of at least 10 years. The
sample of the test substance on which this report is based, and copies of documents describing the specifications of the test substance,
will be held in safe storage for a similar period. '
7
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Test facilities, test systems, calibration of equipment, and other aspects of this study covered by quality assurance are subject to random
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TERRA Miljelaboratorium A/S Refno:  60279.niv\002\acartia ISO/TC 147/8C5/WG2

TEST DESCRIPTION AND CONDITIONS

Test Protocol: UK Proposal to ISO TC 147/SC5WG2 (1990)
WATER. QUALITY - Determination of acute lethal toxicity to marine copepods
{Copepoda, Crustacea)

Test principle

Determination of the concentration of the test substance which, in 48 hours, kills 50% of exposed Acarfia
tonsa under the conditions defined in the International Standard. This concentration, known as the
median lethal concentration, is designated 48 h LCs,. The acute lethal toxicity of the test substance is
determined by exposing the marine copepod Acartia tonsa Dana to a range of concentrations of the test
substance. The number of dead animals is registered after 24 and 48 hours, and the concentrations of
test substance which give 50%, 90% and 100% mortality of the test animals (i.e. 24 h and 48 h LCs, 48
h LCq and lowest concentration which gives 100% mortality within 48 h) are reported. The highest
concentration of test substance which gives no mortality (48 h NOEC) is also recorded.

Definitions: Control:sea water and Acartia tonsa without the test substance
Control 56%: Natural sea water with 56% artificial seawater added

48 h LCsq: the concentration of test substance which, in 48 h, kills 50% of exposed
Acartia tonsa under the test conditions

24 h LCsy: the concentration of test substance which, in 24 h, kilis 50% of exposed
Acartia tonsa under the test conditions

48 h L.Cqo: the concentration of test substance which, in 48 h, kilis 90% of exposed
Acartia tonsa under the test conditions

48 h LCpo: the lowest concentration of test substance which, in 48 h, kills 100% of
exposed Acartia tonsa under the test conditions

NOEC: No Observed Effect Concentration. The highest concentration of test
substance at which there is no observed mortality

Test organism and culture conditions

Acartia tonsa (Dana), originally from laboratory cultures at the Laboratory of Marine Biology, 3000
Helsinger, Denmark, are cultured at TERRA Miljglaboratorium AS. Eggs are hatched and stock cultures
of Acartia tonsa are maintained in aerated seawater in 10 litre round, glass flasks at the test temperature
of 20 £ 2 °C. lllumination is provided by cool, white fluorescent lights on a 12 h light, 12 h dark cycle.
Culture are fed on cultured algal cells (Rhodomonas baltica).

Choice of test concentrations
Test concentrations were chosen on request from the customer. Test concentrations are normally
chosen in order to give 3 or 4 partial responses between 10% and 90%.

Reference standard test

The sensitivity of the test animals is checked at regular intervals by exposure to a single concentration of
3,5,-dichlorophenol (1.0 mg.I") as a standard reference toxicant (PARCOM). The results of the most
recent refence test is given in Table 3.

Preparation of test solutions

A sample of 100 mi B215 was salted ( according to recepie from customer) in ordrer to obtain a salinity
of approx. 34% (appendix 1). This sample was used as a stock soiution and was diliuted to 5.6, 12, 26
and 56% with natural seawater in order to make test solutions.
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RESULTS

TABLE 1: Resujts of the definitive toxicity test of B212 on Acartia tonsa

Concentration (% B215)

No. of test animals
per concentration

No. of dead test animals

24 hours 48 hours
Controls 15 0 0
Control (56%) 15 0 0
56 15 0 1
12 15 0 1
26 15 0 3
56 18 3 15

% survival
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FIG 1: Effect of B215 on survival of Acartia tonsa after 48 hours
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Refno:  60279.niv\002\acartia ISO/TC 147/8C5/WG2

Appendix 1: Summary of test conditions

Test substance:

Test organism:

Test dates:
Test duration:

Test system:

Controls:

Test medium:

Light:

Temperature:

pH:

Test solutions:

B215

Acartia tonsa Dana (Copepoda, 14 days)
Stock source: Laboratory of Marine Biology, 3000 Helsinger, Denmark

Start: 21/2-96 End: 23/2-96
48 hours

50 mi plastic beakers with 25 ml sterile, filtered sea water and 5
animals added per beaker, 3 replicats

50 ml plastic beakers with 56% artifical seawater, made by recepie
from client, dilluted with sterile, filtered natrual seawater. 5 animals
added per beaker, 3 replicats

)

3 replicates of each test concentration. 50 ml plastic beakers containing
25 ml test solution at the following concentrations: 5.6, 12, 26 and 56%
B215 and 5 test animals per beaker.

Natural SW (34 %), filtered (0.2 mm)

Artificial SW: Sait Concentration (g/L.
NaCl 23.5
Na,S0O4 4.0
KCI 0.68
MgClL*6H,0 10.8
.CaCl;*2H,0 1.47

12 hours light/12 hours dark

20+2°C

(Supporting data are stored in the archives at the offices of TERRA
Miljslaboratorium A/S)

Start: 71-7.8 End:7.7-7.8
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Appendix 2: References
1. UK Proposal to ISO/TC 147/SC5/WG2. Water Quality - Determination of acute lethal toxicity to
marine copepods (Copepoda, Crustacea). Second Draft, Nov 1990

2. Probit Analysis, version 2.3, National Swedish Environmental Protection Agency, The Data
section, 20.03.1990.
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