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Sammendrag

En begrenset kjemisk/gkotoksikologisk karakterisering er utfert av totalavlgpsvann fra Alpharma AS i Oslo.
Undersgkelsen ble utfert pa to ukeblandprever fra uke 8 og 9 4r 2000. Avlgpsvannet ble analysert pa innhold av
tungmetaller og adsorberbart organisk halogen (AOX). Giftigheten ble undersokt ved tester med alger (Selenastrum

capricornutum) og vannlopper (Daphnia magna).

Avlepsvannet hadde hoyt innhold av sink (850 pg/l) men forholdsvis lave konsentrasjoner av andre tungmetaller. Det
var ogsd lite AOX (0.3-0.5 mg/l) i prevene. Veksthemming av alger og immobilisering av Daphnia ble registrert i
ufortynnet avlgpsvann, men giftvirkningen kan likevel karakteriseres som lav. ECsy-verdiene uttrykket som
volumprosent avlepsvann var 55-69% for alger og 71-74% for Daphnia. Innholdet av organiske stoffer med

potensiale for bioakkumulering var lavt,
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Kjemisk og gkotoksikologisk karakterisering av
avlgpsvann fra Alpharma AS
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Forord

Alpharma AS henvendte seg i januar 2000 til NIVA for a fa utfart en
gkotoksikologisk karakterisering av avlgpsvann fra fabrikken i Oslo.
Program for undersgkelsen var foreslatt av Statens Foruensningstilsyn
(SFT). To ukeblandpragver av avlgpsvannet ble sendt til NIVA for
karakterisering. Undersgkelsen ble utfert i mars 2000.

Ved NIVA har Ase Gudmunsen Rogne og Torgunn Satre utfgrt analyser
av bioakkumulerbare forbindelser, Randi Romstad og Torsten Kallgvist

har gjort toksisitetstester med hhv. Daphnia og alger. Tungmetallanalyser
er utfort ved NIVAs analyseseksjon og AOX-analyser ved Jordforsk, As.

Oslo, 17.04 2000

Torsten Kallgvist
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Sammendrag

En begrenset kjemisk og gkotoksikologisk karakterisering av avlgpsvann fra Alpharma AS i Oslo er
utfart i mars 2000. To ukeblandpraver (uke 8 og 9) ble analysert mht. tungmetaller og adsorberbart
organisk halogen (AOX). Giftigheten ble undersgkt med toksisitetstester med alger (Selenastrum
capricornutum) og vannlopper (Daphnia magna). Innholdet av organiske forbindelser med potensiale
for bioakkumulering ble undersgkt med tynnsjikts-og gasskromatografi.

Avlgpsvannet hadde hgyt innhold av sink (850 pg/l) men forholdsvis lave konsentrasjoner av andre
tungmetaller. Det var ogsa lite AOX (0.3-0.5 mg/l) i pravene. Veksthemming av alger og
immobilisering av Daphnia ble registrert i ufortynnet avlgpsvann, men giftvirkningen kan likevel
karakteriseres som lav. ECs,-verdiene uttrykket som volumprosent avlgpsvann var 55-69% for alger
0g 71-74% for Daphnia. Avlgpsvannet hadde et hgyt innhold av lett nedbrytbart organisk stoff som ga
opphav til kraftig bakterievekst i toksisitetstestene. Innholdet av organiske stoffer med potensiale for
bioakkumulering var lavt.
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Summary

Title: Chemical and ecotoxicological characterisation of wastewater from Alpharma AS
Year: 2000

Author: Torsten Kallgvist

Source: Norwegian Institute for Water Research, ISBN No.: ISBN 82-577-3844-1

A chemical/ecotoxicological characterisation of the wastewater from a pharmaceutical industry in
Oslo (Alpharma A) was performed in March 2000. Mixed samples of the composite wastewater, each
representing one week, were collected during two consecutive weeks. The chemical characterisation
included heavy metals (Zn, Cu, Cd, Cr, Ni, Hg, Pb) and adsorbable organic halogen (AOX). Toxicity
tets were performed with algae (Selenastrum capricornutum) and Daphnia magna according to OECD
Guidelines 201 and 202 (OECD 1981). Potentially bioaccumulative organic compounds were
determined after extraction of the wastewater with heksane and fractionation with thin layer
chromatography (TLC). Fractions representing different log P~ ranges were quantified using gass
chromatography with flame ionisation detector (GC/FID).

The wastewater had a high content of zinc (850 ug/l), but rather low concentrations of other heavy
metals. The AOX concentration was also low (0.3-0.5 mg/l). The undiluted wastewater caused
inhibition of the growth of algae and total immobilisation of Daphnia, but the toxicity was
characterised as low. ECsp-values expressed as volume per cent of wastewater were 55-69% for algae
and 71-74% for Daphnia. The content of organic compounds with potential for bioaccumulation was
low.
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1. Program for karakteriseringen

Prgvetakingen ble gjennomfgart av bedriften etter retningslinjer avtalt med SFT. Prgvene ble tatt ut
fra totalavlgpet som mengdeproporsjonale blandpraver over én uke. Det ble tatt to ukeblandpraver
uke 8 og 9, 2000. Prgvene ble samlet i polyeten plastkanner og ble mottatt pa NIVA 29.02 og
07.03. Delprgver til analyse av bioakkumuleringspotensiale ble tatt ut og frosset ned. Prgver til
toksisitetstester ble oppbevart i kjglerom inntil testene ble gjennomfart. Praver til kjemiske
analyser ble konservert i henhold til analysemetodene. Tester/analyser som inngar i den
kjemiske/gkotoksikologiske karakteriseringen ble utfgrt av NIVA og Jordforsk (AOX-analyser).

1.1 Kjemisk karakterisering

Falgende kjemiske analyser ble utfgrt pa ukeblandpragven:

parameter betegnelse metode
kadmium Cd atomabsorbsjon/grafittovn
krom Cr atomabsorbsjon/grafittovn
kobber Cu atomabsorbsjon/grafittovn
Nikkel Ni atomabsorbsjon/grafittovn
Bly Pb atomabsorbsjon/grafittovn
Sink Zn ICP

Kvikksglv Hg kalddampteknikk
Adsorberbart organisk bundet halogen AOX 1ISO 9562

1.2 @kotoksikologisk karakterisering

@kotoksikologisk karakterisering av industriavlgpsvann blir utfart for a finne ut om de inneholder
komponenter som kan ha miljeskadelige effekter. Avgjarende egenskaper i denne forbindelse er
giftighet eller toksisitet, nedbrytbarhet og bioakkumuleringspotensial. Biologiske tester er utviklet
for & undersgke disse egenskaper hos kjemikalier og sammensatte avlgpsvann (Se f. eks. OECD
Guidelines for Testing of Chemicals 1981).

Ved karakterisering av avlgpsvann er det vanlig & kombinere biologiske tester med en kjemisk
karakterisering. Omfanget av test-og analyseprogrammet ma vurderes i hvert enkelt tilfelle og er
avhengig av type industri, utslippets stgrrelse og resipientforhold.

1.2.1 Toksisitetstester

Avlgpsvannenes toksisitet ble undersgkt med to ulike testorganismer; alger og krepsdyr (dafnier).
Testmetodene er de samme som blir brukt til klassifisering/merking av kjemikalier m.h.t.
miljgfarlighet, og gir et grovt mal pa stoffers generelle giftighet for vannlevende organismer.

Toksisitetstestene utfgres ved at testorganismene eksponeres for en konsentrasjonsserie av
teststoffet (en kjemikalie eller et avlgpsvann) fortynnet i et kontrollvann. Testorganismenes respons
(f. eks. vekst eller dadelighet) blir sa malt over en viss tid. Resultatene kan tegnes opp i et kon-
sentrasjon/responsdiagram, som viser hvordan gifteffekten endres med konsentrasjonen av
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teststoffet. Fra responsdiagrammet kan den konsentrasjon som gir 50% effekt pa den malte
responsen avleses. Denne konsentrasjon betegnes LCq, hvis den malte respons er dgdelighet
(letalitet) eller ECy, hvis andre responser enn dgdelighet, s.k. subletale responser blir undersgkt (f.
eks. vekst). EC star her for "effect concentration".

Analogt med LCs, og ECs, representerer LC,, og EC,, de konsentrasjoner som gir 10% dgdelighet
eller effekt pa testorganismene.

Toksisitetstesten med ferskvannsalger ble utfgrt i henhold til OECD Guideline 201 og ISO/DIS
8692 "Algal growth inhibition test", med Selenastrum capricornutum som testorganisme.
Avlgpsvannet ble filtrert gjennom et glassfiberfilter (Wathman GF/C) og tilsatt
naeringssaltlgsninger. En konsentrasjonsserie av prgven i et algevekstmedium ble podet med aktivt
voksende testalger fra en stamkultur og inkubert ved ca. 20 °C pa et gyngebord med kontinuerlig
belysning (ca. 70 uE m?s™).

Veksten i kulturene ble fulgt ved telling av algeceller etter 24, 48 og 72 timer med hjelp av en
elektronisk partikkelteller (Coulter Multisizer). Pa grunn av interferens av bakterier ved telling av
alger ble det ogsa gjort malinger av algenes in-vivo fluorescens med en Cytofluor 2300. Fra
vekstkurvene kan man se om veksten har veert hemmet i forhold til kontrollkulturene under noen
del av eksponeringstiden. Algenes veksthastighet ble beregnet fra gkningen i antall celler fra start
til slutt (3 degn). Veksthastighetene ved ulike konsentrasjoner av avlgpsvannet ble tegnet opp i et
konsentrasjon/responsdiagram. Fra dette ble ECy-verdien bestemt ved probit-analyse.

Giftighetstesten med vannlopper (Daphnia magna) ble gjort i henhold til OECD Guideline 202 og
ISO 6341 "Determination of the inhibition of the motility of Daphnia magna". Avlgpsvannet ble
farst luftet i én time for a tilfare oksygen. Forsgksdyr som var mindre enn 24 timer gamle ble
eksponert i en fortynningsserie av avlgpsvannet. Det ble benyttet tre enheter med 6-8 dyr for hver
konsentrasjon. Testene ble utfart i petriskaler med ca. 40 ml prgvevolum for & motvirke minkingen
av oksygenkonsentrasjon i lgsningene som fglge av bakterievekst.

Testen ble utfgrt ved 20 OC. Etter 24 og 48 timer ble antall dyr som var dede, eller som ikke var i
stand til & bevege seg registrert. ECs, -verdien for immobilisering ble bestemt fra konsentra-
sjon/responskurven.

1.2.2 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 fiskekjattet undersgkes ved analyser. P.g.a. at
bioakkumulerbarheten av organiske stoffer mest avhenger av stoffets fettlgselighet (lipofilitet) har
man imidlertid utviklet screening-metoder for undersgkelse av potensiell bioakkumulerbarhet, som er
basert pa undersgkelse av fasefordelingen mellom oktanol og vann (Pow). Pow-bestemmelse for rene
kjemikalier blir som oftest utfart med en kromatografisk metoder (HPLC).

Screeningmetodene for potensiell bioakkumulerbarhet kan ogsa brukes for karakterisering av
avlgpsvann, ved at mengden organisk stoff i ulike Pq,-intervaller blir bestemt. Som potensielt
bioakkumulerbart regnes stoffer med Pg,, >1000 (log Pow>3).

Bioakkumulerbarhetstesten ble utfart med en tynnsjiktskromatografisk metode. En delpragve av
avlgpsvannet ble ekstrahert med heksan. Heksanekstraktet ble satt av pa en tynnsjiktsplate for
separering av komponenter med forskjellig lipofilitet. Fra tynnsjiktsplaten ble fraksjoner
tilsvarende ulike P, -intervaller skrapt av for kvantifisering med GC/FID-analyse. Pg,-
intervallene blir identifisert m.h.a. referensestoff med kjente Pg,-verdier.
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2. Resultat

2.1 Kjemiske analyser

Tabell 1. Resultat av kjemiske analyser av avlgpsvann, ukeprgve 8 og 9.

Parameter uke 8 uke 9
Cd po/l 0.19 0.16
Cr ug/l 3.6 7.3
Cu pg/l 80 83
Ni po/l 8.5 14.3
Pb po/l 1.4 1.8
Zn ug/l 850 -
Hg po/l <0.1 <0.1
AOX mg/I 0.292 0.449

2.2 Toksisitetstester

Utfarlige rapporter av testene med alger og Daphnia fins i vedlegg A. | testene med alger ble det
observert begynnende veksthemming ved konsentrasjoner over 10% (uke 8) og 18% (uke 9).
Hemmingen gket med konsentrasjonen av avlgpsvann, men var ikke fullstendig i det ufortynnede
avlgpsvannet (100% konsentrasjon). | begge testene vokste algene imidlertid bare det farste daggnet i
ufortynnet avlgpsvann. ECso-verdiene var 55% uke 8 og 69% uke 9. Det utviklet seg en kraftig vekst
av bakterier i samtlige konsentrasjoner av avlgpsvannene.

Toksisitetstestene med Daphnia magna ble utfert i petriskaler med stor overflate for & redusere
problemet med lave oksygenkonsentrasjoner som falge av bakterievekst. Likevel var konsentrasjonen
av lgst oksygen nede i 2.4-2.5 mg/l etter 24 timer i de ufortynnede avlgpsvannprgvene. Det ble ikke
registrert dadelighet eller immobilisering opp til 56% konsentrasjon uke 8 og 32% konsentrasjon uke
9. | det ufortynnede avlgpsvannet ble samtlige forsgksdyr immobilisert allerede etter 24 timer.
Oksygenkonsentrasjonen var over grenseverdien 2 mg/l i henhold til ISO-standarden og tyder pa at
dadeligheten ikke skyldes for lavt oksygeninnhold. ECso-verdien for immobilisering var 74 % uke 8
0g 71% uke 9.

Tabell 2. Resultat av toksisitetstester av avlgpsvann, ukeprgve 8 og 9. EC-verdier for 10 og 50 %
effekt er angitt som volumprosent avlgpsvann

Testorganisme uke 8 uke 9

ECso ECy ECso ECy
Selenastrum capricornutum 55 18 69 25
Daphnia magna 74 60 71 56
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2.3 Bioakkumuleringspotensiale

Testerapporter fra analysene av potensielt bioakkumulerbare organiske forbindelser fins i vedlegg B.
Resultatene er ssmmenstilt i Tabell 3.

Tabell 3. Total mengde organisk stoff i heksan-ekstrakt fra avlgpsvann og etter fraksjonering pa
tynnsjiktsplate i ulike intervaller av Pg,.

Prove Kons. fgr TLC Fraksjon 1 Fraksjon 2 Fraksjon 3 Fraksjon 4
fraksjonering applikasjons- logPyw>5.7 3.8<logPy,<5.7 log P, <3.8
(na/l) sone (ug/l) (na/) (na/l) (na/l)
uke 8 1200 3.5 0.9 25 48
uke 9 100 1.9 0.7 14 38

3. Kommentarer

De kjemiske analysene viser at innholdet av de fleste undersgkte tungmetaller er lave, men
konsentrasjonen av Zn var hgyt (850 pg/l). Praven fra uke 9 ble ved en feiltagelse ikke analysert for
sink, men de gvrige analysene tyder pa at metallinnholdet i de to ukepravene var forholdsvis likt.

Det ble pavist noe organisk bundet halogen (klor) i begge prgvene, men konsentrasjonene var lave. Til
sammenlikning kan nevnes at det svenske Naturvardsverket foreslar 1 mg/l som grenseverdi for
vurdering av tiltak (Naturvardsverket 1992).

Toksisitetstestene viser at avlgpsvannet hadde lav giftighet overfor bade alger og Daphnia. | begge
testene ble det observert en meget rask utvikling av bakterier i avlpsvannet, som viser at det
inneholder mye lett nedbrytbart organisk materiale. Det kan ikke utelukkes at bakterieveksten kan ha
bidratt noe til hemmingen av algenes vekst. | Daphnia-testen farte bakterieaktiviteten til hgyt forbruk
av oksygen, men likevel ikke sa mye at dedeligheten av Daphnia i de ufortynnede pravene skyldes for
lave konsentrasjoner av lgst oksygen.

Konsentrasjonene av sink og kobber i avlgpsvannet er hgye nok til & forklare den observerte
giftvirkningen pa alger og Daphnia. For algene kunne man ventet en enda sterkere veksthemming,
spesielt av sink, men det er trolig at metallenes biotilgjengelighet er redusert ved kompleksering til
organisk stoff i avlgpsvannet.

Innholdet av organiske forbindelser med potensiale for bioakkumulering var lavt. Vanligvis regner
man med at stoffer med log P, >3 har potensiale for akkumulering i organismer. | testene ble det
funnet mindre enn 1 pg/l i sonen med log P,,>5.7 og 14-25 pg/l i Poy-intervallet 3.8-5.7. Analysen er
ikke helt kvantitativ, men resultatene viser likevel at konsentrasjonene er lave. Til sammenlikning kan
nevnes at det svenske Naturvardsverket, som har benyttet denne analysen i undersgkelser av
avlgpsvann fra kjemisk industri bruker 500 pg/l potensielt bioakkumulerbare stoffer som grenseverdi
for vurdering av begrensningstiltak (Naturvardsverket 1992).

4. Referanser

Naturvardsverket 1992: Utslapp av stabila organiska &mnen fran kemiindustrin. Rapport 4103.

OECD 1981: Guidelines for Testing of Chemicals, OECD, Paris
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Vedlegg A.

Testrapporter — Toksisitetstester
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NIVA'® TESTRAPPORT sk

Norsk Postboks 173 Kjelsés -
Tt v eial Alger, veksthemmingstest ‘Ql |
for Tel: 22 18 51 4 NORSK
VonifkeiE B 18 52 00 Selenastrum capricornutum e
NIVA metode K4 " |

Teststoff: Alpharma toatlavlep 8-2000 Lab. kode: B390/1
Kunde: Alpharma AS Prove mottatt 29.02.2000
Adresse: Postboks 158 Skayen, 0212 Oslo
Testmetode: ISO 8692, OECD 201: Alga growth inhibition test g
Organisme: Selenastrum capricornutum NIVA CHLI L
Testparameter: Veksthastighet fra start til 72 timer k
Stamkultur: Semi-kontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961) .
Start dato: 08.03.2000 ;
Forbehandling av preve: Filtrert gjennom GF/C glassfiberfilter E
Konsentrasjoner: 5.6, 10, 18, 32, 56, 100 % ;
Test medium: ISO 8692
Inkuberingsutstyr: Gyngebord
Dyrkingsflasker: 100 ml stakolber med 50 ml medium
Lys: ca. 75 pE m? 57!, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffror
Temperatur: 20.6—21.5 °C
pH i kontroll Start: 8.0 Slutt: 7.9
pH i hoyeste konsentrasjon Start: 7.5 Slutt: 8.6
Vekstmaling: Partikkeltelling med Coulter Multisizer og maling av fluorescens med

Cytofluor 2300
Beregning av EC, * Probit transformering og linear regresjon av probit verdier mot log.

konsentrasjon
Beregning av NOEC ** t-test (p<0.01)
Resultater: Celletetthet pa hvert malepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i

hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ulike konsentrasjoner
av avlgpsvann er listet lengst ned pé skjemaet. Vekstkurver for hver konsentrasjon av
avlepsvannet er vist i figur 1. Konsentrasjon/responskurven er vist i figur 2.

Parameter Enhet EC,, 95% konf. int. EC,, 95% konf. int. | NOEC

Veksthastighet % 55 52—-58 18 17-19 10

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

Denne testrapport far kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endringer
Testresultatene gjelder kun for den prove som er testet

B390/1 side1 av3
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Fig. 1. Vekstkurver for Selenastrum capricornutum i ulike konsentrasjoner av totalavlgp uke 8-2000
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Fig. 2. Effekt av totalavlep 8-2000 pa veksthastigheten til Selenastrum capricornutum.

Oslo 13.03.00 @_
Utfort av: Torsten Kéllqvist Testansvarlig: b«c«?ﬁ_ ﬂ”

Referenser:
ISO/DIS 8692 : Water quality - Algal growth inhibition test

OECD 1984: Guidelines for testing of chemicals, no. 201; Alga, growth inhibition test. OECD, Paris

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

B390/1 side 2 av 3

S —



NIVA
TEST: K4 Date: 8.3.00
COMPOUND: Totalavigp 8-2000 Lab. code: B390/1
TEST ALGA: Selenastrum capricornutum Medium: 1SO 8692
INOCULUM: 5,40 mill. celis/I
Day 1 Day 2 Day 3 Area Area% G.rate G.rate%
Hours: 25,5 50 73
Conc. % mill/l mill/l mill./|
56 " 49,0 160 831 14256 138 1,66 105
56 " 50,0 150 729 12871 124 1,61 102
56 " 47,0 155 731 12937 125 1,61 102
10 " 39,0 139 608 10943 106 1,55 98
10 " 43,0 142 567 10643 103 1,53 97
10 " 46,0 145 589 11042 107 1,54 98
18 " 37,0 112 400 7860 76 1,42 90
18 " 33,0 102 375 7235 70 1,39 88
18 " 40,0 103 367 7341 71 1,39 88
32 " 26,0 60 171 3716 36 1,14 72
32 " 28,0 66 178 3989 39 1,15 73
32 " 28,0 65 155 3701 36 1,10 70
56 " 24 34 59 1761 17 0,79 50
56 " 24 37 61 1855 18 0,80 51
56 " 26 36 52 1778 17 0,74 47
100 " 33 26 17 1313 13 0,38 24
100 " 33 29 19 1407 14 0,41 26
100 " 35 30 19 1481 14 0,41 26
0o
0o "
Control 22,0 131 771 12202 118 1,63 103
18,0 86 544 8423 81 1,52 96
18,0 101 640 9883 96 1,57 100
22,0 87 508 8133 79 1,49 95
26,0 131 832 13004 126 1,66 105
19,0 101 687 10449 101 1,59 101
MEAN VALUES
%
5,60 Mv: 48,67 155,00 763,67 13355 129,04 1,63 103,21
St. d. 1,25 4,08 47,62 638 6,16 0,02 1,27
10,00 Mv. 42,67 142,00 588,00 10876 105,09 1,54 97,79
St. d. 2,87 2,45 16,75 170 1,64 0,01 0,60
18,00 Mv. 36,67 105,67 380,67 7479 72,26 1,40 88,72
St. d. 2,87 4,50 14,06 273 2,64 0,01 0,76
32,00 Mv. 27,33 63,67 168,00 3802 36,74 1,13 71,64
St. d. 0,94 2,62 9,63 132 1,28 0,02 1,21
56,00 Mv. 24,67 35,67 57,33 1798 17,37 0,78 49,21
St. d. 0,94 1,25 3,86 41 0,40 0,02 1,43
100,00 Mv. 33,67 28,33 18,33 1400 13,53 0,40 25,46
St d. 0,94 1,70 0,94 69 0,66 0,02 1,09
Mv. 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0,00
St. d. 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0,00
Control  Mv. 20,83 106,17 663,67 10349 100,00 1,58 100,00
St. d. 2,85 18,53 115,12 1795 17,34 0,06 3,67
Cofficient of variation in controls (%): 17,34 3,67
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TESTRAPPORT  ds
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et o Rkt Alger, veksthemmingstest

for 222 o NORSK

Vannforskning  er. 29 15 29 00 Selenastrum capricornutum e
NIVA metode K4 "

Teststoff: Alpharma toatlavlep 9-2000 Lab. kode: B390/2

Kunde: Alpharma AS Prove mottatt 07.03.2000

Adresse: Postboks 158 Skayen, 0212 Oslo

Testmetode: ISO 8692, OECD 201: Alga growth inhibition test

Organisme: Selenastrum capricornutum NIVA CHL1

Testparameter: Veksthastighet fra start til 72 timer

Stamkultur: Semi-kontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)

Start dato: 08.03.2000

Forbehandling av preve: Filtrert gjennom GF/C glassfiberfilter

Konsentrasjoner: 5.6, 10, 18, 32, 56, 100 %

Test medium: ISO 8692

Inkuberingsutstyr: Gyngebord

Dyrkingsflasker: 100 ml stakolber med 50 ml medium

Lys: ca. 75 uE m? s'!, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffror

Temperatur: 20.6—-21.5 °C

pH i kontroll

pH i hayeste konsentrasjon
Vekstmaling:

Beregning av EC, *

Beregning av NOEC **

Start: 8.0 Slutt: 7.9

Start: 7.4 Slutt: 8.5
Partikkeltelling med Coulter Multisizer og méling av fluorescens med
Cytofluor 2300
Probit transformering og linezer regresjon av probit verdier mot log.
konsentrasjon

t-test (p<0.01)

Resultater: Celletetthet pa hvert malepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i
hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ulike konsentrasjoner
av avlgpsvann er listet lengst ned pa skjemaet. Vekstkurver for hver konsentrasjon av
avlgpsvannet er vist i figur 1. Konsentrasjon/responskurven er vist i figur 2.

Parameter Enhet EC,, 95% konf. int. EC,, 95% konf. int. | NOEC
Veksthastighet % 69 64—175 25 23-27 18

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

Denne testrapport far kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endringer
Testresultatene gjelder kun for den preve som er testet

B390/2 side1 av3
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Norsk instittutt for vannforskning

10000
1000 + ——556
—1—10
T —A—18
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@ —%—56
e —+—100
—O—Kontroll
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o g
1 : — :
0 20 40 60 80

timer

Fig. 1. Vekstkurver for Selenastrum capricornutum i ulike konsentrasjoner av totalavlep uke 9-2000
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veksthastighet (% av kontroll
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konsentrasjon (%)

Fig. 2. Effekt av totalavlep 9-2000 pa veksthastigheten til Selenastrum capricornutum.

Oslo 13.03.00
Utfort av: Torsten Kéllqvist Testansvarlig: /% %5, V

Torst?(iillqvist

Referenser:
ISO/DIS 8692 : Water quality - Algal growth inhibition test

OECD 1984: Guidelines for testing of chemicals, no. 201; Alga, growth inhibition test. OECD, Paris

Staub. R. (1961): Erndrungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens D.C. Schweiz. Z. Hydrol.
23: 82-198.
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NIVA
TEST: K4 Date: 8.3.00
COMPOUND: Totalaviep 9-2000 Lab. code: B390/2
TEST ALGA: Selenastrum capricornutum Medium: SO 8692
INOCULUM: 5,40 mill. cells/I
Day 1 Day 2 Day 3 Area Area%  G.rate G.rate %
Hours: 25,5 50 73
Conc. % mill/l mill/l mill./l
56 " 40,0 179 1130 17921 173 1,76 111
56 " 44,0 179 1090 17561 170 1,74 111
56 " 50,0 193 1130 18503 179 1,76 111
10 " 43,0 162 936 15361 148 1,69 107
10 " 53,0 172 1042 17068 165 1,73 110
10 " 53,0 144 754 13091 126 1,62 103
18 " 39,0 96 492 8588 83 1,48 94
18 " 36,0 93 540 8993 87 1,51 96
18 " 49,0 97 561 9655 93 1,53 97
32 " 31,0 61 267 4969 48 1,28 81
32 " 33,0 65 243 4838 47 1,25 79
32 " 37,0 63 239 4844 47 1,25 79
56 " 31 36 99 2443 24 0,96 61
56 " 34 38 98 2554 25 0,95 60
56 " 37 39 125 2963 29 1,03 66
100 " 36 27 20 1446 14 0,43 27
100 " 37 25 26 1492 14 0,52 33
100 " 41 30 33 1792 17 0,60 38
0 "
0o "
Control 22,0 131 771 12202 118 1,63 103
18,0 86 544 8423 81 1,52 96
18,0 101 640 9883 96 1,57 100
22,0 87 508 8133 79 1,49 95
26,0 131 832 13004 126 1,66 105
19,0 101 687 10449 101 1,59 101
MEAN VALUES
%
5,60 Mv: 44,67 183,67 1116,67 17995 173,88 1,75 111,17
St. d. 4,11 6,60 18,86 388 3,75 0,01 0,35
10,00 Mv. 49,67 159,33 910,67 15173 146,61 1,68 106,73
St. d. 4,71 11,59 118,93 1629 15,74 0,04 2,81
18,00 Mv. 41,33 95,33 531,00 9079 87,72 1,51 95,64
St d. 5,56 1,70 28,88 440 4,25 0,02 1,16
32,00 Mv. 33,67 63,00 249,67 4884 47,19 1,26 79,91
St. d. 2,49 1,63 12,36 60 0,58 0,02 1,02
56,00 Mv. 34,00 37,67 107,33 2654 25,64 0,98 62,20
St. d. 2,45 1,25 12,50 224 2,16 0,04 2,34
100,00 Mv. 38,00 27,33 26,33 1577 15,23 0,51 32,60
St d. 2,16 2,05 5,31 153 1,48 0,07 4,26
Mv. 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0,00
St. d. 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0,00
Control  Mv. 20,83 106,17 663,67 10349 100,00 1,58 100,00
St. d. 2,85 18,53 115,12 1795 17,34 0,06 3,67
Cofficient of variation in controls (%): 17,34 3,67

B 390-2 side 3 av3
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Insiute oo Akutt toksisitet

for Tel: 22 18 51 °

Vannforskning Fax: 22 18 52 (())(()) D aphma magna AKK:%EES'NG

NIVA metode K9

Teststoff: Totalavlep uke 8 - 2000 Lab. kode: B390/1

Kunde: Alpharma Prove mottatt: 29.02.2000

Adresse: Postboks 158 Skayen

0212 Oslo

Testmetode ISO 6341, "Water Quality - Determination of the inhibition of the motility of
Daphnia magna" Metoden er i samsvar med OECD Guideline 202;
"Daphnia sp. acute immobilization test"

Testorganisme Daphnia magna, stamme A. Vedlikeholdt i Elendt M7 og foret med
Selenastrum capricornutum som er dyrket i 10% Z8 nzeringssaltlgsning.
Alder ved teststart < 24 timer.

Testperiode 07.03- 09.03.2000

Forbehandling av Luftet i 1 time, tilsatt ISO lgsninger

prove

Fortynningsmedium ISO

Testkonsentrasjoner 5.6, 10, 18, 32, 56, 100%

Antall enheter 3 kar for hver konsentrasjon, med 6-8 dyr pr. kar.

Testbeholdere petriskéler med ca. 40 ml medium

Temperatur 19.5-19.6°C

pH i kontroll Start: 7.8 Slutt: 8.0

pH i hoyeste kons. Start: 7.8 Slutt: 8.3

Oksygenmetning, 48 t Kontroll: 8.67 ppm  100% kons.: 2.48 ppm etter 24 timer

Beregning av ECg) *

Manuell beregning

Referansestoff: Kaliumdikromat: 24t EC50 = 0.98 mg/I

Resultater:

24 timer 48 timer
Parameter Enhet | EC509 [95% konf.int.| ECjg | EC50 |[95% konf. int.| ECqg
Immobilisering % 74 - 60 74 - 60

*ECS(; = Den konsentrasjon som gir 50% immobilisering av forsgksdyrene.

Kommentar: P.g.a hoyt oksygenforbruk var konsentrasjonen i 100% avlgpsvann etter 24 timer 2.48 mg.
Dette er over minstekravet (2mg/l) men kan ha bidratt til dedelighet.

Denne testrapport far kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endringer.
Testresultatene gjelder kun for den prove som er testet.

B390/1 side 1 av 2
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Konsentrasjon Antall Immobiliserte Immobiliserte pH pH (0))
dyr 24 tim. 48 tim. start slutt
5,6% 21 0 0 7,8 8,0 8,67 (48t)
10% 21 0 0 7,9 8,1 8,42 (48¢t)
18% 21 0 1 7,9 8,2 8,26 (48t)
32% 21 0 0 8,0 8,3 7,96 (48t)
56% 21 0 0 8,0 8,3 5,35 (48t)
100% 21 21 21 7,8 8,3 2,48 (24t)
Kontroll 21 0 0 7,8 8,0 8,83 (48t) L

Observert immobiliserte Daphnia magna etter 24 og 48 timer i kontroller og ulike konsentrasjoner
av totalavlgp uke 8 - 2000.

Fig. 1. Effekt av totalavlep uke 8 - 2000 pa overlevelse av Daphnia magna etter 24 timer.

120

100 | o o o

(0]
o
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L L
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I
T

o

1 10 100
konsentrasjon (%)

Oslo, 10.03.00

Utfort av:  Randi Romstad Testansvarlig: ;,9,,_ %@/

Torsten Kalpvist

Baird, D. J. et al, 1991, 4 Comparative Study of Genotype Sensitivity to Acute Toxic Stress Using Clones of Daphnia magna Strauss , Ecotoxicology
and Environmental Safety, 21, 257 - 265.

Staub, R., 1961, Erndrungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens, D. C., Schweiz, Z., Hydrol,

23, 82-198.

Elendt, B.-P. 1990, Selenium deficiency in Crustacea; An ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Strauss.

Protoplasma, 154, 25-33.
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for Tel: 22 18 51 00 ° NORSK

Vannforskning Fax: 22 18 52 00 Daphma magna AEOTERNG

NIVA metode K9 "

Teststoff: Totalavlep uke 9 - 2000 Lab. kode: B390/2

Kunde: Alpharma Prove mottatt: 07.03.2000

Adresse: Postboks 158 Skeyen

0212 Oslo

Testmetode ISO 6341, "Water Quality - Determination of the inhibition of the motility of
Daphnia magna" Metoden er i samsvar med OECD Guideline 202;
"Daphnia sp. acute immobilization test"

Testorganisme Daphnia magna, stamme A. Vedlikeholdt i Elendt M7 og foret med
Selenastrum capricornutum som er dyrket i 10% Z8 naeringssaltlgsning.
Alder ved teststart < 24 timer.

Testperiode 07.03- 09.03.2000

Forbehandling av Luftet i 1 time, tilsatt ISO lgsninger

prove

Fortynningsmedium ISO

Testkonsentrasjoner 5.6, 10, 18, 32, 56, 100%

Antall enheter 3 kar for hver konsentrasjon, med 6-8 dyr pr. kar.

Testbeholdere petriskdler med ca. 40 ml medium

Temperatur 19.5-19.6°C

pH i kontroll Start: 7.8 Slutt: 8.0

pH i hoyeste kons. Start: 7.8 Slutt: 8.3

Oksygenmetning, 48 t Kontroll: 8.67 ppm  100% kons.: 2.43 ppm etter 24 timer

Beregning av ECg() *

Manuell beregning

Referansestoft: Kaliumdikromat: 24t EC5( = 0.98 mg/I

Resultater:

24 timer 48 timer
Parameter Enhet | EC50 [95% konf. int. | EC1g | ECs50 |95% konf. int.| ECjo
Immobilisering % 71 - 56 71 - 56

*ECy, = Den konsentrasjon som gir 50% immobilisering av forsgksdyrene.

Kommentar: P.g.a hoyt oksygenforbruk var konsentrasjonen i 100% avlgpsvann etter 24 timer 2.43 mg/I.
Dette er over minstekravet (2mg/l) men kan ha bidratt til dedelighet.

Denne testrapport far kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endringer.
Testresultatene gjelder kun for den prove som er testet.
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Konsentrasjon Antall Immobiliserte Immobiliserte pH pH (67

dyr 24 tim. 48 tim. start slutt j

5,6% 21 0 0 7,9 8,0 8,75 (481) |
10% 21 0 0 7,9 8,1 8,54 (48t)
18% 20 0 1 7,9 8,1 8,42 (48t)
32% 21 0 0 8,0 8,2 7,87 (48t)

56% 21 2 2 7.9 8,2 6,91 (48t) :

100% 21 21 21 7,9 8,3 2,43 (24t) f

Kontroll 21 0 0 7,8 8,0 8,83 (48t) |

Observert immobiliserte Daphnia magna etter 24 og 48 timer i kontroller og ulike konsentrasjoner
av totalavlep uke 9 - 2000.

Fig. 1. Effekt av totalavlep uke 9 - 2000 pa overlevelse av Daphnia magna etter 24 timer.
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Oslo, 10.03.00

Utfﬁrt\ av:  Randi Romstad Testansvarlig: ;EE %\__Q

Torsten Kallqvist

Baird, D. J. et al, 1991, 4 Comparative Study of Genotype Sensitivity to Acute Toxic Stress Using Clones of Daphnia magna Strauss , Ecotoxicology
and Environmental Safety, 21, 257 - 265.

Staub, R., 1961, Erndrungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens, D. C., Schweiz, Z., Hydrol,

23, 82-198.

Elendt, B.-P. 1990, Selenium deficiency in Crustacea; An ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Strauss.

Protoplasma, 154, 25-33.
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TEST RAPPORT

Bioakkumulering
Norsk P. Boks 173, Kjelsas
Institutt 0411 Oslo TLC-GC/FID metode
for Tel: 22 18 51 00
Vannforskning Fax: 22 18 52 00 E
Test komponent:  Avlepsvann uke 8-2000 Lab kode: B 390/1
Oppdragsgiver: Alpharma Prove mottatt: 290200
Adresse: P.B 158, Skeyen, 0212 Oslo Test periode: mars 00

Bestemmelse av potensielt bioakkumulerbart materiale i avlepsvann.

Potensielt bioakkumulerbart materiale skulle bestemmes i en avlgpsvannpreve i et surt ekstrakt |
(tynnsjiktskromatografi og fingerprint pa gasskromatograf med flamme ionisasjonsdetektor).
Analysemetode: [
Proven ble ekstrahert ved pH 2 og TLC fraksjonert i fire fraksjoner, applikasjonssonen, Pyy > 10 3.7,

103-8 < Poy, < 1037 og Py, < 103-8, Resultatene er gjengitt i tabell 1.

Proven ble ekstrahert ufortynnet. I GC-kromatogrammene er det pavist komponenter i det
bioakkumulerbare omrédet beregnet til 16 pg/l for log Py > 5.7 (fraksjon 1 + fraksjon 2) og 24 pg/l
for 3.8 <log Pow < 5.7 (fraksjon 3).

Surt ekstrakt Kons. for TLC Kons. fraksjon 1 ved Konsi fraksjon 2,  Kons i fraksjon 3, Kons i fraksjon 4,

fraksjonering applikasjonssone log P, >5.7 38<logP,, <57 log Pow < 3.8
(ng/h TLC (ng/) (ng/h (ng/h (ng/M
B390/1 1200 35 0.9 25 48
NIVA 230300
247 t:mrf'«(’

V% P Al
Torgunn Satre

Denne testrapport far kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endringer.
Testresultatene gjelder kun for den preve som er testet.



Vedlegg

METODE FOR BESTEMMELSE AV POTENSIELT BIOAKKUMULERBARE
SUBSTANSER.

pH pa vannpraven ble justert til ca 2 med svovelsyre og deretter ekstrahert med 2 x 10 ml heksan.
Emulsjon ble fjernet ved utsalting med natrium klorid. Ekstraktene ble kombinert og volumet justert til
2.0 ml. Ekstraktet ble analysert gasskromatografisk og videre fraksjonert pa tynnsjikt i tre fraksjoner:

I Fraksjon: Applikasjons sone

Il Fraksjon:  Pgy > 1057

Il Fraksjon: 1038 <P, <105.7
IV Fraksjon:  Pgy < 103.8

Lipofile eller potensielt bioakkumulerbare organiske forbindelser ble bestemt ved
tynnsjiktskromatografi av et surt heksan ekstrakt av en vannpreve. Substanser med en
fordelingskoeffisient oktanol/vann > 103 blir regnet som potensielt bioakkumulerbare.

Fraksjonene ble skrapt av tynnsjiktsplaten, tilsatt indre standard og ekstrahert med heksan 2 ganger.
Hvert av ekstraktene ble analysert med gasskromatografi med flammeionisasjonsdetektor, GC/FID.
Arealet til de enkelte toppene ble relatert til en standard, som ga et mal for mengden organiske
kromatograferbare forbindelser. Med kromatograferbare forbindelser menes i dette tilfellet organiske
substanser med en molekylvekt opp til ca 500, som kan analyseres gasskromatografisk uten noen form
for videre opparbeiding. Ved beregning ble det antatt at de detekterte forbindelsene har samme
respons som standarden. Dette er en grov tiln@rming, da erfaring har viset at responsen pé en FID
detektor for ulike organiske forbindelser kan variere med opptil 50 %. Dette betyr at metoden ma
betraktes som semi kvantitativ. Ved avskraping av tynnsjiktsplatene og ekstraksjon av avskrapet, vil
ekstraksjonsutbyttet av de enkelte komponentene variere avhengig av hvor godt de sitter pa
tynnsjiktsplaten. Blindpreve er kjort parallelt med provene.

Testbetingelser ved GC analysen:

Kappilerkolonne, HP 5
[=30m, id.=0.25 mm

Program:

Starttemp. 60 °C, henstand 2 min
Oppvarmingshastighet 5 °C/min
Sluttemp. 280 °C, henstand 8 min.
Injektor temperatur: 260 °C
Detektor temperatur: 350 °C

Ytre standard n-Co4Hjsp

Indre standard n-C4H3q

Referanse: Bengtsson, B-E., Bjérklund, I og Wahlberg C.; "Effluents from the Chemical Industry -
Porgram for Characterization of Persitence and Effects (The Stork Project)”, Ver. 3 1989.
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Print of window 38: Current Chromatogram(s)
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Print of window 38: Current Chromatogram(s) B 390/1
log 3.8 <log Pow < 5.7
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NIVA TEST RAPPORT

Bioakkumulering
Norsk P. Boks 173, Kjelsas
Institutt 0411 Oslo TLC-GC/FID metode
for Tel: 22 18 51 00
Vannforskning Fax: 22 18 52 00 ;
Test komponent:  Avlepsvann uke 9-2000 Lab kode: B 390/2
Oppdragsgiver: Alpharma Prove mottatt: 070300
Adresse: P.B 158, Skeyen, 0212 Oslo Test periode: mars 00

Bestemmelse av potensielt bioakkumulerbart materiale i avlepsvann.

Potensielt bioakkumulerbart materiale skulle bestemmes i en avlgpsvannprgve i et surt ekstrakt
(tynnsjiktskromatografi og fingerprint pé gasskromatograf med flamme ionisasjonsdetektor).

Analysemetode:

Proven er ekstrahert ved pH 2 og TLC fraksjonert i fire fraksjoner, applikasjonssonen, Pgy > 10 37
og 103-8 <Py, < 105-7 0g Py < 103-8. Resultatene er gjengitt i tabell 1.

Proven ble ekstrahert ufortynnet. I GC-kromatogrammene er det pavist komponenter i det
bioakkumulerbare omréadet beregnet til 2.6 pg/l for log Poyw > 5.7 (fraksjon 1 + fraksjon 2) og 14 pg/l
for 3.8 <log Pyyw < 5.7 (fraksjon 3).

Surt ekstrakt ~ Kons. for TLC Kons. fraksjon 1 ved  Kons i fraksjon 2,  Kons i fraksjon 3,  Kons i fraksjon 4,
fraksjonering applikasjonssone TLC log P, > 5.7 3.8<logP,, <57 log Pow <3.8

(ng/) (ng/h (ng/h (ng/h (ng/l)
B390/2 100 1.9 0.7 14 38
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Denne testrapport far kun kopieres i sin helhet og uten noen form for endringer.
Testresultatene gjelder kun for den prove som er testet.



Vedlegg

METODE FOR BESTEMMELSE AV POTENSIELT BIOAKKUMULERBARE
SUBSTANSER.

pH pé vannproven ble justert til ca 2 med svovelsyre og deretter ekstrahert med 2 x 10 ml heksan.
Emulsjon ble fjernet ved utsalting med natrium klorid. Ekstraktene ble kombinert og volumet justert til
2.0 ml. Ekstraktet ble analysert gasskromatografisk og videre fraksjonert pa tynnsjikt i tre fraksjoner:

I Fraksjon: Applikasjons sone

Il Fraksjon: ~ Pgyw > 1037

III Fraksjon:  103-8 <Py, <1057
IV Fraksjon:  Pgy < 103-8

Lipofile eller potensielt bioakkumulerbare organiske forbindelser ble bestemt ved
tynnsjiktskromatografi av et surt heksan ekstrakt av en vannpreve. Substanser med en
fordelingskoeffisient oktanol/vann > 103 blir regnet som potensielt bioakkumulerbare.

Fraksjonene ble skrapt av tynnsjiktsplaten, tilsatt indre standard og ekstrahert med heksan 2 ganger.
Hvert av ekstraktene ble analysert med gasskromatografi med flammeionisasjonsdetektor, GC/FID.
Arealet til de enkelte toppene ble relatert til en standard, som ga et mél for mengden organiske
kromatograferbare forbindelser. Med kromatograferbare forbindelser menes i dette tilfellet organiske
substanser med en molekylvekt opp til ca 500, som kan analyseres gasskromatografisk uten noen form
for videre opparbeiding. Ved beregning ble det antatt at de detekterte forbindelsene har samme
respons som standarden. Dette er en grov tiln@rming, da erfaring har viset at responsen pa en FID
detektor for ulike organiske forbindelser kan variere med opptil 50 %. Dette betyr at metoden ma
betraktes som semi kvantitativ. Ved avskraping av tynnsjiktsplatene og ekstraksjon av avskrapet, vil
ekstraksjonsutbyttet av de enkelte komponentene variere avhengig av hvor godt de sitter pa
tynnsjiktsplaten. Blindpreve er kjort parallelt med provene.

Testbetingelser ved GC analysen:

Kappilerkolonne, HP 5
1=30m,id =025 mm

Program:

Starttemp. 60 °C, henstand 2 min
Oppvarmingshastighet 5 °C/min
Sluttemp. 280 °C, henstand 8 min.
Injektor temperatur: 260 °C
Detektor temperatur: 350 °C

Ytre standard n-Co4Hsg

Indre standard n-Cy4Hszg

Referanse: Bengtsson, B-E., Bjorklund, I og Wahlberg C.; "Effluents from the Chemical Industry -
Porgram for Characterization of Persitence and Effects (The Stork Project)”, Ver. 3 1989.




Print of window 38: Current Chromatogram(s) B 390/2
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Print of window 38:
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Print of window 38: Current Chromatogram(s) B 390/2
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Print of window 38: Current Chromatogram/(s) B 390/2
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-«Mmt of window 38: Current Chromatogram(g)
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