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FORORD

Som ett led i kartldggningen av utsldpp fran kemisk industri, har Statens naturvdrdsverk
anmodat Neste Oxo i Stenungsund att utfora en kemisk/biologisk karakterisering av
avloppsvattnet efter riktningslinjer frdn Naturvdrdsverkets "STORK"-projekt. Norsk Institutt
for Vannforskning (NIVA), i samarbete med Senter for Industriforskning (SI) fick i maj 1990
uppdraget att genomféra karakteriseringen.

Utover de ndmnda institutionerna har VBB konsult AB varit ansvarig for provtagning och
leverans av prover till Oslo. Tester med marina alger har utforts vid Botaniska Institutionen,
Goteborgs Universitet och toxicitetstester med storspigg vid Kristinebergs Marinbiologiska
Station, Fiskebdckskil. Analyser av dygnprover utférdes lokalt vid Neste Oxo’s egna
laboratorier.  Analyser av olja (IR-metod) utfordes av Berum kommuns laboratorium.
Ovriga tester och analyser har utforts vid NIVA och SI.

Efter genomgdng av resultaten pd ett mote med Statens Naturvdrdsverk i Stenungsund 18.2.
1991, beslutades att undersékningen skulle kompletteras med ndgra ytterligare
testerlanalyser och att vissa rdttelser och kommentarer skulle ldggas till rapporten. Detta
kompletterande material har inarbetats i den ursprungliga rapporten och foreliggande
rapport ersdtter ddrmed den tidigare rapporten "0-90114, Karakterisering av avloppsvatten
frdn NesteOxoAB, Stenungsund (NIVA-rapport nr. 2522, 1990).

Oslo maj 1991

Torsten Kdllgvist
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1. MATERIAL OCH METODER

1.1 Beskrivning av anliggning

Anldggningen bestdr av fyra processenheter; syntesgas, butyraldehyd, oktanol (2-
etylhexanol) och mjukningsmedel (ftalater). Syntesgasen produceras av olja och syrgas, och
utgér tilsammans med propen rdvaror for produktionen av butyraldehyd och oktanol.
Mjukningsmedlen tillverkas satsvis av i huvudsak oktanol och ftalsyraanhydrid.

Processavlioppsvatten frdn oktanol och mjukningsmedelenheterna behandlas genom
dekantering/destillering och forbrinning. De renade delstrdmmarna blandas med dagvatten
och processvatten frin samtliga enheter i en koncentrationsutjimningsbassing (luftad
basséing), dir nérsalter tillsétts (1.9 kg P och 1.07 kg N per dygn). Efter pH-justering
(svavelsyra) leds avloppsvattnet till biorotorer. Efter passering av biorotorerna justeras pH-
virdet pd nytt med natronlut, och jédrnklorid tilsdttes som féllningskemikalie. De
flockningsmedel som anviénds dr Zetag 53, Zetag 57 och Zetag 78. De tv3 forsta dr 1 fast
form och innehéller g¢j nonylfenol. Zetag 78 4r i flytande form och kan mojligen innehdlla
nonylfenol. Efter sedimentering tilsitts en polymer, och vattnet sandfiltreras.

Normalt 4r sammanséttning av vatten till reningsverket f6ljande per dygn:

120-125 m’ processvatten fran syntesgasanldggningen (100 ppm TOC).

50-52 m’ processvatten frin oktanolanliggningen (900 ppm TOC under perioden)
8-10 m’ processvatten frin mjukningsmedelanliggningen

30-35 m’ vatten frin facklan

50 m’ vatten frin laboratorier, verkstad, spolning av hirdgjorda ytor mm.

X m’ regnvatten frin hirdgjorda ytor.

SO e

Punkt 1 och 2 kommer i eget ror direkt till den luftade bassingen. Ovriga gir via
flédesutjgmningsbassidngen.

1. 2. Provtagning

7 dygnsprov togs ut under en vecka 6-12/6 1990. Proverna togs med en automatisk,
flodesproportionell provtagare frin utloppet efter biorening och filtrering.

1.3. Provbehandling

Dygnsproverna overfordes till 5 1 flaskor/kannor av polyeten som forvarades frysta. Ett
delprov togs ut for analys av dygnsproverna, som utfordes lokalt inom 6 timmar efter

provuttag. Microtox-testerna utférdes av Berol Nobel och 6vriga analyser pd Neste Oxos eget
laboratorium.

Efter avslutad provtagning transporterades de frysta proverna till testlaboratorierna i Oslo,
Fiskebickskil och Goteborg. Proverna ankom Oslo med frystransport 13/6. Proverna tinades
genom att kannorna placerades i rinnande vatten av ca. 15 °C, och blandades direfter
proportionellt mot dygnsflodet till ett blandprov, som fordelades till de olika testerna och



analyserna. Som blandningskar anvindes en tank av rostfritt stdl, som rengjorts med aceton
och destillerat vatten. Samma blandningsforhdllande anvindes for veckoblandprovet till
testen med marina alger och storspigg.

Dygnsflodet i avloppssaOmmen registrerades pd provtagningspunkten. Flodes-
registreringarna och blandningsférhillandet redovisas i tabell 1.

Tabell 1. Dygnsflsde av avloppsvatten vid provtagningspunkten; utlopp frdn sedimenteringsdamm, samt
blandningsférhillande av dygnsprover i blandprov.

Datum 6/6 |7/6 |8/6 |9/6 |10/6|11/6 | 12/6
Fléde m3/d 320 | 368 | 414 |455 | 376 | 229 | 200
Blandningsforhéllande % | 13.6 | 15.6 [ 17.5 | 19.3 {159 19.7 |85

Variationerna i flode kan delvis bero pd nederbord, eftersom avrinning frdn invallade ytor
ingdr i avloppsmiingden. Bolaget har emellertid en viss framforhdllning vad giller nivén i
uppehdlisbassingen, med avseende pd forvintad nederbdrd; om man vintar nederbord
forsbker man  tomma uppehédlisbassingerna dagarna innan, vilket leder till ©kad
utslippsvolym. Efterrinning sker under ett par dygn. Nederborden dagarna fore och under
provtagningen redovisas i tabell 2.

Tabell 2. Nederbord registrerad vid observationsstationen Lilla Komper6d mellan 3 och 12 juni 1990.
Avlisningen av nederbrdsmiingd sker k1 700,

Datum | 3/6 4/6 5/6 6/6 7/6 8/6 9/6 10/6 | 11/6 | 12/6

mm 1.7 0 24 0 3.0 14.9 0 0 0 0

1.4. Test-och analysprogram

Programmet for karakteriseringen ir upplagt efter Statens Naturvirdsverks "STORK-projekt”
(Bengtsson och medarb. 1990). I korthet gir undersdkningen ut pd att avloppsvattnet
karakteriseras med hjidlp av kemiska analyser och biologiska tester. Vid de biologiska
testerna undersOks avloppsvattnets giftverkan pd olika vattenlevande organismer
(toxicitetstester), och den mikrobiella nedbrytbarheten av organiska &mnen i avloppsvattnet.

Programmets uppldggning framgér av figur 1.
I dygnsproverna undersoktes giftverkan pd bakterien Photobacterium phosphoreum med

Microtox-test. Dessutom bestdmdes provernas elektrolytiska ledningsférméga, pH-vérde
samt innehdllet av totalt och 16st organisk kol (TOC, DOC).



Den kemiska karakteriseringen av veckoblandprovet omfattade f6ljande parametrar:

Kemisk syreférbrukning COD NS 4748, (SS 028142)
Biokemisk syreférbrukning BOD, NS 4749, (S8S 028143)
Totalt organiskt kol TOC Standard methods 505
Lost organiskt kol DOC Standard methods 505
Mineralolja - Se appendix 1
Olja SS 028145
Extraherbart organiskt halogen = EOX Se appendix 13
Priority pollutants - SI, Se appendix 2
Kjeldal-kvive N Standard methods
Ammonium NH4-N NS 4745 , SIS 028134
Organiskt fosfor P NS 4724, 4725 (SIS
028126-028127)
pH - NS 4720 (SS 028122)
Ledningsformiga - NS4721 (SS 028123)
Suspenderat material - NS 4733 (SS028112)

Avloppsvattnets innehdll av potentiellt bioackumulerbara organiska #mnen undersdktes med
hjélp av en tunnskiktskromatografisk metod genom fraktionering och kvantificering av
lipofila komponenter.

Mutageniciteten undersoktes med Ames test, med bakteriestammarna TA 98 och TA 100,
med och utan tillsats av leverenzym S9.

Avloppsvattnets giftverkan undersoktes med 7 toxicitetstester:

Organism parameter metod

Heterotrofa mikroorganismer ~ ECsq hiimning av ISO 8192

(aktivt slam) syreforbrukning

Photobacterium phosphoreum  ECs,, himning av ljusprod. Microtox

Selenastrum capricornutum ECs0 hiimning av vixt ISO

Marina alger ECy, EC, oo héimning av vixt Blanck & Bjornsiter 1989
Nitocra spinipes LCyq DS -F 88/225

Nitocra spinipes ECsg, reproduktion VKI

Storspigg LCsq SS 28162

Bionedbrytning av organiska d#mnen i avloppsvattnet undersktes enligt ISO 7827 "Water
quality - Evaluation in an aqueous medium of the ultimate aerobic biodegradability of
organic compounds - method by analysis of dissolved organic carbon (DOC)". Testen
utfrdes i 82% koncentration av avloppsvatten tilsatt standard 16sningar av niringssalter och
fosfatbuffer. Testtemperaturen var 20 °C .

Parallellt med denna nedbrytbarhetstest gjordes en test efter spidning av avloppsvattnet 1:1
(50%) 1 respirometer (ISO 9408 " Evaluation in an aquous medium of the ultimate aerobic
biodegradability of organic compounds"), med daglig registrering av syreforbrukningen.
Denna test utfordes for att folja utvecklingen av BOD 6ver tid. Testen gjordes vid 20 °C.



En tredje nedbrytbarhetstest utfordes efter spadning til 50% koncentration i saltvatten efter
en modifierad version av ISO 7827. Saltvattentesten gjordes vid temperaturen 4-5 °C. Det

gjordes ocksd en respirometrisk test i saltvatten vid samma temperatur efter en modifierad
1SO 9408 metod).

Efter nedbrytningen upprepades delar av den kemiska karakteriseringen och
toxicitetstesterna (utom testen med aktivt slam) av den persistenta fraktionen frin
nedbrytbarhetstesten ISO 7827 (20 °C, sOtvattentest).

Dygnprover

Microtox, TOC, DOC, pH

Blandprov

Kemisk karakterisering
Toxicitetstester
Bioakkumulerbarhetstest
Mutagenitetstest

Nedbrytbarhetstester

Kemisk karakterisering
Toxicitetstester

Fig. 1. Skiss av program for karakteriseringen.



2. RESULTAT
2.1. Variationsstudie

Resultaten av analyserna av dygnsproverna redovisas i tabell 3.

Tabell 3. pH, totalt och 18st organiskt kol (TOC, DOC) och ECs, (15 min.) fér Microtox i dygnprover.
* anger att Microtox-virdet forkastats.

Datum: 6/6 | 7/6 | 86 | 9/6 | 10/6 | 11/6 | 12/6
pH 73 1 70 | 75 | 74 | 76 | 73 | 7.0
TOC mg/l 50 42 33 47 32 57 42
DOC mg/l 15 30 36 39 21 38 38
Microtox ECy (%) | >100| >100} * | >100| >100| * *

Dygnsprovernas innehdll av TOC varierade mellan 33 och 57 mg/l. For den 16sta fraktionen
(DOC) var variationen 15-38 mg/l. Andelen DOC av TOC var 30 - 90%.

Microtox-testen utfordes i 4 utspddningar frin 12.5 - 100%. I de flesta proverna blev ECs-

virdet (koncentrationen som gav 50% effekt) i Microtox berdkningsprogram bestdmt till
>100% koncentration. For ndgra av proverna (8/6, 11/6 och 12/6) var dos/responsforloppet
oregelbundet (t.ex. storst effekt vid intermedifra koncentrationer) och de ECg-viirden som

berdknats av modellen méste forkastas. Detta &r markerat med "*" i tabell 3. Det &r troligt at
det verkliga ECsq-virdet for samtliga dygnsprov var >100%.

2.2. Blandprov

2.2.1. Kemisk karakterisering

Resultat av de kemiska analyserna av veckoblandprovet redovisas i tabell 4. I tabellen anges
ocksd i vilket appendix detaljerade uppgifter om de olika analyserna terfinns.

Avloppsvattnet hade ett neutralt pH-vérde. Ledningsféormégan visar att innehillet av 16sta
salter &r ganska hogt (6-7 g/l). Enligt foretaget utgors salterna frimst av natriumsulfat.
Innehdllet av totalt organiskt kol (TOC) var 32 g/l, vilket dr nagot ldgre &n analyserna av
dygnsproverna visade. Det samma giller for 16st organiskt kol (DOC). Vid genomgingen av
resultaten diskuterades om detta kan forklaras med skillnader i analysmetodik vid Neste Oxo
(som analyserade dygnproven) och NIVA. Vid bégge laboratorierna anvinds instrument frin
ASTRO, men olika modeller. Principerna for analysen 4r den samma (persulfat/UV-
oxidering och IR-detektor). Resultaten bor dirfor vara jimforbara. En skillnad kan vara att
Neste Oxos instrument &r kalibrerat for ett hogre koncentrationsomrdde &n NIVAs. Vid
motsvarande karakteriseringar av avloppsvatten frin Statoil och Berol Nobel dir ocksd
dygnproverna analyserades vid Neste Oxos laboratorium visade resultaten frén Statoils
avloppsvatten samma bild som Neste Oxos, d.v.s. DOC-halterna i dygnproverna var hogre dn
i veckoblandprovet. For Berol Nobel var emellertid resultaten i Overensstimmelse. Detta
tyder pd att koncentrationen av DOC i Neste Oxos (och Statoils) avloppsvatten har sjunkit
ndgot i samband med lagring och transport. Orsaken kan tinkas vara nedbrytning innan
infrysningen eller avdunstning av flyktiga komponenter. Fér DOC kan ocksd éndringar ha
skett genom att méngden suspenderat material paverkas vid frysning.



Mineralolja kunde inte pavisas vid GC-analysen, medan IR-metoden visade 6.3 mg/l totalt
extraherbara dmnen, dock inga opoléra kolviteforeningar.

Det konstaterades spir av extraherbart organiskt halogen (EOX). Det kan nidmnas att
foretaget under 1989 har utfort fem analyser med avseende pA AOX. Dessa visade frén 10-
53 pg/l, med medelvirdet 26 pg/l (Analyser utforda av KM-laboratorierna).

Av gruppen "priority pollutants” pavisades 57 pg/l di-2etylhexylftalat, 11 pg/l p-nonylfenol
samt spdr av metylnaftalener.

Innehdllet av kviveforeningar var hogt i forhdllande till kolinnehdllet (ca. 150 mg/l).
Innehdllet av organiskt bundet kvidve var 6 mg/l. Fosforinnehéllet uppgick till 4 mg/l, varav
ca. 95% i form av fosfat.

Tabell 4. Resultat av kemisk karakterisering av avloppsvatten fore och efter 28 dygns nedbrytbarhetstest.
Virden efter nedbrytning har korrigerats for utspidning vid nedbrytbarhetstesten.

Parameter enhet fore efter Reduktion | Appendix
nedbrytn. nedbrytn, %o

Ledningsforméiga mS/m 1098 -

pH 7.22 -

Suspenderat material mg/l 64.8 -

COD mg O/1 95 85 10

BOD mg O/1 14 <2.35 >80

TOC mg/l 32 22 30

DOC mg/l 25 22 12

Mineralolia mg/l 1.p. i.p. App. 1

Olja, totalt extraherbart mg/l 6.3 2.2 65

Olja, opolira kolviiten meg/l <0.1 0.5

EOX mg/i <0.02 ip.

Kjeldal-N mg N/l 52 -

NH, mg N/I 46

NO, mg N/l 105 -

Tot. P mg P/1 4 -

PO, mg P/l 3.8 -

p-nonylfenol ug/l 10.8 - App. 2

di-(2-etylhexyl)ftalat ug/t 56.9 - App. 2

1 och 2-metylnaftalen ug/l <1 - App. 2

2.2.2. Bioackumulerbarhetspotential

Bioakkumuleringspotentialen blev undersokt i ett surt och ett basiskt extrakt av avloppsvatt-
net. Innehdllet av kromatograferbara dmnen i de tvd extrakten fore och efter fraktionering
med tunnskiktskromatografi visas i tabell 5. GC-kromatogrammen for de olika fraktionerna
visas i appendix 3. Som potentiellt bioackumulerbara riknas &mnen med fordelningskoeffi-

cient oktanol/vatten (Py,) >103 Testen visade att det sura exstraktet inneholl 1.8 mg/l av
#mnen med P,,>105 och 1.9 mg/l med P, mellan 103 och 105 . GC-kromatogrammet av
det sura extraktet visar en extremt samlad topp i kokpunktsintervallet 130-170 °C. P4 grund
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av att potentielt bioackumulerbara dmnen konstaterades beslots att ocksd vattnet efter ned-
brytning skulle testas. Samtidigt testades avloppsvatten frin oktanolanliggningen uttaget
efter destillationen. Resultaten av dessa tester redovisas i tabell 5.

Avloppsvattenextraktet efter nedbrytning inneh6ll mer organiska substanser #n fore
nedbrytning. Detta kan forklaras med att kromatograferbara #mnen bildats vid

nedbrytningen. Ocks4 fraktionen med P, mellan 103 och 105 kade vid nedbrytning medan
det inte kunde pévisas dmnen med Pgy>105 efter nedbrytning.

Provet frén oktanolprocessen, efter destillation innehdll ganska stora mingder potentiellt
bioakkumulerbart material, sérskilt i fraktionen med Py mellan 103 och 105, (23 mg/l).

Tabell 5. Innehall av kromatograferbara 4mnen (mg/l) i avloppsvatten fSre och efter nedbrytning, samt
avloppsvatten frin oktanolanliggning. Fraktion II och III 4r fraktioner med fordelningskoefficient oktanol
vatien (Poy) >10° resp. 10°-105. Virdena efter nedbrytning har korrigerats for utspadning vid

nedbrytbarhetstesten (1.2 ggr.). i.p.=icke pavisat.

Avloppsvatten Extrakt Fore fraktio- Applikations- Fraktion 11 Fraktion III
nering zon Py, >10° Poyw =103-10°
Fore nedbrytning Surt 3.8 i.p. 1.8 1.9
Fore nedbrytning Basiskt 0.04 ip. i.p. i.p.
Efter nedbrytming Surt 5.9 i.p. i.p. 2.6
Oktanolanliggning | Surt 124 i.p. 0.4 23
2.2.3. Toxicitet

Resultaten av toxicitetstesterna har sammanfattats i tabell 6. I tabellen anges ocksd i vilket
appendix testrapporterna kan terfinnas. For de heterotrofa mikroorganismerna i aktivt slam
och bakterien Photobacterium phosphoreum (Microtox) kunde en svag hiimning pdvisas vid
hoga koncentrationer, men ECsq-viirdet for biigge testerna var >100%. I aktivt slam-testen

reducerades syreforbrukningen med ca 25% vid avloppsvattenkoncentrationen 90%. En
screeningtest med full avloppsvattenkoncentration gav 34% himning i Microtox-testen.

Vixten av  sotvattensalgen Selenastrum  capricornutum piverkades negativt av
koncentrationer &ver ca. 5% (se fig. 2.). EC5g-virdet for vixthastighet var 15% och ECyo-

virdet 4.8%. For area under viixtkurvan, som 4r en annan responsparameter, som bestims vid
samma test, var ECgg-virdet 6%.

Testen med de 4tta marina algerna visade ECy-virden frin 2.5-20% efter 5 dagars
inkubering. Den mest kinsliga arten var kalkflagellaten Emiliana huxleyi. For de flesta
arterna 6kade EC-virdena med tiden och efter 12 dygn kunde vixt registreras i den hogsta
testkoncentrationen (40%) for alla alger utom E. huxleyi. Det betyder att de 6vriga algerna
hade formégan att anpassa sig till avloppsvattnet, eller att gifteffekten minskade med tiden.

I akut-testen med Nitocra spinipes registrerades en klar Okning av dodligheten vid
koncentrationer 6ver ca. 30%. LCsq-virdet vid 4 dygns exponering bestimdes till 60%.
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Reproduktionen paverkades av koncentrationer dver ca. 10%, och ECgg-virdet for antal unga
individer som producerats pr. vuxen hona vid 14 dygns exponering var 16% (se fig. 3).

For storspigg registrerades ca. 80% dodlighet efter 3 dygn i full koncentration av
avloppsvatten. LCgq-viirdet efter 48 timmar bestidmdes till 48% och efter 72 timmar till 34%.

ECsq-virdet for passivitet hos testfisken uppskattades till 35%.

Tabell 6. Toxicitet i avlioppsvatten fore och efter nedbrytbarhetstest. (EC- och LC-virden angivet som %
avloppsvatten). EC-och LC virden efter nedbrytning har korrigerats for utspddning vid nedbrytbarhetstesten.

Test respons fore efter Appendix
nedbr. nedbr.
Aktiv slam ECs(, syrekonsumtion >100 - App. 4
Aktiv slam EC,(, syrekonsumtion 85 App. 4
Microtox ECsq, ljusprod. 15 min. >100 >100 | App. 5
Microtox ECyg, ljusprod. 15 min. <30% -
Selenastrum ECjs, viixthastighet 72 tim. 15 21 App. 6
Selenastrum ECyg, viixthastighet 72 tim. 7 10 App. 6
Selenastrum NOEC, vixthastighet 1.8 <8.2 App. 6
Selenastrum ECs, areal under viixtkurva 6 6.6 App. 6
Marina alger ECy, viixt (medelviirde) 5 d. 7.4 2.8 App.7
Marina alger ECp,viixt (ldgsta virde) 5 d. 2.5 1.0 App. 7
Marina alger ECjgp, viixt (medelvirde) 49 44 App. 7
Marina alger ECypg,viixt (ligsta viirde) 5 17 App. 7
Nitocra spinipes | LCsq (96 timmar) 60 21 App. 8
Nitocra spinipes | LCpq (96 timmar) 16 12 App. 8
Nitocra spinipes | ECsg, reproduktion 16 17 App. 9
Nitocra spinipes | ECyq, reproduktion 9 10 App. 9
Storspigg LCsq (48 timmar) 48 58 App. 10
Storspigg LCyq (48 timmar) 16 20 App. 10
Storspigg LCsp (72 timmar) 34 - App. 10
Storspigg LCyq (72 timmar) 14 - App. 10
Storspigg NOEC (passivitet) 10 - App. 10
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Figur 2. Effekt av avloppsvattnet pi vixthastigheten hos Selenastrum capricornutum. 100%
vixthastighet=vixthastighet i kontrollkulturer. Prickade linjer=95% konfidensintervall f6r responskurvan
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Figur 3. Effekt av avloppsvattnet pd reproduktion hos Nitocra spinipes. Streckade linjer anger 95%
konfidensintervall runt responskurvan, som beriknats genom probit-analys.
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2.2.4. Mutagenitet

Ames test utford pad avloppsvatinet visade inga mutagena effekter. LAga doser av
avloppsvattenextraktet (5-20 pl) gav varken dosrespons eller en fordubbling av antal kolonier
i forhallande till blindprovet. Hogre doser pa 50-100 pl visade toxiska effekter pa bakterierna
genom att man antingen fick en minskning av antalet kolonier i férhllande till blindprovet,
eventuellt att inga kolonier vixte upp. (Se appendix 11).

2.2.5. Nedbrytbarhet

Nedbrytbarhetstesterna 4r redovisade i appendix 12. Huvudtesten for nedbrytbarhet vid 20 °C
visade ett 1angsamt nedbrytningsforlopp. DOC-koncentrationen i provlgsningen och i ett
blindprov med samma mikroorganism-ymp visas i tabell 7.

Tabell 7. Lost organiskt kol (DOC) i nedbrytbarhetstesten vid 20 °C.

Dagnor:| 0 4 7 14 | 21 | 28
82% Avloppsv. 28612751225121.71 21 1198
Blindprov 0.4 04 1 03 0.3
Korrigert DOC 282 127.1122.11214120.7] 189
DOC-reduktion (%) 0 4 22 | 24 | 27 1 33

Reduktionen av DOC var 22% efter en vecka, men Okade dérefter mycket 1angsamt till 33%
efter 4 veckor. (Se fig. 4). Testen i respirometer, dér ocksé syreférbrukningen registrerades
visar samma utveckling. (Se fig. 5). Bio-oxidationen métt som BOD dr emellertid oséker
p.g.a. vattnets hoga innehdll av ammonium. Nitrifikation kan ha bidragit till
syreférbrukningen. DOC-analyser vid respirometertesten visade lidgre reduktion (20%) &n i
huvudtesten. I detta fallet analyserades inte DOC i blindprovet, men bidraget frin ympen
utgdr hogst ca. 2% av DOC-innehdllet i provet vid start och péverkar inte den berdknade
DOC-reduktionen signifikant.

I saltvattenstesterna av nedbrytbarhet som gjordes vid 4-5 °C uppmiittes reduktionen i DOC
under 4 veckor till endast 0-3.5%. P4 grund av hog detektionsgrins i saltvatten &r det inte
utfort korrektion for DOC i blindprov. Normalt ligger DOC-virdena i blindprovet mellan 1
och 2 mg/l, vilket ir 7-14% av DOC i avloppsvattenldsningen. Trots att ingen signifikant
reduktion av DOC registrerades var syreforbrukningen  omréiknat till  full
avloppsvattenkoncentration totalt ca. 30 mg O/1 (BOD»g). Orsaken till denna syreférbrukning
ar troligtvis avloppsvattnets hoga innehdll av ammonium som oxiderats under
nedbrytbarhetstesten (nitrifikation).
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DAGER, inkubasjon ved 20 grader C. DAGER, inkubasjon ved 20 grader C.
Fig. 4. Koncentrationer av DOC mitt vid Fig. 5. Syreférbrukning vid nedbrytbarhetstest vid
nedbrytbarhetstest vid 20 °C. 20°C. Den undre kurvan indikerar DOC- forlopp pé

basis av syreftrbrukning.
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DAGER, inkubasjon ved 4 grader C.

Fig. 6. Syreforbrukning och DOC reduktion i respirometrisk nedbrytbarhetstest i saltvatten vid
temperaturen 4 °C.

2.2.6. Kemisk karakterisering efter nedbrytning

Resultaten av de kemiska analyserna, som utfordes pd avloppsvattnet efter nedbrytning,
redovisas i tabell 4. Den kemiska syreforbrukningen (COD) var 85 mg/l, vilket 4r 11% ligre
dn innan nedbrytning. Reduktionen av COD ir alltsd ligre dn reduktionen av DOC vid
nedbrytbarhetstesten (33%) Detta kan bero pa att icke-organiska foéreningar eller suspenderat
material bidrar till den kemiska syreforbrukningen. For TOC idr reduktionen ngot storre (ca.
40%), men analysen av TOC dr mer osiker p.g.a. ofullstindig oxidering av partikulirt
material. Den biokemiska syreforbrukningen (BOD) var som vintat mycket 1ag efter
nedbrytbarhetstesten.
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Innehillet av EOX, som var ldgt men kunde pévisas i avloppsvattnet innan nedbrytning,
kunde inte pavisas efter nedbrytbarhetstesten.

Mingden totalt extraherbart kolvite efter nedbrytning var 2.2 mg/l d.v.s. en reduktion med
65%. Emellertid var andelen opolira kolviiten 0.5 mg/l, vilket & mer dn analysen fore
nedbrytning visade. Oljeanalyserna utfordes pd prover som lagrats frysta i 10-11 ménader
och provet av avloppsvatten efter nedbrytning var lagrat i plastflaska medan analysmetoden
foreskriver glasflaskor. Detta kan vara forklaringen till att opolédra kolviten pdvisades.

2.2.7. Toxicitet efter nedbrytning

Resultaten av toxicitetstesterna efter nedbrytbarhetstesten redovisas i tabell 6.
Bionedbrytningen medforde en ndgot minskad toxicitet i ndgra av testerna, och okad
toxicitet i andra. Andringen i toxicitet var dverlag ganska liten. Effekten pd Microtox var for
svag for att tilldta bestimning av ECsq-vérdet. En screening-test vid full koncentration (d.v.s.

82 9% koncentration nir man tar hinsyn till utspidningen vid nedbrytbarhetstesten) gav 31%
himning, vilket ir ungefir det samma som fore nedbrytning.

For sotvattensalgen Selenastrum capricornutum var ECsg-vérdet for hdmning av

viixthastigheten 21%, vilket dr 1.4 ggr. hogre #n fore nedbrytning. For den andra
responsparametern som bestimdes vid testen, area under viixtkurvan, var dndringen i toxicitet
inte signifikant.

ECq-virdena for marina alger var ligre efter nedbrytning #n fore. Detta skulle tyda pd att
giftigheten Skat vid bionedbrytningen. Nigra av ECygp-vérdena visar emellertid en motsatt
tendens, vilket betyder att responskurvorna har ett flackare forlopp efter nedbrytning.

Den akuta toxiciteten pa kriftdjuret Nitocra spinipes var ocksé hogre efter nedbrytning (LCsq
= 21%). 1 reproduktionstesten var effekten ddremot oforindrad (ECsg = 17%). Effekter pd
reproduktionen upptrider alltsd forst vid koncentrationer i nirheten av LCsq-vérdet, vilket &r

anmirkningsvirt. Samma forhdllande pdpekades vid undersdkningarna som utfordes i
samband med MUST-utredningen 1983. (Granmo 1984).

Toxicitetstesterna med storspigg visade samma LCsg-virde efter nedbrytning som fore (ca.
50%), nir man tar hiinsyn till utspédningen vid nedbrytbarhetstesten.

3. KOMMENTARER

I det utgdende avloppsvattnet frin Neste Oxo i Stenungsund &r innehdllet av organiskt
material av samma storleksordning som i kemiskt renat kommunalt avloppsvatten. Den
biologiska nedbrytbarheten av detta #r emellertid 14g, sirskilt vid ldga temperaturer i
saltvatten. Den relativt stora andelen persistent eller svarnedbrytbart material 4r ett resultat av
att den Litt nedbrytbara organiska fraktionen till storsta delen har omsatts i det biologiska
reningssteget. Resultaten av nedbrytbarhetstesterna  Overensstimmer med vad som
rapporterades vid den tidigare "MUST"-utredningen (Granmo 1986). Ocksd vid
undersokningen 1983 konstaterades siledes obetydlig nedbrytning vid +4 °C.
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De specifika analyserna av organiska dmnen forklarar bara en liten del av det totala organiska
materialet. Det blev funnet spir av extraherbart organiskt bundet halogen, metyl- och
dimetylnaftalener samt c.a. 11 pg/l av p-nonylfenol. Innehdllet av di2-etylhexylftalat var 57
pg/l. Denna forening blev ocksd funnen vid "MUST"-understkningen 1983, men di i
betydligt hogre koncentration (1430 pg/l). Denna stora fordndring beror troligen pi att
bolaget har installerat ett sandfilter, som eventuellt filtrerar bort en stor del av imnet.

Innehallet av kvivefbreningar #r hogt, medan fosforinnehdllet #r jimforelsevis ligt.
Kviveutsléppet motsvarar ca. 4000 personekvivalenter i kommunalt avloppsvatten.

Gifteffekter pd alger kunde pavisas vid koncentrationer dver ca. 3%. For ovriga testade
organismer var toxiciteten ligre. Koncentrationer omkring 50-60% orsakade 50% dodlighet
hos storspigg och kriftdjuret Nitocra spinipes. Mikrobiell nedbrytning i fyra veckors
nedbrytbarhetstest gav ingen entydig reduktion av avloppsvattnets toxicitet. Den marina
algtesten och akut-testen med Nitocra visade t.o.m. hogre giftighet efter nedbrytning. Detta
tyder pé att de &imnen som fororsakar gifteffekten till en stor del 4r persistenta, och eventuellt
att nya toxiska komponenter tillkommer vid nedbrytning.

Jamfort med de toxicitetstester som utférdes vid MUST-utredningen var bade akut och
kronisk giftighet pd Nitocra ligre vid denna undersokning. Testen med Storspigg och flera av
de marina algerna tyder emellertid p& en nigot dkad toxicitet.

Utspéddning av avloppsvattnet i recipienten kommer snabbt att reducera koncentrationen
under den nivd som ger gifteffekter vid korttidsexponering. Eftersom de toxiska
komponenterna inte dr identifierade och till storsta delen persistenta och dessutom att
potentiellt bioakkumulerbara d@mnen har konstaterats, kan emellertid miljoeffekter inte
uteslutas.
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APPENDIX 1

Analyser av mineralolja
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Mineralolje
Analysemetode

Ved mottak ble prgvene surgjort til pH 1 med svovelsyre og oppbevart ved 4 °C intil
de ble analysert.

Prgvene ble ekstrahert med diklormetan. Prgveekstraktene ble renset pd en silica
kolonne (Bond elut) for 4 fjerne polare forbindelser, fgr de ble analysert med
gasskromatografi (GC). Denne teknikken gir opplysning om fordeling av ulike
komponenter i prgven som funksjon av kokepunkt. Dette vil gi opplysning om
hvilken oljetype préven bestdr av  (mgnstergjennkjenning).  Dersom
gasskromatogrammet ikke viser en kjent oljeprofil, vil det vare ngdvendig med
gasskromatografi-massespektrometri (GC-MS) analyse for 4 fastsld hvilke
forbindelser en prgve bestir av.

Som blindprgve ble 2 1 springvann ekstrahert og opparbeidet ngyaktig som de pvrige
prgvene.

Resultat

Det ble ikke pavist hydrokarboner i avlgpsvannet for og etter nedbrytning.
PAavisningsgrensen for denne analysen er satt til 0.05 mg/l.

Kromatogrammene for prgvene f@r og etter nedbrytning er vedlagt.
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APPENDIX 2

Priority pollutants
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Tabell 1: "Priority Pollutants” i avlepsvann fra NESTE OXO, Stenungsund
900618-1

MONO- OG BICYKLISKE AROMATER: UG/L

Benzen

Toluen

Etylbenzen

m-/p-Xylen

o-Xylen

Styren

Naftalen . ..... ...
2-Metylnaftalen . . .. ... . o oL
1-Metylnaftalen . . .. ....... ... .. ... ... ..
2,3-Dimetylnaftalen

2,3,5-Trimetylnaftalen

Bifenyl

POLYCYKLISKE AROMATISKE HYDROKARBONER:

Dibenzofuran
Fenantren
Dibenzotiofen

Pyren

Fluoranten
Benzo(b)fluoren
‘Benzo(a)antracen
Krysen/Trifenylen
Benzo(e)pyren
Benzo(a)pyren
Indeno(1,2,3-c,d)pyren
Benzo(ghi)perylen
Benzo(b/j/k)fluoranten

KLORERTE AROMATER:

Klorbenzen
1,3-Diklorbenzen
1,4-Diklorbenzen
1,2-Diklorbenzen
1,2,4-Triklorbenzen
Pentaklorbenzen
Heksaklorbenzen
Oktaklorstyren
Tetraklorbifenyl
Pentaklorbifenyl
Heksaklorbifenyl
Diklor-p-cymen



Tabell 1 (forts)
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Prove: Avlgpsvann fra NESTE OXO, Stenungsund 900618-1

FENOLER:

Fenol
0-Kresol
m-/p-Kresol
2-Nitrofenol

p-Nonylfenol ................

2,4,6-Triklorfenol
Pentaklorfenol
Tetraklorguajakol

PESTICIDER:

Lindan

4,4'-DDE
4,4'-DDD
44'-DDT

FTALATER/ADIPATER:

Dimetylftalat
Dietylftalat
Di-n-butylftalat
Butylbenzylftalat

Di-(2-etylheksyDftalat . . .. .......

Di-(2-etylheksyl)adipat

FOSFAT-ESTERE:

Tri-n-butylfosfat
Trifenylfosfat
Trikresylfosfat

UG/L VANN

AROMATISKE NITROGEN-FORBINDELSER:

Nitrobenzen
Difenylamin

ETERE:

Dioksan
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Tabell 1 (forts)

Prove: Avlgpsvann fra NESTE OXO, Stenungsund 900618-1

HALOGENERTE ALIFATER: UG/L VANN

Kloroform
Bromdiklormetan
Dibromklormetan
Bromoform
Tetraklormetan
Trikloreten
1,1,1-Trikloretan
1,1,2-Trikloretan
Tetrakloreten
Heksakloretan

*: Mengden er mindre enn kvantifiserings-grensen,
men arealet er minst 3.0 ganger storre enn arealet i blind-preven.
I: Mengdene er over kvantifiseringsgrensen.
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Figur 1. GC/MS-kromatogram av avlgpsvann fra NESTE OXO, Stenungsund.
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Tabell 3: Kvantifiseringsgrenser

ANALYSE AV PRIORITY POLLUTANTS

KVANTIFISERINGS-GRENSER: UG/L
MONO- OG BICYKLISKE AROMATER:

BENZEN 10.00 - 100.
TOLUEN 10.00 - 100.
ETYLBENZEN ' 1.00 - 100.
M-/P-XYLEN 2.00 - 200.
O-XYLEN 1.00 - 100.
STYREN 1.00 - 100.
NAFTALEN 1.00 - 100.
2-METYLNAFTALEN 1.00 - 100.
1-METYLNAFTALEN 1.00 - 100.
2, 3-DIMETYLNAFTALEN 1.00 - 100.
2,3,5-TRIMETYLNAFTALEN 1.00 - 100.
BIFENYL 1.00 - 100.
POLYCYKLISKE AROMATISKE HYDROKARBONER:

DIBENZOFURAN 5.00 - 100.
FENANTREN 1.00 - 100.
DIBENZOTIOFEN 1.00 - 100.
PYREN 1.00 - 100.
FLUORANTEN 1.00 - 100.
BENZO (B) FLUOREN 5.00 - 100.
BENZO (A) ANTRACEN 5.00 - 100.
KRYSEN/TRIFENYLEN 5.00 - 100.
BENZO (E) PYREN 5.00 - 100.
BENZO (A) PYREN 5.00 - 100.
INDENO (1,2, 3-C,D) PYREN 5.00 - 100.
BENZO (GHI) PERYLEN 5.00 - 100.
BENZO (B/J/K) FLUORANTEN 5.00 - 200.
KLORERTE AROMATER:

KLORBENZEN 1.00 - 100.
1, 3-DIKLORBENZEN 1.00 - 100.
1, 4~DIKLORBENZEN 1.00 - 100.
1, 2-DIKLORBENZEN 1.00 - 100.
1,2, 4-TRIKLORBENZEN 1.00 - 100.
PENTAKLORBENZEN 1.00. - 100.
HEKSAKLORBENZEN 1.00 - 100.
OKTAKLORSTYREN 5.00 - 100.
TETRAKLORBIFENYL 5.00 - 500.
PENTAKLORBIFENYL 10.00 - 1000.
HEKSAKLORBIFENYL 5.00 - 500.
DIKLOR-P-CYMEN 5.00 - 100.
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Tabell 3 (forts)

KVANTIFISERINGS-GRENSER:
FENOLER:

FENOL

O-KRESOL
M-/P-KRESOL
2-NITROFENOL
P-NONYLFENOL

2,4, 6-TRIKLORFENOL
PENTAKLORFENOL
TETRAKLORGUAJAKOL

PESTICIDER:

LINDAN

4,4’ -DDE
4,4’ -DDD
4,4’ -DDT

FTALATER/ADIPATER:

DIMETYLFTALAT
DIETYLFTALAT
DI-N-BUTYLFTALAT
BUTYLBENZYLFTALAT
DI-(2-ETYLHEKSYL)FTALAT
DI-(2-ETYLHEKSYL)ADIPAT

FOSFAT-ESTERE:
TRI-N-BUTYLFOSFAT

TRIFENYLFOSFAT
TRIKRESYLFOSFAT

AROMATISKE NITROGEN-FORBINDELSER:

NITROBENZEN
DIFENYLAMIN

ETERE:

DIOKSAN

10.00
10.00
20.00
1.00
10.00
1.00
5.00
5.00

1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
10.00
1.00
10.00
1.00

1.00
1.00
5.00

1.00
1.00

1.00

UG/L

- 100.
- 100.
- 200,
- 100.
- 1000.
- 100.
- 100.
- 100.

- 100.
- 100.
- 100.
- 100.

- 100.
- 100.
- 100.
- 100.
- 100.
- 100.

- 100.
- 100.
- 100.

- 100.
- 100.

- 100.



Tabell 3 (forts)

KVANTIFISERINGS~GRENSER:

HALOGENERTE ALIFATER:

DIKLORMETAN
KLOROFORM
BROMDIKLORMETAN
DIBROMKLORMETAN
BROMOFORM
TETRAKLORMETAN
TRIKLORETEN

1,1, 1-TRIKLORETAN
1,1,2-TRIKLORETAN
TETRAKLORETEN
HEKSAKLORETAN

31

T =l I = I SN R S S S

UG/L

.00 -
.00 -
.00 -
.00 -
.00 -
.00 -
.00 -
.00 -
.00 -
.00 -
.00 -

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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METODEBESKRIVELSE

PRIORITY POLLUTANTS I VANN

11 vannpreve tilsettes 10 pg deutererte standarder (toluen-d, naf-
talen-d,, bifenyl-d,, fenantren-d,, pyren-d,, krysen-d,, og fenol-dy.
Proven blir ekstrahert med diklormetan forst surt (pH-2), deretter basisk
(pH 12). Ekstraktet dampes inn til 1 ml og analyseres med koblet gass-
kromatografi/- massespektrometri (GC/MS). Preven kvantifiseres vha.
standardlesninger opparbeidet likt med preven. ’

De halogenerte alifatene bestemmes i et uinndampet pentanekstrakt vha.
gasskromatograf med electron capture detector (GC/ECD).

Instrumentbetingelser

Massespektrometer : Finnigan 4023
Gasskromatograf : Finningan 9610
Datasystem : Super Incos, NOVA 4X
Disk-drive : Priam. 70M byte
GC-kolonne : 30m x 0.25mm, 0,25um DB-5
* Temperaturer
Kolonne : 30°C(5 min)-70°C-4°C/min-300°C(10 min”]
Injektor : 270°C
Interface : 250°C
Ionekilde : 250°C
Beaeregass : He
Ionisering : 70 eV
Scan frekvens : 0.6 sec/scan
Masseomrade : 35-400

Injeksjon : 2l
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APPENDIX 3

Bioakkumuleringspotential
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Vedlegg

METODE FOR BESTEMMELSE AV POTENSIELT BIOAKKUMULERBARE
SUBSTANSER.

Surt ekstrakt

Vannprgven ble fgorst ekstrahert 2 ganger med heksan ved pH
ca.2(justert med svovelsyre). Eventuell emulsjon ble fjernet
ved utsalting med natriumklorid. Ekstraktene ble
kombinert,vasket med vann pH ca.2 og t¢rket med natriumsulfat.
Ekstraktet ble oppkonsentrert til lite volum,( 1-5ml.)
analysert gasskromatisk og viderefraksjonert pa tynnsjikt
(TLC)i tre fraksjoner.

I Fraksjon: Applikasjonssone

Iz : B, > 10°

IIr " : p,, 10° - 10°

Basisk ekstrakt

Den sure vannpr¢ven ble gjort basisk med natriumhydroksyd-
pastiller til pH ca.ll og ekstrahert 2 ganger med heksan.
Heksanekstraktet ble vasket med vann pH ca.ll og forgvrig ble
den samme fremgangsmdten fulgt som for det sure ekstraktet.

Lipofile eller potensielt biocakkumulerbare organiske
forbindelser ble bestemt ved tynnsjiktskromatografi av
~heksanekstrakter av vannprogvene. Metoden er en tillempning av

en metode utarbeidet av Lars Renberg et al.! Substanser med
en fordelingskonstant oktanol/vann P, > 10° ble regnet som
potensielt bioakkumulerbare. Fraksjonene ble utskrapt og
ekstrahert med aceton/hexan (1l:1) 3 ganger. De samlete
Aceton/heksan-ekstraktene ble ristet med vann pH ca.2 for surt
ekstrakt, med vann pH ca.ll for basisk ekstrakt og
vann/acetonfasen ble skilt fra. Heksanekstraktet ble vasket
med vann (surt for surt ekstrakt,basisk for basisk ekstrakt)
og togrket med natriumsulfat.

Den potensielt bioakkumulerbare mengden i hvert ekstrakt ble
bestemt ved gasskromatografisk analyse med
flammejonisasjondetektor (FiD). Arealet av de enkelte toppene
relatert til en ytre eller en indre standard C,;H,; ga et mal
for mengden organiske kromatograferbare forbindelser. Med
kromatograferbare forbindelser menes i dette tilfelle
organiske substanser med en molekylvekt opp til ca.500, som
kan analyseres gasskromatografisk. Ved beregningen ble det
antatt at de potensielt bioakkumulerbare forbindelsene har 1ik
respons med den utvalgte standarden. VAar erfaring er at
responsen med FID-detektor for ulike organiske forbindelser
kan variere med opptil 50%. Dette betyr at metoden ma
betraktes som semikvantitativ. Blindprove ble opparbeidet og
kj¢rt parallelt med pr¢veekstraktet.
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Testbetingelser ved GC-analysen:

Kapillarkolonne, fused silica, DBS,
1.30 m indre diameter.=0,24 mm

Program:

Starttemp.60°C,Henstand 2 min.
Oppvarmingshastighet 5°C
Sluttemp.280°C,Henstand 8 min.

Attn. fer TLC 2°

Attn. etter TLC 2°

Ytre standard n- Cme~106 9ug/ml for TLC
Indre standard etter TLC

1) Lars Renberg et al., Chemosphere, Vol. 9,

1980,

$.683-691.
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0y

; SENTER FOR
INDUSTRIFORSKNING

Center for lnd.ustnal Research

Neste Oxo AB
S-44484 Stenungsund
SVERIGE Rapport
Att.: K. Flodmark
Deres ref. Vir ref. Direkte innvalg Dato

BHO/kmh +4724528 24 29.04.1991
Oppdragets tittel Oppdrag nr
Bestemmelse av potensielt bioakkumulerbart materiale i to 114401-038
vannprover 1-91-025

1-91-037

Den 4.3.91 ble det mottatt en vannpreve etter nedbrytning fra NIVA og den 18.3.91 en
vannpreve fra oktanolprosessen etter destilasjon fra Neste Oxo for bestemmelse av
potensielt bicakkumulerbart materiale i surt ekstrakt (tynnsjiktskromatografi og fingerprint
pa gasskromatograf med flammeionisasjonsdetektor).

Analysemetode (se vedlegg).

Etter avtale er provene ekstrahert ved pH ~ 2 og TLC fraksjonert i to fraksjoner, Pqy, ~ 105
og Poyw > 103-10°.

Resultater er gjengitt i tabell 1.

I proven etter nedbrytning viser GC-kromatogrammene etter nedbrytning topper i det
bioakkumulerbare omradet log Py 103-105 beregnet til 2.6 mg/1. For nedbrytning

(tidligere malt) var verdiene 1.8 mg/1for log Poyy > 105 og 1.9 for Pgyy 103-105.

Proven etter oktanolprosessen (etter destillasjon) inneholder ganske store mengder
bioakkumulerbart materiale, 23 mg/1i fraksjon 3: Poyy, 103-105, og 0.4 mg/1i fraksjon 2:

Pow > 105.
Postadresse, Postal Address: Kontoradresse, Office Address:  Telephone: Telox: Telefax: Bank: Postgiro Acc:
Postboks 124 Blindem, Forskningsveien 1, +47-2-452010 71536 SIN +47-2-4520 40 Kredittkassen 5160593

N-0314 Oslo 3, Norway Oslo3 6039.05.16625
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Tabell 1
For TLC Fraksjon 2 Fraksjon 3
Surt ekstrakt fraksjonering log Pow > 10% | log Pgy, 103-105
prove etter nedbrytning | 49 1.2 Xx ip. X 2.2x1.2%x
=59 mg/l 2.6mg/l
prove fra oktanolprosess | 124 mg/1 0.4 mg/l 23mg/l

xx  Fortynningsfaktor. Preven ble fortynnt 1.2 ganger under nedbrytningstesten.

x  ikke pdvist

Med vennlig hilsen
SENTER FOR INDUSTRIFORSKNING

Arne Lund Kvernheim , Berit Holestsl

Vedlegg

Kopi til T. Kéllqvist, NIVA
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29.4.91
BHO/ras
VEDLEGG

METODE FOR BESTEMMELSE AV BIOAKKUMULERBARE SUBSTANSER

Vannpreven ble ekstrahert med cyklohexan ved pH™2. Emulsjon ble fjernet ved
gjentatt nedfrysing og tining. Ekstraktene ble kombinert, vasket med vann
(pH#2) og terket med Na,S0,. Ekstraktet ble oppkonsentrert til lite volum,
analysert gasskromatografisk og videre fraksjonert pad TLC i to fraksjoner
Pow >105 og 105>Pow>103.

Lipofile eller bioakkumulerbare organiske forbindelser bestemmes ved tynn-
sjiktkromatografi av cyklohexanekstrakter av vannprgvene. Metoden som er
anvendt, er en tillempning av en metode utarbeidet av Lars Renberg, Statens
Naturvardsverk, Stockholm. Substanser med en fordelingskonstant oktanol/
vann Pow >103 blir regnet som bioakkumulerbare. Fraksjonen blir utskrapt og
ekstrahert med cycklohexan/isopropanol (1:1). De samlede cyclohexan/-
isopropanol-ekstrakter ristes med vann (pH™2) og vann/isopropanolfasen
skilles fra. Cyklohexanekstraktet vaskes med vann (pH™2) og terkes med
Na,SO,. Ekstraktene dampes inn med nitrogentilfgring p& varmeblokk.

Den bioakkumulerbare mengden i hvert ekstrakt bestemmes ved gasskromatografisk
analyse hvor den generelle flammeionisasjonsdetektoren (FID) benyttes. Arealet
av de enkelte toppene relatert til en ytre standard C;g gir et madl for mengden
organiske kromatograferbare forbindelser. Med kromatograferbare forbindelser
menes i dette tilfelle organiske substanser med en molekylvekt opptil ca 500,
som kan analyseres gasskromatografisk. Det tas forbehold om at vi ved bereg-
ningen antar at de bioakkumulerbare forbindelsene har lik repons med den
utvalgte ytre standarden. VAr erfaring er at responsen med FID-detektor

for ulike organiske forbindelser kan variere endel, opptil 50%. Blindpreve
opparbeides og kjeres parallelt med prgveekstraktet.

Forsgksbetingelser ved GC analysen: Kapillarkolonne, fused silica, DBS,
1. 30 o indre diam. = 0,24 mm

program: Starttemp. 60°C, henstand 2 min
oppv.hast 5°C/min
sluttemp. 280°C, henstand 8 min,

attn. 23
ytre standard: n-C,;g Hyg = 106.9 pg/ml
indre standard: n-C;g Hyg = 106.9 ug/ml
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APPENDIX 4

Toxicitetstest med Aktivt slam
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT IS0 8192

HEMNING AY OKSYGENOPPTAK I MIKROORGANISMER 1 AKTIV-SLAM
(TEST FOR INHIBITION OF OXYGEN CONSUMPTION OF ACTIVATED SLUGDE) METODE A

TESTSTOFF: Avlepsvann, NESTE 0XO Stenungsund

TESTORGANISMER: Aktiv-slam produsert av OECD syntetisk kloakkvann i Tab-
skala, (Husmann unit).

FORBEHANDLING: Slammet ble sentrifugert og resuspendert i isotonisk salt-
vann. Behandlingen ble utfert 2 ganger og suspensjonen ble
kontinuerlig luftet under gjennomforingen av testingen.

TESTDATO: 15.06. 1990.

BETINGELSER FOR TESTPROVER:

Testkonsentrasjoner: 1. serie, 10, 18, 32, 56 og 90% avlepsvann.
2. serie,

Slamkonsentrasjon i testprovene; 1. testserie: 70 mg STS/L

2. testserie:
pH i testprevene: 7,4

Testtemperatur: 20+ 20 C
Abiotisk oksygenforbruk i fysisk-kjemisk kontroll < 0,1 mg/L
REFERANSESTOFF: 3,5-dikTorfenol: ECSO-verdi pa testslammet: 11,0 mg/L

RESULTATER:

ECsq 95% konfidensintervall ECyq ECgqg
Tkke hemn. 85 %
PROBIT
NESTE-Sten
Kommentarer:
. 100
Det ble kun pavist redusert _
biologisk aktivitet (respirasjon) - .
ved 90 % avliegpsvann. Probit dose- 80 - '\uu
respons diagram (ugyldig) er p e
opptegnet. . I
ppteg o B0 : te..
= L] e
§~ s ..--.------...-------.:Zz#
: : :
w40 4 :
204 'Y :
o H [ ] 5!'!'!“ ‘!‘ ] II||li‘ 1] L !!!‘Il:
10' 10° 10" 10°
REFERANSE: 1.1S0 8192 Water Quality - Test for Inhibition of oxygen

consumption of activated slugde. Method A. 2. OECD guideline for testing of

chemicals, Method 209 Activated Slugde, Respiration Inhibition Test.
Dansk Standard ps 297.
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APPENDIX 5

Toxicitetstester med Microtox
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MICROTOX, STANDARD METODE

Testen er utfort etter standardmetoden ( Microtox TM System
Operating manual Beckman 1982.)

Microtox-apparatet ble startet 2 timer f¢r fors¢gk ble satt i
gang for at temperaturen i inkubasjonskamrene skulle
stabiliseres. Temperaturen i bakterie-oppbevaringskammeret
ble justert til 3°C og i de andre kamrene til 15°C.

De fryset¢rrede bakteriene ble suspendert i 1 ml.destillert,
dejonisert vann og plassert i bakterieoppbevaringskammeret.

F¢r en normal toksitetstesting settes i gang, md det kjg¢res en
"screening-test for nye pre¢ver, for & finne ut hvilke
konsentrasjoner som skal velges for & komme inn pd kurven hvor
den ¢nskete EC-verdien kan avleses.

Ved en standard toksisitetstesting ble 15 kuvetter plassert i
inkubasjonskamrene. Til 10 av disse (reaksjonskuvetter) ble
0,5 ml. 2% NaCl-lg¢sning pippettert. I fire av de resterende
fem kuvetter ble det gjort en fortynningsserie av testpr¢ven,
basert pd resultatene fra forforsgket. Den siste kuvetten var

beregnet for blindpr¢ve, og denne ble tilsatt 1ml. 2% NaCl-
lgsning.

Til de 10 reaksjonskuvettene ble 10 pl bakteriesuspensjon
tilsatt, og etter 10 min. akklimatisering ble den initiale
luminescensen (I,) mdlt i de respektive kuvetter. Deretter ble
det med jevne tidsintervaller tilsatt 0,5 ml. av de respektive
provekonsentrasjoner i reaksjonskuvettene. Lumenescensen I,
ble malt etter 5 og 15 min. eksponeringstid. Det ble mdlt pa
to paralleller av hver testkonsentrasjon.

Som kontrollsubstans for bakteriene ble benyttet ZnSO,,7H,0
For mdling ble pH justert til ca. 6,8-7,2 i pro¢ven.

Data av resultatene ble beregnet etter Microtox manual okt.89

"How to run the microtox calculation program on an IBM PC-
computer.”
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UTREGNING AY EC-VERDIEN

Luminescensen I0 o Xt til hver reaksjonskuvette ble nedtegnet, og ut fra disse

data kan EC-verdien regnes. Bakteriesuspensjonens lysproduksjon minsker gradvis
etter overfering til reaksjonskuvettens. For & korrigeré for denne minskningen,
som skyldes forltynningseffekt ved pravetilsetiing, regnes det ut en reduk-

sjonsfaktor, Rt'

It {blind}

I (blind}

o

Minskningen i luminescensen anses & vare et mdl pd prevens giftighet overfor
bakteriene ved de ulike konsentrasjoner. Denne responsen, Ft, kan regnes ut
etter felgende formel:

Ved beregning av EC-verdien plottes testkonsentrasjonen mot [-verdien i et
log-log diagram. Ut fra denne kurven bestemmes Ecsu—verdien ved & avlesg
konsentrasjonen som tilsvarer I = 1. Ved red- eller brunfargede lesninger mé det
korrigeres for hvor mye fargen nedsetter luminescensen. Til dette formdl er det
laget en spesialkuvette som bestdr av et tynt rer omgitt av en kappe. Reret er
beregnet for bakteriesuspensjon, og i kappen fylles den fargede lesningen. Ved
denne testen md det utvises neyaktighet, s3 ikke bakteriesuspensjonen blir
kontaminert med prevelesningen. Spesialkuvetten plasseres i tirnet og bakteriej
suspensjonen tilsettes bakteriereret, hvoretter Io avleses. S& fylles kappen

-som omgir bakteriereret opp med den fargede preven og I avleses. Ut fra disse
verdiene beregnes adsorpsjonen LA, som skyldes fargen Af:

?
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MICROTOX, 100%-SCREENING METODE

Metoden er beskrevet i Microtox Applicatin Note M-1lll.Microtox
Corp.1987.

Metoden ble benyttet i de tilfeller der pr¢ven var spesielt
lav-toksisk slik at en dose-respons kurve ikke kunne oppnas.
Dette betyr at malinger utfe¢rt pd denne mdten bare angir %
lysreduksjon i en ufortynnet pre¢ve, ikke EC50-verdien.

I motsetning til Standard-metoden, som gdr ut pd & eksponere
de luminescerende bakterier for forskjellige
provekonsentrasjoner (hgyeste pr¢gvekonsentrasjon 45 %)
omfatter 100% screeningtesten kun mdling av pr¢ven i en
konsentrasjon ( 99% saltjustert pre¢ve )

Malingene ble utfg¢rt i 3 paralleller av pr¢ven, samtidig med 3
paralleller av blindpre¢ven av 2% natriumkloridle¢sning.
Eksponeringstid for bakteriene med pr¢vel¢sning ble holdt til
5 min. eventuelt 15 min.

Prgvene ble justert til pH ca.6.8-7,2 for maling.

Som kontrollsubstans for bakteriene ble benyttet ZnSO,, 7H20

Fplgende formel ble benyttet ved utregningen:
Lysreduksjon i %:
X

blind =~ X preve
A=

X blind
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APPENDIX 6

Toxicitetstest med Selenastrum capricornutum
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NORSK INSTITUTT FOR VANNFORSKNING
TOKSISITETSTEST MED ALGER

ISO/DIS 8692 Water quality - Algal growth inhibition test.

Prove: Avigpsvann fra Neste Oxo, Stenungsund, veckoblandprov
6-12/6 1990

Organisme: Selenastrum capricornutum NIVA CHL I, dyrket i vekstmedium
10% 78 (Staub 1961).

Test Start dato: 18/6-90 Varighet: 72 t
dok: Testede konsentrasjoner: 1, 1.8, 3.2, 5.6, 10, 18, 32 %
Inku- 50 ml kulturer i 100 ml rundkolber. Inkubert pd gyngebord

bering: Lys: 70 upE/m?/s, kontinuerlig fra "dagslys"-lysstoffrer
Temperatur: 20 °C
pH i kontroll ved start: 7.2, pH ved slutt: 8.6
Maling av celletetthet: Partikkeltelling med
Coulter Multisizer

Resultat: Tabell 1 viser celletetthet ved hvert malepunkt, beregnet
areal under vekstkurven og veksthastighet i hver kolbe.
Middelverdier for hver konsentrasjon og for kontrollene er
listet nederst i tabellen. Vekstkurvene for hver konsent-
rasjon er vist i figur 1. Konsentrasjon/respons-kurver for
veksthastighet og areal under vekstkurve er vist i hen-
holdsvis fig. 2 og 3.

Veksthastighet | Areal under vekstkurve

ECsq 15% 6%
95 % koinf. 1lim.| 13 - 18% 5.2 - 7.0%
NOEC 1.8% 1.8%

EC;, (Konsentrasjon som gir 50% effekt pd veksthastighet eller areal
under vekstkurve ) er bestemt ved Tine®r regresjon av probit-
transformert respons mot Togaritmen for konsentrasjon. NOEC (No Effect
Concentration)= hgyeste testede konsentrasjon wuten signifikant
inhibering. (t-test).

Ref: Staub (1881): Erndhrungsphysiologische-autdkologische  Untersuchungen an der
planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens D.C. Schweiz. Z. Hydrol. 23: 82-198.

Testansvarig: C:;2§32n412¥25§7/

Torstengﬁéliqvist
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TEST:»>> ISO/DIS 8692 Dato>»> 18.6.90
TESTSTOFF>>>> Neste Oxo, Stenungsund
TESTALGE>>>>> Selenastrum capricornutum Mediums> I1SO
INOKULUM>>>5> 10 mill. celler/l
Dag 1 Dag 2 Dag 3 Areal Areal% V.hast. V.hast%
Timer: 24 48 72
milll mill/l mill./l
Kons. 1 32 31 44 37 1644 5 0.44 25
% 29 42 34 1512 4 0.41 23
28 38 36 1416 4 0.43 24
Kons.2 18 44 65 115 3396 10 0.81 46
% 41 61 69 2676 8 0.64 36
44 62 71 2796 8 0.65 37
Kons. 3 10 55 127 228 6504 19 1.04 59
% 53 93 124 4392 13 0.84 47
61 124 246 6792 19 1.07 60
Kons. 4 56 54 268 1440 24408 70 1.66 93
% 52 274 1510 25344 73 1.67 94
59 264 1360 23472 67 1.64 92
Kons. 5 3.2 55 280 1460 24960 72 1.66 o4
% 53 278 1480 25104 72 1.67 4
65 336 1680 29184 84 1.71 96
Kons. 6 1.8 58 316 1960 31896 91 1.76 99
% 63 342 1830 31080 89 1.74 98
63 374 2100 35088 101 1.78 100
Kons. 7 1 60 350 1800 30840 88 1.73 98
% 64 394 1960 33912 97 1.76 99
66 418 2310 38736 111 1.81 102
Kontroll 63 416 2110 36216 104 1.78 101
59 386 2090 35160 101 1.78 100
54 376 2450 39120 112 1.83 103
66 388 1930 33456 96 1.75 99
62 364 1850 31824 91 1.74 98
62 394 1940 33624 96 1.76 99
MIDDELVERDIER
32.00 Mv: 29.33 41.33 35.67 1524.00 4.37 0.42 23.87
St. d 1.25 2.49 1.25 89347 0.27 0.01 0.66]
18.00 Mv. 43.00 62.67 85.00 2956.00 8.47 0.70 39.65
St. d. 1.41 1.70 21.23 314.96 0.90 0.08 4.40
10.00 Mv. 56.33 114.67 199.33 5896.00 16.89 0.98 55.39
St. d. 3.40 15.37 53.77 1069.97 3.07 0.10 5.76!
5.60 Mv. 55.00 268.67 1436.67 24408.00 69.94 1.66 93.28
St.d. 2.94 4.11 61.28 764.24 219 0.01 0.80
3.20 Mv. 57.67 298.00 1540.00 26416.00 75.69 1.68 94.56
St. d. 525 26.88 99.33 1958.15 5.61 0.02 1.19
1.80 Mv. 61.33 344.00 1963.33 32688.00 93.66 1.78 99.13
St. d. 2.36 23.72 110.25 1729.44 4.96 0.02 1.06
1.00 Mv. 63.33 387.33 2023.33 34496.00 98.84 1.77 99.63
St. d. 2.49 28.16 21297 3249.87 8.31 0.03 1.94
Kontroll ~ Mv. 61.00 387.33 2061.67 34900.00 100.00 1.77 100.00
St. d. 3.74 16.03 186.16 2337.48 6.70 0.03 1.72)
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Neste Oxo, Stenungsund
Selenastrum, vekstkurver
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Fig. 1. Vekstkurver for Selenastrum capricornutum i ulike kon-
sentrasjoner av avigpsvann.
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Fig. 2. Effekt av avigpsvann pa Fig. 3. Effekt av avlgpsvann pd
veksthastigheten hos Sele- areal under vekstkurve

nastrum capricornutum for S. capricornutum
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NORSK INSTITUTT FOR VANNFORSKNING
TOKSISITETSTEST MED ALGER

ISO/DIS 8692 Hater quality - Algal growth inhibition test.

Prove: Avligpsvann fra Neste Oxo, Stenungsund, veckoblandprov
6-12/6 1990 etter nedbrytning

Organisme: Selenastrum capricornutum NIVA CHL 1, dyrket i vekstmedium
10% 78 (Staub 1961).

Test Start dato: 18/6-90 Varighet: 72 tim

dok: Testede konsentrasjoner: 8.2, 15, 26, 46 og 74 %.
(konsentrasjonene korrigert for fortynning ved nedbrytbar-
hetstesten).

Inku- 50 ml kulturer i 100 ml rundkolber. Inkubert pa gyngebord

bering: Lys: 70 upE/m?/s, kontinuerlig fra "dagslys"-lysstoffrer
Temperatur: 20 °C 9
pH i kontroll ved start: 7.2, pH ved slutt: 8.5
Maling av_celletetthet: Partikkeltelling med
Coulter Multisizer

Resultat: Tabell 1 viser celletetthet ved hvert mdlepunkt, beregnet
areal under vekstkurven og veksthastighet i hver kolbe.
Middelverdier for hver konsentrasjon og for kontrollene er
Tistet nederst i tabellen. Vekstkurvene for hver konsent-
rasjon er vist i figur 1. Konsentrasjon/respons-kurver for
veksthastighet og areal under vekstkurve er vist i hen-
holdsvis fig. 2 og 3.

Veksthastighet | Areal under vekstkurve

ECsq: 21% 6.6%

95°% koinf. lim.| 16 - 27% 4.9 - 9.0%
NOEC <8.2% <8.2%

EC., (Konsentrasjon som gir 50% effekt pd veksthastighet eller areal
under vekstkurve ) er bestemt ved Tline®r regresjon av probit-
transformert respons mot logaritmen for konsentrasjon. NOEC (No Effect
Concentration)= hgyeste testede konsentrasjon uten signifikant
inhibering. (t-test).

Ref: Staub {1961): Ernghrungsphysiclogische~auttkologische Untersuchungen an der
planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens D.C. Schweiz. Z. Hydrol. 23: 82-198.

Testansvarig: ;«m?i.ékéééjyéy

Torsteq/(é]1qvist




TEST:>> ISO/DIS 8692 Dato>>> 6.8.90
TESTSTOFF>>s> Neste, Stenungsund etter nedbrytning, (korrigerte konsentrasjoner)
TESTALGE>>>>> Selenastrum capricornutum Mediums> SO
INOKULUM>>>>> 12 mill. celler/l
Dag 1 Dag 2 Dag 3 Areal Areal % .hast. V. hast%
Timer: 24 48 72
miliA milil mill./
Kons 1 74 14 12 11 36 0 -0.038 -2
% 13 8 9 -108 0 -0.10 -6
12 10 9 -84 0 -0.10 -6
Kons 2 46 13 18 39 492 2 0.39 25
% 13 18 32 408 2 0.33 21
13 25 50 792 3 0.48 30
Kons 3 26 29 67 153 3420 13 0.85 54
% 30 67 78 2544 10 0.62 40
28 77 180 3960 15 0.90 58
Kons 4 15 45 76 94 3312 13 0.69 44
% 45 78 90 3312 13 0.67 43
44 84 182 4536 18 0.91 58
Kons 5 8.2 57 130 425 8868 34 1.19 76
% 56 122 464 9120 35 1.22 78
58 176 810 14616 57 1.40 90
Kons. 6
Kons. 7
Kontroll 72 421 1000 23112 89 1.47 94
73 409 1280 26208 101 1.56 100
72 425 1110 24528 95 1.51 97
64 347 1200 23544 91 1.54 98
65 320 1550 27120 105 1.62 104
69 335 1800 30576 118 1.67 107
MIDDELVERDIER
%: 74 Mv: 13.00 10.00 9.67 -52.00 -0.20 -0.07 -4.71
St. d. 082 1.63 0.94 62.99 0.24 0.03 2.02
%: 46 Mv. 13.00 20.33 40.33 564.00 2.18 0.40 2553
St. d. 0.00 3.30 7.41 164.83 0.64 0.06 3.90
%: 26 Myv. 29.00 70.33 137.00 3308.00 12.80 0.79 50.72
St. d. 082 4.71 43.15 583.48 2.26 0.12 7.73
%: 15 Mv. 4467 79.33 122.00 3720.00 14.39 0.75 48.35
St. d. 047 3.40 42.46 577.00 223 0.11 6.88
%: 8.2 Mv. 57.00 142.67 566.33 10868.00 42.05 1.27 81.39
St. d. 082 23.80 173.03 2652.23 10.26 0.10 6.10
Mv.
St. d.
Mv.
St. d.
Kontroill  Mv, 69.17 376.17 1323.33 25848.00 100.00 1.56 100.00
St. d. 3.53 43.15 272.56 2537.65 9.82 0.07 4.25]
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APPENDIX 7

Toxicitetstest med marina alger
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Undersdkning av algtoxiciteten hos avloppsvatten fran
Stenungssundsomradet - STORK.

Sten-Ake Wangberg och Sverker Molander, Avdelningeh for
Fysiologisk Botanik, Géteborgs Universitet

METODER

Tillvagagangssattet féljer i stort sett det som gjordes i
MUST-utredningen (Wangberg et al, 1984). Nagra férandringar har
gjorts fér att anpassa det hela till den standard som '
utvecklats (Blanck och Bjérnsater, 1989). Den viktigaste
foradndringen &r att naringsmediet har &ndrats sd att odlingen
nu skett i ISO-medium (12%) med berikning av silikat (1.15
mg/1l) och vitaminer (thiamin 12.5 pg/l, biotin 0.125 ug/l och
Bz 0.125 ug/l). Ljusstyrkan under odlingen var 45 pE m~2s~1
(kontinuerligt ljus). Som saltvatten anvidndes djupvatten fran
Kristineberg vilket antogs ha en salinitet pa 33 %o. Detta
spaddes med destillerat vatten till en salinitet pa 26 %o i
naringsmedierna.

Utlaggningen pa plattorna framgdr av figur 1. Av denna
framgdr att vi fér varje koncentration har gjort en
salinitetskontroll fér att kontrollera att den toxicitet som
visade sig inte var beroende av salinitetseffekter. I denna
spaddes destillerat vatten pa samma sitt som avloppsvattnet.
Den hdégsta koncentration som testades var 40% avloppsvatten
vilket gav en salinitet pd 18.6 %o i salinitetskontrollen.

Avlasningen av tillvaxt skedde visuellt pd ljusbord efter 5
och 12 dagars inkubering. Vid avldsningen noterades om det
skett ndgon synbar vaxt &éver huvud taget och om den bildade
algbiomassan var lagre en kontrollen. Den lagsta koncentration
dar ingen tillvédxt skett betecknas EC100 medan den hégsta
koncentration dar tillvédxten &r lika stor som kontrollen
betecknas ECO. Vissa avloppsvatten skapade fériandringar i
sedimentationen och pelletbildning i mikrotiterplattan. Dessa
forandringar har inte tagits med i sammanstdllningen av
resultat om det inte var uppenbart att biomassan var mindre &an
kontrollen.

I tabell 1 ges adven geometriska medelvdrden samt range fér de
olika vattnen vid de olika avlasningstillfdllena. N&r
tillvaxten var densamma i den hégsta testade koncentrationen
som i kontrollen har ECO-virdet satts till 40% vid berdkningen
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Cav geometriskt medelvdrde och di tillvaxt skedde aven i den
hégsta koncentrationen sattes EC100-vdrdet till 80%.

Testade algarter
Foljande stammar av alger testades:

CHLOROPHYCEAE

Dunaliella tetriolecta Butcher MBL
PRASINOPHYCEAE

Platymonas subcordiformis (Willie)Hazen CCAP 161/19
Tetraselmis sp. ' CCAP 66/8
PRYMNESIOPHYCEAE '
Emiliana huxleyi (Lohm.)Hay et Moher NIVA-7/82
Hymenomonas carterae (Braarud & Fagerl.)Braarud CCAP 961/8
DINOPHYCEAE

Prorocentrum minimum Schiller ‘ NIVA-2/85
RHODOPHYCEAE '
Porphyridium cruentum (Ag.) Nageli UTEX 161
BACILLARIOPHYCEAE

Phaeodactylum tricornutum Bohlin UTEX 642

MBL = Marinbiologiskt Laboratorie, Helsingér

CCAP = The Culture Collection of Algae and Protozoa, Cambridge
NIVA = Norsk Institutt for vannforskning, Oslo
UTEX = The Culture Collection of algae at the University of

Texas at Austin.

RESULTAT
" En sammanstdllning av resultaten ges i Tabell 1. N&agot
foérvianande visade det sig att dldringen av vatten inte minskade
toxiciteten, snarare ékade den i flera fall. Fér att
kontrollera att detta inte var nagot misstag reproducerades
testen med vattnen fran Neste och Statoil fér tva alger
(Phaeodactylum och Prorocentrum) vilket gav samma resultat.
Prorocentrum visade en dalig tillvaxt vilket gér att 5-dagars
varden inte var méjliga att avldsa med den teknik som anvints.
Emiliana uppvisade ibland minskad tillvdxt i
salinitetskontrollen £6r den hdégsta koncentrationen vilket
| ingen annan alg gjorde.
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Tabell 1

5-dagars avlisning ECO (%,

Dunaliella bioculata
Platymonas subcordiformis
Tetraselmis sp.

Emiliana huxleyi
Prorocentrum minimum
Porphyridium cruentunm
Phaeodactylum tricornutum
Hymenomonas carterae

gecom.medel
range

5-dagars avlasning EC100

Dunaliella bioculata
Platymonas subcordiformis
Tetraselmis sp.

Emiliana huxleyi
Prorocentrum minimum
Porphyridium cruentum
Phaeodactylum tricornutum
Hymenomonas carterae

geom.medel
range

12-dagars avléasning ECO

Dunaliella bioculata
Platymonas subcordiformis
Tetraselmis sp.

Emiliana huxleyi
Prorocentrum minimum
Porphyridium cruentum
Phaeodactylum tricornutum
Hymenomonas carterae

geom.medel
range

l2-dagars avldsning EC100

Dunaliella bioculata
Platymonas subcordiformis
Tetraselmis sp.

Emiliana huxleyi
Prorocentrum minimum
Porphyridium cruentum
Phaeodactylum- tricornutum
Hymenomonas carterae

geom.medel
range
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* OBS. Koncentrationerna av ldrat vatten ir inte korrigerade for den utspidning som
gjordes vid nedbrytbarhetstesten (82: 100). De angivna koncentrationerna skall alltsd

multipliceras med 0.85 for att representera det ursprungliga avloppsvattnet.
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APPENDIX 8

Akut toxicitet, Nitocra spinipes
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT
TOKSISITETSTEST MED NITOCRA SPINIPES

Metode: Forslag til Dansk Standard Akut Bkotoksikologisk undersggelse
med krebsdyret Nitocra spinipes. Statisk metode. DS F 88/225.

TESTSTOFF: NESTE-OXO Stenungsund. Avlgpsvann

TESTORGANISMENS OPPRINNELSE: Stamme fra VKI Danmark

FORINGSBETINGELSER:Dyrket i henhold til forslag til Dansk Standard

TESTBETINGELSER:  Sjgvann fra 40 m, utenfor Solbergstrand. Fortynnet med
testprgve, eller destillert vann til 1,5 % og justert
til pH 8.0.

Antall enheter: 5 pr. konsentrasjon. Antall individ pr. kons.: 5-7.

Testtemperatur: 20 +- 0,5 0C pH: 7,9 - 8,0 Oksygen metn.%= > 95

Testkonsentrasjoner: 5.6, 10, 18, 32 og 56 %

Testperiode: 18.06 -22.06.1990

Kontrollstoff: Kaliumdikromat, 96 t EC;,= 31,3 mg/L

RESULTATER:
% dgdligtet (immobilitet) i kontrollene: 96t = 0
96 timers eksponering: LC-verdier med 95 % konfidensintervall

Dose-respons diagram: PROBIT
Verdier 95 % konfidens-
Avl.vann % intervall 100
LCs 60 35 - R R
LCyy 16 ' 80 TN e
Tl N 80 - :
@
L] .
Kommentarer: & 601 NS
P& grunn av lav giftighet er det e LN
utfgrt fa test-konsentrasjoner med 'z N
tilstrekkelig dedlighet til & gi L 40 “ e
en probit-beregning med pa- © PN
Titelig konfidensintervall. ® )
20 -
O ) i i(lﬁl”]i T Illil”[a |~§1L|’H||r3
10 10 10 10

Konsentrasjon %
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT
TOKSISITETSTEST MED NITOCRA SPINIPES

Metode: Forslag til Dansk Standard Akut @kotoksikologisk underspgelse
med krebsdyret Nitocra spinipes. Statisk metode. DS F 88/225.

TESTSTOFF:NESTE-OX0 Stenungsund. Avigpsvann. Etter bionedbrytning BOD,g
TESTORGANISMENS OPPRINNELSE: Stamme fra VKI Danmark
FORINGSBETINGELSER:Dyrket i henhold til forslag til Dansk Standard
TESTBETINGELSER:  Sjevann fra 40 m, utenfor Solbergstrand. Fortynnet med
testpreve, eller destillert vann til 1,5 % og justert
til pH 8.0.
Antall enheter: 5 pr. konsentrasjon. Antall individ pr. kons.: 5-7.
Testtemperatur: 20 +- 0,5 0C pH: 8,0 - 8,0 Oksygen metn.%= > 95
Testkonsentrasjoner av testprove: 8.2, 14.8, 26.2, 28.7,41 og 57.4 % ¢

Testperiode: 02.08 -06.08. og 09.08.1990

Kontrollstoff: Kaliumdikromat, 96 t EC5,= 29 og 24 mg/L

RESULTATER:
% dgdligtet (immobilitet) i kontrollene: 96t = 0
96 timers eksponering: LC-verdier med 95 % konfidensintervall

Dose-respons diagram: PROBIT

Verdier 95 % konfidens-
Avl.vann % intervall 100
LCsq 21 17 - 26
LCZO 12 80+
LCqo 37

80 -

Kommentarer:

Normale dose-respons kurver.
Pkt giftighet sammenlignet med
feér bionedbrytning.

% overlevelse

40 -

20 -

o H T 1 LR LA | 1 . H ¥ :Qi‘ LI
10 10' 10°
Konsentrasion %

* Konsentrasjonene korrigert for fortynning ved nedbrytbarhetstesten
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APPENDIX 9

Reproduktionstest, Nitocra spinipes
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT
REPRODUKSJONSTEST MED NITOCRA SPINIPES

Metode: Forslag til Dansk Standard @kotoksikologisk undersggelse
med krebsdyret Nitocra spinipes. Reproduksjons-metode.

TESTSTOFF: NESTE-0XO Stenungsund. Avlgpsvann
TESTORGANISMENS OPPRINNELSE: Stamme fra VKI Danmark

FORINGSBETINGELSER:Dyrket etter metodeforsiag fra WKI, Danmark.
Ekstra foring etter 7 degn med ca 1 mg terket fiskefor.

TESTBETINGELSER:  Sjevann fra 40 m, utenfor Solbergstrand. Fortynnet med
testprogve, eller destillert vann til 1,5 % og justert
til pH 8.0.

Antall enheter: 4 pr. konsentrasjon. Antall individ pr. kons.: 20.

Testtemperatur: 20 +- 0,5 °C pH: 7,9 - 8,0 Oksygen metn.%= > 90

Testkonsentrasjoner: 5.6, 10, 20 %

Testperiode: 05.07 -19.07. og 18.09. - 1.10.1990 (20 % testkons.)

RESULTATER:
Antall Foreldre Antall avkom Copegod. Nauplier

Kons. Glass |Individ Lev. 14 d |Totalt Snitt/gl SD | snitt/gl snitt
Kontroll 4 5 20 463 116 20 58 58
kontroll * 4 5 20 901 225 34 112 113
5.6 4 5 15 515 129 20 64 65

10 4 5 12 382 95 9 46 49

20 * 4 5 17 309 77 33 20 57

EC5,-verdi= 16 %. 95 % konf. int. 11.5 - 23 % avlgpsvann

Kommentarer: Dose-respons diagram:
20 % testprgve ble utfgrt adskilt fra 3

de gvrige. Produksjonen av avkom var % av kontroll

vesentlig hgyere enn ved fogrste test. 108 e
Dette kan forklares ved forskjell i 1 R
livssyklus hos foreldregenerasjonen. 1 e

Utviklingen fra nauplier til copepod-
itter er tydelig pavirket ved 20 %.

58 i AR

oo

a EC-58: 16.131
Referanse:
Renberg, L. et al. 1980 Chemosphere 9: 143-150.
Chlorinated guaiacols and catechols biocaccumulation potensial in bleaks
{Alburnus alburnus, Pisces) and reproductive and toxic effects on the
harpacticoid Nitocra spinipes (Crustacea).
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT
REPRODUKSJONSTEST MED NITOCRA SPINIPES

Metode: Forslag til Dansk Standard @kotoksikologisk undersggelse
med krebsdyret Nitocra spinipes. Reproduksjons-metode.

TESTSTOFF: NESTE-OXO Stenungsund. Avlgpsvann Etter nedbrytning.
TESTORGANISMENS OPPRINNELSE: Stamme fra VKI Danmark

FORINGSBETINGELSER:Dyrket etter metodeforsiag fra WKI, Danmark.
Ekstra foring etter 7 dggn med ca 1 mg terket fiskefor.

TESTBETINGELSER:  Testprogve etter bionedbrytning er tilsatt salter iflg.
SS 028189, tilsvarende ~ 1,5 % salinitet. Justert pH
til pH 8.0.

Antall enheter: 4 pr. konsentrasjon. Antall individ pr. kons.: 20.

Testtemperatur: 20 +- 0,5 0C pH: 7,9 - 8,0 Oksygen metn.%= > 90

Testkonsentrasjoner: 8.2, 14.8, 26.2, 46 % korrigert for fortynning ved nedbrytbarhetstesten

Testperiode: 18.09. - 1.10.1990
RESULTATER:

Antall Foreldre Antall avkom Copegod. Nauplier
Kons. Glass |Individ Lev. 14 d |Totalt Snitt/gl SD | snitt/gl snitt
kontroll 4 5 20 901 225 34 112 113
8.2 % 4 5 20 624 156 26 72 84
14.8 % 4 5 20 620 155 65 46 49
26.2 % 4 5 20 407 102 13 39 63
46 % 4 5 19 25 6 6 0 6

ECso-verdi= 17 % 95 % konf. int. 12 - 25 % avigpsvann.

Kommentarer: Dose-respons diagram:
Spesielt stort standard avvik (SD) % av kontroll

for 14.8 % kons. p.g.a. lite avkom 108

fra individ i to testglass. :
Ved 26 % var utviklingen av nauplier
til copepoditter betydelig pavirket, R

og ved 46 % testkonsentrasjon ble det 1 e
ikke funnet copepoder i det hele tatt. 1 e - w
Ved hpyeste testkonsentrasjonen ble gg  f------omrmrommmmmimiinaendy
det fgdt svart fa nauplier. ]

~ee

g.ﬁ..

B Rt I

T

8 EC-58: 17.742 2
Referanse: Log /

Renberg, L. et al. 1980 Chemosphere 9: 143-150.

Chlorinated guaiacols and catechols bioaccumulation potensial in bleaks
(Alburnus alburnus, Pisces) and reproductive and toxic effects on the
harpacticoid Nitocra spinipes (Crustacea).
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METODEFORSKRIFT FOR @KOTOKSIKOLOGISK TESTNING MED KREBS—
DYRET NITOCRA SPINIPES -~ AKUT OG KRONISK TEST

o . e s i D D S T T A o OSSR W O S WA ey R R L D WG I S RS S D VLD IR T e e D D G €T SR WD S e ) S e D e e < <

1. INDLEDNING

Krebsdyr er generelt en dyregruppe, som anses for feolsom
overfor miljefremmede stoffer og tungmetaller, og krebs-
dyr er derfor velegnede til okotoksikologisk testning

af sadanne stoffer.

Dyr, der i Danmark skal kunne anvendes i tests aret
rundt, skal kunne holdes i kultur i laboratoriet, da
det danske klima ikke tillader indsamling af dyr pa alle
arstider.

Krebsdyret Nitocra spinipes, Boeck, tilherer ordenen
Harpacticoida (harpacticiderne).

N. spinipes opfylder en rzkke krav, som man m& stille
til dyr, der skal holdes i laboratoriet. Blandt disse
kan navnes folgende:

Den lever og reproducerer pa knust fiskefoder,

den optrader ikke kannibalistisk,

den er lidet pladskravende,

den taler temperaturer fra 0-30° C

og saltpromiller fra 1-35.

(3-285) S*ectink

Tillige er den pavist i Nivd Bugt samt flere steder i
umiddelbar narhed af Danmark (svenske, norske, ost- og
vesttyske kyster, bl.a. ved Nordseen) og kan saledes
formodes at vare ret almindeligt forekommende ved danske

kyster. Herudover har den en vid geografisk udbredelse.

Disse egenskaber og forhold ger N. spinipes til en sar-
deles velegnet testorganisme ved sgkotoksikologiske under-

segelser.
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2. BESKRIVELSE AF ARTEN

Nitocra spinipes opndr som voksen en iangde pd 0,6 mm
for hanner og 0,8 mm for hunner. Arten er som navnt
vidt udbredt /1/. Den forekommer ofte i stort antal i
kystnare omrader, isar pa og i de gverste mm af sandbund
og pa bundens plantedzkke. Den tolererer saltholdigheder
fra 1-35 0/00 og temperaturer fra 0-30° C /2/.

Dyrene nar voksenstadiet 10-14 dage efter kl=zkningen.
Parringen finder sted umiddelbart efter, at hunnerne
har kastet sidste larvehud og dermed ndet voksenstadiet.
Parringen kan vare fra et par timer og op til 2 degn.
Hunnerne kan opbevare saden, sadledes at de kun behever
at parre sig én gang i deres liv /2/. Hunnerne anlzgger
herefter en agsazk (figur 1). S& snart larverne er klakket
og har forladt agszkken, kastes denne og en ny anlzgges
efter 1-2 degn. Dette kan gentages adskillige gange (8
eller mere) /2/.

Som andre krebsdyr vokser N. spinipes kun ved hudskifter.
Larverne gennemgar saledes adskillige stadier (figur
2), der adskilles af hudskifter. Under selve hudskiftet
‘antages det, at dyrene er sarligt folsomme. Der er 6
naupliestadier og 5 copepodstadier inden voksenstadiet

nas.
3. RKULTIVERING AF NITCCRA SPINIPES

N. spinipes har varet holdt i laboratoriet siden 1975
/2/. P& VKI har den varet holdt siden 1981.

PA VKI holdes dyret i filtreret, naturligt havvand med
saltpromiller p& 9 og pa 15 ved 20° C.

Havvandet (mediet) varmebehandles (opvarmes til 80° C)

inden anvendelsen.
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Nitocra spinipes

Figur 1 Nitocra spinipes - hun med &gsak set fra oven
og fra siden

Figur 2 Nitocra spinipes - larveudvikling 1.-6. nauplie-

stadie til venstre og fire copepoditstadier til
hojre. Fra: Abraham & Gopalon 1975 /5/.
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Dyrene fodres én gang ugentligt med knust, terret fiske-
foder.

4, METODE FOR AXUT-TEST
Princip

Undersegelsen er en korttidstest for akut toksicitet
overfor N. spinipes. Ved undersogelsen registreres dede-
ligheden af dyrene hver 24. time i 96 timer i en for-
tyndingsrzkke af stoffet/preoven. Pa grundlag heraf be-
regnes stoffets/provens toksicitet, som angives som de
koncentrationer, der efter 96 timer drzber 10 og 50% af
dyrene (96 hr LC 10 og LC 50).

Fremgangsmade

Akut-testen udfores som en statisk test som beskrevetki
/2/ bortset fra, at testtiden er forlanget fra 48 timer
til 96 timer. '

Forsegsmaterialet er store copepoditter og voksne dyr
uden zgsak. -

Som fortyndingsvand anvendes dyrkningsmedium, dvs. natur-
ligt saltvand almindeligvis med en saltpromille pa 9
eller 15.

Testene udfegres i proversr af glas med 10 ml testoples-
ning. I hvert glas anbringeé 5 dyr og for hver koncentra-
tion anvendes 4 glas, dvs. 20 dyr anvendes pr. koncentra-
tion. Glassene anbringes merkt ved 20,0 * 0,5° C.

Dyrene fodres ikke under akut-testen.

Glassene tilses hver 24. time i 96 timer og antal dyr
og antal dede aflzses.
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Dyr betragtes som dede, hvis de ligger ubevagelige i 15

sek eller mere efter en svag omrystning af glasset.
Iltindhold og pH mdles ved aflasningerne.

Iltindholdet skal 1 alle testoplesninger vere > 70% af

metning under hele testen.

Dgdeligheden i kontrolgruppen mé& ikke overstige 10% ved
testens slutning.

Testsystemet og dyrenes folsomhed kontrolleres javnligt
pa VKI med K5Cr,0; som referencestof.

Resultaterne behandles statistisk ved probitanalyse
under anvendelse af EDB-programmet PROBIT fra program-
systemet SAS /3/. Specielt beregnes de koncentrationer,
som er dedelige for 10, 50 og 90% af dyrene (LC 10, IC
50 og LC 90, LC = lethal concentration) efter 24, 48,
72 og 96 timer.

5. METODE FOR REPRODUKTIONSTESTEN
Princip
Fortyndingsrazkker af stoffet/proven fremstilles. Kon-

centrationerne valges, bl.a. pa grundlag af resultatet
af akut-testen, som altid skal udfegres forud for repro-

7.. duktionstesten.

Foder tilsazttes og hunner med =gszk overfepres til glas-

sene med testoplesninger. Efter ca. 2 uger foretages en
optzlling af antallet af afkom og reproduktionen i test-
oplesningerne udtrykkes i forhold til kontrolreproduk-
tionen. Hojeste koncentration uden effekt og laveste
koncentration/koncentrationsomradde med effekt (EC 20;

EC = effect concentration) angives. Tillige angives EC
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s0-vardien (koncentration/koncentrationsomrade, der

halverer reproduktionen).

Fremgangsmade

Testen udfegres som en statistisk eller som en gennem-
stromningstest. Metoden er en modifikation af den i /4/

beskrevne.

Som fortyndingsvand anvendes samme vandtype som i akut-

testen.

Testen udferes i glas med 25 ml testoplesning. Inden

starten tilsazttes til hvert glas 2 mg findelt fiske-
foder af typen EWOS T50. 5 hunner med agsak overfores

til hvert glas. Der anvendes mindst 20 hunner pr. kon-

centration, dvs. mindst 4 glas pr. koncentration.

Antallet af levende moderdyr optzlles mindst 1 gang

ugentligt og udvikling og antal af larver vurderes. Ilt
og pH males samtidig i glas, som ikke optazlles ved

testens afslutning.

Efter 7 dage fodres yderligere med 1 mg foder pr. glas.

Testen afsluttes, ndr de forst klazkkede larver narmer

sig voksenstadiet, dvs. pa et tidspunkt, hvor stadierne

stadig kan skelnes fra hinanden. Ved afslutning optazlles
antallet af overlevende moderdyr. Herefter drzbes og

fikseres alle dyr i alle glassene. Vand og dyr hzldes
pa et filter, og vandet suges bort, hvorefter nauplier,

copepoditter og moderdyr optzlles.

For hver koncentration angives reprodukﬁionen som antal
afkom pr. mecderdyr ved starten. Dette forhold udtrykkes
ogsd i forhold til kontrolreprodukticnen. Tillige angives

antallet af overlevende moderdyr ved testens afslutning.
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Hojeste koncentration uden effekt pa reproduktionen og

laveste koncentration/koncentrationsomrade med signifi-

kant effekt (erfaringsmassigt EC 20) angiVés. Tillige

angives EC 50-vardien.

6.

/1/

/2/

/3/

/4/

/3/
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ANNEX A

Eksempel pa bestemmelse af dedeligheden af et testdyr

ved eksponering for et teststof

Resultat af preliminzr test efter 96 timers eksponering:

KONCENTRATION ANTAL DYR ANTAL D@DE
Kontrol 10 0

1 mg/1 10 0

3 mg/1 . 10 0

10 mg/1 10 ' 1

30 mg/1 10 4
100 mg/1 10 10

o - o > o T T S A D - T TS T D S W AP D W D e L S T S S D O S D D S AR S A SN S S S P S T S5 S

Resultat af den definitive test efter 96 timers ekspone-

ring:

Kontrol 20 0
2 mg/1 20 )
5 mg/1 - 24 1
10 mg/1 23 2
20 mg/1 21 5
30 mg/1 22 10
40 mg/1 24 14
50 mg/1l 20 15

100 mg/1 20 20

.__._,_._...__-____-__._____-__-___..___.____-_.___.__._......_____---__

Bestemmelse af LC-vardier kan laves i handen ved hjazlp
af kurvetegning (se figur 1) eller ved hjalp af EDB-
programmet PROBIT, som findes indlagt i SAS-systemet
/1/, der bl.a. er tilgzngeligt via UNI-C. SAS~-programmet
PROBIT er baseret pa Finney's metode /2/. Udskriften
fra en sadan EDB-behandling af ovenstdende data er indsat

bagest 1 annexet.
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Figur 1 Dodelighed fordrsaget af to stoffer afsat pa

normalfordelingspapir. Regressionskurverne for
de to stoffer er indtegnet.
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Rapportering af LC-vardier:

I figur 1 er indtegnet resultatet af tests med 2 for-
skellige stoffer. Det ses, at begge stoffer har 96 timers
IC 50-verdier nar 35 mg/l. Men LC 10- og LC 90-vardierne
er ret forskellige. Derfor er det vaesentligt ogsa at
angive i hvert fald LC 10-vardien. Denne verdi betragtes
ofte som laveste koncentration med en signifikant sikker
effekt.

Dedelighed i kontrollen:

Ved akut test tillades oftest en degdelighed i kontrollen
(af tilfzldige arsager) pa& op til og med 10%.

Ved behandlingen af data korrigeres herfor ved hj=zlp af
Abbots formel /2,3/:

(D/N_- Dg/Ng) + Da=z0

Dp = 1 - Dg/Nxg
hvor Dp = korrigeret dedelighed efter Abbots formel
D = antal dede observeret i testkoncentration

Dg = antal dede i kontrollen
N = antal dyr i den pagzldende koncentration
Ng = antal dyr i kontrollen

Referencer:

/1/ SAS-Institute: SAS User's Guide: Statistics. 1985,
Version 5 Edition. - SAS Institute Inc., Box 8000,
Ccary, North Carolina 27511, USA.

/2/ Finney, D.J., 1971. Statistical Method in Biological
Assay. 2. edition. - London, Griffin Press.

/3/ Stephan, C.E., 1977. Methods for Calculating an LC
50. In: Mayer, F.L. & Hamelink, J.L. (Eds.): Aquatic
Toxicology and Hazard Evaluation, ASTM STP 634.
pp. 65-84.
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APPENDIX 10

Akut toxicitet, Storspigg



96

UNDERSOKNING AV AKUT TOXICITET HOS AVLOPPSVATTEN FRAN BEROL
NOBEL AB OCH NESTE OXO AB, STENUNGSUND FOR EN MARIN FISKART

EKOTOXIKOLOGISKA GRUPPEN
KRISTINEBERGS MARINBIOLOGISKA STATION
450 34 FISKEBACKSKIL
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SAMMANFATTNING

Avloppsvatten fran Berol Nobel AB, och Neste Oxo AB i Ste-
nungsund har undersdkts med avseende pad akut toxicitet £6r
storspigg, en marin fiskart. Arbetet har skett inom ramen £f6r
"STORK projektet"™. F6r bdda industrierna har avloppsvattnet
erhdllits via Norsk Institutt for Vannforskning. Aven
avloppsvatten, som genomgdtt nedbrytbarhetstest (enl. OECD),
undersdktes.

Resultaten visar f&r Berol Nobel AB ett LC50 vidrde £6r 48h pid
3.0 procent avloppsvatten och ett 72h LC50 pd 2.5%

En test med nedbrutet vatten utfdrdes &dven, men resultaten
kunde inte anvdndas pd grund av ddlig kondition hos
testfisken.

FGr Neste Oxo AB erh8lls ett 48h LC50 vdrde pad 48 procent
avlioppsvatteninblandning och ett 72h vdrde p& 34 procent. Det
nedbrutna vattnet gav ett 48h LC50 virde pa 68%

Férutom dédlighet registrerades &ven subletala (icke d&dliga)
effekter som beteendefdridndringar, och hdr erhdlls £f6r Berol
nedsatt aktivitet f£&6r 50% av djuren efter 48h (EC50 virde) vid
2% inblandning, EC20 uppskattades till 1% och ett NOEC virde
(no observed effect concentration) runt 0.1% . F&r Neste Oxo
erhSlls ett 48h EC50 vdrde pd 35 procent, ett EC20 varde pa
ca. 20% och ett NOEC vdArde pad ca. 10% . F8r det nedbrutna
vattnet blev 48h EC50 vdrdet 58 procent avloppsvatteninbland-
ning, och ett 48h EC20 vdrde uppskattades till ca. 10 procent.
Ndgot NOEC varde kunde inte berdknas.

Undersdkta avloppsvatten

Vattenprover uttogs genom NIVA:s f8rsorg dagligen enl. ett
faststdllt schema under ett antal veckor. Fér Berol Nobel AB
togs vattnet vid uttagspunkt A4 (enl. fOretagets beteckning),
vilket motsvarar ett totalavloppsvatten fére slutlig spidning.
Neste Oxo -vattnet uttogs frdn befintlig
sedimenteringsbassdng. B&da vattnen motsvarar dem som
undersdktes 1983 i samband med MUST- utredningen. Vattnen
levererades frusna till KMBS och anvidndes ofiltrerade.

Féljande data uppmittes:

salthalt pH
0/00
Berol 1.1 8.0
Neste 1.3 7.7
Neste nedbr. 1.3 6.7
Havsvatten 31.1 7.9
Syntetiskt havsvatten 30.4 7.9
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Forsdksdjur

Storspigg (Gasterosteus aculeatus L.) med en l&ngd av 30 - 50
mm fangade i Gullmarsfjorden. Till varje f&rsdkstank anvidndes
10 st fiskar.

Forsdksbetingelser

Férsdket utfdrdes under 48 timmar med semistatisk teknik med
vattenbyte en gadng per dygn. Metodiken ansluter till svensk
standard (SS028162) och testen utfdrdes pad samma sdtt som en
tidigare test 1983 (Granmo, 1984). P& grund av en begridnsad
tillgdng pd& avloppsvatten valdes dock férsdkstiden till 48h.

Férsdkstankarna var tillverkade av glas, och vattenvolymen var
7 1. Temperaturen under forsdket holls vid 11°C +- 1°C.

F6r att 6ka syremdttnaden luftades det nya vattnet med
luftstenar omedelbart fére vattenbyte. Vattnets syrehalt
kontrollerades under f&rsdkets gang och befanns genomgdende ha
en tillfredsstdllande nivd (> 70% mdttnad).

Fbre spiddningen av avloppsvattnen justerades deras salthalt
till havsvattennivd genom tillsats av salter enl. Brujeviczs
(1931). Avloppsvattnens pH-vdrde justerades s& att de blev
ungefdr samma som havsvattnets.

Fo6r utspidning anvdndes vatten fran Gullmarsfjorden (35 m) med
31%. salthalt. Som kontroll anvdndes dels tankar med
syntetiskt dels naturligt havsvatten.

Prbvade koncentrationer var:

Berol: 0.1, 1, 10 och 100 %
Neste: 0.1, 1, 10 och 100 %
Neste nedbr.: 25, 50 och 100 %

Avlidsningar gjordes regelbundet under fdrsdkets géng. Fdrutom
dddlighet noterades dven avvikelser frdn normalt beteende hos
fiskarna, sdsom passivitet, balansstdrningar och f8r&@ndrad
andningsfrekvens. Kumulativ ddédlighet avsattes mot tiden £f&6r
respektive koncentration och letal koncentration £f&r 50%

dédlighet berdknades enl. Spearman Karber (Hamilton et al.
1978) .

Beteendefdrdndringarna har uttryckts som 48h EC50, och berdk-
nats pd motsvarande sdtt som LC50 vardena.

RESULTAT

BEROL NOBEL AB

Dédligheten framgdr av fig. 1. 48h LC50 viardet berdknades till
3% och 72h till 2.5% avloppsvatteninblandning.
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Som synes har avloppsvattnet en rel. hdg toxicitet. Jiamfért
med en liknande test utférd 1983 (LC50 = 2 %) &r dock
avloppsvattnet nagot mindre toxiskt ( LC50 = 3 $%).

Beteendefdrédndringar i form av passivitet upptridde, och det
mediana vdrdet vid 48h (EC50) berdknades till 2 procent
avloppsvatteninblandning, EC20 virdet var 1% medan NOEC
berdknades till ca. 0.1%

NESTE OXO AB

For Neste Oxo:s avloppsvatten erhdlls ett 48h LC50-vdrde pa
48% inblandning och ett 72h vdrde p& 34% (fig. 2), medan en
median icke dddlig effekt (EC50 48h) upptrddde i form av
passivitet hos testfisken vid 35% , EC20 berdknades till 20%
och ett NOEC virde till ca. 10%

Motsvarande vdrden fran 1983 &r ett 48 h LC 50 p& ca. 69% och
ett EC 50 vérde p& ca. 25 procent avloppsvatteninblandning.
Sedan 1983 har dock Neste:s reningsanliggning kraftigt f&rédnd-
rats varfdr direkta jd&mfdrelser inte kan gdras.

Fér det nedbrutna vattnet blev 48h LC50 virdet 68% (fig.2),
48h EC 50 vardet 58% och 48h EC20 ca. 10% av-
loppsvatteninblandning.?

Undersdkningen har utférts vid Kristinebergs marinbiologiska
station under september m&nad 1990 av Esbjdérn Telemo och Ake
Granmo.
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Fiskebidckskil 1990-10-23
(reviderad 1991)

Ake Granmo

* OBS. Koncentrationerna av avloppsvatten efter nedbrytning ir inte korrigerade for

den utspidning som gjordes vid nedbrytbarhetstesten (82:100). De angivna koncen-

trationerna skall alltsd multipliceras med 0.85 for att representera det ursprungliga
avloppsvattnet.
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APPENDIX 11

Ames test
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SALMONELLA/MIKROSOMTESTEN

Salmonella/mikrosomtesten er en genotoksisk korttidstest. En beskrivelse av
testen er presentert i vedlegg. I disse forsekene er bakteriestammene TA 98 og
TA100 blitt benyttet. Disse har forskjellig folsomhet overfor ulike typer
forbindelser. TA 98 er mest falsom overfor mutagener som induserer
leserammeforskjyvning. TA 100 er mest felsom for mutagener som induserer
baseparsubstitusjon.

Enkeite forbindelser er mutagener,sdkalte direkte mutagener,andre er mutagene
bare etter omvandling (metabolisering) i organismen. For & simulere denne
metaboliseringen,testes pravene bdde med og uten tilsats av et '
leverenzympreparat (S9).

Et vanlig krav til positivt utslag i Salmonella/mikrosomtesten er en dobbling av
antall mutantkolonier i forhold til bakgrunnen (spontanmutasjoner) og/eller en
klar lineser doserespons sammenheng.

RESULTATER.

Resuitatene fra testingen er presentert i tabellene 1,2,3 OG 4 og viser ingen
mutagene effekter i Ames’ test da antallet kolonier pa praveplatene ikke er
vesentlig forskjellig fra blindprevene. I hoyere doser pd 50-100ul var antallet
kolonier lavere enn blindproven. Dette tyder pd at pravene virker toksiske pa

-

bakteriene i for hoye doser.
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Vedlegg
NESTE OXO, STENUNGSUND

Tabell 1. Mutagenitetstesting med Salmonella/levermikrosom-testen av
ekstrakter av avigpsvann. Tallene i tabellen representerer antall
kolonier pr. plate. (gjennomsnitt av 2 plater, 5 plater av
ubehandlete kontroller)

l l Bakteristamme Ta98-59
i Prove | Vol 1
'; . ul . forsek 1| forsek 2| forsek 3
- Fer |
- nedbr. | 5 | 24 ‘
10 21
20 |24 . 36 .20
- 50 21 ; | tox
‘100 . tox
Etter :
nedbr. 5 32
10 28 :
20 26 21
50 29 .26
100 - TOX
Kontr. | - 20 29 .18

0.2pg NP 11800 1700 ' 2000
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Vedlegg
NESTE OXO, STENUNGSUND

Tabell 2. Mutagenitetstesting med Salmonella/levermikrosom-testen av
‘ekstrakter av avlepsvann. Tallene i tabellen representerer antall
kolonier pr. plate. (gjennomsnitt av 2 plater, 5 plater av
ubehandlete kontroller)

l Bakteristamme Ta98+S9
Preve | vol |
' | ul | forsek 1 forsek 2 | forsek 3
‘For ‘ 5 i
nedbr. 5 ! 18
: C10 27
20 20 43 20
50 | 2 ' tox
100 - | tox
Etter f '
nedbr. = 5 : 26
: 10 23
20 23 27
- 50 28 16
i100 tox
Kontr. 3 21 27 23

Sug BaP 225 250 360




106

Vedlegg
NESTE OXO, STENUNGSUND

Tabell 3.  Mutagenitetstesting med Salmonella/levermikrosom-testen av
ekstrakter av avlgpsvann. Tallene i tabellen representerer antall
kolonier pr. plate. (gjennomsnitt av 2 plater, 5 plater av
ubehandlete kontroller)

Bakteriestamme Tal100-59

Prove §V01

nl | forsek 1 k forsek 2 ! forsek 3 5
‘g | | g
. Fer : ’ i
i nedbr. = 5 ! 112
i 10 125 133
i 20 119 b 131 . 110
‘ 50 . tox : C 112
Etter : :
nedbr. 5 142
10 132 - 107
20 147
50 75
Kontr. 115 120 110

2pg NP ~ 2000 1500 + 1600
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Vedlegg
NESTE OXO, STENUNGSUND

Tabell 4.  Mutagenitetstesting med Salmonella/levermikrosom-testen av
ekstrakter av avlgpsvann. Tallene i tabellen representerer antall
kolonier pr. plate. (gjennomsnitt av 2 plater, 5 plater av
ubehandlete kontroller)

Bakteriestamme Ta100+S9

Prove Vol | ,
ul . forsek 1 forsek 2 | forsek 3 |

| For

. nedbr. 5 . 123
? 10 142 119
20 103 122 97
50 73
+ Etter ’
~ nedbr. 5 Co122
¥ 10 . 113 105
20 L1119
50 83
' Kontr. 110 125 114 125

. 5pg BaP 1200 1100 1100
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Vedlegg

OPPARBEIDING AV VANNPR@GVER TIL AMES TEST

Vannprgve pa 800 ml. surgjgres til pH ca.2 med kons
HCl,ekstraheres 3 ganger med dietyleter P.A.( 350ml totalt.)
Ekstraksjonen utfgres i en 1L erlenmeyerkolbe med magnetrgrer
pa isbad i lgpet av 3 t. Eterekstraktet fraskilles vannfasen.
Siste rest av vann fryses ut over natten. Eterekstraktet
inndampes p& Rotavapor pa vannbad til nesten tgrrhet.
Dimetylsulfoksyd (DMSO) 2ml tilsettes og siste rest av eter
avdampes p& varmeblokk under nitrogentilfgrsel.

Lit.: Proceedings of the technical Assocition of the Pulp and
Paper Industri 1982 s.382.
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VEDLEGG

HVYA ER AMES' TEST?

Ames' test (Salmonella-testen) benyttes
til orienterende undersokelser av
stoffers mutagene (arvestoffskadende),

eventuelt kreftfremkallende virkning. UTFORELSE AV SALMONELLA TESTEN (anes TesT):

Ved forsgk er det funnet at 80-90% av - >

de stoffer som er kreftfremkallende i wstone [ TESTRIEAIKALIYKOMPLEKSBLADING
dyreforsek, ogsd er mutagene i Ames' Amewnice w

test. Metoden er en korttidstest med BAKTER £

Gy
£

(ca 2-10%n u) szv{xc:Axrnp-

BLANDINA
(8.2 w14)

Salmonella-bakterier, utviklet av Bruce
Ames, Berkeley, California. 0.001 - 0.2 me.

(oo
Det anvendes spesielle Salmonella- 0.lm ) “

bakterier, som mangler evnen til & gro
uten aminosyren histidin, dvs bakteriene
formerer seg ikke i fraver av histidin.

For & vokse og danne kolonier pd et 2o riytense Tope-
histidin-fritt medium, md bakteriene MISTIDIN

gjennomgd en mutasjon. Et mutagent e

stoff vil fore til at et okt antall
kolonier vokser opp.

MINIMALAGAR
FULLSTENDIA VEXSTMEDIUM
UTEW HISTIDIN

Mange stoffer virker som aktive
mutagener eller karsinogener forst
etter omdanning (metabolisering) i
kroppen (indirekte mutagener).
Bakterier, som har et meget enklere
enzymsystem enn pattedyr, vil normalt
ikke metabolisere indirekte mutagener. Coorammeny Antat woLowten
For & simulere betingelsene i pattedyr, :
aktiveres testsubstansen ved tilsetning

av et leverenzympreparat fra rotter til

testsystemet.

HVORDAN TESTES PROVER I PRAKSIS?

Metoden utferes som beskrevet av Ames et al. (Mutation Research 31, 1975,
347).

Rent eksperimentelt gjores folgende:

Ti1 et reagensror med 2 ml smeltet toppagar (45°C) tilsettes 0.1 ml bakterie-
kultur (ca 108 celler) og testsubstans. Det hele blandes raskt og helles over
p& vekstplater. (Minimalplater kun tilsatt spor av histidin for igangsettelse
av vekst.) Til halvparten av skdlene tilsettes leverenzymblanding (S9-mix),
25 mg protein/plate. Platene inkuberes ved 379C, og etter 2 degn telles antall
kolonier (mutanter) p& platene. Et vanlig krav til positivt resultat er en
fordobling av antall revertanter i forhold til bakgrunnen, eller en Tinear
doseavhengighet. Provene testes i 3-5 doser, med to paralleller pr dose.

For & kontrollere antall spontanmutasjoner, inkluderes plater uten tilsats
av testsubstans. Som positive kontroller blir benzo(a)pyren (BaP) og
1-nitropyren (INP) benyttet.
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APPENDIX 12

Nedbrytbarhetstester
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT

NEDBRYTBARHETSTEST: REDUKSJON I LOST ORGANISK KARBON OVER 28 DOGN

Metode: ISO 7827 Evaluation in an aqueous medium of the "ultimate" aerobic
biodegradability og organic compounds. Analysis of DOC.

TESTSTOFF: Avlgpsvann, NESTE-0XO Stenungsund.
TESTBETINGELSER

APPARATUR:
TEST-MEDIUM:

100 L beholder (polyetylen), med magnetrgrverk.

Avigpsvann tilsatt saltigsninger og destillert vann til en
fortynninggrad pa 41:50, (82 %).

INOKULUM: Mikroorganismer fra luftet kom. avligpsvann (NS 4749) og
effluent fra Husmann enhet (OECD) lab. anlegg.
Kimtall = 4 x 105 /ml. Tilsetning, 2 ml/L

INKUBASJON: Temperatur; 20+ 1.0 OC . Varighet: 28 dager.

REFERANSE STOFF: Anilin

20 mg C/1

Nedbrytningsgrad, DOC reduksjon: 80 % etter 7 og 90 %

etter 28 dggn.

Dato for test-start: 15.06. 1990
RESULTATER:
Lpst organisk karbon DOC
Neste-0X0 Konsentrasjon etter x dager ( mg/1 C)
0 4 7 14 21 28
T | I 1 !
Avi.vann 82% i dest.v.| 28.6 27.5 22.5 21.7 21.0 19.2
tils.neringssalter
Blank (med inoculum) 0,4 0,4 0,3 0,3
DOC korr. for blank 28.2 | 27.1 | 22.1 | 21.4 | 20.7 ' 18.9

Evaluering av DOC-data

%'DOC reduﬁsjon ettér X dage}
Dggn fra start 4 l 7 : 14 21 28
1 | I |
DOC-reduksjon 4 22 24 27 33
Diagram:

% DOC reduksjon
00

G oo ekt et et et

60.. ..............................................................................................................

F L+ DT P PP POPPIN

B0 s coveore OO UOO OO

0 [ 0 % 20 26 30
DAGER, Inkubasjon ved 20 grader ©.
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT

BIOOKSIDASJON AV LETT NEDBRYTBART ORGANISK STOFF
Evaluation in an aqueous medium of the "ultimate" aerobic biodegradability
of organic compounds. ISO 9408

TESTSTOFF: Avlgpsvann, NESTE-0XO Stenungsund.

TESTAPPARATUR: Manometrisk respirometer, WtW 2001

NARINGSL@SNING:ISO/DIS 9408 Saltligsn. A, 10 mi/L  ( 1,3 mg N/L)

INOCULUM: Effluent fra biologisk 1ab. enhet (Husmann unit) dyrket i OECD
syntetisk kloakk og Tuftet kom. avlgpsvann (NS 4749).
Kimtall/ml: 3,5-105. Tilsetning: 2 ml/L testlgsning.

INKUBASJON: Temperatur: 20 + 10 C . Varighet: 28 dager.

pH: Start 7,6 Slutt: 8,0
Testperiode: 22.08 -19.09.1990
Testkonsentrasjon: 1:1 (50% aviepsvann) 13,6 mg/L DOC

TOC-verdiene pd MF-filtrerte progver ved start (dag,) og etter 28 dggn
bionedbrytning er ikke korrigert for DOC, og DOC,g i blank-prgve (inoculum).

RESULTATER: BOD,; = 38 mg/L DOC- reduksjon = 20 %
Analyser, mg/L % DOC-
0D, 4 DOC, = DOC,g | reduksjon

Testprove (1:2) 19,0 13,6 | 10,9 20 %
BOD utvikling:
40 DOC reduksion % BOD mqlL“
O s
O < con 30
O R st
20 T . L R T TP TR PRy URUG ~ S - s S -y 20
15 T (L R T o/
B R A s 110
A .'
% 5w w2 2 %

DAGER, inkubasjon ved 20 grader C.
Middelvardi av 4 perelisller for BOD

Kommentarer: .
Biooksidasjon md1t som BOD er svert usikker, fordi det ble analysert meget hgy
konsentrasjon av nitrat i testpreven etter 28 degn. Konsentrasjonen av nitrat
ble ikke malt ved start.

Testansvarlig: H. Efraimsen

REFERANSE: 1. ISO/DIS 9408 Water Quality- Evaluation in a aqueous medium of
the "ultimate" biodegradability of organic compounds- Method by determining
the oxygen demand in closed respirometer.

2. TOC og DOC (filtrert, mf 0,45 Um) er analysert pd& ASTRO mod. 2001 TOC/TC
analysator. Oppslutningsmetoden er en UV katalysert kjemisk oksidasjon med
peroxodisulfat.
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT

NEDBRYTBARHETSTEST: REDUKSJON I LOST ORGANISK KARBON OVER 28 DGGN

Metode: Modified (Seawater) ISO 7827 Evaluation in an aqueous medium of the

"ultimate"” aerobic biodegradability og organic compounds.
Analysis of DOC in Seawater

TESTSTOFF: NESTE-0XO Stenungsund. 1:1 (50% avlepsvann) i sjevann

TESTBETINGELSER

APPARATUR: 25 L beholder (glassflaske), med magnetrgrverk.

TEST-MEDIUM: Sjgvann (fra 40 m dyp utenfor Solbergstrand forsgksstasjon)
lagret i 3 dggn ved 4 9C fgr bruk. Dekantert sjgvann ble
blandet med avlgpsvann og tilsatt 1 ml/L av lgsn. a,b,c,d.
5 mg/L NH,C1 ble tilsatt. Bl.forhold, avl./sjev. 1:2.

INOKULUM: Mikroorganismer fra luftet kom. avigpsvann (NS 4749) og
effluent fra Husmann enhet (OECD) lab. anlegg.
Kimtall = 4 x 105 /ml. Tilsetning, 0,5 ml/L
Sjevannets kimtall= 750/ml

INKUBASJON: Temperatur: 4-5 0C . Varighet: 28 dager.

Dato for test-start: 27.06. 1990

RESULTATER:

Lgst organisk karbon DOC
NESTE-0X0 Konsentrasjon etter x dager ( mg/1 C )
Stenungsund 0 4 7 14 21 2

Avl.vann 1:1 i sjevann
tils.neringssalter

13,8 13,7 13,7 13,9 13,6 | 14,0

Evaluering av DOC-data

Dagn fra start

%‘DOC reduﬁsjon ettér X dage}
| 7 | 14 | 21 :

4 28

DOC-reduksjon

Anm: Ingen nedbrytning ble pavist i lgpet av 28 dggn inkubasjon.
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Norsk institutt for vannforskning

TESTRAPPORT

BIOOKSIDASJON AV LETT NEDBRYTBART ORGANISK STOFF
Evaluation in an aqueousmedium of the "ultimate” aerobic biodegradability
of organic compounds. ISO 9408

TESTSTOFF: Avigpsvann, NESTE-OXO Stenungsund.

TESTAPPARATUR: Manometrisk respirometer, WtW 2001

NERINGSLOSNING:I1SO/DIS 9408 Saltlgsn. A, 1 ml/L (1,3 mg N/L) SJ@VANN

INOCULUM: Effluent fra biologisk lab. enhet (Husmann unit) dyrket i OECD
syntetisk kloakk og luftet kom. avlgpsvann (NS 4749).
Kimtall/ml: 4,0-105. Tilsetning: 2 mi/L testlgsning.

INKUBASJON: Temperatur: 4 + 10 C . Varighet: 28 dager.
pH: Start 7,6 Slutt: 7,6

Testperiode: 04.07 -01.08.1990 .
Testkonsentrasjon: 1:1 (50% aviepsvann) i sjevann , 14.5 mg DOC/L

TOC-verdiene pd MF-filtrerte pregver ved start (dag,) og etter 28 dagn bio-
nedbrytning er ikke korrigert for DOC, og DOC,g i %1ank-pr¢ve (inoculum).

RESULTATER: BOD,, = 31 mg/L  DOC-reduksjon = 3,5 %

Analyser, mg/L % DOC-
0D, g DoC, . DOC,g | reduksjon
Testprgve 30% 15,3 | 14,5 14,0 3,5
BOD-utvikling:
% DOC reduksjon BOD mg/L
100 50

r—DOC —¥- BOD
80..».. St - o caa

.............................................. - 40

4] 5 10 15 20 25 30
DAGER, inkubasjon ved 4 grader C.
BOD, middslverdi av triplikater

Kommentarer: Biooksidasjon viste en rask utvikling under de 7-8 fogrste
dggn av inkubaasjon, for & avta i den etterfeglgende periode.

Testansvarlig: H. Efraimsen

REFERANSE: 1. ISO/DIS 9408 Water Quality- Evaluation in a aqueous medium
of the "ultimate” biodegradability of organic compounds~- Method by
determining the oxygen demand in closed respirometer. 2. T0C og DOC
(filtrert, mf 0,45 [m) er analysert p& ASTRO mod. 2001 TOC/TC analysator.
Oppslutningsmetoden er en UV katalysert kjemisk oksidasjon med .
peroxodisulfat.
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APPENDIX 13

Metoder
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Metodebeskrivelser

TOC (Totalt organisk karbon)

Totalt o.rganisk karbon er analysert p& ASTRO mod. 2001 TOC/TC analysator.
Oppslutningsmetoden er en UV-katalysert oksidasjon med peroxodisulfat.

A.nalyserna av dygnsproverna som utférdes vid Neste Oxos laboratorium i Stenungsund
gjordes med samma analysmetod men en annan instrumentmodell (ASTRO mod. 1800 P)

DOC (Lgst organisk karbon)
Analysert som TOC etter filtrering gjennom 0.45 pm membranfilter.

@vrige metoder

For gvrige metoder vises til refererte standarder og/eller respektive bilag.

Fkstraherbart organisk halogen (EOX) klor-brom eller jod

Vannprgven ble surgjort med vann (pH ca 2) og ekstrahert to ganger
med heksan. Heksanekstraktene ble kombinert og en eventuell emulsjon
fjernet ved utsalting med natriumklorid. Ekstraktene ble vasket med
surgjort vann (pH ca 2) og terket med natriumsulfat. Ekstraktet ble
oppkonsentrert ved 40°C med svakt vakuum og N,-strem til ca 2-4 ml.
EOX ble bestemt i en delmengde av ekstraktet ved ngytronaktivering (NAA).
Ngytronaktiveringsanalysen ble utfgrt pd Institutt for Energiteknikk,
Kjeller.

Deteksjonsgrensen for ngytronaktiveringsanalysen:
EOC1 10-20 ug/l vannprgve

EOBr 1-2 " "

EOJ 1-2 " "





