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FORORD

Angpannefsreningen-IPK, vinde sig i april 1991 till NIVA med en
férfrdgan om genomféring av en kemisk biologisk karakterisering av
avloppsvatten frdn Fiskeby Bruk AB i Norrkoping. Karakteriseringen
skulle omfarta samma tester och analyser som vid en tidigare
undersokning utférd av IVL 1990.

Ent programforslag for karakteriseringen Oversindes och godkdndes
18.4.91, och ett prov av avloppsvattnet mottogs pd NIVA, Oslo 194.91.

Undersdkningen av potentiellt bioackumulerbara dmnen har utforts pd
Senter for Industriforskning (SI) av Berit Holestgl. Microtox-testerna har
utforts vid Paririndustriens Forskningsinstitutt (PFI) av Astrid Broch-
Due. Ovriga tester och analyser utfordes vid NIVA. Samtliga
medverkande tackas for bidraget.

Oslo augusti 1991

Torsten Kdllgvist



INLEDNING

Fiskeby Bruk tillverkar kartong med vitt ytskikt, limpat fr hogklassigt tryck, samt diverse
laminat. Produktionen #r returpapperbaserad och uppgar til ca. 100.000 ton per ar.

Karakteriseringar av Fiskeby Boards avloppsvatten har tidigare genomforts av IVL under 1985,
1988 och 1990. Vid den senare understkningen rapporterades problem med vissa av de biologiska
testerna p.g.a. mikrobiologisk paviixt. Av denna anledning 6nskade man genomfbra en fomyad
karakterisering efter liknande uppldggning.

Ett prov av avloppsvattnet for karakteriseringen ankom NIVA 19/4 -91 i 3 st. 25 1 plastkannor.
En del av provet fordelades p& 5 1 polyeten-kannor och frystes for de tester/analyser som inte
kunde genomforas omedelbart. ‘

PROGRAM FOR KARAKTERISERINGEN

Karakteriseringen av avloppsvattnet fore biologisk nedbrytning omfattade

Kjemiska analyser

BOD, $S028143

COD 55028142

TOC ASTRO mod. 2001

DOC ASTRO mod. 2001
Toxicitetstester

Microtox Microtox (Beckman)

Zebrafisk akut 96 t 55028162

Zebrafisk dgg/yngel S$5028193

Alger (Selenastrum) ISO/DIS 8692
Bioackumuleringstest (tunnskiktskromatografi, Renberg et al. 1980)
Nedbrytbarhetstest 1SO 9408 och ISO 7827

Efter nedbrytingstesten utfrdes en ny toxicitetstest med Microtox



RESULTAT

Kemisk karakterisering

Resultaten av den kemiska karakterisering av avloppsvattnet fore nedbryming redovisas i tabellen
nedan.

BOD;, 234 mg/l
COD 600 mg/l
TOC 143 mg/l
DOC 139 mg/l

Toxicitet

Toxicitetstesterna av avloppsvattnet fore nedbrytning gav f6ljande resultat:

Microtox EC,,, luminiscens, 5 min. % 56
Microtox EC,,, luminiscens, 5 min. % 17
Microtox EC,,, luminiscens, 15 min. A 53
Microtox EC,,, luminiscens, 15 min. % 19
Selenastrum LC,,, viixthastighet, 3 d. 9 17
Selenastrum EC,,, véxthastighet, 3 d. 9% 6.5
Selenastrum EC,,, vixthastighet, 3 d. % 3.1
Zebrafisk LC, 4d. % | >100
Zebrafisk LC,4d % >100
Zebrafisk NOEC, dgg yngeliest % 12

Med ECs, menas den koncentration av avloppsvattnet som ger 50% hémmande effekt pd den

understkta responsen (t. ex. vixthastighet). I testen med zebrafisk var responsen dodlighet
(letalitet) och resultatet anges som LCs, Analogt med detta anger ECy, och LC,, de
koncentrationer som ger 20% effekt, respektive dodlighet. NOEC (No Observed Effect
Concentration) anger den hdgsta testade koncentrationen utan signifikant effekt.

Toxicitetstesterna visade ingen akut toxicitet fér zebrafisk. Ingen dodlighet registrerades vid full
koncentration av avloppsvatten under 4 dygn, och fisken tyckies vara i god form ndr testen
avslutades. (Se bilaga 3).

Vid #gg/yngeltesten med zebrafisk registrerades inga signifikanta effekter pd klackning och
overlevnad upp till 12% koncentration (NOEC). Vid 25% klicktes bara 20% av &dggen inom 5
dygn och 80% av dggen/ynglen var d6da efter 3 dygn. (Se figur 1 och 2). P4 de dgg som inte
- klicktes utvecklades en vit hinna som bestod av bakterier och svamptrddar. Detta kan vara samma



fenomen som har rapporterats frin tidigare tester av detia avloppsvatten, men effekien &r troligen
sekunddr och indikerar att dgget har skadats. Se vidare bilaga 4.
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Figur 1. Kumulativt antal klackta dgg (%) vid olika exponeringstid. Kurvan for "0%" anger
medelvirdet for 4 koniroller.
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Figur 2. Kumulativt antal 6verlevande fiskar/agg (%) vid olika exponeringstid. Kurvan for "0%"
anger medelvirdet for 4 kontroller.



Gifteffekter p& Microtox, d.v.s. himning av ljusemision frin bakterien Photobacterium
phosphoreum phvisades vid koncentrationer 6ver ca. 5 %. EC,,-viirdet vid 15 minuters exponering

var 19% och EC,y-virdet 53% (Se bilaga 1).

Algemnas vixthastighet reducerades nigot redan vid den ldgsta testade koncentrationen, 3.6%, och
50% himning (EC,) beriknades till 17% koncentration av avloppsvatten. (Se bilaga 2).

Avloppsvatinets effekt pd algernas vixthastighet framgar av figur 3.
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Figur 3. Avioppsvattnets effekt pd vixthastigheten av Selenastrum capricornutum. Streckade kurvor
visar konfidensintervall (95%) runt responskurvan.

Bicackumulerbarhet

Vid den tunnskiktskromatografiska testen av potentiell bioackumulerbara substanser fraktioneras
et extrakt av avloppsvatten i fraktioner med olika lipofilitet Lipofiliteten anges som
fordelningskoefficient oktanol/vatten (Pgy,). Extraktet inneholl 1.7 mg/l. Det kunde inte pévisas

potentiellt bioackumulerbara dmnen i nigon av fraktionema efter kromatografering. (Se bilaga 5).

Nedbrytbarhet

Nedbrytbarheten understktes med tva olika testsystem, dels i en sluten respirometer (ISO 9408)
med spidning till 50% och dels i en 6ppen behéllare (ISO 7827) med spédning till 50% och 25%.
Testerna visade att huvuddelen av det 16sta organiska materialet omsitts snabbt. Langtids BOD (28
dygn) var 330 mg/l. 90% av syreforbrukningen skedde inom 14 dagar. Forhallandet BOD,,/COD
var 55%. Reduktionen av DOC efter 28 dygn var 89% i bigge testerna. Syreftrbrukningsforloppet
och DOC-reduktionen i respirometertesten visas i figur 4. Ytterligare dokumentation aterfinns i
bilaga 6.
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Figur 4. Forlopp av syreforbrukning och DOC vid nedbrytbarhetstesten (ISO 9408)

Toxicitet efter nedbrytning

Eftersom avloppsvattnet spéddes 1:1 vid nedbrytbarhetstesten och ytterligare spddning méste géras
vid testen, kunde koncentrationer &ver 23% inte testas pi Microtox. Vid denna koncentration hade
avloppsvattnet ingen gifteffekt pd Microtox-systemet. Vid motsvarande koncentration av
avlioppsvatten fore nedbryining var himningen ca. 40%. Det innebdr att gifteffekten hadde
reducerats vid nedbryiningen.



BILAGA 1

Toxicitet - Microtox
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NIVA
Postboks 69 Korsvoll
0808 OSLO 8

Att.: Torstein Kallgvist

Vinderen 91.06.11
29303/abd

MICROTOXTEST AV VANNPROVER

Prgver:

Tirsdag 4. juni 1991 mottok vi via SI (Berit Holestgl) 2 stk. vannprgver for Microtox-
testing: .

Flaskene hadde fglgende merking:
- Fiskeby 19.04.19
- 91063 gf/c-filtr. etter 28 d nedbrytning
Testmetode:
Prgvene er testet for toksisitet v.h.a. Mikrotox.
Testen er utfgrt etter "Microtox Standard-metode og Microtox 100%-metode slik de stir
beskrevet i Microtoxmanualen "How to run toxicity tests using the Microtox Model 500",

Microbics Corporation, Carlsbad, California, USA.

Benyttet referansesubstans: ZnSO,*7TH,O

Forbehandling av prgvene:

pH i prgvene ble justert til 7.0 og sentrifugert fgr testing.

Papirindieriens Forskningsinstitutt/ The Norsegian Pulp and Paper Rescarch Institute

Besoh/Visiting: Post: Telefon: Phone: Telelan: Teles:

For<kningsveien 3 Box U3 Vinderen (027 1RO (=172 10000 (=17 0) o8l 1t T8I
N-0319 OSLO 3

Bank:
ARBE bank
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Resultat:

Prgve EC505 i EC50,5 min Metode
vol% vol%

Fiskeby 56.3 (39.6-80.0) 52.8 (37.5-74.5) Std.

19.04.91

Fiskeby 57.4 (37.9-86.7) 60.5 (41.0-81.2) 100%

19.04.91

91063 gf/c Denne prgven er ikke toksisk i Microtox-systemet. Reduksjon i

lysintensiteten i fortynninger opp til 45.5 vol% er som for

blindprgven.

Referansesubstans: EC50,s ,,,=6.6 mg/liter ( 6.0-7.1)

Tallene i parentes angir 95% konfidensintervall

Det gjgres oppmerksom pa at utfgrelse etter 100%-metoden innehar stgrre usikkerhet enn

Standardmetoden.

Med hilsen

Papirindustriens Forskningsinstitutt

// % «, ‘l / ?w o -
L /{/ /'77 ¢ ,’ ,(/ - (:D"(z(,,{/”
Astrid Broch-Due

4 vedlegg
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BILAGA 2

Toxicitet - Selenastrum capricornutum
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Norsk institutt for vannforskning NIVA

Testrapport

Toksisitetstest med alger, ISO 8692, OECD 201

Teststoff: Avigpsvann fra Fiskeby Board, april 1991

Test data

Organisme:
Testparameter:
Stamkultur:
Start dato:
Konsentrasjoner:
Test medium:
Inkuberingsutstyr:
Dyrkingsflasker:
Lys:
Temperatur:

pH

Vekstmaling:

Beregning av EC,,

%

Beregning av NOEC *

Resultater

Celletetthet p& hvert mlepunkt, den beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i hver kolbe er vist pa

Selenastrum capricornutum NIVA CHL1
Veksthastighet fra start til 72 timer

Semikontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)

1.591

3.6,5.7,9,14,22.5,36,57,90 %
1SO 8692
Gyngebord

100 ml stdkolber med 50 ml medium
70 uE m? s, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffrgr

20 °C

Start : 7.0 ( kontroll), 7.15 (90% kons.). Etter 72 tim.: 7.15 (kontroll), 7.19

(90% kons.)

Partikkeltelling med Coulter Multisizer
Probit transformering og liner regression av probit verdier mot log
konsentrasjon.

t-test

vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ved ulike konsentrasjoner av teststoff er listet lengst ned pd &
skjemaet. Vekstkurver for hver konsentrasjon av teststoffet er vist i figur 1. Konsentrasjon/responskurven er

vist i figur 2.
Parameter Enhet EC,, 95% konf. int. EC,, 95% konf. int. NOEC
Veksthastighet | % kons. 17 15.7-18.2 3.1 2.7-36 <3.6
Areal % kons. 3.8 3.5-4.1 1.1 09-13 <<3.6
Ansvarlig for testen:  Torsten Killgvist

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

* NOEC = Hgyeste testede konsentrasjon uten signifikant effekt

Ref: Staub (1961): Emirungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria
rubescens D.C. Schweiz. Z. Hydrol. 23: 82-198.
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mill. celler/l

1000 e

100 > /"C,/

® 3.80%
-t 9.00%
g 22.50%
-0 57%

e Kontroll

Timer

Fig. 1. Vekstkurver for Selenastrum capricornutum i ulike konsentrasjoner av avigpsvann fra Fiskeby Bruk.

Veksthastighet (% av kontroll)

50 1 N
40 - :
30 - :
20 :
10 1 :
1 10
Konsentrasjon (%)

Fig. 2. Effekt av avlgpsvann pa veksthastigheten til Selenastrum capricornutum. Den heltrukne linien viser

konsentrasjon/responskurven med 95% konfidensintervall (strekede linier).
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TEST:»>> ISO 8692 Algal toxicity test Dato>>> 1.5.91
TESTSTOFF>s>>>  Avlgpsvann fra Fiskeby Board, april 1991.
TESTALGE>»>>>>  Selenastrum capricornutum Medium SO
INOKULUM>>>>> 5 mill. celler/l
Dag 1 Dag 2 Dag 3 Areal Areal% V. hast. V.hast%
Timer: 24 48 75
mill/l mill/ mill./l
Kons. 1 3.60% 25 118 1008 16902 55 1.70 20
25 124 993 16853 55 1.69 90
25 124 929 15989 52 1.67 89
Kons.2 5.70% 19 73 625 10440 34 1.55 82
17 83 575 9972 33 1.52 80
17 81 605 10326 34 1.53 81
Kons. 3 9.00% 14 57 260 4985 16 1.26 67
14 55 258 4907 16 1.26 67
12 60 208 5526 18 1.31 69
Kons. 4 14% 11 46 103 2513 8 0.97 51
11 51 104 2654 9 0.97 51
8.3 30 78 1702 6 0.88 47
Kons. 5 22.50% 8.7 22 33 900 3 0.60 32
104 27 47 1258 4 0.72 38
9.9 26 56 1342 4 0.77 41
Kons. 6 36% 9.9 18 30 787 3 0.57 30
9.9 16 34 790 3 0.61 32
9.1 14 23 571 2 0.49 26
Kons. 7 57% 95 11 15 396 1 0.35 19
10 11 21 489 2 0.46 24
10.2 14 18 530 2 0.41 22
Kontroli 36 198 1673 28184 92 1.86 99
36 206 1636 27888 91 1.85 98
37 206 2000 32826 107 1.82 102
34 200 1879 30968 101 1.90 101
33 220 1844 30981 101 1.89 100
37 220 1943 32414 106 1.91 101
MIDDELVERDIER
0.04 Mv: 25.00 122.00  976.67 16581 54.29 1.69 89.40
St. d. 0.00 2.83 34.26 419 1.37 0.01 0.60
0.06 Mv. 17.67 79.00 601.67 10246 33.55 1.53 81.19
St. d. 0.94 4.32 20.55 199 0.65 0.01 0.58
0.09 Mv. 13.33 5733 27200 5139 16.83 1.28 67.70
St. d. 0.94 205 18.40 275 0.90 0.02 1.12
0.14 Mv. 10.10 42.33 95.00 2289 7.50 0.94 49.76
St. d. 1.27 8.96 12.03 419 1.37 0.04 226
0.23 Mv. 9.67 25.00 4533 1167 3.82 0.70 36.97
St. d. 0.71 2.16 9.46 191 0.63 0.07 3.73
0.36 Mv. 9.63 16.00 29.00 716 234 0.56 29.58
St. d. 0.38 1.63 4.55 102 0.34 0.05 2.76
0.57 Mv. 9.90 12.00 18.00 472 1.54 0.41 21.55
St. d. 0.29 1.41 245 56 0.18 0.04 2.33
Kontroll  Mv. 3550 20833 1829.17 30543 100.00 1.89 100.00
St. d. 1.50 8.75 133.26 1902 6.23 0.02 1.25
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BILAGA 3

Akut toxicitet - Zebrafisk
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Akutt toksisitet, sebrafisk

Testmetode

Testen er utfgrt i overensstemmelse med Norsk Standard NS 4757 som er identisk med Svensk
Standard SS 028162, 1981:"Bestimning av kemiska produkters akuta toxicitet for sotvattenfisk,
Semistatisk metod".

Testorganisme

Sebrafisk (Brachydanio rerio) i lenger p& 30 +- 3 mm ble benyttet som testorganisme. Fisken var
innkjgpt fra akvarieforretning og oppbevart i laboratoriet i en periode pd mer enn 14 dager for
forsgket startet.

Utfarelse

Forsgket ble bare utfgrt som "prelimindrt prov" i glassakvarier med 5 1 testlgsning og 5 fisk.
Testlgsningen ble luftet lett i forspksperioden som var 4 dggn. Lgsningen ble skiftet hvert dggn.
Fisken ble observert flere ganger daglig. Temperaturen under forsgket varierte mellom 24.6 og 21
°C. En kontrolltest med vann uten innblandning av avlgpsvann ble utfprt samtidig.

Resultater

Det oppsto ingen dgdelighet hverken i kontrollen eller i ufortynnet avlgpsvann i lgpet av
testperioden. Fisken var tilsynelatende i god form ved forsgkets avslutning. Avlgpsvannet viste
siledes ingen akutt giftighet overfor sebrafisk.

Ansvarig for testen: Magne Grande



23

BILAGA 4

Toxicitet pd dgg och yngel av zebrafisk
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Toksisitet for egg og yngel av sebrafisk
Testmetode

Testen er utfgrt i overensstemmelse med Norsk Standard, NS 4663; "Bestemmelse av toksisitet for
egg og yngel av ferskvannsfisk, semistatisk metode". Denne standard er identisk med Svensk
Standard SS 028193-1988: "Bestdmning av toxicitet for embryoner och yngel av sttvattensfisk,
semistatisk metod".

Testorganisme

Det ble benyttet sebrafisk (Brachydanio rerio) innkjgpt i akvarieforretning. Fisken ble holdt i
laboratoriet ca. 2 maneder fgr forsgkets start. Produksjon av egg ble foretatt i overensstemmelse
med NS 4663, Bilag A.

Utfarelse

Forsgkene ble utfgrt som angitt i standarden. Sebrafisken som ble satt til lek (gyting) om kvelden
gytte morgenen etter i tidsrommet 730-830. 30 egg ble lagt i SO ml petriskdler med forskjellige
konsentrasjoner av avlgpsvann. Etter et dggn ble de dgde eggene plukket ut slik at det ble 20 egg

igjen i hver petriskdl. Egg og yngel ble observert daglig inntil alle var klekket og yngelen begynte
 4dg 1 stgrre omfang etter ca. 12 dpgn. Forsgkene ble da avsluttet. Egg og yngel ble hvert dggn
flyttet over til skler med ny lgsning. Temperaturen under forsgkene varierte fra 25-27 °C, med et
enkelt fall i temperaturen en dag til 23 °C. Dette hadde tilsynelatende ingen effekt pa resultatene.
pH, oksygen i Igsningene samt dgdelighet av nylagte egg var for gvrig innenfor de rammer som
standarden forutsetter.

Resultater
Resultatene fremgér av tabell 1-3 og figur 1-3.

Det ble registrert forholdsvis stor forskjell i klekkingstid i de 4 kontroll-lgsningene. I tre av disse
var imidlertid klekkingen 100% etter 4 dggn, og middelverdien for alle kontrollene var 95%.

Klekkingen ble sterkt pavirket av avligpsvann i konsentrasjoner ned til 25%. Effekten besto i at
eggene ble dekket av et hvitt lag som besto av sopp og bakterier. Dette var sannsynligvis en
sekundereffekt som fglge av beskadigelse av egghinnen. Dette resulterte i at eggene ikke klekket.
Overlevingen var da ogsa bare 20% eller mindre i disse konsentrasjonene. I 12% konsentrasjon og
lavere var det ikke signifikante effekter hverken pa klekketidspunkt eller overleving. Hgyeste
konsentrasjon uten signifikante effekter (NOEC) var sdledes 12% (120 ml avlgpsvann/l).
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Tabell 1. Kumulativt antall klekte (%) egg ved forskjellig eksponeringstid.

Avigpsvann Dogn

%o 1 2 3 4 5

0 65 100 100 100 100

0 0 20 40 100 100

0 5 10 35 80 85

0 0 100 100 100 100

1 45 100 100 100 100

3 45 100 100 100 100

6 30 65 75 80 80

12 10 70 75 75 75

25 0 0 15 20 20

50 0 0 0 10 10

75 0 0 0 0 0

100 0 0 0 0 0

Tabell 2. Kumulativt antall (%) dgde fisk ved forskjellig eksponeringstid
Avlgpsvann dagn

%o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 ] 12
0 0 0 0 5 5 5 5 5 1156 | 15| 15 | 40
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 1 20
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 5 | 50
1 0 0 0 0 0 5 5 5 5 5 10 | 25
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25
6 0 0 0 0 0 | 20| 201 20 | 25 | 25| 25 | 40
12 0 0 5 | 1525|251 25| 25| 25| 25| 25| 35
25 0 0 | 8 | 8 | 8 | 80 | 8 | 8 | 80 | 8 | 80 | 100
50 0 0 | 80| 9 | 90| 90| 90 | 90 § 90 | 95 | 100 ; 100
75 0 0 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
100 0 15 { 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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Tabell 3. Mediane klekke-og overlevelsesperioder (dggn) ved ulike konsentrasjoner (%) av avlgpsvann

Avigpsvann Median klekketid Median overlevelsestid
% dggn dggn
0 0.75 >12
0 32 >12
0 34 >12
0 1.5 >12
1 1.1 >12
3 1.1 >12
6 1.6 >12
12 1.7 >12
25 >4 2.5
50 >4 2.5
75 >4 2.5
100 >4 2.5

Kummulotivt antall kiekte egg (%)

e B ®(30/

———— {0,

—— "3,

—t

"6%

i "12%
e "25%
—&— "50%
—O0— "75%

T "100%

¥
2 25
Dogn

Figur 1. Kumulativt antall klekte egg (%) ved forskjellig eksponeringstid. Kurven for "0%" angir

middelverdien for 4 kontroller.
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& "12%
90— "25%

e u50%

kumnulativ antall overievende (%)

° "75%

—— "100%

Figur 2. Kumulativt antall overlevende fisk/egg (%) ved forskjellig eksponeringstid. Kurven for "0%" angir
middelverdien for 4 kontroller.

12 = & @
10 +
8 £ -
- —=—— QOverleveise
6 —
§ —&— Klekking

o1 EEX

o b i

1 10 100
Avigpsvann (%)

Figur 3. Tid for 50% overlevelse og klekking av sebrafisk som funksjon av konsentrasjon av
avigpsvann.
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BILAGA 5

Potentiell bioackumulerbarhet
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I‘:}}‘I{Aﬁﬁn st NORSK INSTITLTT FOR | SENTER FOR
' VANNFO ¥
Postboks 69 Korsvoll | |/ bO*SK 5 /G lNDUST RIFORSKNING
0808 Oslo 8 ' Cénter for Industrial Research

Sck A qo l ‘Y

Mottarr 22 'r Rappon
Deres ref. Vér ref. Direkte innvalg Dato

Berit Holestel 452824 15.05-91

Oppdragets tittel . Oppdrag nr
BESTEMMELSE AV POTENSIELT BIOAKKUMULERBART 114401-045
MATERIALE I EN VANNPROVE. 1-91-048

Den 22.04.91 ble det mottatt en frosset prove merket "Fiskeby 19.04-91".Potensielt
biocakkumulerbart materiale skulle bestemmes med tynnsjiktskromatografi og
gasskromatografisk analyse med ﬂanune;omsas;onspnsdetektor(FID)

ANALYSEMETODE (se vedlegg)

RESULTAT

TEistrakt | fraksjonering | Applikasjonssone | log Pgy,>10° | log Poy>103-10°

= For TLC ‘Fraksi.1 Fraksij.2 Fraksij.3

surt 1.7 mg/1 ip*# ip* ip*

* jkke pavist

Med vennlig hilsen

SENTER FOR INDUSTRIFORSKNING )

e Lowd Uesenle, Fuil otes
\«v—
Arme L.Kvernheim Bent Holestel
/

Vedlegg: 5
Postadresse, Postal Address: Kontoradresse, Office Address. Telephone: Telex: Telefax: Bank: Postairo Acc:
Postboks 124 Blindern, Forskningsveien 1, +47-2-452010 71536 SIN +47-2-45 20 40 Kreditkassen 5160593

N-0314 Oslo 3, Norway Oslo 3 6039.05.16625
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VEDLEGG

METODE FOR BESTEMMELSE AV POTENSIELT BIOAKKUMULERBARE SUBSTANSER

Surt ekstrakt

Vannprgven ble fgrst ekstrahert 2 ganger med sykloheksan ved pH ca 2
(justert med svovelsyre). Eventuell emulsjon ble fjernet ved
utfrysing. Ekstraktene ble kombinert, vasket med vann pH ca 2 og
torket med natriumsulfat. Ekstraktet ble oppkonsentrert til lite
volum (1-5 ml), analysert gasskromatografisk og viderefraksjonert

pd tynnsjikt (TLC) i tre fraksjoner.

I Fraksjon: Applikasjonssone
II " : Pow >10°
III " : Pow 103 - 105

Lipofile eller potensielt bioakkumulerbare organiske forbindelser ble
bestemt ved tynnsjiktskromatografi av sykloheksanekstrakter av vann-
provene. Metoden er en tillempning av en metode utarbeidet av Lars
Renberg et al.!) Substanser med en fordelingskonstant oktanol/vann
Pow >103 ble regnet som potensielt bioakkumulerbare. Fraksjonene

ble utskrapt og ekstrahert med sykloheksan/isopropanol (1:1) 3 ganger.
De samlete ekstraktene ble ristet med vann pH ca 2. Sykloheksan-
ekstraktet ble vasket med surt vann og tgrket med natriumsulfat.

Den potensielt biocakkumulerbare mengden i hvert ekstrakt ble bestemt
ved gasskromatografisk analyse med flammeionisasjonsdetektor (FID).
Arealet av de enkelte toppene relatert til en indre standard C,gHjg
ga et mdl 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 lik respons med den utvalgte indre
standarden. VAr erfaring er at responsen med FID-detektor for ulike
organiske forbindelser kan variere med opptil 50%. Dette betyr at
metoden m& betraktes som semikvantitativ. Blindprgve ble opparbeidet
og kjort parallelt med proveekstraktet.

Forsgksbetingelser ved GC analysen: Kapillarkolonne, fused silica, DB5,
1. 30 m 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

standard: n-C,gHyg = 106.9 ug/ml

1) Lars Renberg et al., Chemosphere, Vol. 9, 1980, s.683-691
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BILAGA 6

Nedbrytbarhetstester
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Norsk institutt for vannforskning NIVA

TESTRAPPORT

BIOOKSIDASION AV LETT NEDBRYTBART ORGANISK STOFF

Evaluation in an aqueous medium of the "ultimate® aercbic biodégradability
of organic compounds. IS0 9408

Oppdrag nr.: 91063

TESTSTOFF: Avigpvann. Fiskeby Board AB

TESTAPPARATUR: Manometrisk respirometer, WTW 2001
NERINGSLOSNING: ISO/DIS 9408 Saltlgsn. A, 10 mi/L (1,3 mg N/L)

INOCULUM: Blanding av aktiv-slam fra lab. enhet (Husmann unit) dyrket i
OECD syntetisk kloakk og luftet (2 degn)kom. avigpsv. (NS 4749).
Sentrifugert, vasket §2x) o? resuspendert i fortynningsvann.

Kimtall: 7,9-10%/mg STS. Tilsetning: 20 mg STS/L.

INKUBASJON: Temperatur: 20 £ 1 0 C . Varighet: 28 dager.
pH: Start 7,4 Stutt: 7.4

Testperiode: 23.04.91 - 21.05.1991

REFERANSE-STOFF: Anilin, 20 mg C/L Lag-fase 2 dagn

Nedbrytningsgrad: DOC-reduksjon, 97 % etter 28 dggn.

Sammenlignet ned anilinkontrollen ble det jkke observert hemningseffekt i
blandinger av anilin og testpreve ved de anvendte testkonsentrasjoner.

Konsentrasjon av TOC i avigpsvannet: 143 mg/L
Konsentrasjon av DOC i avigpsvannet: 139 mg/L

Karbon-verdiene som DOC ved start (dag,) og etter 28 dggn bionedbrytning er
korrigert for DOC, og DOC,s i blank-pregve (inoculum).
(DOC=Lgst organisk karbon, BOD=Biokjemisk oksygenforbruk)

RESULTATER: DOC- reduksjon = 89 % BOD,s = 330 mg/L
Fort. Analyser, mg/L. DOC reduksjon

grad BOD, 5

DOC, | DOC; % poc,, % DOC,s % mg/i

1:4 I} 33,2| 8,15 75 4,42 87 3,65 89 83

IT| 33,4 3,53 89 82

1:2 1] 66,2 7,87 88 162

Kommentarer: DOC-red. og BOD utvikling:

Det ble pavist et meget rask bio-

” _ BOD mg/L % DOC red.
kjemisk oksygenforbruk og DOC- 400 100
reduksjon. Dette viser at meste- :
parten av de organiske stoffene er szor - e
lett nedbrytbare. NO;-N analyser

ell : are. i \ 240l e e
paviste ikke nitrifikasjon under
inkubasjonen. ss0k o e

8ol i 20
L—- BOD ¥ % DOGC rod. '
o s t . . . [+]
1) 5 0 18 20 25 30
DAGER, inkubasjon ved 20 grader C.
Testansvar-} ’i g : H . Efra'imsen Midgaslverdl av duplikater lor BOD

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

2. DOC er analysert pad ASTRO mod. 2001 TOC/TC analysator.
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Norsk Institutt for Vannforskning

TESTRAPPORT:
BI1OOKSIDASJION AV ORGANISKE FORBINDELSER I VANN

Evaluation in an aqueocus medium of the "ultimate" aerobic
biodegradability of organic compounds. ISO 7827 DOC analysis.

Oppdrag nr.: 91063

TEST STOFF: Avigpsvann. Fiskeby Board AB

TESTBETINGELSER

APPARATUR: 10 L Glass flasker

TEST-KONSENTRATSJON: 1 : 2 (50 %)fortynnet i BOD-fortynningslegsning.

TEST-MEDIUM:ISO 7827 Fortynningslgsning tilsatt naringssalter
Tilsats av lgsn. A: 5 ml /L. ‘
N-kilde:5 mg/L NH,C1. Standard av gvrige lgsninger.

INOKULUM:  Blanding av aktiv-siam fra lab. enhet (Husmann unit)
dyrket 1 OECD syntetisk kloakk og luftet 22 dggn) kom.
avigpsv. (NS 4749). Sentrifugert, vasket (2x) og
resuspendert i fortynningsvann.
Kimtall: 7,9-104/mg STS. Tilsetning: 20 mg STS/L.

INKUBASJON: Temperatur; 20+ 1.00 C . Varighet: 28 dager.
' pH, start: 7,4 pH, slutt: 7,4

Testperiode: 23.04.- 21.05. 1991

REFERANSE STOFF: Anilin 20 mg C/1. Nedbrytningsgrad, DOC reduksjon:
97 % etter 28 dggn.

RESULTATER
DOC reduksjon etter 28 dggn inkubasjon: 838 %

Kommentarer: DOC-reduksjon kurve:

Bionedbrytningen malt som DOC % DOGC red.
reduksjon gikk meget raskt. 1o

Hele 65 % reduksjon ble det ke

pavist etter 5 dagn. 8

80

40

20 - o
l %~ % red.DOC '

0 5 10 15 20 25 30
DAGER, Inkubasjon ved 20 grader C.

Harry Efraimsen
Testansvarlig

REFERENCE: IS0 7827 Evaluation in an aqueous medium of the "ultimate" aerobic
biodegradability of organic compounds. DOC analysis.
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BIOOKSIDASJON I FERSKVANN DATA SKJEMA
Test laboratorium: Norsk Institutt for Vannforskning, NIVA

Produkt: Avlepsvann. Fiskeby Board AB

Metode: Kontinuerlig omrgring (ISO 7827 DOC analysis).

Dato for test-start: 23.04. 1991

Avlgpsvannets karbon-innhold: 143 mg/1 TOC
Konsentrasjon i test-lgsningen: 67.7 mg/1 DOC

Inoculum: Mikroorganismer i effluent aktiv slam anlegg + luftet kloakk
vann. Tilsats: 20 mg/L Suspendert stoff.
Lgst organisk karbon DOC

Fi. Konsentrasjon etter x dager ( mg/1 C )
Nr. 0 7 14 21 28
T T | T
Teststoff| 1 Ty 66.0 25.5 9.6 8.5 7.86
testvann+| 2 5 67.4 23.6 9.6 8.8 7.84
nerings-
salter. Ct Snitt 67.7 | 24.0 1 9.6 ' 8.65 | 7.85
1 [ l f
Blank 1 b, 0.47 0.57 0.58 0.7
tettvann+| 2 b, 0.63 0.72
nerings-
salter. Cb1l Snitt 0.55 1 1 0.57 1 0.6 ! 0.7

Evaluering av réd-data

T ; T
DOC-konsentrasjon % DOC reduksjon etter x dager
- blank 7 ‘ 14 ! 21 ! 28

¥ a T
Ct-Cbit

Snitt Dt=[1~ }-100 65 86 88 89

Dt = % DOC reduksjon ved tid t.

C, = DOC konsentrasjon ved start.

Ct = DOC konsentrasjon ved tid t.

Cbl, = DOC konsentrasjon i blank ved tid start.

Cb1t DOC konsentrasjon i blank ved tid t.

Carbon analysator:

Karbon ble analysert pa ASTRO 2001 TC/TOC analyzer.



