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1. BAKGRUNN

Apothekernes Laboratorium (A.L.) henvendte seg i desember 1991 til NIVA for 4 f4 foretatt en
gkotoksikologisk karakterisering av delavlgpsvann fra produksjon av ulike produkter. Etter forslag
fra Statens Forurensningstilsyn (SFT) skulle karakteriseringen omfatte en screening-toksisitetstest
(Microtox), test av biologisk nedbrytbarhet og bioakkumuleringspotensiale. Undersgkelsen ble
bestilt av A.L. i brev av 15 september 1992 og arbeidet ble startet samme méned.

Karakteriseringen er utfgrt ved Senter for Industriforskning (SI) og NIVA

2. BESKRIVELSE AV AVL@PSVANN

Prgvetakingen ble utfgrt av A.L. etter et program som var godkjent av SFT (Se vedlegg 1).

Prgvene omfattet avlgpsvann tatt ut ved produksjon av fglgende produkter

Nr Produkt Prgvetakingstidspunkt
1 Flux/fludent tabletter 11/9 kl. 15.00
2 Pinex tabletter 04/9 kl. 15.00
3 Antineuralica tabletter 24/8 k1. 19.00
4 Apocillin tabletter 10/9 k1. 15.00

Prgvene ble tatt med en mengdeproporsjonal prgvetaker innstilt slik at 0.25 1 prgve ble tatt ut for
hver m3 avlgpsvann. Prgvene ble samlet i en 25 1 plastbeholder, som ble tgmt om morgenen de
dager prgver skulle tas ut. Ved slutten av dagen ble 2 1 av prgvevolumet som var samlet opp den
samme dagen tatt ut pd en polyetenflaske som ble plassert i fryser intill alle prgvene var tatt.

Prgve 3 (Antineuralica) ble ved en feiltagelse tatt ki. 15.00. Da det etter kI 15.00 og frem til kl.
19.00 ble foretatt vask av produksjonsutstyret, ble det i den tiden samlet opp en ny prgve som ble
blandet sammen med prgven fra kl. 15.00.

Prgvene ankom nedfrossne til NIVA 15. september. De ble satt til langsom tining i kjglerom og
oppbevart ved 3-4 °C til testene ble startet. Nedbrytbarhetstesten ble startet 16. september og



delprgver levert til SI for Microtokstest og bioakkumulerbarhetstest 17. september.

3. TESTPROGRAM

Karakteriseringen av de tre prgvene omfattet undersgkelse av gifteffekter med en screening-metode
(Microtox) som er basert pi hemming av lysproduksjonen i luminiscerende bakterier
(Photobacterium phosphoreum).

Toksisitetstesten utfgres ved at bakteriene eksponeres for en konsentrasjonsserie av avlgpsvannet
fortynnet i et sjpvannsmedium. Testorganismenes respons (lysutsendelse) blir s4 mdlt etter 5 og 15
min. eksponering med et spesielt fotometer. Resultatene kan tegnes opp i et kon-
sentrasjon/responsdiagram, som viser hvordan gifteffekten endres med konsentrasjonen av
teststoffet. Fra responsdiagrammet kan den konsentrasjon som gir 50% effekt pd den mélte
responsen utleses. Denne konsentrasjon betegnes ECs5y  EC stér her for "effect concentration”.

For avlgpsvann hvor toksisiteten var for lav til at EC5 verdien kunne bestemmes ble det benyttet
en annen prosedyre (100% metoden) for 4 bestemme graden av lyshemming i ufortynnet
avlgpsvann.

Microtox-testen er utfgrt av Sl

Nedbrytbarheten av organiske forbindelser i avigpsvannet ble undersgkt i henhold til ISO/DIS
9408 (respirometrisk nedbrytbarhetstest). Ved testen méles forbruket av oksygen ved aerob
nedbrytning fortlgpende i 4 uker. Det biokjemiske oksygenforbruket (BOD) blir sammenlignet
med det kjemiske oksygenforbruket ved oksydering med dikromat (CODg,) Dessuten méles
reduksjonen av innholdet av DOC ved analyser ved start og slutt.

Prgven ble fortynnet til 15-60 mg lgst organisk karbon (DOC) pr 1, i destillert vann tilsatt
uorganiske salter. Et inokulum av mikroorganismer fra aktivslam ble tilsatt. Prgvene ble inkubert i
lukkede, mgrke flasker som var tilkoblet manometre. Karbondioksyd, produsert ved nedbrytningen
ble absorbert i lut i en beholder inne i flasken. Oksygenforbruket ble avlest fortlgpende pa
manometrene. DOC-analysene ble utfgrt med en Dohrmann DC-190 karbonanalysator.

Organiske forbindelsers potensiale for akkumulering i biologisk materiale er hovedsakelig bestemt
av lipofiliteten som kan mdiles med fysisk/kjemiske tester, f. eks. ved undersgkelse av



fordelingskoeffisienten oktanol/vann. Undersgkelsen av avlgpsvannene ble gjort med en
tynnsjiktskromatografisk metode hvor fraksjoner med log P, -verdier fra 103-10% og >10% blir
separert for kvantifisering med gasskromatografi. '

Undersgkelse av fordelingskoeffisienten (P, ) er utfgrt av SL

4. RESULTAT

Resultater av toksisitetstester med Microtox, og tester av bioakkumuleringspotesnsiale er
sammenstilt i vedlegg 1. Nedbrytbarhetstestene er rapportert i vedlegg 2.

4.1 Giftighet

Avigpsvannet fra flux/fludent var den eneste av prgvene som var toksisk i Microtox-testen, mélt
med normalmetoden og EC,-verdien ble beregnet til 8.2 vol%. For 4 fi en innbyrdes gradering av
de lavtoksiske prgvene, ble 100% screeningtesten utfgrt 2 dager senere. Resultatene er presentert i
tabell 1, og indikerer at det er forskjeller i giftighet mellom prgvene. Vérdiene er oppgitt som %
lysminsking i ufortynnede prgver. Hemmingen var minst i Antineuralica og noe hgyere i Pinex og
Apocillin. Prgven av Flux/fludent ble tatt med ogsd i denne testen. Toksisiteten hos Flux/fludent
var da sunket slik at den var mélbar ogsd i screeningtesten. Dette indikerer at toksisiteten synker
raskt med tiden (prgven var oppbevart i kjgleskap). Test av en helt fersk prgve ville derfor kanskje
vist noe hgyere giftighet.

Tabell 1. Lysminsking i %, malt etter 100% screeningmetoden med Microtox.

Avlgpsvann Lysminking (%) Lysminking (%)

5 min. eksponeringstid 15 min. eksponeringstid
Flux/fludent 71 68
Pinex 33 , 24
Antineuralica 7.3 ‘ 23
Apocillin 53 48




4.2 Potensiell bioakkumulerbarhet

GC-kromatogrammene etter tynnsjiktskromatografi viser at prgvene inneholder potensielt
bioakkumulerbare stoffer med P, -verdier >103. Beregnede mengder i forhold til en indre standard
er presentert i tabell 2. Tallene i parentes viser den bioakkumulerbare fraksjonen av ektraherbart
organisk stoff, bestemt som areal av GC-kromatogrammer.

Tabell 2. Ekstraherbart organisk stoff og fraksjoner av dette med P, 1037106 og >108

Prgve Fraksjon fgr Log P >106 LogP,, 103-10°
tynnsjikt Fraksjon 1 Fraksjon 2
Flux/fludent 1.3 mg/l 0.84 mg/1 (64.6%) 20.08 mg/1 (26.1%)
Pinex 1.5 mg/1 1.3 mg/1 (86.7%) 0.3 mg/1 (20%)
Antineuralica 5.2 mg/l 5.2 mg/1 (100%) ikke pavist
Apocillin _ 1.3 mg/l 1.1 mg/1 (84.6%) ikke pavist

4.3 Biologisk nedbrytbarhet

Oksygenforbruket ved aerob nedbrytning og reduksjonen av Igst organisk stoff ved
nedbrytbarhetstestene vist at samtlige avlgpsvann i hovedsak inneholdt lett nedbrytbart organisk
stoff. I tabell 3. er verdier for kjemisk oksygenforbruk (COD(,), biijenﬁsk oksygenforbruk i Igpet
av 28 dggn (BOD,y), 1gst organisk karbon ved start (DOCy) og etter 28 dggn (DOC,g) samt
reduksjonen av DOC presentert.

Den hgye nedbrytningsgraden vises av forholdet BOD/COD og av DOC reduksjonen. BOD/COD
er over 70% med unntak for Apocillin-avlgpet hvor det er 59%. DOC-reduksjonen er ogsd lavest i
Apocillin-avigpet (70%) og ellers 77-97%. Forlgpet av oksygenforbruket som fremgér av figurer i
vedlegg 2 viser at nedbrytningen skjer raskt uten lag-fase i starten og at mesteparten er omsatt i
1gpet av den fgrste uken.

Ved karakterisering av enkelt-kjemikalier er det vanlig 4 bruke minst 70% reduksjon i DOC i lgpet

av en 28-dggnstest som grenseverdi for klassifisering som "lett nedbrytbar". Ved testing av




avlgpsvann har en slik grenseverdi begrenset verdi fordi avlgpsvann kan inneholde flere organiske
stoffer med ulik nedbrytbarhet. Selv om >70% av DOC blir omsatt ved testen kan restfraksjonen
bestd av tungt nedbrytbare forbindelser. Likevel viser testene av avlgpsvannene fra Apothekernes
Laboratorium at mesteparten av de organiske forbindelsene er lett nedbrytbare.

Tabell 3. Resultat fra nedbrytbarhetstester. Verdiene er angitt som mg/l ufortynnet prgve.

Avlgpsvann COD¢, BOD,g DOC, DOC,g DOC-red
Flux/fludent 1250 1075 355 10.5 97 %
Pinex 900 647 246 56 71 %
Antineuralica 1355 1010 407 52 87 %
Apocillin 590 350 155 46 70 %
5. KOMMENTARER

Karakteriseringen av avigpsvann fra 4 ulike produksjoner ved Apothekernes Laboratorium har vist
at disse inneholder organiske forbindelser som til stgrste delen er lett nedbrytbare. Microtox-
testene viser at giftigheten av hovedkomponentene er lav. Kun avigpsvannet fra Flux/fludent-
produksjon viste >50% hemming av bakterienes lysutvikling. Den reduserte giftvirkningen ved
gjentatt testing tyder p4 at det var en kjemisk ustabil eller lett nedbrytbar komponent som var drsak
til giftvirkningen.

En liten andel av de organiske komponentene (anslagsvis 0.2-1%) i avlgpsvannene ble
ekstraherbart i sykloheksan. De ekstraherbare fraksjonene var til stgrste delen lipofile organiske
forbindelser med log P,,,>10% som kan vere bioakkumulerbare.

Undersgkelsen viser ikke hvorvidt de potensielt akkumulerbare forbindelsene inngdr i den mindre
fraksjonen av organisk stoff som ikke er lett nedbrytbar.




VEDLEGG 1

Testrapporter:

Microtox

Potensiell bioakkumulering
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Rapport

Deres ref. Vir ref. Direkte innvalg Dato
TK. BHO 02 452824 20.november 1992
Oppdragets tittel ‘ - Oppdrag nr
Bestemmelse av akutt toksisitet ( Microtox ) og potensielt 114404 - 012
bioakkumulerbart materiale i 4 avlepsvann fra Apothekernes 1-92-234
Laboratorium (AL)
SAMMENDRAG

Microtox-bestemmelse viser at 3 av provene er lavtoksiske. I prove merket "Flux" er det
malt hoy toksistet men den avtar med lagringstiden.

Ved tynnsjiktskromatografi kombinert med GC-analyse er det pavist potensielt
bicakkumulerbare substanser i alle fire prevene. :

INNLEDNING

Den 17.09.92 ble det mottatt 4 prever med avlgpsvann fra NIVA for bestemmelse av akutt
toksisitet (Microtox) og potensielt bioakkumulerbart materiale ( tynnsjiktskromatografi og
fingerprint pa gasskromatografi med flammejonisasjonsdetektor, FID ).

Prevene var merket:

" Flux "

" Pinex "

" Antineuralica

" Apocillin "

Provene var ikke frosset ved mottak pa SI. Det anbefales at prevene holdes nedfrosset fer
analyse.

EKSPERIMENTELT

Microtox

Microtox-testen ble benyttet for 4 undersoke om provene hadde toksiske effekter pa
bakterier. Ved metoden benyttes Photobacterium Phosphoreum, en bakterie som sender ut
lys. Redusert luminescens (lysutsendelse) ved tilsetning av preven blir malt i et spesielt
fotometer etter 5 min., og 15 min. eksponering ved 15°C. Testen utfores i et
sjgvannsmedium.

Bakteriene er smfintlige for pH-variasjoner. Optirnal effekt har bakteriene ved pH 6,8-7,5.
Provene justeres derfor alltid innenfor dette omréadet fer toksisitetsmdlinger blir utfert. For
4 kontrollere at bakteriene fungerer som de skal, testes de pa en kontrollsubstans med kjent
toksistet ( f.eks. zinksulfat ). :

Ved denne undersgkelsen ble to forskjellige microtox-metoder benyttet, henholdsvis
Normalmetoden ( for toksiske prever ) og 100%-Screening-metoden ( for lite toksiske prever
der ECgg-verdien ikke kan mdles ). '

Postadresse, Postal Address: Kontoradresse, Office Address: Telephone: Telex: Telefax: Bank: Postgiro Acc:
Postboks 124 Blindern, Forskningsveien 1, . +47-2-452010  71536SIN +47-2-45 20 40 Kredittkassen 0802 5160593
N-0314 Oslo 3, Norway Oslo3 6039.05.16625




Bare en av provene var s toksisk at den var malbar med Normalmetoden. De gvrige var
lavtoksiske og 100%- Screening-metoden ble benyttet.

Microtox-normalmetoden (se vedlegg)

Normalt benyttes normalmetoden for toksiske praver ( Microtox TM System Operating
Manual Beckman 1982). Metoden gér ut pa eksponere de luminescerende bakteriene ved
forskjellige provekonsentrasjoner. (Hoyeste provekonsentrasjon er 45 vol. % ).
ECgg-verdien ( den konsentrasjon som gir 50% av lysproduksjonen) blir bestemt etter
plotting av malt respons mot konsentrasjonen av proven. Data er beregnet etter Microtox
manual okt.1989 " How to run the microtox calculating program on IBM PC computer .

Microtox-screening-metoden. (se vedlegg)

En 100%-screening-metode blir benyttet i de tilfeller der pravene er spesielt lavtoksiske slik
at en dose/respons-kurve ikke kan oppnés. Dette betyr at malinger utfert etter denne
metoden bare angir % lysreduksjon i en ufortynnet preve, ikke EC5p-verdien.

Potensiell bioakkumulerbarhet. (se vedlegg)

Provene ble ekstrahert med sykloheksan ved pH ca.2. Ekstraktet ble oppkonsentrert til lite
volum og analysert med gasskromatograf / fingerprint og fraksjonert ved hjelp av
tynnsjiktskromatografi (TLC). TLC-fraksjonene Poyy >10° 0g Pow 103-106 ble utskrapt og
ekstrahert med sykloheksan/isopropanol 1:1. Etter tilsetning av indre standard n-C1gHzg,
ble potensielt bioakkumulerbare substanser analysert pa gasskromatograf med
flammejonisasjonsdetektor (GC/FID).

RESULTATER

Toksisitet

Prove merket "Flux" var den eneste av provene som var toksisk i Microtox-testen mdlt med
Normalmetoden, (tabell 1) og ECgg- verdien ble beregnet til 8,2 vol%.

For 4 f4 en innbyrdes gradering av de lavtoksiske prevene, ble 100% Screeningtesten utfort
2 dager senere. Resultatene er presentert i tabell 2. og indikerer at det er forskjeller mellom
provene. Verdiene er oppgitt i % lysminskning i ufortynnette prover, ikke ECgq- verdier. 1

Prove"Flux" ble ogs4 tatt med i denne testen. Toksisiteten hos "Flux" var da sunket slik at
den var mdlbar i Screening-testen.

Dette indikerer at toksisiteten synker med tiden ( preven var oppbevart i kjeleskap)

Det anbefales at microtox-testen tas pa nytt pa samtlige prever, at de fryses umiddelbart
etter provetaking og oppbevares frosset til microtox-testen kan utferes.

Tabell 1
Toksisitetsmaling mélt etter Normalmetoden
Prove ECsq 5 min. EC50 15 min.
" Flux" 8,2vol% (5,7 -11,6) 8,4vol% (55-129)

Tallene i parentes angir 95% konfidensintervall.
Kontrollsubstans:ZnSO4,7H70 EC50= 12,8 mg/1(11,0-15,0)



Tabell 2.
Lysminskning i (%) méalt etter 100% Screening-metoden.( Provene er rangert etter
"oifticsgrad”, mest betenkelig er "Flux" og minst "Antineuralica")

Prave Lysminskning(%) Lysminskning (%)

5 min. eksponeringstid 15 min. eksponeringstid
"Antineuralica” 7,3 22,8
"Pinex" 33,0 24,3
"Apocillin" 53,0 479
"Flux" 71,0 67,9

Potensiell bioakkumulerbarhet

GC-kromatogrammene etter tynnsjiktskromatografi viser at provene inneholder potensielt
bioakkumulerbare stoffer med Py -verdier > 103. Beregnete mengder i forhold til en indre
standard n- C1gHag er presentert i tabell 3. Tallene i parentes viser den prosentuelle

bicakkumulerbare delen ( GC-arealet av TLC-fraksjonene ) som er beregnet av den
ekstraherbare mengden (GC-arealet av utgangsekstraktet).

Tabell 3.
Prover Fraksjo't} for Log Pow>106 Log P0w103_106
tynnsjikt Fraksjon 1 Fraksjon 2

"Flux" 1,3mg/1 0,84 mg /1(64,6%) >0,08 mg/1(<6,1%)
"Pinex" 1,5mg/1 1,3 mg/1(86,7%) 0,3 mg/1(20%)
*Antineuralica" 52mg/l 5.2 mg/1(100%) ikke pdvist
" Apocillin” 1,3mg/l1 1,1 mg/1(84,6%) ikke pavist

Deteksjonsgrense for TLC = 0,03 mg/1

Deteksjonsgrense etter TLC, 1 fraksj.=0,2 mg/L

Deteksjonsgrense etter TLC, 2 fraksj. = 0,08 mg/1

Med hilsen

Senter for Industriforskning

Arne Lund Kvernheim Berit Holestel

Prosjektmedarbeider:Alfhild Kringstad

Vedlegg :14



Senter for Industriforskning l — I

TESTRAPPORT

Bioakkumuleringspotensial i vannprover

(grad av fettlaselighet)

Prove:  Avlepsvann merket: "Flux " fra Apothekernes Laboratorium
SI-kode:1-92-234 -1
Oppdragsnr: 114404 - 12
Anm: Provene var ikke frosset
Dato: 20.11.92

Test data:

Bioakkumulering:
definisjon

Metode:

Analyse:

Testbetingelser :
for GC

Testbetingelser :
for TLC

Substanser med fordelingskonstant oktanol/vann log Pqy, > 103
regnes som bioakkumulerbare.

Utarbeidet av Lars Renberg et al*, Statens Naturvardsverk,
Stockholm.

Ekstraksjon av lipofilt materiale fra preven med sykloheksan
ved pH ca.2.
Separasjon av ekstraktet med tynnsjiktskromatografi (TLC) i en eller

to fraksjoner med log Pqy~verdier 103 0g 103 - 106, Standarder med
kjente log Pqyy-verdier analyseres parallelt.

Kvantifisering av ekstraherbare organiske komponenter i ekstraktet
med gasskromatografi (GC). fer og etter TLC-fraksjonering.
(Kvantifisering gjores i forhold til intern standard n-CqgHzg).

Kapillzerkolonne, fused silica DB5, lengde 30m, indre diam. 0,24mm
Starttemp. 60°C, henstand 2 min., oppvarmingstemp. 5 °C /min.,
sluttemp.300°C, henstand 8 min., intern standard n-C1gHz3g

TLC-plater RP-18 Fp54 g art. 15490, 10 X 20 cm. med
konsentreringssone, mobilfase aceton / vann 4:1, elueringsmiddel
isopropanol / sykloheksan 1:1.

Standarder : dimetylftalat logPqy,=2,11, benzofenon log Poy,=3,18,
2,5 di(bensoxazol-2-yl) tiofen log Poy,=6,19.

Resultater:

Prove

Fraksjon for tynnsjikt|  1og P\, >100 log Py, 103-106
Fraksj.1 Fraksj.2

¥ lFlux"

1,3 mg/l 0,84 mg/l <0,08 mg/l

o L Kot Jueit Aoteste,

Godkjent av: Arne Lund Kvernheim Testansvarlig: / Berit Holestel

*Lars Renberg et al. Chemisphere, 9(1980)683-691



Senter for Industriforskning

TESTRAPPORT

(grad av fettloselighet)

Bioakkumuleringspotensial i vannprever

Proave:  Avlepsvann merket: "Pinex" fra Apothekernes Laboratorium
SI - kode:1-92-234-2
Oppdragsnr:114404-12
Anm: Preven var ikke frosset ved mottak pd SI
Dato:20.11.92

Test data:

Bioakkumulering:
definisjon

Metode:

Analyse:

Testbetingelser :
for GC

Testbetingelser :
for TLC

Substanser med fordelingskonstant oktanol/vann log Pgyy, > 103
regnes som bioakkumulerbare.

Utarbeidet av Lars Renberg et al*, Statens Naturvardsverk,

Stockholm.

Ekstraksjon av lipofilt materiale fra praven med sykloheksan

ved pH ca.2.

Separasjon av ekstraktet med tynnsjiktskromatografi (TLC) i en eller
to fraksjoner med log Py, ~verdier 103 0g 103 - 106. Standarder med

kjente log Pqy-verdier analyseres parallelt.

Kvantifisering av ekstraherbare organiske komponenter i ekstraktet
med gasskromatografi (GC). for og etter TLC-fraksjonering.
(Kvantifisering gjeres i forhold til intern standard n-CqgHzg).

Kapilleerkolonne, fused silica DB5, lengde 30m, indre diam. 0,24dmm

Starttemp. 60°C, henstand 2 min.,, oppvarmingstemp. 5 °C/min.,,
sluttemp.300°C, henstand 8 min., intern standard n-C1gHz3g,

TLC-plater RP-18 Fogy g art. 15490, 10 X 20 cm. med

konsentreringssone, mobilfase aceton / vann 4:1, elueringsmiddel
isopropanol / sykloheksan 1:1.
Standarder : dimetylftalat logP,,=2,11, benzofenon log Pqy,=3,18,

2,5 di(bensoxazol-2-yl) tiofen log Poy,=6,19.

Resultater:

Prove

Fraksjon for tynnsjikt

log Pgyy >106
Fraksj.1

log Pgyy 103-106
Fraksj.2

"Pinex"

1,5me./1

1,3 mg./1

0,3 mg./l

Am Lund Koewde
Godkjent av: Arne Lund Kvemm

*Lars Renberg et al. Chemisphere, 9(1980)683-691

Testansvarlig: erit Holestel




Senter for Industriforskning | - I

TESTRAPPORT

Bioakkumuleringspotensial i vannprever

(grad av fettloselighet)

Prove:  Avlepsvann merket: "Antineuralica" fra Apothekernes Laboratorium
SI - kode:1-92-234 -3
Oppdragsnr:114404-12
Anm: Proven var ikke frosset
Dat0:20.11.92

Test data:

Bioakkumulering:
definisjon

Metode:

Analyse:

Testbetingelser :
for GC

Testbetingelser :
for TLC

Substanser med fordelingskonstant oktanol/vann log Poyy, > 103
regnes som bioakkumulerbare.

Utarbeidet av Lars Rénberg et al*, Statens Naturvardsverk,
Stockholm.

Ekstraksjon av lipofilt materiale fra preven med sykloheksan
ved pH ca.2.
Separasjon av ekstraktet med tynnsjiktskromatografi (TLC) i en eller

to fraksjoner med log Pqy-verdier 103 0g 103 - 106. Standarder med
kjente log Pq,y-verdier analyseres parallelt.

Kvantifisering av ekstraherbare organiske komponenter i ekstraktet
med gasskromatografi (GC). fer og etter TLC-fraksjonering.
(Kvantifisering gjeres i forhold til intern standard n-CqgH3g).

Kapillzerkolonne, fused silica DB5, lengde 30m, indre diam. 0,24mm
Starttemp. 60°C, henstand 2 min., oppvarmingstemp. 5 °C/min.,
sluttemp.300°C, henstand 8 min., intern standard n-C1gH3g,

TLC-plater RP-18 Fpg4 g art. 15490, 10 X 20 cm. med
konsentreringssone, mobilfase aceton / vann 4:1, elueringsmiddel
isopropanol / sykloheksan 1:1.

Standarder : dimetylftalat logPqw=2,11, benzofenon log Poy=3,18,
2,5 di(bensoxazol-2-yl) tiofen log Pqy=6,19.

Resultater:

Prove

Fraksjon fer tynnsjikt| 106 Py, >100 log Pgyy 103-106
Fraksj.1 Fraksj.2

"Antineuralica”

5,2 mg/1 5,2 mg/1 ikke pavist

Avvug Lo Kotinbann Gueet dotes d
Godkjent av: Arne Lund Kvernheim Testansvarlig:  /Berit Holestol

*Lars Renberg et al. Chemisphere, 9(1980)683-691
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TESTRAPPORT

Bioakkumuleringspotensial i vannprever

(grad av fettloselighet)

Preve:  Avlgpsvann merket: "Apocillin” fra Apothekernes Laboratorium
SI - kode:1-92-234-4
Oppdragsnr:114404-12
Anm: Praven var ikke frosset ved mottak pa SI
Dat0:20.11.92

Test data:

Bioakkumulering:
definisjon

Metode:

Analyse:

Testbetingelser :
for GC

Testbetingelser :
for TLC

Substanser med fordelingskonstant oktanol/vann log Pqy, > 103
regnes som bioakkumulerbare.

Utarbeidet av Lars Renberg et al*, Statens Naturvardsverk,
Stockholm.

Ekstraksjon av lipofilt materiale fra preven med sykloheksan
ved pH ca.2.
Separasjon av ekstraktet med tynnsjiktskromatografi (TLC) i en eller

to fraksjoner med log Py -verdier 103 og 103 - 106. Standarder med
kjente log Pqy,-verdier analyseres parallelt.

Kvantifisering av ekstraherbare organiske komponenter i ekstraktet
med gasskromatografi (GC). fer og etter TLC-fraksjonering.
(Kvantifisering gjeres i forhold til intern standard n-C1gH3g).

Kapillzerkolonne, fused silica DB5, lengde 30m, indre diam. 0,24mm
Starttemp. 60°C, henstand 2 min., oppvarmingstemp. 5 °C/min.,
sluttemp.300°C, henstand 8 min., intern standard n-C1gHz3g,

TLC-plater RP-18 Fp54 g art. 15490, 10 X 20 cm. med
konsentreringssone, mobilfase aceton / vann 4:1, elueringsmiddel
isopropanol / sykloheksan 1:1.

Standarder : dimetylftalat logPqw=2,11, benzofenon log Poy=3,18,
2,5 di(bensoxazol-2-yl) tiofen log Pqy,=6,19.

Resultater:

Prove

Fraksjon for tynnsjikt log P, >106 log Paw, 103-106
g ow g Yow
Fraksj.1 Fraks;.2

"Apolicillin”

1,3 mg/l 1,1 mg/l ikke pavist

Am Lawd ‘L‘»W“\ W %L(
Godkjent av: Arne Lund Kvernheim Testansvarlig: erit Holestol

*Lars Renberg et al. Chemisphere, 9(1980)683-691
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Senter for Industriforskning | — |

TESTRAPPORT

Microtox, 100% screening - test

med luminescerende (lysutsendene) bakterier
(for lavtoksiske stoffer)

Prove: Avlzpsvénn merket:"Flux" fra Apothekernes Laboratorium
SI - kode: 1-92-234-1

Oppdragsnr:114404-12
Anm: Proven var ikke frosset ved mottak pa SL
Dat0:20.11.92
Testdata:
Apparatur: Testen ble utfert pa Microtox modell 2055, Beckman
Instruments (fotometer og termostatstyrte inkubasjonskamre )
Metode: Microtox Application Note M-111, Microtox Corp.1989.
Metoden ble benyttet fordi preven var spesielt lavtoksisk slik
en dose/respons kurve ikke kunne oppnds.
Dette betyr at malinger utfort p& denne méten bare angir
% lysreduksjon i en ufortynnet preve, ikke
ECgp-verdien.
Testorganisme: Photobacterium Phosphoreum ( bakteriebatch nr.innkjept

frysetarret fra Microbics Corp. USA.) Bakteriene ble
suspendert i dejonisert vann like for bruk.

Testmedium / Temperatur: Natriumklorid, 2% lesning / 15°C

pH-justering: 6,8-7,2

Utforelse: Luminescensen fra bakteriene ble milt med fotometer.i en 99%
saltjustert prove (3 paralleller av preven, 3 paralleller av blind

dvs.bakteriekulturen i 2% natriumkloridlesning.)
Eksponeringstiden var henholdsvis 5 min. og 15 min.

X plind - X prove

Beregninger: Lysminskning (%) = X blind x 100
Resultater: Lysminskning
Prave 5 min. eksponering | 15 min.eksponering
"Flux" 71,0% 67,9%
Kontrollstoff: ZnSO4,7H,0=12,8 mg./1(11,0-15,0)
Avea Loned ol /M Ahtes

Godkjent av: Arne Lund Kvernheim “ Testansvarlig: “Berit Holesto



Senter for Industriforskning | —

TESTRAPPORT

Microtox, 100% screening - test

med luminescerende (lysutsendene) bakterier
(for lavtoksiske stoffer)

Prove: Avlepsvann merket:"Pinex" fra Apothekernes Laboratorium
SI - kode: 1-92-234-2

Oppdragsnr:114404-12
Anm: Preven var ikke frosset ved mottak pa SL
Dat0:20.11.92
Testdata:
Apparatur: Testen ble utfert pd Microtox modell 2055, Beckman
Instruments (fotometer og termostatstyrte inkubasjonskamre )
Metode: Microtox Application Note M-111, Microtox Corp.1989.
Metoden ble benyttet fordi preven var spesielt lavtoksisk slik
en dose/respons kurve ikke kunne oppnés.
Dette betyr at malinger utfort pd denne méten bare angir
% lysreduksjon i en ufortynnet preve, ikke
ECgp-verdien.
Testorganisme: Photobacterium Phosphoreum ( bakteriebatch nr.innkjept

fryseterret fra Microbics Corp. USA.) Bakteriene ble
suspendert i dejonisert vann like fer bruk.

Testmedium / Temperatur: Natriumklorid, 2% lesning / 15°C

pH-justering: 6,8-7,2

Utforelse: Luminescensen fra bakteriene ble malt med fotometer.i en 99%
saltjustert prove (3 paralleller av preven, 3 paralleller av blind

dvs.bakteriekulturen i 2% natriumkloridlesning.)
Eksponeringstiden var henholdsvis 5 min. og 15 min.

X plind - X preve

Beregninger: Lysminskning (%) = X blind x 100
Resultater: Lysminskning
Prove 5 min, eksponering | 15 mineksponering |
"Pinex" 33% 24,3%

Kontrollstoff: ZnSO,,7H,0=12,8 mg./1 (11,0-15,0)

Godkjent av: Arne Lund Kvernheim Testansvarlig: ’Berit Holesto
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TESTRAPPORT

Microtox, 100% screening - test

med luminescerende (lysutsendene) bakterier
(for lavtoksiske stoffer)

Prove:  Avlepsvann merket: "Antineuralica" fra Apothekernes Laboratorium
SI - kode:1-92-234-3
Oppdragsnr:114404-12
Anm: Proven var ikke frosset ved mottak pd SL
Dat0:20.11.92

Testdata:

Apparatur: Testen ble utfert p& Microtox modell 2055, Beckman
Instruments (fotometer og termostatstyrte inkubasjonskamre )

Metode: Microtox Application Note M-111, Microtox Corp.1989.
Metoden ble benyttet fordi preven var spesielt lavtoksisk slik
en dose/respons kurve ikke kunne oppnés.

Dette betyr at malinger utfort p4 denne méten bare angir
% lysreduksjon i en ufortynnet prove, ikke
ECpqp-verdien.

Testorganisme: Photobacterium Phosphoreum ( bakteriebatch nr.innkjept
fryseterret fra Microbics Corp. USA.) Bakteriene ble
suspendert i dejonisert vann like for bruk.

Testmedium / Temperatur: Natriumklorid, 2% lesning / 15°C

pH-justering: 6,8-7,2

Utforelse: Luminescensen fra bakteriene ble malt med fotometer.i en 9%
saltjustert prave (3 paralleller av preven, 3 paralleller av blind

dvs.bakteriekulturen i 2%natriumlesning.)Eksponeringstiden
var henholdsvis 5 min. og 15 min.

X blind - X prove

Beregninger: Lysminskning (%) = - x 100
gning y g (% X bond
Resultater: Lysminskning
Prove 5 min. eksponering | 15 mineksponering |
*Antineuralica" 7.3% 22,8%

Kontrollstoff: ZnSO, 7H,0=12,8 mg./1 (11,0-15,0)

Godkjent av: Arne Lund Kvernheim b ﬁ{

Testansvarlig:  ‘Berit Holestel
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TESTRAPPORT

Microtox, 100% screening - test

med luminescerende (lysutsendene) bakterier

(for lavtoksiske stoffer)

Prove:  Avlepsvann merket: "Apocillin" fra Apothekernes Laboratorium
SI - kode:1-92-234-4
Oppdragsnr:114404-12
Anm: Prgven var ikke frosset ved mottak pa SL

Dato:20.11.92

Testdata:

Apparatur: Testen ble utfert pa Microtox modell 2055, Beckman
Instruments (fotometer og termostatstyrte inkubasjonskamre )

Metode: Microtox Application Note M-111, Microtox Corp.1989.
Metoden ble benyttet fordi preven var spesielt lavtoksisk slik
en dose/respons kurve ikke kunne oppnés.

Dette betyr at malinger utfort pd denne médten bare angir
% lysreduksjon i en ufortynnet prove, ikke
ECgq-verdien.

Testorganisme: Photobacterium Phosphoreum ( bakteriebatch nr.innkjopt
fryseterret fra Microbics Corp. USA.) Bakteriene ble
suspendert i dejonisert vann like for bruk.

Testmedium / Temperatur: Natriumklorid, 2% lesning / 15°C

pH-justering: 6,8-7,2

Utfarelse: Luminescensen fra bakteriene ble mélt med fotometer.i en 99%
saltjustert prove (3 paralleller av proven, 3 paralleller av blind
dvs.bakteriekulturenien 2% natriumlesning.)
Eksponeringstiden var henholdsvis 5 min. og 15 min.

. . . X plind - X prove
Beregninger: Lysminskning (%) = X blind x 100
Resultater:
Lysminskning
Prave 5 min. eksponering | 15 mineksponering
"Apocillin® 53% 47,9%

Kontrollstoff: ZnSO4 7H,0=128 mg. /1(11,0 - 15,0)

v Lol Meotrulatun Wm
Godkjent av: Arne Lund Kvernheim Testansvarlig: erit Holestol



MICROTOX, STANDARD METODE

Testen er utf¢rt etter standardmetoden ( Microtox TM System
Operating manual Beckman 1982.)

Microtox-apparatet ble startet 2 timer for forsgk 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.

For en normal toksitetstesting settes i gang, m& det kjores 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-l¢sning pippettert. I fire av de resterende
fem kuvetter ble det gjort en fortynningsserie av testpro¢ven,
basert pd resultatene fra forforsgket. Den siste kuvetten var
beregnet for blindpre¢ve, og denne ble tilsatt 1lml. 2% NaCl-
losning.

Til de 10 reaksjonskuvettene ble 10 ul 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 malt pa
to paralleller av hver testkonsentrasjon.

Som kontrollsubstans for bakteriene ble benyttet ZnsQ,, 7H,0
F¢r madling ble pH justert til ca. 6,8-7,2 i proven.
Data av resultatene ble beregnet etter Microtox manual okt.89

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



MICROTOX, 100%-SCREENING METODE

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

Metoden ble benyttet i de tilfeller der pre¢ven var spesielt
lav-toksisk slik at en dose-respons kurve ikke kunne oppnas.
Dette betyr at mdlinger utfert pad denne maten bare angir 3%
lysreduksjon i en ufortynnet preve, ikke EC50-verdien.

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

Malingene ble utf¢rt i 3 paralleller av preven, samtidig med 3
paralleller av blindpreven av 2% natriumkloridle¢sning.
Eksponeringstid for bakteriene med prevelgsning ble holdt til
5 min. eventuelt 15 min.

Prpvene ble justert til pH ca.6.8-7,2 f¢r maling.

Som kontrollsubstans for bakteriene ble benyttet .nSO,,7HZ0

Felgende formel ble benyttet ved utregningen:
Lysreduksjon i %:

X blind X prove

A=

X blind
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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,SO,. Ekstraktet ble oppkonsentrert til lite volum,
analysert gasskromatografisk og videre fraksjonert pd TLC i to fraks joner
Pow >100 og 106>Pow>103.

Lipofile eller bioakkumulerbare organiske forbindelser bestemmes ved tynn-
sjiktkromatografi av cyklohexanekstrakter av vannpregvene. 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 torkes med
Na,S0,. Ekstraktene dampes inn med nitrogentilfering pad varmeblokk.

Den bioakkumulerbare mengden i hvert ekstrakt bestemmes ved gasskromatograrisk
analyse hvor den generelle flammeionisasjonsdetektoren (FID) benyttes. Arealet
av de enkelte toppene relatert til en ytre standard C;g gir et mal 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 kjores parallelt med preveekstraktet.

Forsoksbetingelser 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;g Hjg
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Testrapporter:

Nedbrytbarhetstester



Norsk institutt for vannforskning NIVA

TEST RAPPORT

BIOOKSIDASJON AV LETT NEDBRYTBART
ORGANISK STOFF
ISO/DIS 9408

Prosjekt nr.: 92170 Lab. kode: B022/1

Test stoff:  Flux/fludent, spesialprgve tatt 11.9. 92

Test betingelser:

Apparatur: Manometrisk respirometer, WTW 2001

Neerings- ISO/DIS 9408 Saltlgsn. A, 10 ml/L (1,3 mg N/L)
lgsning:

Inokulum: Blanding av mikroorganismer fra lab. produsert biologisk aktivt slam (Husmann
unit) dyrket i OECD syntetisk kloakk, og kommunalt avlgpsvann (luftet i 1 degn,
NS 4849). Suspensjonen ble sentrifugert (3000 g) 2 ganger og resuspendert i
BOD-nzringssaltlgsning, for "utvasking" av lgste stoffer.
STS: 20 mg/L i testlgsningen.

Inkubasjon:  Temperatur: 20 £ 0.5 °C. Varighet: 28 dager.

pH: Start 7,6 Stutt: 7,55

Referense: 20mg C/L. Lag-fase: 4 dggn

Anilin Nedbrytningsgrad: DOC-reduksjon, 99 % etter 28 dggn.

Toxisitet - Ingen hemning ble observert i en blandprgve av teststoffet og anilin, sammenlignet
kontroll: med anilinkontrollen.

Test periode: 16.9 - 14.10. 1992

Preparering av testprgven:
Avlgpsvannet ble testet i fortynning 1:15 (6,67 %) og 1:25 (4 %) i standard fortynningsvann.

RESULTATER:
(Middelverdi av duplikater for DOC og BOD,,). Verdiene repr. ufort. prave; mg/L.

Avlgpsvann mrk. | Test kons. COD,. BOD,, DOC, DOC,, DOC-red.
Flux/fludent 4% 1250 1075 355 10,5 97 %
Konklusjon:

Organiske stoffer i avlgpsvannet nedbrytes raskt og tilneemet fullstendig i lgpet av 3-4 uker under de
testede betingelser. Ca. 83 % av BOD ble omsatt i Igpet av de 10 forste dggn. Dette er illustrert i
figuren pd neste side i testrapporten.

Testet av: %ﬂfl/ %{W Forskningsleder: ; -,
Har#/ Effaimsen Torsten Kill@vist




Norsk institutt for vannforskning NIVA

OPPDRAG nr.: 92170 DATA SKJEMA
Testperiode: 16.9 - 14.10. 1992
Teststoff: Flux/fludent, spesialprgve tatt 11.9. 92
Fortynningsgrad: 1:25 (4 %)
Analyseresultater i testprgven:
Medium Flaske Startverdi {28 dggn
. 0 28]
Inokulum C1 1,03 1,11
" c2 0,89 0,93
" Cmv. 0,96 1,02
Teststoff. Al 15,1 1,41
" A2 15,2 1,46
" Amv. 15,15 1,44
Korrigerte verdier 14,19 0,42
DOC-reduksjon etter 28 dggn nedbrytning 97 %
Kjemisk oksygenforbruk (COD,) 1250 mg/l
BOD- kurve:
1200 7
1000 1
E, 800 1
8 600 ¢
a 400 ¢
200 t
0 + ; } 4 ! q
0 5 10 15 20 25 30
Dager
Kommentarer:

BOD viste rask utvikling og var helt stagnert etter ca. 20 dggn som er karakteristisk for lett nedbrytbart
organisk materiale. Det ble oppnidd en meget hgy nedbrytningdgrad som er underbygget béde med en
hgy DOC reduksjon og BOD som funksjon av kjemisk oksygenforbruk (COD(,).

BOD-verdien er korrigert for oksygenforbruk forirsaket av nitrifikasjon, som ble mélt til 140 mg/1.

Analyttiske betingelser:

Biokjemisk oksygenforbruk i testlgsningen er bestemt med oksygen probe, (WTW OXI 2000) malt ved start og
slutt. Utviklingen er s3 beregnet pa basis av manometeravlesning under inkubasjonstiden. DOC ble analysert pa
Dohrmann DC-190, med hgy temperatur (680 °C) og platina som katalysator.

Kjemisk oksygenforbruk (COD,,) ble bestemt etter NS 4748, dikromat oksidasjon. NO3-N ble analysert etter
NS 4745 (Modifisert for Auto-Analyser).

REFERENSE:

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 respiromerter.

2. OECD Guideline for testing of chemicals, 301F Manometric respirometry. "Ready biodegradability”.
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TEST RAPPORT

BIOOKSIDASJON AV LETT NEDBRYTBART
ORGANISK STOFF
ISO/DIS 9408

Prosjekt nr.: 92170 Lab. kode: B022/2

Test stoff: PINEX 4.9. 92 kl. 07.00-15.00

Test betingelser:

Apparatur; Manometrisk respirometer, WTW 2001

Neerings- ISO/DIS 9408 Saltlgsn. A, 10 ml/L (1,3 mg N/L)
lgsning:

Inokulum: Blanding av mikroorganismer fra lab. produsert biologisk aktivt slam (Husmann
unit) dyrket i OECD syntetisk kloakk, og kommunalt avigpsvann (luftet i 1 dggn,
NS 4849). Suspensjonen ble sentrifugert (3000 g) 2 ganger og resuspendert i
'BOD-nzringssaltlgsning, for "utvasking" av lgste stoffer.
STS: 20 mg/L i testlgsningen.

Inkubasjon:  Temperatur: 20 + 0.5 °C. Varighet: 28 dager.

pH: Start 7,7 Shutt: 7,3

Referense: 20mg C/L Lag-fase: 4 dggn

Anilin Nedbrytningsgrad: DOC-reduksjon, 99 % etter 28 dggn.

Toxisitet - Ingen hemning ble observert i en blandprgve av teststoffet og anilin, sammenlignet
kontroll: med anilinkontrollen.

Test periode: 16.9 - 14.10. 1992

Preparering av testprgven:
Avlgpsvannet ble testet i fortynning 1:4 (25 %) i standard fortynningsvann.

RESULTATER:
(Middelverdi av duplikater for DOC og BOD,,). Verdiene repr. ufort. prgve; mg/L.
Avlgpsvann mrk. | Test Kons. COD(, BOD,, DOC, DOC,, DOC-red.
PINEX 25 % 900 647 246 56 77 %
Konklusjon:

Mesteparten av de organiske stoffer i prgven er meget lett biologisk nedbrytbare. Ca. en firedel er
imidlertid tyngre biologisk nedbrytbart under de testede betingelser.

Testet av: @% 2 Welder Forskningsleder:
Harry Efraimsen

Torsten Killgvist
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OPPDRAG nr.: 92170 DATA SKJEMA
Testperiode: 16.9 - 14.10. 1992
TeststofT: PINEX 4.9. 92 kl. 07.00-15.00

Fortynningsgrad: 1:4 (25 %)

Analyseresultater i testprgven:

Medium Flaske Startverdi {28 dggn
0 28
Inokulum C1 1,03 1,11
" C2 0,89 0,93}
" Cmv. 0,96 1,02
Teststoff. Al 62,9 15,5
" A2 61,8 15,3}
" Amv. 62,35 15,40]
Korrigerte verdier 61,39 14,38
DOC-reduksjon etter 28 dggn nedbrytning 77 %

Kjemisk oksygenforbruk (COD(,): 900 mg/l

BOD- kurve:

700 1
600 1
500 +
400 1
300 1
200 1
100 1

BOD mg/I

Dager

Kommentarer:

BOD viste meget rask utvikling i lgpet av de 7 fgrste dggn, hvor 76 % av BOD,g ble omsatt. Reduksjon
i DOC og analysen av kjemisk oksygenforbruk viser at en mindre fraksjon av organisk stoff er tyngre
biologisk nedbrytbart. Figuren ovenfor viser at BOD stagnerte helt etter 18-20 dggn. BOD,,
representerer 72 % av kjemisk oksygenforbruk (COD,) i praven.

BOD-verdien er korrigert for oksygenforbruk fordrsaket av nitrifikasjon, som ble mdlt til 96 mg/1.

Analyttiske betingelser:

Biokjemisk oksygenforbruk i testlgsningen er bestemt med oksygen probe, (WTW OXI 2000) milt ved start og
slutt. Utviklingen er s§ beregnet p3 basis av manometeravlesning under inkubasjonstiden. DOC ble analysert pé
Dohrmann DC-190, med hgy temperatur (680 °C) og platina som katalysator.

Kjemisk oksygenforbruk (COD_,) ble bestemt etter NS 4748, dikromat oksidasjon. NO3-N ble analysert etter
NS 4745 (Modifisert for Auto-Analyser).

REFERENSE:

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 respiromerter.

2. OECD Guideline for testing of chemicals, 301F Manometric respirometry. "Ready biodegradability”
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Prosjekt nr.: 92170

NIVA

TEST RAPPORT

BIOOKSIDASJON AV LETT NEDBRYTBART
ORGANISK STOFF
ISO/DIS 9408

Lab. kode: B022/3

Test stoff:  Antineuralica, 28.8. 92 kl. 07.00- 19.00

Test betingelser:

Apparatur: Manometrisk respirometer, WTW 2001

Neerings- ISO/DIS 9408 Saltlgsn. A, 10 ml/L. (1,3 mg N/L)

lgsning:

Inokulum: Blanding av mikroorganismer fra lab. produsert biologisk aktivt slam (Husmann
unit) dyrket i OECD syntetisk kloakk, og kommunalt avigpsvann (luftet i 1 degn,
NS 4849). Suspensjonen ble sentrifugert (3000 g) 2 ganger og resuspendert i
BOD-nzringssaltlgsning, for "utvasking" av lgste stoffer.
STS: 20 mg/L i testlgsningen.

Inkubasjon:  Temperatur: 20 £ 0.5 °C. Varighet: 28 dager.

pH: Start 7,5 Shutt: 7,6

Referense: 20mg C/L. Lag-fase: 4 dggn

Anilin Nedbrytningsgrad: DOC-reduksjon, 99 % etter 28 dggn.

Toxisitet - Ingen hemning ble observert i en blandprgve av teststoffet og anilin, sammenlignet

kontroll: med anilinkontrollen.

Test periode: 16.9 - 14.10. 1992

Preparering av testprgven:

Avlgpsvannet ble testet i fortynning 1:10 og 1:20 i standard fortynningsvann.

RESULTATER:

(Middelverdi av duplikater for DOC og BOD,,). Verdiene repr. ufort. prove; mg/L.

Avigpsvann mrk. | Test kons. COD., BOD,, DOC, DOC,, DOC-red.

Antineuralica 10 % 1355 1010 407 52 87 %

Konklusjon:
Mesteparten av de organiske stoffer i preven er meget lett biologisk nedbrytbare. En mindre del er
imidlertid tungt biologisk nedbrytbart under de testede betingelser.

Testet av: /Zéﬂy%m

Forskningsleder:
Haﬁ'y £fraimsen
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OPPDRAG nr.: 92170 DATA SKJEMA
Testperiode: 16.9 - 14.10. 1992
Teststoff: Antineuralica, 28.8. 92 kl. 07.00- 19.00

Fortynningsgrad: 1:10 (10 %)

Analyseresultater i testprgven:

Medium Flaske Startverdi {28 dggn
0 28|
Inokulum C1 1,03 1,11
" C2 0,89 0,93
" Cmv. 0,96 1,02
Teststoff. Al 41 6,17,
" A2 424 6,3
" Amv. 41,70 6,24f
Korrigerte verdier 40,74 5,22
DOC-reduksjon etter 28 dggn nedbryining 87 %

Kjemisk oksygenforbruk (COD,): 1355 mg/l
BOD- kurve:

1200 1
1000 1
800 1
600 1
400

BOD mg/I

0 5 10 15 20 25 30
Dager

Kommentarer:

BOD viste meget rask utvikling i 1gpet av de 7 fgrste dpgn, hvor 74 % av BOD,; ble omsatt. Reduksjon
i DOC og analysen av kjemisk oksygenforbruk viser at en mindre fraksjon av organisk stoff er tyngre
biologisk nedbrytbart. Figuren ovenfor viser at BOD stagnerte helt etter 16-18 dggn. BOD,,
representerer 75 % av kjemisk oksygenforbruk (COD,,) i préven. Det ble ikke pdvist nitrifikasjon i
denne prgven.

Analyttiske betingelser:

Biokjemisk oksygenforbruk i testlgsningen er bestemt med oksygen probe, (WTW OXI 2000) mélt ved start og
slutt. Utviklingen er s& beregnet pa basis av manometeravlesning under inkubasjonstiden. DOC ble analysert p3
Dohrmann DC-190, med hgy temperatur (680 °C) og platina som katalysator.

Kjemisk oksygenforbruk (COD_) ble bestemt etter NS 4748, dikromat oksidasjon. NO3-N ble analysert etter
NS 4745 (Modifisert for Auto-Analyser).

REFERENSE:

i. 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 respiromerter.

2. OECD Guideline for testing of chemicals, 301F Manometric respirometry. "Ready biodegradability”
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Prosjekt nr.: 92170

NIVA

TEST RAPPORT

BIOOKSIDASJON AV LETT NEDBRYTBART
ORGANISK STOFF
ISO/DIS 9408

Lab. kode: B022/4

Test stoff:  Apocillin, samletank 10.9. 92 kl. 15.00

Test betingelser:

Apparatur: Manometrisk respirometer, WTW 2001

Neerings- ISO/DIS 9408 Saltlgsn. A, 10 ml/L (1,3 mg N/L)

lgsning:

Inokulum: Blanding av mikroorganismer fra lab. produsert biologisk aktivt slam (Husmann
unit) dyrket i OECD syntetisk kloakk, og kommunalt avigpsvann (luftet i 1 degn,
NS 4849). Suspensjonen ble sentrifugert (3000 g) 2 ganger og resuspendert i
BOD-nzringssaltlgsning, for "utvasking" av lgste stoffer.
STS: 20 mg/L i testlgsningen.

Inkubasjon:  Temperatur: 20 £ 0.5 °C. Varighet: 28 dager.

pH: Start 7,5 Slutt: 7,48

Referense: 20mg C/IL Lag-fase: 4 dggn

Anilin Nedbrytningsgrad: DOC-reduksjon, 99 % etter 28 dggn.

Toxisitet - Ingen hemning ble observert i en blandprgve av teststoffet og anilin, sammenlignet

kontroll: med anilinkontrollen.

Test periode: 16.9 - 14.10. 1992

Preparering av testprgven:

Avlgpsvannet ble testet i fortynning 1:10 og 1:15 i standard fortynningsvann.

RESULTATER:
(Middelverdi av duplikater for DOC og BOD,). Verdiene repr. ufort. prgve; mg/L.
Avlgpsvann mrk. | Test kons. COD(, BOD,, DOC, DOC,, | DOC-red.
Apocillin 10 % 590 350 155 46 70 %
Konklusjon:

Sterstedelen av de organiske stoffer i prgven er meget lett biologisk nedbrytbare. En tredel er imidlertid
tungt biologisk omsettbart under de testede betingelser.

Forskningsleder:C}ﬁ. /él&?

Torsten Kilfgvist

Testet av: %g,%m

Hafty Efraimsen
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OPPDRAG nr.: 92170 DATA SKJEMA
Testperiode: 16.9 - 14.10. 1992
Teststoff: Apocillin, samletank 10.9. 92 kl. 15.00

Fortynningsgrad: 1:10 (10 %)

Analyseresultater i testprgven:

Medium Flaske Startverdi |28 dggn
0 28
Inokulum C1 1,03 1,11
" C2 0,89 0,93
" Cmwv. 0,96 1,02
Teststoff. Al 15,9 5,59|
" A2 17 5,71
" Amv. 16,45 5,65
Korrigerte verdier 15,49 4,63
DOC-reduksjon etter 28 dggn nedbrytning 70 %

Kjemisk oksygenforbruk (COD(): 590 mg/l
BOD- kurve:

350 1
300 1
250 1
200 1
150 1
100 1
50 ;
0

BOD mg/I

0 5 10 15 20 25 30
Dager

Kommentarer:

BOD viste meget rask utvikling i lgpet av de 7 fgrste dggn, hvor 77 % av BOD,, ble omsatt. Reduksjon
i DOC og analysen av kjemisk oksygenforbruk viser at en betydelig fraksjon av organisk stoff er tyngre
biologisk omsettbart. Figuren ovenfor viser at BOD stagnerte helt etter 16-18 dggn. BOD,,
representerer 60 % av kjemisk oksygenforbruk (COD,) i prgven.

BOD-verdien er korrigert for oksygenforbruk fordrsaket av nitrifikasjon, som ble malt til 31 mg/1.

Analyttiske betingelser:

Biokjemisk oksygenforbruk i testlgsningen er bestemt med oksygen probe, (WTW OXI 2000) milt ved start og
slutt. Utviklingen er s8 beregnet pd basis av manometeravlesning under inkubasjonstiden. DOC ble analysert pa
Dohrmann DC-190, med hgy temperatur (680 °C) og platina som katalysator.

Kjemisk oksygenforbruk (COD,,) ble bestemt etter NS 4748, dikromat oksidasjon. NO3-N ble analysert etter
NS 4745 (Modifisert for Auto-Analyser).

REFERENSE:
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 respiromerter.
. 2. OECD Guideline for testing of chemicals, 301F Manometric respirometry. "Ready biodegradability"
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