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Forord

Denne rapporten omhandler tester som er en oppfelging av det arbeid
som ble gjort pa sommeren og hasten 2003 for & undersegke potensial for
biologisk nedbrytning av iohexol. Det ble benyttet adapterte
mikroorganismer (bakterier) som er i stand til & omdanne
rentgenkontrastmidlet iohexol bade i ferskvann og sjgvann.

Siri Tennesen ved fabrikken i Lindesnes var behjelpelig med a skaffe
potensielt adaptert begroingsslam ved oppstart av undersgkel sen.
Marianne Fresvig og Arne Aabye har vaat faglige kontakter ved GE
Healthcare ASA.

Harry Efraimsen har hatt ansvaret for gjennomferingen av testene og
rapporteringen. Marianne Fresvig, GE Healthcare ASA har hatt ansvaret

for HPLC analysene, og NIV A-lab. ved Roy Beba har utfart TOC
analysene.

Seniorforsker Torsten Kallgvist har hatt det overordnede faglige ansvaret
og kvalitetssikringen av testarbeidet.

Odlo, 14.09.2006

Harry R. Efraimsen
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Sammendrag

Rantgenkontrastmidlet |ohexol er testet med hensyn til biologisk nedbrytning i ferskvanns- og
ggvannsmedium i batch-kulturer. Utdlippet av prosessvann fra produksion av iohexol ved
Lindesnes fabrikker er til marint milja. Det er derfor lagt vekt pa a belyse nedbrytning og dannelse
av eventuelle stabile nedbrytningsprodukter ogsdi den marine testen.

Konsentrasjonen av iohexol i testmediene var ett gram per liter. For afaetablert rikelig med
bakteriebiomasse i kulturene var det nedvendig & bruke hippursyre som hjel pesubstrat.

Under omsetningen av hippursyre ble det pavist en forsuring av testl@sningene som trolig skyldtes
dannelse av sure nedbrytningsprodukter eller frigivelse av H*-ioner som innvirket pa CO,-
bikarbonat balansen i testlgsningene.

Omdanningen av iohexol til en rekke nedbrytningsprodukter skjer forholdsvis raskt i ferskvann nar
den mikrobielle nedbrytningsprosessen er kommet i gang. Adaptering av bakterier og indusering av
enzymer synes avage ngdvendig for at nedbrytningen kan skje. HPLC analysene viste at det
skjedde en rask omdanning av iohexol, slik at produktet etter 22 dagn inkubasjon ikke lenger var
detekterbart. LC-MS-TOF ble benyttet til identifisering av nedbrytnings produktene. Degradering
ser ut til aferst gaviaoksidering av primaar og sekundaar alkoholene, for deretter & miste sidekjeder.
Nér sidekjedene er mistet, mistes ogsa jod. Utviklingen i last organisk karbon (DOC) viste en
signifikant jevn eliminering patotalt ca. 22 % av karbon fraiohexol under en testperiode pa 39
dagn.

| en test med sigvann ble det benyttet en suspensjon av mikroorganismer (inokulum) tatt fratesten
utfert i ferskvann (som hadde vist nedbrytning av iohexol) og som gradvis var blitt akklimatisert til
32 promille sjgvann. HPL C analyser viste at iohexol degraderes saktei sjgvann. En begynnende
omdanning ble observert og var signifikant etter 28 dager. Det ble, etter 14 dager, pavist en
forbindelse som tilsvarer en oksidert primagralkohol og etter 19 dager, en forbindelse som er iohexol
minus en sidekjede. Dette er samme forbindelsene som ble pavist i de tidlige ferskvannsprevene.
Denne utviklingen antas a ha fortsatt om testen hadde vaat forlenget, men det var ikke inkludert i
undersakelsen. Det ble ikke pavist fjerning av DOC som kan relateres til fullstendig nedbrytning av
iohexol i denne testen. Etter at hjelpesubstratet, hippursyre var omsatt, stabiliserte DOC-
konsentrasjon seg pa et konstant niva

Undersgkelse av toksisitet av iohexol-1gsningene etter nedbrytningsforsekene viste toksiske effekter
pa krepsdyr. Sammenligning med tidligere toksisitetstester av iohexol med ferskvannsorganismer
viser at nedbrytningen farte til dannelse av nedbrytningsprodukter som er mer toksiske enn iohexol.
Fri jod, dannet ved avspalting fraiohexol, er den mest sannsynlige arsaken til toksisiteten.

Summary

The X-ray contrast substance lohexol has been tested for potential for biodegradation by adapted
microbial communitiesin batch cultures. The wastewater from the production site at Lindesnes, S.
Norway is discharged to wastewater and therefore degradation trials were performed in both
freshwater and seawater media. The degradation tests were carried out at an initial concentration of
19/l of iochexol and with hippuric acid as supporting substrate.

Side5 av 46



NIVA 5236-2006

A mixed inoculum of microorganisms from an acticvated sludge sewage treatment plant, biofilm
from the wastewater system at the production site and alaboratory activated sludge culture was used
for the degradation test in freshwater medium.

Microorganisms adapted to iohexol in the freshwater test were adapted to seawater by gradually
increasing the salinity to 32.

The hippuric acid was rapidly degraded both in the freshwater and seawater media. In this phase
acidification of the solution was observed, indicating liberation of acidic degradation products.
Adjustment of pH was necessary to avoid inactivation of the microorganisms.

Primary degradation of iohexol and formation of degradation products was studied by HPLC and
LC-MS-TOF analysis of subsamples. Ultimate degradation (mineralisation) was measured as
removal of dissolved organic carbon (DOC).

Transformation of iohexol to a number of degradation products occurred fairly rapidly in freshwater
after an adaptation phase. After 22 days the parent compound iohexol was no longer detectable.
Degradation appers to start with an oxidisation of primary and secondary alcohols. After that side-
chains are removed and freeiod is realeased. The DOC analysis showed a gradual elimination
which had reached 22 % of the organic carbon from iohexol after 39 days incubation.

In the seawater test a much slower degradation of 1ohexol was observed. After 14 days, a
component identified as an oxidised primary alcohol, and after 19 days a component corresponding
to iohexol minus one side-arm were detected. These are the same substances as were observed in the
early pahse of the freshwater test. The seawater test was stopped after 28 days, and it is not known,
if further dagradation would have followed the same path as in the freshwater test. The DOC
analyses did not indicate any mineralisation of iohexol within 28 days.

Toxicity tests with algae and crustacean were performed in the test solutions after the degradation
experiments in order to investigate if toxic degradation products had been formed. The crustacean
Daphnia magna and Acartia tonsa were more sensitive to the test solutions than freshwater and
marine algae. The freshwater solution was more toxic than the seawater solution and the toxicity to
D. magna was higher than what can be explaind by the initial concentration of iohexol. The increase
in toxicity in the degraded iohexol solutions was probably caused by free iod species.

Formation of toxic degradation products by degradation of iohexol in the receiving water are not
expected to constitute any hazard becaue of the rapid dissipation and slow degradation in seawater.

Title: Experimental studies of biological degradation of the X-ray contrast agent lohexal.

Y ear: 2006

Author: Harry Efraimsen & Torsten Kélqgvist, NIVA. Marianne Fresvig, GE Healthcare ASA.
Source: Norwegian Institute for Water Research, ISBN No.: ISBN 82-577-4959-1
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1. Innledning

GE Healthcare ASA produserer rantgenkontrastmidler ved Lindesnes fabrikker. Avlgpsvann fra
virksomheten innehol der rester av rentgenkontrastmidler, samt intrermediaare forbindel ser fra
produksjonsprosessen. | tillegg slippes det ut salter (hovedsakelig NaCl) og organiske |gsemidler
(alkoholer).

| falge opplysninger fra bedriften har utslippet av rantgenkontrastmidler variert mellom 40 - 71
tonn/ar de siste 5 arene. (gjennomsnitt 100-200 kg/dagn). Konsentrasjonen av midlene i
avlgpsvannet er 0.3-0.4 kg/m? (2005: 0,18 kg/m?). Av dette utgjer |ohexol 31%, lodixanol 6%,
lopentol 2%, cpd 540+derivater 33% og cpd 541+derivater 28%. (2005: |ohexol 35 %, iodixanol 13
%, cpd 540+derivater 29 % og cpd 541+derivater 23% - lopentol ikke lenger aktuelt)

Tidligere undersgkel ser av avlgpsvannet tyder pa at nedbrytningen av rantgenkontrastmidlene i
miljget skjer meget langsomt (K& lgvist 1996). Dog kan nedbrytning skje med hjelp av adapterte
mikroorganismesamfunn under optimale betingel ser Ramstad & Eimhjellen 1985.

@kotoksikol ogiske undersakel ser av rantgenkontrastmidler og av avlgpsvannet har vist at
kontrastmidlene har lav akutt toksisitet for fisk og krepsdyr. Det er imidlertid pavist hemming av
reproduksjon av krepsdyr (copepodene Nitocra spinipes og Tisbe furcata) i avigpsvann (NIVA
1991, 1996). Effekten pa Nitocra ble ikke redusert etter 60 degns biologisk stabilisering av
avlgpsvannet. Det tyder pa at det er de persistente rentgenkontrastmidlene i avlgpsvannet som er
arsaken til reproduksjonshemmingen.

Nedbrytbarhetstester utfart i 2003 viste at biologisk nedbryting (DOC-reduksjon) av iohexol skjer
langsomt i ferskvann under gunstige betingelsene, med adapterte mikroorganismene tilstede i
testmiljget (Kalgvist et al. 2004). HPLC analyser viste at iohexol ble omdannet til metabolitter som
det sannsynligvistar lang tid fer de mineraliseres fullstendig. Adaptering av bakteriestammer farte
ikke frem til en velegnet stamme som var i stand til & omsette iohexol raskere. En periode med lav
pH i testlgsningen under inkubasjonsperioden kan hafart til inaktivering av tilstedeveaende
bakterier.

| svann ble det ikke pavist noen form for nedbrytning etter 80 dager testperiode.

Malsetningen med undersgkel sen var a ytterligere belyse potensial for biologisk nedbrytning og
identifisere nedbrytningsprodukter i ferskvann og sjgvann, samt vurdere risiko for langsiktige
innvirkninger av disse stoffene i resipient og naaromrader.

| denne undersgkel sen ble pH-verdien ngye overvaket og justert, for & vagre sikker pa at
bakteriekulturen ble holdt i live. Videre ble det ble tatt ut prever til HPLC og HPLC-MS-TOF
analyse hyppig (opptil 3ganger per uke) for &felge utviklingen. Testlgsningene med iohexol (i
ferskvann og sjgvann) ble tilsatt hippursyre som hjelpesubstrat. | tillegg ble en blank preve
(inokulert naaringssaltl gsning) og kontroll-lgsninger med hippursyre, bade i ferskvann og sjgvann
utfert parallelt med testen i ferskvann. Blank og kontroll prgver ble laget for & kunne bekrefte om
detekterte forbindelser kom fra nedbrytningen av iohexoal.
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2. For sgksbetingel ser

2.1 Teststoffet, | ohexol

Rantgenkontrastmidlet, ohexol. levert av GE Healthcare ASA som ett ferdig fremstilt produkt.
Produktet har kjemisk formel, C19H2609N3l 3, med en molekylvekt pa 820,7, og har hay |gselighet i
vann. Strukturformel er vist Figur 1.

Benyttet testkonsentrasjon i forsgkene var ett gram per liter (0,1%). Den anvendte mengde iohexol i
testmediene gir et teoretisk karboninnhold p& 278,1 mg/l.

OH
| |
/M N\)\/OH
N
O
HO/\H
OH
Figur 1. Strukturformel for iohexol

2.2 Hjelpesubstrat, hippursyre

Hippursyre, CoHoNO3, (H-6375, SIGMA) CAS nr. 495-69-2, ble valgt som hjelpesubstrat p.g.a. sin
kjemiske molekylstruktur. Hippursyre bestér av en benzoy!l-gruppe og en glycin-gruppe som fra
tidligere undersakelser har vist seg & vaare rask nedbrytbar av bakterier som ogsder i stand til a
omsette iohexol. (1) Hippursyre, som er ett krystallinsk stoff, er langsomt laselig i vann ved
forholdsvis lav temperatur. Hippursyren ble opplgst i vann ved romtemperatur og ved kontinuerlig
omrgring over 2-3 timer. Stoffet ble veid direkte i testl@sningen og holdt under omrering til alt
synlig materiale var I@st i vannet. Hippursyre inneholder 60.3 % karbon, d.v.s. at det ble tilsatt 120,5
mg/l organisk karbon som hjelpesubstrat.

2.3 Neaeringssalter

2.3.1 Neeringdgsning i fer skvannstest

Nagingslgsningen var den samme som beskrevet av S. Ramstad og K. Eimhjellen (1985) og som
vist i falgende oversikt;

Nagingssalter Sporstoffer

Per liter medium gran/L | Kjemikalium mg/L

K,HPO, 3H,0 2,05 H3:BO; 286 mg

KH2PO4 0, 79 CO(N03)2 : 6H20 123,5

NH,CI 10 CuS0O, - 5H,0 9,8

MgSO, - 7TH,0O 0,5 MnCl, - 4H,0 55
ZnS0O, - 7 H,0O 2195
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+ 2 ml sporlgsning NaCl 1000
CaCl, 250
FeCl; * 500
NaMoQO, - 2H,O 16,8

* FeCl; er erstattet med FeCl; - 6H,0 /ekv-mengde 833 mg) Av FeCls-6 hydrat tilsettes 1,665 mg/l
ferdig medium.
(Ikketilsatt Fe fordi det farte vil til utfelling i sporl@sningen ved henstand.)

Fosfatkonsentrasjonen i testlagsningen tilsvarer 14,8 mmol PO4 (458 mg P per liter) oggapH 7,01
flytende ferdig preparert testlgsning.

2.3.2 Narings@sning i §@vann

For & hindre utfelling av tungt |@selige fosfater i 5j@vannsmediet under pH justeringen var det
nedvendig & benytte en vesentlig svakere bufring enn i testl@sningen for ferskvann. Det ble valgt en
bufferlasning som beskrevet i ”OECD Guideline for testing of chemicals’, 301, lgsning (a), uten
tilsetting av N-kilde. Det ble tilsatt 7,5 ml bufferl@sning per liter som tilsvarer 87 mg P/ liter
medium og 1,0 g/l NH4CI som tilsvarer 0,26 g nitrogen. Tilsettingen av sporelementer var den
samme som for ferskvann.

| ferdig preparert medium av §j@vann var surhetsgraden tilnsamet pH 7.0. Sjgvann tatt fra 60 m dyp
utenfor forsgksstasonen ved Solbergstrand ble anvendt til forsakene. Det ble tilsatt destillert vann
for &justere §jgvannets saltholdighet til ca. 32 %o, (bestemt med refraktometer).

2.4 Preparering av podemateriale (inokulum)

2.4.1 ferskvann

Det ble lagt vekt pa afa etablert et allsidig sammensatt podemateriale ved starten av
nedbrytingstesten i ferskvann.

Falgende kilder ble benyttet;

1. Laboratorieprodusert biologisk slam, dyrket pa syntetisk avlgpsvann (syntho) i kombinasjon
med kommunalt avlgpsvann (aktiv biomasse) i |gpet av 8 dagn far testen ble startet.

2. Slamprgve fracelle 12 (§gvannshus) tatt den 5.12.05. ved Lindesnes fabrikker. Slam, samlet
etter sentrifugering ved 3000 G i 10 minutter, ble podet til preparert ferskvannsmedium som
inneholdt 0,5 g iohexol og 0,1 g hippursyre per liter. Denne anrikningen ble startet den 6.12.
2005. og kulturen ble inkubert i 2 dagn.

3. Den 7.12.05 ble en ny avligpspreve tatt fra celle 14 ved fabrikken, og mottatt sasmme dag som
nedbrytbarhetstesten ble startet. Denne praven ble sentrifugert og inkludert i ferdigblandet
inokulum.

Prepareringen av inokulum ble gjennomfart ved at biologisk aktivt slam fra simuleringsenheten ble
sentrifugert ved 3000 G i 10 minutter og resuspendert (vasket) i bufret testlgsning. Denne
behandlingen ble utfert 2 ganger for &fafjernet mest mulig av last organiske materiale. Slammet fra
celle 12, som var anriket over to dggn, ble ogsa behandlet etter samme behandlingsprosedyre.
Avlgpspraven som ble mottatt den 8.12 (samme dag som testen ble startet) ble kun sentrifugert en
gang som beskrevet foran, og det partikulaae materialet ble blandet sammen med det forbehandlede
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podeslammet. Slamkonsentrasjonen i det ferdig preparerte podematerialet ble bestemt til 4,1 g/l ved
tarrstoffanalyse.

2.4.2 §gvann

Parallelt med start av nedbrytingstesten i ferskvann ble det startet en anrikningskultur i 15 %o
sigvann (brakkvann) for a utvikle salttolerante bakterier, enten fra tilstedevagrende bakterier i det
ferske ggvann som ble benyttet, eller fra podematerialet som var preparert for ferskvannstesten. Det
ble benyttet 0,5 g/l iohexol og 0,1 g/l hippursyre i denne antrikningskulturen.

Etter 8 dager ble saliniteten gkt til 20 %o, 0g etter 13 dager ble den gkt ytterligere ved tilsetting av
nytt medium til 25%.. Etter 20 dager ble det preparert nytt medium med 32 %o §j@vann med
konsentrasjon av iohexol og hippursyre pa henholdsvis 0,5 g og 0,2 g/l. Sentrifugert og resuspendert
biomasse fra forutgaende kultur (25 %o) ble brukt til poding av det nypreparerte kulturmediet.

Kulturen med 32 %o ble holdt i ytterligere 10 dagn for & observere utviklingen med hensyn til pH og
vekst av mikroorganismer. Hydrogenionekonsentrasjon (pH) i kulturen forble uforandret.
Tilstedevaarel sen av mikroorganismer ble observert med mikroskopi og ved utsding pa fast
agarmedium. Undersgkel sene viste at det var rikelig med bakterier i vannfasen, sammen med sma
flagellater. Bakteriene vokste godt pa fast substrat.

HPL C-analyse av iohexol ble utfert pafiltrert delpreve for & avklare om mikroorganismene var i
stand til & omdanne stoffet. Resultatet viste ingen paviselig nedbryting. Det ble bedluttet at arbeidet
med denne kulturen skulle avsluttes.

En ny kultur, som var tolerant mot §j@vann ble laget ved at adaptert og anriket slam fra
ferskvannstesten ble tilsatt nytt ferskvannsmedium med 0,5 g iohexol og 0,1 g hippursyre per liter,
og i tillegg tilfert evann for & oppna 10 %o salinitet i mediet. Etter 4 dagn ble halvparten av mediet
skiftet ut med nytt §@vannsmedium og saliniteten gkt til 20 %o. Ved denne saltholdigheten ble det
observert, ved hjelp av mikroskop, en stadig gkende forekomst av sopphyfer i testmediet. Etter
ytterligere 4 degns inkubasjon ble halvparten av mediet byttet ut med nytt sjgvannsmedium som
inneholdt 0,5 g iohexol og 0,1 g hippursyre per liter. Saliniteten ble ved denne utskiftingen gkt til 26
%eo. Etter 11 degns adaptasjon til 5jgvann ble det foretatt en full utskiftning av §@vannsmediet med
32 %o saltholdighet som beskrevet for marint miljg under kap. 2.5. Det ferske sjgvannsmediet ble
podet med 100 ml konsentrert slamsuspensjon fra adapteringskulturen med 26 %o salinitet. Denne
siste ompodingen av marin kultur ble holdt under kontinuerlig omraring ved 20 °C i 7 dggn og
slamsuspensjonen fra denne kulturen ble benyttet i den marine testen.

Under adapteringsperioden ble den registrerte forsuringen daglig naytralisert med en lgsning av 4M
NaOH. pH varierte mellom 5.9 til 6,7. Observasjon ved hjelp av mikroskop viste stor utbredelse av
frittsvemmende sma stav-bakterier i vannfasen. Det ble ogsa observert stor forekomst av sopphyfer
og ansamlinger av hyfer og sfaariske partikler som lignet soppsporer. Adapteringskulturen ble
sentrifugert ved 4500 rpm for anrikning av suspendert materiale. Slamkakene som ble samlet i
sentrifugeglassene ble resuspendert i §jgvann tilsatt hippursyre.

En utsding av podesuspensjonen p& marin agar 2216, DIFCO viste 4,3 -10” levedyktige kim per ml.
Inokulert marint miljg testl@sning inneholdt ved start 6,5 -10° levedyktige kim per ml.
2.5 Preparering av testlgsninger

Testlgsningen i ferskvann ble preparert i 3 liter volum porgionii 5 liter Erlenmeyers flaske. ohexol
ble tilsatt direkte i konsentrasjonen 0.1%. Hjelpesubstratet hippursyre ble farst tilsatt i en liter av
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testlgsningen og holdt under omrering til alle krystallene var opplest (se pkt. 2.2). Lasningen ble sa
blandet med delporgonen som var tilsatt naaringssalter og opplgst iohexol. Blanding av
podematerialet (52 ml) ble s tilsatt og volum innstilt til 2 liter. Konsentrasjonen av hippursyre i
testlgsningen var 200 mg/I.

Oversikt over de forskjellige anvendte testlgsninger:

Medium: Innhold:

Ferskvann lohexol (1 g/l), hippursyre (200 mg/l), ionkulum og nagringssalter i
ferskvann.

Sjevann lohexol (1 g/l), hippursyre (200 mg/l), inokulum og nagringssalter i
sgvann.

Kontroll-lgsninger:

Hippursyrei ferskvann: Hippursyre (200 mg/l) i nagingssaltl@sning i ferskvann
Hippursyrei ggavann: Hippursyre (200 mg/l) i nagingssaltl@sning i §@avann.
Blank inokulum: Inokulum og nagingssalter i ferskvann.

2.6 Inkubagon

Testlgsningene ble holdt under kontinuerlig omraring av magnetrarverk. Temperaturen ble holdt
ved 20 £1 °C under inkubasjonen.

Omdanningen kom forholdsvis raskt i gang bade i ferskvann- og sjgvannsmediene, men det skyldtes
nedbrytingen av hippursyren. Etter 20 degn ble det pavist forsuring i testlasningen i ferskvann, som
ble ngytralisert med sterk NaOH-Igsning (7 M). Denne forsuringen stagnerte ved slutten av
testperioden.

Den lave bufringen i §@vannmediet gjorde det nadvendig &justere pH ofte i denne kulturen. Det ble
brukt en NaOH-lgsning (4 M) til justeringen. Under den mest aktive nedbrytningsfasen var det
ngdvendig aforeta kontroll og justering av pH opptil 3-4 ganger per uke for testen i ferskvann og
hver dag for testen i 5jgvann.

Del-praver ble tatt ut for a falge utviklingen over tid. Volum fra 15-20 ml og opptil 60 ml ble tatt ut
og filtrert gjennom 0,45 um membranfilter (Sartorius, Minisart) Ca. 15 ml ble frosset for analyse av
iohexol (HPLC). En delprave ble fortynnet og konservert for analyse av last organisk karbon
(DOC).

2.7 Analysemetoder

2.7.1 Bestemmelse av iohexol i testlgsningene.

HPL C-analyser for bestemmel se av iohexol ble utfert ved GE Healthcare av forsker Marianne
Fresvig. Falgende instrumentering og konfigurasjon ble benyttet ved detektering av iohexol og de
dannede metabolitter.

Analyse Instrument:
1 HPLC-DAD, HP-1100 series, Agilent,
bestdende av pumpe, degasser, auto-injektor, kolonneovn og diode array (DAD).

2) HPLC-DAD, HP1100 series med MS-TOF, Agilent
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bestdende av: pumpe, degasser, auto-injektor, kolonneovn, diode array (DAD) og MS-TOF.

Analytiske betingelser:

Kolonne: Zorbax Extend C18 (4,6 x 50 mm) 1,8 um partikler
Mobilfaser: MF-A: 0,1 % maursyrei vann
MF-B: 0,1 % maursyrei 80 % acetonitril
Injeksions volum: 10 uL
Deteksjon: DAD: 254 nm
Flow: 1,5 mL/min
Kolonne ovn temperatur: 40 °C
Gradient: tid MFE-B %
0 2
1 2
5 40
6 80
7,5 80
7,6 2
10 2

Proven ble oppbevart i frysebokstil de ble analysert.
Pravel gsningen ble overfart til HPLC-vial uten ytterligere opparbeidel se.

Som standarder ble fglgende substanser benyttet:

lohexol: MW 821
lopentol (1metylert iohexal): MW 835
"541" lohexol minus 1 sidekjede (-CH,-CHOH-CH,OH): MW 747
5-acetamid-2,4,6-trijodisoftalsyre: MW 601
5-amino-2,4,6-trijodisoftalsyre: MW 559
Hippursyre MW 179

2.7.2 Bestemmelse av lgst organisk stoff (DOC)

DOC ble analysert pa konserverte praver etter NIVA metode G5-3, Denne metoden omfatter
bestemmel se av ikke flyktig organisk bundet karbon (NPOC/DC) i §jgvann eller ferskvann for
ledningsevne over 100 mS/m. Det ble benyttet er instrument av fabrikat; Tekmar Dohrmann Apollo
9000 HS karbonanalysator.

2.7.3 Analyser av fritt iod
Fritt iod ble analysert med Mettler Toledo DL 3 titrator V2.4.

2.7.4 Toksisitest med krepsdyr

Ved nedbryting av iohexoal vil substituert jod i benzen-ringen i molekylet bli dissosiert og foreliggei
I@st form som jodider i forskjellige oksidasjonstrinn. Eventuel| toksisk effekt av denne frigivelsen
av jod i l@sning eller andre nedbrytningsprodukter ble testet etter internasjonale standardiserte
testmetoder. For ferskvann ble det benyttet Daphnia magna som testorganisme. (1SO 6341, Water
Quality - Determination of the mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)), og for
g@vann ble Acartia tonsa benyttet som testorganisme. (ISO/FDIS 14669 Water quality -
Determination of acute lethal toxicity to marine copepods (Copepoda, Crustacea)).
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Testlgsningene etter avsluttet inkubasjonsperiode ble filtrert gjennom membranfilter (porestarrelse
0,45 pum) for afjerne det partikulaare materialet. Testvannet ble lagret ved 4-6 °C til testene ble
utfart. | toksisitetstestene bestemmes dadelighet eller immobilisering av forsgksdyrene i |gpet av 48
timers eksponering til ulike konsentrasioner av prgven. Pa grunnlag av resultatene ble ECsq-verdien
for immobilisering av D. magna og L Cse-verdien for A. tonsa beregnet ved probit-analyse. (EC50 er
den konsentrasjon som immobiliserer 50% av forseksdyrene innenfor et gitt tidsrom, for eksempel
48 timer. LCs er den konsentrasjon som gir 50% dgdelighet (letalitet) av A. tonsa).

2.7.5 Toksisitetstester med alger

Testl@zsningene etter nedbrytning ble undersgkt mht. veksthemmende effekter pa ferskvannsalgen
Pseudokirschneriella subcapitata i henhold til SO 8692 — Freshwater algal growth inhibition test
with unicellular green algae, og pa sjgvannsalgen Skeletonema costatum i henhold til 1SO 10253 —
Marine algal growth inhibition testwith Skeletonema costatum and Phaeodactylum tricornutum. De
filtrerte vannpravene ble tilsatt et vekstmedium-konsentrat og fortynnet til ulike konsentrasjoner i
vekstmedium. Prgvene ble podet med alger og inkubert i lysi 72 timer. Algenes vekst ble malt ved
telling med en elektronisk partikkelteller (Coulter Multisizer) og veksthastigheten i hver kultur ble
beregnet som prosent av veksthastigheten i kontrollkulturer. Dersom det ble pavist en gkende
veksthemming med konsentragjon av testlgsning, ble effektkonsentrasjonene ECs, 0g ECyo beregnet
ved regresonsanalyse av responskurven. (ECs, og ECy er de konsentrasjoner som gir hhv. 10 % og
50 % veksthemming).

3. Resultater

3.1 Utviklingen i ferskvann mht DOC redukgon

Omsetningen av organisk karbon i testl@sningen med iohexol og hippursyre, farte ikke til forandring
i lesningens pH under den farste delen av inkubasjonen. Heller ikke i kontroll-lgsningen med
hippursyre ble det pavist forsuring under nedbrytningsen fer etter 15 til 20 dggn inkubasjon. | denne
5 dagers perioden sank pH fra7,1til 6,1 testlgsningen. For & unngainaktivering av levedyktige
mikroorganismer i lgsningen var det ngdvendig & utfare rutinemessig ngytralisering ved tilsetting av
7M NaOH-lgsning. | perioden fram til 28 degn varierte pH mellom 5,9 og 7,0.

DOC resultatene viste imidlertid at nedbrytningen av hippursyre hovedsakelig fant sted i |gpet av de
farste 8-10 dagene av inkubasjonsperioden, d.v.s. lenge fer det ble pavist forsuring i Igsningen. Det
var antatt at forsuringen skyldtes frigivelse av H*-ioner under degraderingen av hippursyren. Derfor
var det forventet av forsuringen ville skje parallelt med mineraliseringen av organisk stoff til CO,
og H,0. Det ble ikke funnet noen plausibel forklaring pa hva som kan vaae arsaken til den
forsinkede forsuringseffekten. Man kan tenke seg at bufferkapasiteten i testl@sningen farst ble brukt
opp far en forandret i pH blir paviselig. Testlgsningen for ferskvann var forholdsvis kraftig bufret
med fosfat, og har derfor hgy kapasitet til & motvirke pH-forandring under den intense delen av
nedbrytningsfasen. Nar bufferkapasiteten er blitt brukt opp pavirkes bikarbonat-likevekten i
testlgsningen dlik at pH-verdien synker.
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Figur 2. Utviklingen i nedbrytningsforlgp i blanding av lohexol og hippursyrei ferskvann.

Den innledende reduksjonen av DOC i testlgsningen skyldtes omsetningen av hippursyre. Dette
bekreftes med den reduksjonen som ble pavist i kontroll-lgsningen med hippursyre som
karbonkilde. Restkonsentrasionen av DOC i kontroll-lgsningen var 14 mg TOC/I etter 8 degn,
d.v.s. en DOC-reduksion pa ca. 90 % etter korrigering for DOC i podematerialet.

Oksidasjon (oppslutningen) under selve analyseringen viste variasion for de enkelte pravene. Det
kan tyde pa at iohexolmolekylet er relativt vanskelig a oppslutte, selv med en temperatur pa 680 °C.
En inspeksjon av de respektive oksidasjonsdiagrammer for analysene viste ingen unormal utvikling
for noen av DOC-pravene. Det er likevel grunn til & anta at analyseverdiene etter 14 og 28 dagn er
far haye, og at analyseverdiene etter 8, 21 og 39 dagn inkubasjon representerer den reelle DOC-
konsentrasjonen i testl@sningen pa de aktuelle tidspunkter.

Ved akorrigere for nedbrytningen av hippursyren og DOC tilfart ved podematerialet, ble det
beregnet en DOC reduksjon pa ca. 22 % som kan direkte relateres til nedbrytning (omdanning) av
iohexol under hele inkubasjonsperioden. Den linesa trendkurven for DOC i I@sningen med iohexol
og hippursyre viser en signifikant reduksjon under hele testperioden, ogsa etter at hippursyren er
omsatt.

3.2 Utviklingen i §gvann mht DOC redukson

Utviklingen i testen med §evann ble fulgt over en periode pa 28 dager. Forsuringen i test- og
kontroll-lgsningenei ggvann, bleinitiert samtidig og allerede etter 4 degn ble det ngdvendig med
tilsetting av neytraliseringslgsning for & holde pH under kontroll. Arsaken til dette var vesentlig
lavere bufferkapasitet i 5jgvannsmediet enn i ferskvann, pkt 2.3.2.
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Noytralisering med tilsetting av 4M NaOH-Igsning ble utfert daglig for & minimalisere variasjonen i
pH. Den observerte variagion var mellom pH 5,9 og 6,6 etter at ngytraliseringen ble iverksatt.

Nedbrytningen av hippursyre utviklet seg rask ogsai s@vann, med tilnearmet fullstendig eliminering
av DOC i Igpet av de farste 7 dagn. Dette er vist med kurven for kontroll-lgsningen, med
hippursyre som karbonkilde, og som er den nederste kurven for rest DOC i Figur 3.

| testl@sningen, med iohexol og hippursyre, var elimineringen av DOC i samsvar med omsetningen
for hippursyre, som vist i utviklingskurven vist i figur 2. DOC resultatene fra 7 til 28 dagn
inkubasjon viste ingen ytterligere nedbrytning som kan knyttes til mineralisering av iohexol i
S@vann.

Manglende mineralisering (d.v.s. nedbrytning til CO,, H,O og minera salter) av iohexol i
sgvannstesten, tyder pa at mikroorganismesamfunnets evne til fullstendig nedbrytning av iohexol
var betydelig svekket etter adaptasjonen til 5@vann. Dette kan bero pa at viktige bakteriestammer
for nedbrytningen var blitt fjernet eller at de enzymer som var i stand til & nedbryte iohexol i
ferskvann ikke ble indusert i §gvann.

—e— |ohexol +hippursyre

—« - Hippursyre
S 400 4
§ \
350
o .
% 300 \
c
ﬁ 200 -
2 1501
= L
@100\
S "N
g 7 B
~

D 0 T — W--_‘_\ ----- \A --_\--_. 1
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I nkubasjon, dager

Figur 3. Nedbrytningen av lohexol og hippursyre i sgvann.

Selv om det ble pavist god vekst av bakterier ved utsding pa dyrkningsplater (nagingsagar), sa var
bakterieveksten ikke beviselig basert pa at iohexol var karbonkilden.

Den langsomme DOC-reduksjonen som ble observert i ferskvann og mangel pa fullstendig
nedbryting i ievann i denne undersgkelsen gir en indikasjon pa at iohexolmolekylet er vanskelig &
bryte ned for de mikroorgansimer som relativt lett adapterer seg i marint miljg. Som substrat vil
iohexol ikke bli foretrukket som karbonkilde, sannsynligvis heller ikke nar det er fa aternative
karbonkilder tilstede, eller om disse foreligger i lave konsentrasjoner i miljget.

3.2.1Frittiod.

Prover av vannprover fraferskvannstesten ble ble analysert etter 39 dagns eksponering. |
gevannstesten ble det tatt ut en prave for analyse ved start og etter 28 dagn. Resultatene er
sammenstilt i Tabell 1.
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Tabell 1. Frittiod i testla@sninger

Prove Tidspunkt Fritt iod (mg/l)
Ferskvann testl@sning 39 dagn 51.05
Ferskvann blank 39 dggn 0.0
Sjgvann testlgsning 28 dagn 175
Sjevann testlgsning Start 0.0

3.3 Resultater fra HPL C analysene
3.3.1 Ferskvann

Oversikt over alle prgvene som ble tatt av test-, kontroll- og blank-|@sningene under
inkubasjonsperioden og analysert med hhv DOC, HPLC-DAD, HPLC-MS-TOF og toksisitet, er
samlet i vedlegg (A). | figur 81 vedlegg (A) er kromatogram over alle prgvene fra ferskvann
sammenstilt. Tilsvarende er kromatogram av ale prevene fra marint milja samlet i figur 10 vedlegg
(A) og av standarder i figur 9, vedlegg (A)

Noen representative kromatogram er vist i Figur 4. Disse fglger utviklingen i testlgsningen fra start,
nederste kromatogram, og etter 16 dager, 20 dager, 22 dager, 25 dager og 39 dager. Det viser en
utvikling hvor iohexol, som er en karakteristisk dobbel-topp ved ca 2,4 og 2,5 minutter i start
kromatogrammet, omdannes farst til forbindelser med hgyere retensgonstid enn iohexol, for deretter
adanne forbindelser med lavere retengjonstid enn iohexol. Hippursyren har retensjonstid pa ca 3.7
minutter og seesi startpreven. Hippursyres degraderes fort og ble ikke pavist etter 4 dagers
inkubasjon.

Standarder av iopentol gir en dobbeltopp med retengonstid pa ca 3,3 og 3,4 minutter. Syrene 5-
acetamid-2,4,6-trijodisoftalsyre har retengonstid pa ca 0,7 minutter og 5-amino-2,4,6-
trijodisoftalsyre har retensjonstid pa ca 1,4 minutter. ”541" har retensjonstiden 1,9 minutter.
Sammenstilling av standardene er vist i figur 10, vedlegg A. Hverken iopentol eller syrene ble
pavist i testlgsningene.

LC-MS-TOF instrumentet ble benyttet for aforsgke & identifisere nedbrytningsproduktene. Som
det gér frem av figur 4, degraderesiohexol til mange nedbrytningsprodukter, hvor noen av toppene
gar over i hverandre. Dette gjar at for mange av toppene er ikke spekterene entydige. Ved
tolkningen er det lagt vekt pa de mest entydige spekterene for & preve a forklare hvordan iohexol
degraderes.
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R 1 - 20667 060502 01 #20 Ferskustart (8/12) UV VIS 1
2- 20667 060502 01#27 Ferskv. 16dager (23/15) UV VIS 1
3- 20667_060502_01#30 Ferskv. 22dager (30/12) Uv_VIS 1
4- 20667 060502 01 #31 Ferskv. 25dager (02/01-06) UV VIS 1
1”5+ 20667_060502_01 #32 Fersk. 28dager (05/01-06) Uv_VIS 1
1 56i0.+6 - 20667_060502_01 #34 Fersk. 39dager (16/01-06) UV VIS 1
mAU WAVL:254
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Figur 4. Sammenstilling av kromatogram av prever fra nedbrytning av iohexol i ferskvann, ved start
(svart) og etter 16 dager ( bld), 20 dager ( rad), 22 dager (brun), 25 dager (grenn) og etter 39 dager
(lilla).

Nedbrytningsproduktene med hgyere retensjonstid enn iohexol domineres av massene m/z 835,9,
847,9 og 863,9, som mest sannsynlig er oksidasjon av hhv. 1-, 2- og 3- primagakoholer. Videre

antas det at det foregar en oksidering av sekundaa alkoholer til ketoner (minus 2 hydrogen), som
observeres f.eks ved m/z 819,9, som er iohexol minus 2 hydrogen, €ller m/z 745,9, som er "541"

med MW 747 minus 2 hydrogen.

Massen m/z 747,9, som pavisesi testlgsningene og har retensjonstiden 1,9 minutter er mest
sannsynlig "541”, hvor standard av 541" har samme retensjonstid og spekter.

Figur 5. viser utvikling av noen av toppene. Toppene har massene m/z 473,9 (svart), m/z 687,9
(rosa), m/z 747 (red), iohexol m/z 821,9 (bld), m/z 835,9 (grenn), m/z 849,9 (brun) og m/z 863,9
(bl&grann).

Figuren viser at iohexol er tilnaamet fullstendig fjernet etter 20 dager. Etter ca 10 dager vokser de
oksiderte primagral koholene opp, hvor 1 oksidert alkohol er mest dominerende med et maksimum
etter 18 dager. Etter 18 dager reduseres konsentrasonen av de oksyderte primaaralkoholene og
forbindelser som har mistet 1-, 2- og 3- sidekjeder vokser opp. Forbindelsen med massen m/z 687,9
(svart) og m/z 473,9 gker utover i forsgket og er det dominerende nedbrytningsproduktenei de siste
uttakene.

En roff estimering gir at testlgsningen etter 39 dager, inneholder 400 mg/L av m/z 687,9 og 170
mg/L av m/z 473,9, som igjen gir ca60 % av utgangskonsentrasjonen av iohexol (1 g/L). Tar man
hensyn til at ca22 % av iohexol er fullstendig fjernet gir dette at ca 73 % av restkonsentrasjonen av
iohexol er omdannet til disse to dominerende forbindel sene.
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Nedbrytningsforlgpet av iohexol i ferskvann

50
P e’ I“

ST -
(7)) = m/z473,9
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§ 20 /’/ _..._m/z747,9=_541
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O 4 9 ‘ ‘ | —+—m/z863,9
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dager

Figur 5. Nedbrytningsforlapet av iohexol i ferskvann under inkubasjonsperioden pa 39 dager. For
afa alletoppeneinni samme figur, er responsen for iohexol dividert med fire og responsen pa m/z
687,9 halvert.

Det ble analysert en blank preve av inokulum/podemateriale ved forsgkets start og etter 28 dager.
Ved & sammenligne blankene med en prave fra ferskvann etter 39 dager, viser dette at
nedbrytningsproduktene kommer fraiohexol og ikke fraiokulum/podemateriale, se figur 6.

Rl - 20667 060502 01 #9
2 -20667_060502_01 #10
3 - 20667 060502 01 #34

_mAU

UV VIS

uv_VIS_1

uv_vis
WVL:254 nm|

inok. star
inok 28 dager

500- Ferskv. 39dager (16/01-0f

400 I
300

200 . I ~
, | | \ /
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1001 I ! 1 1 T T T T nin
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Figur 6. Kromatogram som viser inokulum, blank ved start (svart) og etter 28 dager (bld), og
testl@sning fra ferskvann etter 39 dager (red).

3.3.2 Sjgvann

Kromatogrammene av et utvalg av prgvene frainkubasjon i sjgvann er vist i Figur 7. Det nederste
kromatogrammet (svart) er testlgsningen ved start. Kromatogrammet viser iohexol-toppen ved ca
2,4 0g og 2,5 minutter, og toppen for hippursyre ved ca 3,6 minutter. Deretter er det kromatogram

Side 18 av 46



NIVA 5236-2006

av prever tatt ut etter 7 dager (bld), 14 dager (rad), 19 dager (brun) og 28 dager (gren) under
inkubasjonsperioden.

Etter 7 dagers inkubasjon begynner en topp med m/z 835,9, som har hgyere retensjonstid enn
iohexol & utvikle seg, og etter 19 dager starter dannelse av en topp, med masse m/z 747,9, som har
kortere retengjonstid enn iohexol. Massen passer med "541”.

R 1 - 20667 060502 01#36 marint start (03/02)
2- 20667_060502_01#38 merint 7dager (10/02) Uv.vIs 1
7. 3- 20667_060502_01#41 marint 14dager (17/02) Uv_vis 1
- 4- 20667_060502_01#43 marint 19dager (22/02) UV VIS 1
30005+ 20867 06060 01#46 : mrint 28dager (03/03) UV VIS 1
[mAU f I VWL:254 ]
N
|

250] J/

T T T T T T T T T T T T T T T
2,00 213 225 231 250 262 275 287 300 312 35 337 350 362 375 387 4,00

Figur 7. Analyser fratestlgsningeni sjgvann for pavisning av omdanning av iohexol ved start
(nederste kurve), og etter hhv. 7, 14, 19, og 28 dager.

3.4 Toksigitet etter nedbrytningsfor sgk

3.4.1 Ferskvann

Testl@sningen etter nedbrytning ble testet opp til 56 % konsentrasjon pa ferskvannsalgen P.
subcapitata. En marginell, men statistisk signifikant veksthemming pa 5-10 % ble observert ved 56
% konsentrasjon. Lavere konsentrasioner gaingen veksthemming. Den hgyeste konsentrasjonen
uten signifikant effekt (NOEC) var 32 %. ECsp-verdien kan ikke beregnes.

Vannloppen D. magna var betydelig mer falsom enn ferskvannsalgen for testlgsningen etter
nedbrytning i 39 dager. Etter 48 timer 6 av 21 dyr immobilisert ved 3.2 % konsentrasjon og alle
dyrene var immobilisert i ufortynnet preve. ECso-verdien ble beregnet til 11 %.

3.4.2 §gvann

Det ble pavist en svakt gkende vekstinhibering av den marine algen S. costatum ved konsentrasjoner
over 5.6 %. Hemmingen var imidlertid mindre enn 50 % i ufortynnet preve og ECs, kan derfor ikke
beregnes. ECy ble beregnet til 6.4 %. Det betyr at preven ma fotynnes mer enn en faktor 15 for at
veksthemmingen skal bli mindre enn 10 %.

Som i ferskvannspregven var §gvannsprgven mer toksisk for krepsdyr enn for alger. 78 % av A.
tonsa dede i lgpet av 48 timer i ufortynnet prave. LCs, ble beregnet til 88 %.
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4. Diskusjon

| foreliggende undersgkel se er biologisk nedbrytning av iohexol undersekt med HPLC analyser og
analyser av organisk karbon (DOC). Disse to fremgangsmétene gir supplerende informasjon om hva
som skjer med teststoffet iohexol i testsystemene. HPL C-analysene gjer det mulig & pavise om det
skjer strukturelle forandringer i iohexol-molekylet og beskrive forekomst av ulike
nedbrytningskomponenter i testemediet over tid, som vil si at man kan fastsla om det skjer en
primaanedbrytning® av ichexol.

Utviklingen av last organisk karbon (DOC) over tid i testl@sningen gir mulighet til & bestemme om
det skjer fullstendig nedbrytning av organiske forbindel ser. Med fullstendig nedbrytning menes
nedbrytning til karbondioksid, vann og mineralsalter (mineralisering) og produksjon av ny biomasse
av mikroorganismer. Fordi testene ble utfart med to organiske karbonkilder (iohexol og hippursyre)
kan graden av mineralisering av iohexol beregnes fra den reduksjon av DOC i mediet som skjer
etter at all hippursyre er omsatt.

| en tidligere undersgkelse av Ramstad & Eimhjellen (1985) konkluderte man med at det mest
sannsynlige sluttproduktet ved nedbrytning av iohexol er 5-amino-2,4,6-triiodo-isoftalsyre. | denne
undersakel sen ble det imidlertid ikke pavist 5-amino-2,4,6-triiodo-isoftalsyren med LC-MS-TOF.

HPLC analysene viser at iohexol omvandles tilnsamet fullstendig til nedbrytningsprodukter etter
20-22 dager i ferskvann. En Igpende nedbryting fortsatte under hele resten av testperioden, mens
den registrerte forsuringen fant sted. Ut fraresultaten (pkt 3.3.1) ser det ut til at iohexol fearst
oksideres hovedsaklig pa primaa alkoholene, men ogsdi mindre grad pa sekundaa alkoholene og i
noen grad at en sidekjede mistes. De farste nedgraderingsproduktene har et maksimum ndr iohexol
er tilnaarmet fullstendig omdannet. Dette er rimelig, fordi "kilden” er brukt opp. Nedbrytningen
forsetter ved at de farste degraderingsproduktene mister 1-, 2- og tilslutt 3- sidekjeder. Nar alle 3
sidekjedene er mistet, mistes ogsdjod. Ved forsekets slutt, var ca 60 % av opprinnelig
konsentrasjon av iohexol pavist som forbindel sene med massene m/z 687,9 og m/z 473,9. Vi kan
ikke falge denne utviklingen videre, da forseket ble stanset, men det er ingen grunn til atro at
degraderingen ikke skulle fortsette. Forbindelsen m/z 473, er en liten forbindelse og antas a veae
enklere a benytte som energikilde for bakterier enn iohexol.

DOC-reduksjonen i forsaket tyder pa at det skjedde en mineralisering av ca. 22 % av iohexolen i
|gpet av 40 dagn i ferskvann

I §ovann ble slamsuspensjon fraforsgket i ferskvann gradvis akklimatisert til sjgvann (32 %0) med
hippursyre og iohexol som karbonkilde. Dette adapterte inokulum, som inneholdt en bakterieflora
som var i stand til & nedbryte iohexol i feskvann, viste seg ikke & vaei stand til fullstendig
nedbrytning av iohexol malt som eliminering av DOC innen en 28 dagers periode som testen
omfattet. Det ser ut til at degraderingsprossen, har samme trend som ved ferskvann, hvor
primaaralkoholene ble oksidert og deretter tap av sidekjeder. Degraderingsprosessen i sjgvann gar
vesentlig saktere og det er faare topper som vokser opp. Det er mulig at videre degradering vil skje
over tid, s lenge bakteriekulturen lever.

! Primaarnedbrytning: Strukturell transformering av et stoff som resulterer i tap av en spesifikk egenskap.
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Utsaing av testlasningen ved endt forsek pa marin agar 2216 (DIFCO) viste av store mengder
levedyktige kim var tilstede.

Induserte enzymer som dannes av mikroorganismene er avgjagrende for omsetningen av forskjellige
karbonkilder til ny biomasse og energi. Hvordan iohexol blir tatt opp gjennom celleveggen hos
bakteriene er ikke kjent, men det ma forega ved hjelp av spesifikke transport- mekanismer.
Exoenzymer kan tenkes & vaare aktive for & gjare molekylet tilgjengelig for transport gjennom
celleveggen. Det er trolig at en form for nedbrytning (omdanning) av iohexolmolekylet vil forega
exocdllulaat.

| undersgkelsene av Ramstad & Eimhjellen (1985) er det pavist at iohexol-omsetningen ma settes
under et selektivt press far den kan komme igang. Alt hjelpe-substrat ma antakelig vaare omsatt
farst, far nedbrytningen av 1ohexol i det hele tatt kan komme i gang. De bakteriestammer som raskt
utvikler seg med hippursyre som substrat, kan trolig indusere enzymer som ogsa omsetter iohexol. |
et podemateriale med forskjellige arter bakterier kan det veare tilstede saktevoksende stammer som
holder seg i en hvile-fase under nedbrytingen av hjel pesubstratet og som ferst er i stand til &
blomstre opp etter at hippursyren er fullstendig omsatt.

Test med adapterte bakterier har vist at hjel pesubstratet blir omsatt farst, far omdannelse av iohexol
vil komme i gang. lohexol omdannes forholdsvis raskt i forsgk utfart i ferskvann og det dannes
metabolitter som omdannes videre til andre nedbrytningsprodukter. Hvordan gkende konsentrasjon
av jod forbindel ser (tilstandsformer) pavirker omsetningen og den videre nedbrytningen av
nedbrytningsproduktene av iohexol er ikke kjent eller undersgkt. Det er grunn til & anta at ogsa
nedbrytende mikroorganismer blir hemmet ved s& hgye konsentrasjoner av jod somi disse
forsgkene.

Toksisitetstestene av prevene etter nedbrytningsforsaket viste lite effekter pa alger, men en viss
toksisitet pa krepsdyr, salig i ferskvannspraven.

Utgangskonsentrasjonen av iohexal i nedbrytningsforsgkene var 1 g/l. Toksisiteten av iohexol er
tidligere blitt undersekt pa ferskvannsorganismene P. subcapitata (tidligere benevnt Selenastrum
capricornutum) og D. magna. Testene ble utfart med eksponering opp til konsentrasjonen 3.2 g/l.
Det ble ikke funnet noen toksiske effekter pa alger eller krepsdyr ved denne konsentrasjonen (Niva
testrapporter B095-1, 1994). Den toksisitet som ble funnet i testen med D. magna av pr@ven etter
nedbrytning tyder derfor pa at det er dannet nedbrytningsprodukter som er mer toksiske enn iohexol.

Fargeforandringen som ble observert i ferskvanns gsningen Igsningen tyder pa at fri jod var tilstede
etter nedbrytning. Dette ble verifisert ved analysene, som viste et innhold av 51 mg/l av fritt iod. Jod
kan opptrei forskjellige tilstandsformer i vann. Jodid (1), jodat (105) og jodin (I,) regnes som

stabile tilstandsformer. Toksisiteten av disse formene av jod for D. magna og regnbuegrret
(Oncorhynchus mykiss) er undersgkt av Laverock et a. (1995). Undersgkelene ble gjort i ulike
vanntyper for a vise betydningen av ulike abiotiske faktorer (hardhet og innhold av klorid og
organisk karbon) patoksisiteten. | Feil! Fant ikke referansekilden. er resultatene av undersgkel sen
sammenstilt. Deviser at I" og |, er meget toksisk for D. magna med L Cso-verdier ned til 0.17 resp.
0.16 mg/l. Konsentrasjonen av fritt iod i ferskvannsmediet ved EC50 for D. magna (11 %) var 5.6
mg/l. Dette er altsa mer enn nok til & forklare den observerte toksisiteten..

Ogsai §evannstesten ble det registrert en svak toksisk effekt pa alger og krepsdyr i l@sningen etter
28 dagns nedbrytning. Siden det ikke er gjort tester av ren iohexol pa de samme organismene er det
ikke grunnlag for asi om toksisiteten skyldes iohexol eller nedbrytningsprodukter av iohexol.
Analysen av fritt iod i §@vannspragven etter nedbrytning viste 1.75 mg/l, mens fritt iod ikke ble

Side 21 av 46



NIVA 5236-2006

pavist ved starten av forsgket. Dette tyder pa at det ble frigjort noeiod ogsdi §evannsmediet, selv
om HPL C-analysene ikke tyder pa at omdanningen av iohexol-molekylet har gétt salangt at iod ble
avspaltet. Konsentrasjonen av fritt iod var hgy nok til &forklare den svake toksiske effekten som ble
observert i §avannsmediet etter nedbrytning. Uansett ma toksisiteten i §j@vannspraven betegnes
som lav, siden mindre enn 50 % effekt (veksthemming av alger og dadelighet av krepsdyr) ble
registrert i en lgsning hvor utgangskonsentrasjonen av iohexol (far nedbrytning) var 1 g/l.

Toksisitetstestene tyder ikke pa at nedbrytningsprodukter som felge av nedbrytning av iohexol i
resipienten vil vaare en reell fare. Toksiske effekter pa j@vannsorganismer ble bare observert ved
konsentrasjoner (iohexol + nedbrytningsprodukter) i starrelsesomradet 0.1-1 g/l.
Nedbrytbarhetstesten viser at nedbrytningen i sjgvann gar meget langsomt. lohexol er meget
vannlgselig, og dersom det slippes ut i en sjgvannsresipient vil det bli fortynnet til meget lave
konsentrasjoner far nedbrytningsprodukter blir dannet.

Tabell 2. Akutt toksisitet av ulike tilstandsformer av jod i vann rapportert av Laverock et al. (1995).

Tilstandsform D. magna L Csy (mg/l) O. mykiss LCg (mg/l)
I’ 0.17-0.83 860 - 8230
105 10- 129 220 - 420
P 0.16-1.75 0.53->10

5. Konklugoner

Resultatene av undersgkel sen viser at adapterte mikroorganismer kan bryte ned iohexol-molekyl et
til flere organiske nedbrytningsprodukter. Reduksjonen av DOC i testen i ferskvann viser at hoe av
det organiske materialet blir fullstendig nedbrutt (mineralisert). Pavisningen av biologisk
nedbrytning i ferskvann indikerer at man vil kunne oppnaen delvis fjerning av iohexol ved
biologisk rensing av iohexolholdig avlgpsvann.

Potensialet for nedbrytning av iohexol i §jgvann ser ut til & vaare betydelig lavere enn i ferskvann.
Dette er i samsvar med den tidligere undersgkelser. | §@vannstesten ble bare mindre endringer av
molekylstrukturen pavist og det skjedde ingen malbar mineralisering i |gpet av 28 degn.

lohexol har lav giftighet for vannlevende organismer. Ved nedbrytning i ferskvann ble det dannet
komponenter som var mer giftige. Avspalting av jod kan vaae forklaringen pa gkt giftighet.
Testlgsningen i §@vann var mindre giftig og det er ikke kjent om toksisiteten skyldesiohexol eller
nedbrytningsprodukter.

Pa bakgrunn av resultatene av nedbrybarhetstestene kan man anta at nedbrytningen av iohexol som
slippesut i §avann vil skje meget langsomt. | en §gvannsresipient vil betingelsene for nedbrytning
vage dérligere enn i laboratorietesten i et nagingsrikt §@vannsmedium som inneholdt et
hjelpesubstrat og ble tilfart adapterte bakterier. Pa grunn av iohexolens hgye vannlgselighet vil det
ikke skje en akkumulering i sediment eller organismer, men en gradvis fortynning i vannmassene.
Disse forholdene vil ikke fremme adaptasjon av mikroorganismesamfunn som er spesialiserte pa
nedbrytning av iohexal.
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Dersom det ved nedbrytningen dannes fritt jod eller andre toksiske nedbrytningsprodukter vil dette
pagrunn av den langsomme nedbrytningen skje over et stort omréde i resipienten, hvor
konsentrasjonene av iohexol og eventuelle nedbrytningsprodukter er s lave at toksiske effekter er
lite sannsynlige.

Dersom det er behov for et bedre mal pa nedbrytningshastigheten av iohexol ved realistiske
konsentragioner i §@vann, kan dette undersgkesi en simuleringstest, hvor iohexol settestil naturlig
gigvann i konsentrasjoner som er sa lave at en eventuell omsetning av iohexol ikke kan bidrartil
signifikant vekst av mikroorganismer. Dette innebagrer konsentrasioner i omrédet pg/l (ppb).
Dersom det ikke er mulig & kvantifisere innholdet av iohexol ved sa lave konsentrasjoner med
analytiske metoder kan det benyttes **C merket teststoff. Fjerning av *C fratestlgsningen indikerer
mineralisering til **CO,. (1SO 14592-1).
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Vedlegg A.

Praveuttak og analyseprogram for under sgkelsen

Testlgsning i ferskvann

g *as
ol2u| of B
O |00 O B
O |= ) %
o | =

navn pa analyse-vial prove-uttak dager T |t

Ferskv. start 08.12.2005 0 X X X

Ferskv. 2 dager 10.des 2 X

Ferskv. 4 dager 12.des 4 X

Ferskv. 6 dager 14.des 6 X

Ferskv. 8 dager 16.des 8 X X X

Ferskv. 11 dager 19.des 11 X

Ferskv. 13 dager 21.des 13 X

Ferskv. 15 dager 23.des 15 X X

Ferskv. 18 dager 26.des 18 X

Ferskv. 20 dager 28.des 20 X X

Ferskv. 22 dager 30.des 22 X X X

Ferskv. 25 dager 02.jan 25 X X

Ferskv. 28 dager 05.jan 28 X X X

Ferskv. 34 dager 11jan 35 X X

Ferskv. 39 dager 16.jan 39 X X X X

Kontroll-lgsning i ferskvann

hipp.syre start 08.12.2005 0 X X

hipp.syre 8 dager 16.des 8 X

hipp.syre 28 dager 05.jan 28 X

Blank inokulum i ferskvann

Inok. start 08.12.2005 0 X

Inok. 28 dager 05.jan 28 X

Klargjgring av marint miljgtil 32 %0 saltinnhold:

26 0/00 saltinnhold 30.jan
32 0/00 saltinnhold 30.jan
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Praveuttak og analyseprogram for under sgkelsen.

Testlgsning i §gvann

marint start 03.02.2006 0 X X
marint 4 dager 07.feb 4 X

marint 7 dager 10.feb 7 X

marint 10 dager 13.feb 10 X

marint 12 dager 15.feb 12 X

marint 14 dager 17.feb 14 X X
marint 17 dager 20.feb 17 X

marint 19 dager 22.feb 19 X

marint 21 dager 24.feb 21 X

marint 24 dager 27.feb 24 X

marint 28 dager 03.mar 28 X X
Kontroll-lgsning i §gvann

hipp.syre marint start 03.feb 0 X X
hipp.syre marint 4 dager 07.feb 4 X
hipp.syre marint 7 dager 10.feb 7 X
hipp.syre marint 14 dager 17.feb 14 X X

Analyseresultater fra nedbrytbarhetstestene, DOC, Igst organisk karbon.

iohexol (H) hippursyre

)] DOC mg/l

Karbonkilde Start 8(7) 14 22 (21) 28 39
dager dager dager dager dager

Ferskvann 398.5 290 377 258 319 217
Hippursyrei ferskvann 120 14 11 10 9
Inokulum (blank) test 8.7 3.2
Marint miljg 393 358 286 294 305
Hippursyrei marint 124 5.8 7.6 7 7

miljo

Tall i parentes henviser til §@vannstest.
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Figur 8. HPL C-kromatogrammer fra analyser av testlgsningen i fer skvann

Sammenstilling av kromatogram av alle pravene frainkubasjon i ferskvann fra start til og med 39
dager, hvor det nederste kromatogrammet er prave tatt fra oppstarten, og det averste
kromatogrammet er fra forsgkets siste dag, etter 39 dager.

R 1 20657 06002 01420 Fershstar (312 W VS 1
2 20667.060502_01#22 Fersh ddager (12112 Wvs L
3~ 20657 0606020123 Fersh &dager (1412 WVS 1
4- 2057 060R02 01424 Fersh. Scager (1612 Wvs L
5- 20667 060502 0145 Fersh Lidager (1912 WVs 1
6- 20667.060502_01#% Fersh 13dager (21112 WVs 1
7- 20667 00602 01427 Fersh, 16cger (2315) WV 1
8- 20667_ 060502 01428 Fersh 18dager (2612) WVs 1
- 20667060802 0149 Fersh. 20dager (2812) Wvs L
- 10- 20667 060502 01430 Fersk. 22dager (30/12) (WATSH!
“11- 20667 0602 01431 Fersh 2dager (0210106 WVS 1
~12- 20667.060502 0142 Fershy. 28dager (0601:06) Uvvis 1
13- 20667 06050201433 Fersh 3dager (1110106 WVs 1
1 14 2657 0R0B0P 1434 Fersh 30ager (1601:06) WVs 1
mu \ “r VWL 24nn]

| |

. |

T

31
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Figur 9. Overlay av standardene som ble analysert.

Fra nederst: 5-acetamid-2,4,6-trijodisoftal syre (svart), 5-amino-2,4,6-trijodisoftalsyre (bld),” 541”
(I’ﬂd) iohexol (brun), iopentol (grann) og hippursyre (lilla)

- 20667 060502 01 #4 [modified by 0S20667 5-acetamid-2,4,6-trijodisof talsy |
2 - 20667_060502_01 #5 5-amino-2,4,6-trijodisof talsy r UV_VIS_1
3 - 20667_060502_01 #7 "541" Uv_VIS_1
4 - 20667_060502_01 #14 iohexol Uv_VIS_1
5 - 20667_060502_01 #3 iopentol uv_vis_1
2 000 6 - 20667 060502 01 #6 hippur syre uv_ VIS
mAU [ WVL:254 nm|
15004
il
|
\ |
|
I ‘ “
1,000+ “ “ ‘ ‘

——| — it —
. B —— AT

Retensjonstidene for standardene: minutter

Syren 5-acetamid-2,4,6-trijodisoftalsyre 0,533

Syren 5-amino-2,4,6-trijodisoftalsyre 1,360

"541” (iohexol minus en sidekjede) 1,973

iohexol 2,427 og 2,550
iopentol 3,290 og 3,367
hippursyre 3,643
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Figur 10. HPL C-kromatogrammer fra analyser av testlgsningen i marint miljo

Sammenstilling av kromatogram av alle pravene frainkubasion i marint milj fra start til og med 28
dager, hvor det nederste kromatogrammet er prave tatt fra oppstarten, og det gverste
kromatogrammet er fra forsgkets siste dag, etter 28 dager.

1- 20667 060502 01#36 marint start (03/02) UV VIS 1
|2- 20667_060502_01 437 merint ddager (07/02) UV VIS 1
3- 20667 060502 01438 merint 7dager (10/02) UV.VIS 1
14.- 20667 060502 01#39 marint 10dager (13(02) UV.VIS 1
5 20667_060502 01 #40 marint 12dager (1502) UV VIS 1
16.- 20667_060502_01#41 marint 14dager (17/02) UV VIS
7- 20667_060502_01#42 marint 17dager (20102) UV.VIS 1
18- 20667 060502 01#43 merint 19dager (22/02) UV VIS 1
19- 20667 060502 01 #44 merint 21dager (2402) (WAE
110- 20667 060502 01 #45 marint 24dager (27/02) UV VIS 1
2000' 111 - 20667_060502 01 #46 i marint 28dager (03/03) UV VIS 1
ImAU WVL:254
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Struktur paiohexol og panoen forslag av degraderingsprodukter:

lohexol:
H
H
HO\)\/N o) Exact Mass =820.8803
Molecular Formula =C19H26I3N309
(o) ! : OH
H\)\/

Hsc)'l\ N N OH

Hoj) 0

HO

Oksydering av primaa alkohol (3 mulige posisjoner)

Exact Mass =834.8596

Molecular Formula =C19H24I3N3010
H C \/w]/

HO

Oksydering av sekundag alkohol (3 mulige posisjoner)

OH

H
HOJ\/N 0 Exact Mass =818.8647

Molecular Formula =C19H24I13N309

lohexol mi nus en sidekjede (3 mulige posisjoner)

Exact Mass =746.8435

jé;r Molecular Formula =C16H20I3N307
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lohexol oksidert pa 1 primaa alkohol og mistet 2 sidekjeder

H,N o)
| | Exact Mass =686.7860
o] Molecular Formula =C13H12I3N306
H3CJ\ N NH,
Hor I o]
HO o

2 Exact Mass =472.8733
Molecular Formula =C10H9I12N303

0
Hsc)J\H NH
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Spekter av de dominerene nedbrytningsproduktene / mellomproduktene
B 000 U TN e e g o ST DR, 1 o e, it 84 b .51 e P e i b B e

ionsk- lohexol
L Exact Mass =821
Molecular Formula =C18H2613N309

Tl

i

FTY = —r—n ———er e
- i sn B | sl Ll el L Lo aa
-

-]
J
i

B oTOF W LR 6 3077 e e Rl 1 e o PO DRI N1 il e, it [0 B B 07 i e i Bl 7l oomemy

| lohexol pluss 1 metylgruppe
I Exact Mass = 835
2 Molecular Formula = C20H2813N309
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-l lshexol pluss 2 metylgruppe
= Exact Mass = 849

] Molecular Formula = C21H3013N308
- |
]
o el
lH-E
-
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o
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_ lohexol pluss 3 metylgruppe
et Exact Mass = B83

e Molecular Formula = C22H3213N3104
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lohexol minus 1 sidekjede
Exact Mass = 747
Molecular Formula = C18H2013N30T
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lohexol minus 2 sidekjeder pluss 1 metylgruppe
Exact Mass = 687

Maolecular Formula = C14H16I3N305

|
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Vedlegg B

Testrapporter — toksisitet
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Norsk Institutt
for Vannforskning

TESTRAPPORT

Postboks 173 Alger, veksthemmingstest
NIVA'® e o Pseudokirchneriella

Tel: 2218 51 00
Fax: 22 18 52 00

Teststoff:
Kunde

Testmetode:
Organisme:
Testparameter:
Stamkultur:

Start dato:
Konsentrasjoner:
Test medium:
Forbehandling av prave:
Inkuberingsutstyr:
Dyrkingsflasker:
Lys

Temperatur:

pH i kontroll

pH i hgyeste
konsentrasjon
Vekstmaling:
Beregning av ECy *
Beregning av NOEC

subcapitata
NIVA metode K4

| ohexol-lgsning etter nedbrytning
GE Healthcare

SO 8692: Algagrowth inhibition test
Pseudokirchneriella subcapitata NIVA CHL1

V eksthastighet fra start til 72 timer

Semi-kontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)
23.01.06

1,.8,3.2,5.6, 10, 18, 32 og 56 %

1SO 8692

Gyngebord

100 ml stakolber med 50 ml medium

80 mE m? s*, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffrar
20.4-21.3°C

Start: 7.8 Sutt: 7,9

Start: 7,0 Slutt: 7,0

Partikkeltelling med Coulter Multisizer

Dunnett’ s test

Se
P2ad

Resultater:  Celletetthet pa hvert malepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastig-
het i hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ulike kon-
sentrasjoner av teststoff er listet lengst ned pa skjemaet. Vekstkurver for hver
konsentragion av teststoffet er visti figur 1.

Par ameter Enhet |[ECsy | 95% konf.int. |EC; |95% konf.int. |NOEC
0

Veksthastighe | % >56 |- >56 |- 32

t

* ECx = Den konsentrasion som gir X% reduksjon av veksthastighet i forhold til kontrollkulturer

Kommentar

Svak men signifikant veksthemming ble observert ved den hayeste

testkonsentrasjonen (56 %)
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1000

Konsentrasjon
(%)

—m— 3.2
——5.6
——10

100 +

—%— 18

10° celler/l

—— 32
—e—56
—o— Kontroll

10 +

0 20 40 60 80
Timer

Fig. 1. Vekstkurver for Pseudokirchneriella subcapitata i ulike konsentrasjoner (%) av lohexol-
I@sning etter nedbrytning

100 A L] °

B D [e]
o o o
| | |

Veksthastighet (%) av kontroll)
]

1 10 100

Konsentrasjon (%)

Fig. 2. Effekt av lohexol-lgsning etter nedbrytning pa veksthastigheten til Pseudokirchneriella
subcapitata

Oslo, 26.01.2006

Randi Romstad
Testansvarlig
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Referanser:
1SO/DIS 8692 : Water quality - Algal growth inhibition test

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

Staub. R. (1961): Ernérungsphysiol ogische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens D.C. Schweiz. Z.
Hydrol. 23: 82-198.
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start dag1 dag 2 dag 3 V.hast V.hast%  pH
Timer: 0 24,5 49 72,5 start  Slutt
Kons. (%) % mill/l mill/l mill/l mill./I
1,8 " 5.5 23,0 144 675 1,59 102 7.79 7.83
18 " 5.5 21,0 128 639 157 101
18 " 55 20,0 140 665 1,59 102
3,2 " 5.5 17,0 125 573 154 99 7.68 7.75
3,2 " 5.5 22,0 145 574 154 99
3,2 55 20,0 135 585 154 99
5,6 " 55 17,0 120 487 1,48 95 764 7.62
5,6 " 5.5 22,0 141 544 1,52 98
5,6 55 16,0 122 511 1,50 96
10 " 5.5 14,0 97 468 1,47 94 751 7.49
10 " 5.5 16,0 109 496 1,49 96
10 5.5 16,0 116 518 1,50 97
18 " 5.5 22,0 131 531 151 97 738 7.31
18 " 5.5 19,0 119 533 151 97
18 5.5 17,0 112 567 1,53 99
32 " 5.5 25,0 128 559 1,53 98 723 7.14
32 " 5.5 24,0 120 509 1,50 96
32 3 5.5 25,0 212 537 1,52 97
56 " 5.5 23,0 87 384 141 90 7.01 7.04
56 " 5.5 25,0 105 469 1,47 95
56 55 24,0 99 391 141 91
Kontroll 5.5 27,0 131 782 1,64 105 7.83 7.85
5.5 25,0 111 648 1,58 101
5.5 25,0 121 685 1,60 103
55 23,0 78 570 154 99
5.5 21,0 78 504 1,50 96
Middelverdier
1,8% Mv: 5.5 21,33 137,33 659,67 1,58 101,78
St d. 1,53 8,33 18,58 0,01 0,60
32% Mv. 55 19,67 135,00 577,33 154 98,95
St.d. 2,52 10,00 6,66 0,00 0,24
5,6 % Mv. 5.5 18,33 127,67 514,00 1,50 96,46
St d. 3,21 11,59 28,62 0,02 1,18
10 % Mv. 5.5 15,33 107,33 494,00 1,49 95,62
St d. 1,15 9,61 25,06 0,02 1,08
18% Mv. 5.5 19,33 120,67 543,67 1,52 97,67
St d. 2,52 9,61 20,23 0,01 0,78
32% Mv. 5.5 24,67 153,33 535,00 1,52 97,32
St d. 0,58 50,96 25,06 0,02 1,00
56 % Mv. 5.5 24,00 97,00 414,67 1,43 91,83
St d. 1,00 9,17 47,18 0,04 2,35
kontroll Mv. 55 23,67 97,33 614,67 1,56 100,00
St d. 2,42 27,10 111,07 0,06 3,80
Coefficient of variation in controls (%) 20,37
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Norsk institutt

TESTRAPPORT

f forskni =
N IVA @ Ifc:s\t/t?cr)]lgs(;.r73nmg Akutt toksisitet :f %

Kjelsas .

0411 Oslo Daphnia magna

Tel: 2218 51 00

NIVA metode K9

Fax: 22 18 52 00

Teststoff:
Kunde

Testmetode

Testorganisme

Testperiode
Forbehandling av
prove
Fortynningsmedium
Testkonsentrasjoner
Antall enheter
Testbeholdere
Temperatur

pH i kontroll

pH i hgyeste kons.
Oksygenmetning, 48 t
Beregning av ECs *

| ohexol-lgsning etter nedbrytning
GE Hedlthcare

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

Daphnia magna, stamme A. Vedlikeholdt i Elendt M7 og foret med
Pseudokirchneriella subcapitata som er dyrket i 10% Z8 naaingssaltlgsning.
Alder ved teststart < 24 timer.

17.01.06 — 19.01.06 og 23.01.06 — 26.01.06
Tilsatt 1SO 6341 medium

1SO 6341

3.2,5.6, 10, 18, 32, 56 og 100%

4 kar for hver konsentrasjon, med 5-7 dyr pr. kar.
50 ml polystyren begere med ca. 40 ml medium

20,3-20,4°C
Start: 7,9 Slutt: 7,9
Start: 7,7 Slutt: 7,8

Kontroll: 9,1 mg/l Hayeste konsentrasjon 100%: 9,1 mg/I
Probit (Statens Naturvardsverk)

Resultater:

24 timer 48 timer
Parameter Enhet ECsy | 95% konf. int. ECio ECsy | 95% konf. int. ECio
Immobilisering % 33 - <1 11 56-19 <1

*ECs = Den konsentrasjon som gir 50% immobilisering av forsgksdyrene.
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Observert immobiliserte Daphnia magna etter 24 og 48 timer i kontroller og ulike
konsentrasioner av |ohexoal etter nedbrytning.

Konsentrasjon Antall dyr Immobiliserte Immobiliserte
24 tim. 48 tim.
3,2% 21 1 6
5,6 % 20 6 9
10 % 21 10 14
18 % 21 7 16
32 % 20 12 18
56 % 20 15 20
100 % 21 20 21
Kontroll 44 0 2

Fig. 1. Effekt av lohexol etter nedbrytning, pa overlevelse (mobilitet) av Daphnia magna etter 48

timer

120

100 +

80

Mobile (%)

20

Oslo, 26.01.06

Utfert av:

60 -

40 1

r=0.9970

Randi Romstad

Konsentrasjon (%)

100

Baird, D. J et a, 1991, A Comparative Sudy of Genotype Sensitivity to Acute Toxic Sress Using Clones of Daphnia magna Srauss,

Ecotoxicology and Environmental Safety, 21, 257 - 265.

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

23, 82-198.

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

Protoplasma, 154, 25-33.
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Norsk Institutt
for Vannforskning

TESTRAPPORT

Postboks 173 Veksthemmin
NIVA® P nemming

0411 Oslo marinealger

Tel: 22185100 Skeletonema costatum

Fax: 22 18 52 00

Teststoff:
Kunde:

Testbetingelser

Testmetode

Organisme:
Testparameter:
Stamkultur:

Start dato:
Konsentrasjoner:

Test medium:
Forbehandling av praeve

Inkuberingsutstyr:
Dyrkingsflasker:

Lys:

Temperatur:

pH i kontroall

pH i hgyeste
konsentrasjon
Vekstmaling:

Beregning av ECg *
Beregningav NOEC **

NIVA metode K6

I ohexol-lgsning etter nedbrytning
GE Healthcare

SO 10253: Marine algal growth inhibition test
Skeletonema costatum NIVA BAC1
Veksthastighet fra start til 72 timer
Semi-kontinuerlig i nat. §gvann +10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)
14.03.2006
3.2,5.6, 10, 18, 3256 0g 100 %
SO 10253 i naturlig §evann fra60 m dyp, Oslofjorden. S= 35 %0
Praven ble oppbevart i kjgleskap til teststart og filtrert gjennom GF/C
glassfiberfilter
Gyngebord
100 ml stdkolber med 50 ml medium
Ca. 70 UE m? s, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffrar
20.3-21.3°C
Start : 8.1, Slutt: 9.0
Start: 7.2, Slutt: 7.4

Partikkeltelling med Coulter Multisizer
Ikke lineser regresjon (logistic model)
Dunnett's test (p<0.05)

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

** NOEC = Hoyeste testede konsentragjon uten signifikant effekt
Resultater Celletetthet pa hvert malepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og
veksthastighet i hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og
ved ulike konsentrasjoner av teststoff er listet lengst ned pa skjemaet. Vekstkurver
for hver konsentrasjon av teststoffet er vist i figur 1. Dose/responskurven for effekt
paveksthastighet er visti fig. 2.

Parameter Konsentragon ECso ECx ECio NOEC

V eksthastighet % >100 22 6.4 5.6
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Kommentar  Det ble observer svak, gkende veksthemming ved konsentrasjonerover 5.6 %. Ved
100 % konsentrasjon var veksthemmingen ca. 35 %.

10000

Konsentrasjon
(%)

1000 + ——3.2

—=—56
——10
—»—18

100 4+
—%— 32

10% celler/l

—0—56
—+— 100

10 1 —o— Kontroll

0 20 40 60 80
Timer

Fig. 1. Vekstkurver for Skeletonema costatum ved ulike konsentrasjoner av iohexol-Igsning etter
nedbrytning.

40 -

20 1

Veksthastighet (% av kontroll)

0 — —
1 10 100

Konsentrasjon (%)

Fig. 2. Effekt av iohexol-lgsning etter nedbrytning pa veksthastigheten til Skeletonema costatum.

Oslo, 03.04.2006

Utfert av: Randi Romstad
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Start Dagl Dag2 Dag3
Timer: 0 24 48 72  Veksthast. Veksthast. | pH
Kons. % mill/l mill/l mill./I d! % av kontr. | Start | Slutt
32 " 5 40 476 1738 1.92 101 8.1 9.0
32 " 5 43 587 1713 1.91 101
32 " 5 42 552 1619 1.89 100
56 " 5 46 541 1435 1.85 98 8.1 9.0
56 " 5 40 487 1498 1.87 98
56 " 5 48 572 1529 1.88 99
0 " 5 38 470 744 1.64 86 8.0 8.5
0 " 5 36 423 675 1.60 84
0 " 5 38 402 990 1.73 91
18 " 5 32 307 352 1.39 73 8.0 8.1
18 " 5 33 343 358 1.39 73
18 " 5 35 346 350 1.38 73
32 " 5 34 225 289 1.32 70 7.8 8.0
32 " 5 32 251 321 1.36 71
32 5 32 230 310 1.34 71
56 " 5 30 193 253 1.28 67 7.6 7.8
56 " 5 28 199 273 1.30 69
5% " 5 29 203 225 1.24 65
100 " 5 31 190 229 1.24 65 7.2 7.4
100 " 5 29 194 200 1.20 63
100 " 5 32 199 214 1.22 64
Kontroll 5 41 449 1441 1.86 98 81 9.0
5 44 536 1600 1.89 100
5 45 446 1588 1.89 99
5 52 533 1890 1.95 103
5 44 555 1580 1.89 99
5 47 592 1751 1.92 101
MIDDELVERDIER
32% Mv: 41.67 538.33 1690.00 1.91 100.57
St. av. 1.53 56.75 62.75 0.01 0.66
56% Mv. 4467 533.33 1487.33 1.87 98.33
St av. 4.16 43.02 47.90 0.01 0.57
10% Mv. 37.33 431.67 803.00 1.66 87.27
St av. 1.15 34.82 165.58 0.07 3.50
18% Mv. 3333 33200 353.33 1.39 73.09
St. av. 1.53 21.70 4.16 0.00 0.21
32% Muv. 3267 23533 306.67 1.34 70.59
St av. 1.15 13.80 16.26 0.02 0.94
56% Mv. 29.00 198.33 250.33 1.27 66.99
St av. 1.00 5.03 24.11 0.03 1.71
100% Muv. 30.67 19433 214.33 1.22 64.29
St. av. 1.53 451 14.50 0.02 1.19
Kontroll  Mv. 4550 51850 1641.67 1.90 100.00
St. av. 3.73 58.89 156.40 0.03 1.65
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Referanser:

ISO/DIS 10253 : Water quality - Marine algal growth inhibition test
Staub. R. (1961): Erndrungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge
Oscillatoria rubescens D.C. Schweiz. Z. Hydrol. 23: 82-198.
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u
NIVA &

Norsk institutt
for vannforskning

Postboks 173 Akutt toksisitet
Kjelsas .
0411 Oslo Acartiatonsa

Tel: 2218 51 00

NIVA metode K13

Fax: 22 18 52 00

Teststoff:
Kunde;

Test metode
Test organisme

Utviklingsstadium
Testperiode
Fortynningsvann

Testkonsentrasjoner
Antall enheter
Testbeholdere
Temperatur

pH in kontroll

pH at highest conc.
Oksygenmetning 48 t
Beregningav LCsq"

Resultater

| ohexol-1gsning etter nedbrytning i §gvann
GE Healthcare

TESTRAPPORT

SO 14669 Water-Quality - Determination of acute lethal toxicity to

marine copepods (Copepoda, Crustaced)

Acartia tonsa, Opprinnelse: DHI, Danmark. Stamkultur i naturlig

sigvann, med Rhodomonas baltica som for
Copepode, alder 17-30 dagn
28-30.04. 2006

Sjevann fra m dyp i Oslofjorden ved Solbergstrand. Saliniteten justert

til 32 %0

32, 56 og 100 % av vannprave

4.kar for hver konsentrasjon med 5-8 dyr pr. kar.
50 ml polystyren begere

20°C
Start: 8.0 End: 8.1
Start: 7.7 End: 7.3

Kontroll: 94 % Hoayeste konsentrasjon: 89 %
Probit analyse (SNV Probit)

Tid Enhet

LCs0o 95% Konf.int. | LCqq 0% Effekt

100% Effekt

48t %

88 - 33 >32

>100

* LCg, = Koncentrations som gir 50% dedelighet av testorganismer.
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Tabell 1. Observert dadelighet av Acartia tonsa etter 24 og 48 timer

Konsentrasjon Antall dyr Antall dade Antall dede
24 timer 48 timer
32 % 26 1 5 (19 %)
56 % 27 0 3 (11 %)
100 % 28 6 16 (78 %)
Kontroll 79 0 1(<1%)
100 +
S
[
©
o
8
5}
>
(@) 4
20 +
0 1 1 1 1 1 1 } }
10 100

Konsentrasjon (%)

Fig. 1. Responsdiagram for effekt av iohexol etter nedbrytning i §@vann paoverlevelse av Acartia
tonsa etter 48 timer.

Utfart av: Ase Bakketun
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