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Forord

Borregaard Industries Limited henvendte seg til NIVA i oktober 2008 for
a fa gjennomfort en karakterisering av 5 ulike avlepsvann. Undersgkelsen
skulle utfores etter samme program som ved karakterisering av andre
avlagpsstreammer fra fabrikken i 2003.

Prover av avlgpsvann ble tatt i april/mai 2009. Okotoksikologiske tester

ble utfort ved NIV As gkotoksikologiske laboratorium av Nassir ElShaik,
Joackim Johannsen og Harald Heias.

Oslo, 9.05.2009

August Tobiesen
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Innholdsfortegnelse (dobbelklikk)
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Sammendrag

Avlegpsvann fra 5 ulike prosesser ved Borregaards Industries Limited fabrikker i Sarpsborg ble
undersgkt i april/mai 2009. Undersgkelen omfattet toksisitetstester med alger, krepsdyr og fisk etter
samme program som ble benyttet ved tidligere undersekelser av andre avlgpsstremmer fra fabrikkene i
2003.

Av de 5 ulike avlgpene var ”Grennlut fra biokjel” og avlepet fra ”Pharma” de mest giftige. Ved
vurdering av hvilket avlgpsvann som bidrar mest til det totale utslippet sa bidro avlepene fra Blekeri
+ Terkemaskin” mest til giftigheten. Dette avlgpet var mer giftig ved bruk av acetat enn ved bruk av
derivat. For ”Blekeri + Torkemaskin (acetat)” ble det p& grunnlag av oppgitt avlepsmengde og malt
toksisitet estimert en teoretisk miljarisiko (risiko>1). Denne er vurdert ut fra en veerst tenkelig
situasjon” med en miniumsforing i Glomma pa 300 m’/s.

Risikoen for effekter av utslippet i resipienten (Glomma) er vurdert pd grunnlag av observerte effekter
1 toksisitetstestene og fortynningskapasiteten i elven. Risikoen for toksiske effekter pd vannlevende
organismer utenfor den umiddelbare blandsonen i resipienten vurderes som tilstede ved miniumums
vannfering lik 300 m*/s i Glomma men som ubetydelig ved en midelere vannforing pa 700 m’/s.
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Summary

Title: Ecotoxicological characterization of wastewater from Borregaard Industries Limited, Sarpsborg.
Year: 2009

Author: August Tobiesen

Source: Norwegian Institute for Water Research, ISBN No.: ISBN

Wastewater from 5 different prosesses at Borregard Industries Limited in Sarpsborg, S-E Norway was
investigated in April/May 2009. The investigation included short-term toxicity tests with algae
(Pseudokirchneriella subcapitata), crustacean (Daphnia magna) and fish (salmo trutta and
Scopthalamus maximus) according to the same progam as was used in a similar study in 2003.

Of the 5 wastewater samples, the samples from ”Grennlut fra biokjel” and ”Pharma” were the most
toxic. However, the major contributor to the overall toxicity of the waste water load to Glomma is
”Blekeri + Tarkemaskin”. Two versions of this wastewater were received; one where acetate had been
used and one where a derivate had been used. When aceate was used, this gave the most toxic
wastewater stream. Based on submitted data for the flow of waste water and measured toxicity in this
study a theoretical environmental risk is estimated (risk >1). This evaluation assumes a worst case
situation with minimum water flow of 300 m3/s in the River Glomma.

The risk of effects in the receiving water (River Glomma) due to the discharge of the wastewater was
assessed on the basis of the results of the toxicity tests and the dilution capacity in the recipient. It was
concluded that there is a risk of toxic effects to aquatic organisms when assuming a minimum water
flow of 300 m*/s. However this becomes insignificant beyond the immediate mixing zone in the
recipient when assuming a median water flow of 700 m’/s.
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1. Bakgrunn

Fabrikker 1 Sarpsborg har et renseanlegg som behandler deler av avlgpsvannet fra anlegget for utslipp
til Glomma nedstrems Sarpsfossen. I 2003 og 2007 ble det gjennomfoert en ekotoksikologisk
undersgkelse av innlep og utlep fra renseanlegget (Berge et al. 2003 og Kaillqvist & Romstad 2008).
Noen avlegpsstremmer fra fabrikksomradet gar imidlertid utenom renseanlegget direkte til Glomma.
Preover av fem slike direkte utslipp ble karakterisert i 2005. (Kallqvist et al. 2005). Denne rapport
beskriver en tilsvarende undersegkelse av utslipp til Glomma fra 5 ulike prosesser ved Borregaard
Fabrikker i Sarpsborg.

2. Maélsetning

Malsettingen for undersekelsen var:

o Avklare eventuell giftighet av utslippene slik at risiko for effekter i Glomma kan vurderes

3. Metodikk

3.1 Prevetaking

Uttak av prever av de ulike avlgpene ble foretatt av Borregaard. Prevene ble tatt som
gyeblikksprever. Vannferingen i avlgpsstrommene ble registrert i provetakingsperioden og er
sammenstilt i tabell 1 sammen med vannfering i Glomma.

Avlepsvann Prove Test ID Volum Vannfering

dato Avlep Glomma (m’/s)
(m3/time)

Ut anaerob trinn 1 17.4.09 B638&/2 260 975

Fra Blekeri + Torkemaskin 17.4.09 B638/3 1260 975

(acetat)

Grennlut fra biokjel 17.4.09 B638/1 40 975

Fra Blekeri + Torkemaskin 11.5.09 B640/2 1000 1348

(derivat)

Fra Pharma 15.5.09 B640/1 25 1096

3.2 Okotoksikologisk karakterisering av utslippene

Prover av de ulike utslippene er undersegkt for gifteffekter pa organismegruppene alger, krepsdyr og
fisk. Testene er utfort primert pa ferskvannsorganismer i henhold til internasjonale standardmetoder
(ISO), men for ”Grennlut fra biokjel” og ”Pharma” ble erret erstattet med piggvar fordi
saltholdigheten i provene var svert hay.
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Undersgkelse av veksthemming av alger ble gjort 1 henhold til ISO 8692 med grennalgen
Pseudokirchneriella subcapitata (tidligere benevnt Selenastrum capricornutum) Ved testen
eksponeres alger i en konsentrasjonsserie av avlgpsvannet, fortynnet i et definert vekstmedium.
Algenes vekst registreres ved telling hvert degn i 72 timer. Veksthastigheten beregnes fra ekningen i
celletetthet i kulturene. Fra resultatene kan veksthemmingen som funksjon av konsentrasjon av
avlepsvann beskrives og ECso-verdien, d.v.s. den konsentrasjon som gir 50 % reduksjon av
veksthastigheten i forhold til kontrollkulturer beregnes.

Akutt toksisitet pa krepsdyr ble undersekt i henhold til ISO 6341 med vannloppen Daphnia magna
som testorganisme. Antallet overlevende og dede (immobiliserte) forseksdyr registreres i lapet av 48
timers eksponering i en konsentrasjonsserie av avlgpsvannet. Fra responskurven som viser prosent
mobile forsgksdyr som funksjon av konsentrasjon av avlgpsvann kan ECs, for immobilisering av D.
magna beregnes.

Akutt toksisitet pa fisk ble undersekt i henhold til OECD 203 med erret (Salmo trutta) eller piggvar
(Scopthalmus maximus). Dersom dedelighet blir registrert kan LC50-verdien, d.v.s. den konsentrasjon
av avlgpsvann som dreper 50 % etter 96 timers eksponering beregnes. Dadelighet blir observert hver
dag og temperatur, pH og oksygenmetning blir overvaket daglig. Fisk blir ikke foret i under akutt
toksisitets forsek. Piggvar er en flyndrefisk og det er mulig at testvann med mye bunnfall slar negativt
ut for denne relativt til en test med pelagisk fisk.

Alle avlgpsvannene hadde en pH-verdi som var utenfor det optimale for mange vannlevende

organismer. For & unngé at resultatene av giftighetstestene ble dominert av pH-eftekter ble pH i
avlepsvannene justert til 7-8, som det optimale omrédet for testorganismene.

4. Resultat
4.1 Kjemisk og fysisk karakterisering

Det ble ikke utfert noen kjemiske analyser av avlgpsvannet av NIVA. Tabell 2 gir noen maleverdier
for pH og salholdighet i testvannet som det er nedvendig & kontrollere i ulike testene. Kobbernivaene
er data fra Borregaards egen overvaking.

Tabell 2. pH og saltholdighet i motatte testlosninger.

Prove Test ID pH Saltholdighet Kobber
PSU mg/l

Ut anaerob trinn 1 B638/2 8 Ikke malt 0.09

Fra Blekeri + B638/3 2 3,7 0.025

Terkemaskin (acetat)

Grennlut fra biokjel B638/1 14 60 3.1

Fra Blekeri + B640/2 4 Ikke malt 0.025

Terkemaskin (derivat)

Fra Pharma B640/1 12 30 <0.02
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4.2 Toksisitet

Resultatene av toksisitetstestene er rapportert i vedlegg 1 (alger), vedlegg 2 (Daphnia) og vedlegg 3
(Fisk). Beregnede effektkonsentrasjoner er sammenstilt i tabell 3.

Tabell 3. Effektkonsentrasjoner av avlepsvannprever fra TM+blekeri pa alger, Daphnia og fisk.

P. subcapitata D.magna Fisk
Prove EC10 ECS() EC]() EC50 LCS() NOEC
Ut anaerob 7.0 8.8 22 43 24 18
trinn 1
Fra Blekeri + 0.27 2.1 9 19 42 18
Torkemaskin
(acetat)
Grennlut fra 2.1 2.7 Ca0.15* 1.04 5.6 -
biokjel
Fra Blekeri + 4.8 18.6 Ca3.2%* 5.6 5.7 32
Torkemaskin
(derivat)
Fra Pharma 5.9 29.0 - <1* >56 >56

*stipulert, benyttet test konsentrasjoner tillot ikke ngyaktig beregning

Alle avlgpene, unntatt anaerob trinn 1, hadde pH verdier som krevde justering av pH slik at prevens
pH-verdi ikke ga utslag i testene. Avlgpsvannet fra ”Blekeri + Torkemaskin (acetat)” var mest giftig
for algen Pseudokirchneriella subcapitata. Mens avlgpsvannet ”Gennlut fra biokjel” og ”Pharma” var
mest giftig for Daphnia magna. Begge disse avlapene hadde meget hoy pH i utgangspunktet og ga
betydelig mengde partikler og hay saltholdighet ved justering av pH til test betingelser. Det er derfor
mulig at dette har bidratt til den observerte immobiliseringen av Daphnia.

Fisketestene ble planlagt utfert med erret. Det viste seg at avlepsvann med meget hoy pH etter
justering ned til pH 7-8 , fikk en saltholdighet pa 30-60 PSU. Ettersom NIV A hadde juvenil piggvar
tilgjengelig ble denne benyttet i testene med ”Grennlut fra biokjel” og ”Pharma”. Den observerte
giftigheten for algen Pseudokirchneriella subcapitata i testen med avlesvann fra ”Pharma” er trolig en
effekt av saltholdighet. Derimot er effekten pa Daphnia av ”Pharma” vannet ikke en salt effekt til det
er effektkonsetrasjonen for lav.

S. Diskusjon

Da det ikke er utfort noen analyser av metaller eller andre kjemiske parametre i denne omgang for
avlepsvannet er det ikke mulig & relatere den paviste giftighet til noen bestemt agens. Borregaard
utforer selv overviking av kobber i avlgpsvannet og aktuelle nivaer er gjengitt i Tabell 2. For vekst av
Pseudokirchneriella subcapitata har kobber en NOEC (=EC10) = 43ug/l (EU RAR). For de fleste
avlepene ligger kobbernivéet rundt dette eller lavere. For "Grennlut fra biokjel” sa er kobber nivaet 3
mg/l. Det burde tilsi at i algetesten med ”Grennlut fra biokjel” s& skulle man fétt en EC10 pa 1,4 %. 1
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testen ble EC10 beregnet til 2 % som er meget nzer den forventede EC10 basert pa kobberinnholdet.
Det er derfor grunn til & tro at den observerte effekten pa alger skyldes kobberkonsentrasjonen i
avlgpsvannet. Ogsé Daphnia er sensitiv til kobber med NOEC=10 pg/l i reproduksjons tester
(Crommentuijn et al. 1997) men har ikke relevante akutt test data. Tilsvarende for erret er EC=22 ng/l
for kronisk effekt pé yngel (Crommentuijn et al. 1997), men mangler data for akutt dedelighet pa

piggvar.

Avlepsvannets potensial for & gi gifteffekter 1 en resipient er avhengig av giftigheten og
utslippsmengden. Dette kan uttrykkes i form av ”Toxicity Emission Factor”, TEF. Ved beregning av
TEF konverteres forst ECs eller LCso-verdien fra toksisitetstester til Toxic Units”, TU slik at man far
en parameter som er proporsjonal mot toksisiteten:

yo_100
L(E)C,,

hvor L(E)Csg er den laveste ECs eller LCso-verdien angitt som volum % avlgpsvann.
Deretter multpliseres TU med vannferingen i avlgpsstremmen.
TEF = TUXQ;
Hvor Q er vannforingen (m’/d) (Se tabell 1).
De beregnede TEF-verdiene for de underseokte avlgpsvannene er vist i tabell 4.

Tabell. 4. Samlet potensiell toksisitet uttrykket som ”Toxicity Emission Factor” (TEF) for
avlepsvannsprevene fra TM+blekeri.

Avlepsvann Laveste Organisme TU TEF TEF
L(E)Cso (%) %

Ut anaerob trinn 1 8.8 alger 114 70909 4.3

Fra Blekeri + 2.1 alger 47.6 1440000 89.6

Terkemaskin (acet)

Grennlut fra biokjel 1.04 Daphnia 96.2 92308 5.6

Fra Blekeri + 5.6 Daphnia 17.9 428571 25.8

Terkemaskin (deriv)

Fra Pharma 1 Daphnia 100 60000 3.6
Sum (alle untatt Blekeri +TM derivat) 1663217 125.8

Beregning av TEF er egnet for sammenlikning av ulike utslipp (f. eks. innenfor en bransje) men gir
ikke uttrykk for den faktiske risikoen for at utslippet gir toksiske effekter i den aktuelle resipienten.
Det man straks ser av siste kolonne i Tabell 4 er at det er utslippet fra Blekeri (acetat) som utgjer
hovedandelen av det giftige utslippet. Utslippene fra Borregaard i Sarpsborg gér til Glomma, som har
en middelvannfering pa ca. 700 m*/s og en minstevannfering pa ca. 300 m’/s. Dette gir en meget hoy
fortynningseffekt pa utslippene i resipienten. For eksempel vil fortynningsgraden for de ulike utslipp
nér det er utblandet i hele elveprofilen vere i omradet 800-43000 ganger ved minstevannfering i
Glomma. I tabell 5 er fortynningsbehovet for & unngd mer enn 10 % effekt pd den mest folsomme av
de undersgkte organismene (dvs. fortynningen som tilsvarer EC;,) sammenliknet med

10
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fortynningspotensialet for de ulike avlgpsstremmene ved full utblandning i Glomma ved lav
vannforing (300 m’/s) fremstilt.

11



NIVA <lgpenr >-<ar>

Tabell 5. Fortynningsbehov for 4 redusere malt toksisk effekt for mest felsomme organisme til
10 % sammenliknet med den reelle fortynningen av avlepsvannene nar de er fullt utblandet i
Glomma ved lav vannfering (300 m’/s)

Avlep Laveste Organisme | Fortynningsbehov ved Fortynning ved
L(E)C;o(%) L(E)Cyo lav vannfering

Ut anaerob trinn 1 7 Alger 14 4154

Fra Blekeri + 0.27 Alger 370 857

Terkemaskin (acet)

Gronnlut fra biokjel 0.15 Daphnia 667 27000

Fra Blekeri + 3.2 Daphnia /fisk 31 1080

Terkemaskin (deriv)

Fra Pharma 0.2%* Daphnia 500 43200

*antatt som 1/5 av EC50

Det fremgér av tabell 5 at den reelle fortynningen (nér avlgpsstremmene er helt utblandet i Glomma)
er fra ca. 2 til ca. 300 ganger hgyere enn behovet for 4 unnga mer enn 10 % veksthemming av alger
eller dedelighet hos Daphnia. Pa grunn av at andre arter enn de som er testet kan vaere mer folsomme
og at effekter ved langtidseksponering (kronisk toksisitet) kan oppsta ved lavere konsentrasjoner enn
de som gir akutt toksisitet ma man regne med at fortynningsbehovet for unngé alle typer av effekter i
resipienten er noe hgyere enn hva som er angitt i tabell 5. I falge veileder for @kotoksikologisk
undersekelse av industriavlep (SFT 2000) kan fortynningsbehovet for & unngé langtidseffekter
(kroniske gifteffekter) av avlepsvann beregnes ut fra resultat av toksisitetstester ved hjelp av
applikasjonsfaktorer. Nér det fins data for akutt toksisitet for minst tre organismegrupper (alger,
krepsdyr og fisk) antas det ikke veere fare for kroniske gifteffekter ved konsentrasjoner av avlgpsvann
20 ganger lavere enn laveste ECs eller LCso-verdi. I tabell 6 er fortynningsbehovet for 4 unnga
kroniske effekter ved langtidseksponering i resipienten beregnet for de 5 avlgpsvannene. I tabellen
(siste kolonne) er det ogsa beregnet ratio fortynningsbehov delt pa faktisk fortynning ved minimum
vannfering i Glomma. I tabell 7 er beregningene gjentatt for midlere vannfering pa 700 m¥/s.

Beregningene viser at untatt for ”Blekeri (acetat)” sa ligger fortynningbehovet under det som er
tilgjengelig selv ved minstevannfering. For ”Blekeri (acetat)” sa far man en beregnet risiko lik 1.1
(eller 1.2 om man summerer alle bidrag) ved minstevannfering. Dette er >1 og det er derfor grunnlag
for a iverksette tiltak for a redusere riskoen til under 1. Et slik tiltak kan vare at man ikke slipper ut
denne type avlep i perioder med miniumsvannfering.

Til sammenligning er data for utslippet fra hovedrenseanlegget (fra Berge et al. 2003) og fra
undersgkelsen av ulike prosessavlagp 1 2005 (Kallgvist et al. 2005) og Blekeriet i 2007 (Kéllgvist &
Romstad 2008). Generelt ser man at de testede avlgpsvannprever i denne undergkelsen har en
betydelig hayere giftighet enn tilsvarende tester utfort tidligere for Borregaard. Spesielt gjelder dette
for avlep fra Blekeriet hvor giftigheten na er slik at fortynningskapasiteten i Glomma i verste fall ikke
er tilstrekkelig for & hindre risiko for organismer i resipienten. Det betyr at man fremover kun har
relativt sma marginer med hensyn til ekninger i mengde avlepsvann spesielt fra blekeriet.

Flere av de undersgkte avlgpsvannene hadde hhv. hegy og lav pH-verdi og heye konsentrasjoner av
avlgpsvannene vil derfor kunne gi direkte pH-eftekter i en resipient med lav bufringskapasitet.
Fortynningsbehovet for & unnga slike effekter i Glomma antas imidlertid & vare lavere enn hva som er
beregnet pa grunnlag av toksisitetstestene i tabell 6.

12
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Tabell 6. Beregnet fortynningsbehov for i beskytte mot kroniske effekter ved langtids-
eksponering av avlepsvann fra Borregaard fabrikker sammenliknet med den reelle fortynningen

av avlepsvannene nar de er fullt utblandet i Glomma ved lav vannfering (300 m’/s).

Avlepsvann Laveste Organisme | Fortynnings | Fortynning Ratio

L(E)Cso(%) -behov ved lav Tilgjengelig
vannfering vannfering

Ut anaerob trinn 1 8.8 Alger 227 4154 0.055

Fra Blekeri + 2.1 Alger 952 857

Terkemaskin (acetat) 1.111

Grennlut fra biokjel 1.04 Daphnia 1923 27000 0.071

Fra Blekeri + 5.6 Daphnia 357 1080

Terkemaskin (deriv) 0.331

Fra Pharma 1 Daphnia 69 43200 0.002
Sum (alle untatt Blekeri derivat) 1.24

TM-blekeri 16.10.2007° 24 Alger 83 2571

TM+blekeri 29.10.2007° >100 Alger <20 3000

Tommerrenseri' 12 Daphnia 167 304941

Fellesavlep' 87 Alger 23 889

Vanillinfabrikkene' 69 Daphnia 29 11494

Sprayterkanlegg' 80 Alger 25 20506

Kokeri, lukket avlep' 14 Daphnia 143 42284

Innlop Renseanlegg’ 3.2 Fisk 625 1234

Utlop Renseanlegg” 40 Fisk 50 1234

" Fra Killqvist et al. 2005
® Fra Berge et al. 2003

3 Fra Killqvist &Romstad 2008

Tabell 7. Tilsvarende som Tabell 6 men med en midlere vannfering i Glomma tilsvarende 700

m’/s

Avlepsvann Laveste Organisme | Fortynnings | Fortynning Ratio
L(E)Cso(%) -behov midlere Tilgjengelig

vannfering vannfering

Ut anaerob trinn 1 8.8 Alger 227 9692 0.023

Fra Blekeri + 2.1 Alger 952 2000 0.476

Terkemaskin (acetat)

Groennlut fra biokjel 1.04 Daphnia 1923 63000 0.031

Fra Blekeri + 5.6 Daphnia 357 2520 0.142

Terkemaskin (deriv)

Fra Pharma 1 Daphnia 69 100800 0.001
Sum (alle untatt Blekeri derivat) 0.673

13
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NIV3A= ok institu TESTRAP PO RT o ﬁ)

for Vannforskning @
Gaustadallen 21 1
Gaustadal Alger, veks?hemml_ngstest © @
Tel: 22 18 51 00 Pseudokirchneriella
Fax: 22 18 52 00 -
subcapitata
NIVA metode K4
Teststoff: Grennlut fra biokjel Lab. kode: B638/1
Kunde: Borregaard Prove mottatt:  17.04.2009
Testmetode: ISO 8692: Alga growth inhibition test
Organisme: Pseudokirchneriella subcapitata NIVA CHLI1
Testparameter: Veksthastighet fra start til 73 timer
Stamkultur: Semi-kontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)

Start dato: 17.04.2009

Forbehandling av prove: Proven ble oppbevart ved +5 °C til teststart og filtrert gjennom GF/C
glassfiberfilter. pH justert fra 14 til 8.0

Konsentrasjoner: 1,3,2,10,32 100 %

Test medium: ISO 8692

Inkuberingsutstyr: Gyngebord

Dyrkingsflasker: 30 ml glass med 12 ml medium

Lys: Ca. 65 mE m? s‘l, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffror

Temperatur: 19.7-20.0 °C

pH i kontroll Start : 7.9 Slutt: 8.0

pH i heyeste konsentrasjon  Start : 8.3 Slutt: 9.4

Vekstmaling: Partikkeltelling med Coulter Multisizer og Fluorescens med Cytofluor 2300
Beregning av EC5) * Ikke-linezr regresjon (Hill)

Beregning av NOEC ** Dunnett's test (p<<0.05)

Resultater: Celletetthet pa hvert mélepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i

hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ulike konsentrasjoner
av testproven er listet lengst ned pa skjemaet. Vekstkurver for hver konsentrasjon av
testproven er vist i figur 1.

Parameter Enhet | EC5y | 95% Kkonf. int. ECy | 95% konf. int. ECyy | 95% Kkonf. int.
Veksthastighet % 2.7 2.1-2.9 2.3 1.5-2.5 2.1 1.2-2.3

*EC5( = Den konsentrasjon som gir 50 % reduksjon av veksthastighet i forhold til kontrollkulturer
** NOEC = Hayeste testede konsentrasjon uten signifikant veksthemmende effekt

Kommentar: Veksthemmingen var fullstendig ved konsetrasjoner >3.2 % NOEC=1 %.

Oslo 11.06.2009
Test utfort av e Testansvarlig

Anja Nilsen August Tobiesen
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Fig. 1. Vekstkurver for Pseudokirchneriella subcapitata i ulike konsentrasjoner av avlgpsvann
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Fig.:2 Effekt av avlgpsvann pa veksthastigheten til Pseudokirchneriella subcapitata. Stiplede linjer viser (fra
venstre) EC,y og ECs.

Referanser:

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

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

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

Dag 0 Dag 1 Dag 2 Dag 3 V-hast V-hast %
Timer: 0 25 53 73 d’ av kontroll
Kons. (%) 10° 10° 10° 10°
Kontroll 5 29 77 477 1.52 105
5 30 67 356 1.42 99
5 30 60 393 1.45 101
5 32 64 353 1.42 98
5 30 71 359 1.42 99
5 28 63 349 1.41 98
1 5 19 45 446 1.50 104
1 5 15 46 302 1.37 95
1 5 14 43 297 1.36 94
3,2 5 9 15 10 0.24 17
3,2 5 7 12 9 0.18 13
32 5 6 11 8 0.14 10
10 5 7 12 11 0.25 17
10 5 5 9 6 0.06 4
10 5 5 11 6 0.09 6
32 5 6 11 7 0.13 9
32 5 7 11 9 0.18 12
32 5 7 11 18 0.42 29
100 5 7 10 8 0.17 12
100 5 8 12 9 0.18 12
100 5 8 11 9 0.20 14
MIDDELVERDIER
%
1 Mv: 29.7 67.0 381.0 1.4 100
St. d. 1.3 6.3 49.8 0.04 3
3,2 Mv. 16.1 44.7 348.4 1.4 98
St. d. 2.9 1.5 84.9 0.08 5
10 Mv. 7.3 12.7 8.8 0.2 13
St. d. 1.6 2.0 1.3 0.05 3
32 Mv. 5.7 10.8 7.7 0.1 9
St. d. 1.2 1.6 2.5 0.10 7
100 Myv. 6.7 10.9 11.2 0.2 17
St. d. 0.5 0.3 5.6 0.16 11
Kontroll Mv. 7.8 11.1 8.6 0.2 13
St. d. 0.5 1.2 0.4 0.01 1
Variasjonskoeftisient i kontroller (%) 2.8
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pH-verdier

Konsentrasjon. Start 73 timer
Kontroll 7.91 8.02
1% 8.02 8.88
32% 8.00 9.20
10 % 8.03 9.45
32% 8.00 9.42
100 % 8.32 9.25
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NIV4-

Teststoff:
Kunde:

Testmetode:
Organisme:
Testparameter:
Stamkultur:
Start dato:

Forbehandling av prove:

Konsentrasjoner:
Test medium:
Inkuberingsutstyr:
Dyrkingsflasker:
Lys:

Temperatur:

pH i kontroll

pH i heyeste konsentrasjon

Vekstmaling:

Beregning av ECg *
Beregning av NOEC **

©

TESTRAPPORT

N

Norsk Institutt (9_'
for Vannforskning @ @@
Gaustadallen 21 1
Gaustadal Alger, veks?hemml_ngstest 0%
Tel: 22 18 51 00 Pseudokirchneriella
Fax: 22 18 52 00 .

subcapitata

NIVA metode K4
Ut anarob Trinn 1 Lab. kode: B638/2
Borregaard Prove mottatt:  17.04.2009

ISO 8692: Alga growth inhibition test
Pseudokirchneriella subcapitata NIVA CHLI1
Veksthastighet fra start til 73 timer

Semi-kontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)
17.04.2009

Preven ble oppbevart ved +5 °C til teststart og filtrert gjennom GF/C
glassfiberfilter. pH justert fra 10.8 til 8.0

1,3,2,10,32 100 %

ISO 8692

Gyngebord

30 ml glass med 12 ml medium

Ca. 65 mE m? s‘l, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffror
19.7-20.0 °C

Start : 7.9 Slutt: 7.9

Start : 8.8 Slutt: 8.0

Partikkeltelling med Coulter Multisizer og Fluorescens med Cytofluor 2300
Ikke-linezr regresjon (Hill)

Dunnett's test (p<<0.05)

Resultater: Celletetthet pa hvert mélepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i
hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ulike konsentrasjoner
av testproven er listet lengst ned pa skjemaet. Vekstkurver for hver konsentrasjon av
testproven er vist i figur 1.

Parameter Enhet [ ECs5y |95% konf. int. |EC,, |95% konf. int. EC; [95% konf. int.
Veksthastighet % 8.8 8.4-8.9 7.6 6.9-7.8 7.0 6.2-7.2

*ECj5() = Den konsentrasjon som gir 50 % reduksjon av veksthastighet i forhold til kontrollkulturer
** NOEC = Hayeste testede konsentrasjon uten signifikant veksthemmende effekt

Kommentar:
Oslo 11.06.2009

Test utfort av
Anja Nilsen

Veksthemmingen gket med konsentrasjonen av avlegpsvann i intervallet 10-32 %. Ved
konsentrasjon > 32 % var veksthemmingen fullstendig. NOEC=3.2 %.

Testansvarlig
August Tobiesen

e
At it
) /
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Fig. 1. Vekstkurver for Pseudokirchneriella subcapitata i ulike konsentrasjoner av avlgpsvann
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Fig.:2 Effekt av avlepsvann pé veksthastigheten til Pseudokirchneriella subcapitata. Stiplede linjer viser (fra
venstre) de ulike EC effekt nivaer

Referanser:

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

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

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

Dag 0 Dag 1 Dag 2 Dag 3 V-hast V-hast %
Timer: 0 25 53 72 d’ av kontroll
Kons. (%) 10° 10° 10° 10°
Kontroll 5 29 77 477 1.52 105
5 30 67 356 1.42 99
5 30 60 393 1.45 101
5 32 64 353 1.42 98
5 30 71 359 1.42 99
5 28 63 349 1.41 98
1 5 24 52 414 1.47 102
1 5 25 75 474 1.52 105
1 5 25 61 476 1.52 105
3,2 5 23 56 404 1.46 102
3,2 5 22 54 434 1.49 103
32 5 22 54 399 1.46 101
10 5 9 21 14 0.34 23
10 5 9 20 13 0.33 23
10 5 8 17 13 0.32 22
32 5 6 11 4 -0.06 -4
32 5 6 13 5 -0.03 -2
32 5 6 15 4 -0.06 -4
100 5 6 9 4 -0.09 -6
100 5 6 12 5 -0.03 -2
100 5 6 9 5 0.01 1
MIDDELVERDIER
%
Kontroll Mv: 29.7 67.0 381.0 1.4 100.0
St. d. 1.3 6.3 49.8 0.0 2.8
1 Mv. 24.4 62.5 454.6 1.5 104.2
St. d. 0.8 11.3 34.9 0.0 1.8
3,2 Mv. 22.5 54.8 412.4 1.5 102.0
St. d. 0.8 1.3 18.9 0.0 1.0
10 My. 8.9 19.5 134 0.3 22.8
St. d. 0.5 1.9 0.4 0.0 0.6
32 Myv. 6.1 13.2 4.3 -0.1 -3.5
St. d. 0.1 2.0 0.2 0.0 1.3
100 Mv. 5.9 10.3 4.5 0.0 -2.6
St. d. 0.4 1.6 0.6 0.0 34
Variasjonskoeftisient i kontroller (%) 2.8

22




NIVA <lgpenr >-<ar>

pH-verdier

Konsentrasjon. Start 72 timer
Kontroll 7.91 8.02
1% 8.02 8.38
32% 8.00 8.59
10 % 8.03 8.09
32% 8.00 8.02
100 % 8.84 8.01
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NIVA= sorscmsius TESTRAPPORT @2

for Vannforskning @ ®
Gaustadallen 21 Alger, veksthemmingstest g
0349 Oslo . .
Tel: 22 18 51 00 Pseudokirchneriella
Fax: 22 18 52 00 -
subcapitata
NIVA metode K4
Teststoff: Fra Blekeri + Torkemaskin (acetat) Lab. kode: B638/3
Kunde: Borregaard Prove mottatt:  17.04.2009
Testmetode: ISO 8692: Alga growth inhibition test
Organisme: Pseudokirchneriella subcapitata NIVA CHLI1
Testparameter: Veksthastighet fra start til 73 timer
Stamkultur: Semi-kontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)
Start dato: 17.04.2009

Forbehandling av prove:

Konsentrasjoner:

Test medium:
Inkuberingsutstyr:
Dyrkingsflasker:

Lys:

Temperatur:

pH i kontroll

pH i heyeste konsentrasjon
Vekstmaling:
Beregning av ECg *
Beregning av NOEC **

Preven ble oppbevart ved +5 °C til teststart og filtrert gjennom GF/C
glassfiberfilter. pH justert fra 3 til 8.0

1,3,2,10,32 100 %

ISO 8692

Gyngebord

30 ml glass med 12 ml medium

Ca. 65 mE m? s‘l, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffror
19.7-20.0 °C

Start : 7.9 Slutt: 7.9

Start : 8.3 Slutt: 9.2

Partikkeltelling med Coulter Multisizer og Fluorescens med Cytofluor 2300
Ikke-linezr regresjon (Hill)

Dunnett's test (p<<0.05)

Resultater: Celletetthet pa hvert mélepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i
hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ulike konsentrasjoner
av testproven er listet lengst ned pa skjemaet. Vekstkurver for hver konsentrasjon av
testproven er vist i figur 1.

Parameter Enhet | EC5y | 95% Kkonf. int. ECy | 95% konf. int. ECyy | 95% Kkonf. int.

Veksthastighet % 2.1 1.7-2.5 0.57 0.37-0.81 0.27 0.15-0.43

*ECj5() = Den konsentrasjon som gir 50 % reduksjon av veksthastighet i forhold til kontrollkulturer
** NOEC = Hayeste testede konsentrasjon uten signifikant veksthemmende effekt

Kommentar: Veksthemmingen gket med konsentrasjonen av avlgpsvann i intervallet 1-10 %. Ved 32 %
konsentrasjon var veksthemmingen fullstendig. NOEC<1 %.

Oslo 11.06.2009
Test utfort av
Anja Nilsen

Testansvarlig

/ /?( vy August Tobiesen
4 /
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Fig. 1. Vekstkurver for Pseudokirchneriella subcapitata i ulike konsentrasjoner av avlgpsvann
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Fig.:2 Effekt av avlepsvann pé veksthastigheten til Pseudokirchneriella subcapitata. Stiplede linjer viser (fra

venstre) EC,y og ECs.

Referanser:

ISO/DIS 8692 : Water quality - Algal growth inhibition test
OECD 1984: Guidelines for testing of chemicals, no. 201; Alga, growth inhibition test. OECD, Paris

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

23:82-198.
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Celletetthet malt i kulturer

Dag 0 Dag 1 Dag 2 Dag 3 V-hast V-hast %
Timer: 0 25 53 72 d’ av kontroll
Kons. (%) 10° 10° 10° 10°
Kontroll 5 29 77 477 1.52 105
5 30 67 356 1.42 99
5 30 60 393 1.45 101
5 32 64 353 1.42 98
5 30 71 359 1.42 99
5 28 63 349 1.41 98
1 5 14 32 68 0.87 60
1 5 17 43 92 0.97 67
1 5 14 39 74 0.90 62
3,2 5 9 37 47 0.75 52
3,2 5 9 22 40 0.69 48
32 5 7 22 45 0.73 51
10 5 6 11 9 0.20 14
10 5 7 11 6 0.07 5
10 5 7 14 7 0.09 6
32 5 7 9 6 0.08 6
32 5 7 8 7 0.11 8
32 5 6 9 7 0.09 6
100 5 8 4 -0.08 -6
100 5 9 6 0.03 2
100 5 9 4 -0.05 -3
MIDDELVERDIER
%
Kontroll Mv: 15.08 38.01 77.72 0.91 63.22
St. d. 1.97 5.35 12.43 0.05 3.60
1 Mv. 8.38 26.73 44.14 0.73 50.28
St. d. 0.90 8.52 3.76 0.03 2.00
3,2 Mv. 7.01 11.74 7.30 0.12 8.39
St. d. 0.50 1.53 1.61 0.07 4.88
10 My. 6.51 8.83 6.64 0.09 6.55
St. d. 0.29 0.68 0.30 0.01 1.02
32 Myv. 8.43 4.58 -0.03 -2.28
St. d. 0.40 0.85 0.06 4.16
100 M.
St. d.
Variasjonskoeftisient i kontroller (%) 2.8
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pH-verdier

Konsentrasjon. Start 72 timer
Kontroll 7.91 8.02
1% 8.02 8.07
32% 8.00 8.28
10 % 8.03 8.47
32% 8.00 8.93
100 % 8.29 9.23
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NIVA= sorscmsius TESTRAPPORT @2

for Vannforskning @ ®
Gaustadallen 21 Alger, veksthemmingstest g
0349 Oslo . .
Tel: 22 18 51 00 Pseudokirchneriella
Fax: 22 18 52 00 .
subcapitata
NIVA metode K4
Teststoff: Fra Pharma Lab. kode: B640/1
Kunde: Borregaard Prove mottatt:  15.05.2009
Testmetode: ISO 8692: Alga growth inhibition test
Organisme: Pseudokirchneriella subcapitata NIVA CHLI1
Testparameter: Veksthastighet fra start til 73 timer
Stamkultur: Semi-kontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)
Start dato: 26.05.2009

Preven ble oppbevart ved +5 °C til teststart og filtrert gjennom GF/C
glassfiberfilter. pH justert fra 4 til 8.0

Forbehandling av prove:

Konsentrasjoner: 1,3,2,10,32 100 %

Test medium: ISO 8692

Inkuberingsutstyr: Gyngebord

Dyrkingsflasker: 30 ml glass med 12 ml medium

Lys: Ca. 65 mE m? s‘l, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffror

Temperatur: 19.4-20.4 °C

pH i kontroll Start : 8.2 Slutt: 7.9

pH i heyeste konsentrasjon  Start : 8.2 Slutt: 7.9

Vekstmaling: Partikkeltelling med Coulter Multisizer og Fluorescens med Cytofluor 2300

Ikke-linezr regresjon (Hill)
Dunnett's test (p<<0.05)

Beregning av ECg *
Beregning av NOEC **

Resultater: Celletetthet pa hvert mélepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i
hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ulike konsentrasjoner
av testproven er listet lengst ned pa skjemaet. Vekstkurver for hver konsentrasjon av
testproven er vist i figur 1.

Parameter Enhet | EC5y | 95% Kkonf. int. ECy | 95% konf. int. ECyy | 95% Kkonf. int.

Veksthastighet % 28.8 24-33 10.6 7.8-13.3 59

*ECj5() = Den konsentrasjon som gir 50 % reduksjon av veksthastighet i forhold til kontrollkulturer
** NOEC = Hayeste testede konsentrasjon uten signifikant veksthemmende effekt

3.9-82

Kommentar: Veksthemmingen gket med konsentrasjonen av avlgpsvann i intervallet 3.2-100 %.
NOEC=3.2 %.
Oslo 11.06.2009
Test utfort av Testansvarlig
Harald Heiaas August Tobiesen

e
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Fig. 1. Vekstkurver for Pseudokirchneriella subcapitata i ulike konsentrasjoner av avlgpsvann
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Fig.:2 Effekt av avlgpsvann pa veksthastigheten til Pseudokirchneriella subcapitata. Stiplede linjer viser fra
venstre EC gkende effekt nivier

Referanser:

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

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

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

Dag 0 Dag 1 Dag 2 Dag 3 V-hast V-hast %
Timer: 0 25 53 72 d’ av kontroll
Kons. (%) 10° 10° 10° 10°
Kontroll 5 4 18 109 1.48 102
5 3 13 65 1.30 90
5 4 15 88 1.41 97
5 4 15 132 1.54 106
5 4 19 127 1.53 105
5 4 15 95 1.43 99
1 5 5 13 120 1.51 104
1 5 3 13 76 1.35 94
1 5 4 13 81 1.38 95
3,2 5 5 17 92 1.42 98
3,2 5 5 18 100 1.45 100
3,2 5 5 16 97 1.44 99
10 5 3 13 62 1.29 89
10 5 3 14 49 1.21 84
10 5 3 13 42 1.16 80
32 5 4 5 5 0.47 33
32 5 4 6 8 0.59 40
32 5 4 5 6 0.52 36
100 5 2 4 4 0.36 25
100 5 3 4 4 0.35 24
100 5 3 4 4 0.33 23
MIDDELVERDIER
%
Kontroll Mv: 3.84 15.83 102.82 1.45 100.00
St. d. 0.35 2.20 25.15 0.09 6.04
1 Mv. 4.13 12.99 92.16 1.41 97.62
St. d. 0.66 0.49 24.15 0.08 5.72
32 Mv. 4.85 17.06 96.30 1.43 99.11
St. d. 0.21 0.70 3.76 0.01 0.90
10 My. 3.40 13.28 50.98 1.22 84.20
St. d. 0.03 0.31 9.75 0.06 4.33
32 Myv. 3.88 5.33 6.38 0.53 36.42
St. d. 0.29 0.35 1.08 0.06 3.88
100 Mv. 2.79 3.95 3.70 0.35 24.09
St. d. 0.45 0.15 0.16 0.01 0.96
Variasjonskoeffisient i kontroller (%) 6.0
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pH-verdier

Konsentrasjon. Start 72 timer
Kontroll 8.17 7.89
1% 8.02 8.07
32% 8.00 7.88
10 % 8.03 7.89
32% 8.00 7.93
100 % 8.29 7.89
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NIVA= sorscmsius TESTRAPPORT @2

for Vannforskning @ ®
Gaustadallen 21 Alger, veksthemmingstest g
0349 Oslo . .
Tel: 22 18 51 00 Pseudokirchneriella
Fax: 22 18 52 00 -
subcapitata
NIVA metode K4
Teststoff: Fra Blekeri + Torkemaskin (derivat) pH 12 Lab. kode: B640/2
Kunde: Borregaard Prove mottatt:  15.05.2009
Testmetode: ISO 8692: Alga growth inhibition test
Organisme: Pseudokirchneriella subcapitata NIVA CHLI1
Testparameter: Veksthastighet fra start til 73 timer
Stamkultur: Semi-kontinuerlig i 10% Z8 vekstmedium (Staub 1961)

Start dato: 26.05.2009

Forbehandling av prove: Preven ble oppbevart ved +5 °C til teststart og filtrert gjennom GF/C
glassfiberfilter. pH justert fra 4 til 8.0

Konsentrasjoner: 1,3,2,10,32 100 %

Test medium: ISO 8692

Inkuberingsutstyr: Gyngebord

Dyrkingsflasker: 30 ml glass med 12 ml medium

Lys: Ca. 65 mE m? s‘l, kontinuerlig fra dagslys-type lysstoffror

Temperatur: 19.4-20.4 °C

pH i kontroll Start : 7.9 Slutt: 8.0

pH i heyeste konsentrasjon  Start : 8.3 Slutt: 9.2

Vekstmaling: Partikkeltelling med Coulter Multisizer og Fluorescens med Cytofluor 2300
Beregning av EC5) * Ikke-linezr regresjon (Hill)

Beregning av NOEC ** Dunnett's test (p<<0.05)

Resultater: Celletetthet pa hvert mélepunkt, det beregnede areal under vekstkurve og veksthastighet i

hver kolbe er vist pa vedlagt skjema. Middelverdier for kontroller og ulike konsentrasjoner
av testproven er listet lengst ned pa skjemaet. Vekstkurver for hver konsentrasjon av
testproven er vist i figur 1.

Parameter Enhet | EC5y | 95% Kkonf. int. ECy | 95% konf. int. ECyy | 95% Kkonf. int.

Veksthastighet % 28.8 24-33 10.6 7.8-13.3 59 3.9-82

*ECj5() = Den konsentrasjon som gir 50 % reduksjon av veksthastighet i forhold til kontrollkulturer
** NOEC = Hayeste testede konsentrasjon uten signifikant veksthemmende effekt

Kommentar: Mye partikler i de hayere konsentrasjonene ble justert for ved & male fluorescense pa siste
dag, derfor ble vekstkurvene negative for disse.

Oslo 11.06.2009
Test utfort av
Harald Heiaas

Testansvarlig
August Tobiesen

e
At it
) /
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1000 -

—o— Kontroll
—a—1
——3.2
—%—10

10° celler/I

—%—32
—e— 100

Timer

Fig. 1. Vekstkurver for Pseudokirchneriella subcapitata i ulike konsentrasjoner av avlgpsvann. Interferens fra
utfelte partikler har gitt usikre malinger av celletetthet etter ett og to degn 1 konsentrasjonene over 3.2 %.
Celletallet etter tre degn er basert pa fluorescensmalinger og dermed mer palitelige.

120 Calculated effect
o Awerage effect
100 .
e Replicates
80 %' EC5
EC10
T N EC15
40 : EC20
NG e EC50
20 +
0 1 1 1 1 .1 1
D 20 40 60 80 100 120 140
-20

Concentration

Fig.:2 Effekt av avlepsvann pa veksthastigheten til Pseudokirchneriella subcapitata. Stiplede linjer viser (fra
venstre) EC; og ECs,.

Referanser:
ISO/DIS 8692 : Water quality - Algal growth inhibition test
OECD 1984: Guidelines for testing of chemicals, no. 201; Alga, growth inhibition test. OECD, Paris

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

Dag 0 Dag 1 Dag 2 Dag 3 V-hast V-hast %
Timer: 0 25 53 72 d’ av kontroll
Kons. (%) 10° 10° 10° 10°
Kontroll 5 4 18 109 1.48 102
5 3 13 65 1.30 90
5 4 15 88 1.41 97
5 4 15 132 1.54 106
5 4 19 127 1.53 105
5 4 15 95 1.43 99
1 5 9 8 47 1.20 83
1 5 4 8 65 1.30 90
1 5 4 9 45 1.18 82
3,2 5 4 12 55 1.25 86
3,2 5 4 10 36 1.10 76
3,2 5 4 13 39 1.13 78
10 5 2% 38* 42 1.16 80
10 5 18%* 36%* 48 1.20 83
10 5 19* 43* 49 1.21 84
32 5 18%* 21%* 7 0.56 39
32 5 14%* 22% 10 0.67 46
32 5 15% 25% 7 0.54 37
100 5 13* 6* 1 -0.09 -6
100 5 11* 7* 1 -0.09 -6
100 5 11* 6* 1 -0.09 -6
MIDDELVERDIER
%
Kontroll Mv: 3.84 15.82 102.82 1.45 100.00
St. d. 0.35 2.19 25.15 0.09 6.04
1 Mv. 5.54 8.47 52.37 1.23 84.79
St. d. 3.10 0.35 10.72 0.07 4.50
32 Mv. 4.28 11.70 42.98 1.16 80.15
St. d. 0.17 1.14 10.15 0.08 5.19
10 My. 13.10 38.85 46.40 1.19 82.25
St. d. 9.63 3.27 4.04 0.03 2.06
32 Myv. 15.38 22.49 7.77 0.59 40.81
St. d. 2.15 1.88 1.69 0.07 4.78
100 Mv. 11.68 6.53 1.00 -0.09 -6.04
St. d. 0.73 0.37 0.00 0.00 0.00
Variasjonskoeffisient i kontroller (%) 6.0

* Interferens fra utfelte partikler har gitt usikre mélinger av celletetthet etter ett og to degn i konsentrasjonene
over 3.2 %. Celletallet etter tre dogn er basert pa fluorescensmalinger og dermed mer palitelige.
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pH-verdier

Konsentrasjon. Start 72 timer
Kontroll 8.26 7.96
1% 8.02 7.89
32% 8.00 7.88
10 % 8.03 7.81
32% 8.00 7.76
100 % 8.12 7.53
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. y_~
NIV s, TESTRAPPORT @
0%?;%‘5‘36“ 21 Akutt toksisitet

Tel: 22 18 51 00

Daphnia magna

Fax: 22 18 52 00 NIVA metode K9

Teststoff: Grennlut fra biokjel (acetat) Lab. kode: B638/1

Kunde: Borregard Prove mottatt: 17.04.2009

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

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

Testperiode 28.4.09 —30.4.09

Forbehandling av GF/C filtrert, pH justert til 7,8 £ 0,2 med 10M HCI

preve

Fortynningsmedium SO 6341

Testkonsentrasjoner 0,6,1,1,6,2,5,4%

Antall enheter 4 kar for hver konsentrasjon, med 5-7 dyr pr. kar.

Testbeholdere 50 ml polystyren begere med ca. 40 ml medium

Temperatur Min: 19,6 Max: 20,5

pH i kontroll Start: 7,8 Slutt: 8,03

pH i heyeste kons. Start: 7,65 Slutt: 8,72

Oksygenmetning, 48 t Kontroll: 9,97 Hoyeste konsentrasjon: 9,68

Beregning av ECs, *

Probit (Statens Naturvardsverk, 1989)

Resultater: Det ble observert immobilisering pé alle konsentrasjoner. Hoyeste konsentrasjon som gav
full immobilisering var 4 %. Det ble observert mer immobilisering i 0,6 og 1 % enni 1,6 og 2,5% ved
24 timer, og i 1% enn 1,6 % ved 48 timer. pH okte med ca. 1 enhet i alle konsentrasjoner i lopet av
forsgket og dette kan ha pavirket resultatet.

24 timer 48 timer

Parameter

Enhet

EC50 95% konf. int. EC10 EC50 95% konf. int. EC10

Immobilisering % 2,41 - 0,34 1,04 - -

*ECs = Den konsentrasjon som gir 50% immobilisering av forseksdyrene.
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Observert immobiliserte Daphnia magna etter 24 og 48 timer i kontroller og ulike konsentrasjoner
av grennlut fra biokjel.

Kons. (%) Antall Immobilisert Immobilisert pH start pH 48 tim. 0,48 tim
Daphnia 24 tim. 48 tim. (mg/l)
0,6 24 8 11 7,76 8,63 9,38
1 23 6 18 7,68 8,53 9,44
1,6 24 3 11 7,85 8,70 9,51
2,5 24 6 22 7,81 8,87 9,63
4 23 23 23 7,65 8,72 9,68
Kontroll 22 0 0 7,8 8,03 9,97
100 +
80 + ©
| o)
60 +
401 "5 Observert24t
20 :_ o Observert48t o
{ | ——Kalkulert 48t
0 t t — t —O0—+—+—+—++
0,1 1 10

Grgnnlut fra biokjel (%)

Fig. 1. Grennlut fra biokjel pa overlevelse av Daphnia magna etter 24 og 48 timer.

Oslo, 5.06.2009
Utfort av: Test ansvarlig:
Harald Hasle Heiaas o August Tobiesen

&////%W%j y{ 7200

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

Staub, R., 1961, 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 Strauss. Protoplasma,
154,25-33.
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NIV s, TESTRAPPORT
Ganstadallen 21 Akutt toksisitet

Tel: 22 18 51 00

Daphnia magna

Fax: 22 18 52 00 NIVA metode K9

Teststoff: Utslipp anarobi trinn 1 Lab. kode: B638/2

Kunde: Borregard Preve mottatt: 17.04.2009

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

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

Testperiode 28.4.09 —30.4.09

Forbehandling av GF/C filtrert, tilsatt neeringsstamlgsninger (ISO6341)

prove

Fortynningsmedium SO 6341

Testkonsentrasjoner 10, 18, 32, 56, 100%

Antall enheter 4 kar for hver konsentrasjon, med 5-7 dyr pr. kar.

Testbeholdere 50 ml polystyren begere med ca. 40 ml medium

Temperatur (°C) Min: 19,6 Max: 20,5

pH i kontroll Start: 7,8 Slutt: 8,03

pH i heyeste kons. Start: 7,83 Slutt: 8,02

Oksygenmetning, 48 t Kontroll: 9,97 Heoyeste konsentrasjon: 1,68

(mg/l)

Beregning av ECs *

Probit (Statens Naturvardsverk, 1989)

Resultater: Den laveste konsentrasjonen uten effekt var 10% etter 48 t og hayeste konsentrasjon med
full immobilisering var 100%. pH ekte i lopet av forseket. O, metningen i den heyeste
konsentrasjonen var under 2 mg/L som er et krav for et gyldig resultat, likevel vil ikke ECs, 48t endres
serlig hvis konsentrasjonen tas ut av beregningen. ECsy 24t vil derimot bli over 100% hvis
konsentrasjonen tas ut av beregningen.

24 timer 48 timer
Parameter Enhet ECso 95% konf. int. ECyg ECso 95% konf. int. ECyg
Immobilisering % 84 73 -99 44 43 37-50 22

*ECs = Den konsentrasjon som gir 50% immobilisering av forseksdyrene.
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Observert immobiliserte Daphnia magna etter 24 og 48 timer i kontroller og ulike konsentrasjoner
av utslipp fra anaerobi trinn 1.

Kons. (%) Antall Immobilisert | Immobilisert | pH start | pH 48 tim. | 0,48 tim

Daphnia 24 tim. 48 tim. (mg/l)

10 24 0 0 7,72 8,50 9,12

18 22 1 1 8,00 8,63 9,08

32 22 2 8 7,97 8,75 9,11

56 24 2 18 7,95 8,73 8,18
100 23 17 23 7,83 8,02 1,68
Kontroll 22 0 0 7,8 8,03 9,97

60 -

0T 6 Observert24t

20 :_ o Observert48t
{ | ——Kalkulert 48t
0 } } } t t t
10 100
Utslipp anarobi trinn 1 (%)

Fig. 1. Utslipp fra anaerobi trinn 1 pa overlevelse av Daphnia magna etter 24 og 48 timer.

Oslo, 5.6.09
Utfort av: Test ansvarlig:
Harald Hasle Heiaas August Tobiesen

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

Staub, R., 1961, Ernarungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens, D. C., Schweiz, Z., Hydrol, 23,
82-198.
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Elendt, B.-P. 1990, Selenium deficiency in Crustacea; An ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Strauss. Protoplasma,
154, 25-33.
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NIV s, TESTRAPPORT
Ganstadallen 21 Akutt toksisitet

Tel: 22 18 51 00

Daphnia magna

Fax: 22 18 52 00 NIVA metode K9

Teststoff: fra Blekeri + terkemaskin pH 2 Lab. kode: B638/3

Kunde: Borregard Prove mottatt: 17.04.2009

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

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

Testperiode 23.4.09 —25.4.09

Forbehandling av GF/C filtrert, tilsatt neringsstamlgsninger (ISO6341), pH justert med 1M

prove NaOH

Fortynningsmedium SO 6341

Testkonsentrasjoner 1, 1,8, 3,2,5,6, 10,32 %

Antall enheter 4 kar for hver konsentrasjon, med 5-7 dyr pr. kar.

Testbeholdere 50 ml polystyren begere med ca. 40 ml medium

Temperatur (°C) Min: 19,9 Max: 20,6

pH i kontroll Start: 7,6 Slutt: 7,95

pH i heyeste kons. Start: 7,71 Slutt: 7,79

Oksygenmetning, 48 t Kontroll: 9,24 Hoyeste konsentrasjon: 9,40

(mg/l)

Beregning av ECs, *

Probit (Statens Naturvardsverk, 1989)

Resultater: Den laveste konsentrasjonen uten effekt var 10% ved 24 og 48 timer. Full immobilisering
ble observert i 32% ved 48 timer. Det ble ogsé observert immobiliserte individer 1 den laveste
konsentrasjonen (1%) ved 24 og 48 timer, men ikke i de heyere konsentrasjonene. 10 %
bakgrunnsdedelighet er akseptert i denne testen og kan saledes ikke relateres til teststoffet.

24 timer 48 timer
Parameter Enhet ECso 95% konf. int. ECyo ECso 95% konf. int. ECyo
Immobilisering % 27 17-48 15 19 10-75 9

*ECso = 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 konsentrasjoner
av utslipp fra anaerob trinn 1.

Kons. (%) Antall Immobilisert | Immobilisert | pH start | pH 48 tim. | 0,48 tim
Daphnia 24 tim. 48 tim. (mg/l)
1 22 1 2 7,84 7,75 9,20
1,8 22 0 0 7,93 7,65 9,08
3,2 24 0 0 7,94 7,69 9,19
5,6 22 0 0 7,93 7,66 9,22
10 26 0 0 7,79 7,64 9,24
32 25 18 25 7,71 7,79 9,40
Kontroll 24 0 0 7,6 7,95 9,24
100 % o o o o
80 +
60 +
40 +
O Observert 24t o
20 T | o Observert4st
0 } } — } o0—t————
1 10 100

Utslipp fra blekeri + tarkemaskin (pH 2) (%)

Fig. 1. Utslipp fra blekeri + torkemaskin (pH 2) pa overlevelse av Daphnia magna etter 24 og 48
timer.

Oslo, 5.6.09
Utfort av: Test ansvarlig:
Harald Hasle Heiaas August Tobiesen

&////%&M{/ﬂa{ e

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

Staub, R., 1961, Ernérungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens, D. C., Schweiz, Z., Hydrol, 23,
82-198.

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

154, 25-33.
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NIV s, TESTRAPPORT
Ganstadallen 21 Akutt toksisitet

Tel: 22 18 51 00
Fax: 22 18 52 00

Daphnia magna
NIVA metode K9

Teststoff: Avlep fra Pharma Lab. kode: B640/1

Kunde: Borregard Prove mottatt: 15.5.09

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

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

Testperiode 26.5.09 —28.5.09

Forbehandling av GF/C filtrert, tilsatt stamlgsningssalter (ISO 6341) Justert til pH 8 med

prove saltsyre

Fortynningsmedium SO 6341

Testkonsentrasjoner 1, 3,2, 10, 32, 100%

Antall enheter 4 kar for hver konsentrasjon, med 5-7 dyr pr. kar.

Testbeholdere 50 ml polystyren begere med ca. 40 ml medium

Temperatur Min: 20,0 Max: 20,6

pH i kontroll Start: 7,92 Slutt: 7,78

pH i heyeste kons. Start: 7,82 Slutt: 8,05

Oksygenmetning, 48 t Kontroll: 8,98 Hoyeste konsentrasjon: 8,74

Beregning av ECs, *

Probit (Statens Naturvardsverk, 1989)

Resultater: Det ble observert immobilisering i alle konsentrasjonene bade ved 24 og 48 t. Laveste
konsentrasjon som gav 100% immobilisering ved 48t var 3,2 %. Salinitet malt med et handholdt
refraktometer. For konsentrasjonsserien var saliniteten 0, 1, 2, 4 og 11%o. I et kontroll kar med 10%o
ble alle forseksdyrene ble immobilisert etter 24 t. Det ble ikke gjennomfert kontroller med lavere
salinitet og det er derfor vanskelig & vite om effekten som observeres kommer av hgy salinitet i proven
eller andre toksiske egenskaper ved praven. Det ble observert heyere immobilisering i 3,2 % enn i
hayere konsentrasjoner, det ble derfor kalkulert to ECs, (24 t) verdier, henholdsvis med og uten
observasjonene fra 3,2 %. Det er sistnevnte resultat som er gjengitt under.

24 timer 48 timer

Parameter

Enhet

EC50 95% konf. int. EC10 EC50 95% konf. int. EC10

Immobilisering

%

<1 - -

13,5 - -

*ECs = Den konsentrasjon som gir 50% immobilisering av forseksdyrene.
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Observert immobiliserte Daphnia magna etter 24 og 48 timer i kontroller og ulike konsentrasjoner
av vann fra Borregérd (pH 12)

Kons. Antall Immobilisert Immobilisert pH start  pH 48 0,48 Salinitet
(%) Daphnia 24 tim. 48 tim. tim. tim
(mg/l)
1 22 7 18 7,82 7,79 8,63 0
3,2 23 19 23 7,97 7,80 8,73 1
10 21 11 21 7,67 7,80 8,75 2
32 20 12 20 7,87 7,83 8,74 4
100 22 22 22 7,82 8,05 8,74 11
Kontroll 25 0 0 7,92 7,78 8,98 0,5
100 +

80 +

60 +

40 + O Observert

—=— Kalulert (uten 3,2%)
20 1+ | —a—Kalkulert o
0 } — } +— } —t—+—
0,1 1 10 100

Vann fra Borregard pH 12 (%)

Fig. 1. Vann fra Pharma pa overlevelse av Daphnia magna etter 24 timer.

Oslo, 4.6.09
Utfort av: Test ansvarlig:
Harald Hasle Heiaas August Tobiesen

&//%&M(/ﬂa&%’ :

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

Staub, R., 1961, Ernérungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens, D. C., Schweiz, Z., Hydrol, 23,
82-198.

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

154, 25-33.
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NIV s, TESTRAPPORT
Ganstadallen 21 Akutt toksisitet

Tel: 22 18 51 00
Fax: 22 18 52 00

Daphnia magna
NIVA metode K9

Teststoff: Utslipp fra blekeri + terkemaskin (derivat) Lab. kode: B640/2

Kunde: Borregard Prove mottatt: 15.05.2009

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

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

Testperiode 26.05.09-28.05.09

Forbehandling av GF/C filtrert, tilsatt stamlosningsalter (ISO 6341). pH=4 justert til pH=8 med

prove IM NaOH

Fortynningsmedium SO 6341

Testkonsentrasjoner 1,3,2, 10,32, 100 %

Antall enheter 4 kar for hver konsentrasjon, med 5-7 dyr pr. kar.

Testbeholdere 50 ml polystyren begere med ca. 40 ml medium

Temperatur Min: 20,0 Max: 20,6

pH i kontroll Start: 7,92 Slutt: 7,78

pH i heyeste kons. Start: 7,79 Slutt: 7,37

Oksygenmetning, 48 t Kontroll: 8,98 Hoyeste konsentrasjon: 5,55

Beregning av ECs, *

Probit (Statens Naturvardsverk, 1989)

Resultater: Det ble observert immobilisering av Daphnia fra 10% (74% immobilisert) etter 24 timer
og fra 3,2 % (0,4% immobilisert) fra 48 t. Det er en veldig bra overgang fra ingen effekt til full
immobilisering og dette gjor det ikke mulig & beregne en ECsy med probit analyse isted ble det

benyttet ble EC50 beregnet som midtpunktet mellom log 10 og log 3,2. . Laveste konsentrasjon som
gir full immobilisering er henholdsvis 32 og 10% etter 24 og 48 timer. Hoyeste konsentrasjon der det
ikke observeres noen effekt er henholdsvis 3,2 og 1% etter 24 og 48 timer. Saliniteten i pravene ble
malt med et refraktometer og saliniteten i konsentrasjonsserien var 0,5, 1, 2, 4, 10 PSU. I et kontroll
kar med 10%o ble alle forsgksdyrene ble immobilisert etter 24 t. Det ble ikke gjennomfert kontroller
med lavere salinitet og det er derfor vanskelig & vite om effekten som observeres kommer av hay
salinitet eller andre toksiske egenskaper ved teststoffet.

24 timer 48 timer

Parameter Enhet ECs 95% konf. int. ECi ECs 95% konf. int. ECi

Immobilisering % 5,7 - - 5,7 - -
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*ECso = Den konsentrasjon som gir 50% immobilisering av forsgksdyrene.
Observert immobiliserte Daphnia magna etter 24 og 48 timer i kontroller og ulike konsentrasjoner
av vann fra Borregard (pH 3,96)

Kons. Antall Immobilisert | Immobilisert | pH start | pH 48 0,48 | Salinitet
(%) Daphnia 24 tim, 48 tim. tim. tim
(mg/l)
1 21 0 0 7,65 7,81 8,96 0,5
3,2 24 0 1 7,79 7,74 8,69
10 23 17 23 7,65 7,63 8,50 2
32 20 20 20 7,95 7,43 7,56
100 25 25 25 7,79 7,37 5,55 10
Kontroll 25 0 0 7,92 7,78 8,89 0,5
100 + o Q
80 +
60 1
40 1 O Observert 24t
20 1 o Observert 48t ©
0 } +—— } —— 0 } O———+++H0Q
0,1 1 10 100

Vann fra Blekeri + Tarkemaskin pH 3,96 (%)

Fig. 1. Utslipp fra blekeri + torkemaskin (pH 3,96) pa overlevelse av Daphnia magna etter 24 og
48 timer.

Oslo, 4.06.2009
Utfort av: Test ansvarlig:

Harald Hasle Heiaas o i August Tobiesen
é/M///

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

Staub, R., 1961, Ernérungsphysiologische Untersuchungen an der planktischen Blaualge Oscillatoria rubescens, D. C., Schweiz, Z., Hydrol, 23,
82-198.

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

154, 25-33.
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NIV ... TEST RAPPORT

for Akutt toksisitet - juvenil
Vannforskning .

Gaustadallen 21 PlggVar

0349 Oslo . . .

Tel: 22 18 5100 (Semistatisk eksponering)

Fax: 22 18 52 00

Scopthalmus maximus

Teststoff: Grennlut fra biokjel pH=14 Lab. kode: B638/1
Kunde: Borregaard motatt: 17.04.09
0g
11.05.09
Testmetode

Testen er utfert i overensstemmelse med utkastet til PARCOM toksistets test slik det er
beskrevet av Phil McWilliams, TERRA Environmental Laboratory A/S 1994 i "Draft procedure,
Acute test with juvinile turbot Scopthalamus maximus", testen bygger pa "OECD Guidelines
for testing of chemicals" (No. 203; Fish, acute toxicity test).

Testorganisme

Juvenile Piggvar (Scopthalmus maximus), med middelvekt 11.0 g og middel lengde 8.4 cm.
Fisken var hentet fra Maximus AS 1 Danmark.

TEST BETINGELSER
Test metode:

Test organisme:

Test parameter:
Opprinnelse av fisk:
Ankomst Solbergstrand:
Start dato:

Test konsentrasjoner:
Tillagning av testlesninger

Test medium:
Test beholdere:
Test betingelser
Lys:
Temperatur:

pH:

Oksygen:

Salinitet 1 kontroll:
Beregning av LC,*

Beregning av NOEC **

Draft PARCOM test Akutt test pa juvinile piggvar
Piggvar Scopthalmus maximus

Mortalitet observert hvert degn i 4 degn.
Maximus AS, Piggvar klekket i uke 40

Piggvar ankom Solberstrand November 2008

20 April 2009

Avlepsvannet ble fortynnet med 60m vann fra Drebak ved hjelp av
maéleylindre og mélekolber. Testlasningsvolumet var 251.

60 m sjgvann fra Drgbak

80 1 glass akvarium plassert i et gjennomstremnings vannbad

12h lys : 12 h merke med dagslys type lysstoffrer

Malt daglig med termometer, hoyeste tempratur var 15.8 °C og laveste
tempratur var 15.1 °C.

kontroll: start: pH 6,9 slutt: pH 7,7, hayeste konsentrasjon: start: pH 8,2
slutt: pH 7.6

P& grunn av heyt innhold av organisk stoff ble det antatt at potensiale
for hayt oksygenforbrukvar stort. Alle kar ble derfor luftet. Det ble malt
>60% metning i alle kar under hele forseket.

i kontroll: 16,9 PSU, i hgyeste konsentrasjon:30 PSU

Kumulativ prosent mortalitet er plottet mot log konsentrasjon pa log
papir. LC50 beregnes grafisk eller statistisk med Probit metoden nar
mulig.

t-test (p<0.05)
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Test materiale

Avlepsvannet med pH=14 ble levert i 2 x 25 1 plastkanner. Provematerielet ble oppbevart ved
14 °C inntil bruk. Avlepsvannet ble malt til en pH=12,5, og métte neytraliseres med HCI for
bruk. Dette medferer dannelse av salt, derfor ble det benyttet piggvar i testen istedet for erret
som var planen. Aktuelle testkonsentrajoner ble laget for pH justering dette medferer en
fortynning av preven pa ca 20 %.

Utferelse

Testen var planlagt utfort med erret og det ble utfert en test med orret men her dede all fisken
ned til 10 % (laveste testkonsentrasjon). Da man sjekket saltholdighet i testvannet viste den en
meget hoy saltholdighet i overkant av 60 PSU etter noyatrlisering. For & avklare gifteffekter
utenom salholdighet sa ble testen repetert med piggvar. Forseket ble utfort i glassakvarier med
50 1 vann og 7 fisk i hver konsentrasjon. Konsentrasjoner testet var 5 konsentrasjoner 5,6, 10,
18, 32 og 42 % lesning av avlgpsvann i sjevann. Forseket pagikk i 4 degn. Konsentrasjonen av
lost oksygen ved forsgksslutt var >60 % av metningskonsentrasjonen. Fisken ble observert
hvert degn og ded fisk ble notert og fjernet. Temperaturen ble malt hver dag med termometer.
Jevn temperatur ble sikret ved at akvariene sto i et klimarom med temperatur pa 14 °C.

Resultater

I tabell 1 er dedeligheten oppfert for hver konsentrasjon av avlgpsvannet. Som det fremgar av
tabellen dede fisken rakst ved alle unntatt den laveste testkonsentrasjonen . Partiell dedelighet
ble oppnadd ved laveste testkonsentrasjon pa 5,6 % etter 96 timer. LC50 settes derfor til 5,6 % i
denne testen da man ikke kan beregne LC50 mer neyaktig i mangel av lavere
testkonsentrasjoner.

Avvik fra protokoll
Ingen

Tabell 1. Kumulativt antall (%) dede fisk ved forskjellig eksponeringstid og konsentrasjon av "
Grennlut fra biokjel pH=14". LC50 og NOEC ved ulike tidspunkt angitt nederst i tabellen.

Timer
Konsentrasjon 24 48 72 96
(%)

0
5,6
10
18
32
42
LC50 % 7,5 7,5 7,5 5,6
NOEC % 5,6 5,6 5,6 <5,6

=N 99O (o
N I D B N I SN )
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Konklusjon
Testresultatene er summert i tabell 2. Det var full dedelighet i alle testkonsentrasjoner unntatt
den laveste pd 5,6 % hvor man hadde partiell dedelighet. I mangel av resultater for lavere

testkonsentrasjoner sé settes LC50 =5,6 %.

Tabell 2. Testresultater med " Grennlut fra biokjel pH=14" etter 96 timer.

Test parameter Benevnelse LC50 NOEC*

Mortalitet % 5,6 <5,6

*med hensyn til mortalitet

Testen utfort av: Nassir EIShaik Testansvarlig: £/ %

August Tobiesen
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Appendix

Tabell 1. Tillaging av testlosninger. Testlosninger ble laget som beskrevet nedenfor. Deretter sa ble pH i
testlgsningene justert til ca pH=7-8 ved hjelp av HCL

Dato Test konsentrasjon
%
0,56 1,0 1,8 3,2 5,6 10 18 32 56
Liter avlgpsvann
25.05.0¢€ 0,26 0,5 0,9 1,6 2,8 5 9 16 28

Tabell 2. Oksygen og pH. Oxygen was measured before renewal and at the end of the test.

Date Test Lasning Salholdighet | pH Oksygen metning| Temperatur
% PSU % °C

5.05.09 K 18.6 8.27 8.95 11.3
5.05.09 5,6 19.8 7.15 8.4 10.4
5.05.09 10 19.6 6.99 8.7 11.1
5.05.09 18 20 7.13 8.38 12.3
5.05.09 32 20 7.16 9.13 12
5.05.09 42 20.2 7.11 8.72 14
9.05.09 K 18.6 7.72 8 12.3
9.05.09 5,6 19.8 7.85 10.4 12
9.05.09 10 19.6 7.89 10.1 12.4
9.05.09 18 20 7.57 11.8 12.3
9.05.09 32 20 7.61 7.3 13
9.05.09 42 20.2 7.69 6 13.1

Tabell 3 Fiske vekt (g) and lengde (cm)

fisk

Vekt 5.7 6| 6.61 6.62 8.3 8.5 6 5.1 53| 2.68

Lengde 7.7 8 8 8.2 8.6 8.4 6.8 6.1 6.3 5

Gjennomsnitts vekt = 6.0 g, Gjennomsnitts lengde = 7.1 cm

50



NIVA <lgpenr >-<ar>

Norsk Institutt for
NIA st TESTRAPPORT
Tel: 22 18 51 00 Akutt toksisitet - fisk
rs Salmo trutta
NIVA metode K15
Teststoff: Ut anaerob trinn 1 pH 8 Lab. kode: B638/2
Kunde: Borregaard Motatt: 17.04.09

Testmetode

Testen er utfert i overensstemmelse med "OECD Guidelines for testing of chemicals" (No. 203;
Fish, acute toxicity test) og en noe modifisert Norsk Standard, NS 4717; "Bestemmelse av
kjemiske produkters og avlepsvanns akutte toksisitet for ferskvannsfisk - semistatisk metode".
Forholdet fiskevekt/vannvolum var (0,78 g/l) og er altsd innenforden foreslétte fiskebelastning
pa <1.0 g/l anbefalt i OECD 203. Da testen skulle utferes som en statisk test og man antok at
avlegpsvannet hadde heyt innhold av nedbrytbart organisk material ble det likevel benyttet
lufting av mediet under forsoket.

Testorganisme

Arsyngel (0+) av erret (Salmo trutta), med middelvekt 5,5 g og middellengde 7,8 cm. Fisken
var hentet fra OFAs oppdrettsanlegg i Serkedalen. Mortalitet hos fisk i en periode pa 7 dager for
teststart var <1 %. Testen ble utfert ved 5 konsentrasjoner 10, 18, 32, 42 100 % av
avlgpsvannet. Lufting ble benyttet i alle testlgsninger.

Test detaljer

Test organisme: Bekkeorret (Salmo trutta)

Test parameter: Mortalitet observert hver dag i 4 dager.

Opprinnelse av fisk: Oslo Fiskeadministrasjon Oppdrettsanlegg i Serkedalen

Inntak av fisk: Fisk ankom Solbergstrand 14 April

Dato for oppstart: 20 April 2009

Test konsentrasjoner: 10, 18, 32, 42 og 100 % avlgpsvann

Tillagning av lgsninger: Test utlopsvannet ble malt opp i mélesylinder og fortynnet med
brennvann pa Solberstrand.

Test Medium: Brennvann ubehandlet

Test system: 80 I glass akvarier fylt med 50 1 testlasning

Test betingelser

Lys: 16 timer lys 8 timer meorke

Temperatur: Malt daglig i kontroll akvariet. Maksimum temperatur var 12,0 °C og
minimum var 11,5 °C.

pH: Malt ved start og slutt. Heyeste test konsentrasjon start 7,1 slutt 7,7.
Kontroll hadde start 7,2 fog slutt 8,1

Oksygen: Malt til & vaere >90 % fordi alle kar ble luftet kontinuerlig.

Beregning av LC50 Kumulativ  prosent mortalitet er plottet mot logaritmen
konsentrasjonen. LC50 er grafisk bestemt.

NOEC Hoyeste konsentrasjon uten toksiske effekter.

51



NIVA <lgpenr >-<ar>

Utforelse

Forsegket ble utfort i glassakvarier med 50 1 testvann og 7 fisk i hver konsentrasjon av
avlegpsvann. Konsentrasjoner testet var 10, 18, 32, 42 og 100 % av avlepsvannet. Det var mye
partikler i vannet. Avlgpsvannet ble mélt opp i mélesylinder og fortynnet med brennvann til
ensket konsentrasjon. Forsgket pagikk i 4 degn. Fisken ble observert hvert degn med hensyn til
toksiske symptomer og ded fisk ble notert og fjernet. Temperaturen under forsegkene var 11,5-
12,0 °C.

Resultater

I tabell 1 er oppfort dedeligheten i hver konsentrasjon av avlgpsvann. Dadelighet ble observert
i testlgsninger ned til 32 %. Det ble ikke observert ded fisk eller toksiske symptomer ved 18 %
eller lavere. NOEC er basert pa hayeste konsentrasjon uten observerbare toksiske effekter og
var i denne testen 18 %. LC50 er 24 % i denne testen. Et sammendrag av resultatene er gjengitt i
tabell 2. Alle mélte data er gjengitt i appendix.

Avvik fra protokoll
Det var ingen avvik fra protokollen.

Tabell 1. Kumulativt antall dede fisk (% 1 parentes) ved forskjellig eksponeringstid og
konsentrasjon av " Ut anaerob trinn 1 pH 8 ". LC50 og NOEC ved ulike tidspunkt er angitt
nederst i tabellen.

Timer
Konsentrasjon 24 48 72 96
%
Kontroll 0 0 0 0
10 0 0 0 0
18 0 0 0 0
32 6 (86 %) 7 (100 %) 7 (100 %) 1 (14 %)
42 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %)
100 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %)
LC50 24 % 24 % 24 % 24 %
NOEC 18 % 18 % 18 % 18 %
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Konklusjon
Testresultatene for " Ut anaerob trinn 1 pH 8 " er summert opp i tabell 2.

Tabell 2. Sammendrag av resultater for toksisitets test med " Ut anaerob trinn 1 pH 8 " pa fisk
(Salmo trutta).

Observasjons tidspunkt
24 timer 48 timer 72 timer 96 timer
LC50 (%) 24 % 24 % 24.% 24 %
NOEC (%) 18 % 18 % 18 % 18 %

Testen utfort av: August Tobiesen Testansvarlig: £/ //y/&
/ /,M M M’L/.?
v

August Tobiesen
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Appendix

Tabell 1. Tillaging av testlasninger (50 liter):

Date Test konsentrasjon
%
10 |18 | 32 | 42 | 100
Liter avlgpsvann
20.04.09 5 |9 | 16 | 21 | 50

Table 2. Oksygen og pH..

Date Test Lasning pH pH Oksygen metning
% start Slutt 96 timer % 96 timer
20.04.09 K 7.22 8.07 >90
20.04.09 10 7.28 8.58 >90
20.04.09 18 7.27 8.63 >90
20.04.09 32 7.21 8.75 >90
20.04.09 56 7.25 8.78 >90
20.04.09 100 7.18 8.37 >90

Tabell 3 Fiske vekt (g) and lengde (cm)

fisk
Vekt | 10.87 | 4.3 8.06 3.1 4.71 5.41 4.4 5.01 3.2 6.08
Lengde| 10.1 7 9.05 6.5 7.6 8.1 7.3 7.7 6.6 8.4

Gjennomsnitts vekt = 5.5 g, Gjennomsnitts lengde = 7.8 cm
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Norsk Institutt for

NIV et TESTRAPPORT
Tel: 22 18 51 00 Akutt toksisitet - fisk
rraz i Salmo trutta
NIVA metode K15
Teststoff: Fra Blekeri + Tarkemaskin pH =2 (acetat) Lab. kode: B638/3
Kunde: Borregaard Motatt: 17.04.09

Testmetode

Testen er utfert i overensstemmelse med "OECD Guidelines for testing of chemicals" (No. 203;
Fish, acute toxicity test) og en noe modifisert Norsk Standard, NS 4717; "Bestemmelse av
kjemiske produkters og avlepsvanns akutte toksisitet for ferskvannsfisk - semistatisk metode".
Forholdet fiskevekt/vannvolum var (1.2 g/l) og er altsé litt utenfor den foreslatte fiskebelastning
pa <1.0 g/l anbefalt i OECD 203. Da testen skulle utferes som en statisk test og man antok at
avlegpsvannet hadde heyt innhold av nedbrytbart organisk material ble det benyttet lufting av
mediet under forsoket.

Testorganisme

Arsyngel (0+) av erret (Salmo trutta), med middelvekt 5.5 g og middellengde 7.8 cm. Fisken
var hentet fra OFAs oppdrettsanlegg i Serkedalen. Mortalitet hos fisk i en periode pa 7 dager for
teststart var <1 %. Testen ble utfert ved 5 konsentrasjoner 10, 18, 32, 42 100 % av
avlgpsvannet. Lufting ble benyttet i alle testlosninger.

Test detaljer

Test organisme: Bekkegrret (Salmo trutta)

Test parameter: Mortalitet observert hver dag i 4 dager.

Opprinnelse av fisk: Oslo Fiskeadministrasjon Oppdrettsanlegg i Serkedalen

Inntak av fisk: Fisk ankom Solbergstrand 14 April 2009

Dato for oppstart: 20 April 2009

Test konsentrasjoner: 10, 18, 32, 42 og 100 % avlgpsvann

Tillagning av lgsninger: Test utlopsvannet ble malt opp i maélesylinder og fortynnet med
brennvann pé Solberstrand.

Test Medium: Brennvann ubehandlet

Test system: 80 1 glass akvarier fylt med 50 1 testlasning

Test betingelser

Lys: 16 timer lys 8 timer meorke

Temperatur: Malt daglig i kontroll akvariet. Maksimum temperatur var 12.0 °C og
minimum var 11,5 °C.

pH: Malt ved start og slutt. Heyeste test konsentrasjon start 7.8 slutt 8,4.
Kontroll hadde start 7.2 og slutt 8.1

Oksygen: Malt til & veere >90 % fordi alle kar ble luftet kontinuerlig.

Beregning av LC50 Kumulativ prosent mortalitet er plottet mot logaritmen til
konsentrasjonen. LC50 er grafisk bestemt.

NOEC Hoyeste konsentrasjon uten toksiske effekter.
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Utforelse

Forsgket ble utfort i glassakvarier med 50 1 testvann og 7 fisk i hver konsentrasjon av
avlegpsvann. Konsentrasjoner testet var 10, 18, 32, 56 og 100 % av avlegpsvannet. Det var mye
partikler i vannet. Avlgpsvannet ble mélt opp i mélesylinder og fortynnet med brennvann til
ensket konsentrasjon. Forsgket pagikk i 4 degn. Fisken ble observert hvert degn med hensyn til
toksiske symptomer og ded fisk ble notert og fjernet. Temperaturen under forsekene var 11,5-
12,0 °C.

Resultater

I tabell 1 er oppfoert dedeligheten i hver konsentrasjon av avlepsvann. Dedelighet ble observert
i testlosninger ned til 32 %. Det ble ikke observert ded fisk eller toksiske symptomer ved 18 %
eller lavere. NOEC er basert pa hayeste konsentrasjon uten observerbare toksiske effekter og
var i denne testen 18 %. LC50 er 42 % i denne testen. Et sammendrag av resultatene er gjengitt i
tabell 2. Alle mélte data er gjengitt i appendix.

Avvik fra protokoll
Det var ingen avvik fra protokollen.

Tabell 1. Kumulativt antall dede fisk (% 1 parentes) ved forskjellig eksponeringstid og
konsentrasjon av " Fra Blekeri + Terkemaskin pH =2". LC50 og NOEC ved ulike tidspunkt er
angitt nederst i tabellen.

Timer
Konsentrasjon 24 48 72 96
%
Kontroll 0 0 0 0
10 0 0 0 0
18 0 0 0 0
32 0 1 (14 %) 1 (14%) 1 (14 %)
42 0 3 (43 %) 4 (57 %) 4 (57 %)
100 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %)
LC50 65 % 42 % 42 % 42%
NOEC 42 % 18 % 18 % 18 %
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Konklusjon
Testresultatene for " Fra Blekeri + Terkemaskin pH =2" er summert opp i tabell 2.

Tabell 2. Sammendrag av resultater for toksisitets test med " Fra Blekeri + Teorkemaskin pH
=2" pa fisk (Salmo trutta).

Observasjons tidspunkt
24 timer 48 timer 72 timer 96 timer
LC50 (%) 65 % 42 % 42 % 42%
NOEC (%) 42 % 18 % 18 % 18 %

Testen utfort av: August Tobiesen Testansvarlig: £/ //y/&
/ /,M M M’L/.?
v

August Tobiesen

Appendix

Tabell 1. Tillaging av testlosninger (50 liter).

Date Test konsentrasjon
%
10 |18 | 32 | 42 | 100
Liter avlgpsvann
20.04.09 5 ]9 | 16 | 21 | 50

Table 2. Oksygen og pH..

Date Test Lasning pH pH Oksygen metning
% start Slutt 96 timer % 96 timer
20.04.09 K 7.22 8.07 9,2
20.04.09 10 7.1 7.96 9,2
20.04.09 18 7.11 7.91 9,2
20.04.09 32 7.1 7.82 9,2
20.04.09 56 7.11 7.88 9,2
20.04.09 100 7.07 7.7 9,2

Tabell 3 Fiske vekt (g) and lengde (cm)

fisk

Vekt | 10.3 8.9 7.4 7.6 7.8 8.2 9 8.3 8.7 8.2

Lengde| 11.32 | 7.3 545 4.7 5.11 5.81 7.53 6.74 7.11 5.73

Gjennomsnitts vekt = 5.5 g, Gjennomsnitts lengde = 6.7 cm
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NIV ... TEST RAPPORT

for Akutt toksisitet - juvenil
Vannforskning .

Gaustadallen 21 PlggVar

0349 Oslo . . .

Tel: 22 18 5100 (Semistatisk eksponering)

Fax: 22 18 52 00

Scopthalmus maximus

Teststoff: Fra Pharma pH=12 Lab. kode: B640/1
Kunde: Borregaard motatt: 15.05.09
Testmetode

Testen er utfert i overensstemmelse med utkastet tii PARCOM toksistets test slik det er
beskrevet av Phil McWilliams, TERRA Environmental Laboratory A/S 1994 i "Draft procedure,
Acute test with juvinile turbot Scopthalamus maximus", testen bygger pd "OECD Guidelines
for testing of chemicals" (No. 203; Fish, acute toxicity test).

Testorganisme

Juvenile Piggvar (Scopthalmus maximus), med middelvekt 11.0 g og middel lengde 8.4 cm.
Fisken var hentet fra Maximus AS i Danmark.

TEST BETINGELSER

Test metode: Draft PARCOM test Akutt test pa juvinile piggvar
Test organisme: Piggvar Scopthalmus maximus

Test parameter: Mortalitet observert hvert degn i 4 degn.
Opprinnelse av fisk: Maximus AS, Piggvar klekket i uke 40

Ankomst Solbergstrand: Piggvar ankom Solberstrand November 2008
Start dato: 20 April 2009

Test konsentrasjoner:
Tillagning av testlosninger Avlepsvannet ble fortynnet med 60m vann fra Dragbak ved hjelp av
maéleylindre og mélekolber. Testlasningsvolumet var 251.

Test medium: 60 m sjgvann fra Drebak

Test beholdere: 80 1 glass akvarium plassert i et gjennomstremnings vannbad

Test betingelser

Lys: 12h lys : 12 h merke med dagslys type lysstoftror

Temperatur: Malt daglig med termometer, hoyeste tempratur var 15.8 °C og laveste
tempratur var 15.1 °C.

pH: kontroll: start: pH 6,9 slutt: pH 7,7, hayeste konsentrasjon: start: pH 8,2
slutt: pH 7.6

Oksygen: P& grunn av heyt innhold av organisk stoff ble det antatt at potensiale

for hayt oksygenforbrukvar stort. Alle kar ble derfor luftet. Det ble malt
>60% metning i alle kar under hele forseket.

Salinitet i kontroll: i kontroll: 16,9 PSU, i hgyeste konsentrasjon:30 PSU

Beregning av LC,* Kumulativ prosent mortalitet er plottet mot log konsentrasjon pa log
papir. LC50 beregnes grafisk eller statistisk med Probit metoden nar
mulig.

Beregning av NOEC **  t-test (p<0.05)
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*LC,, = Den konsentrasjon som gir 50% dedelighet av testorganismen
** NOEC = Hoyeste testede konsentrasjon uten signifikant effekt

Test materiale

Avlegpsvannet fra Pharma med pH=12 ble levert i 2 x 25 | plastkanner. Provematerielet ble
oppbevart ved 14 °C inntil bruk. Avlgpsvannet hadde en pH pa 12. og métte naytraliseres med
HCI for bruk. Dette medferer dannelse av salt, derfor ble det benyttet piggvar i testen istedet for
orret som var planen. Aktuelle testkonsentrajoner ble laget for pH justering dette medferer en
fortynning av preven pa ca 20 %.

Utforelse

Forsgket ble utfort i glassakvarier med 50 1 vann og 7 fisk i hver konsentrasjon. Konsentrasjoner
testet var 9 konsentrasjoner 0,56, 1,0, 1,8, 3,2, 5,6, 10, 18, 32 og 56 % lgsning av avlgpsvann i
sjevann. Forsgket pagikk i 4 dagn. Konsentrasjonen av lgst oksygen ved forsgksslutt var >60 %
av metningskonsentrasjonen. Fisken ble observert hvert degn og ded fisk ble notert og fjernet.
Temperaturen ble mélt hver dag med termometer. Jevn temperatur ble sikret ved at akvariene
sto i et klimarom med temperatur pa 14 °C.

Resultater
I tabell 1 er dedeligheten oppfert for hver konsentrasjon av avlepsvannet. Som det fremgér av
tabellen sé ble det ikke observert dedelighet ved noen test konsentrasjon.

Avvik fra protokoll
Ingen

Tabell 1. Kumulativt antall (%) dede fisk ved forskjellig eksponeringstid og konsentrasjon av "
Fra Pharma pH=12". LC50 og NOEC ved ulike tidspunkt angitt nederst i tabellen.

Timer
Konsentrasjon 24 48 72 96
(%)

0 0 0 0 0

0,56 0 0 0 0

1,0 0 0 0 0

1,8 0 0 0 0

3,2 0 0 0 0

5,6 0 0 0 0

10 0 0 0 0

32 0 0 0 0

56 0 0 0 0
LC50 % >56 >56 >56 >56
NOEC % >56 >56 >56 >56
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Konklusjon
Testresultatene er summert i tabell 2. Det ble ikke observert dedelighet i testen. Hoyeste test
konsentrasjon var 56 %. Uten dedelighet > 50 % ved noen test konsentrasjon er det ikke mulig &

beregne en LC50 etter 96 timer. NOEC med hensyn pé dedelighet etter 96 timer er > 56 %.

Tabell 2. Testresultater med " Fra Pharma pH=12" etter 96 timer.

Test parameter Benevnelse LC50 NOEC*

Mortalitet % >56 >56

*med hensyn til mortalitet

Testen utfort av: August Tobiesen Testansvarlig: £/ %

August Tobiesen
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Appendix

Tabell 1. Tillaging av testlosninger. Testlosninger ble laget som beskrevet nedenfor. Deretter sa ble pH i
testlgsningene justert til ca pH=8 ved hjelp av HCL

Dato Test konsentrasjon
%
0,56 1,0 1,8 3,2 5,6 10 18 32 56
Liter avlgpsvann
25.05.0¢€ 0,26 0,5 0,9 1,6 2,8 5 9 16 28
Tabell 2. Oksygen og pH.
Date Test Losning Salholdighet | pH Oksygen metning| Temperatur
% PSU % °C
25.05.09 K 16.8 6.88 8.95 15
25.05.09 0,56 17 8.31 7.88 15
25.05.09 1,0 17.4 8.38 6.2 15.1
25.05.09 1,8 16.9 8.17 7.84 15.1
25.05.09 3,2 17.7 8.32 8.47 15
25.05.09 5,6 18.5 8.32 8.4 15
25.05.09 10 19.9 8.29 8.7 15.2
25.05.09 18 22.1 8.33 8.38 15.3
25.05.09 32 22.7 8.2 9.13 15.4
25.05.09 56 30.1 8.22 8.72 15.5
29.05.09 K 16.9 7.72 8.16 14.4
29.05.09 0,56 17.1 7.9 7.59 14.4
29.05.09 1,0 17.5 7.85 6.47 14.4
29.05.09 1,8 16.9 7.89 6.58 14.5
29.05.09 3,2 17.8 7.57 5.8 14.2
29.05.09 5,6 18.6 7.61 5.76 14.2
29.05.09 10 20 7.69 5.72 14.2
29.05.09 18 22.2 7.72 5.99 14.3
29.05.09 32 22.8 7.62 5.51 14.4
29.05.09 56 30.3 7.63 491 14.6

Tabell 3 Fiske vekt (g) and lengde (cm)

fisk

Vekt 4.86 2.68 5.06 8.14 4.52 8.54 396 | 477 4.79 5.07

Lengde 6.6 53 6.8 8.3 5.5 8.3 6.2 6.6 6.4 6.7

Gjennomsnitts vekt = 5,2 g, Gjennomsnitts lengde = 6,7 cm
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Norsk Institutt for
NIA st TESTRAPPORT
Tel: 22 18 51 00 Akutt toksisitet - fisk
oz a0 Salmo trutta
NIVA metode K15
Teststoff: Fra Blekeri + Torkemaskin pH 4 (derivat) Lab. kode: B640/2
Kunde: Borregaard Motatt: 11.05.09

Testmetode

Testen er utfert i overensstemmelse med "OECD Guidelines for testing of chemicals" (No. 203;
Fish, acute toxicity test) og en noe modifisert Norsk Standard, NS 4717; "Bestemmelse av
kjemiske produkters og avlepsvanns akutte toksisitet for ferskvannsfisk - semistatisk metode".
Forholdet fiskevekt/vannvolum var (1.1 g/l) og er altsé litt utenfor den foreslatte fiskebelastning
pa <1.0 g/l anbefalt i OECD 203. Da testen skulle utferes som en statisk test og man antok at
avlgpsvannet hadde heyt innhold av nedbrytbart organisk material ble det benyttet lufting av
mediet under forseoket.

Testorganisme

Arsyngel (0+) av erret (Salmo trutta), med middelvekt 8.1 g og middellengde 6.8 cm. Fisken
var hentet fra OFAs oppdrettsanlegg i Serkedalen. Mortalitet hos fisk i en periode pa 7 dager for
teststart var <l %. Testen ble utfert ved 5 konsentrasjoner 1, 3.2, 10, 32 og 100 % av
avlgpsvannet. Lufting ble benyttet i alle testlgsninger.

Test detaljer

Test organisme: Bekkeorret (Salmo trutta)

Test parameter: Mortalitet observert hver dag i 4 dager.

Opprinnelse av fisk: Oslo Fiskeadministrasjon Oppdrettsanlegg i Serkedalen

Inntak av fisk: Fisk ankom Solbergstrand 14 April 2009

Dato for oppstart: 20 April 2009

Test konsentrasjoner: 1,3.2, 10,32 og 100 % avlgpsvann

Tillagning av lgsninger: Test utlopsvannet ble malt opp i mélesylinder og fortynnet med
brennvann pa Solberstrand.

Test Medium: Brennvann ubehandlet

Test system: 80 I glass akvarier fylt med 50 1 testlasning

Test betingelser

Lys: 16 timer lys 8 timer meorke

Temperatur: Malt daglig i alle akvarier. Maksimum temperatur var 14.7 °C og
minimum var 11,5 °C.

pH: Malt ved start og slutt. Heyeste test konsentrasjon start 6.9 slutt 7.0.
Kontroll hadde start 8.1 og slutt 8.2

Oksygen: Oksygenmetning malt til & vere >90 % fordi alle kar ble luftet
kontinuerlig.

Beregning av LC50 Kumulativ  prosent mortalitet er plottet mot logaritmen
konsentrasjonen. LC50 er grafisk bestemt.

NOEC Hoyeste konsentrasjon uten toksiske effekter.
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Utforelse

Forsegket ble utfort i glassakvarier med 50 1 testvann og 7 fisk i hver konsentrasjon av
utlepsvann. Konsentrasjoner testet var 1, 3.2, 10, 32 og 100 % av avlepsvannet. Det var mye
partikler i vannet. Avlgpsvannet ble mélt opp i mélesylinder og fortynnet med brennvann til
ensket konsentrasjon. Forsgket pagikk i 4 degn. Fisken ble observert hvert degn med hensyn til
toksiske symptomer og ded fisk ble notert og fjernet. Temperaturen under forsegkene var 11,5-
12,0 °C.

Resultater

I tabell 1 er oppfert dedeligheten i hver konsentrasjon av utlepsvann. Dadelighet ble observert i
testlgsninger ned til 10 %. Det ble ikke observert ded fisk eller toksiske symptomer ved 3.2 %
eller lavere. NOEC er basert pa hayeste konsentrasjon uten observerbare toksiske effekter og
var i denne testen 3,2 %. LC50 er 5,7 % i denne testen. Et sammendrag av resultatene er gjengitt
i tabell 2. Alle malte data er gjengitt i appendix.

Avvik fra protokoll
Det var ingen avvik fra protokollen.

Tabell 1. Kumulativt antall dede fisk (% 1 parentes) ved forskjellig eksponeringstid og
konsentrasjon av " Fra Blekeri + Terkemaskin pH =2". LC50 og NOEC ved ulike tidspunkt er
angitt nederst i tabellen.

Timer
Konsentrasjon 24 48 72 96
%
Kontroll 0 0 0 0
1 0 0 0 0
3,2 0 0 0 0
10 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %)
32 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %)
100 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %) 7 (100 %)
LC50 5,7% 5,7 % 5,7% 5,7%
NOEC 32% 32% 3.2% 32%
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Konklusjon
Testresultatene for " Fra Blekeri + Torkemaskin pH =4" er summert opp i tabell 2.

Tabell 2. Sammendrag av resultater for toksisitets test med " Fra Blekeri + Terkemaskin pH =4"
pa fisk (Salmo trutta).

Observasjons tidspunkt
24 timer 48 timer 72 timer 96 timer
0
LG50 (%) 5.7 % 5.7 % 5.7 % 5.7 %
NOEC (%) 3.2% 3.2% 3.2% 32%
Testen utfort av: August Tobiesen

Testansvarlig: / / f
o Pt

August Tobiesen
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Appendix

Tabell 1. Preparation of test concentration with:

Date Test konsentrasjon
%
1 [32 | 10 | 32 | 100
Liter avlgpsvann
11.05.09 05 | 1,6 | 5 | 16 | 50

Table 2. Oksygen og pH. Oxygen was measured before renewal and at the end of the test.

Date Test Lasning Temp pH Oksygen metning

% % 24 timer
11.05.09 K 11.3 8.12
11.05.09 1 11.5 7.92
11.05.09 3,2 11.5 7.58
11.05.09 10 11.6 6.94
11.05.09 32 13.6 5.17
11.05.09 100 20.3 6.9
12.05.09 K 13.8 8.11 8.61
12.05.09 1 13.7 8.13 9.01
12.05.09 3,2 13.8 8.03 8.7
12.05.09 10 14 7.9 9.28
12.05.09 32 14.4 7.3 8.4
12.05.09 100 14.7 7 8.05
13.05.09 K 14.5 8.11 8.01
13.05.09 1 14.6 8.13 7.78
13.05.09 3,2 14.6 8.03 8.81
14.05.09 K 14.5 8.43 8.32
14.05.09 1 14.6 8.38 8.71
14.05.09 3,2 14.3 8.35 8.53
15.05.09 K 13.6 8.23 8.81
15.05.09 1 13.6 8.26 8.85
15.05.09 3,2 13.7 8.27 8.73
Tabell 3 Fiske vekt (g) and lengde (cm)

fisk

Vekt | 6.71 892 174 7.61 7.8 8.2 9.21 8.3 8.77 |82
Lengde| 8.1 7.3 54 4.7 5.1 8 8.7 6.8 8.3 5.6

Gjennomsnitts vekt = 8,1 g, Gjennomsnitts lengde = 6.8 cm
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