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FORORD

Denna rapport dr ett examensarbete som leder till en magisterexamen i biologi med inriktning

mot ekotoxikologi vid Uppsala Universitet. Arbetet utférdes pa uppdrag av Sweco i Karlstad.

Jag skulle vilja borja med att tacka mina handledare pa Sweco, Johanna Gelang Alfredsson
och Sofia Rolén, som alltid tagit sig tid for mina frdgor och som kommit med manga nyttiga
synpunkter pd rapporten. Jag vill d&ven tacka Katrin Lundstedt-Enkel, avdelningen for
ekotoxikologi, Uppsala Universitet, som hjilpte mig med statistikdelen. Ett stort tack skulle
jag dven vilja ge till Jan Orberg, min handledare p4 universitetet, som alltid stillt upp och

hjilpt mig nir jag behovt det.

Sist men inte minst skulle jag vilja tacka alla andra som hjilpt mig med material och som

svarat pd mina fragor nir jag mailat eller ringt. Tack!



SAMMANFATTNING

Mellan dren 1911 och 1986 utférdes impregneringsverksamhet pa en industrifastighet 1
Krylbo dir kreosotolja och metallsalter anvdndes. Detta medforde att det aktuella omradet
fororenades av bland annat PAH och arsenik. Syftet med detta examensarbete &r att utvirdera
analysinstrumentet ROTAS (Rapid On-Site Toxicity Audit System) anvdndbarhet som
hjilpmedel vid fordjupad riskbeddmning av fororenad mark. ROTAS ir ett icke-specifikt
akuttoxicitetstest tillverkat for faltbruk.

I denna rapport studeras vilken analystid som &r den mest lampliga, hur bra ROTAS svarar pa
fororeningshalten i jorden samt vilken betydelse extraktionsmedlet har. ROTAS analyseras
dven pa eluat frén standardiserade laktester utforda pé jordarna for att se hur bra ROTAS
extraktion dr i jamforelse med standardiserade laktester. Resultaten jamfors dven med resultat

fran toxicitetstester med engelskt rajgrés, vitklover och mask.

Resultaten visar att analys med ROTAS Leachable test, dér jordproverna extraheras med
vatten, bor pagé i 30 minuter. De erhallna mitvardena stiger mellan 15 och 30 minuter vilket
tyder pa att de fororeningar som extraheras ut med vatten har en relativt langsam effekt pa
bakterierna. Organics-testet bor pagé i 15 minuter dd organiska fororeningar verkar ha en
snabb effekt pd bakterierna. Leachable-testet svarar relativt bra pa arsenikhalten 1
jordproverna men samre pa PAH-halterna, vilket kan bero pé att PAHer ogérna loser sig i
vatten. Diaremot finns ett tydligt samband mellan inhibering av luminiscens och PAH-halt nir
jordproverna extraheras med metanol. Vid analys med Leachable-testet har bdde destillerat
vatten och syntetiskt framstéllt sdtvatten anvéants for att extrahera jordproverna. Toxiciteten ar
hogre i de prover dér sdtvatten anvénts, vilket kan bero pa att sdtvattnet innehaller salter som

bidrar till jonbyte och ddrmed till att fler fororeningar lakas ut.

Det finns ingen signifikant skillnad i toxicitet mellan resultaten fran ROTAS-extraktionerna
och fran de standardiserade laktesterna efter 30 minuter, vilket visar att ROTAS-extraktionen
ar likvardig med standardiserade metoder. Mellan ROTAS-resultaten och resultaten fran
toxicitetstesterna finns ett svagt samband mellan inhibering av luminiscens och inhibering av

rottillvixt hos engelskt rajgrds samt inhibering av andelen lagda dggkokonger hos mask.



1. INLEDNING

1.1 Bakgrund

Fororening av mark och vatten frén industriverksamhet har pagétt under hundratals r. Idag
finns flera tusen férorenade omraden i landet. Frdn ménga av dessa omraden lakas
fororeningar ut med oacceptabla miljoeffekter som foljd. I ménga fall utgor de ett allvarligt
framtida hot mot hélsa och milj6. Mot bakgrund av detta pagar ett omfattande arbete med

kartlaggning, inventering och sanering av fororenade omraden 1 Sverige.

Inom arbetet med fororenade omraden ingar manga moment sasom faltundersokningar,
riskbeddmningar och atgirder. Generella riktvarden for ett antal &mnen och grupper av &mnen

har tagits fram som ett verktyg for att bittre kunna beddma hilso- och miljoriskerna.

De generella riktvirdena som anvinds i Sverige idag ar baserade pé det ldgsta av ett berdknat
humantoxikologiskt och ett ekotoxikologiskt viarde. Generella riktvirden finns framtagna for
kénslig markanvindning, KM (t.ex. bostdder, odling, daghem), da ingen pdverkan pa markens
funktioner accepteras, och for mindre kanslig markanvandning, MKM (t.ex. industrier, kontor
eller végar), varav ett med grundvattenskydd och ett utan. Riktvardena, och ddrmed
acceptansen for markens fororeningsniva, for MKM ligger nagot hogre dn de for KM. I tabell
1 visas riktvdrdena for ndgra vanliga metaller samt for polycykliska aromatiska kolviten
(PAH) enligt Naturvardsverkets rapport 4638 - Generella riktviarden for fororenad mark [1].
Tabellll 1. Generella riktvédrden for polycykliska aromatiska kolvdten (PAH) och nagra vanligt forekommande
metaller.

KM= Kinslig markanvéndning, MKM GV = Mindre kinslig markanvandning med grundvattenskydd
MKM = Mindre kénslig markanviandning, TS=Torrsubstans

Amne/Amnesgrupp KM (mg/kg TS) MKM GV (mg/lkg TS)  MKM (mg/kg TS)
Summa cancerogena PAH 0,3 7 7

Summa 6vriga PAH 20 40 40

Arsenik 15 15 40

Koppar 100 200 200

Krom tot (endast om Cr VI 120 250 250

inte forekommer)

Zink 350 700 700




Nir de ekotoxikologiska riktvirdena tagits fram har tva olika typer av ekotoxikologiska
viarden anvénts dar det forsta avser att skydda flora, fauna och mikroorganismer inom det
fororenade markomréadet och det andra avser att skydda det akvatiska livet i ett niarbeldget
ytvatten [1]. Riktvdrdena for mark baseras pa nederldndska sammanstéllningar medan
riktvirdena for ytvatten baseras pa en kanadensisk sammanstéllning. Underlaget som anvints
ar 1 ménga fall bristféllig. For manga foreningar ar informationen begréinsad till resultaten fran
studier pé ett fital arter. Mdnga av dessa arter ingdr inte i det svenska ekosystemet. De

svenska markforhdllandena skiljer sig dessutom fran de holldndska [2].

I de fall da dataunderlaget ar bristfalligt anvdnds sdkerhetsfaktorer. Vid ett daligt dataunderlag
ar osdkerheten stor. De toxicitetsdata som finns divideras med en sdkerhetsfaktor for att inte
riskera att toxiciteten underskattas. Denna metod anvénds bland annat i de fall data for
marklevande organismer saknas och man endast har tillging till akvatiska toxicitetsdata.
Detta kan dock leda till en 6verskattning av toxiciteten och darmed till stringa atgirdskrav

och hoga kostnader vid exempelvis saneringar [3].

Nir de generella riktvirdena inte kan anvindas, till exempel om omradet innehaller sérskilt
skyddsvérda arter/ekosystem, eller om riktviarden saknas bor en fordjupad riskbeddmning
goras. Platsspecifika riktvdrden bor da utarbetas dar féroreningsspridning och
exponeringsviagar som kan vara aktuella i ett 1angt tidsperspektiv for det aktuella omradet
bedoms [1]. I den fordjupade riskbeddmningen ingér en platsspecifik ekotoxikologisk
beddomning. For den ekotoxikologiska bedomningen av ett omrdde bor kemiska analyser
kombineras med biologiska tester for att kunna kvantifiera fororeningarna samt for att fa ett
svar pd deras biotillgénglighet och toxicitet. For ett effektivt arbete kan riskbeddmningen
laggas upp 1 olika nivder som borjar med en gallringsprocess, bestaende av exempelvis
toxicitetstester och tester av viktiga markfunktioner. Exempel pa toxicitetstester kan vara
tester med bioluminiscerande bakterier. ROTAS (Rapid On-Site Toxicity Audit System) &r ett
analysinstrument som anvander sig av just bioluminiscerande bakterier och kommer att
behandlas i foreliggande rapport. Utifrén resultaten fran gallringsprocessen finns mojligheten
att ga vidare till mer detaljerade bedomningar och undersékningar pa de omraden som kraver

det.



1.2 Syfte

Syftet med detta examensarbete &r att utvardera ROTAS anvéndbarhet som hjélpmedel vid
riskbeddmningen av fororenad mark och att se hur bra ROTAS svarar pa fororeningshalten i
jorden, vilken analystid som &r den mest lampliga samt vilken betydelse det anvinda
extraktionsmedlet har. Bdde jord- och grundvattenprover frén ett férorenat omrade testas med
ROTAS. Aven laktester utfors och lakvattnet analyseras kemiskt for att se hur stor andel av
fororeningarna som é&r lakbara. Eluaten frén laktesterna analyseras &ven med ROTAS. For att
jamfora ROTAS med andra ekotoxikologiska tester gors dessutom en jamforelse mellan
resultat frin ROTAS och resultat frdn ekotoxikologiska tester med engelskt rajgris, vitklover

och mask som testorganismer.

1.3 Avgransningar

Detta projekt fokuserar fraimst pA ROTAS Leachable-test, dir destillerat vatten eller ett
artificiellt framstillt sdtvatten anvinds som extraktionsmedel. Aven Aqueous-testet och
Organics-testet, dir metanol anvinds som extraktionsmedel for att 1dsa organiska foreningar
frén jorden, kommer att studeras. Dessutom kommer méttidens paverkan pa resultaten
studeras. Arbetet fokuserar framst pa arsenik och PAH eftersom jordarna ar starkt fororenade

av dessa dmnen.

1.4 ROTAS

1.4.1 Bakgrund

ROTAS, utvecklat av Cybersense Biosystem Ltd i England, &r ett icke-specifikt
akuttoxicitetstest som baseras pa den marina bioluminiscerande bakterien Vibrio fischeri.
Instrumentet ar utvecklat for faltbruk och upp till 22 prover kan analyseras samtidigt.
Analysen utfors antingen direkt pa vatten eller pa lakvitska fran extraherade jordprover.
ROTAS har tva anvdndningsomraden. Meningen ér att instrumentet ska anvédndas dels som ett
komplement till kemiska analyser och dels for att snabbt kartldgga platser inom férorenade
omraden med hdga halter av fororeningar. Detta kan vara ett effektivt sétt att reducera
kostnaderna vid arbete med fororenade omraden genom att snabbt fa en Gversiktlig bild av

fororeningssituationen och pa det viset veta vilka platser som behdver undersokas vidare [4].

Till instrumentet hér en luminometer, som méter luminiscensen fran bakterierna bade fore och

efter att provet tillsatts, samt en dator med tillhrande ROTAS-programvara.



1.4.2 Vibrio fischeri

Den bioluminiscerande bakterien Vibrio fischeri (tidigare Photobacterium phosphoreum) ar
en marin bakterie som forekommer bade i fritt tillstdnd samt i symbios med andra
vattenlevande organismer, som exempelvis blackfisk diar den fungerar som ljusorgan [5]. Det
ar tack vare sin formaga att bioluminiscera som V. fischeri anvénds i s stor utstrackning och
det finns ett antal standardiserade tester som bygger pd inhibering av bioluminiscensen fran

bakterierna.

Biokemi

V. fischeris DNA innehaller sju luxgener som kodar for de proteiner som dr inblandade i
luminiscensreaktionen. Luxgenerna kan delas in i tvd enheter varav den forsta kodar for ett
protein som tillsammans med en autoinducerare leder till transkription av den andra enheten
samt av enzymet luciferas som katalyserar luminiscensreaktionen. En autoinducerare ar en
liten molekyl som bakterierna syntetiserar och som litt kan passera bakteriernas cellmembran.
Genom autoinduceraren kan bakterierna kommunicera med varandra. Vid hoga
bakteriekoncentrationer kommer autoinduceraren att diffundera ut fran cellerna medan den
vid 1aga bakteriekoncentrationer ackumuleras inuti cellerna tills de nar en viss koncentration.
Det ar vid denna koncentration som transkriptionen av luciferas aktiveras och luminiscensen

startar [6].
Det som sker nar bakterierna bioluminiscerar dr en oxidation av en flavinmononukleotid

(FMNH;) och en langkedjad aldehyd i nidrvaro av syre, se nedanstdende formel. Det dr denna

reaktion som katalyseras av enzymet luciferas [7].

FMNH, + O, + RHCO — 5 FMN + H,0 + RCOOH + ljus



1.4.3 Typer av test

Det finns fyra typer av test som kan genomforas med ROTAS.

1. Leachable: Hér anvinds vatten som extraktionsmedel och det ar framst vattenlosliga &mnen
som 16ses ut ur jordproverna. Enligt standardmetoden anvinds destillerat vatten som
extraktionsmedel, men dven artificiellt framstéllt sotvatten kan anvindas.

2. Organics: Manga organiska dmnen &r inte vattenlosliga och for att extrahera ut dem fran
jordproverna anvénds ett organiskt extraktionsmedel — metanol.

3. Metals: Metallkatjoners adsorbtion till jordpartiklar 6kar med stigande pH och for att
effektivt extrahera dessa metalljoner anvinds utspidd saltsyra som extraktionsmedel.

4. Aqueous: Detta test méter toxicitet 1 vattenprover. Det enda som gors innan mitningen ar

att filtrera vattnet.

Resultatet rdknas 1 procent luminiscens. Ju mer toxiskt provet ér desto mindre bioluminiscerar
bakterierna. Proverna jamfors med en blank och resultatet berdknas enligt nedanstaende
formel dar Lum star for luminiscens, t ar tid, X &r antalet minuter som analysen pagétt och O &r

starttiden for analysen.

Lum,,, (t = X)
Lum,,, (t=0)
Lumblank (t = X) ‘
Lumblank (t = O)

Griénser har satts for att avgora om provet har hog, mattlig eller ingen/lag toxicitet.

100

Luminiscens (%) =

For jord dr granserna:
100%-71% - Ingen eller 14g toxicitet
70%-51% - Méttlig toxicitet
50%-0% - Hog toxicitet
For Aqueoustestet ligger gransen for méttlig toxicitet vid 80 % och grénsen for hog toxicitet

vid 50 %.

Vid varje provomgang anvéinds dven en positiv kontroll fOr att se att testet fungerar. Den

positiva kontrollen ska visa 40 % luminiscens eller mindre.



1.4.4 Faktorer som kan paverka resultatet

e pH. Efter att man tillsatt provet bor pH inte vara <5 eller >7,5 dé detta kan paverka
bakterierna. Aven om resultatet indikerar p4 att provet #r toxiskt kan det i sjilva verket
vara pH som orsakat toxiciteten.

e Farg. Om extraktet r fargat kan det komma att paverka den ljusmingd som detekteras
av luminometern. Prover med hoga halter av humusdmnen kan t.ex. ge firgade
extrakt. Fargade prover absorberar en del av ljuset och luminometern kommer att
underskatta luminiscensen.

e Stimulerande @mnen. En del prover kan verka stimulerande pa luminiscensen. Detta
kan bero pa nédrvaro av vissa &mnen som bakterierna anvénder sig av i luminiscens-
reaktionen. Aven hdg osmolaritet kan dstadkomma stimulering av luminiscens. Detta

kan maskera eventuell forekomst av toxiska &mnen 1 proverna. [4]

1.5 Ekotoxikologiska tester

Nar en fordjupad riskbedomning gors ar det viktigt att inte enbart forlita sig pa kemiska
analyser fOr att fa ett métt pa jordens toxicitet. Kemiska analyser ar ofta riktade mot
foreningar eller grupper av fororeningar som kopplas till en kdnd anvéindning inom omradet.
Det finns dérfor en risk att vissa fororeningar forblir oupptéckta. Jorden kan dessutom
innehalla metaboliter som bildas genom nedbrytning av de ursprungliga féroreningarna.
Dessa kan i vissa fall vara mer toxiska och persistenta, det vill siga motstdndskraftiga mot
nedbrytning, &n modersubstansen. Kemiska analyser tar inte heller hansyn till samverkans-
effekter. Olika &mnen kan forstérka eller motverka varandras effekter vilket kan leda till en
over- eller underskattning av riskerna. Ytterligare en nackdel med att anvinda endast kemiska
analyser ar att bara forekomsten och halterna av féroreningarna uppmaéts och inte deras
biotillgdnglighet. Manga dmnen aldras och binds ofta hért till organiskt material och ar dérfor
varken tillgdngliga eller toxiska for organismer. Det finns &ven en risk att fororeningar tas upp

1 biota (levande organismer), anrikas och sprids vidare i ndringskedjan [3].

Det ér viktigt att de ekotoxikologiska testerna har hog kénslighet med avseende pé
fororeningar eftersom olika arter kan vara kénsliga for olika fororeningar. Olika organismer
bor darfor anvédndas i de olika testerna for att fa en storre sédkerhet i bedomningen. Om en
fororenad jords toxicitet ska bedomas dr det en fordel om tester med marklevande relevanta

organismer anvénds. Sdttet som organismer i vattenmiljo exponeras for fororeningar kan
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skilja sig mycket fran hur marklevande organismer exponeras. Finns det daremot en risk att
fororeningarna sprids till sjoar och vattendrag bor dven vatten- och sedimentlevande
organismer anvéndas. Det dr viktigt att testa organismer fran olika trofiska nivder. Om en art
paverkas kan hela ekosystemet paverkas. Testorganismen bor vara léttodlad, tillgénglig dret
runt, ha kort livscykel och kidnd biologi [3]. Det finns ett flertal vilstuderade
ekotoxikologiska tester med olika organismer frén olika trofiska nivaer men nagot

standardiserat testpaket finns dnnu inte framtaget 1 Sverige.

1.5.1 Grobarhetstest

Vixter forekommer i de flesta miljoer och spelar en central roll i det ekologiska systemet. Nar
grobarheten undersoks pa véxter placeras fron i plastskilar med den jord som ska testas.
Frona far vixa i morker i tre till fem dygn beroende pa vilken vixt som testas. Darefter méts
rot- och skottlingden som jdmfors med en kontroll dir frona fétt gro i ej férorenad sand.

Vixter som vanligen anvéinds vid grobarhetstester &r vitklover, engelskt rajgréds och ridisa [8].

1.5.2 Overlevnad och reproduktionstest: mask

Daggmaskar ar viktiga organismer som har stor betydelse for olika markprocesser som
exempelvis nedbrytning, luftning och mineralisering av jorden. Maskar kan ackumulera
fororeningar som pa det séttet sprids uppat i niringskedjan. Vid reproduktionstoxikologiska
studier pd mask riknas antalet lagda dggkokonger varefter témda kokonger réknas efter att
dggen kldckts och maskarna krupit ut. Testerna gors i morker vid 20° C pa agarplattor med de
jordar som ska testas. Under forsokets gdng noteras eventuell dodlighet och annan paverkan.

Resultaten frén testerna jamfors direfter med en kontroll [8].

1.5.3 Upptag i biota

Tester finns for att méta fororeningars biotillganglighet for vixter och maskar.
Nér upptaget av fororeningar i vaxter méts laggs fron i den fororenade jorden som tillats vixa
under bestdmda ljus- och temperaturférhallanden. Efter 1amplig tid tas véxterna upp ur jorden,

tvittas och analyseras for att se hur stor méngd av fororeningarna som véxterna tagit upp [8].

Nér upptaget av fororeningar i maskar mits gjuts testjord och havregryn in i agarplattor som
maskarna sedan placeras pa. Efter 20 dygn flyttas maskarna Gver till en platta utan ndgon
testsubstans dér de far vistas i ett dygn for att tomma tarmarna. Dérefter plockas maskarna

bort for att sedan analyseras pa sitt innehall av féroreningar.
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Det finns ytterligare en metod att mita fororeningars biotillgénglighet for mask. Metoden ar
fortfarande under utveckling. Den gér ut pa att jordar som ska testas extraheras med magsaft
fran mask varefter proverna centrifugeras och fororeningsinnehallet i supernatanten mits.

Denna metod &r betydligt snabbare &n det upptagstest i mask som anvénds idag.

1.6 PAH

Polycykliska aromatiska kolvdten, PAH, bildas bland annat vid ofullsténdig forbrénning av
organiskt material och forekommer 1 bland annat bilavgaser och rok fran vedeldning och
skogsbrinder. Kreosot, som framstills ur stenkolstjdra och har utnyttjats som traskyddsmedel
vid dldre impregneringsanlidggningar och sagverk, bestér till stor del av PAHer [9]. PAHer
forekommer dven i hogaromatiska oljor som finns i bildack vilka bidrar till spridningen av
PAHer i miljon nir dicken slits. Atervunna bildick anvinds sedan for att tillverka

gummigranulat som anvidnds som utfyllnad i konstgrésplaner [10].

Det finns 6ver 100 olika PAHer med olika effekter pa milj6 och hélsa. De forekommer sdllan
var fOr sig utan ofta i en blandning av flera olika féreningar. I Naturvardsverkets rapport
”Generella riktvdrden for fororenad mark™ har endast 16 PAHer tagits med. De dr indelade 1
tvd grupper, cancerogena och ovriga PAHer, se tabell 2. Dessa 16 PAHer har valts for att det
finns mest information att tillgd om dessa. Riktvirdet &r baserat pa det mest toxiska amnet

inom dmnesgruppen [1].

Tabell 2. De 16 PAHer som riktvédrdena for fororenad mark baseras pé [1]

Cancerogena PAH Ovriga PAH
Benso[a]antracen Naftalen
Chrysen Acenaftalen
Benso[b]fluoranten Acenaften
Benso[k]fluoranten Fluoren
Indeno[1,2,3-cd]pyren Fenantren
Diben[a,h]antracen Antracen
Benso[a]pyren Fluoranten
Pyren
Benso[ghi]perylen
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1.6.1 Fysikaliska/kemiska egenskaper

PAHer bestar av tva eller flera kondenserade bensenringar. De kan delas in 1 olika grupper
beroende pa molekylvikten; ldg-, mellan- och hogvikts-PAH [11]. Som rena foreningar i
rumstemperatur forekommer de 1 fast form och &r farglosa, vita, gula eller ljust gulgrona till
fargen [12]. PAH med den ldgsta molekylvikten, naftalen, har en sméltpunkt pa 81°C och
kokpunkt pd 218°C. Bade smalt- och kokpunkten stiger med 6kande molekylvikt. I motsats
till smélt- och kokpunkten sjunker vattenldsligheten och éngtrycket med 6kande molekylvikt.
Bade vattenlosligheten och angtrycket dr jamforelsevis laga, dven for PAHer med lag
molekylvikt [13]. Naftalen som ar den léttaste av PAHerna har en vattenldslighet pd 30 mg/1
och ett angtryck péd 0,0072 kPa [14].

Kow ar ett matt pd hur ett &mne fordelar sig mellan n-oktanol och vatten. Ju storre andel av

substansen som fordelar sig 1 oktanolfasen jamfort med vattenfasen desto mer fettlosligt &r
dmnet. Ett &mne anses vara fettlosligt om det har ett log K,y-véirde over 2. Samtliga PAHer
har ett log Kow-vérde over 2 och dr dirmed fettlosliga. P4 grund av denna egenskap kan

PAHer vara bioackumulerande.

1.6.2 Upptradande i miljon

PAHers upptriadande i miljon beror till stor del pd deras kemiska och fysikaliska egenskaper.
De vanligaste nedbrytningssitten for PAHer dr kemisk, fotolytisk och metabolisk ned-
brytning. Den metaboliska nedbrytningen sker med hjilp av mikroorganismer. Nedbrytnings-
processerna dr beroende av ett antal miljofaktorer sésom temperatur, syretillgang och tillgéng
till mikroorganismer [13]. PAHer é&r relativt svarnedbrytbara genom hydrolys. P4 grund av att
de loser sig daligt i vatten binds de i vattenmiljo till partikelytor och sedimenterar pa botten
dér de kan bli ldnglivade [9]. Persistensen dkar med molekylvikten och benso[a]pyren, som dr
den PAH som anses vara en av de mest toxiska for médnniska, kan ha en halveringstid pa >1 ar

1 sediment [13].

I jord &r PAHer oftast bundna till partiklar, till exempel humussyror. Humussyror har lipofila
egenskaper och kan dirfor binda fettlosliga amnen [13]. PAHer kan avdunsta till luft fran
savil vatten som jord. I luft kan foreningarna brytas ner genom fotolys eller genom att reagera
med olika kemikalier i luften. Nedbrytningen sker ofta inom en period av dagar till veckor.
Halveringstiden i jord och vatten ror sig vanligen om veckor till manader och nedbrytningen

sker frimst av mikroorganismer [12].
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1.6.3 Toxikokinetik och toxicitet

For ménniska dr inandning den frimsta upptagsvéigen av PAH, antingen aktivt genom
cigarettrok eller passivt genom PAH-kontaminerad luft. PAH kan &ven tas upp via huden
genom kontakt med kontaminerad jord eller exempelvis tjdra samt oralt via dricksvatten eller

genom rokt eller stekt mat [12].

Manga organismer bryter ned PAH relativt snabbt. Daggdjur har exempelvis utvecklat
enzymer, bland annat cytokrom P450-enzymer (CYP450), som omvandlar fettldsliga &mnen
till mindre fettlosliga &mnen som léttare kan ldmna kroppen. CYP450 finns i riklig médngd 1
levern men férekommer i ndstan alla vavnader. Det har dock visat sig att manga av
metaboliterna dr mer toxiska &n den ursprungliga substansen. En del PAHer dr mutagena och
cancerogena vilket har visat sig vara orsakat av just metaboliter [15]. Benso[a]pyren och
benso[a]antracen ar tva av de mest cancerogena PAHerna. En epidemiologisk studie har visat
en Okad frekvens av lungcancer hos bland annat koksverksarbetare och rokare. Cigarettrok har
visat sig innehélla bland annat benso[a]pyren och benso[a]antracen. Manga av de biologiska
effekterna orsakade av PAHer beror pa den plana strukturen hos molekylerna som tillater dem
att binda till DNA 1 cellkdrnan och till hemoglobin [10, 13]. Benso[a]pyren och 7,12-
dimetylbenso[a]antracen har dven visat sig ge vaskuldra effekter, ateroskleros, hos figel utan
att dessa haft forhdjda halter av kolesterol [15]. I regel 6kar toxiciteten med dkande

molekylvikt och Ky-virde [13].

PAHer har visat sig vara mer toxiska mot akvatiska organismer i nidrvaro av UV-ljus och
synligt ljus dn utan. Fisk kan dessutom metabolisera PAHer till metaboliter som kan ha
teratogena, mutagena och cancerogena egenskaper. Naftalen som dr den mest vattenlosliga av
PAHerna har visat sig vara mycket toxisk mot vattenlevande organismer. Vid studier av
naftalens akuta toxicitet mot fisk, Onchorynchus mykiss, var LCso-vérdet 0,11 mg/1 efter 96
timmar. Studier pa alg (inhibering av tillvéxt) efter 72 timmar gav ett ICsp-virde pa

0,0001mg/1 [14].

1.7 ARSENIK

Arsenik ér det tjugonde vanligast forekommande elementet i jordskorpan [15]. Andra kéllor
till arsenikforekomsten 1 miljon &r bland annat via spridning fran smaltverk, gruvdrift,
triimpregnering med CCA-salter (koppar, krom och arsenik) samt fran forr da det anvéndes 1

vissa pesticider [16]. Arsenik anvénds dven for konservering av uppstoppade djur.
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Mainniskor exponeras for oorganisk arsenik framst fran dricksvatten, mark och luft och

organisk arsenik frén fisk och skaldjur [17].

1.7.1. Fysikaliska/kemiska egenskaper

Arsenik (As) som rent dmne &r svart att karaktérisera pa grund av dess komplexa kemiska
egenskaper och for att det forekommer 1 s& manga olika féreningar. I naturen férekommer
arsenik i bade trevérd och femvird form. Bland de vanligaste oorganiska trevéirda och
femvirda foreningarna finns bland annat arseniktrioxid (As*") och arsenater (As”"). Aven
organiska arsenikforeningar, som exempelvis metylerade former av arsenik, forekommer och
dessa former bildas av mikroorganismer i jord och vatten [12]. Molekylvikten for arsenik ar
74,9 g/mol och den é&r luktlos och néstan smaklds [18]. Vattenlosligheten dr 50 mg/1 och
arsenik sublimerar vid 616°C [19]

1.7.2. Upptradande i miljon

Det finns olika faktorer som péaverkar metallers mobilitet i marken och det ar dels jordens pH,
dels redoxforhallanden och halt av 16st organiskt kol. Arsenik i form av arsenat adsorberas
starkt till jirn- och aluminiumoxider vid pH <8. Om jdrnet reduceras leder det till att arsenik
frigdrs och didrmed blir léttrorligt. Fordndringen i redoxstatus i en jord kan ha mycket stor
betydelse for metallers frigorelse och transport. Humusdmnen kan binda metallkatjoner, till
exempel arsenat, och ar déarfor en viktig metallfdlla i jorden. Vid hogt pH Okar l16sligheten av

humusdmnen som ddrmed kan ta med sig de bundna metalljonerna i ldsningen [16].

I luft forekommer arsenik framst i form av arseniktrioxid. Genom torr- eller vatdeposition kan
det sedan hamna 1 marken eller i1 vattnet. I vattenmiljo forekommer arsenik framst i form av
oorganisk femvérd arsenik i oxiderade forhéllanden som ytvatten, och som trevérd arsenik i
reducerade forhallanden som grundvatten. Vattenlosliga former kan transporteras langa viagar
med vattnet och spridas pa det sittet. Metylering av arsenik ar viktig for transporten fran
sediment vidare till vatten och slutligen till luft. Metylerad arsenik dr mer flyktig &n icke-

metylerade arsenikforeningar [18].
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1.7.3 Toxikokinetik och toxicitet

For ménniska kan arsenik tas upp oralt via mat och dricksvatten. Andra exponeringsvagar ar
via inandning och via huden. Ungefar 80-90 % av en engangsdos arsenik, i form av arsenit
(As™) eller arsenat (As’"), har visat sig absorberas frén mag- tarmkanalen hos ménniska och

forsoksdjur.

I kroppen sker metylering av arsenik, vilket antas vara ett sétt att omvandla toxisk oorganisk
arsenik till mindre toxisk organisk arsenik. Jamfort med oorganisk arsenik dr de metylerade
formerna mindre benégna att reagera med kroppsvivnad, har ldgre akuttoxicitet och har

lattare att 1dmna kroppen via urin. Metylering av arsenik sker framst i levern [15].

Symptom pa akut toxicitet av arsenik hos méinniska &r bland annat illamédende och krékningar,
arytmi och stickningar 1 hdnder och fotter. Intag av 14ga halter oorganisk arsenik under lang
tid kan ge leverskador, missfargningar i huden samt vartliknande strukturer pa handflator och
fotsulor. Kronisk exponering for arsenik kan dven ge skador pd bade det perifera och det
centrala nervsystemet. Om huden kommer i kontakt med arsenik kan det orsaka rodnader och
svullnad pa huden. Intag av metyl- och dimetylarsenik kan orsaka diarré och skador pa
njurarna. Amerikanska naturvardverket, USEPA, har klassificerat oorganisk arsenik som
cancerogent. Arsenik har visat sig leda till bland annat hud-, lever- och lungcancer.

Engéngsdos i storleksordningen 70-180 mg arsenik kan vara dodligt for ménniska [20, 15].

Arsenik dr dven toxiskt for akvatiska organismer. LCso-véirdet for fisk, Pimephales promelas,
efter 96 timmar #r 9,9 mg As/liter. Aven studier pa hoppkrifta, Daphnia magna (48 timmar),
och alger (72 timmar) har gjorts dd immobilitet respektive inhibering av tillvixt studerats.

ECso- och ICsp-vardena fran dessa studier ar 1,4 respektive 0,006 mg As/liter [19].
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2. MATERIAL OCH METODER

2.1. Provomrade - Krylbo

Omradet 1 Krylbo har under &ren 1911 till 1986 anvénts for impregneringsverksamhet av
Statens jarnvégar, numera Banverket. Impregneringen har gjorts med kreosotolja och
metallsalter vilket innebér att ett omrade pa ungefar 5 ha blivit fororenat av PAH och

metaller, frimst arsenik.

Omradet ir 1 stort sett plant och har fyllts ut med ett lager fyllnadsmassor som i allménhet
utgdrs av sand, grus och sten. Massorna ar tydligt paverkade av impregneringsverksamheten
och asfaltliknande kreosotmassa finns pa vissa stéllen i fyllnadsmassorna. Under fyllnads-

materialet finns den ursprungliga jordarten som bestar av siltiga och sandiga sediment [21].

2.2. Provtagning
Omradet delades in i ett rutnét och jordprover togs systematiskt slumpmassigt. Systematisk
slumpmaissig provtagning innebdr att ett omrade delas in i ett rutnét och att en provpunkt

placeras i varje enhetsyta, men med slumpmassig placering [22].

. . o . Samtliga
Krylbo-impregneringsanldggning provpunkier
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Figur 1. Oversiktskarta over omradet i Krylbo dér impregneringsverksamhet pagétt mellan aren 1911 och 1986.
De fyllda rutorna representerar provpunkterna som anvénts i detta projekt.
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Tjugo jordprover med olika innehéll av PAH och arsenik valdes sedan ut for att testas med
bland annat ROTAS, se figur 1. Mellan provtagningen och ROTAS-analysen forvarades

jordproverna i plastpasar morkt och i ca 5°C.

Grundvattenproverna togs inom samma fororenade omrade. Dessa prover forvarades 1

syradiskade plastflaskor i morker och ca 5°C 1 véntan pa analys.

2.3. Utfoérande

2.3.1. Forberedelser

ROTAS-testet startade med att en luminometer kopplades till en dator och ROTAS-
mjukvaran startades. For att forbereda de frystorkade bakterierna, Vibrio fischeri, tillsattes 27
ml saltlosning (NaCl 2 %) for Leachable- och Aqueoustestet och 54 ml (NaCl 2,5 %) for
Organicstestet, se mer om de olika testerna 1 stycke 1.4.3. Burken med bakterierna och

saltlosningen (reagenset) skakades om och ldamnades att sta i rumstemperatur i 50 minuter.

2.3.2. Provberedning

Pésarna, innehallande osiktade jordprover, skakades innan de 6ppnades for att jorden skulle
blandas om och dérefter togs 5 cm’ jord ur varje pase och placerades i mirkta plastsprutor.
Stora korn undveks. 10 ml av extraktionsmedlet, som i Leachable-testet var antingen
destillerat vatten eller syntetiskt medelhart sétvatten (NaHCO3; 96 mg/l, CaSO4¢2H,0 60 mg/l,
MgSO4¢7H,0 123 mg/l och KCI 4 mg/l) framtaget enligt riktlinjer fran USAs naturvardsverk,
tillsattes dérefter till varje prov. I Organicstestet anvidndes 100 % metanol som extraktions-

medel.

Proverna skakades sedan kraftigt i 2 minuter sd att jorden och extraktionsmedlet blandades
ordentligt med varandra. Sprutorna stélldes med pipen uppat ndgra minuter varvid
jordpartiklarna sedimenterade. 1 ml av extraktet s6gs upp i en mindre spruta med ett 0,45

mikron PES-filter sé att eventuella partiklar filtrerades bort, se figur 2.
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Figur 2. Sprutor innehallande jord som skakats tillsammans med extraktionsmedel. Ett 0,45 mikron-filter med
en 2 ml-spruta sattes pa varje spruta.

2.3.3. Matning

Efter att 50 minuter gatt fran att reagenset forbereddes overfordes 1 ml av reagenset (2 ml i
Organicstestet) med hjélp av en pipett till en provplatta. Dérefter kalibrerades plattan i
luminometern i 3 minuter. Resultaten ansdgs tillforlitliga om luminiscensvérdet 1dg mellan

500 och 3500 efter kalibreringen.

Nar kalibreringen var utford tillsattes blanken, den positiva kontrollen och de filtrerade
proverna till respektive brunnar. Den positiva kontrollen bestod av koppar(Il)sulfat (10 mg/1)
for samtliga tester utom for Organics-testet ddr den bestod av kolvéten i metanol
(dieselbrinsle 80 mg/1, naftalen 160 mg/l, fenantren 160 mg/1). Darefter analyserades
provplattan i luminometern under 30 minuter med en avldsning per minut. Resultatet kunde
foljas direkt pd datorskdrmen, se figur 3. Om nagot av proverna visade pa mattlig eller hog
toxicitet efter 30 minuter sa mattes pH i1 dessa brunnar med hjélp av pH-remsor. Resultaten

efter 15 och 30 minuter anvindes vid senare berékningar.
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Figur 3. Pagaende ROTAS-test. En dator med ROTAS-programvara samt en provplatta ansluten till en
luminometer.

2.4 Laktester
Enstegslaktester, dir forhdllandet mellan vattenfas och fast fas var 10:1, gjordes pa tio av

jordproverna med destillerat vatten som vattenfas, for att undersdka hur stor andel arsenik och
PAH som lakades ut. Laktesterna utfordes av AnalyCen i Linkdping. De erhallna
vatteneluaten analyserades med ROTAS och resultaten jamfordes med resultaten frin ROTAS
Leachable-test ddr destillerat vatten anvénts som extraktionsmedel. Syftet var att jamfora

ROTAS-extraktionen med standardiserade laktester.

2.5 Jamforelse mellan ROTAS och ekotoxikologiska tester

Resultaten frin ROTAS jimfordes med resultaten fran de ekotoxikologiska testerna som
gjorts pa engelskt rajgris, vitklover och mask. Pa engelskt rajgrés och vitklover gjordes
grobarhetstester dér rot- och skottlingden méttes pd fron som fétt gro pa de fororenade

jordarna [8].

Pa masken Enchytraeus crypticus, som fatt vistas i de fororenade jordarna, rdknades antal
lagda kokonger, antal kldckta kokonger samt antal 6verlevande maskar vid forsoksslut [8].
Samtliga ekotoxikologiska tester med vixter och mask utférdes av svenska miljoinstitutet,

IVL.
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2.6 Statistisk analys

For att fa en 6verblick av resultaten for alla variabler gjordes en multivariat regressionsanalys
som innebdr att alla observationer och variabler jamfors samtidigt. En principal-
komponentanalys, PCA, anvindes for att se om det fanns nagra trender 1 materialet och om
det fanns nagra avvikande observationer. Dérefter gjordes en PLS (Partial Least Squares
Projection to Latent Structures) som anvindes for att kalkylera fordndringar 1 x-variabler
(fororeningar) och korrelera dessa forandringar till férdndringar i y-variabeln, som i detta fall
var toxicitet [23]. Med hjélp av en PLS kunde man fa en 6verblick dver vilka fororeningar

som var mest toxiska for bakterierna.

Medelvirdet baserat pa resultaten efter 15 minuter respektive 30 minuters méttid for de 20
jordproverna jaimfordes med ett parat tvasidigt t-test. Samma test anvédndes for att undersoka
om det fanns ndgon skillnad i resultaten frin ROTAS-analyserna da jordproverna extraherats
med destillerat vatten respektive syntetiskt stvatten, samt for att se om det fanns ndgon
skillnad i resultaten dé jordproverna extraherats under 2 minuter och eluaten fran laktesterna.
I de fall da data inte var normalférdelade anvindes Wilcoxons parade t-test. Ett 95 %

konfidensintervall anvindes och skillnaden ansags signifikant d& p<0,05.

For att se om det fanns nagot samband mellan fororeningshalt och toxicitet anvéndes linjér

regression. Sambandet ansags signifikant da p<0,05.
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3. RESULTAT

3.1 Grundvattenprover

P& grund av att grundvattenprovtagningen var bristfillig och féroreningshalterna mycket laga
i grundvattenproverna, i flera fall under detektionsgrinsen for den kemiska analysen, kommer

resultaten fran Aqueous-testet inte att behandlas vidare.

3.2 Multivariat regressionsanalys

I principalkomponentanalysen som gjordes dver resultaten frén Leachable-testen kunde inga
tydliga grupperingar ses. Daremot avvek ett av proverna fran de 6vriga. Detta prov hade en
hog halt organiskt material samt ett pH-virde som var betydligt hogre én 1 de dvriga jord-
proverna. I PLS-analysen som gjordes dver jordarna sattes luminiscensen som y-variabel och
de olika fororeningarna i1 jorden som x-variabler. Figur 4 a) visar att arsenik &r negativt
korrelerad mot luminiscensen och att det dr denna variabel som har storst paverkan pa
toxiciteten. Aven krom hade en viss paverkan pé toxiciteten. Detta gillde frimst proverna

som extraherats med destillerat vatten, se figur 4b.
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Figur 4. PLS-analys baserad pa toxiciteten och olika fororeningskoncentrationer i jorden (R*X=0,288,
R?Y=0,03, Q°=-0,111, tvd komponenter). (a) Arsenik 4r negativt korrelerad mot luminiscensen. Det 4r denna
variabel som paverkar toxiciteten mest. (b) Krom verkade ha storre betydelse for toxiciteten nir jordproverna
extraherades med destillerat vatten (D) 4n nér de extraherades med sotvatten (S) vilket gér att se av att det framst
ar jordproverna som extraherats med destillerat vatten som befinner sig i den dvre vénstra kvadranten.
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3.3 Mattidens betydelse

Det fanns en signifikant skillnad i resultatet mellan 15 och 30 minuter for samtliga tester, se
figur 5. I Leachable-testen minskade luminiscensen med tiden badde da jordarna extraherats
med destillerat vatten och med syntetiskt framstéllt sotvatten. Till skillnad frdn Leachable-

testen var den toxiska effekten ldgre efter 30 minuter jamfort med efter 15 minuter {6r

Organics-testet, se figur 6.

a) Leachable med destillerat vatten b) Leachable med syntetiskt sotvatten
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Figur 5. Luminiscensen (medelvirde £SD) efter att 20 jordprover (5 cm®) extraherades med 10 ml destillerat
vatten (a) eller syntetiskt framstéllt sotvatten (b) varefter extraktet tillsattes till reagenset. Proverna mattes
dérefter i luminometern. Métningen pagick under 30 minuter med en métning av luminiscensen varje minut. Fér
att se om det fanns nagon skillnad i luminiscens mellan 15 och 30 minuter jimfordes resultaten fran dessa tva

tider med hjalp av ett parat tvasidigt t-test med dér skillnaden anségs signifikant da p<0,05. ( ***=p<0,001,
skok—,
=p<0,01)
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Figur 6. Luminiscensen (medelvirde £SD) efter att 20 jordprover (5 cm®) extraherats med 10 ml metanol (100
%) varefter extraktet tillsattes till reagenset som sedan mittes i luminometern. Métningen pagick under 30
minuter med en mitning av luminiscensen varje minut. For att se om det fanns nagon skillnad i luminiscens
mellan 15 och 30 minuter jamfordes resultaten fran dessa tva tider med hjdlp av ett parat tvasidigt t-test dar
skillnaden ansags signifikant da p<0,05. ( **=p<0,01)
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3.4 Samband mellan toxicitet och féroreningshalt

Jordprovernas arsenik- och PAH-halt varierade mellan 7,6 och 290 mg/kg TS respektive
mellan 5,1 och 3000 mg/kg TS. Med hjélp av linjir regression studerades eventuella samband
mellan toxicitet och fororeningshalt. Oberoende av om destillerat vatten eller syntetiskt
framstéllt sotvatten anvéants som extraktionsmedel dkade toxiciteten med o6kande arsenikhalt,
se figur 7 och 8. Diremot fanns det ingen korrelation mellan PAH-halt och toxicitet nar

jordarna extraherats med destillerat vatten respektive syntetiskt framstéllt sdtvatten, se figur 9
och 10.
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Figur 7. Samband mellan luminiscens och jordprovernas arsenikhalt. Varje punkt representerar ett medelvarde
av tre replikat. Destillerat vatten anvidndes som extraktionsmedel. Sambandet mellan inhibering av luminiscens
och arsenikhalt var statistiskt signifikant. y = -0,0792x + 86,736, R?=0,2476, p=0,0256.
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Figur 8. Samband mellan luminiscens och jordprovernas arsenikhalt. Varje punkt representerar ett medelvirde
av tre replikat. Som extraktionsmedel anvindes syntetiskt framstéllt s6tvatten. Sambandet mellan inhibering av
luminiscens och arsenikhalt var statistiskt signifikant. y = -0,1079x + 71,057, R*=0,3307, p=0,0080.
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Figur 9. Samband mellan luminiscens och jordprovernas PAH-halt. Varje punkt representerar ett medelvirde av
tre replikat. Destillerat vatten anvidndes som extraktionsmedel.
y =-0,0039x + 79,335, R’= 0,08509, p=0,2121
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Figur 10. Samband mellan luminiscens och jordprovernas PAH-halt. Varje punkt representerar ett medelvérde
av tre replikat dar syntetiskt framstéllt stvatten anvéndes som extraktionsmedel.
y = -0,0003x + 57,819, R*= 0,00076, p=0,9084
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I Organics-testet ddr metanol anvéndes for att extrahera jordarna fanns ett tydligt samband
mellan PAH-halt och minskande luminiscens, se figur 11. De prover som inneh6ll hogst halter

PAH var brun- eller gulfirgade, antagligen pa grund av de hoga PAH-halterna.

ROTAS
Organics 15 min

150+

100

50

Luminiscens (%)

0 10l00 20l00 30b0 40b0
PAH (mg/kg TS)

Figur 11. Samband mellan luminiscens och jordprovernas PAH-halt. Varje punkt representerar ett medelvérde
av tva replikat. Metanol (100 %) anvdndes som extraktionsmedel.

3.5 Extraktionsmedlets betydelse

Luminiscensmedelvirdet fran analysen dér syntetiskt sotvatten anvints som extraktionsmedel

var signifikant l4gre &n resultatet fran analysen med destillerat vatten (p<0,001), se figur 12.

Skillnad mellan destillerat vatten
och syntetiskt sétvatten
15 min

100+
80- s dekk
60+

40-

Luminiscens (%)

20+

Figur 12. Luminiscensen (medelvéirde £SD) for 20 jordprover som extraherats med destillerat vatten och

syntetiskt framstéllt s6tvatten. De tva olika metoderna jimfordes med varandra med hjilp av ett tvasidigt parat t-
test dér skillnaden anséags signifikant da p<0,05. (***=p<0,001)
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3.6 Laktester

Andelen arsenik och PAH som lakades ut genom enstegslaktesterna var mycket lag. I eluaten
frén laktesterna med destillerat vatten var andelen utlakad arsenik upp till 1,47 % av jordens
totala arsenikinnehall. Andelen utlakad PAH var é&nnu mindre. Analysresultaten visar att det
framst var de léttare, och dirmed de mer vattenlosliga, PAHerna som lakades ut. I laktesterna
med metanol lakades sa lite arsenik ut att halterna i de flesta fall 1dg under detektionsgrénsen
for den kemiska analysen. Medelvirdet for andelen PAH som lakades ut med metanol var

ungefar 2 %.

Eluaten frin laktesterna analyserades med ROTAS for att jamfora ROTAS extraktion av
jordproverna med standardiserade laktester. Efter 15 minuter var luminiscensen signifikant
lagre for eluaten fran laktesterna (p=0,0071) medan det efter 30 minuter inte fanns nagon

signifikant skillnad i1 luminiscensmedelvérdena frin ROTAS-extraktionen och laktesterna.

3.7 Jamforelse mellan ROTAS och ekotoxikologiska tester

Det fanns en signifikant korrelation mellan inhibering av luminiscens och inhibering av
rottillvéxt hos engelskt rajgris, se figur 13. Daremot fanns det ingen korrelation mellan
inhibering av luminiscens och inhibering av skottillvdxt eller tillvixt av hel véxt. Det fanns
heller ingen korrelation mellan ROTAS och tillvéxtinhibering hos vitklover.

1501
-+ Rot gras

- Skott gras
100 - PO 1 Ay Hel waxt

4]
=]
1
-

Tillvéxt griis (%)
>
3
*
>
.

n LI LI LI LI L}
60 70 80 90 100 110

ROTAS
Luminiscens (%)

Figur 13. Samband mellan grobarhetstesterna med engelskt rajgrés och inhibering av luminiscens i ROTAS
Leachable-test dér destillerat vatten anviandes som extraktionsmedel. Det fanns en signifikant korrelation mellan
inhibering av luminiscens och inhiberingen av rottillvaxt (p=0,0362). Korrealationen mellan inhibering av
luminiscens och inhiberingen av skottillvixt samt helvéxt var inte signifikant.
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Mellan ROTAS och toxicitetstesterna pa mask fanns en signifikant korrelation mellan
inhibering av luminiscens och andelen lagda kokonger, se figur 14. Det fanns ddremot ingen
signifikant korrelation mellan inhibering av luminiscens och andelen klickta kokonger eller

andelen Overlevande maskar.
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Figur 14. Samband mellan dverlevnads- och reproduktionstesterna pa masken Enchytraeus crypticus och
inhibering av luminiscens i ROTAS leachable-test dér destillerat vatten anvints som extraktionsmedel.
Korrelationen mellan inhibering av luminiscens och inhiberingen av antalet lagda kokonger/mask var statistiskt
signifikant (p=0,0326).
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4 DISKUSSION

4.1 Méattidens betydelse

I Leachable-testet, dér destillerat vatten och syntetiskt framstillt sdtvatten anvédndes som
extraktionsmedel, var inhiberingen av luminiscensen storre efter 30 minuter dn efter 15
minuter. Anledningen till detta kan vara att vissa &mnen tar ldngre tid pé sig att pdverka
bakterierna. Backhaus et al. har visat att inhiberingen av luminiscensen paverkas pa olika sétt
beroende pé hur substanserna verkar pa bakterien. Om cellmembranet skadas innebar det att
dven energiforsorjningen skadas, vilket leder till att luminiscensen minskar relativt snabbt.
Om substanserna daremot paverkar proteinsyntesen kan det drdja lingre dn de 15-30 minuter
som ett ROTAS-test normalt pagir innan man ser nagon paverkan pa luminiscensen [24].
Detta innebdr en viss risk for att en toxisk paverkan inte uppticks ndr méttiden begrénsats till

30 minuter.

I Organics-testet var forhallandena de motsatta, det vill sdga att inhiberingen av luminiscensen
var mindre efter 30 minuter &n efter 15 minuter. Om luminiscensforloppet studeras for
blankprovet, som bestar av enbart metanol och reagens, kan en 6kning i luminiscens dven
noteras dir. Detta kan tyda pd att bakterierna borjat nyttja metanol som kolkélla. En annan
tankbar forklaring ar att det dven lakas ut organiska foreningar fran jorden som bakterierna

kan nyttja som kolkilla. Detta kan innebéra att en toxisk paverkan i viss man kan doljas.

4.2 Samband mellan toxicitet och fororeningshalt

Sambandet mellan arsenikhalt och inhibering av luminiscens var signifikant bdde da jordarna
extraherats med destillerat vatten och d& de extraherats med syntetiskt framstéllt sdtvatten.
Det fanns dessutom en positiv korrelation mellan arsenik- och kromhalterna i jordarna vilket
innebdr att den uppmatta effekten av arsenik dven kan vara en effekt av jordens kromhalt. For
testet med destillerat vatten var sambandet tydligare mellan fororeningshalt och toxicitet efter
15 minuter &n efter 30 minuter. Detta kan bero pa att provet inneh6ll andra fororeningar som
paverkade bakterierna och att dessa tog ldngre tid pa sig att verka pa bakterierna. Variationen
1 toxicitet mellan jordproverna kan dd ha dkat, vilket syns som ett svagare samband mellan

arsenikhalt och luminiscens.

Ingen péaverkan pa jordprovernas toxicitet av PAH kunde uppmiétas, vilket kan forklaras med

att PAHerna inte &r vattenlosliga och darfor bundna till jordpartiklar och organiskt material 1
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jordarna. Detta kan bekréftas med laktesterna som utfordes pa tio av jordarna som visade att
PAH-halterna 1 eluaten var mycket laga, se stycke 4.4. MicroTox, som anvinder samma
bakterie som ROTAS, har tidigare anvénts flitigt som ett screening-instrument for att
undersoka fororenade omraden ibland annat Storbritannien. MicroTox har dock visat 1ag
sensitivitet mot nagra vanligt forekommande &mnen som PAHer, vissa metaller samt vissa

pesticider [25].

Den laga kénsligheten for PAHer kan dven tyda pa att foreningarna inte dr akuttoxiska i sig
utan att de behover metaboliseras forst. El-Alawi et al. gjorde kort- och langtidsstudier pa
Vibrio fisheri dar fotoinducerad toxicitet av PAH undersoktes. Testet gjordes med 12 olika
PAHer. Korttidstestet, som pagick under 15 min, visade inte pd ndgon fotoinducerad toxicitet
for ndgon av PAHerna medan det i langtidstestet, som pagick under 18 timmar, férekom
fotoinducerad toxicitet. Detta kan tyda pa att hoga PAH-halter kan medfora toxiska effekter

men att det tar langre tid eftersom de méaste metaboliseras forst [26].

Koncentrationen av fororeningar kan i vissa fall vara for 1ag {or att visa nagot resultat 1
akuttoxiska tester. Detta innebér att man riskerar att underskatta provets toxicitet om man
endast anvénder sig utav akuttoxiska tester. Kroniska laghaltiga exponeringar kan ibland

orsaka kraftigare effekter &n hoga akuttoxiska exponeringar [25].

I Organics-testet fanns ett tydligt samband mellan PAH-halt och inhibering av luminiscensen.
Déaremot var de prover som visade hogst inhibering av luminiscensen fargade vilket inte kan
utesluta att fargen pa proverna kan ha péverkat resultatet. Det stir dock inte klart hur mycket
provets farg paverkade resultatet eftersom nagon korrigering for fargade prover for

nirvarande inte finns for ROTAS.

4.3 Extraktionsmedlets betydelse

Inhiberingen av luminiscensen var signifikant hogre i testet dér syntetiskt framstillt sdtvatten
anvénts som extraktionsmedel. Det kan bero pa att det syntetiska sotvattnet innehaller salter
som kan ha bidragit till jonbyten med metalljoner i jorden. Detta kan ha lett till att fler

metaller lakats ut, och ddrmed kunnat bidra till en 6kad inhibering av luminiscensen.
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4.4 Laktester

Andelen arsenik och PAH som lakades ut var mycket liten och anledningen till detta kan vara
att dessa A&mnen ar hart bundna till jordpartiklar och organiskt material i jordarna. Bada dessa
fororeningar binder hart till exempelvis humusdmnen. Arsenik i form av arsenat adsorberas
dessutom starkt till jarn- och aluminiumoxider vid pH <8. pH-vérdet i de analyserade
jordproverna ligger runt 4, vilket innebdr att arsenik kan antas vara ganska hért bundet till
jorden. Den laga andelen PAH som lakades ut kan forklaras med, forutom att det &r bundet till
partiklar i jorden, att dessa foreningar inte ar vattenlosliga. De PAHer som lakades ut var till

storsta delen de mest vattenlosliga.

Jamforelsen av luminiscensmétningarna fran ROTAS-extraktionerna och eluaten fran de
standardiserade laktesterna visade att det inte fanns ndgon signifikant skillnad 1 toxicitet
mellan dessa efter 30 minuter vilket visar att ROTAS-extraktionen dr en likvardig metod med

de standardiserade laktesterna.

Pa samma jordar som analyserades med ROTAS har en jamforelse gjorts mellan laktester och
biotillgénglighetstester for att se hur vél de korrelerar med varandra. Bade upptagstest med
mask och magsaftextraktioner pd jordarna har gjorts, se stycke 1.5.3. Det fanns ingen tydlig
korrelation mellan laktesterna och biotillganglighetstesterna varfér man kan dra slutsatsen att

laktester, och &ven ROTAS, inte bor anvindas som ett biotilldnglighetstest.

4.5 Jamforelse mellan ROTAS och ekotoxikologiska tester

Aven om ROTAS och toxicitetstesterna pa mask och viixt skiljer sig mycket 4t kan det vara
intressant att se om det finns ndgot samband mellan dessa tester. ROTAS analyseras pé
extraktioner medan mask- och grobarhetsesterna utfors direkt i de fororenade jordarna.
Tanken 4r inte att ndgot av testerna ska ersétta varandra. De samband som fanns mellan
ROTAS och mask- och gréstesterna kan bero pa att dessa organismer var kinsliga mot
arsenik. Vitklover visade dalig korrelation mellan arsenikhalt och rot- och skottillvaxt vilket

kan forklara dven den daliga korrelationen mellan ROTAS och grobarhetstest med vitklover.
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5. SLUTSATS

Mittiden for ROTAS Leachable-test bor vara 30 minuter pa grund av att det kan finnas &mnen
som extraheras ut med vattnet som tar ldngre tid pa sig &n andra &mnen att verka pa
bakterierna. En kortare tid kan medfora en underskattning av toxiciteten. Mattiden for
Organics-testet bor vara 15 minuter eftersom bakterierna kan borja nyttja den metanol som
finns nérvarande samt organiskt material som kan ha extraherats ut fran jorden, som kolkélla
vid en ldngre mattid. Detta kan medfora att luminiscensen okar och att eventuell toxicitet

maskeras.

Jamforelsen av luminiscensmedelvirdena frin extraktionerna med de olika extraktionsmedlen
1 Leachable-testet visade att toxiciteten var hogre nir jordproverna extraherats med sotvattnet.
Sotvatten dr dessutom mer likt naturligt forekommande vatten dn vad destillerat vatten &r och
ger darfor en béttre bild av verkligheten. Destillerat vatten ar ddremot léttillgangligt och
resultaten visar att det finns ett samband mellan inhibering av luminiscens och arsenikhalten 1
jorden, liksom resultaten frin extraktionen med sotvatten. Sotvatten &r att foredra, men

destillerat vatten fungerar ocksa som extraktionsmedel.

Organics-testet bor inte anvéndas som ett ekotoxikologiskt test eftersom metanol anvénds for
att extrahera organiska fororeningar och detta &r inte nagot tdnkbart scenario i naturen.
Organiska fororeningar som i vanliga fall vore bundna till partiklar i jorden lakas med stor
sannolikhet ut, vilket kan leda till en 6verskattning av jordens toxicitet. Testet kan ddremot

anvédndas som en indikator pa om jorden innehéller organiska féroreningar.

Sambanden mellan ROTAS-analyserna och fororeningshalten, framfor allt arsenik och PAH,
visar att Leachable-testet dr Iampligt nir det géller arsenik, men att det ddremot visar lag
kanslighet for PAH, antagligen pa grund av att PAHer inte &r vattenlosliga. Det dr ddremot
svart att fa nagra exakta svar eftersom jordarna som testats innehdller en blandning av flera

olika &mnen som dven de kan tidnkas paverka luminiscensen.

Som hjdlpmedel vid riskbedomningen av férorenad mark kan ROTAS vara en bra indikator
pa hur toxiska de lakbara fororeningarna dr. Ddremot kan det vara létt att missa de foro-
reningar som inte dr vattenldsliga. Déarfor bor instrumentet inte anvindas ensamt utan gédrna

kombineras med andra toxicitetstester.
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I detta projekt har ROTAS jamforts med toxicitetstester med engelskt rajgrds, vitklover och
mask som testorganismer. For att gora en utforligare utvirdering av ROTAS vore en
jamforelse med MicroTox ldmplig dd MicroTox &r en standardiserad metod som anviander
samma bakterie som ROTAS. MicroTox anvénds 1 stor utstrackning idag. Fler &mnen och
grupper av d&mnen dn arsenik och PAH bor dven studeras for att ta reda pé bakteriernas

kénslighet for dessa.
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