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Sammanfattning

Det finns ett 6kande behov av att anvanda fororenade markomraden for bebyggelse och
rekreation. For att kunna utfora adekvata riskbedomningar av dylika omraden kravs ut-
veckling av biologiska marktestsystem av den typ som anvéands for den akvatiska
miljon. Ett testpaket for bedomning av mikrobiell persistens och toxicitet mot bakterier,
vaxter och maskar har tagits fram. Persistenstesten visar fororeningarnas stabilitet mot
bakteriella angrepp och kan végledavid val av saneringsmetod. Toxicitetstesterna visar
pa behov och effektivitet av sanering. For de bakteriellatesterna anvands naturliga, i
testjorden befintliga bakterier. Engelskt rgjgrés (Lolium perenne), vitklover (Trifolium
repens) och rova (Brassica rapa) ingdr i vaxttesten som bedomer rot- och skottillvaxt.
Masktesten méter dodlighet och reproduktion hos ringmasken Enchytraeus crypticus.
Testsubstanserna utgjordes av fluoranthen, karbazol, p-kresol och m-xylenol, represen-
terande kreosotfororeningar, 4-klorbifenyl, surrogat for PCB och 3-metylbensoesyra,
omvandlingsprodukt fran m-xylen. Persistensforsoken visade att 3-metylbensoesyra var
den substans som snabbast minskade i koncentration och fluoranthen var den som
minskade |angsammast. Inga metaboliter kunde pavisas vid de kemiska analyserna.
Toxiciteten mot bakterierna var htgst hos de fenol&ra féreningarna, medan ingen toxi-
citet kunde pavisas for karbazol, fluoranthen och 4-klorbifenyl. Toxicitet mot vaxterna
uppvisades av de vattenl 6sliga substanserna p-kresol, m-xylenol och 3-metylbensoesyra.
Dei vatten svéarl6sliga @mnena gav ingen effekt, mojligen beroende pa att de inte var
tillgangliga for vaxterna. De fenol&ra foreningarna och 3-metylbensoesyra var akut tox-
iska mot maskarna och reproduktionen paverkades av karbazol och 4-klorbifenyl. Ingen
toxisk effekt kunde pavisas for fluoranthen. Undersokningen visar att det framtagna
testpaketet kan anvandas for beddmning av markfororeningar och & val anpassat for att
inga pa basnivan i ett hierarkiskt marktestsystem.



Summary

There isincreasing interest in the possible use of contaminated sites for building and
recreation. It is therefore necessary to develop a set of biological assays comparable to
that used for aguatic systems. This should include tests for persistence of contaminants
to establish whether or not the site is suitable for bioremediation and for toxicity to
determine whether remediation is necessary and if so, determine its effectiveness. Tests
used indigenous bacteria to assay persistence and toxicity, and higher plants and
earthworms to determine toxicity to higher terrestrial biota. The established
contaminants in creosote fluoranthene, carbazole, p-cresol and m-xylenol were
examined, 4-chlorobiphenyl was used as a PCB surrogate, and 3-methylbenzoate as a
potential metabolite from m-xylene. Evaluation of persistence based on analysis of the
substrates during incubation used spiked concentrations in mineral medium up to 50
mg/L, and were carried out for 30d at 25°C: azide was used as a control to inhibit
microbial activity. 3-methylbenzoate was most rapidly degraded and fluoranthene most
slowly. The presence of metabolites could not be established by chemical analysis. The
toxicity to bacteria was greatest for the phenols and was absent for fluoranthene and
carbazole. The plant assays used sprouted seedlings of Lolium perenne, Trifolium
repens, and Brasssica rapa, and was carried out by incubation in artificial soil for 3d at
25° C. Length of roots and stems were used as endpoints. The water-soluble phenols and
3-methylbenzoate were toxic, but the other substrates had no toxic effect plausibly
because they were not available for uptake by the plant roots. The worm assay used
Enchytraeus crypticus and was carried out in agar plates containing ground oatmeal:
insoluble substrates were mixed with agar. Survival and reproduction were used as the
end-points. Fluoranthene displayed no toxic effect, whereas the phenols and 3-
methylbenzoate were acutely toxic, and carbazole and 4-chlorobiphenyl had an adverse
effect on reproduction. On the basis of the results, it is suggested that the following
groups of assays would merit provisional acceptance and further evaluation in other
situations. Indigenous bacteriafor estimating persistence and toxicity: higher plantsto
establish inhibition of root development: earthworms to determine acute toxicity and
adverse effects on reproduction.



1. Inledning

Det finns manga fororenade markomraden i Sverige, dar industrier, bensinstationer eller
avfallsupplag tidigare varit beldgna. Genom tétorternas expansion och fértétning finns
nu ett ckande behov av att anvanda dessa markomraden for andra andamal t.ex. bostads-
bebyggelse, parker, vagar. Nyttjandet av dem far givetvis inte medfora nagra miljo- eller
halsorisker, varfor omradet kanske maste saneras innan det kan exploateras.

Miljoriskerna bestams av fororeningarnas toxicitet, persistens och rorlighet i naturen.
Varje fororenat omrade & emellertid unikt beroende pa dess markkaraktar och hydro-
geologi, fororeningens egenskaper samt kansligheten av tankt markanvandning. Det &r
darfor viktigt att i varje enskilt fall kunna avgora om marken maste atgardas. Valet av
saneringsmetod, biologisk eller fysikalisk-kemisk, maste ocksa noga dvervégas.

Riskbedomning av fororenad mark baseras pa uppmétta halter av kanda fororeningar
(Naturvardsverket 1996). | den fororenade marken kan emellertid finnas andra @mnen
eller omvandlingsprodukter av de kénda féroreningarna, som inte upptécks vid de
kemiska analyserna. Dessa substanser kan vara bade toxiska och persistenta, varfor de
kan utgora en potentiell miljorisk. A andra sidan kan markférhéllanden vara sddana att
den befintliga fororeningen bindsttill jorden eller pa annat sétt inte & biotillganglig och
darfor inte utgor sa stor miljorisk, som den uppmaétta halten anger. For att besvara dylika
fragor kréavstillgang till relevanta biol ogiska testsystem. Fér markmiljon saknas emel-
lertid ett riskbedomningssystem av den typ som har utvecklats for den akvatiska miljon
(t.ex. Naturvardsverket 1989).

Det ar darfor av stort allmant intresse att vid sidan av kemiska analyser utvecklarele-
vanta biologiska system, som pa ett objektivt sétt kan méta om ett markomrade behtver
saneras och om sanering utfors, folja upp effektiviteten av dtgarden.

2. Malséattning

Avsikten med projektet &r att ta fram biologiska metoder for att karaktérisera fororenad
mark. Metoderna skall kunna anvandas for att bedéma utsl&pp till mark samt behov av,
forutséttningar for och effektivitet av sanering av fororenade markomréden. De fram-
tagna metoderna bygger pa kontrollerade laboratorieforssk med rel evanta marklevande
organismer och forsoker salangt som majligt efterlikna naturliga forhallanden for att
senare kunna appliceras pa faktiska saneringsobjekt. Undersokningarna omfattar forsok
avseende fororeningarnas persistens (stabilitet) mot mikroorganismer och toxicitet (gif-
tighet) mot bakterier, vaxter och ringmaskar. Metoderna &r tankta att utgora basnivan i
ett hierarkiskt system, d v s ett testsystem med organismer fran olika trofiska nivaer och
med tester, som stegvis gar fran enkla screeningtester till alltmer forfinade system.



3. Material och metoder

3.1 Tester och testorganismer

Bakterier forekommer 6verallt i var miljo och spelar en avgorande roll for nedbrytning
och omvandling av olika substanser. Det & darfor viktigt att ha med olika bakteriella
tester i ett markbedomningssystem. | de mikrobiella understkningarna, bade vid persis-
tens- och toxicitetstesten, anvandes enbart de bakterier som redan finnsi de testade
jordarna. Ingatillsatser av palaboratoriet uppodlade bakteriestammar gjordes.

Metoder for testning av persistens har tidigare utvecklats vid vart laboratorium (Neilson
et a 1994, Allard et a 1995). Dessa metoder har tagits fram for den akvatiska miljon
men har i féreliggande projekt anpassats till markmiljo. Testen visar om dei jorden be-
fintliga bakterierna under optimerade betingelser kan bryta ned eller omvandla test-
substanserna. Om substanserna under gynnsamma testférhallanden &r persistenta ar en
biologisk saneringsmetod med stor sannolikhet inte aktuell.

Toxicitetstesten bygger pa samma metoder som anvands for resi stensbestamning av
antibiotika och har tidigare anvands vid vart laboratorium for toxicitetstestning av klor-
fenoléraforeningar (Allard et al 1987). Testen méter tillvaxthamning av jordbakterier
vid nérvaro av olika testsubstanser.

For de mikrobiella testerna anvandes tva okontaminerade naturliga jordar, en trédgards-
jord (provnummer 801) och en akerjord (provnummer 807).

Véxterna har en given platsi ett riskbeddmningssystem genom sin centralaroll som
priméarproducenter och genom tillgang parelevanta arter for de flesta biotoper. | var
undersokning representeras vaxterna av en test avseende rottillvaxt. Den utfordes enligt
en testmetod, anvand bl andraav Nyffeler et al (1982). Testarterna valdes ur tre olika
grupper enligt rekommendation i OECDs guidelines (1993). Valet av engelskt rajgrés
(Lolium perenne) och vitklver (Trifolium repens) grundades pa att de & vanligaingre-
dienser i grésmattor och kan tankas utgora lamplig vegetation pa sanerade omraden.
Rova (Brassica rapa) valdes for att den vid tidigare forsok visat sig kéanslig mot olika
miljoframmande amnen.

Daggmaskar har stor betydelse for olika markprocesser sdsom nedbrytning, mineralise-
ring, luftning m.m. varfor de bor ingdi ett marktestsystem. Till foreliggande studie val-
des en test utarbetad av Westheide och Bethke-Beilfuss (1991), vilken bedomer saval
akuta som subletala effekter. Testen utfordes med Enchytraeus crypticus som &r en vit,
liten, ca 1 cm |ang representant for gruppen daggmaskar (Bilaga 1, Bild 1 och 2). Den
hor till maskfamiljen Enchytraeidae som & mycket art- och individrik och har repre-



sentanter i de flesta svenska jordar frén mager skogsmark till kompost, dér den i stort
sett fyller samma funktion som sina storre slaktingar.

For véxt- och masktesterna minimerades antal et testkoncentrationer och replikat till
forman for att fler substanser skulle kunnatestas. En fullstandig statistisk behandling av
testresultaten har dérigenom inte kunnat utforas.

3.2 Testsubstanser

Testsubstanserna utgors av organiska substanser som valts med utgangspunkt fran kanda
vanligafororeningar i var miljo.

Kreosot ar en vanligt forekommande markfororening bl a pa gasverkstomter och vid
traimpregneringsanl dggningar (Mueller et a 1989). Storsta delen av kreosot utgors av
PAH (polycykliska aromatiska kolvéten) och PAH-liknande féreningar. Som represen-
tanter for denna grupp valdes fluoranthen (PAH) och karbazol (heterocyklisk kvave-
forening). Fluoranthen utgor dessutom storre delen av PAH i [uftfororeningar. Manga
fenolaraforeningarnaingadr ocksai kreosot. For var undersokning valdes p-kresol och
m-xylenaol.

Polyklorerade bifenyler (PCB) har véckt stor uppmarksamhet pa grund av sin almanna
forekomst i miljon (Safe and Hutzinger 1987). PCB ingar i gruppen organiska klorfore-
ningar och har anvants bl a som isoleringsvétskor. | var undersokning representeras PCB
av 4-klorbifenyl, som ofta anvands som surrogat pa grund av den hoga kostnaden for
rena, mer hogklorerade PCB congener.

Xylen & en aromatisk férening, som ingdr i bensin och manga |6sningsmedel. 3-metyl-
bensoesyra ar en nedbrytningsprodukt av m-xylen (Davey and Gibson 1974) och kan
forvantas aterfinnas i mark efter bensinspill. Eftersom manga potentiella saneringsobjekt
utgors av omraden kring nedlagda bensinstationer, ingar 3-metylbensoesyrai
undersokningen.

Organiska bekdmpningsmedel s valdes som referenssubstanser for testerna. Ogras-
bekampningsmedel M CPA (4-klor-2-metylfenoxyattiksyra) anvandes for vaxttesterna
och for maskarna svampbekampningsmedlet kar bendazim (metyl benzimidazol-2-
ylkarbamat).

Test- och referenssubstansernas strukturformler visasi Figur 1.
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Figur 1. Strukturformler for test- och referenssubstanser.

3.3 Utforande

3.3.1 Analyser

Analyserna utférdes huvudsakligen enligt tidigare beskrivna metoder (Hynning et al
1997). Losningsmedel och kemikalier som anvandes for analys var av den hogsta ren-
hetsgrad som finns kommersiellt tillgangliga.

Proverna fran nedbrytningsférsoken éverférdes fran provkolvarnatill centrifugror.
Vattenfasen separerades fran jorden genom centrifugering. Jordproverna fran véxt-
testerna anvands direkt utan féregaende centrifugering.

Upparbetning av jordprover innehallande 4-klorbifenyl, karbazol och
fluoranthen.

Surrogatstandard, bifenyl, tillsattes till proven och blandades val. Jordfasen fran centri-
fugeringen av proverna fran nedbrytningsforsoken och proverna fran vaxttesterna extra-
herades med aceton forst i ultraljudbad och darefter pa skakbord. Extraktionen upprepa-
des ytterligare en gang. Acetonextrakten separerades fran jordprovet genom centrifuge-
ring. De tva sammansl agna extrakten indunstades med vakuumindunstare till torrhet,
provet terlOstes sedan i aceton och dverfordestill ett provror. Vatten till sattes varefter
provet extraherades med hexan. Hexanfasen kromatograferades pa en 6ppen kiselkolonn
for att eliminerainterfererande foreningar.



Upparbetning av prover frdn nedbrytningsforséken innehallande
3-metylbensoesyra

Jordfasen fran centrifugeringen surgjordes med HCI och en surrogatstandard (4-klor-
bensoesyra) tillsattes. For att underltta extraktionen tillsattes ocksa “ see-sand” (Merck)
och natriumsulfat. Provet extraherades sedan med metyl-tert-butyleter (MTBE) forst i
ultraljudbad och déarefter pa skakbord. Detta upprepades ytterligare en gang. For att dven
extrahera analyter fran vattenfasen tillsattes dennatill MTBE-extraktet, skakades och
organfasen separerades fran vattenfasen. Volymen pa extraktet reducerades med hjap av
en svag kvéavgasstrom. En delvolym av extraktet indunstades till torrhet och
metylforestrades (metanol/10% HCI) for kvantitativ bestdmning av 3-metylbensoesyra.

Fore analys tillsattes bifenyl som internstandard.

Metaboliter

Extrakten fran de olika proverna som beskrivs ovan indunstades och fick reageramed
N-metyl-N-trimetylsilyltrifluoracetamid. Reagenset togs bort genom indunstning och
provet aterlostes i hexan.

Instrument

Analyserna utfordes paen HP 5890 A gaskromatograf utrustad med en modell HP 7673
autoinjektor. FID-detektorn var installd pa 300°C. Proverna (1 pl) injicerades paen
"splitless’ (0,5 min) injektor vid 225°C. Kapillarkolonnen (HP-5, Helwett Packard, Palo
Alto, CA) var 25 meter med en innerdiameter pa 0,25 belagd med en tvarbunden fas pa
0,25um. Helium anvéndes som bérgas. Foljande temperaturprogram anvandes: |sotermt
i 1 min vid 45°C, darefter hojdes temperaturen med 15°C/min till 150°C och darefter
med 7,5°C / min till 320°C som héllsi 10 min. For intergrering, kvantifiering och utvér-
dering av diagrammen utnyttjades den PC-baserade kromatografiprogramvaran
Turbochrom™ (Perkin EImer, San Jose, CA).

3.3.2 Persistenstest

Fyra av testsubstanserna - fluoranthen, karbazol 4-klorbifenyl, 3-metylbensoesyra -
undersoktes avseende persistens. De i vatten svarl6dliga substanserna fluoranthen,
karbazol och 4-klorbifenyl 16stes i metyl-tert-butyleter och bestdmda mangder till sattes
déarefter till sterila 100 ml E-kolvar sd att slutkoncentrationen av testsubstanserna upp-
gick till 50 mg/kg jord. Kolvarnafick stii rumstemperatur tills |6sningsmedlet helt av-
dunstat. 3-metylbensoesyra tillsattes som en vattenldsning i samma koncentration som
de 6vriga testsubstanserna. En kolv per provtagningstillfalle och substans iordning-
gjordes. 10 g lufttorkad och siktad jord fran ett okontaminerat omrade (tradgardsjord,
provnr 801) och 50 ml sterilt mineralmedium innehalande kvéve, fosfor och en spar-



elementblandning (VV2, Nellson et al 1983) tillsattes sedan till varje kolv. Inga ytterli-
gare bakterier utom dei jorden befintliga anvandesi forsoken. Kolvarna placerades
sedan pa skakbord med cirkular rorelse i rumstemperatur (22° C). Forsoket pagick i 30
dygn. Under forsokets gang uttogs prov med jamnatidsintervall. Vid varje provtag-
ningstillfalle togs en kolv per substans och placeradesi frysi vantan pa GC-analys for
nedgang av testsubstanserna.

For att kontrollera att eventuell nedgang av substansernainte harrérde fran kemisk om-
vandling hammades den mikrobiol ogiska aktiviteten genom tillsats av natriumazid

(2 g/) till kolvar som blandats pa samma sétt som ovan. Prov fran dessa kolvar togs
endast vid forsoksstart och forsoksslut.

3.3.3 Toxicitet mot jordbakterier

Vid samtliga toxicitetstester mot jordbakterier utférdes tva parallella forsok, ett med
tradgardsjord (801) och ett med akerjord (807). 1 g jord blandades med 10 ml steril
buffert och skakades varsamt for att fa loss bakterierna fran jorden. Blandningen fick
sedan sta ndgra minuter tills de storsta partiklarna gunkit till botten. 200-300 pl av
suspensionen stroks sedan pa ytan av agarplattor (Nutrientagar, Oxoid) med sterila
bomullspinnar for att fa en jamn tillvaxt pa agarytan av jordbakterierna. Filterdiskar

(8 mm diameter) impregnerades med olika koncentrationer av testsubstanserna.
Karbazol 16stesi aceton och de 6vriga substanserna lostes i metyl-tert-butyleter och
tillsattes sedan i olika méngder till diskarna sa att koncentrationerna av testsubstanserna
uppgick till 0,5 mg, 1 mg, 5 mg och 10 mg per disk. Efter att |6sningsmedlet avdunstat
helt placerades filterdiskarna pa agarytan och 20 ul DM SO (dimetylsulfoxid) tillsattes
till diskarna for att 6ka losligheten av substanserna. Efter 1 och 5 dygnsinkubering i
20°C méttes diametern pa de bakteriefria zonerna runt filterdiskarna dar tillvaxten
hammats pa grund av toxicitet (Bilaga 1, Bild 3). For att kontrollera att ingen toxicitet
uppstod pa grund av |6sningsmedien placerades filterdiskar med enbart aceton, metyl-
tert-butyleter och DM SO utan testsubstans pa agarplattor som behandlats som ovan.

3.3.4 Toxicitet mot vaxter

Fron av engel skt rajgrés (Lolium perenne), vitklover (Trifolium repens) och rova
(Brassica rapa) forgroddes vid 20°C i morker ett till tva dygn fore teststart. Som testkarl
anvandes grunda, rektanguléra plastskdlar. 25 g artificiell jord, beredd enligt OECDs
guidelines (1993), justerad till pH 6,5+ 0,5 ladesi ett tunt lager i skalen varefter 14 ml
avjoniserat vatten tillsattes. Testsubstansernatillsattes enligt nedanstaende beskrivning i
samband med doseringen av jord och vatten i testkérlen. Testkoncentrationerna bereddes
var for sig. De vattenl 6sliga substanserna MCPA, 3-metylbensoesyra, p-kresol och m-
xylenol l6stesi den vattenmangd som tillsattes jorden vid teststart. Vattenldsningarna
var justerade till pH 6,5. Dei vatten svarlésliga - fluoranthen, karbazol och 4-klor-
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bifenyl - blandades med sand som noga inblandades i jorden som darefter spreds ut i
testkarlen. Den sand som anvandes vid substansinblandningen utgjorde en delméngd av
det totala sandinnehallet i den OECD-jord som bereddes for test av dessa substanser.
Efter tillsatts av testsubstans tacktes innehdllet i skalen med ett filtrerpapper, pa vilket
fem forgrodda fron av testvaxten placerades. Skalen tacktes med ett téttslutande lock
och inkuberades vid 25°C i morker i tre dygn, varefter rot- och skottlangd uppmattes
med hjdp av bildanalys (Quantimet500, Leica). Véxttestenillustrerasi Bilaga 1, Bild 4
och 5.

Samtliga substanser utom referenssubstansen (se nedan) testadesi koncentrationerna

8, 80 och 800 mg/ kg jord. Fluoranthen, karbazol och 4-klorbifenyl testades dessutom
vid 8000 mg/ kg jord och de bada foérstnamnda &ven vid 80000 mg/ kg. Vid referens-
testen med véaxtbekampningsmedlet MCPA anvandes koncentrationerna 0,015, 0,15 och
1,5 mg/ kg jord. Koncentrationerna av fluoranthen, karbazol och 4-klorbifenyl i test-
jorden kontrollerades med hjélp av GC-analys och befanns dverensstémma va med
invagda substansmangder.

3.3.5 Toxicitet mot ringmaskar

Maskar av arten Enchytraeus crypticus odlades pa agarplattor och utfordrades med
havregrynsgrot. Testen utfordes pa agarplattor i vilka olika koncentrationer av testamnet
samt havregryn gjutits in. Testsubstansernatillsattes agarn efter autoklaveringen.
m-Xylenol, p-kresol, 3-metylbensoesyra tillsattes som steril vattenlsning, justerad till
pH 5,0 och dei vatten svarlosliga (fluoranthen, karbazol, 4-klorbifenyl, karbendazim)
finfordel ades och skakades med agarn i samband med ingjutningen. 5 maskar 6ver-
fordestill varje testplatta, varefter plattornainkuberasi morker vid 20°C. Efter 5 dygn
réknades de lagda kokongerna och testdjuren flyttades till nya plattor. Detta upprepades
5 ggr. Samtliga plattor sparades och 10 dagar efter det att kokongerna hade réknats note-
rades antalet helt tomma kokonger, d.v.s. de som dvergetts av samtliga nyklackta mas-
kar. Testen varadei 35 dygn, varav 25 for exponering av maskarna. Testen méter dver-
levnad och reproduktion i form av antal |agda kokonger och deras klécknings-frekvens.
Masktesten illustrerasi Bilaga 1, Bild 6 och 7.

Substanserna testades i koncentrationerna 1, 10 och 100 mg/l agar. Referenssubstansen
karbendazim testades aven i koncentrationen 0,1 mg/l agar. Varje koncentration om-
fattade 10 maskar fordel ade pa tva replikat.
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4. Resultat och diskussion

4.1 Persistenstest

Resultaten frén persistenstesten visasi Figur 2. Det kunde konstateras att samtliga
testsubstanser minskade i koncentration under férsoket. 3-metylbensoesyra minskade
snabbast och koncentrationen gick ner till O redan efter 5 dygn. Ingen av de 6vriga
testsubstanserna férsvann helt. 4-klorbifenyl minskade snabbt i koncentration de forsta
10 dygnen men koncentrationen gick aldrig ner till 0. Mycket 1&ga halter av substansen
kunde pavisas aven vid forsokss utet. Karbazol uppvisade samma tendens men hade ett
l&ngsammare tidsforlopp. Fenomenet med en troskel koncentration under vilken ned-
brytning inte alls sker eller déar nedbrytningshastigeten &r sa &g att substansen i prakti-
ken &r persistent har tidigare observerats (t.ex. Alexander 1985). Fluoranthen var den
substans som minskade |angsammast i koncentration. Ca 20% av den till satta testmang-
den kunde dterfinnas efter 30 dygn. Att sd hdga koncentrationer kunde aterfinnas vid
forsoksslutet kan bero pa att substansen sakta bands till jorden och darfor inte langre var
tillganglig for bakterierna.

Inga metaboliter kunde pavisas med de analysmetoder som anvandes i undersokningen.

1200

1000

¢ Karbazol

W Fluotanthen

A 4-Klorbifenyl
[O3-Metylbensoesyra

Koncentration (ug)

0 5 10 15 20 25 30
Tid (dygn)

Figur 2. Nedgéng av fluoranthen, karbazol, 4-klorbifenyl och 3-metylbensoesyra under 30 dygns
inkubering med naturliga jordbakterier. Koncentrationen av testsubstanserna angesi pg/kg jord.

| de kolvar dér azid hade tillsats for hdmning av den mikrobiol ogiska aktiviteten, kunde
ingen minskning av testsubstansernas koncentration pavisas vid tests utet.

Testen utfordes med "spikad" jord d.v.s. testsubstansernatillsattes till en of rorenad
jord. Harigenom finns substanserna tillgangliga for mikroorganismerna under forsoket. |
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en naturlig férorenad jord sitter ofta fororeningarna hart bundnatill partiklar eller
humusamnen. Detta kan innebéra att substansernainte &r tillgangliga fér mikroorganis-
merna. Aven om substanserna kan brytas ner i laboratorieforsok kan de vara persistentaii
naturen pagrund av att de inte &r biotillgangliga. Hatzinger and Alexander (1995) har
visat att substanser i jordprov som fatt "aldras’ & mer stabila mot mikrobiell nedbryt-
ning an féreningar som tillsétts direkt till ett jordprov.

Ingen ytterligare bakterieymp tillsattes till testkolvarna utan de bakterier som redan
fannsi jorden & de som utfor nedbrytningen eller omvandlingen. Meningen med per-
sistenstesten &r att undersoka om de bakterier som finnstillgangligai jorden pa ett for-
orenat omrade kan bryta ner fororeningarna och om sa &r fallet om en biologisk sane-
ringsmetod & majlig. Kan inte substanserna brytas ned i laboratoriemiljo dér gynn-
samma forhallanden kan skapas &r det inte troligt att detta kan ske under de mer okon-
trollerbara forhallanden som rader i miljon.

4.2 Toxicitet mot jordbakterier

Resultaten fran toxicitetstesten med jordbakterier visasi Tabell 1. Tabellen visar zon-
diametrarna for den hdgsta anvanda testmangden (10 mg substans per disk).

Tabell 1. Resultat fran toxicitetstesterna med jordbakterier. Siffrornavisar diametern (mm) av de
tillvéxtfria zonerna runt filterdiskarna (koncentration 10mg testsubstans per disk).
<8 mm (diskarnas diameter ) anger ingen toxisk effekt.

Substans 1dygn (jord 801) 5dygn (jord801) 1dygn (jord807) 5 dygn (jord807)
Fluoranthen <8 <8 <8 <8
Karbazol <8 <8 <8 <8
4-Klorbifenyl <8 <8 11 <8
3-Metylbensoesyra 20 13 19 12
p-Kresol 30 22 30 16
m-Xylenol 29 25 31 17

Fluoranthen och karbazol uppvisade ingen toxicitet mot bakterierna fran nagon av
jordarna. Bakterierna véaxte in mot filterdisken och ingen tillvéxtfri zon kunde observe-
ras. For 4-klorbifenyl observerades en svag toxicitet med bakterierna fran jord 807
(3kerjord) efter 1 dygns inkubering. Efter 5 dygns inkubering hade dock denna zon for-
svunnit helt. Detta beror sannolikt patillvaxt av |angsamvaxande bakterier och bakterier
som hunnit utveckla resistens mot testsubstansen.

Bakterierna fran bagge de anvanda jordarna gav utslag av samma storleksordning for de
dvriga testade substanserna. 3-Metylbensoesyra var nagot mindre toxisk &n p-kresol och
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m-xylenol. Alla dessa substanser gav utslag redan vid 5 mg substans per disk. Efter 5
dygns inkubering kunde tydliga zoner uppmaétas runt filterdiskarna. Ingen av substan-
serna gav dock utslag vid 1 mg substans per disk.

Ingatillvaxtfria zoner kunde observeras for nagon av jordarnavid kontrolldiskarna som
impregnerats med endast |0sningsmedel.

| dennatest har endast bakterier fran of Grorenade omraden anvands. Bakterier fran for-
orenade markomraden kan anvandas pa samma sétt. Dessa bakterier &r redan anpassade
for fororeningarna och kan vara mindre kansliga for dessa. Man far da ett svar pa hur
bakteriernai den aktuellajorden paverkas. Ar substanserna mycket giftiga kan man inte
rakna med att ndgon mikrobiell nedbrytning eller omvandling av dem kan ske. Man kan
pa samma sitt som med rena substanser dven testa | 6sningsmedel sextrakt av fororenade
jordar.

Resultaten fran bakterietesten dverensstammer val med resultaten fran rot- och skott-
tillvaxttesten.

4.3 Toxicitet mot vaxter

Resultaten fran rot- och skotttillvaxttesterna uppvisade viss spridning. Tydlig paverkan
kunde konstateras for tre av de testade substanserna (m-xylenol, p-kresol, 3-metylbesoe-
syra). Vid de forsok dar paverkan kunde konstateras var effekten av de testade substan-
serna storre parot- an pa skottillvaxten. Figur 3 visar resultaten fran testerna med rova
och i Tabell 2 sammanfattas resultaten fran vaxttesterna.

100 —

90 +—— —

80 +—| = P
70 4 ] | -
£ 60 | I - ] B
£
TF:-;’, 50 |_Karbazo| | | prKiresol = 4-Klorpifenyl_—
E
S wll | _Fluoranthen | n-Xylenol | 3-Metyl-
henspesyra
30 +— — | I
20 ++ — — —
10 | | —
o * *
0 8 80800 0 8 80 800 0 880 800 0 8 80800 0 8 80 800 0 8 80 800
Koncentration mg/kg jord
Figur 3. Resultat fran toxicitetstesterna med rova. Den redovisade rotlangden utgér medelvardet av

10 testvaxter. * anger total hdmning av rottillvaxten.
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Tabell 2. Resultat fran vaxttesterna. Tabellen visar |agsta testade koncentration med effekt pa rot-
tillvéxten. angiven i mg/kg jord torrvikt.

Substans Engelskt rajgras Rova Vitkl Gver
Fluoranthen >80000 >80000 >80000
Karbazol >80000 >80000 >80000
m-Xylenol 80 80 80
p-Kresol 800 80 800
3-Metylbensoesyra 800 800 800
4-Klorbifenyl >8000 >8000 >8000
MCPA 15 0,015 0,15

Av testsubstanserna hade karbazol, flouranthen och 4-klorbifenyl ingen effekt pa nagon
av vaxterna. Kraftigast effekt hade de bada fenolerna, m-xylenol och p-kresol, som helt
inhiberade rot- och skottillvaxten hos alla véxternai den hdgsta testade koncentrationen,
800 mg/kg jord (Figur 4). 3-Metylbensoesyra hade inte lika stark paverkan men gav hos
alavaxternatydlig effekt i den hogsta koncentrationen (800 mg/kg). Resultaten fran
testerna med referenssubstansen MCPA stamde val Gverens med de, som tidigare erhdl -
lits vid vart laboratorium: Engelskt rajgrés visade effekt vid 1,5, vitkléver vid 0,15 och
rovavid 0,015 mg MCPA /kg jord torrvikt.

70

60 +—

50 +—

40—

| Rova Engelskt(rajgras Vitklover

Rotlangd mm

20 +— o

* * *
0

0 8 80 800 0 8 80 800 0 8 80 800

Koncentration mg/kg jord

Figur 4. Resultat fran vaxttesterna med m-xylenol. Den redovisade rotlangden utgér medelvardet av
10 testvaxter. * anger total hdmning av rottillvaxten.

Spridningen i resultaten fran testerna kan forklaras av att det finns en stor naturlig va-
riation hos vaxtmateriaet. Frén av samma storlek och till synes samma férgroningsgrad
kan uppvisaolika stark tillvaxt. Testmaterialet & dessutom litet, i de flestafall har
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endast fem fron per koncentration testats, varfor svag tillvéxt hos ett enstaka fro tydligt
aterspeglasi testresultaten. En jamforelse mellan kontrollerna fran de olika testerna vi-
sar att samma véxt kunde uppvisa skillnader i tillvaxt mellan testerna. Den totala test-
langden kan emellertid ha varierat ndgot mellan testerna eftersom det av praktiska/
tekniska ska kunde skilja en del patiden for forgroning, teststart och avslutning.
Genom att tka antalet fron per koncentration och att noga iakttaga att tiden for testens
olika delmoment & densamma, bor det vara mgjligt att vasentligt minska spridningen i
testresultaten.

De tre vattenl 6sliga substanserna gav tydliga och enhetliga utslag parot- och skott-
tillvaxten hos samtliga testvaxter. Daremot erhdllsingen effekt panagon av vaxterna av
dei vatten svarl6diga substanserna trots kompletterande tester med flouranthen och
karbazol i koncentrationer upp till 80000 och 4-klorbifenyl till 8000 mg/kg jord. Inga
toxiska effekter av dessa substanser kunde sl edes pavisas genom rottillvéxttesten. Det
kan finnas ett samband mellan tillganglighet och testlangd och under rottillvaxttestens
korta forlopp kanske endast den vattenl 6sliga fraktionen &r tillganglig for vaxterna.
Genom sin ringaléslighet i vatten & det mojligt att de har aktuella substansernainte
uppnar for vaxterna akuttoxiska koncentrationer. Frona kan ocksa vara mindre paverk-
bara genom att de har forgrotts och inte tar upp sa mycket vatten.

Rottillvaxttesten har for de vattenl 6sliga substanserna som ingdr i understkningen visat
sig vara en god testmetod. Den & snabb och kanslig och méter effekt pa en mycket
vasentlig del av vaxten, roten. | foreliggande studie har endast "spikade” jordar under-
sokts, men metoden kan utan modifiering aven anvandas for test av naturligt férorenade
jordprover.

Testen &r en screeningmetod och bor som s&dan inga panivali ett hierarkiskt mark-
testsystem.
4.4 Toxicitet mot ringmaskar

Resultaten av reproduktionstesterna med Enchytraeus crypticus mot samtliga under-
sokta substanser redovisasi Figur 5.
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Figur 5. Resultat fran masktesterna.  inga 6verlevande maskar, * total inhibering av kokong-
klackningen.
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Figur 6. Resultat fran masktesten mot karbazol. Figuren visar att substansen har kraftigare effekt pa
klackningen an av produktionen av kokonger.

Av figuren framgar att alla substanserna utom fluoranthen hade effekter pa maskarna.
Akut toxicitet uppvisades av m-xylenol, p-kresol och 3-metylbensoesyra, dér alla mas-
karnadog i den hogsta testkoncentrationen (100 mg/l). Kokongproduktion skedde
endast i de tvalagre koncentrationerna (1 och 10 mg/l), men inga tydliga effekter pa
kléackningen (tomningen) av dessa kokonger jamfort med kontrollen kunde konstateras.
Effekt pa kokongernas kléackningsfrekvens erhdlls for karbazol vid 10 och for 4-klor-
bifenyl vid 100 mg/I. For referenssubstansen karbendazim noterades total inhibering av
kokongklackning redan vid 10 mg/l, ddremot kunde ingen skillnad mellan antal et lagda
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kokonger i de olika testkoncentrationerna (1 - 100 mg/l) konstateras. | forsoken med 4-
klorbifenyl och med karbazol (Figur 6) noterades kraftigare effekt pa klackningen (tom-
ningen) an pa produktionen av (antalet lagda) kokonger.

Masktesten gav utslag for samtliga testade substanser utom for flouranthen. Achazi et al
(1995) iakttog inga effekter pa dverlevnad, kokongproduktion eller pa klacknings-
frekvensen hos kokongerna vid koncentrationer upp till ca 1000 mg fluoranthen /I agar,
men kunde konstatera fordrojd klackning av kokongerna vid ca 100 mg fluoranthen /|
agar. Nagon fordréjning av kokongkldckning kunde dock inte noteras vid denna studie.
Av dei undersokningen ingaende organismerna gav endast maskarna utslag for karbazol
och 4-klorbifenyl. Karbazol uppvisade effekt pa bade produktion och klackning av
kokonger vid |&gre testkoncentration (10 mg/l agar) &n nagot annat testamne i
undersokningen.

Metoden maste anses |amplig att ingdi ett marktestsystem. Den uppvisar kanslighet mot
de undersokta substanserna och eftersom den méter bade akuta (Gverlevnad) och sub-
akuta effekter (reproduktion i form av kokongproduktion och éggkléackning) kan den
anvandas pa saval nival som 2 ett hierarkiskt testsystem.

| foreliggande undersodkning har endast rena substanser testats. For test av fororenade
markprover maste med testens nuvarande utformning extrakt av proverna framstéllas.

5. Slutsatser och kommentarer

Ett testpaket for bedomning av markféroreningar har tagits fram. Det omfattar metoder
for bestdmning av toxicitet av fororeningar i markmiljo och beddmning av deras persis-
tens mot mikrobiella angrepp. Testorganismerna utgors av relevanta marklevande orga-
nismer pa olikatrofiska nivaer i det ekologiska systemet. Testpaketet ger 6kade majlig-
heter att beddma miljorisker av utsldpp till mark samt behov av, forutsattningar for och
effektivitet av sanering av férorenade markomraden. | testpaketet ingar:

Bakterier  Persistenstest
Tillvéxthamning av naturliga jordbakterier
Vaxter Hamning av rottillvéaxt
Maskar Dadlighet och reproduktionshdmning hos Enchytraeus crypticus

De biologiska metoderna utgor ett mycket viktigt komplement till kemiska analyser.
Forutom att de kan pavisatoxicitet av okdnda féroreningar eller omvandlingsprodukter
av de kanda fororeningarnai marken, kan de ocksa visa pa biotillgangligheten av foro-
reningarna.
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Testpaketet &r tankt att inga pa basnivan i ett stegvis mer komplicerat testsystem. En
viktig del i den fortsatta utvecklingen &r studier av biotillganglighet och upptag i véxter
och djur.
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