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Summary

There are substantial numbers of contaminated sites in Sweden. Each of these is unique
and it is important from both an environmental and economic point of view to provide a
comprehensive evaluation of these sites. To provide a site-specific environmental
evaluation, it is necessary that appropriate procedures be used for characterizing the
samples. To achieve this, IVL has developed a methodology that incorporates biological
assays, chemical analysis and evaluation of the leaching potential of the contaminants.
The bioassays are directed to determining the toxicity of the contaminants that are
present, their recalcitrance and their bioavailability at the contaminated site. Since
contaminants may effect biota differentially, the set of bioassays has been extended to
include bacteria, higher plants and worms that represent different levels in the food
chain.

A combination of bioassays and chemical analysis has been applied to several
contaminated soil samples and to pure chemical compounds. Assays for the effect of
contaminants on seed germination and elongation of roots and shoots were carried out
using English ryegrass, white clover and radish, and the worm Enchytraeus crypticus
was used for assays of toxicity and the effect on fecundity. The metabolism of PAHs
was examined using soil bacteria. A number of preliminary experiments were carried
out on the uptake of contaminants in plants and in worms using both pure chemicals and
a contaminated soil sample. The results from the bioassays have been compared with
generic guideline values published by the Swedish Environmental Protection Agency.

Key words: contaminated soil, biological assays, higher plants, worms, bacteria,
chemical analysis, organic compounds, metals, site-specific impact assessment
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1 Inledning

Naturvardsverket har tagit fram generella riktvdrden for olika typer av markanvindning
som végledning vid beddmning av fororenad mark (NV 1996a). NV betonar att dessa
virden endast dr generella och att platsspecifika virden bor tas fram for varje enskilt
omréade. I praktiken fungerar emellertid N'Vs riktvdrden ofta som griansviarden med krav
pa alltfor omfattande dtgérder som f6ljd.

Varje omrade ar unikt. Forutséttningarna for en riktig riskbedémning ar att &ndamals-
enliga metoder anvénds for karakterisering av den fororenade marken och att resultatet
av denna karakterisering utgor grunden for en platsspecifik bedomning av jordens foro-
reningsgrad.

En mycket viktig parameter vid riskbedomning och val av saneringsmetod &r forore-
ningarnas biotillginglighet. Nér fororeningar aldras blir de ofta allt hdrdare bundna till
organiska komponenter 1 marken och dirigenom mindre tillgéngliga. Risken med den
fororenade jorden kan i dessa fall 6verskattas, eftersom beddmning av jord oftast base-
ras pa uppmatta halter av kinda fororeningar i mg/kg TS utan hédnsyn till aktuell biotill-
ginglighet.

I den fororenade jorden kan det ocksé finnas &mnen, som inte uppticks vid de kemiska
analyserna och som star for en betydande del av toxiciteten. Fororeningar kan ocksa tas
upp 1 biota (t ex véxter, maskar), anrikas och spridas vidare i1 ndringskedjan. En substans
som inte ger nagot utslag i toxicitetstester kan tas upp och omvandlas i biota och héri-
genom pédverka miljon.

Vid en utford efterbehandling méste en utvardering av resultatet ske. Nedging av kénda
fororeningar kan oftast enkelt métas med kemiska analyser, men eventuell bildning av
nedbrytningsprodukter (metaboliter) dr inte lika l4tt att upptacka. Metaboliterna kan ha
helt andra egenskaper dn ursprungssubstanserna. De kan t o m vara mer skadliga for
miljon &n ursprungsforeningarna.

Det ér saledes av storsta vikt att man vid riskbeddmning av férorenad mark och vid val
av efterbehandlingsmetod tar hdnsyn till persistensen, biotillgéingligheten och toxicite-
ten hos fororeningarna i den aktuella jorden och att bedomningen grundas pa véarden
fran relevanta tester och arter. Idag saknas oftast sddana virden nér det giller den eko-
toxikologiska bedomningen.

For att bidra till en sdkrare riskbedomning har IVL utvecklat ett biologiskt testsystem
riktat mot aktuella féroreningars toxicitet, persistens och biotillgédnglighet i férorenade
markomraden. Systemet bygger pé naturligt forekommande marklevande organismer
som testas under sa realistiska forhallanden som mgjligt Testerna &r utformade sa att de
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kan anvéndas som underlag vid en platsspecifik riskbeddmning av férorenade mark-
omréden..

De biologiska testerna utgor tillsammans med kemiska analyser och laktester IVLs test-
paket for bedomning av fororenad mark.

2 |VLs testpaket for bedomning av fororenad
jord

IVLs testpaket grundas pé ett ndra samarbete mellan biologi och analytisk kemi. Med de
kemiska analyserna identifieras och kvantifieras fororeningarna och deras omvandlings-
produkter. De biologiska testerna pavisar eventuell toxicitet och ger svar pa foro-
reningarnas biotillgdnglighet. Paketet omfattar ocksd undersokningar av fororeningarnas
persistens och upptagsstudier for att ta reda pa om féroreningarna kan tas upp 1 biota
och spridas vidare 1 ndringskedjan.

Laktesterna ger en uppfattning om hur mycket av fororeningarna som kan lakas ut till
den omgivande miljon. Beroende pa jordens beskaffenhet och speciellt dess lerhalt kan
fororeningar frisédttas och na grundvatten, vattendrag och sjoar.

Denna rapport omfattar den biologiska och kemiska delen av testpaketet. Laktesterna
behandlas i en separat rapport (Fortkamp m 1 2002).

3 IVLs biologiska testsystem

I Tabell 1 ges en forteckning dver de biologiska testerna.

Tabell 1 Forteckning 6ver de biologiska testerna som ingar i IVLs testpaket
Test Testorganism Testtid (dygn)
Grobarhet, rot- och skottillvaxt Engelskt rajgrés 5

Vitklover 5

Ridisa 3
Overlevnad och reproduktions-
storning; mask Enchytraeus crypticus 35
Toxicitet mot jordbakterier Naturligt forekommande jordbakterier ca’l

Omvandling och nedbrytning

av organiska foreningar Naturligt forekommande jordbakterier
Upptag i biota Vixter #
Maskar #

* Flera veckor / ménader beroende p4 testorganism och substans
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3.1 Testorganismer

Fororeningarna kan ha olika effekter pa olika organismer i marken. I testpaketet ingér
bakterier, vixter och daggmaskar for att de representerar flera nivaer i naringskedjan.
De testorganismer som anvédnds forekommer naturligt 1 den terrestra miljon och ger
dérfor relevanta svar. Testerna dr ocksa sa utformades att de s langt som mdjligt efter-
liknar den naturliga miljon.

3.1.1 Jordbakterier

Bakterier forekommer Gverallt 1 var miljo och spelar en central roll vid nedbrytning av
bade naturligt och frimmande organiskt material. Det ar darfor viktigt att ha med bakte-
riella tester 1 ett markbeddmningssystem. I de mikrobiella undersdkningarna, bade vid
omvandlings- och toxicitetstesten, anvinds enbart de bakterier som redan finns i de
testade jordarna. Inga bakteriestammar fran kultursamlingar anvénds.

3.1.2 Markfauna

Daggmaskar har stor betydelse for olika markprocesser sdésom nedbrytning, mineralise-
ring, luftning och dr darfor viktiga komponenter i ett marktestsystem. Dessutom kan
fororeningar ackumuleras 1 maskarna och spridas vidare uppét 1 niringskedjan. Vi
anvinder Enchytraeus crypticus, en vit, ca 1 cm lang vanligt forekommande dagg-
maskart for att pavisa effekter av fororeningar pa 6verlevnad och reproduktion.

3.1.3 Vaxter

Vixterna har en given plats 1 ett riskbeddmningssystem genom sin centrala roll i det
ekologiska systemet. De forekommer i de flesta miljoer vilket ger dem en stor potential
som testorganismer. Testarterna har valts ur tre olika grupper enligt rekommendation 1
OECDs guidelines (1993):

e Engelskt rajgrds som representerar en vanligt forekommande vixt 1 grasmattor och
pé betesmarker.

e Vitklover som dr allmént forekommande och har kvévefixerande bakterier pa
rotterna vilket gor den till en viktig kvadvekilla for marken.

e Ridisa som ir en vanlig kokstradgardsvaxt.
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3.2 Testmetoder

3.2.1 Toxicitet mot vaxter

Testen som avser grobarhet och rot- och skottillvéxt &r en utveckling av testmetoden
beskriven 1 “Utveckling av biologiska metoder for bedomning av férorenad mark”™
(Malmberg m 1 1998). Grunda, rektanguléra plastskalar anvinds som testkarl. Ett tunt
lager av testjorden breds ut 6ver skédlens botten och genomvattnas med avjoniserat
vatten. Vid test av rena substanser blandas dessa direkt i sand (kornstorlek 0,8-1,2 mm)
eller tillsdtts sanden som en vattenlosning. Samma sand anvénds ocksa som ”spéd-
medium” nér olika koncentrationer av en fororenad jord ska testas. Vid teststart placeras
tio fron av testvixten pa jordytan, som sedan ticks med en plexiglasplatta for att halla
jord och fron pa plats. Skélen ticks med tittslutande lock och stélls morkt i 25°C under
tre dygn (rddisa) eller fem dygn (grds och klover) varefter antalet grodda fron raknas
och rot- och skottlingd méts. Varje jord eller testsubstans testas i fem replikat mot var-
dera testvixt. Som kontroll utfors test pd samma sitt som ovan men med testjorden
utbytt mot sand.

Signifikansen av effekterna berdknas frén de numeriska resultaten genom Student’s t-
test eller Dunnett’s t-test.

3.2.2 Toxicitet mot maskar

Forsoken utfors enligt en metod beskriven 1 "Utveckling av biologiska metoder for
beddmning av fororenad mark™ (Malmberg m fl 1998). Testen avser reproduktion hos
masken Enchytraeus crypticus, métt 1 antal lagda dggkokonger och hur manga av dessa
som helt tomts efter det att 4ggen kldckts och de unga maskarna krupit ut. Foérsoken
utfors vid 20°C i morker pa agarplattor i vilka testjord, vattenextrakt av testjorden eller
l6sningar av rena testsubstanser tillsammans med havregryn som féda gjutits in. Jord-
extrakten erhélls fran BLT-laktesterna (Fortkamp m 1 2002). For att i olika koncentra-
tioner av testjordarna blandas dessa med sand (kornstorlek 0,33 mm). Varje koncentra-
tion av jord, jordextrakt eller rena substanserna testas i fyra replikat. Kontrollen utgdrs
av agarplattor utan ingjutning av jord, jordextrakt eller testsubstans. Fem nyligen kons-
mogna maskar tillsétts per platta. Var femte dag flyttas maskarna dver till nya agar-
plattor, dodlighet och eventuell annan paverkan noteras och de lagda kokongerna péa den
gamla plattan rdknas. Detta upprepas fyra ganger. Plattorna med kokongerna sparas i 15
dagar efter det att maskarna avldgsnats, varefter antalet helt tomda kokonger noteras.

Signifikansen av effekterna berdknas fran de numeriska resultaten genom Student’s t-
test eller Dunnett’s t-test.
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3.2.3 Toxicitet mot jordbakterier

En toxicitetstestning av ett I6sningsmedelsextrakt av jorden utfors ocksa for att f en
uppfattning om giftigheten av jordfororeningarna mot de i jorden befintliga bakterierna.
Testen bygger pa samma princip som resistensbestimning mot antibiotika och finns
beskriven i “Utveckling av biologiska metoder for bedomning av fororenad mark”
(Malmberg m f1 1998). Jord frén det fororenade omradet blandades med steril buffert
och skakas varsamt for att fi loss bakterierna frn jorden. Ldmplig mdngd av suspensio-
nen stryks sedan pa ytan av agarplattor med bomullspinnar for att fa en jamn tillvaxt pa
agarytan av jordbakterierna. Filterdiskar (8 mm diameter) impregneras med olika kon-
centrationer av ett 16sningsmedelsextrakt av jorden. Efter att I6sningsmedlet avdunstat
helt placeras filterdiskarna pd agarytan och DMSO (dimetylsulfoxid) tillsétts till diskar-
na for att 6ka losligheten av substanserna. Agarplattorna inkuberas och de tillvéaxtfria
zonerna runt diskarna mats.

3.2.4 Omvandlingsforsok av PAH med bakterier

En bakterieblandning frén en PAH-fororenad jord med forméga att omvandla bl a
fluoranten har tidigare anrikas fram (Allard m {1 2000). En tjock kultur av bakterie-
blandningen tillsétts till ett flytande mineralmedium som innehaller kvive, fosfor och
sparelement 1 ett antal E-kolvar tillsammans med testsubstanserna. Vid olika tidsinter-
vall tas en hel kolv ur forsoket och placeras i frys i véntan pa analys for nedgang av
substanserna och eventuell metabolitbildning sdsom beskrivs 1 "Utveckling av biolo-
giska metoder for bedomning av fororenad mark™ (Malmberg m 1 1998).

For att kontrollera att eventuell nedgéng av substanserna inte hérror fran kemisk om-
vandling himmas den mikrobiologiska aktiviteten genom tillsats av natriumazid till
kolvar som blandats pd samma sétt som ovan. Prov fran dessa kolvar tas endast vid for-
sOksstart och forsoksslut.

3.2.5 Upptag i vaxter

Som komplement till grobarhetstester med véxter har inledande férsok med upptag och
metabolisering av fororeningar 1 vaxter utforts.

Fron av testvixten planterades i1 den fororenade jorden eller vid test av rena substanser i
sand eller ofororenad jord med tillsats av testsubstansen. Fron av testviaxterna (fem fron
per kruka for gris och klover och ett fr6 per kruka for riddisa) sattes 1 testjorden. Varje
koncentration omfattade 4 replikat (4 krukor). Krukorna placerades i "odlingskammare”
med en ljusregim pa 16 timmar ljus och 8 timmar morker. Ljusstyrkan var 5 000 lux och
temperaturen varierade under dygnet mellan 18° C och 22° C. Krukorna vattnades
regelbundet med en svag néringslosning (Hoagland's medium spitt 4 ganger) (Hoagland
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and Arnon 1950) och med avjoniserat vatten. Efter ldmplig tid skérdades véxterna,
jorden tvittades noga bort och de olika delarna (rot och stam/blad) skickades till analys.

Naturligt vixande grés fran en kreosotfororenad mark samlades ocksa in. Griset och
den jord det vuxit 1 analyserades for PAH.

3.2.6 Upptag i maskar

Ett inledande fors6k med upptag av fluoranten med masken Enchytraeus crypticus har
utforts. Forsoket utfordes pa agarplattor dir testsubstansen tillsammans med havregryn
som foda gjutits in. Som kontroll anvéndes plattor med enbart havregryn. Testplattor
med fluoranten i halterna 10 och 100 mg/kg agar tillverkades. 10 maskar tillsattes till
fem agarplattor av varje koncentration. Var femte dag plockades alla lagda kokonger
bort till farska plattor for kontroll av kldackningsfrekvensen. Efter 20 dygn flyttades
samtliga maskar dver till farska agarplattor med samma koncentration av testsubstansen.
Efter ssmmanlagt 31 dygn flyttades maskarna till nya agarplattor utan fluoranten men
med havregryn dir de fick gé 1 dygn for att tomma tarmen pé fluoranten. Maskarna
plockades didrefter frdn agarplattorna till skruvlocksror och frystes i vintan pa analys.

4 Kemiska analyser

4.1 Vaxter

De olika véxtdelarna vdgdes in i en bagare och delades i mindre delar med hjélp av sax
eller kniv. Provet finférdelades dérefter med en ’Tissue homogenizer” och extraherades
tvd gdnger med aceton och en gédng med n-hexan. Extrakten slogs ithop och acetonet
tvittades bort genom att skaka extraktet med vatten. Hexanfasen torkades sedan dver
natriumsulfat och koncentrerades. Extraktet kromatograferades fore GC-analys pé
kiselgelkolonn och eluerades med n-hexan.

4.2 Jord

En méngd olika faktorer, bl a 16sningsmedel, extraktionstid och temperatur, undersoktes
for att f4 fram en optimal analysmetod for fororenad jord. Nedanstdende metod ansdgs
lampligast och anvindes vid upparbetningen av jordproverna.

Jordprov spikades med utbytesstandard, blandades vil och extraherades med aceton och
n-hexan i 17 tim. Provet centrifugerades och organfasen togs tillvara. Kaliumhydroxid
tillsattes till pelleten (jordprovet) for att hoja pH till 6ver 12. Efter tillsatts av cyklo-
hexan och metanol extraherades provet forst i ultraljud och dérefter vid 95°C.
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Losningsmedelsfasen drogs av och sparades. En sista extraktion utférdes med en aceton
/ pentan blandning. De tre 16sningsmedelsfaserna slogs ihop, skakades med vatten for
att tvétta bort metanol och aceton. Det erhallna extraktet kromatograferades fore GC-
analys pa kiselgelkolonn och eluerades med n-hexan.

4.3 Maskar

Prov togs ut fran det agarmedium som maskarna odlats pa och spikades med utbytes-
standard. Pyrofosfat och vatten tillsattes. Provet virmdes till 60°C for att smélta agar-
mediet. Efter avkylning extraherades provet med cyklohexan tre ganger. Extrakten slogs
samman och analyserades utan foregédende rening.

Maskprov spikades med utbytesstandard och en kaliumhydroxidlosning (1M) tillsattes.
Provet behandlades i ultraljudbad och varmdes pa virmeblock tills maskvdvnaden full-
standigt 16sts upp. Pa grund av emulsionsproblem surgjordes provet fore extraktion.
Provet extraherades tva ganger med cyklohexan. Det hopslagna extraktet skakades med
vatten och renades genom kromatografering pa kolonn med aluminiumoxid och eluera-
des med bensen.

4.4 Omvandlingsforsok med bakterier

Proven centrifugerades for att separera vattenfas (odlingsmediet) och bakterieceller.
Cellerna spikades med utbytesstandard och extraherades med acetonitril 1 ultraljudbad
och pé skakbord. Proven centrifugerades och acetonitrilen drogs av. Extraktionen upp-
repades ytterligare en gang och extrakten slogs samman.

Odlingsmediet surgjordes och extraherades med hjélp av fast-fas-kolonn (C18). Fore-
ningarna eluerades fran kolonnen med acetonitril.

Extrakten fran cellerna och mediet slogs samman for analys pa HPLC.

4.5 Derivatiseringar

For att pavisa karboxylsyror 1 nedbrytningsforsoken derivatiserades extrakten med HC1 /
metanol. Genom denna derivatisering bildas motsvarande metylestrar vilka ér lampliga
for analys pa bdde GC och HPLC.

Acetylering anvédndes pa samma vis for att pavisa fenoldra metaboliter i proven. Vid
acetyleringen anvéndes dttiksyraanhydrid som reagens och pyridin eller natriumacetat
som bas.

I en del fall anvéndes dven reagenset N-metyl-trimetylsilyltrifluoroacetimid (MSTFA)
for att derivatisera bade syror och fenoler samtidigt. Derivaten som bildas ldmpar sig
enbart for GC-analys. Detta reagens reagerar dven med alkoholer.

10
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4.6 Instrument

4.6.1 Gaskromatografi

Analyserna utfordes pa en HP 5890 II utrustad med FID-detektor och en DB-5 kolonn
(30 meter, innerdiameter 0,32 mm, 0,25 um fas). Helium anvéndes som bérgas. Foljan-
de temperaturprogram anvéndes: Isotermt i 2 min vid 60°C, darefter hojdes temperatu-
ren med 25°C/min till 120°C som hélls i 2min, direfter hojdes temperaturen med 5°C /
min till 300°C som holls i 13 min.

4.6.2 HPLC

Proverna kromatograferades pd en C18-kolonn (250 mm, 4 mm ID, 5u partiklar). Flodet
var 1 ml/min och analyterna detekterades med UV-detektion vid 254 nm. Foljande
gradient anvédndes: 15% acetonitril vid start f6ljt av en gradient till 20% acetonitril efter 2
min, dérefter en gradient till 100% acetonitril efter 20 min som holls isokratiskt 1 10 min.

5 Matosakerhet

Begreppet métosdkerhet har varit ként av kemister under ldng tid. Trots detta har méto-
sdkerhet hittills inte bestdmts pa ett enhetligt sitt utan berdkningen av den varierar
mellan olika laboratorier. Det var forst efter publiceringen av ”Guide to expression of
uncertainty in measurment” (BIMP m 1 1993) som formella regler f6r utvéardering av
maétosdkerhet for olika kemiska metoder fick en storre spridning. I dag ér det ett krav for
ackrediterade analyser att osdkerheten skall anges utifran dessa kriterier.

Det ér viktigt att ange méatosdkerheten for analytiska resultat dd dessa ofta utgdér under-
lag for viktiga beslut 1 samhéllet. I annat fall kan métresultat 14tt tolkas som absoluta
vérden vilket aldrig kan vara fallet.

Mitosdkerhet utgoér summan av osdkerhetsfaktorer i samband med provhantering fran
sjdlva provtagningen fram till och med den kemiska analysen, sdsom matriseftekter,
interferens, osdkerhet 1 volumetrisk och gravimetrisk utrustning. For att utvirdera mato-
sakerheten analyseras ett eller flera kontrollprov vid varje analystillfdlle. Analysresul-
taten behandlas statistisk for att bestimma maitosédkerheten. Tre olika typer av kontroll-
prov forekommer. Det kanske vanligaste och enklaste dr en kontrollsning innehédllande
analyterna. Narmare verkliga prov kommer man om spikade prov eller certifierade refe-
rensprov anvands.

Maitosdkerheten som erhélls med kontrollsningar ligger mellan 2-5%. Den utvidgade
mitosikerheten som tar hansyn till alla felkéllor i analysen ligger vanligen mellan 15-

11
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25%. I denna berdkning ingar en sdkerhetsfaktor pa tva. Eftersom vi inte kan bestimma
halterna med storre sikerhet dn vad métosidkerheten anger, dr det sjélvklart att ett rikt-
vérde inte kan uppfattas som exakt. Om riktvdrdet dr 40 mg/kg och méatosdkerheten 25%
skall detta virde ses som ett intervall, 40+10 d.v.s. 30-50 mg/kg.

Riktvérdena i sig baserar sig pé ett stort antal empiriska data innehéllande en viss mito-
sdkethet. Osdkerheterna summeras under processen som utmynnar i riktvirdena. Méto-
sdkerheten 1 analyserna i dag &r relativt vdl kdnda men osékerheten i de riktvirden som
anviands 1 dag har inte berdknats. Konsekvensen av detta blir att det inte gar att faststélla
ndr ett provresultat statistiskt dr skilt fran riktvirdet.

6 Testmaterial

IVLs testpaket prévades pa ett antal jordar fororenade med bade organiska féreningar
och metaller. Rena substanser testades ocksa. Resultaten fréan testerna jamfordes med
Naturvardsverkets riktviarden (1996a).

Resultaten fran de biologiska testerna med bade organiska och oorganiska fororeningar
presenteras nedan.

6.1 Testade jordar

® Referensjordar: Jordprover frin Ekbacken vid Sickla Udde, Observatoriekullen och
Girdet.

e Kreosotfororenad jord.
e Jord fororenad med arsenik, krom, koppar.

e Jordar spikade med tvé olika halter av skarvétska.

6.2 Rena substanser

Karbazol, fluoranten, pyren och xylenol.

7 Resultat

7.1 Referensjordar

Tre jordprov frén olika omrdden i Stockholm dér jorden anses som ofororenad testades.
Proverna togs frén Observatoriekullen, Gérdet och Ekbacken vid Sickla Udde pa mellan
0,2 och 1 m djup. Eftersom enbart enskilda prov togs, behdver virdena inte vara repre-

12
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sentativa for hela omradet, men bor kunna ge en uppfattning om bakgrundshalter i
marken 1 stadsmiljo.

Jordarna analyserades for flera olika metaller, PAH och for BTEX (bensen, toluen, etyl-
bensen, xylen). Halterna av BTEX var under detektionsgrénsen (0,1mg/kg for bensen
och 0,01mg/kg for de ovriga). De analyserade halterna av metallerna och de PAH som
ingdr 1 Naturvardsverkets riktvérdeslista (1996a) redovisas nedan i Tabell 2-4. NV
riktvirden for kdnslig markanviandning (KM) finns ocksd angivna i tabellerna.

Tabell 2. Metallhalter i referensjordar, viarden i mg/kg TS

Cr Ni Cu Zn Pb Cd Hg As
Girdet 45 21 25 70 19 <0,4 0,031 2,3
Observatoriekullen 62 42 67 160 82 0,5 0,44 3,9
Ekbacken 22 11 42 54 46 <0,4 0,12 2,22
Riktvirde KM 120 35 100 350 80 0,4 1 15
Tabell 3. Halter av icke cancerogena PAH i referensjordarna, virdena angivna i pg/kg TS
Prov Ekbacken Observatoriekullen Girdet
Forening
Naftalen 2.5 2.4 42
Acenaftalen <# < 1.8
Acenaften 1.9 4.0 5.5
Fluoren 1.9 4.0 10
Fenantren 32 14 171
Antracen 2.5 0.8 33
Fluoranten 75 15 240
Pyren 56 11 471
Benso[ghi]perylen 29 6.4 96
Summa 192 40 1011

Riktvarde KM 20 000 Ekotoxikologiskt riktvirde KM 20 000
# Detektionsgréins: 1 pg/kg TS

13
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Tabell 4. Halter av cancerogena PAH i referensjordarna, virdena angivna i pg/kg TS
Prov Ekbacken Observatoriekullen Girdet
Forening

Benso[a]antracen 26 6 67
Chrysen 56 10 189
Benso[b]fluoranten 61 6 157
Benso[k]fluoranten 34 <# 114
Benso[a]pyren 31 7 122
Indeno[ 1,2, 3-cd]pyren 39 7 90
Dibens[ah]antracen 9 1 19
Summa 247 47 758
Riktvarde KM 300 Ekotoxikologiskt riktvirde KM 20 000

# Detektionsgréins: 1 ng/kg TS

Jordproverna testades for rot- och skottillvixt med engelskt rajgris och vitklover och
dessutom testades vattenextrakt av jordarna med mask.

Tva av jordarna gav utslag i testerna. Jorden frdn Observatoriekullen gav en svag nega-
tiv effekt pa rottillvixten hos vitklover och vattenextraktet av jorden fran Ekbacken pa-
verkade antalet lagda kokonger hos masken Enchytraeus crypticus.

Ingen av de testade jordarna inneholl metallhalter som dverskred de ekotoxikologiska
riktvdrdena (KM). Provet fran Observatoriekullen innehdll halter av nickel, bly och
kadmium i1 samma storleksordning som de humantoxikologiska riktvirdena (KM). 1
jordprovet frin Géirdet 6verskreds det humantoxikologiska riktvirdet (KM) for cancero-
gena PAH men halterna lag under det ekotoxikologiska riktvérdet. Ingen av testerna gav
ndgot utslag pé jorden fran Girdet.

Utslagen pa testerna kan inte forklaras av de analyserade halterna av enskilda metaller
eller PAH. Fororeningar, som inte analyserats, svarar sannolikt for den toxiska effekten.

7.2 Kreosotférorenad jord

Kreosotfororenad jord samlades in fran kvarteret Lyftkranen (ett fororenat industri-
omrade i Ulvsunda, Stockholm). Tre olika prover togs, tva fran sjdlva omradet (prov
844 och 845) och ett kontrollprov utanfér omradet (prov 847). Tva jordprov fran ett
impregneringsverk togs ocksé (prov 31 och 32). Proverna analyserades avseende PAH-
innehdll och resultaten redovisas 1 Tabell 5. Totalt analyserades 24 olika substanser. I
tabellen anges totalsumman PAH samt summan cancerogena PAH och summan 6vriga
PAH enligt Naturvardsverkets riktvéirdeslista (1996a).

14
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Analysresultaten visar att sammanséttningen av de olika substanserna skiljer sig mellan
de olika proverna, dven mellan dem som &r tagna frdn samma omrade. I prov 844 éter-
fanns hogre halter av substanser med fa ringar (2-3) 4n 1 jord 845. Totalsummorna
skiljer sig inte mycket at men summan av de cancerogena PAHerna dr mycket hogre 1
jord 845. Aven i kontrolljorden med en mycket 14g total PAH-halt verskrids riktvirdet
for cancerogena PAHer. Denna jord skulle alltsd inte godkdnnas enligt riktvardeslistan.

De tva jordarna fran impregneringsverket varierade mycket i PAH-halter. Jord 31 inne-
holl mycket laga halter och PAHer med ménga ringar (fyra och fler) dominerade. Rikt-
vérdet for cancerogena PAHer overskreds i denna jord trots den ldga totalhalten. Jord 32
inneholl extremt hoga PAH-halter men i1 denna jord dominerade de med fa ringar (fyra
ringar och farre). I jord 31 fanns endast de svarnedbrytbara PAHerna kvar medan dven

de mer lattnedbrytbara med fa ringar kunde aterfinnas 1 jord 32.

Tabell 5. Analyserade PAH halter (mg/kg TS)

Jord 844 845 847 31 32
Substans

Naftalen* 52 6 <# < 2
2-metylnaftalen 31 2 < < 31
I-metylnaftalen 17 1 < < 78
Bifenyl 6 < < < 12
2,6-Dimetylnaftalen 8 2 < < 106
Acenaftalen* 6 < < < 23
Acenaften*® 31 7 < < 1830
2,3,5-Trimetylnaftalen 3 1 < < 40
Fluoren* 50 2 < < 1990
Fenantren* 130 51 1 0,3 5350
Antracen* 47 17 < 0,1 1090
1-Metylfenantren 6 5 < 0,03 220
Fluoranten* 71 94 1 2 3830
Pyren* 45 76 1 1 1770
Benso[a]antracen** 20 41 < 0,4 100
Chrysen** 25 43 1 2 205
Benso[b]fluoranten** 16 40 1 0,7 66
Benso[k]fluoranten** 13 30 1 0,2 44
Benso[e]pyren 11 29 1 0,5 38
Benso[a]pyren** 16 42 1 0,5 34
Perylen 6 16 < 0,1 11
Indeno[/,2,3-cd]pyren** 10 26 1 1 10
Dibens[a/]antracen** 4 7 < 0,1 6
Benso[ghi]perylen* 9 23 1 0,4 12
Totalsumma 630 560 10 9 17000
Summa &vriga PAH 440%* 280%* 4% 4% 16000
Summa cancerogena PAH 100** 230** S** S** 470

Riktvirde KM Summa 6vriga PAH 20 Riktvirde KM cancerogena PAH 0,3
*De substanser som anges som “summa ovriga PAH” enligt Riktvirdeslistan

** De substanser som anges som ’Summa cancerogena PAH” enligt Riktvérdeslistan
# < Detektionsgréns: 0,001 mg/kg TS
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7.2.1 Biologiska tester

7.2.1.1 Véxter

Jord 844, 845 och 847 testades mot gris och vitklover avseende och rot- och skott-
tillvixt. Jord 844 testades ockséd avseende grobarhet mot engelskt rajgrés och vitklover.
De tvi jordarna frén impregneringsverket (31 och 32) testades bagge for grobarhet och
rot- och skottillvixt mot grds, vitklover och ridisa.

Béde rot- och skottillvaxten hos vitklover och engelskt rajgris paverkades kraftigt av
jord 844. Jord 845 gav en ndgot mindre paverkan, dock kunde tydliga effekter ses pa
rottillvixten hos engelskt rajgrds och skottillvixten hos vitklover (Figur 1 och Figur 2).
Antalet grodda fron av vitklover paverkades ocksa starkt av jord 844. Grobarheten hos
engelskt rajgrds paverkades inte alls. Att jord 844 gav en sd mycket kraftigare paverkan
an jord 845 beror antagligen pa att den inneholl en stor mangd substanser med fa ringar
(2-3). Dessa substanser ar mer vattenldsliga och ddrmed mer tillgingliga.

120

100

]
Il
|
:

mrot
W skott

N
o
|
|

Tillvaxt mot kontroll (%)
[}
o
i

8
Il
|

Kontr 844 845 847

Figur 1. Resultat fran rot- och skottillvixt med engelskt rajgrés exponerat for kreosotfororenad jord
fran kvarteret Lyftkranen. ** P< 0,05; *** P< 0,001

16



Platsspecifik bedomning av férorenad mark - 1IVL Rapport B1492

biologiska tester i kombination med kemiska analyser

120

-

o

o
!

(o]
o
|

mrot
W skott

N
o
Il

Tillvaxt mot kontroll (%)
[}
o

N
o
!

o
|

Kontr 844 845 847

Figur 2. Resultat fran rot- och skottillvixt med vitklver exponerad for kreosotfororenad jord fran
kvarteret Lyftkranen. *** P< 0,001

Ingen paverkan av jord 31 kunde pavisas med klover eller riadisa. En signifikant negativ
effekt pé rottillviaxten kunde dock visas med engelskt rajgras vid 75% och 100% jord-
inblandning (Figur 3). Analysresultaten visar pd mycket laga halter av PAH som inte
kan forklara tillvixthdmningen. Fororeningar, som inte analyserats, stir antagligen for
den toxiska paverkan. Resultaten visar ocksa att olika véxtarter reagerar olika mot olika
fororeningar och att det darfor dr viktigt att inte bara anvénda en art vid testning.
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Figur 3. Rottillviaxt mot kontroll hos engelskt rajgris exponerat for kreosotfororenad jord frén ett

impregneringsverk (jord 31). ** P< 0,05

Jord 32 innehdll mycket hoga PAH-halter. Grobarheten hos vitklover och engelskt raj-
gris paverkades redan vid 10% jordinblandning (ldgsta testade koncentration). Daremot
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paverkades inte grobarheten hos radisa forrdn vid 100% jordinblandning (Figur 4). Bade
rot- och skottillvdxten hos radisa padverkades dock redan vid 10 % inblandning. (Figur
5). Resultaten visar att radisa ér betydligt taligare mot PAH-fororeningar dn bade grés
och vitklover.
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Figur 4. Resultat fran grobarhetstest med starkt kreosotférorenad jord fran ett impregneringsverk
(jord 32).
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Figur 5. Péverkan pa rot- och skottillvixten hos rédisa efter exponering mot starkt kreosotfororenad
jord (jord 32).
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7.2.1.2 Maskar

Vattenextrakt av jordarna fran kvarteret Lyftkranen testades avseende toxicitet och
reproduktion mot masken Enchytraeus crypticus. Ett begrinsat test med jord 844 med
farre antal maskar och kortare exponeringstid och hel jord istéllet for vattenextrakt ut-
fordes ocksa. Testet med vattenextrakt gav ingen effekt for ndgon av jordarna pé E.
crypticus. Vid den begransade testen med hel jord (jord 844) péaverkades kldckningen
kraftigt. Endast 40% av de lagda kokongerna klacktes mot normalt 90-100% (Figur 6).
Daodligheten eller kokongantalet pdverkades ddremot inte. Skillnaden mellan resultaten
fran testerna med jord respektive vattenextrakt beror med storsta sékerhet pa att de
flesta PAHer har dalig vattenldslighet och binds hart till jordpartiklarna. De sitter déarfor
kvar i jorden och kan inte extraheras ut med vatten. I den hela jorden &r de ddremot till-
gingliga for maskarna. Resultaten fran de bada testerna visar faran med att testa vatten-
extrakt frdn fororenade jordar och att det ar viktigt att strdva efter testmetoder och test-
forhallanden som liknar den naturliga miljon 1 sa stor utstrackning som mojligt.
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Figur 6. Jamforelse av resultat fran test med E. crypticus exponerade for vattenextrakt av jord och

hel jord ingjuten i agarplattor (jord 844).

7.3 Arsenik- krom- kopparfororenad jord

Jordprover innehéllande krom, koppar och arsenik fran ett impregneringsverk under-
soktes (provnummer 11-14). Tester med gris, vitklover och ridisa (grobarhet och rot-
och skottillvéxt) utfordes pa fyra jordar med olika fororeningsgrad. Dessutom testades
vattenextrakt frdn de olika jordarna mot mask. Halterna av de olika féroreningarna visas
1 Tabell 6. Ytterligare ett forsok utfordes med den mest fororenade jorden i vilket den
spiaddes med sand och testades mot vixterna i olika koncentrationer.
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Tabell 6. Analyserade halter av As, Cr och Cu i olika jordar fran ett impregneringsverk (mg/kg TS).

Substans Arsenik Krom Koppar
Jord

11 2,0 25 20
12 47 58 41

13 2,9 26 20
14 605 300 710
Riktvirde (KM) 15 120 100

Halterna av krom och koppar 6verskred N'Vs riktvdrden 1 jord 14 och arsenikhalten
overskreds i jord 12 och 14. Arseniken analyserades dock som totalarsenik och fore-
komstformen i de olika jordarna dr inte kdnd. De olika forekomstformerna kan ha
mycket olika toxisk pdverkan pa organismer (Carbonell-Barrachina m fl 1999).

7.3.1 Resultat fran tester med hela jordar

Samtliga véxter uppvisade en signifikant effekt mot jord 14 (den mest férorenade). Jord
11 gav dessutom en svag effekt pa rottillvixten hos engelskt rajgrds. Denna effekt beror
antagligen pd okdnda fororeningar i jorden dé de analyserade halterna av As, Cr och Cu
var mycket laga.

Ingen av de testade jordarna gav nigon effekt pa dverlevnad eller antal lagda kokonger
hos E. crypticus. Jord 13 paverkade dock klackningsfrekvensen av kokongerna negativt.
Inte heller denna effekt kan forklaras av de analyserade halterna av As, Cr och Cu.

7.3.2 Resultat fran tester med spadd jord

For att kunna testa olika halter av fororeningarna gjordes en spadningsserie av den mest
fororenade jorden (jord 14) med sand. De olika spiddningarna och halterna av As, Cr och
Cu visas i1 Tabell 7.

Tabell 7. Testade halter av As, Cr och Cu i jord 14 efter spaddning med sand (mg/kg TS).

Substans Arsenik Krom Koppar
Spadning (% jordinblandning)

8% 50 25 60

17% 100 50 120
50% 300 150 355
100% 605 300 710
Riktvirde (KM) 15 120 100

Ingen eller mycket liten padverkan kunde uppmétas pa skottillvixten hos de tre test-
vixterna dven vid den hogsta koncentrationen (ospadd jord). Rottillvaxten hos ridisa
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och engelskt rajgrds paverkades endast av den ospddda jorden. Signifikant paverkan pa
rottillvixten hos vitklover kunde ddremot pavisas redan vid 17% jordinblandning (Figur
7). Arsenik- och kopparhalterna ligger dér 6ver riktvérdet. Testerna med den spiddda
jorden visar att vixterna dr olika kénsliga och att i1 detta fall vitklover dr den mest kins-
liga av de tre testade arterna.
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Figur 7. Péverkan pa rotldngden av vitklover exponerad for en spaddningsserie av en jord fororenad

med As, Cr och Cu (jord 14). ** P< 0,005.

7.4 Jord spikad med skarvatska

Jord spikad med tvé olika halter av en skérvétska testades mot vixter och mask. Halter-
na av skdrvitskan angavs som 0, 5% (jord 27) och 0,05% (jord 28) oljeinnehall i jorden.
Skarvitskan innehdller en rad olika substanser, av vilka en organisk borférening miss-
tanktes vara den mest toxiska. Trots att bor i mycket 1aga koncentrationer ar ett nddvan-
digt sparelement for vixter dr det giftigt i hoga koncentrationer (Bingham 1973). Total-
halten bor analyserades darfor. Halten bor 1 jord 27 var 162 mg/kg TS.

7.4.1 Resultat vaxttester

Jordarna testades ospddda for grobarhet och rot- och skottillvixt hos engelskt rajgrés,
vitklover och rddisa. Inga fron frdn nadgon av véxterna kunde gro och tillvidxa i de tva
jordarna, vilket visar pa mycket hog toxicitet.

7.4.2 Resultat masktester

En begriansad masktest med endast tva replikat utfordes pé de tva jordarna. Jordarna
testades endast 1 en koncentration (15 g jord / petriskdl med 5 maskar). Samtliga maskar
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overlevde hela testperioden men antalet lagda och for jord 27 dven antalet klackta
kokonger paverkades kraftigt. Detta visar att tester dar endast 6verlevnaden mits kan
grovt underskatta en jords paverkan pd organismerna. Effekter pa reproduktionen ir lika
allvarliga som rent dodliga effekter.

7.5 Rena substanser

7.5.1 Grobarhet och rot- och skottillvaxt

Fyra rena substanser, pyren, fluoranten, karbazol och xylenol (Figur 8), som férekom-
mer 1 relativt hoga halter 1 kreosot (Meuller m fl 1989, Meyer m {1 1999) och kan {6r-
véntas aterfinnas i fororenad jord, testades mot vixterna. Pyren och fluoranten ingér i
NVs riktvérdeslista 1 gruppen ”6vriga PAH”. Daremot finns inget riktvérde for karbazol
som &r en heterocyklisk kvaveforening eller for xylenol som &r en alkylerad fenol.

r

FLUORANTEN PYREN KARBAZOL m-XYLENOL

Figur 8. Strukturformler for anvénda testsubstanser.

Karbazol, pyren och fluoranten blandades med sand och testades for grobarhet och rot-
och skottillvéxt i endast en koncentration. Det har visats att paverkan pi tidiga utveck-
lingsstadier hos vixter av PAHer med fyra ringar och mer i allménhet ar 1ag (Malmberg
m f1 1998, Maliszewska-Kordybach och Smreczak 2000). En mycket hog koncentration
(1500 mg/kg sand) anvéndes darfor for att fa utslag i testerna. Resultaten fran rot- och
skottillvixten redovisas 1 Tabell 8. Ingen paverkan pa grobarheten kunde konstateras
hos ndgon av vixterna.

De tre testvédxterna reagerade olika pé de tre substanserna. Rédisan gav inget utslag for
nagon av substanserna trots den hoga testkoncentrationen. Hos engelskt rajgrés paver-
kades rottillvixten men inte skottillvixten av fluoranten och pyren. Vitklovern déaremot
gav utslag for skottillvixten av alla tre substanserna. Observationen att rottillvixten hos
engelskt rajgris och skottillvixten hos vitklover pdverkas av dessa substanser stimmer
med resultaten fran testerna av den kreosotfororenade jorden fran kvarteret Lyftkranen.
Forsoken bekriftar att olika vaxter reagerar olika och att bade rot- och skottillvixten
maste métas fOr att fa ett sdkrare svar pa toxiciteten.
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Tabell 8. Péaverkan pa rot- och skottillvixten hos testvixterna av tre rena substanser. Testkoncentra-
tion: 1500 mg/kg sand. Riktvérdet for "6vriga PAH” (KM) enligt N'Vs lista dr 20 mg/kg
jord

Substans Fluoranten Pyren Karbazol

Viaxt

Engelskt rajgrias rot * Hk -

skott - - -

Vitklover rot - - -

SkOtt ksk ksk sk

Rédisa rot - - -

skott - - -

— ingen signifikant paverkan; * signifikant paverkan P <0,05; ** signifikant paverkan P <0,01

Den fenoldra foreningen xylenol testades 1 minst fem olika koncentrationer for berék-
ning av ECs virden (den koncentration dér 50% péverkan sker). Resultaten redovisas i
Tabell 9. ECsj virdena bestdmdes fran en teoretiskt utrdknad kurva enligt formeln:

tillviixteaie = tillVaXtmin + (HIVAX tmax-tillVAX tmin) *(konci/EC;)*°P/(1+(konci/EC;)*'P°)

tillvaxty, = tillvixt vid ldgsta koncentration; tillvaxty,, = tillvdxt vid hogsta koncentra-
tionen; i = det EC vérde som ska berdknas; slope = lutningen av dos-responskurvan.

Figur 9 visar de erhéllna virdena i forsoket med radisa samt den teoretiskt utrdknade
kurvan.

20,0
15,0 \ =
E —1— Uppmatta
s varden
= 10,0
5 —&— Berdknade
K] 50 varden
0,0 T
1 10 100 1000
Konc mgl/kg

Figur 9. Kurva for berdkning av ECs, virde for skottillvixten hos riddisa exponerad for xylenol tillsam-

mans med kurva med uppmétta virden fran forsoket.
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Tabell 9. ECsq virden for rot- och skottillvaxt med xylenol (mg/kg jord)

Vitklover Engelskt rajgris Rédisa
Skottillvaxt 4 21 58
Rottillvaxt 4 20 48

Riktviarde KM: 4 mg/kg jord. Da inget riktvarde finns for xylenol har vérdet for fenol + kresol angivits.

Testresultaten visar att xylenol dr relativt toxisk mot véxter och att de tre testviixterna
reagerar olika. Resultaten visar ocksd att utformningen av véxttesterna vil ldmpar sig
for att berdkning EC, virden och inte bara fOr att ange om signifikant effekt av en jord
eller substans finns.

7.5.2 Masktest

E. crypticus testades for 6verlevnad och reproduktionsstorningar mot karbazol. Flera
olika koncentrationer testades. Det konstaterades att 6verlevnaden inte paverkades och
inte heller antalet lagda kokonger ens vid den hdgsta koncentrationen. Daremot observe-
rades en forsdmrad klackningsfrekvens redan vid laga koncentrationer (Figur 10). Nagot
dos-responsforhallande kunde dock inte pévisas. Detta kan bero pa att substansen har
lag vattenloslighet och att det &r endast dr den 10sta fraktionen som stér for den negativa
paverkan pd reproduktionen. Resultaten visar ocksa att kldckningen &r en kénslig para-
meter och att toxiciteten litt kan underskattas om endast 6verlevnaden studeras i mask-
testerna.

100

80 +
70 A
60 +—f
50 - I

Kléckta kokonger (%)

20 1
10

Kontroll 1 10 50 100 500

Koncentration (mg/kg agar)

Figur 10. Resultat av klackningsfrekvensen av kokongerna fran test med karbazol och E. crypticus.

7.6 Omvandlingsforsok med pyren och fluoranten

Ofta analyseras bara nedgangen av en substans efter t ex en sanering eller 1 en aldrad
fororenad jord. Manga foreningar bryts emellertid inte ned utan fordndras bara och

24



Platsspecifik bedomning av férorenad mark - 1IVL Rapport B1492

biologiska tester i kombination med kemiska analyser

omvandlingsprodukter (metaboliter) bildas. Dessa metaboliter kan ha helt andra egen-
skaper @n ursprungssubstanserna och ha negativa effekter pa miljon. De bildade meta-
boliterna kan vara mer vattenldsliga och risken for spridning i marken dkar di. Aven
tillgédngligheten for biota kan oka.

Ett laboratorieférsok med pyren och fluoranten utférdes dér inte bara nedgéngen av
substanserna utan ocksd bildningen av metaboliter undersoktes. En bakterieblandning
med kind formaga att omvandla fluoranten anvéndes (Allard m f1 2000). Bakterie-
blandningen odlades upp och koncentrerades genom centrifugering. Kolvar med kénda
méngder pyren eller fluoranten och ett flytande medium innehéllande spirelement och
vitaminer ympades med bakterierna. Vid bestdmda tidsintervall togs prov frén kolvarna
och analyserades avseende nedging av ursprungssubstanserna och féorekomsten av
eventuella metaboliter.

Omvandlingen av fluoranten visade ingen eller en mycket kort lagfas innan en minsk-
ning 1 halten kunde konstateras. Vid forsoken med pyren iakttogs en tydlig lagfas pa ca.
12 dygn. Omvandlingen skedde ddrefter med ungefdr samma hastighet for de tva fore-
ningarna.

7.6.1 Pyren

Efter lagfasen omvandlas pyren med en konstant hastighet. Halten metaboliter nér efter
10-20 dygn, beroende pd metabolit, en platdfas. Halten pyren fortsétter dock att avta
linjart. Detta kan tolkas som att bildningen av metaboliter star i jamvikt med den fort-
satta omvandlingen av dessa, och att metaboliterna inte har ndgon hammande effekt pa
omvandlingen.

De olika derivatiseringarna visade att olika karboxylsyror bildades vilket betyder att
spjalkning av en eller flera ringar har skett. Inga fenoldra féreningar kunde pavisas. Vid
fraktioneringen i neutrala och sura metaboliter aterfanns tvé i det neutrala extraktet och
tre 1 det sura (Figur 11).

7.6.2 Fluoranten

Eftersom ett stort antal metaboliter pavisades fran fluoranten behandlas hér bara huvud-
komponenterna. Efter fraktionering i sura och neutrala metaboliter aterfanns i den sura
minst nio foreningar varav tre dominerade(Figur 12). Fraktioner med neutrala fore-
ningar inneholl tvd komponenter. Tvad av metaboliterna var troligen instabila 1 basisk
miljo eftersom de inte kunde aterfinnas efter fraktioneringen. Férmodligen &r de lakto-
ner vilka bildas vid ringspjalkning. Detta sker t ex vid omvandling av antracen (Moody
m f12001).
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Figur 11. Bildade metaboliter fran forsoket med bakteriell omvandling av pyren. Detektionen gjordes
vid 254 nm.
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Figur 12. Bildade metaboliter fran forsdket med bakteriell omvandling av fluoranten. Detektionen

gjordes vid 254 nm.

Metaboliterna inneholl bade karboxy- och hydroxygrupper. En eller tvé foreningar
kunde reduceras med dithionit vilket har tolkats som att foreningarna innehaller kinon-
strukturer.
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Samtliga metaboliter bildade frén fluoranten och pyren som pévisades i denna under-
sOkning var mer polédra jamfort med moderféreningarna. Detta medfor en 6kad vatten-
16slighet och ddarmed rorlighet i marksystemet. Som en konsekvens av detta 6kar moj-
ligheten for upptag i1 vixter och dirmed exponering uppat i ndringskedjan. Den 6kade
rorligheten utgor ocksé ett hot mot grundvatten.

7.7 Upptag i vaxter

Substanser kan tas upp i biota (t ex vixter, maskar), eventuellt omvandlas, anrikas och
pa sa sétt spridas vidare 1 ndringskedjan. En substans som inte ger nagot utslag 1 toxici-
tetstester kan tas upp och omvandlas 1 véixter och hdrigenom péverka miljon. For att
belysa detta utférdes upptagsforsok med engelskt rajgras och radisa. Som testsubstanser
anvindes pyren och fluoranten i koncentrationerna 10, 100 och 1000 mg/kg jord. En ren
jord spikades med de olika substanserna. Fron sdddes 1 jorden och fick tillvixa. Efter
lamplig tid skdrdades véxterna och de olika vixtdelarna finfordelades och analyserades
for testsubstanserna.

En kreosotfororenad jord fran ett impregneringsverk testades ocksa for upptag i ridisa.
Samma jordar som testats for toxicitet mot vaxter och maskar anvéndes (avsnitt 6.2).
For att jorden inte skulle ha toxisk inverkan pa rddisan anvéndes en blandning bestadende
av 80% av jord 31, 1% av jord 32 och resten ren sand. Organhalten mitt som glédnings-
forlust var 2 % 1 jordblandningen. Som kontroll anvédndes ren sand.

Gris fran kvarteret Lyftkranen samlades in och analyserades avseende PAH. Avsikten
var att jimfOra upptag i gris som véxt “naturligt” pd fororenad jord och upptagsforsok
med vixter utforda pa laboratoriet.

7.7.1 Resultat fran upptagstester med rena substanser

Resultaten fran forsoken med engelskt rajgréds och pyren visar pa ett kraftigt upptag i
rotdelarna. Upptagskurvan stiger brant men planar sedan ut. Transporten till “bladen”
(de delar som vixer ovan jord) dr diremot mycket 1agt (Figur 13). Aven forsoken med
fluoranten och ridisa visar pa kraftigt upptag i rotdelarna. Upptaget ar linjirt och visar
ingen mittnad 1 koncentrationer upp till 1000 mg/kg jord. Transporten till blad och stam
(ovanjordiska delar) dr ocksa hiar mycket lagt (Figur 14).

Resultaten visar att &ven foreningar med mycket 1&g vattenloslighet tas upp i véxterna
och ackumuleras i rotterna. Daremot kunde endast mycket laga halter pavisas 1 bladen.
De olika véxterna skilde sig ocksa at i upptagsformaga. Det dr darfor viktigt att inte
anvinda ett generellt virde for alla vixter nér det géller att bedoma transporten av foro-
reningar till vaxter. Det dr dock viktigt att papeka att endast tva substanser har testats
och endast med tva vixter.
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Figur 13. Upptagsforsok med engelskt rajgrés odla i jord spikad med pyren.
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Figur 14. Upptagsforsok med riadisa odlad i jord spikad med fluoranten.

7.7.2 Resultat fran upptagstest med kreosotfororenad jord

Forsok med rédisa odlad i aldrad kreosotfoérorenad jord utfordes. I det hér forsoket dela-
des provet upp i blad/stam, rot ("’sjdlva rddisan”) och rottradar. Halten var hogst i rot-
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tradarna och rot. I bladen var det inte mojligt att pavisa ett upptag eftersom halterna 1
exponerad ridisa inte skilde sig fran kontrollen. Halten i rottrddarna var mellan 10-250
ggr hdgre dn 1 roten. Kvoterna mellan halterna i rot / jord, rottradar / jord och kvoten
mellan hel véxt och jord for vissa PAHer redovisas 1 Tabell 10. De virden som finns
rapporterade 1 NV rapport 4639 (1996b) redovisas ocksa.

Tabell 10. Resultat fran forsok med rédisa odlad pa kreosotfororenad jord fran ett impregenieringsverk.

Halt i jord” Kvot Kvot Kvot Kpl "

Substans (mg/kg TS)  rottrad/jord” x  rot/jord” hel vixt/jord"
10°% x 10°" x 107" x 107

Naftalen 0,1 < 2 1
Acenaften 7,7 0,5 < 0,04
Fluoren 5,7 0,3 0,1 0,08
Fenantren 15 4 < 0,3
Antracen 5 0,6 < 0,08
Fluoranten 23 9 0,3 0,9 63
Pyren 12 13 0,5 1 63
Benso[a]antracen 1,4 39 0,2 3 47
Chrysen 3,5 25 0,5 2 47
Benso[b]fluoranten 1,7 39 1 4 6
Benso[k]fluoranten 1,1 46 0,5 4 6
Benso[a]pyren 0,5 120 2 11 38
Indeno[/,2,3-cd]pyren 0,3 110 3 11 29
Dibens[ah]antracen 0,3 24 0,4 2 29
Benso[ghi/perylen 0,4 63 6 9 40

# Halten substans i jorden ar berdknad pa ett medelvirde av startkoncentrationen och slutkoncentrationen
i forsoket

##(mg/kg vatvikt vaxt)/(mg/kg jord)

### Total biokoncentreringsfaktor enligt tabell A3: 2 i NV rapport 4639 (1996b) (mg/kg vatvikt
vixt)/(mg/kg jord)

#### Under detektionsgrinsen

Resultaten visar att &ven om PAHer i dldrad jord binds relativt hért till det organiska
materialet i jorden kan de tas upp av vixter. Hogsta upptaget kunde konstateras 1 rot-
tridarna. Aven om halterna i jorden av vissa PAHer t ex de cancerogena benso[a]pyren
och dibens[ah]antracen var mycket ldga, kunde de tas upp i rddisa. Resultaten visar
ocksé pa skillnaden mellan de teoretiskt berdknade och de i vara laboratorieforsok
framtagna biokoncentreringsfaktorerna.

Vidare kan det inte uteslutas att PAH metaboliseras av mikroorganismer i jorden och
runt rétterna. Metaboliseringen kan leda till bildandet av mer vattenldsliga foreningar
som ldttare kan tas upp av vixternas rotter. Detta innebidr en 6kad exponering primért
for viaxten men ocksa i andra hand for primarkonsumenten.
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Resultaten visar att utforda upptagsforsok ger ett matt pa potentiell biotillganglighet for
berdkning av platsspecifika virden vilka kan anvéndas vid riskbedomning av férorenad
mark. Dock bor fler forsok utforas med fler testvixter och fler testjordar for att verifiera
resultaten. Jordar fororenade med mer vattenldsliga substanser bor dven testas.

7.7.3 Upptag i gras fran kreosotférorenad mark

Grés som vixt pd den kreosotfororenade marken i kvarteret Lyftkranen insamlades.
Griéset gravdes upp med rotter och omkringliggande jordklump och togs till laboratoriet
for analys. Resultaten redovisas 1 Tabell 11. Endast kvoten rot / jord anges dé det inte
kan uteslutas att PAH-halterna i bladen (de ovanjordiska delarna) kommer fran upptag
frén luft och inte fran den férorenade jorden.

Tabell 11.  Halter av vissa PAHer i kreosotfororenad jord fran kvarteret Lyft-

kranen och kvoten rot / jord fran gris insamlat pa omradet.

Halt i jord (mg/kg TS) ~ Kvot rot/jordx 107

Substans (mg/kg vixt)/(mg/kg jord)
Fluoranten 26 16
Pyren 22 14
Benso[a]antracen 18 8
Chrysen 24

Benso[b]fluoranten 31 6
Benso[k]fluoranten 25 <
Benso[e]pyren 25 12
Benso[a]pyren 29 7
Perylen 12

Indeno[/,2,3-cd]pyren 21

Dibens[ah]antracen 7 8
Benso[ghi/perylen 19 10

# Under detektionsgransen

Det relativt hoga upptaget i grasrotterna jamfort med de 1 laboratoriet utforda forsoken
kan bero pa méanga olika faktorer, bl a att graset viaxt en lang tid pa den fororenade mar-
ken (lang exponeringstid). Det finns sannolikt ocksa en skillnad i upptagsformaga
mellan olika arter. Skillnaden 1 jordtyper var stor och spelar troligen en avgdrande roll.
Detta visar vikten av platsspecifika data for att kunna gora en bra riskanalys.

7.8 Upptag i maskar

Som komplement till upptagsforsoken med vixter utfordes ett enkelt upptagsforsok med
masken Enchytraeus crypticus och fluoranten. Forsoket utfordes pa agarplattor med
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testsubstansen ingjuten i agarn. Testkoncentrationerna valdes sd att dodlighet och repro-
duktion inte skulle paverkas under forsdksperioden. Ingen skillnad 1 dédligheten eller
antalet lagda och kldckta kokonger mot kontrollen kunde heller pdvisas. Resultaten fran
upptagsforsoket redovisas 1 Tabell 12.

Tabell 12.  Resultat fran upptagsforsok med fluoranten och E. crypticus.

Fluorantenhalt i agarmediet Halt i mask mg/kg (vét- Kvot mask/agar
mg/kg (v v) vikt) (mg/kg mask)/(mg/kg agar)
Kontroll <#

12 170 14

120 1300 11

# Detektionsgrins: 10 mg/kg

Resultaten visar att fluoranten kunde pavisas i maskarna efter forsoksslutet. Kvoten
mask/agar skilde sig inte at for de olika koncentrationerna. Detta tyder pa ett halt-
beroende upptag i maskarna. Upptag av fororeningar i mask kan innebéra en spridning
av dessa vidare 1 niringskedjan. For att kunna belysa fragan ytterligare bor komplette-
rande forsok med hel jord utforas.

8 Sammanfattning och slutsatser

For att kunna gora en riktig riskbeddmning av ett férorenat markomréde behovs ett bra
underlag. Varje omréde dr unikt och méste bedomas efter sina egna forutséttningar. [IVL
har tagit fram ett testpaket for bedomning av férorenad mark 1 vilket biologiska tester ar
en viktig del. Resultat fran IVLs tester pa jord fran ett fororenat omrade kan anvéindas
for att ta fram ekotoxikologiska virden specifika just for det omradet.

Med de biologiska testerna kan biotillgangligheten av de aktuella féroreningarna
bestimmas, dvs hur mycket av den uppméitta (analyserade) féroreningshalten som ar
tillgénglig for biota och kan utdva toxisk paverkan. De biologiska testerna kan ocksa
avslgja forekomsten av okinda toxiska &mnen i marken. Upptag och omvandling i biota
(vaxter, maskar) kan mitas i IVLs tester. Harvid erhalls ett realistiskt ekotoxikologiskt
virde som kan anvéndas vid riskbedomning.

Det dr ocksa mojligt att med de biologiska testerna folja en fororenings 6de i marken
genom att bestimma dess persistens och eventuella omvandling.
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Vara undersokningar visar att:

e Naturligt forekommande marklevande organismer dr lampliga att anvénda for test av
jord.

e Mer én en testart bor anvédndas. Testarterna har olika kidnslighet. Samma substans
kan ge olika utslag pé olika arter. Samma art dr inte alltid kénsligast.

e Testarterna bor véljas frén olika nivaer i naringskedjan for sdkrare bedomning av
paverkan pé ekosystemet.

e Testmetoderna bor om mdjligt innehélla fler testparametrar ("endpoints") for sdkrare
bedomning av miljorisker (ex. grobarhet - rot- och skottillvaxt; dodlighet - repro-
duktion (kokonger: antal, klackning, klackningstid))

e Vid test bor hel jord anvindas for erhallande av relevant testresultat. Vid test av
vattenextrakt fran jorden riskeras att endast den vattenlosliga fraktionen testas och
om l6sningsmedel anvidnds kan mer dn den biotillgdngliga delen av fororeningen
16sas ut.

e Upptagsforsoken visar att olika véixter tar upp olika mycket av fororeningarna och
att ett teoretiskt framtaget varde baserade bl a pa K, virden (férdelningskoefficient
oktanol-vatten) och icke platsspecifika K4 varden (férdelningen vatten-jord) kan bli
missvisande.

e Det ir viktigt att ange métosdkerheten for analytiska resultat. I annat fall kan mat-
resultat 14tt tolkas som absoluta vilket aldrig ar fallet

e Virden fran kemiska analyser for en fororenad mark kan ge en skev bild av farlig-
heten i de fall dessa bara baserar sig pa moderforeningen. Det &r viktigt att &ven
beakta de metaboliter som kan bildas. Detta géller speciellt ndr man har for avsikt
att anvinda sig av mikrobiologiska metoder for rening av den fororenade jorden.

Vara undersokningar visar att IVLs biologiska tester dr ldmpliga att anvénda for att ta
fram ekotoxikologiska platsspecifika riktvirden for fororenad mark. Testpaketets
utformning med tester pa olika nivaer i ndringskedjan och olika “endpoints” for testerna
gOr att det gér att fa fram relevanta underlag for att gora en riskbedomning av forore-
nade omraden. Resultaten frdn denna unders6kning visar ocksa att teoretiskt framrikna-
de vérden eller litteraturvérden framtagna med andra icke marklevande organismer kan
vara missvisande.
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