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FCRORD

Foreliggende unders¢kelse er utf¢rt som del av et oppdrag for A/S Fesil
& Co. ifglge programforslag av 8/1-1976, akseptert av oppdragsgiver i
brev av 12/2-1976. De ¢vrige delene av oppdraget omfatter analyse av
PAH-innholdet i ferrosiliciumst¢v og en litteraturstudie over PAH's
egenskaper, kilder, forekomst og virkninger; dessuten undersg¢kelse av
bakgrunnsverdier av PAH i et lite utvalg av norske overflatevanntyper.

Disse delene vil bli rapportert for seg.

Ved instituttet har ingeni¢r L. Berglind vart behjelpelig med frem-
stilling av staml¢sningene av PAH, og siv.ing. Truls Krogh har hatt
ansvaret for gjennomfg¢ringen av algetestene.

Oslo, 15. desember 1976

Jon Knutzen



INNLEDNING

Ved tidligere eksperimenter med alger er det sannsynliggjort at i hvert
fall enkelte polysykliske aromatiske hydrokarboner kan ha virkning pd
veksten. Til dels dreier det seg om en vekststimulans, til dels om
hemningsreaksjoner (Boney og Corner 1962, Boney 1974, Graf og Nowak
1966). Vekststimulans ved pivirkning med benzo(a)pyrene, dibenzo(a,h)
anthracene og benzo(a)anthracene er ogsd pdvist hos hgyere planter
(Graf og Nowak 1966). Videre er det i et PAH-belastet omrdde funnet
unormal cellevekst (Ishio & al.1971). Fra vannet ble det isolert en
PAH-forbindelse (et oksygenholdig benzoanthracenederivat), som ved
senere laboratorieeksperimenter fremkalte de samme kreftsymptomene
(Ishio & al. 1972 a, b). En del av resultatene fra de nevnte under-—

s¢kelser med algekulturer er vist i nedenstdende tabell

Det kan tilfgyes at Boney og Cornmer gjorde sine tester med Anthithamion
plumula og andre saltvannsrgdalger, mens de gjengitte resultatene fra

Graf og Nowak refererer seg til ferskvannsgrgnnalgen Chlorella viulgaris.

Enkelte fors¢k med en del andre forbindelser har vist mindre eller ingen

effekt (Boney 1974).

Det fremgdr av tabellen at samme PAH-forbindelse synes & kunne veare
bade vekststimulerende og veksthemmende, avhengig av konsentrasjonene
og kontakttiden. Ved flere d¢gns kontakttid synes den stimulerende
effekten & vare begrenset til konsentrasjoner under 0.1 mg/l. Resul-
tatene er lite entydige. Blant annet er det ogsd verd 3 bemerke at
man bdde har kunnet konstatere redusert og ¢kt gjennomsnittlig celle-
st¢rrelse (henholdsvis Boney 1974, Graf og Nowak 1966). I denne for-
bindelse kan nevnes at det ved fors¢k med avlgpsvann fra aluminiums=-
industri er konstatert en svak minskning i midlere cellevolum hos

diatoméen (kiselalgen) Phaeodactylum tricornutum (NIVA 1975).

Mengden av PAH i avfall fra ferrolegeringsindustrien md8 forventes &
variere mye med produkt og produksjonsforhold. Selv pé det n=zrmeste

kvantitativ utluting av PAH fra ferrosiliciumst¢v har imidlertid gitt
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Tabell 1. Utvalgte resultater av algetester med PAH
. Konsentrasjon | Kontakttid/ | Resultat Referanse
PAH-forbindelse (me/1) Dyrkings=- (Stimulans +
me periode Hemming -)
1Y)
20-Methylcholanthrene 0.003 - 0.1 96 t + Boney og
Corner 1962
2
1.0 - 2.0 {0.5-1.0 ¢t + )
9, 10-Dimethyl- 1, 2-
benzanthracene 0.01-0.1 96 t +
6-Methyl - 1, 2- Boney og
benzanthracene 0.01-0.1 96 ¢ + Corner 1962
3, 4~benzpyrene xx 0.01-0.1 96 t +
(Benzo(a)pyrene)
1, 2-Benzanthracene 0.01-0.3 168 ¢ -
(Benzo(a)anthracene)
1,2,3,4-~DibenzanthraceneX 0.01 168 t +
" 0.03-0.3 168 t -
1,2,7,8-Dibenzanthracene . 0.01 168 t + Boney og
" 0.1 -0.3 168 t - Corner 1962
1,2,5,6-Dibenzanthracene | 0.01-0.03 168 t +
(Dibenzo(a,h)anthracene)
" 0.3 168 t -
3,4-Benzpyrene 0.01 3 uker 3 + Graf og
1,2~Benzanthracene x) 0.02 3 uker + Nowak 1966
1,2,5,6-Dibenzanthracene > 0.02 3 uker +
3-4 Benzpyrenex 2.0 -3.0 0.5 t + 4) Boney. 1974
Chrysene * 0.3 96 (168) t +

st¢rre for 1 mg/l x 1 t og 2 mg/l x 0.5 t.

xx Sterkt kreftfremkallende
Svakt eller ikke kreftfremkallende
iy
2)
3)
4)

Ogsd ¢kning i gjennomsnittlig cellest¢rrelse

Relativt svak stimulans for 0.003 mg/l, markert for 0.01 mg/1

Bare svak ¢kning i cellevekst for 1 mg/l x 0.5 tog 2 mg/l x 1.0 t,

Pkt celledelingsfrekvens, minsket gjennomsnittlig cellestgrrelse




lave eller moderate konsentrasjoner (NIVA 1976 a (upubl.)). Konsentra-
sjonene 1 sigevann fra st¢vdeponier md derfor forventes & vare lave.
Det har vart ansett av interesse & gj¢re noen orienterende fors¢k med
alger i lavere PAH-konsentrasjoner enn det som.er rapportert i oven-

nevnte publikasjoner.

Eksperimentene er utf¢rt med to tilgjengelige PAH-forbindelser, som
samtidig er kjente bestanddeler av avfallsst¢v/slam og avlgpsvann fra

ferrolegeringsindustri (NIVA 1976 a, b, ¢, d (upubl.)), nemlig benzo(a)-

pyrene og benzo(a)anthracene. Som nevnt ovenfor kan den f¢rste av disse
forbindelsene vaere sterkt kreftfremkallende overfor dyr og mennesker,

mens den andre bare har svak virkning i denne henseende.

MATERIALE 0G METODER

P& grunn av PAH-forbindelsenes lave lg¢selighet i vann ble det forst
laget to staml¢sninger i metanol med konmsentrasjon 10 mg/l. Til test~—
kolbene med 50 ml standard kulturmedium (NIVA 1976 e) ble det tilsatt
henholdsvis 0.5, 5 og 50 ul, slik at de endelige konsentrasjonene ble
0.1, 1 og 10 pg/l. (Til sammenligning kan nevnes at man for benzo(a)-
pyrene mé regne sterkt varierende konsentfasjoner i overflatevann, fra
mindre enn 10“4 vg/1l i upavirkede omrdder, til 1()—-2 - 1 ug/l i mer be-
lastede vannforekomster. Den egentlige variasjon i naturlige bakgrunns~-

konsentrasjoner er imidlertid utilstrekkelig kjent.)

Testalge var saltvannsdiatoméen Phaeodactylum tvicornutum som ble til-
satt kulturkolbene i en utgangskonsentrasjon pd ca. 106 celler/1.
Dyrkingen foregikk i 100 ml Erlemmeyerkolber pd rystebord under stan-
dard betingelser (NIVA 1976 e).

Veksten ble mdlt ved daglige uttak av prgver fra testkolbene og telling
i Coulter Counter. Forspket ble avsluttet ndr det ikke lenger var til-
vekst i kulturene. Det ble brukt to kontroller (en med bare sjgpvanns—
mediet og en tilsatt hgyeste konsentrasjon av metanol) og tre parallel-

ler for hver konsentrasjon.
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RESULTATER OG DISKUSJON
Vekstkurvene fremgldr av fig. 1-2.

Det sees at vekstutbyttet var tilnermet det samme ved alle konsentra-
sjoner av de to testede stoffer som i sj¢vannskontrollen. De underspkte
konsentrasjonene har med andre ord ikke hatt noen virkning i form av

redusert produksjon.

For de h¢yeste konsentrasjonene var veksthastigheten noe nedsatt de
par f¢rste dagene, men det var bare ved 10 ug/l av benzo(a)pyrene at
vekstkurven var litt forskjellig fra det man fikk i kontrollen med

h¢yeste konsentrasjon av l¢sningsmiddelet.

I kulturene med den h¢yeste konsentrasjonen av benzo(a)anthracene (B(a)AiA)
fikk man en avvikende celleform. Alle cellene i de tre parallellene var
smalere enn normalt. Samme smale celletype opptrltte i noe varierende
forekomst i enkelte av de ¢vrige kulturene. For B(a)A) ble det ikke
registrert noen slike celler ved 0.1 ug/l; mens de utgjorde en tydelig
andel av cellene ved 1 pg/l. I testene med benzo(a)pyrene (B(a)P) ble
det ikke funnet smalvokste celler ved 10 pg/l, derimot noen eksemplarer

ved bade 0.1 og 1 ug/l.

Vekstutbyttet mdlt som celletetthet indikerer at testsubstansene ved de
gitte konsentrasjoner og ¢vrige betingelser neppe har negative konsekven-—
ser. Forandringen av cellenes st¢rrelse kan derimot vare en illustrasjon
av at det dreier seg om en gruppe av biokjemisk utpreget aktive stoffer.
Imidlertid er det her vanskelig & forklare den delvise mangelen pd sammen-
heng mellom konsentrasjon og effekt (B(a)P). Muligheten av naturlig form-—
variasjon representerer en usikkerhet, men dette er ikke uten videre

sannsynlig ut fra instituttets erfaring med testorganismen.

For & kunne si noe bestemt om virkningen i naturen trengs et utvidet
kunnskapsgrunnlag i form av flere tester med alger sdvel som represen-
tanter for andre typer av organismer. Dette er primerten forskningsopp-

gave, som instituttet vil fors¢ke & gd videre med.
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Fig! Vekst av Phaeodactylum tricornutum i tre konsentra-
sjoner av benzo {a) anthracene og kontrollkulturer
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Fig.2 Vekst av Phaeodactylum tricornutum i tre
konsentrasjoner av benzo (a) pyrene
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Med hensyn til PAH's eventuelle skadelige effekter og graden av disse
stdr man overfor en uoversiktlig situasjon. Avfallets form og sammen—
setning er meget varierende. Det samme er de mater som stoffene til-
fores omgivelsene pd. Av disse grunner vil det muligens vare mest
formdlstjenelig & teste de forskjellige avfallstyper direkte og med
metoder avpasset etter de ulike former for belastning, selv om man der—
med gdr glipp av informasjoner om hvilke PAH-forbindelser som utgjor

de aktive komponenter.
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