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INLEDNING

Den ofta betydande skillnaden i kinslighet mellan olika arter av akvatiska organismer ir ett
problem vid miljofarlighesanalyser, som baseras pd upplysningar om ekotoxikologiska effekter
framtagna genom standardiserade tester med ett begrinsat antal arter. OECDs Guidelines for
Testing of Chemicals rekommenderar t. ex. korttidstester med alger, dafnier och fisk som forsta
steg i karakteriseringen av kemikalier, och de samma testerna krivs for registrering av nya
kemikalier inom EG. Genom valet av tre testorganismer frin olika funktionella och fylogenetiska
grupper har man uppnétt en betydligt stOrre sikerhet for att potentiella miljofarliga kemikalier kan
identifieras dn om t. ex. bara fisk hade anvéndts. Att alger ingdr i testbatteriet bor vara speciellt
viktigt eftersom dessa organismer representerar primérproducenterna och genom fotosyntesen ir
beroende av biokemiska processer som inte finns hos djur. Internationellt standardiserade
testmetoder fOr alger har tagits fram for att reproducerbara resultat skall kunna genereras. Detta
har bl. a. medftrt att de flesta testerna utférs med et begriinsat antal arter; i sGtvatten grinalgerna
Selenastrum capricornutum eller Scenedesmus caudatum og i saltvatten Skeletonema costatum
eller Phaeodactylum tricornutum). Standardiseringen har varit nédvendig for att algetester skall
kunna anvindas som et redskap for regulering av kemikalier. Det #r emellertid viktigt att
uppmirksamma att de mest anvinda standard-artene inte kan anses representera alger generellt
nir det giller kédnslighet for giftiga kemikalier.

Alger 4r en mycket heterogen grupp av organismer, som omfattar 12 klasser av eukarioter och
dessutom bldgronalgerna, som &r prokaryoter och alltsd ndrmast besliktade med bakterier. Flera
undersokningar har visat att variationen i kénslighet mellan olika alger kan vara mycket stor.
Exempelvis fann Blanck (1984) att kéinsligheten hos 13 s6tvattensarter kunde variera med upp till
mer in tre storleksordningar, och att ingen art var genomgdende mest kinslig for alla kemikalier.
En understkning av pesticider visade ocksé stor variation av kénsligheten for ndgra pesticider, men
mindre {6r andra (Killqvist & Romstad 1989). I det mest extrema fallet (fungiciden Propiconazol)
varierade ECyy-virdena fOr 9 olika alger frin 0.0008 till 10 mg/1.

P& grund av den stora variationen i kénslighet 4r det i en del fall Onskvirt att utdka
toxicitetsinformationen med flera alger &n standard-artena. Att utfGra testerna med ett batteri av
arter i stillet for bara en kriver emellertid utveckling av metoder som &r enkla och rationella att
utfora fOr att inte kostnaderna skall bli orimliga. Mikrotiter- eller mikrotestplattor erbjuder en
mdjlighet att utfSra algtester i sm4 volymer. Utrustning som har utvecklats for sddana plattor gor
det ocksd mdjligt att snabbt utftra spidningsserier. Avldsning av plattorna kan goras med
automatiska fotometrar eller fluorescens-fotometrar. Majligheten att rationalisera algtester med
hjélp av dessa tekniker har bl.a. foreslagits av Blaise et al. (1986) og St-Laurent (1992). En metod
for flerartstester pd mikrotest-plattor har utvecklats av Blanck och Bjomsiter (1989). Metoden har
anvinds bl. a. vid understkningar av effekter av avloppsvatten frén kemisk industri i Stenungsund
i samband med "MUST"-utredningen (Granmo 1986) och Naturvardsverkets "STORK"-program
(Kdllgvist 1991) .

I samband med en karakterisering av avloppsvatten frin oljeraffinaderier har flerartstester med
marina alger utforts pd tre avloppsvatten fore och efter stabilisering genom en biologisk
nedbrytbarhetstest. Testerna utfordes p& uppdrag av Institutet for Vatten och Luftvardsforskning
(IVL).



AVLOPPSVATTEN

Prover av ballastvatten och biologiskt renat avlioppsvatten frin OKs och Shells rafinaderier i
Goteborg siindes av IVL till NIVA i maj 1992. En ny serie av samma prover efter genomford
nedbrytbarhetstest Oversindes i juni. Provema lagrades frysta i glasflaskor till dess testema
utftrdes.

TESTMETOD

Undersokningen av avloppsvattnets effekter pd viixten hos 10 marina planktonalger utfordes i stort
sett enligt den standard som har framtagits av Blanck och Bjomsiter (1989). Vixtmediet som
anvindes var emellertid det samma som vid en tidigare gjord undersSkning av avioppsvatten i
Stenungsund, den s.k. MUST-utredningen (Wingberg 1984).

Testen utfordes pd mikrotestplattor med 96 brunnar med 0.25 ml kulturvolym i varje brunn.
Ympmaterial togs frdn exponentiellt vixande kulturer av de 10 testalgerna i saltvattensmedium
med 10% Z8 (Killgvist 1984). Saltvattnet hiimtades frén 40 m djup i yttre Oslofjorden
(Solbergstrand). En blandningsserie av avloppsvatten, vixtmedium, ympkultur och destillerat
vatten gjordes s att saliniteten var oftridndrad 26 g/l upp till 18% koncentration av avloppsvatten.
Vid den hogsta koncentrationen, 50%, var saliniteten 17 g/l. En kultur med 50% destillerat vatten
sattes opp som salinitetskontroll. Samtliga blandningar fordelades med en flerkanalpipett till 4
parallella brunnar pi testplattan. Startkoncentrationen av alger motsvarade ca. 10 pg klorofyll-a/l.
Testplattorna inkuberades vid 20 °C med konstant belysning motsvarande ca. 40 hEm2 s .

Algemas vixt registrerades genom miming av in vivo klorofyll-fluorescens vid start och efter 4

dygn. Miitningarna gjordes med en Millipore Cytofluor 2300. P4 grunnlag av klorofyllmédmingarna
beriknades den genomsnittliga véixthastigheten under inkuberingen fOr varje kultur enligt:

In(F, )-In(F, ) , , o
( 4 dygn'! dir F, og F, dr fluorescens miitt vid start resp. efter 4 dygn.

De alger som anvindes vid testen var:

CHLOROPHYCEAE

Dunaliella tertiolecta Butcher NIVA-CHL 26
PRASINOPHYCEAE

Tetraselmis sp. Oslo Universitet
HAPTOPHYCEAE

Emiliania huxleyi (Lohm.) Hay et Mohler NIVA-7/82
Hymenomonas carterae (Braarud & Fagerl.) CCAP 961/8
DINOPHYCEAE

Prorocentrum minimum Schiller NIVA-2/85
CRYPTOPHYCEAE

Rhodomonas baltica Karsten NIVA-5/91
RHODOPHYCEAE

Porphyridium cruentum (Ag.) Nigeli UTEX 161
BACILLARIOPHYCEAE

Skeletonema costatum (Grev.) CL. NIVA-BAC 1
Phaeodactylum tricornutum Bohlin NIVA-BAC 2
Chaetoceros socialis Lauder NIVA-BAC 29



RESULTAT

1. OK

Viixthastigheten, uttryckt som procent av kontrollkulturernas vixthastighet, vid olika
koncentrationer av avloppsvatten fore nedbrytning (medelvirden av paralleller) och for de olika
algerna visas i figur 1la och 1b. Liangst till vinster i diagrammen visas vixthastigheten i
salinitetskontrollerna med 50% destillerat vatten,

Av de 10 algerna som var det bara Emiliania huxleyi som himmades av avloppsvattnet vid den
hogsta koncentrationen. Vixthdmningen var emellertid dnnu kraftigare vid samma koncentration
av destillerat vatten och effekten beror sdledes pd for 1ag salthalt. For pansarflagellaten
Prorocentrum minimum registrerades en markerad vixtstimulerande effekt av avloppsvattnet. Vid
50% koncentration var vixthastigheten 60% hogre dn i kontrollen, trots att vixten vid samma
koncentration av destillerat vatten visade hdmning p.g.a. for 1ig salthalt. En klar stimulerande
effekt observerades ocksd pd Rhodomonas baltica.
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Fig 1a. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av avloppsvatten frin OK

fore nedbrytning. 50d, langst till vinster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilsitming av 50%
destillerat vatten (salinitetskontroll).
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Fig 1b. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av avloppsvatten frin OK
fore nedbrytning. 50d, langst till vinster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilsidtming av 50%

destillerat vatten (salinitetskontroll).

Resultaten av testerna med provet efter biologisk nedbrytning visas i fig. 2a och 2b. Ocksa efter
nedbrytning himmades Emiliania huxleyi av for 14g salthalt vid 50% koncentration. FOr Gvrigt
registrerades reducerad vixthastighet av Skeletonema costatum, vid koncentrationer dver 10%.
Vid 50% koncentration var vixthimningen ca. 65% medan kontrollen med destillerat vatten bara
visade en svag salthaltseffekt. Vixthastigheten av Porphyridium cruentum var ndgot ligre in i
kontrollen vid samtliga koncentrationer av avloppsvatten efter nedbrytning, men eftersom
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responsen inte 8kade med koncentrationen tyder det inte pé gifteffekter i avloppsvatinet.
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Fig 2a. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av avloppsvatten frin OK
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efter biologisk nedbrytning. 50d, langst till vénster i figuren betecknar viixthastigheterna vid tilsdttning av

50% destillerat vatten (salinitetskontroll).
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Fig 2b. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av avloppsvatten frén OK
efter biologisk nedbrytning. 504, lingst till viinster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilséttning av
50% destillerat vatten (salinitetskontroll)

Viixthastigheter uppmiéitta i de enskilda parallelle kulturerna vid testerna visas i fig. 7-10.

2. Shell

Vixthastigheten, uttryckt som procent av kontrollkulturemas vixthastighet, vid olika
koncentrationer av avloppsvatten fore nedbryming (medelviirden av paralleller) och for de olika
algerna visas i figur 3a och 3b. Lingst till viinster i diagrammen visas viixthastigheten i
salinitetskontrollerna med 50% destillerat vatten.

Endast {6r Emiliania huxleyi pivisades en klar vixthdmning vid den higsta koncentrationen av
avloppsvatten. Kontrollen med destillerat vatten tyder emellertid p4 att detta ir en effekt av 1ag
salthalt. En tendens till vixtreduktion vid 50% koncentration kan ogsd ses for Hymenomonas
carterae. 1 detta fallet var vixten normal i salinitetskontrollen. Liksom i avloppsvattnet frin OK

observerades en stimulering av vixten av Prorocentrum minimum og Rhodomonas baltica i
provet frin Shell.
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Fig 3a. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av avloppsvatten frin
Shell fore nedbrytning. 50d, langst till vinster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilsitming av
50% destillerat vatten (salinitetskontroll).
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Fig 3b. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av avioppsvatten fran
Shell fore nedbrytning. 50d, ldngst till vénster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilséttning av
50% destillerat vatten (salinitetskontroll).

Resultaten av testerna med provet efter biologisk nedbrytning visas i fig. 4a och 4b.

Borsett frdn Emiliania huxleyi, som troligen primirt hdmmades av 1ig salthalt vid 50%
koncentration, var effekterna av avioppsvattnet efter nedbrytning smé& fOr de flesta algemna.
Skeletonema costatum vixte emellertid ldngsammare 4n i kontrollen vid koncentrationer Sver 10%.
Vixthdmningen var ca. 50% vid 50% koncentration. Responsen dr den samma som i provet fran



OK och i ett prov av barlastvatten efter nedbrytning som testades samtidigt. Detta kan tyda p4 att
forfarandet vid nedbrytbarhetstesten tillfor en faktor som har vixthimmande effekter pi

Skeletonema liknande det som tidigare pavisats i stvattentester med Selenastrum capricornutum
(Kallgvist 1991).

Vixthastigheter i de enskilda parallella kulturemna visas i fig. 11-14.
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Fig 4a. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av avloppsvatten fran
Shell efter biologisk nedbrytning. 50d, lingst till vinster i figuren betecknar vixthastigheterna vid
tilsitming av 50% destillerat vatten (salinitetskontroll).
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Fig 4b. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av avloppsvatten frin
Shell efter biologisk nedbrytning. 50d, lingst till vinster i figuren betecknar viixthastigheterna vid
tilsdttming av 50% destillerat vatten (salinitetskontroll)



3. Ballastvatten

Vixthastigheten, uttryckt som procent av kontrollkulturernas véxthastighet, vid olika
koncentrationer av ballastvatien fore nedbrytning (medelvirden av paralleller) och for de olika

algermna visas i figur 5a och 5b. Lingst till vinster i diagrammen visas vixthastigheten i
salinitetskontrollerna med 50% destillerat vatten.

Responskurvorna visar att pansarflagellaten Prorocentrum minimum var mest kinslig for
ballastvattnet. Vixthastigheten hos denna alg reducerades med 6ver 60% redan vid
koncentrationen 5.6% och inhiberades helt vid 10%. For tre alger, Emiliania huxleyi,
Hymenomonas carterae och Dunaliella tertiolecta observerades vixthdmning vid koncentrationen
32% och nirmast fullstindig inhibition vid 50%. Skeletonema costatum vixte nigot ldngsammare
dn kontrollen vid samtliga testade koncentrationer av ballastvatten. Eftersom vixthimningen inte
Okade med koncentrationen dr det emellertid osdkert om detta kan tolkas som en gifteffekt. En
annan kiselalg, Chaetoceros socialis visade ett liknande responsmonster, men vixthdmningen
Okade mer vid den hogsta koncentrationen, vilket tyder pd gifteffekt frin ballastvattnet i detta fall.
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Fig Sa. Vaxthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av ballastvatten fore

nedbrytning. 50d, lingst till vinster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilsittning av 50%
destillerat vatten .
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Fig 5b. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av ballastvatten fore

nedbrytning. 50d, lingst till vinster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilsdttming av 50%
destillerat vatten.

Resultaten av testerna med provet efter biologisk nedbrytning visas i fig. 6a och 6b. Ocksd i detta
prov registrerades vixthdmning av Prorocentrum minimum, men effekten var ndgot svagare én
fore nedbrytning. Vid koncentrationen 10% var himningen ca. 50% i forhillande till
kontrollkulturerna. For Hymenomonas carterae var gifteffekten oforiindrad efter nedbrytning,
d.v.s svag vixthdmning vid 32% och fullstindig inhibition vid 50%. Vixten av Skeletonema
costatum reducerades vid koncentrationer 6ver 10%, och himningen var som mest 58% vid
koncentrationen 50%. For Emiliania huxleyi minskade himningen vid 50% koncentration fra ca.
80% fore nedbrytning till ca. 45% i det stabiliserade provet.
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Fig 6a. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av ballastvatien efter

biologisk nedbrytning. 50d, langst till vinster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilséttning av
50% destillerat vatten.
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Fig 6b. Vixthastighet (% av kontroller) for fem alger vid olika koncentrationer av ballastvatten efter
biologisk nedbrytning. 50d, langst till vinster i figuren betecknar viixthastigheterna vid tilsdtming av
50% destillerat vatten.

Vixthastigheter i de enskilda parallella kulturerna visas i fig. 15-18.

DISKUSION

Testerna visar att bidda proverna av avloppsvatten fran oljeraffinaderier dr lite giftiga for marina
planktonalger. Den viixthimning som kunde pdvisas fOr en av testalgerna vid koncentrationen
50%, kan inte tillskrivas giftiga komponenter i avloppsvattnet utan ir troligen ett resultat av den
14ga salthalten vid denna koncentration. Biigge avioppsvattnen hade en vixtstimulerande effekt
pa tvd av algema.

Responsmonstret hos algerna dndrades lite efter att proverna genomgétt biologisk nedbryming,
med undantag for kiselalgen Skeletonema costatum, som uppvisade Okande vixthimning vid
koncentrationer dver 10% i bigge proverna. Orsaken till detta kan ligga i forfarandet vid sjilva
nedbrytbarhetstesten och kan inte med sikerhet hirledas till komponenter med ursprung i
avloppsvatinet.

Ballastvattnet uppvisade nigot storre giftighet dn raffinaderiavloppen, och ECsy-virden, d.v.s. de

koncentrationer som ger 50% reduktion av viixthastigheten i forhallande till kontrollkulturerna
kunde berdknas for ndgra av algerna. Dessa har sammanstilits i tabell 1.
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Tabell 1. Berdknade ECs -virden for testalgerna i ballastvatten fore och efter biologisk nedbryting.

Alg ECg, fore nedbrytning ECs, efter nedbrytning
Dunaliella tertiolecta 37 >50
Tetraselmis sp. >50 >50
Emiliania huxleyi 40 >50
Hymenomonas carterae 38 38
Prorocentrum minimum 5 8
Rhodomonas baltica >50 >50
Porphyridium cruentum >50 >50
Skeletonema costatum >50 40
Phaeodactylum tricornutum >50 >50
Chaetoceros socialis >50 >50

Som framgir av tabellen uppndddes 50% vixthimning i provet fore nedbrytning bara for fyra av
testalgerna. ECy, -viirdena fOr dessa var 5-40%. Gifteffekten pd tre av dessa alger minskade ndgot
vid nedbrytmingen, men f6r Hymenomonas carterae var ECs, -viirdet ofrindrat.

For en av algerna, Skeletonema costatum , registrerades en dkning av den vixthimmande effekten
efter nedbrytning pd samma sitt som i avloppsvatinen frén oljeterminalerna Detta kan tyda pd att
forfarandet vid nedbrytbarhetstesten tillfor en faktor som har vixthimmande effekter pd
Skeletonema liknande det som tidigare pévisats i sGtvattentester med Selenastrum capricornutum
(Kéillgvist 1991).

De tre beriknade ECsy, -virdena efter nedbrytning var 8-40%. Reduktionen av de vixthimmande
effekterna hos ballastvattnet vid biologisk nedbrytning var sdledes svag.

P34 grund av den 14ga toxiciteten kunde skillnader i kinslighet hos olika arter fOor avloppsvattnen
frdn raffinaderierna inte pévisas. Ballastvattnet verkade dédremot vixthdimmande pd den mest
kiinsliga algen (Prorocentrum minimum) ned till koncentrationen 3.2%, medan de flesta algerna
péverkades lite upp till 50% koncentration. Skillnaden i toxicitet mellan ballastvattnet och
raffinaderiavloppen skulle alltsd inte kunna pévisats med hjilp av tester med de vanliga
standardorganismema Skeletonema costatum eller Phaeodactylum tricornutum.

Tester av avloppsvatten med 14g salthalt pd marina alger forsvéras av att algernas vixt hiimmas av
lag salthalt vid hoga koncentrationer av avloppsvatten. Av de alger som anvindes i denna
understkningen var Emiliania huxieyi och Prorocentrum minimum mest kiinsliga for 1ig salthalt
og hiimmades starkt vid salthalten 17 g/1 (50% koncentration). Detta problemet kan mdjligen
undvikas genom att tilsitta salt till avloppsvattnet. I praktiken dr det emellertid oftast av mindre
betydning om toxiska effekter uppstar forst vid 50% koncentration av ett avloppsvatten, och
testerna kan begriinsas till koncentrationer under 20%.
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Fig. 7. Vixthastigheter uppmiitta i tester av avloppsvatten frin OK fore nedbryting. 50d, lingst till viinster i
figuren betecknar vixthastigheterna vid tilsédtming av 50% destillerat vatten (salinitetskontroll).
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vixthastighet (d-1)

véxthastighet (d-1)

Dunaliella tertiolecta Rhodomonas baltica

Fig. 8. Vixthastigheter uppmitta i tester av avioppsvatten frin OK f&re nedbrytning. 50d, langst till vinster i
figuren betecknar vixthastigheterna vid tilsittming av 50% destillerat vatten (salinitetskontroll)
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véxthastighet (d-1)
vixthastighet (d-1)

Dunaliella tertiolecta Rhodomonas baltica

Fig. 10. Vixthastigheter uppmiitta i tester av avloppsvatten frin OK efter biologisk nedbryming. 50d, Iingst
till véanster i figuren betecknar viixthastigheterna vid tilsdttning av 50% destillerat vatten (salinitetskontroll).
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Fig. 11. Vixthastigheter uppmiitta i tester av avloppsvatten frin Shell fére nedbrytning. 50d, lingst till
vénster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilséttming av 50% destillerat vatten (salinitetskontroll).
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vixthastighet (d-1)

véxthastighet (d-1)

Dunaliella tertiolecta Rhodomonas baltica

Fig. 12. Vixthastigheter uppmiitta i tester av avioppsvatten frin Shell fore nedbrytning. 50d, ldngst till
vénster i figuren betecknar vixthastigheterna vid tilsitiming av 50% destillerat vatten (salinitetskontroll)
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viéixthastighet (d-1)
vixthastighet (d-1)

Dunaliella tertiolecta Rhodomonas baltica
Fig. 14. Vixthastigheter uppmiitta i tester av avloppsvatten fran Shell efter biologisk nedbryining. 50d,

Iingst till vinster i figuren betecknar viixthastigheterna vid tilsdttning av 50% destillerat vatten
(salinitetskontroll).
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véxthastighet (d-1)
vixthastighet (d-1)

Dunaliella tertiolecta Rhodomonas baltica

Fig. 16. Vaxthastigheter uppmiitta i tester av ballastvatten fore nedbrytning. 50d, lingst till vinster i figuren
betecknar vixthastigheterna vid tilséttning av 50% destillerat vatten
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vixthastighet (d-1)
véxthastighet (d-1)

Dunaliella tertiolecta Rhodomonas baltica

Fig. 18. Vixthastigheter uppmiitta i tester av ballastvatten efter biologisk nedbrytning. 50d, ldngst tll
vinster 1 figuren betecknar viixthastigheterna vid tilsittming av 50% destillerat vatten .
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