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1. Sammanfattning

Under hosten 2002 genomfordes en biologisk studie av processavloppsvattnet fran
Ostrands massafabrik. For att kunna avgéra hur vattnet kunde téinkas paverka den lokala
miljon anvédndes havsoring fran Indalsdlven som kontrollorganism. For att komplettera
detta med andra metoder och for att kunna studera fler trofinivaer sa anvéndes ocksa
bakterier, kraftdjuret Daphnia magna och rom/-yngel av zebrafisk.

Processavloppsvattnet visade inga akuta effekter pa de organismerna med de metoder vi
testade. Vare sig bakterier eller kraftdjur reagerade, trots att de kontrollerades i olika
koncentrationer upp till rent processavloppsvatten. Havsoringarna pavisade skillnader i
glukosforiandring, men inte tillrdckligt tydligt kopplat till koncentrationen.

Vid langtidsexponeringen fick havsoringen ga 10 dygn i koncentrationer upp till 50 %
processavloppsvatten och yngel av zebrafisk dverleva upp till 14 dygn i koncentration 96
% processavloppsvatten. For havsoring pavisades forhdjda Lever-Somatiskt-Index (LSI)
vid koncentrationer >10 % och for zebrafiskyngel var 6verlevnaden kortare, tydligt men
inte signifikant, vid koncentrationer fran 6 %. Vid langtidsexponering, i klart hogre
koncentrationer av Ostrands processavloppsvatten in vad som kan férekomma ens
momentant i verkligheten, pdverkas savil havsoring 1+ som zebrafiskyngel.

2. Inledning

Pappers- och massaindustrier har ldnge ansetts paverka sina vattenrecipienter negativt.
Omfattande satsningar pa utveckling av vattenrening och storre andel recirkulering av
processvattnet har inneburit patagligt minskade effekter pa recipienten.

Atskilliga undersokningar av industriernas paverkan pa akvatiska system har genomforts
(Barrestél & Nilsson 1981, Lagenfelt & Westerberg 1994, Lagenfelt I 1996, Lindestrom et
al. 2002, Westerberg 1988). I dessa rapporter har fisk varit effektparameter, men arter och
metodikerna har skiftat. Barrestal & Nilsson (1981) har anvént den nordamerikanska arten
regnbige under kontrollerade former i akvarium, Lagenfelt och Westerberg (1988, 1994,
1996) har koncentrerat sig pa vilt levande tanglake medan Lindestrom et al. (2002) har
koncentrerat sig pa vilt levande abborre.

Det finns for- och nackdelar med de olika metodikerna for att spara effekter av en industris
paverkan pa akvatiska system. I méanga fall ligger industrierna si pass néra varandra att
vattenomrédet som en specifik industris avloppsvatten kan tdnkas paverka inte sdkert gir
att avgransa. Det forekommer olika uppgifter om huruvida abborre &r att beteckna som en
tillrackligt stationdr art, under vilka aldrar och arstider i sa fall. Antagligen &r tanglake
tillrackligt ororlig for att kunna anvédndas som effektparameter, men dven hir kan
paverkansomrédet fran respektive industri bli svar att avgrinsa. Ett annat dilemma med att
anvinda vilt levande fiskar dr att antalet individer i referens ofta blir s& pass begrinsat att
mellandrsvariation forsummas. Det har dven visat sig att bade tanglake och abborre har sa
pass lag fetthalt att de blir svara att anvdnda for métningar av t.ex. klorerade organiska
foreningar (Lindestrom et al. 2002).
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Att under kontrollerade férhdllanden utfora studier, dir savil avloppsvattnets ursprung och
representativitet anvinds 1 sdkra koncentrationer, har ocksa sina svagheter. Det fore-
kommer att for recipienten frimmande arter som regnbége och zebrafisk anvénds, vilket
antagligen skapar mer av ett akademisk dn verkligt anvindbart resultat. Nér prov-
koncentrationerna blandas anvinds sillan det 1 recipienten forekommande vattnet.
Ostersjon och Bottenhavet ir svagt salt och dirmed nirmare fiskens egen salthalt, vilket
torde inverka positivt pa fiskarnas reaktion pd de substanser som skall provas. Om
inhemska arter anvénds infinner sig problemet med vattentemperatur eftersom process-
avloppsvatten oftast dr varmare én recipienten och oftast klart 6ver optimal temperatur for
svenska fiskarter.

Ostrands massafabrik 4r beliget i Sundsvallsbukten och har storre delen av Indalsilvens
vatten (arlig medelavrinning 1930-90 pa 445 m’/sek) som strommar forbi fabriken for att
nd Bottenhavet séder om Alndn. Ostrand &r en traditionell massafabrik med alla delars
produktion fram till firdig pappersmassa. Ostrand producerar dven dnga och barrmassa till
Wifsta pappersbruk.

Av SCA:s massafabrik Ostrand fick vi i uppdrag att genomfora biologisk karaktirisering
av dess processavloppsvatten. Undersokningen genomfordes i en lokal pa fabriksomradet
(se fotografiet pa framsidan av denna rapport) under november 2002. Syftet var flerdelat,
att studera savil akut toxicitet som mer langvariga effekter, samt effekter pa olika trofi-
och levnadsnivaer.

Syftet var dven att studera effekter pa i recipienten vanligtvis forekommande fiskarter och
stammar. Hérvid f6ll valet pa 2-somrig havsoring av Bergeforsstam. Det dr den havsoring-
stam som reproducerar sig nirmast Ostrand, samtidigt som den #r odlad sa pass linge att
stammen numera kan betecknas som en “batch”. Vid forsok dér svensk fisk som oring
anvénts som jaimforelse med bakterietester har bakterier visat sig mer kénsliga for vissa &mnen
(t.ex. Bertills et al. 1986). Forsoken genomfordes darfor med bade fisk, kréftdjur och bakterier.

3. Metoder

For att utvirdera de undersdkningsmaissiga forhdllandena och for att ta tillrdckliga hinsyn
till de organismer som anvindes under forsoken bildades en djuretisk grupp. I denna grupp
ingick fiskerikonsulent Erik Sjolander, docent Per Sjolander och veterindre doktor Lars
Roepstorft.

Flera undersokningar (Weber 2000, Ziki¢ et al. 2001) visar att analys av blod ger snabba
och sikra svar pa subletal stress hos fisk. Ziki¢ et al. (2001) visade att fiskar utsatta for

subletal stress reagerade inom enstaka dagar genom att blodvérdet sjonk och blodsockret
okade.

For att 6ka kunskapen om huruvida subletal stress &r framkallad av ndgot som fisken
uppfattar som gift anvinds ofta levern eller dess enzymsystem pa olika sitt. Levern ar det
viktigaste organet for avgiftning hos fiskar. Leverns storlek dkar pé fisk med belastning pa
leverns avgiftningssystem, och denna koppling finns belagd for cellulosaindustri
(Lagenfelt 1996).
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Det processavloppsvatten som undersoktes var av den sammansittning som forekommer
till recipienten. Detta innebdr att vattnet som undersoktes togs ut direkt fore utloppet till
recipienten. Tillfdllena for uttag av provvatten foregicks inte av ndgon information till
Ostrand.

Den enda provberedning som genomfordes innan de biologiska testorganismerna utsattes
for processavloppsvattnet var temperering och luftning. Temperering genomfordes for att
sdnka vattentemperaturen till i nérheten av den temperatur Indalsélven hade. Luftning
genomfordes 12-24 timmar med vanliga akvarieluftare for att lufta bort kloroverskottet i
ravattnet/dlvvattnet fore forsokets borjan och for att hilla rimlig syrgasniva i vattnet for att
detta inte skulle fororsaka onddig stress for forsoksfiskarna. Syrgashalten och
vattentemperaturen méttes 2-4 ganger per dygn med Christian Berners Oxi 330 och WTW
TA 197-Oxi-elektrod. Kalibrering skedde varje dag och rengdring av elektrodmembran
genomfordes fore varje forsoksomgang.

De olika huvudmomenten var:

Péverkan pa bakterieniva

Akut paverkan pa kraftdjur

Akut paverkan pé i recipienten forekommande fisk
Stresseffekter pa 1 recipienten forekommande fisk
Akut paverkan pd embryon-yngel

Nk -

3.1. Paverkan pa bakterieniva

For att kunna fa en enkel och vetenskapligt vedertagen modell for att mita vattens toxicitet pa
bakterieniva anvandes hiar Microtox, vilket r ett allmént bakterietest av toxicitet.

Vid tre tillfdllen — 12/11, 22/11 (2 prov) och 28/11 - togs prover ut for bakterietester. Vid de
tva forsta tillfdllena togs prover ut ur behéllarna dir fisk skulle séttas in, d.v.s. ur process-
avloppsvatten som luftats 12-24 timmar. I det tredje provet togs oluftat vatten direkt fran
utloppskanalen och det sista provet togs vatten dér havsoring gétt i 96 timmar och som under
tiden luftats. Tillfallena valdes for att kunna kopplas till forsoken med fiskar. Vid samtliga
tillfallen frystes proverna ner omedelbart och skickades 1 fryst tillstdnd till GS Ekotox i
Upplands Visby.

Microtoxtest genomfordes enligt "Microtox M500 Manual, Version 1994-12-09, BasicTest”.
Berikningarna gjordes med ’Microtox data capture and reporting program version 6.30”. 2 %
salthaltskorrelation och bakteriebatch ACV 027-2 anvédndes men ingen ljuskorrektion. For
Microtox gjordes spadningsserier upp till 45 volym-% dir sdvil EC20, EC50 och Inhibition
vid 45 volym-% analyserades.

For de bakteriologiska analyserna anvéndes standardiserad bakteriebatch och ekotoxikolog
Goran Svenstam pa GS Ekotox utforde analyserna.
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3.2. Akut paverkan pa kréftdjur

For att studera den akuta effekten av Ostrands processavloppsvatten togs ett prov pa
processavloppsvattnet ut 12/11-02. Provet frystes ner och skickades i fryst tillstand till
Toxicon AB i Landskrona, vilka genomforde testet enligt metod SS 02 81 80.

Metoden ”Akut toxicitet hos Daphnia magna” innebér att nykldckta djur inkuberas under
48 timmar i en gradient av testsubstansen. Testkoncentrationerna var 0,0; 6,25; 12,5; 25;
50; 100 % v/v. For alla koncentrationerna gillde pH 7,8 +£0,2 och 21,0+1,0 °C samt ddmpat
ljus 1 ljusrytmik pd 16 timmar ljus och 8 timmar morker.

3.3. Akut paverkan pa i recipienten férekommande fisk

For att studera den akuta toxiciteten enligt metoden LC50-96h anvéndes 3 behallare pa

1 000 1 vardera. I den forsta behéllaren fylldes rent dlvvatten (referens) och i den andra
fylldes med 75 % processavloppsvatten och 25 % &dlvvatten samt den tredje fylldes med
rent processavloppsvatten (100 %). Efter ett dygns luftning och temperering sattes 10
fiskar i respektive behallare och holls dir 96 timmar. I samband med forsokets borjan och
avslutning provtogs fiskarna. Detta forsok startades 24/11-02.

3.3.1. Fiskhantering

Samtliga i1 forsdken anvinda fiskar kom fran Bergeforsens fiskodling. Fisken var havsoring
av alder tvasomrig (1+). Fisken fick minst 24 timmar pa sig att acklimatisera sig till
behéllarna och vattentemperaturen fore registrering och forsoksstart. Ingen matning av
fiskarna skedde under forsoken.

Vid samtliga provtagnings- och métningsmoment av fiskarna bedévades dessa med MS
222. Mitning genomfordes till ndrmaste mm, fiskvikt till ndrmaste gram och levervikt till
nirmaste tiondels gram. Samtliga fiskar méttes och vigdes sévil fore forsokets borjan som
efter avslutat forsok.

I samband med forsokens start mérktes varje fisk individuellt med smé klippningar i olika
fenor enligt ett specifikt monster. Undersokning pa individniva mojliggjorde tydliga
resultat pa farre individer dn ddr méitningarna sker gruppvis.

Figur 1 visar hur blodprovtagningen gick till med den sévda havsoringen liggande pd
en skumgummimatta
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3.3.2. Blodprovstagning

Fore start av forsoket och vid avslutningen togs blodprov péa varje fisk. Efter bedovning
togs nddvindig liten méngd blod ut fran kaudalvenen med spruta och kanyl 0,40 mm. For
analys av glukos behovs 5 pl och for hemoglobin 10 pl blod.

For bestamning av blodsocker anvindes HemoCue Glucose 201 med dess speciella
microcuvetter, och enheten har uppmitts i mmol/l. For bestimning av blodvérde anvéndes
HemoCue B-Hemoglobin med dess speciella microcuvetter, och enheten har uppmatts i
g/1. Analyserna f6ljde helt apparaternas instruktioner och métarna kalibrerades fore varje
provtagningsomgang.

%
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.,
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% L = o o P e s, T e SR R G A
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Figur 2 visar protokoll och mdtare for Hb och glukos pa en av provbehdllarna.

3.4. Stresseffekter pa i recipienten forekommande fisk

Samtliga forutsittningar avseende fiskar och dess behandling géller lika som for kapitel
3.2. ”Akut paverkan pa i recipienten forekommande fisk”. Under detta forsok anvandes
dessutom LSI.

For att studera om fisken stressades under langre tids exponering for processavloppsvattnet
anvindes 10 dygns exponering. For att kunna avgora eventuella skillnader anvidndes 5
behéllare pa 1 000 I vardera. I varje behéllare placerades 10 havsoringar. 4 olika
koncentrationer processavloppsvatten anvindes: 2, 10, 25 och 50 % samt en tank med rent
dlvvatten (referens). Detta forsok startades 12/11-02.
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3.4.1. LeverSomatiskt Index (LSI)

Levern ar det dominerande organet for avgiftning dven hos fiskar. Leverns storlek dkar
med belastning pa leverns avgiftningssystem. Levern anvinds dérfor i olika sammanhang
for att studera om fiskens avgiftningssystem har utnyttjats eller Overutnyttjats. For att
studera leveraktivitet har man ibland matt ett avgiftningsenzym i levern — EROD.
Lindestrom et al. (2002) anger att de kommit fram till att EROD-aktiviteten ocksa kan
paverkas av om fisken fér {or lite foda. I foreliggande forsoksserie matades inte fiskarna,
varfor EROD-analyser uteslots i detta arbete. Westerberg (1988) anvénde LSI bland annat
for att det mattet “visat sig samvariera vdl med fysiologiskt mer specifika mdtt pd
miljopdverkan sdasom leverenzymaktivitet och elektrolytbalans”.

Lever-Somatiskt-Index dr kvoten, i procent, mellan leverns vikt och kroppsvikten hos
fisken. Levervikten viagdes till nirmaste 10-dels gram och helfiskvikten, inklusive indlvor,
till ndrmaste gram. Analysen genomfordes nédr 10-dygnsforsoket avslutades.

3.5. Akut paverkan pa embryon-yngel

Vid kroniska livscykeltest med fisk har man funnit att fisken just under reproduktionen
(gametogenasen) och de tidiga utvecklingsstadierna (embryo- och yngelstadierna) &r mest
kanslig for paverkan av bl.a. kemikalier. For att studera dessa stadier anviands en metod
som enligt svensk standard bendmns SS 02 81 93, och den fisk som anvinds dr zebrafisk,
Brachydanio rerio, av kind och kontrollerad stam.

Metoden fungerar sa att nybefruktade dgg av zebrafisk exponeras for en serie koncent-
rationer av provet och en kontroll. 20 befruktade &dgg anvénds per koncentration. Forsoket
fortsatter tills minst 90 % av dggen eller ynglen dott i samtliga provldsningar. Metoden
utfors i ljusrytm av 12 timmar ljus och 12 timmar morker per dygn. Temperaturen ar
26+1°C och inget foder tillfors ynglen. Av de skélen lever ynglen endast 2-3 veckor. De
anvédnda koncentrationerna var 0 (kontroll), 3, 6, 12, 24, 48 och 96 %.

Provet for detta test togs ut 2002-11-12 och &r identiskt med det prov som kallas 12/11 i
bakterieproverna. Provet frystes ner omedelbart och holls fryst fram till analys. Testerna
har utforts av Toxicon AB i Landskrona.

3.6. Statistisk bearbetning

Noll-hypotesen var att det inte forelag nagra skillnader mellan fisk exponerade for rent
vatten eller olika koncentrationer av processvatten. Detta testades statistiskt genom en-
végs variansanalys (Anova). Vid signifikanta skillnader mellan grupperna (dér fler dn tva
grupper ingar) har ibland post-hoc tester tillgripts for att studera vilka grupper som skiljer
frdn varandra. Den statistiska programvaran SPSS (11.5.1) anvédndes vid arbetet.
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4. Resultat

De vatten som anvindes i de olika testerna analyserades pa Ostrands laboratorium
avseende de vanligaste parametrarna. Resultaten och de i de olika delproven anvinda
bendmningarna ér:

Tabell 1 med provbeteckningar och vattenkemiska karaktiristika for de ingdende
proverna pa Ostrand hosten 2002.

12/11 19/11 28/11
pH 7,1 7,6 8,0
Konduktivitet mS/m 27,4 28,0 140,3
Susp 70pm mg/l 1 <1 <1
Susp MGA mg/1 1 <1 12
COD 70pm mg/l 30 30 140
P (omskakat) mg/1 0,13 0,29 0,42
N (omskakat) mg/1 3 3 5

Syrgashalten under det akuta forsoket lag pa 5,1-5,9 mg/l med maximal skillnad vid
samma tidpunkt pa 0,6 mg/l. Under det l&nga forsoket var syrgashalten 5,8-9,0 mg/l med
maximal skillnad pa 2,1 mg/l mellan ndgon av koncentrationerna. Under bagge forsoks-
serierna lag syrgasméttnaden 6ver 80 % och fiskarna visade inte nigra tecken pa syrebrist.

Vattentemperaturerna paverkades till stérsta delen av att rumstemperaturen var ganska hog
sd att det under det akuta forsoket lag 13,0-19,0°C, med 5,9°C som storst temperatur-
skillnad vid forsokets start. Hogst var vattentemperaturen i hogsta forsokskoncentrationen.
Under det langa forsoket var vattentemperaturen 8,1-19,4°C med storst temperaturskillnad
pd 5,5°C mellan de olika koncentrationerna vid starten av forsoket (Fig 3).

17

15

1 - ——50%
—K—25%
9 - 10%
X 2%
7 —l—Referens
5
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

November 2002

Figur 3 visar vattentemperaturen i behallarna med olika koncentrationer process-
avloppsvatten under det langa forsoket pd Ostrand hésten 2002. Temperaturen i
processaviloppsvattnet var hogre dn dlvvattnet, vilket visade sig vid forsokets bérjan i
de hogre koncentrationerna. Férsoket startades med insdttning av fiskar 12/11.
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4.1. Paverkan pa bakterieniva

Nir det giller Microtoxtest (Tab 2) visade samtliga prov ytterst svag effekt. Goran
Svenstam angav att proven var mycket svagt toxiskt “dricksvattnet i Stockholm har bara
ungefdr hdlften sa hég inhibition”. For att vara processavloppsvatten ér inhibitions-
nivaerna mycket ldga. Trots att skillnaderna inte ar signifikant skilda ar det intressant att se
att provet 28/11 har lagst inhibition. Detta dr ett prov som blandat de bagge vattnen fran
22/11, och dérefter luftats och héllit havsoring under 4 dygn fore provtagningen.

Tabell 2 Microtoxtest pd Ostrand hésten 2002.Proven 12/11 och 22/11 L dir luftade
prover, 22/11 N dr oluftat prov direkt fran kanalen och 28/11 dr prov ddr havsoring
vistats 96 timmar och som luftats under tiden.

Tid (min) EC20 (vol%)  EC50(vol%)  Himning vid 45 vol% (%)

12/11 5 >45 >45 18
15 37 >45 23
22/11 L 5 31 >45 28
15 31 >45 28
22/11 N 5 28 >45 29
15 25 >45 37
28/11 5 >45 >45 16
15 >45 >45 14

4.2. Akut paverkan pa kréftdjur

Resultaten av SS 02 81 80 pa Daphnia magna pa vatten 12/11-02 anses vara giltiga
eftersom:

* Immobiliseringsgraden dr <10 % 1 kontrollgruppen

» ECS50-virdet (24h) ligger 0,9-2,0 mg K,Cr,0, per liter

= Halten 16st syrgas >2 mg/I i testgruppen efter avslutat test

Inte 1 ndgon av de testade koncentrationerna upp till 100 % processavloppsvatten var
immobiliseringsgraden >10%, vilket accepteras i kontrollerna enligt standarden. Eftersom
vattnet inte orsakade nagon egentlig immobilisering sé gick det inte att berdkna nagon
EC50. Resultatet blir saledes att NOEC = 100 % v/v, och betecknades som “ej akut toxiskt
mot kriftdjuret Daphnia magna” (Olsson 2002b).

4.3. Statistisk bearbetning av fiskmaterialet

Eftersom undersokningarna av havsoring pa det sétt de anvédnds 1 denna undersokning &r
nytt, sd genomfordes en del statistiska bearbetningar av fiskmaterialet. Initialt testades
huruvida data (langd, vikt, Hb, glukos, levervikt) avvek fran normalférdelning (Fig 4).
Endast vad avser vikt forelag en avvikelse frdn normalfordelning. Viktvarden
transformerades dirfor logaritmiskt (Log10) vid statistiska jamforelser.
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Figur 4 visar fordelning av Hb-vdrden fore forsoksstart hos fisk som anvints vid
forsoken.
Ett antal variabler berdknades som skillnaden (%) i tillstdndet fore forsok mot tillstandet
vid forsokets avbrytande:

» Hb-fordndring = ((Hb-fore — Hb-efter)/Hb-fore)*100.
Detta innebir att utvecklingens riktning (+ eller -) ocksé beaktas.

*  Glukos-forandring = ((G-fore — G-efter)/G-fore)*100.
Detta innebdr att utvecklingens riktning (+ eller -) ocksé beaktas.

» Viktdifferens=((Vikt-fore — Vikt-efter)/Vikt-fore)*100.
Aven dessa variabler kunde anvindas otransformerade vid parametriska tester.

» Vidare berdknades leversomatiskt index (LSI) som utgérs av leverns vikt i procent av
den totala kroppsviken.

En enkel bivariat korrelationsmatris visade att nigra av variablerna var korrelerade (Tabell
3). Déarfor har de statistiskt signifikanta utfall som framkom &ven testats med covarians-
analys (Ancova) utférd som en GLM-anova for att kontrollera att inte detekterade
skillnader var orsakade av skillnader i fiskarnas ldngd eller vikt mellan grupperna (ldngd
eller vikt har anvénts som covariat).

Tabell 3 Bivariat korrelationsmatris med Pearson korrelationskoefficient (-1 till 1)
och statistiskt signifikanta korrelationer markerade med *=p<0.05, **=p<0.01.

L-b V-b LSI Hb-b G-b
Léngd-borjan (L-b) 0,97** -0,26* 0,22%* -0,04
Vikt-bérjan (V-b) 0,68%* 0,21* -0,04
Leversom. Index (LSI) 0,04 -0,19
Hb-borjan (Hb-b) 0,002

Glukos-borjan (G-b)
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Av tabellen ovan visas att blodprovsparametrarna Hb och glukos var oberoende av de
Ovriga parametrarna vid forsoksstart. Att ldngd och vikt r signifikant kopplade till
varandra dr naturligt, liksom LSI och vikt eftersom LSI &r mattet pa levervikt i forhdllande
till somatisk vikt.

4.4. Akut paverkan pa i recipienten forekommande fisk

Under forsoket 6verlevde alla individer i allt fran rent dlvvatten (referens) till 100 %
processavloppsvatten. Nagon LC50-96h i egentlig mening gick darfor inte att berdkna.

Vid Anova-test av fiskmaterialet visade detta inga signifikanta skillnader (p>0.05)
avseende vikt och hemoglobin fore, efter och/eller fordndring mellan de olika test-
grupperna. For glukos foreldg daremot en signifikant skillnad mellan grupperna. Att
grupperna var lite olika storleksméssigt, men inte signifikant skilda, hade ingen koppling
till ndgon av de maétta parametrarna.

4.4.1. Viktférandring

Trots att fiskindividerna till de tre grupperna togs ur samma grupp med var tredje individ
till respektive grupp kom storlekarna att avvika (Tab 4). Fiskstorlek var dock betydelselos i
relation till effektparametrarna (se kap 4.3.) Inga statistiskt signifikanta skillnader forelag.

Tabell 4 Viktforindring av havséringarna vid LC50-96h Ostrand hosten 2002.
Férdndringarna dr pa individnivd. Referens dr rent dlvvatten, 75 % dr 25 % dlvvatten
och 75 % processavloppsvatten och 100 % dr bara processavioppsvatten.

Initial vikt (g) Slutvikt (g)  Viktminskning (%)

Referens Medel 145,6 140,6 3,57
Max 211 205 4,82
Min 101 97 2,08
75% Medel 160,3 154,1 3,97
Max 291 283 6,25
Min 78 74 2,40
100% Medel 167,7 161,7 3,32
Max 283 271 5,16
Min 95 93 2,00
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Vid Anova-analys av glukoshalten fore, efter och fordndring, samt skillnad mellan
grupperna fanns signifikanta skillnader.

4.4 2. Glukos

Trots det slumpvisa urvalet av individer till de tre grupperna sa skilde glukos redan fore
forsoket mellan de tre grupperna. Fore forsoket hade 100 %-gruppen” 1igst glukos och
vid avslutningen av forsoket hade 75 %-gruppen” lidgst nivd. Aven forindringen av
glukos under forsoket var signifikant skild mellan grupperna, med 75 %-gruppen” som
avvikare.

Tabell 5 Glukos i fiskblodet hos havsoringarna vid LC50-96h Ostrand héosten 2002.
Férdndringarna dr pa individnivd. Referens dr rent dlvvatten, 75 % dr 25 % dlvvatten
och 75 % processavloppsvatten och 100 % dr rent processavloppsvatten

Initial glukos (g/1) Slut-glukos (g/1)  Foridndring (%)

Referens Medel 4,76 5,38 0,62
Max 5,7 6,6 2,6
Min 34 3,7 -1,1

75% Medel 5,02 4,58 -0,44
Max 6.6 5,5 1,5
Min 3,5 3,2 -1,6

100% Medel 4,17 4,82 0,65
Max 5,0 5,6 1,8
Min 3,2 4,1 -0,4

4 .4 3. Blodvarde

Vid Anova-analys av hemoglobinhalten fore, efter och forandring i absoluta tal och i
relation till initiala virdena, samt skillnad mellan grupperna fanns ingen signifikant
skillnad, oberoende av koncentrationen processavloppsvatten.

Tabell 6 Blodviirde i fiskblodet hos havséringarna vid LC50-96h Ostrand hosten
2002. Fordndringarna dr pd individnivd. Referens dr rent dlvvatten, 75 % dr 25 %
dlvvatten och 75 % processaviloppsvatten och 100 % dr rent processavloppsvatten.

Initialt Hb Slut-Hb Foriandring
(mmol/1) (mmol/l) (mmol/l)
Referens Medel 84,0 76,1 -7,9
Max 101 101 46
Min 55 60 -39
75% Medel 80,6 81,7 1,1
Max 100 94 94
Min 56 57 57
100% Medel 92,6 83,9 -8,7
Max 108 109 8
Min 71 59 -33
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4.5. Stresseffekter pa i recipienten forekommande fisk

Det har antagits att en koncentration pa 2,5 % av vad som skall provas dr en extremt hog
koncentration. Under ar 2002 slippte Ostrand ut 46 521 884 m® avloppsvatten, varav
knappt hilften (21 719 316 m’) var processavloppsvatten. Den dvriga vattenmingden
bestar av kylvatten. Detta betyder att Ostrand slipper ut i genomsnitt 1,47 m’
avloppsvatten per sekund pé arsbasis. Indalsélvens genomsnittsavrinning dr pa 445 m*/sek,
vilket medfor att avloppsvattnet fran Ostrand teoretiskt utgor 0,33 %, och for
processavloppsvatten knappt hilften darav, till recipienten som i det hér fallet ar
Alndsundet utanfér Ostrand.

4.5.1. Viktférandring

Trots att fiskindividerna till de fem grupperna togs ur samma grupp med var femte individ
till respektive grupp kom storlekarna att avvika (Tab 7). Vare sig initialvikten som vikt-
fordandringen 1 absoluta tal eller procent var statistiskt skild mellan de fyra grupperna. Fisk-
storlekar var dock betydelseldsa i relation till effektparametrarna (se kap 4.3.).

Tabell 7 Viktforindring av havséringarna vid ldangtidsexponering 10 dygn pd Ostrand
hosten 2002. Fordndringarna dr pd individnivd. Referens dr rent dlvvatten och 2, 10,
25 och 50 % dr andelar processavloppsvatten

Initial vikt (g) Slutvikt (g)  Viktminskning (%)

Referens Medel 183,5 170,9 6,92
Max 350 331 9,52
Min 120 113 5,43
2% Medel 164,3 152,3 7,29
Max 262 242 8,67
Min 95 88 5,43
10 % Medel 134,0 123,5 7,67
Max 215 196 9,09
Min 102 95 4,80
25% Medel 136,5 128,1 6,30
Max 194 182 7,84
Min 99 92 3,05
50 % Medel 151,7 138,8 8,49
Max 242 221 15,63
Min 104 96 2,65
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4.5.2. Glukos

Skillnaderna som uppkom var inte signifikant skilda. Initialt féreldg en signifikant
skillnad, men denna upphorde under forsoket. Nagon bra forklaring till variationen kan vi

inte ge eftersom fiskarna behandlades lika och slumpen avgjorde vilken grupp respektive
fisk skulle tillhora.

Vid Anova-analys av glukoshalten efter och fordndring, samt skillnad mellan grupperna
fanns ingen signifikant skillnad. Foérandringen i glukoshalt skilde inte mellan grupperna
oberoende om fordandringen berédknades relativt den initiala halten eller i absoluta tal. Det
foreldg séledes ingen skillnad i effektparametrar oberoende av koncentrationen process-
avloppsvatten.

Tabell 8 Glukos i fiskblodet hos havsoringarna vid langtidsexponering 10 dygn pd
Ostrand hésten 2002. Fordndringarna dr pd individnivd. Referens dr rent dlvvatten
och 2, 10, 25 och 50 % dr andelar processavioppsvatten

Initial glukos (g/1) Slut-glukos (g/l)  Forandring (%)

Referens Medel 4,74 4,01 -0,73
Max 5,7 5,6 1,0
Min 3,9 2,8 -2,1
2% Medel 4,24 4,74 0,5
Max 5,0 7,4 2,4
Min 3,2 2,5 -1,7
10 % Medel 4,29 4,47 0,18
Max 5,1 7,4 3,6
Min 3,1 3,7 -14
25% Medel 5,48 5,35 -0,13
Max 6,3 6,8 3,0
Min 3.8 4,2 2,1
50 % Medel 5,19 5,09 -0,1
Max 6,9 6,7 2,0
Min 4,6 2,8 -3,3
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4.5.3. Blodvarde

Vid Anova-analys av hemoglobinhalten fore, efter och forandring i absoluta tal och i
relation till initiala virdena, samt skillnad mellan grupperna fanns ingen signifikant
skillnad. Grupperna var alltsé lika oberoende av koncentrationen processavloppsvatten.

Tabell 9 Blodvirde i fiskblodet hos havsoringarna vid langtidsexponering 10 dygn pd
Ostrand hésten 2002. Fordndringarna dr pd individnivd. Referens dr rent dlvvatten
och 2, 10, 25 och 50 % dr andelar processavioppsvatten

Initialt Hb Slut-Hb Foriandring
(mmol/1) (mmol/l) (mmol/l)
Referens Medel 79,9 80,2 0,3
Max 98 121 68
Min 53 52 -38
2% Medel 71,7 88,2 10,5
Max 106 120 41
Min 54 64 -19
10 % Medel 65,0 88,2 23,2
Max 102 114 53
Min 41 58 -21
25% Medel 71,5 81,6 10,1
Max 81 100 27
Min 64 70 -9
50 % Medel 67,6 89,2 21,6
Max 95 124 51
Min 50 73 -9

4.5.4. LeverSomatiskt Index (LSI)

Levern ér inte bara ett organ for avgiftning utan ocksa en néringsdepa for glykogen, som
periodvis kan sta for en ansenlig del av leverns vikt. I detta forsok kommer samtliga fiskar
frdn samma stam och tradg, och har darfor matats lika och varit utsatta for lika temperatur-
variationer fore och under forsoket. Vi utesluter diarfor eventuella variationer 1 glykogen-
innehall.

Det forekommer uppgifter om att storre fiskar skulle ha hdgre LSI 4n mindre individer

(Lindestrom et al. 2002), men nigot sddant samband gick inte att spéra i detta material
eller andra referensmaterial for havsoring (Fig 5).
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Figur 5 visar relationerna LSI och somatisk vikt for respektive individ hos havs-
oringarna vid langtidsexponering 10 dygn pd Ostrand hésten 2002. ”Ovrig oring”
gdller ocksad havsoring av Bergeforsstam, men ddr forsoket genomfordes under svilt
men med ldgre vattentemperatur, varfor det dr rimligt att anta att mindre energi
forbrukades frdn levrarna och ddrmed resulterade i ett generellt hogre LSI.

Som man kan se 1 Figur 5 sa foreldg ingen samband mellan fiskvikt och LSI {6r havsoring
1+. Nar det giller LSI efter 10 dygns exponering till processavloppsvattnet sa pavisades
signifikanta positiva korrelationer till provkoncentrationerna (Tab 10). Ingen annan
parameter dn provkoncentration kan korreleras till LSI.

Tabell 10 LSI hos havsoringarna vid langtidsexponering 10 dygn pd Ostrand hésten
2002. Fordndringarna dr pad individnivd. Referens dr rent dlvvatten och 2, 10, 25 och
50 % dr andelar processavloppsvatten

LSI (%)
Referens Medel 0,72
Max 0,88
Min 0,60
2% Medel 0,69
Max 0,83
Min 0,57
10 % Medel 0,79
Max 0,92
Min 0,68
25 % Medel 0,79
Max 1,00
Min 0,54
50 % Medel 0,84
Max 1,07
Min 0,71
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4.6. Akut paverkan pa embryon-yngel

Samtliga kriterier uppfylldes for att resultaten skall godkénnas. Detta giller andel levande
embryoner, syrgasmattnad, pH, temperatur m.m.

For samtliga koncentrationer var den mediana kldckningstiden 3,8-4,3 dagar, vilket anses
som jadmfOrbart eftersom det inte forelag ndgot samband mellan kldckningstid och
koncentration processavloppsvatten.

Den mediana 6verlevnadstiden 11,4-13,0 dagar, med ldngst medial 6verlevnadstid for de
lagsta koncentrationerna processavloppsvatten. Tolkningarna &r att det foreligger ett
samband mellan kortare 6verlevnad och stigande koncentration fr.o.m. 6 % process-
avloppsvatten. Sambandet dr dock sa pass svagt att nagra statistisk signifikanta skillnader
inte uppstod (Olsson 2002a).

5. Diskussion

Vid blodprovstagning pa oring i stressforsok i samband med surstdtar har man funnit att
glukos <6 g/l innebir ostressad fisk, 8-10 g/l innebar tydligt stressad fisk och >12 g/l
medfOr att stressnivaerna ar letala (Paul Andersson muntl uppg). Att méta glukoshalter 1
blod pé fiskar skulle darfér kunna vara en anvindbar metod for att detektera subletala
stressnivaer.

I foreliggande studien om Ostrands processavloppsvatten har det gatt att detektera
signifikanta skillnader 1 blodets glukoshalt mellan havséring i rent &lvvatten jamfort med
olika koncentrationer av processavloppsvatten. Den grupp som avvek mot de tva andra var
den med 75 % processavloppsvatten jamfort med referens och 100 % processavlopps-
vatten. Den enda skillnaden mellan grupperna var att 75 %-gruppen” drabbades av lite
dalig syresittning (luftsten lossnade) under férsokets forsta morgon. Det var en kort
incident, vilket sannolikt inte paverkade resultatet.

Zikic¢ et al. (2001) fann att fiskar utsatta for subletal stress reagerade genom att blodsockret
okade. De fann dven att blodvérdet sjonk vid subletal stress, men denna effekt har inte gatt
att spara i fiskforsoken i Ostrands processavloppsvatten.

Vid langtidsexponeringen (10 dygn) visade havsoringarna en signifikant koppling mellan
koncentration processavloppsvatten frin 10 % inblandning och LSI. Levern vixte sdledes
ju hogre koncentrationer processavloppsvatten de levde i. Eftersom detta samband géller
for koncentrationer >10 % och den beriiknade andelen vatten fran Ostrand torde vara
betydligt under 1 % sé dr den sannolika effekten pd kringliggande miljo obetydlig.

Att anvénda havsoring av samma arsklass och stam, som odlats under manga generationer,
medfor att alder, ursprung, foda och andra bakomliggande forutsittningar &r lika. Att
dessutom individernas ldngd och vikt dr oberoende av blodvérde och blodsocker 6kar
metodens vdrde. Att LSI inte dr kopplat till initiala virden pa Hb och glukos torde skapa
ytterligare tillforlitlighet i metoden. D& LSI kan fordndras p.g.a. att leverns ndringsdepaer
utnyttjas olika mycket (Fig 5) dr métning av vattentemperatur och glukos avgdrande,
liksom att referensindividerna far identisk behandling som forséksindividerna.
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Testerna pa bakterier visade att processavloppsvattnet hade endast obetydlig padverkan
oberoende hur vattnet behandlades. Géran Svenstam gjorde till och med jamforelsen med
Stockholms stads dricksvatten (!)

Vid testerna med kréftdjur pavisades ingen akuttoxisk effekt over huvud taget.

Vid forsoket med rom och yngel av zebrafiskar fanns inga skillnader i kldckningstid eller
dodlighet. Daremot foreldg en negativt korrelerad (ej signifikant) skillnad 1 6verlevnadstid
vid koncentrationer >6 %. Av detta kan man sluta sig till att Ostrands
processavloppsvatten inte pdverkade embryonalutveckling men sannolikt atminstone till
viss del det forsta stadiet i en fisks liv.

Sammantaget kan Ostrands processavloppsvatten beskrivas s att det inte 4r akut
biologiskt harmfullt, men vid ldngre tidsexponeringar dr det inte helt ofarligt for fisk i hoga
koncentrationer.
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