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Nyckelord: BLEKERIAVLOPPSVATTENS INVERKAN

Alkali extraction PA FORTPLANTNING OCH TIDIG
effluent YNGELUTVECKLING HOS FISK

Ion exchange T Viktor, A Sjdlander, L Sdrensen,
Test L. Landner

Reproduction of fish Rapport nr 39

Zebrafish

Sammanfattning. I denna rapport redovisas undersdkningar
av inverkan av avloppsvatten fran ett tallsulfatmassa-
blekeris f&rsta alkalisteg p& fortplantning och tidig
yngelutveckling hos fisk. Fdrsdken har syftat till att
faststdlla om det principiellt sett gar att framkalla -
(a) direkta effekter under exponeringsperioden pa kédnsliga
utvecklingsstadier som &gg och yngel av zebrafisk vid avse-
vart ldgre koncentrationer &n dem som dddar vuxna fiskar;
och (b) sena effekter sdsom fdrsidmrat fortplantningsresul-
tat (Skad dggdddlighet, minskad stresstolerans hos yngel)
hos fordldradjur som under en period fbre fortplantningen
exponerats fOr E-stegsavloppsvatten. Vidare har méjlig-
heten att minska graden av eventuella effekter genom jon-
bytesbehandling av avloppsvatten enligt Uddeholms-metoden
undersodkts.

Pd grund av sin principiella karaktdr har fdrsdken utfdrts
vid avloppsvattenkoncentrationer som 4r orealistiskt héga
jamfoért med dem som fSrekommer i recipienterna utanfér
massafabriker.

FOrstken har visat att fortplantningsresultatet hos zebra-
fisk paverkas negativt vid de testade avloppsvattenkon-
centrationerna. Denna pdverkan yttrar sig frd@mst genom en
Okad initiald&dlighet hos &dggen - d v s ungefdr en for-
dubbling av frekvensen initialt ddda (troligen obefruktade)
dgg, om fiskar av b&da kdnen exponeras fOr E-stegsavlopp
fére leken. Jonbytesbehandlat och obehandlat E-stegsavlopp
gav badda en likartad effekt. Det har vidare konstaterats
att avkomma, som kl&ckts frdn &dgg - alternativt producerats
fran fér&dldrar - som tidigare exponerats f&r E-stegsavlopp
fére och under leken, f&r en signifikant fOrsdmrad Sver-
levnadsfdrmdga, &dven i det fall d& avkomman icke utsédtts
for ytterligare stark stress.

De hdr erhdllna resultaten kommer att féljas upp bl a genom
tester vid mera realistiska avloppsvattenkoncentrationer.

Stockholm mars 1980




FORORD

Detta dr en rapport frédn SCPF:s projekt "Miljo6vanlig
tillverkning av blekt massa". Projektet finansieras

av svensk skogsindustri via Svenska Cellulosa- och
Pappersbruksfdreningen (SCPF), Svenska Trdforsknings-
institutet (STFI) och Institutet f&r Vatten- och
Luftvardsforskning (IVL) samt av Styrelsen fOr Teknisk
Utveckling (STU). Projektet har huvudsakligen finan-
sierats av IVL.

Projektarbetet &r indelat i fyra delprojekt:
1. Yttre miljé - vatten

2. Arbetsmiljd

3. Processteknik och reningsmetoder

4

- Koncentrering och brdnning av blekeriavlopps.

FOoreliggande arbete har utfdrts inom delprojekt 1
vid IVL.
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BLEKERIAVLOPPSVATTENS INVERKAN PA FORTPLANTNING OCH

TIDIG YNGELUTVECKLING HOS FISK

Delrapport 1. Effekter av E-stegsavlopp resp. jonbytes-
behandlat E-stegsavlopp pa fortplantning hos

zebrafisk.

av Tomas Viktor, Anders Sjdlander, Leif S&rensen och

Lars Landner.

BAKGRUND

Inom ramen f&r projektet "Milj®vdnlig tillverkning av blekt

massa" har delprojekt 1, "Yttre milj&" bl.a. &gnats &t att

utrdna de ekologiska effekterna av avloppsvatten fran dels
konventionell blekning av sulfatmassa och dels p& olika
sdtt externbehandlade blekeriavloppsvatten. Det senaste
adret har arbetet d&rvid varit inriktat p& att forsdka fa
fram ett underlag f&r en virdering av riskerna f&r allvar-
liga stdrningar i det akvatiska ekosystemet eller hos de
manniskor och djur som &r direkt beroende av detta ekosystem
som fddokdlla m.m. De grundlidggande kriterierna f&r
vdrdering av olika effekters potentiella farlighet f&r
ekosystemet har beskrivits i ett arbete utfdrt inom ramen
for projektet Nordmiljo 80 (Landner et al., 1977 a).
Grundtanken hdr &r att sddana substanser i avloppsvattnet,
som fdrorsakar effekter med stor utbredning i tid och rum
bdr betraktas som de f8r ekosystemet farligaste. F8r att
kunna utbva sédana effekter kridvs i de flesta fall att sub-
stansen eller substanserna &r svadrnedbrytbara, d.v.s. har
ladng uppehédllstid i de delar av ekosystemet d&r viktiga
organismer, t.ex. fiskar, kan komma i kontakt med substans-
erna. Om substanserna i frdga dessutom visar tendens att
ackumuleras i fiskarna, d.v.s. f&r en maximalt ogynnsam
fordelning i systemet, finns stor anledning att detaljstu-
dera deras olika effekter som ett led i arbetet att preci-
sera deras vikt i det efterstrivande underlaget f&r risk-

vdrderingen.




Bland de komponenter i avloppsvattnet fr&n sulfatmassa-
blekerier som hittills tilldragit sig ett speciellt intresse
dr de klorerade fenolerna (framst 2,4,6-triklorfenol, tri-
klorguajakol och tetraklorguajakol). Dessa féreningar har
visats forekomma i praktiskt taget samma koncentrationer i
utgdende som i ing&ende vatten fran biologiska reningsan-
ldggningar och &r bioackumulerbara i fisk (Landner et al.,
1977 b).

Det har vidare visats étt de ndmnda klorerade fenolerna
svarar f6r en dominerande del av alkalistegsavloppsvattnets
akuta toxicitet mot fisk (Leach & Thakore, 1975). Vidare

har de klorerade guajakolerna befunnits stdra cellandningen
och vissa avgiftningsmekanismer i cellerna i lika omfattning
eller mera &n det k&nda cellgiftet pentaklorfenol

(Arrhenius et al., 1977).

FOr att kunna vdrdera om de ovan redovisade effekterna

har ndgon ekologisk relevans &r det lédmpligt att utfdra
forsdk med hela djur, varvid ndgon livsfunktion testas
som dels &dr kdnslig och dels ekologiskt relevant. Vid hir
redovisade inledande f&rsdk har dArfdr fortplantningen och
den tidigaste yngelutvecklingen hos fisk studerats i nir-
varo av utspddda 1l8sningar av alkalistegsavloppsvatten
dels med fordldradjur som f&tt vistas i samma avloppsvatten
fore leken - och d&rvid haft tillfidlle att ackumulera
bl.a. klorerade fenoler- och dels med foérdldradjur utan
denna belastning.

Den frdgest&dllning som vi s&kt besvara ir silunda: paverkas
fortplantning och yngelutveckling hos fisk negativt om
foérdldradjuren f&re leken under nadgon tid exponerats for
avloppsvatten fr&n ett tallsulfatblekeris f&rsta alkalisteg?
Sddana férdrdjda eller "sena" effekter &r sirdelens viktiga
att kartldgga som ett komplement till de konventionella
studierna av direkta effekter, vilka registreras under
sjdlva exponeringsperioden. Fdrekomst av sena effekter kan
antyda att skador inducerats p& forsbksorganismernas gene-
tiska material. Vidare: kan en externbehandling av avloppet
med Uddeholms jonbytesmetod eliminera de eventuella skad-

liga effekterna?




Det &r givet att den hdr anvdnda forsdksuppldggningen inte
ger svar pd om det &r just de klorerade fenolerna som har
effekt. Om en effekt kan faststdllas kan det lika vdl vara
ndgon eller nagra andra substanser i alkalistegsavloppet
som dr aktiva. Fdr nirvarande &r det dock endast de klo-
rerade fenolerna samt klorerade p-cymener i blekeriavlopps-

vatten som entydigt visats vara bioackumulerbara i fisk.

MATERIAL OCH METODER

Inledning

Vid IVL:s laboratorier har sedan ett par ar tillbaka regel-
bundet bedrivits tester av den akuta toxiciteten av olika

avloppsvatten gentemot fisk.

Vid férsdken har tidigare frdmst anvénts regnbage (Salmo
gairdneri) som fdrsdksfisk. Fisken har haft en dlder av upp
till ett &r. Under det senaste &ret har man &dven i Okad

omfattning anvint zebrafisk (Brachydanio rerio) vid dessa

tester. En bidragande orsak till det dkande intresset fo&r
zebrafisk som testorganism har varit det standardiserings-
férsdk f6r toxicitetstester som ISO har tagit initiativ
till. Vid dessa f8rsdk har zebrafisk anvédnts som standard-
fisk.

De resultat som erhdlles fr&n akuttoxtester, d.v.s. LCSO—
viarden vid olika tidpunkter t.ex. 24, 48 och 96 timmar ger
ett ganska grovt mdtt pd forscksvattnens giftighet.

I extrema fall kan koncentrationer p& ner till 1/20 av

LCSO-vérdet ge subletala effekter.

Trots detta dr akuttoxtester under standardiserade forhall-
anden viardefulla d& de &r relativt l&dtta att utfdra, och de

erh&llna fOrsdksresultaten (LC..-vdrden) fradn olika f&rsdk

50
14tt gdr att jdmfdra med varandra.



Da& man av erfarenhet vet att de vuxna (adulta) fiskarna
ofta dr mindre kinsliga &n tidigare stadier i fiskarnas
utveckling dr det av intresse att undersdka den akuta toxi-
citeten dven hos &gg- och yngelstadier. Allmdnt sett

dr zebrafisken l&mplig som forstksdjur da den &r mycket 1l&tt
att hdlla, relativt l&ttodlad och dess biologi, embryologi
och fysiologi har studerats t&mligen ingdende (se t.ex.
Dave, 1978).

Zebrafisken som visat sig sirdeles lampad som fors8ksfisk

vid studier av effekter pa& fortplantning och yngelutveck-
ling (Kihlstrdém et al., 1971), har hir utnyttjats, varvid
en vidareutveckling av Kihlstrdms metodik gjorts.

Allmdnt utfdrande

Som testsubstans har vid dessa f8rsdk anvints avloppsvatten
frédn tallsulfatmassablekeriets férsta alkalisteg i Skqg-
hallsverken, s&vidl obehandlad alkalistegsavlut, E-stegsav-
lut som samma avloppsvatten behandlat i jonbytare. I ble-
keriet produceras normalt c:a 300 ton blekt massa per dygn
och bleksekvensen & C - E - H - D - E - D. Det oblekta kap-
patalet ligger p& c:a 32 och klorsatsningen dr c:a 75 kg/ton
vid 3 % massakoncentration och alkalisatsningen &r c:a

35 kg/ton vid 9 % massakoncentration. Avloppsvolymen frén
El - steget &dr c:a 10 m3/ton. Resultaten av vissa kemiska
analyser av dessa avloppsvatten redovisas i tabell La

Tabell 1. Kemisk karakterisering av avloppsvattnen

Konventionella parametrar

Avloppsvatten BOD~ COD TOC STS Farg
mg/1 mg Pt/1
Obehandlat E-steg 470 3400 1300 <5 11000

Jonbytt E-steg 300 1300 350 <5 1200




Klorfenoler

Avloppsvatten Diklor- 2,4,6- Tetra- 3,4,5- 4,5,6- Tetra-
fenol triklor- klor- triklor- triklor- klor-
fenol fenol guaja- guaja- guaja-

kol kol kol

ug/1
Obehandlat E-steg 100 70 15 1 79 100
Jonbytt E-steg <2 <1 0,2 <0,3 3 6,5

ForsSksvattnen fdrvarades fbre och under fdrsékets géng i

slutna polyetenkdrl vid +2 P

Med bada avloppsvattnen genomfdrdes fyra olika tester av

akut toxicitet.
a) Bestdmning av LCSO-vérden f6r adulta zebrafiskar.

b) Undersdkning av hur klickningsfrekvensen f8r zebrafisk-

dgg paverkas av vattnets halt av f&roreningar.

c) Bestdmning av LCSO—vérden f6r nykldckta yngel av zebra-
fisk.

d) Samma f&rs6k som i b) och c), men med &gg och yngel fréan
fordldrar som fdrst genomgdtt en ackumuleringsperiod

pa tva veckor i respektive avloppsvatten.

Forsbksgangen har varit s&dan att forst utfdrdes toxicitets-
tester med adulta fiskar. De ddrifr&n erhdllna LCSO—vérdena
anvdndes sedan fOr att berdkna ldmpliga f&rsdkskoncentra-
tioner till &gg- och yngeltesterna samt l&mpliga koncentra-
trioner f&r ackumuleringsperioden f&r en del av f&ridldra-
fiskarna. Ddrefter testades &dgg och yngel parallellt mot
obehandlat resp. jonbytt E-steg och f&ljdes av motsvarande
foérsdk, men mot &gg och yngel frén féridldrafiskar som
ackumulerat i obehandlat resp. i jonbytt E-stegsavlopps-

vatten.

Vid bada ackumuleringsfdrsdken kdrdes en parallell kontroll-
serie mot dgg och yngel fran fdr&dldrar som ej exponerats

for avloppsvatten.



Under fOrs&kets gadng utfdrdes ocksd en kompletterande
toxtest pa& adulta zebrafiskar fér att utrdna om giftig-
heten hos de lagrade avloppsvattnen avtagit under test-
perioden. Testerna utfdrdes 20 dygn efter de f&rsta test-
erna mot adulter och visade ingen mirkbar avgiftning av

foérsbksvattnen.

Akut toxicitet mot vuxna fiskar (adulter)

Till f&rsdken anvdnds vuxna zebrafiskar (Brachydanio rerio),
inte &dldre &n ett &r. Det obehandlade E-steget festades i.
nio och det jonbytesbehandlade i sju olika koncentrationer.
Exponeringen av forsdksfiskarna skedde i 25-liters helglas-
akvarier med 10 liter testldsning i varje. Testl&sningarna
byttes var 24:e timme genom att samtliga Overlevande fiskar
i varje akvarium snabbt &verflyttades till nyberedda

°c t 4 0

Fiskarna acklimerades till férstkstemperaturen under 10

l6sningar. Temperaturen under f8rs&ken var 24.0 C.
dygn fore fdrsdkets start. pH-vdrdet f&r varje avlopps-
vatten justerades till ~7,0 och kontrollerades vid ett
flertal tillf&llen under fdrsdkets gang. En svag luftstrém
tillférdes testblandningarna under hela f&rs&kstiden via

glaskapilldrer f6r att hdlla syrehalten nira mittnadsnivan.

Exponeringen pagick under minst 96 timmar och de enskilda
fiskarnas dédstillfdllen noterades. Ur dessa data beriknades
sedan medelst probit-analys LCSO-Vérden (medianletal-
koncentrationen) med 95 % konfidensintervall f&r ett antal

olika exponeringstider.

Aggtest

Syftet med forsdket var att undersdka hur klédckningsfdrmédgan
hos &dgg av zebrafisk pdverkas av obehandlat resp. jonbytt
E-stegsavlopp.







