ALLMANNA RAD 94:2

VATTENRECIPIENT-
KONTROLL

vid skogsindustrier

NATURVARDSVERKET



BESTALLNINGSADRESS:
NATURVARDSVERKET
KUNDTJANST, 171 85 SOLNA
TEL: 08-799 10 00
FAX: 08-28 00 78

ISBN 91-620-0084-5
ISSN 0282-7271
© 1994 NATURVARDSVERKET
SATTNING: ALBATROSS DESIGN
OMSLAG: TYPOFORM
UPPLAGA: 2 000 EX
TRYCK: NORSTEDTS TRYCKERI AB, STOCKHOLM



Forord

Foreliggande Allménna RA&d har tillkommit i syfte att dstadkomma en
enhetligare och mer méilinriktad vattenrecipientkontroll vid skogsindustrier.

Naturvérdsverket har prioriterat arbetet med tretton allvarliga miljohot.
De miljohot som framst berdrs hir &r forsurning av mark och vatten,
Overgddning av hav, sjoar och vattendrag, paverkan av metaller samt paver-
kan av organiska miljogifter.

Réden riktar sig till ldnsstyrelser som beslutar om kontrollprogram samt
till verksamhetsutdvare, vattenvardsforbund, vattenférbund, konsultféretag
och andra som utformar forslag till och genomfor kontrollprogram.

Med anledning av att den hér foreslagna kontrollen kan komma att leda
till okade kostnader for vissa foretag i branschen har Naturvardsverket, i
enlighet med bestimmelserna i begransningsforordningen (1987:1347),
hemstéllt hos regeringen att fa utfirda raden. Regeringen har i beslut 1994-
02-24 funnit att de kontroller som foreslds dr motiverade for att uppnd en
hogre kvalitet och enhetlighet pa vattenrecipientkontrollen vid skogsindu-
strier, och att branschens kostnader for att uppfylla kraven inte kan anses
oskidliga. Regeringen har dérfor ldmnat sitt medgivande till att dessa
Allminna Rad ges ut.

Beslut om utgivning av dessa Allminna Rad for vattenrecipientkontroll
vid skogsindustrier har fattats av Naturvardsverkets generaldirektor.

Solna 1 mars 1994

Statens naturvardsverk
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Sammanfattning

Recipientkontroller gors for att belysa miljofarliga verksamheters verk-
ningar i miljon och for att ge underlag for beslut om miljoskyddande
atgirder.

Vattenrecipientkontrollens utformning och omfattning beror av recipient-
typ, fororeningstyp och -belastning. Dessa Allmdnna Rad beskriver utform-
ningen och omfattningen av recipientkontrollen i vattenomrdden som paver-
kas av skogsindustriell verksamhet och &r en branschanpassning av Natur-
vardsverkets Allmdnna Rad 86:3 "Recipientkontroll vatten". Med skogs-
industri menas har fabriker for tillverkning av massa, papper och fiber-
skivor.

Flera forskningsprojekt, diribland Naturvardsverkets projekt Milj6/-
Cellulosa, har gett kade kunskaper om miljoeffekterna av utslapp fran
skogsindustrin. Dessutom kravs enhetligare kontroll av recipienterna. Déarfor
har dessa Allménna Rad utformats.

Haér presenteras olika kontrollprogram som tar hénsyn till bade recipient-
typer och tillverkningsprocesser. Recipientkontrollen bestir av ett baspro-
gram och ett utvidgat program. Basprogrammet innehaller 16pande, relativt
tdta undersokningar, medan det utvidgade programmet l6per med léngre
tidsintervall eller tillimpas ndr undersokningar pakallas av exempelvis
tillstindsprévning, processfordndringar eller resultat av undersdkningarna 1
basprogrammet.

Bida programmen dr i forsta hand inriktade pd biologiska under-
sokningar men har ocksa fysikaliska/kemiska inslag.



English summary

Monitoring of receiving water systems is carried out to assess the impact of
environmentally hazardous activities in the environment and to serve as a
basis for decisions on environmental protection measures.

The design and scope of the monitoring is dependent on the type of the
receiving water body, and on the pollution type and load. The present
guidelines describe the design and scope of the monitoring in areas that are
affected by forest industry activities, and are an industry-specific adaptation
of the Swedish Environmental Protection Agency's guidelines 86:2 "Surface
water monitoring ". By "forest industry" is meant here mills for the
manufacture of pulp, paper and fibre building board.

These guidelines have come about in response to increasing demands on
more uniform monitoring, and in response to the fact that the results of
several research projects - e. g. the Swedish Environmental Protection
Agency's project Environment/Cellulose - have increased our knowledge of
the environmental impact of discharges from forest industry activities.

These guidelines present various programmes for monitoring of receiving
waters at forest industry milis, taking into account both the types of water
bodies and different manufacturing processes. The monitoring described
here consists of a basic programme and an expanded programme. The basic
programme includes regular, relatively frequent, investigations, while the
expanded programme is performed with a lower frequency. The primary
purpose of the expanded programme is to analyze observed effects and
make broad evaluations of the state of the body of water, not to serve as a
basis for predicting trends. The expanded programme is therefore performed
at a lower frequency than the basic programme, suitably every 3-5 years,
possibly at longer intervals depending on the severity of the pollution. The
investigations in the expanded programme can also be occasioned by, for
example, permit applications, process changes or the results of the
investigations in the basic programme. Both the basic programme and the
expanded programme consist of biological as well as physical/chemical
investigations, but are primarily focused on the use of biological effect
variables.

The regular monitoring programme shall be preceded by preinvestiga-



tions where the body of water is described with regard to morphometry,
fundamental biological conditions and dispersion of released substances. In
these pre-investigations, the location of the stations to be included in the
monitoring programme is determined. The number of stations can normally
be small.

It should be pointed out that the characteristics of each body of water
should influence the design and scope of the monitoring. The amount and
potential environmental impact of the polluting discharges must also be
considered.

A summary is provided below of the contents of the monitoring of
receiving water systems for the forest industry units judged to have the
greatest environmental impact, i.e. mills that manufacture pulp.

Basic programme

1) Physical/chemical variables:

2) Fish:

3) Bottom-dwellingfauna:

4) Sediment:

5) Macrophytes:

Expanded programme

1) Physical/chemical variables:

2) Fish:

3) Bottom-dwellingfauna:
4) Sediment:
5) Macrophytes:

Investigations of water quality

Relative density, age distribution/
recruitment, external diseases,
biochemical/physiological studies
(e.g. EROD activity in liver)
Population density, biomass, popula-
tion structure, defects on Macoma
baltica (when in the Baltic Sea)

Sediment quality, chiorinated organic
compounds or resin acids and fatty
acids

No investigations

No investigations

Reproduction  studies, expanded
biochemical/physiological  studies,
histopathology/pathology, chlorophe-
nols in bile, metals in liver

Defects on Monoporeia affinis

Metals

Depth distribution, species composi-
tion, biomass, coverage, survey of

brown algae, growth of bladder wrack
and N, P and TOC in algae.



Inledning

De oOvergripande malen for miljodvervakning &r att beskriva tillstindet i
miljon och visa pa antropogent betingade forandringar, att bedoma
hotbilder, att ge underlag for prioritering och beslut om atgéirder, att folja
upp genomforda atgdrder och att ge underlag for analys av olika
verksamheters och utsldappskallors paverkan pa miljon.

Miljoovervakning sker pa olika nivéer i samhéllet. Inom de inter-
nationella havskonventionerna bedrivs samarbete avseende utformning och
genomforande av Overvakningsprogram for berorda havsomraden. Pa
nationell nivd driver Naturvirdsverket sedan 1978 programmet for
overvakning av miljokvalitet, PMK, som huvudsakligen ticker omraden
som inte paverkas av direkta utsldpp. I stora delar av landet har
lansstyrelserna tagit initiativ till en samordnad recipientkontroll déar
kommuner och industrier i vattenvirdsforbund, vattenférbund eller pd annat
sdtt enats om gemensamma kontrollprogram for olika vattenomraden.

Riksdagen har i enlighet med vad som sédgs i propositionen En god

livsmiljo (1990/91:90) beslutat att det nationella dvervakningsprogrammet
ska utvecklas for att forbittra insamling och beskrivning av nationell och
internationell information. Enhetliga regionala miljodvervakningsprogram
ska inforas 1 varje ldn for att ge erforderliga kunskaper om regionala
miljoforhallanden, och som underlag for regional och kommunal planering.
Liansstyrelserna blir ansvariga for den regionala dvervakningen, som ska
vara kopplad till det nationella programmet.
Recipientkontrollen utgdér en del av den regionala miljodvervakningen.
Dessa Allménna RA&d beskriver innehdllet i och omfattningen av
recipientkontrollprogram i vattenomrdden som nyttjas som recipienter for
avloppsvatten fran skogsindustrier. Kontrollprogrammen kan utformas
individuellt for en enskild anldggning eller samordnat med exempelvis
kommuner och andra industrier inom ett storre vattenomrade. Oavsett
formen f{or recipientkontrollen &r verksamhetsutovaren skyldig att
kontrollera paverkan pa miljon och att bekosta kontrollen.



En revision av skogsindustrins recipientkontrollprogram &r angeldgen da
resultaten fran flera forskningsprojekt, ddribland Naturvéardsverkets projekt
Miljo/ Cellulosa, har 6kat kunskapen om effekterna 1 miljon av utslépp fran
skogsindustrin.

Det dr ocksa viktigt att de upprittade kontrollprogrammen utvirderas
mot de nya mél och krav som kommer att stillas pd miljodvervakningen.
Ytterligare skil for revidering kan vara att den nu 16pande kontrollen visar
pa brister i kontrollprogrammet. Unders6kningsmaterial fran tidigare och
pagéende recipientkontroll bor ligga till grund f6r utformningen av nya
program.

Det sker en fortlopande, och inom vissa delar snabb utveckling ifrdga om
savil lamplig analysteknik som ldmpliga biologiska metoder att mita
effekter av fororeningar.

Naturvérdsverket avser att ge ut en handbok om miljodvervakning. Syftet
ar att f till stind en enhetlig programstruktur och ett enhetligt innehdll 1
svensk miljoovervakning, oavsett om den dr av nationell, regional eller lokal
karaktir. Metodbeskrivningar for enstaka metoder som foreslds 1
foreliggande rad kan komma att dndras med anledning av den kommande
handboken.



Mal och genomforande

Mal
Recipientkontrollen ska
o belysa hur dmnen transporteras inom ett vattenomrdde som bedoms

vara relevant for utvdirdering av miljopaverkan av utsldpp frdn en
skogsindustri

Om nationell eller regional miljoovervakning pagér inom vattenomradet ska
kontrollen samordnas med denna. Uppgifter om belastningen fran enstaka
fororeningskidllor erhalls fran utsldppskontrollen vid den miljofarliga
verksamheten 1 omrédet.
» relatera tillstand och utvecklingstendenser med avseende pa tillforda
fororeningar till forvintad bakgrund och/eller till forvintad paverkan
orsakad av en skogsindustri

Kontrollen anger recipientens tillstind vid den aktuella tidpunkten.
Begreppet utvecklingstendenser avser en statistiskt sdkerstélld forandring av
matdata over tiden med hinsyn till hydrografi, recipientens morfologi och
fororeningsbelastning. Forvintad bakgrund anger ett opaverkat tillstand
bestimt av de naturgivna forutsédttningarna for vattenomréadet 1 fraga och
utgor referens till recipientkontrollens maétresultat. Forvantad paverkan av
ett utslipp frdn en skogsindustri bestims med hinsyn till andra
verksamheters paverkan pa recipienten.

e ge underlag for planering, utférande och utvdirdering av miljéskydds-

atgdrder

Kontrollresultatet ska gora det mdjligt att bedoma forekomsten av storningar
i vattenmiljon och att foresld vélgrundade atgarder for att forbéttra
vattenkvaliteten samt att folja upp atgérdernas effekt. Vidare kan resultaten
ge underlag for lokal eller regional planering.
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Referensdata

Vid utvdrdering av kontrollresultaten boér man jamfora med forvéintad
bakgrund eller referensvdrden inom vattenomradet 1 fraga. Olika slag av
referenser kan utnyttjas, sdsom rumslig referens i form av likartade
opaverkade ekosystem i t.ex. den nationella eller regionala dvervakningen,
egenreferens i form av tidsserier eller referens till i litteraturen beskrivna
likartade fall. Den som bedriver verksamheten dr skyldig att bidra till
kostnaderna for regionala referenser till det lokala programmet.

Ett system for bedomning och klassificering av sotvatten 1 kvali-
tetsklasser beskrivs 1 Naturvardsverkets Allmédnna Ré&d 90:4 "Be-
domningsgrunder for sjoar och vattendrag. Klassificering av vattenkemi
samt metaller i sediment och organismer". For kust och hav saknas
motsvarande klassificeringssystem.

Utvérderingarna maste ocksa kopplas till belastningen frén varje enskild
anldggning och véigas mot Ovrig dmnestillforsel inom omridet. Endast
genom att ligga en helhetssyn pa recipientkontrollen kan man utvirdera den
enskilda anldggningens miljopéverkan. Enklast sker detta genom
samordning av recipientkontrollprogrammen.

Recipientkontrollens lagstod

Den som utovar verksamhet som kan vara miljofarlig ar enligt miljo-
skyddslagen skyldig att kontrollera verksamheten. Tillsynsmyndigheten
kan, med stod av 43 § miljoskyddslagen, foreldgga verksamhetsutdvaren att
utfoéra undersokningar av verksamheten och dess verkningar i miljon.
Kontrollen sker vanligen enligt ett program som reglerar kontrollen dels av
verksamheten (anldggningskontroll) och dels av verkningarna i omgiv-
ningen (recipientkontroll). Vid beslut om foreldggande enligt 43 § far till-
synsmyndigheten sétta ut vite. Den som inte iakttar foreldgganden som
meddelats med stdd av 43 § kan domas till boter eller fangelse. Foreldggan-
den enligt 43 § kan overklagas.

Tillsynsmyndigheten kan, om det anses ldmpligare, foreskriva att
undersdkningarna utférs av ndgon annan dn den som utdvar verksamheten
och utse nigon att gora dem. Normalt sker detta i form av samordnad reci-
pientkontroll inom exempelvis ett vattenvardsforbund. Verksamhetsut-
Ovaren ar skyldig att ersitta kostnaderna for dessa undersokningar.

Mer om lagstodet kan ldsas 1 Naturvardsverkets Allmidnna Rad 90:11
"Tillsyn enligt miljoskyddslagen".
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Recipientkontrollens
innehall och omfattning

Utsldpp kan ofta spéras genom koncentrationsférhdjningar 1 vatten,
sediment och organismer. Effekter av utsldppen kan yttra sig i kvantitativa
och/eller kvalitativa fordndringar i vdxt- och djursamhillen, genom
storningar av enskilda arters fortplantning och produktion eller i
morfologiska och fysiologiska skador.

Dessa Allminna R&d dr i forsta hand inriktade mot anvdndningen av
biologiska effektparametrar. Valet av variabler styrs till viss del av
rekommendationerna i1 Naturvardsverkets Allmdnna Rad 86:3 "Reci-
pientkontroll vatten". Programmen som presenteras hér dr dock till stora
delar utformade efter de speciella forhallanden som réder i de omrédden som
utgdr recipienter for avloppsvatten fran skogsindustri

Val av variabler

Recipientens grundtillstdnd samt paverkansomrade och
exponeringssituation

Uppgifter om vattenforing, vattentemperatur, konduktivitet (salinitet), pH
och alkalinitet 1 vatten samt sedimentstruktur och vattenhat i sediment ger
information om recipientens grundldggande hydrografiska, fysikaliska och
kemiska tillstdnd. Denna information kar utnyttjas vid spridningsberdk-
ningar och vid beddmningar av potentiell toxicitet av ett visst &mne i reci-
pienten. Ytsedimentets struktur och innehdll av vatten, organiskt material,
kvéve, fosfor samt metaller och andra toxiska substanser kan utnyttjas for
att beskriva ut sldppens influensomrade och paverkansgrad. Sedimentdata
kan ocksa utnyttjas vid utplacering av bottenfaunastationer och vid
utvérdering av bottenfaunaobservationer. Bakgrundsvirden for t.ex. metaller
bestdms fran analys av dldre, djupare liggande, sedimentlager.
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Klorfenoldra substanser av typen klorguajakoler och klorkatekoler &r
typiska for avlopp fran blekerier dér klorhaltiga blekkemikaler anvénds.
Amnena har dokumenterat biologiska effekter och kan dirfor betraktas som
indikatorsubstanser for dessa utsldpp. Klorguajakoler och klorkatekoler
metaboliseras i1 naturen till klorveratroler. Metoboliterna, som adr mer bio-
ackumulerbara dn ursprungssubstanserna, méts i sediment for att kartligga
paverkansomradet.

I fisk metaboliseras de klorfenoldra dmnena till glukuronidkonjugat, for
att skapa vattenlosliga substanser, och utsondras i gallan. Analys av dessa
konjugat i gallvdtska hos stationédr fisk ger en bra bild av den aktuella
exponering fisken utsatts for och kan ge underlag for korrelationer till
biologiska effekter.

For att f4 upplysning om spridningen av klororganiska dmnen kan
EOCI/EOX mitas i sediment. Dessa analyser har ddremot inte visat sig vara
meningsfulla att utfora pa biologiskt material. Detsamma géller métning av
AOX i vatten och sediment.

Harts- och fettsyror anvdnds som indikatorsubstanser vid annan massa-
tillverkning &n vid blekning med klorinnehallande kemikalier och méts som
konjugat i gallvitska hos stationdr fisk for att fi ett mitt pd expone-
ringssituationen. I sediment mits harts- och fettsyror for att fa en bild av
paverkansomradets utbredning.

Syretéring, eutrofiering och ljusférhallanden

Syretéring sker vid nedbrytning av organiskt material. Det organiska
materialet tillfors via utsldpp och produceras av organismer i recipienten.
Produktionen av organiskt material i vattnet regleras av tillgdngen pd
vixtndringsamnen. En Okning av véxtnéringstillforseln, eutrofiering, ger
primért en 6kad produktion av véxter.

Syrgas, COD (kemisk syreforbrukning) och TOC (totalt organiskt kol)
mits i recipienten for att bedoma det organiska materialets paverkan pa
syretiringen. Analys av COD ér under avveckling inom miljédvervakningen
och bor utforas endast undantagsvis, t.ex. om ldnga matserier redan finns.
Recipientens tillstind med avseende pa véixtniringsimnen méts i form av
halter av totalfosfor, totalkvdve och nitratkvive. Mitning av nitratkvive kan
frimst motiveras i kustoch havsvatten dér kvive, 1 jimforelse med sjoar,
spelar en forhdllandevis viktig roll som tillvixtbegransande dmne for
vaxtplankton. Véxtplanktonméngden méts som halten klorofyll a i
vattenpelaren.

Av erfarenhet vet man att omfattande fysikaliska och kemiska undersok-
ningar i vl ventilerade kustvatten dr inte dr meningsfulla. Ett utslédpp fran
en skogsindustri till en vél ventilerad kustrecipient sprids relativt snabbt ut 1
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stora vattenmassor. Péverkan 1 recipienten kan d& vara svér att médta och
uttrycka som fordandring med tiden. I sddana omraden kan provtagningarna
inskrédnkas till kontroll av syrgasforhdllandena under kritiska perioder samt
siktdjupsmétningar, vilka i regel kan goras i samband med undersokningar
av t.ex. bottenfauna eller fisk.

Fordndringar i den makroskopiska bottenfaunans samhéillsstruktur till
foljd av eutrofiering och syretidring dr vél belagda, varfor registrering av
bottenfauna ger mojligheter att bevaka eutrofieringslédget och syrgasfor-
hallandet i recipienten. Kontroll av mjukbottenfauna har traditionellt utgjort
den viktigaste biologiska parametern i skogsindustrins recipientkontroll.
Anledningen har varit utsldppens hoga innehall av organisk substans, vilken
lett till omfattande syrebrist och i manga fall total avsaknad av
makroskopisk bottenfauna inom avsevirda bottenarealer. Aven dir
forhallandena medger bentisk produktion, kan studier av samhéllsstrukturen
utgdra effektiv kontroll av tempordr syrebrist, dd@ ménga normalt vanliga
arter kraver konstant goda syreforhallanden. Beroende pa minskade utslapp
av syreforbrukande &mnen frdn skogsindustrin kan behovet av
bottenfaunaundersokningar som kontroll av syrebrist dock vara mindre
motiverade.

Utslapp av suspenderat och 10st organiskt material frdn skogsindustrier
kan forsdmra ljusklimatet i recipienten sa att primédrproduktion bara kan ske
i grundare omraden och pa mindre vattendjup. Det dr framst forekomsten av
fastsittande vixter som paverkas av forsimrade ljusférhallanden. Recipien-
tens ljusklimat kan kontrolleras genom maétning av siktdjup, férg,
grumlighet och halt av suspenderat material.

Eftersom skogsindustrins utsldpp paverkar primarproduktionen dels
genom nérsalternas godande effekt, dels genom den hdmning som skapas av
okad vattenfiarg, dr den fastsittande makrovegetationen bittre ldmpad att
studera 4n planktonalgerna. Den produktionsstimulerande effekten kan
mitas 1 den Ovre delen av littoralen, dér ljuset fortfarande ar tillrickligt,
medan vattenfiargens hdmmande effekt kan mitas 1 vegetationsbéltenas
utbredning i djupled.

Genom kontroll av fisksamhéllets sammanséttning indikeras, forutom de
toxiska effekter som redogdrs for nedan, &ven eutrofiering eftersom
Overgddning paverkar lek- och uppvéxtforhéllanden samt fordndrar fodo-
underlaget for fisken. For Ostersjons kuster och for sétvatten ir det vl kint
att forekomsten av mortfiskar dkar vid eutrofiering.

14



Toxicitet

For att kontrollera i1 vilken man fisk utsitts for och paverkas av toxiska
amnen kan ett urval av ekologiska, biokemiska/fysiologiska och patologiska
variabler undersokas. En av fordelarna med att undersoka bioke-
miska/fysiologiska variabler dr mojligheten att tidigt uppticka subletala
effekter av toxiska substanser 1 utsldppen (s.k. biomarkorer, tidiga varnings-
signaler) samt att observerade effekter hos fisk i recipienten kan bekriftas
genom exponeringsforsok péd laboratoriet. Kombinationen av biomarkorer
och direkta ekologiska matt, som t.ex. tithet och artsammansittning, ger
dels en koppling mellan varningssignal och sluteffekt och dels mgjligheten
att vardera i vilken mén en skada pé fisksamhillet kan ha toxisk bakgrund
eller beror pé t.ex. eutrofiering.

Det dr vl dokumenterat att en induktion av enzymer, t.ex. EROD (7-
etoxyresorufin-O-deetylas), i leverns avgiftningssystem &r en mycket kéins-
lig biokemisk respons hos fisk som exponeras for skogsindustriutsléapp och
alltsd ar ett val lampat biomarkdrsystem. Denna respons indikerar ndrvaron
av hogmolekyléra, ofta stabila, organiska &mnen och visar att organismens
avgiftningssystem har tritt i funktion for att metabolisera de frimmande
amnena.

Samtidigt utgdr responsen en varningssignal eftersom en bestdende
induktion kan ge hormonella storningar med allvarliga foljdeffekter pa
sddana integrerade funktioner som dmnesomsittning, immunforsvar, tillvixt
och fortplantning. Utvecklingen av biokemiska/ fysiologiska biomarkorer
pagér standigt, bl.a. kan studier av konshormoner ndmnas.

Beprovad teknik finns for integrerade studier pé olika organisations-
nivéer, fran cell till samhélle, och man har bade i1 félt och experimentellt
kunnat visa effekter av skogsindustriavlopp pa en rad ekologiskt relevanta
matt. Fisken &r dessutom viktig genom att den utgoér en betydelsefull link
vid Overforing av persistenta dmnen till hogre nivéer i ekosystemet, t.ex.
sdlar, fAglar och ménniskor. P4 detta sétt kan fisken bidra till langvéiga
spridning av &mnen i biologiskt aktiv form, dvs. bundna till levande
organismer. Méngden fisk av olika arter som exponeras for ett toxiskt
utslipp #r alltsd en central variabel. Aldersfordelningar ger indikationer pé
om fisken kan reproducera sig normalt i1 recipienten, eller om andra &n
naturliga omvérldsfaktorer har betydelse.

For att knyta de biokemiska/fysiologiska parametrarna till vdvnads-
fordndringar, samt for analys av eventuella irreversibla skador, bor dven
histologiska/histopatologiska undersdkningar av levern utforas.
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Forekomst av yttre sjukdomar, t.ex. 6ppna sar och fenskador, ar ett
ospecifikt men kénsligt métt pa fOrorening. Sadana patologiska
observationer bor goras genomgidende pa den fisk som insamlas vid
provfisken.

Laboratorieexperiment och undersdkningar i1 filt visar att utsldpp frén
skogsindustrier har toxiska effekter pa de vanliga Ostersjoorganismerna
vitmérla (Monoporeia affinis) och dstersjomussla (Macoma balthica). Effek-
terna bestdr av missbildningar hos 4gg och embryoner hos vitmirlan samt
missbildningar pé skalen hos Ostersjomusslor. Det &r ként att 4ven syrebrist
pa bottnarna ger upphov till erosionsskador hos &sterrsjomusslan. Skillna-
den mellan dessa skador och toxiska effekter dr att musslan i fallet med
temporér syrebrist (konstant syrebrist leder till mortalitet) visserligen far en
krater i skalet men kompenserar detta med skaltillvixt frin insidan, vilket
medfor att den kan fortleva. I skogsindustrirecipienter och vid laboratorie-
forsok med blekeriavlopp sker ingen kompensation med skaltillvixt varfor
erosionen resulterar i ett hal i skalet intill mjukdelarna, med foljd att
musslan dor. I kustrecipienter dir dessa arter forekommer naturligt
rekommenderas dérfor att man kontrollerar om det finns missbildningar hos
vitmérla och dstersjomussla.

Overging fran elementir klor till klordioxid i massablekerierna kan
orsaka hojda utsldpp av klorat, i all synnerhet om avloppsvattnet inte
behandlas i en extern reningsanlidggning med reducerande miljoé. Klorat har
hog giftverkan pa vixter, sérskilt brunalger, och allvarliga effekter pd
blastang utanfor blekerier har konstaterats. Sérskild bevakning av den
fastsittande vegetationen rekommenderas darfor i1 kustrecipienter dér
effekter av klorat pa brunalger befaras.

Utsldpp av tungmetaller frdn skogsindustrin har uppmérksammats den
senaste tiden. For att belysa belastningssituationen i biota bor den fisk som
samlas in analyseras med avseende pd metaller i levern. I forsta hand bor
kadmium, bly och koppar bestimmas. Zink regleras effektivt av fisken och
ar darfor mindre 1dmplig att kontrollera.

Recipientkontrollens programformer

Dessa Allménna RAad bygger pa principien att ett ldpande program, ett
basprogram, vid behov kompletteras med ett utvidgat program.
Undersokningarna i basprogrammet bor utforas relativt ofta. Lamplig
frekvens av de undersokningar som foreslds framgér nedan. Mitningarna
bor kunna relateras till motsvarande métningar pé stationer inom regional
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och nationell 6vervakning, bl.a. for att kunna erhélla referensinformation.
Undersokningarna i basprogrammet foreldggs av tillsynsmyndigheten i
kontrollprogrammet, varvid variabler, provtagningsstationer, provtagnings-
frekvens, former for utviardering och rapportering etc. noga ska preciseras.

Syftet med det utvidgade programmet &r i forsta hand att analysera och
bredda effektbilden, inte att skapa underlag for berdkning av trender. Det
utvidgade programmet utfors darfor med lagre frekvens édn basprogrammet,
lampligen vart 3:e-5:¢ ar, eventuellt med ldngre intervall beroende pa i
vilken mén utsldppsforhallandena motiverar det. Aven dessa undersdkningar
regleras 1 det 16pande kontrollprogrammet. Undersokningar enligt det
utvidgade programmet kan ocksd foranledas av exempelvis tillstindsprov-
ning, processfordandringar, Overutslipp eller av att resultaten fran
undersdkningarna i basprogrammet indikerar att ytterligare undersékningar
eller effektanalyser bor goras. Beslut om undersokningar fattas dé av
tillsynsmyndigheten vid varje tillfille. Omvént kan uppfOljning av det
utvidgade programmet ske genom maétningar i basprogrammet.

Ett 16pande kontrollprogram ska foregés av forundersokningar dér
recipienten beskrivs med avseende pd morfometri, grundliggande biolo-
giska forhallanden och spridning av utslédppta substanser. Vid dessa
forundersokningar faststélls l4get for de stationer som ska ingd i baspro-
grammet. Antalet stationer kan normalt vara litet.

Resultatet fran forundersokningarna och tidigare undersokningar ska
ocksd paverka kontrollprogrammets innehdll och undersdkningarnas
frekvens.

Recipienttyper

Det &r wviktigt att varje recipients egenskaper paverkar kontrollens
utformning och omfattning. Som exempel kan ndmnas att i de kustomriden
dér flertalet skogsindustrier dr lokaliserade dr miljoerna mycket varierande.
Utsldppen kan ske till en 6ppen och vil ventilerad kust, i en skyddad
skérgérd, vid en flodmynning, pa ost- eller véstkust - alla ekologiskt skilda
miljoer.

I recipienter dir utsldppen pd grund av stor vattenomséttning snabbt
spads ut, frdmst 1 Oppna kustomraden, kan pdverkan vara svér att uppticka.
Recipienten 4r i dessa fall speciellt svar att definiera och kan, beroende pa
definitionsgrunder, vara mycket lokal eller utgdéras av hela havsomraden. I
dessa fall bor recipientkontrollen i storre utstrickning dverforas till ovrig
miljoovervakning, framst dd det regionala programmet. Skyldigheten att
kontrollera verkningarna i miljon och att bekosta dessa undersokningar
aligger dock fortfarande den som utdvar verksamheten.
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Omfattande méatningar av kemiska och fysikaliska variabler bor generellt
sett endast goras i sddana kustrecipienter som ar sé slutna och skyddade att
utbytet med utanforliggande hav eller paverkan fran floder inte stor
resultaten. 1 sjoar &r situationen vanligen den motsatta, det vill sdga att
vattenutbytet dr sd ringa att den lokala péverkan pa vattenkvaliteten blir
signifikant.

Studier av bottenfauna 1 recipientkontrollen bor styras dels av
forekomsten av ackumulations- eller transportbottnar, det vill sdga bottnar
med sddana sediment att normal metodik fungerar, dels av om risken for
syrebrist beroende pa organogen belastning ir relevant i recipienten. Om
mjukbottnar saknas i ndromradet, t.ex. vid flodmynningar och exponerade
kuster, dr bottenfaunakontroll oftast inte meningsfull. Tvingas man alltfor
langt ut fran utsldppet 1 sokandet efter ldmpliga provtagningslokaler,
minskar mojligheten att koppla eventuella fordndringar till den lokala
killan.

Overvakningen av fisk inriktas i stor utstriickning mot att bevaka toxiska
effekter av utsldppen. Stationdra arter far déarfor stor betydelse. Stationéra
bestand forekommer dock inte alltid i recipienterna. I rinnande vatten, vid
stora flodmynningar och pa Oppen kust kan man befara att inslaget av
migrerande fisk blir sa stort att exponeringsbeddmningen forsvaras. Detta
leder till att bland annat biomarkorstudier inte dr meningsfulla och att
provfisken inte speglar hur bestandens fordelning &r kopplad till effekter pa
andra nivder. Dessa typer av recipienter dr dock ofta viktiga lek- och
uppvaxtomraden for fisk. Rom och nykldckta yngel exponeras da for
avloppsvattnet, vilket kan paverka den lokala rekryteringen. I sddana fall
bor dvervakningen inskriankas framst till studier av rekryteringsutfallet.

Aven i 6vrigt ska de lokala forhdllandena tillitas paverka programmen.
Naturligtvis méste dven utsldppens storlek och potentiella miljopaverkan
viagas in. Det dr siledes inte meningen att hela de nedan foreslagna
programmen ska genomforas vid samtliga anliggningar. Vid sma anldgg-
ningar kan det vara oskiligt att krdva omfattande och dyra undersékningar,
och man bor dar framst se till att ett baskontrollprogram genomfors. Det kan
1 andra fall, mot bakgrund av lokala forhéllanden, finnas anledning att
komplettera kontrollprogrammet med ytterligare undersdkningar.

Den indelning av kontrollprogrammen pa olika recipienttyper och
tillverkningsprocesser som aterfinns nedan ska ses som ett forsta steg mot
en anpassning av kontrollen till olika recipientforhillanden.
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Recipientkontrollens basprogram och utvidgade program
De olika programmen presenteras i det foljande indelade med avseende pd

olika recipienttyper:
A. rinnande vatten
B. sjoar

C. kustomraden

Inom varje recipienttyp aterfinns sedan olika program under rubrikerna:

1. fysikaliska och kemiska variabler
2. fisk
3. bottenfauna och sediment

4. fastsittande vegetation

Programmen é&r sedan uppdelade i tre grupper med hédnsyn till olika
tillverkningsprocesser:
I.  kemisk massa, blekning med klorhaltiga kemikalier

II. kemisk massa, blekning utan klorhaltiga kemikalier oblekt
kemisk massa

mekanisk massa
fiberskivor
III. ointegrerad papperstillverkning

returfibermassa

Siffrorna inom parentes i de tabeller som foljer dr hdnvisningar till den sida i
kapitlet "Utforande" dir utforligare forklaringar ges. Metodbeskrivningar
finns i eller hanvisas till 1 bilaga II.
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A1. Rinnande vatten/fysikaliska och kemiska variabler

Basprogrammets frekvens: minst 6 ggr/ar

Processtyp Basprogram* Utvidgat program
Grupp [: Vattenforing
Kemisk massa, blekning Vattentemperatur
med klorhaltiga Konduktivitet
kemikalier pH
Alkalinitet
Syrgas
Grumlighet

Suspenderat material
TOC (totalt organiskt kol)
CODwn (kemisk syre
férbrukning) **

Farg

Nitratkvave

Totalkvave

Totalfosfor

Grupp I Vattenforing
Kemisk massa, blekning Vattentemperatur
utan klorhaltiga Konduktivitet
kemikalier pH

Oblekt kemisk massa Alkalinitet
Mekanisk massa Syrgas
Fiberskivor Grumlighet

Suspenderat material
TOC (totalt organiskt kol)
CODwn (kemisk
syreférbrukning) **

Farg

Nitratkvave

Totalkvave

Totalfosfor

Grupp llI: Vattenforing
Ointegrerad Vattentemperatur
papperstillverkning Konduktivitet
Returfibermassa pH

Alkalinitet

Syrgas

Grumlighet

Suspenderat material
TOC (totalt organiskt kol)
CODwn, (kemisk
syreforbr.) **

Farg

Nitratkvave

Totalkvave

Totalfosfor

*Se sid. 17 betrdffande diskussion om omfattningen av detta program.
** | framtida miljoovervakning kommer sannolikt endast TOC att foreslas for analys av organiska &mnen om inte
sérskilda skl foreligger, t.ex. att redan paborjade tidsserier med COD finns.
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A2. Rinnande vatten/fisk
Basprogrammets frekvens: Arligen

Processtyp Basprogram Utvidgat program
Grupp I: Om stationar fisk finns: Om stationar fisk finns:
Kemisk massa, blekning Relativ tathet (32)* Tathet av larver och
med klorhaltiga Aldersférdelning (32)* arsyngel (33)
kemikalier Sjukdomar (32)* Biokemi/fysiologi (33)
Biokemi/fysiologi (32) Sjukdomar (34)
Om stationar fisk saknas: | Histopatologi/patologi (34)
Rekrytering (33)* Klorfenolara @mnen
(som konjugat i galla)
Metaller i lever (34)
Grupp Il Om stationar fisk finns: Om stationar fisk finns:

Kemisk massa, blekning Relativ tathet (32)* Tathet av larver och ars
utan klorhaltiga Aldersférdelning (32)* yngel (33)
kemikalier Sjukdomar (32)* Biokemi/fysiologi (33)
Biokemi/fysiologi (32) Sjukdomar (34)
Oblekt kemisk massa Histopatologi/patologi (34)
Om stationar fisk saknas: | Harts- och fettsyror
Rekrytering (33)* Mekanisk massa (som
konjugat i galla)
Metaller i lever (34)
Fiberskivor Artsammanssattning (34)
Grupp llI: Sjukdomar (34)
Ointegrerad Rekrytering, begransade
Papperstillverkning insatser (34)
Returfibermassa

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersdkning beskrivs.

* Sedan paverkansbilden faststéallts genom arliga undersékningar kan undersdkningsfrekvensen glesas
ut, dvs. undersdkningarna &verfors till det utvidgade programmet. Se sid. 35 for diskussion om

programmets omfattning.
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A3. Rinnande vatten/bottenfauna och sediment

Basprogrammets frekvens: Arligen

Processtyp

Basprogram

Utvidgat program

Grupp I:

Kemisk massa, blekning
med klorhaltiga
kemikalier

Abundans (35)

Forekomst av defekter
Biomassa (35)

Grupp II:

Kemisk massa,

blekning utan klorhaltiga
kemikalier

Oblekt kemisk massa
Mekanisk massa

Abundans (35)
Biomassa (35)

Fiberskivor

Grupp llI: Abundans (35)
Ointegrerad Biomassa (35)
papperstillverkning

Returfibermassa

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersékning beskrivs.
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A4. Rinnande vatten/fastsittande vegetation

Processtyp

Basprogram

Utvidgat program

Grupp I:

Kemisk massa, blekning
med klorhaltiga
kemikalier

Artsammansattning (36)
Biomassa (36)
Tackningsgrad (36)

Grupp I

Kemisk massa, blekning
utan klorhaltiga
kemikalier

Oblekt kemisk massa
Mekanisk massa
Fiberskivor

Artsammanséattning (36)
Biomassa (36)
Tackningsgrad (36)

Grupp llI:
Ointegrerad
papperstillverkning
Returfibermassa

Artsammansattning (34)
Biomassa (36)
Téckningsgrad (36)

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersékning beskrivs.
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B1. Sjoar/fysikaliska och kemiska variabler

Basprogrammets frekvens: minst 6 ggr/ar

Processtyp Basprogram* Utvidgat program
Grupp 1: Vattentemperatur
Kemisk massa, blekning Siktdjup
med klorhaltiga Konduktivitet
kemikalier pH
Alkalinitet
Syrgas/svavelvate
TOC (totalt organiskt
kol)
CODwr (kemisk
syreférbrukning) **
Farg
Nitratkvave
Totalkvave
Totalfosfor Klorofyll a
Grupp I Vattentemperatur
Kemisk massa, blekning Siktdjup
utan klorhaltiga Konduktivitet
kemikalier pH
Oblekt kemisk massa Alkalinitet

Mekanisk massa
Fiberskivor

Syrgas/svavelvate

TOC (totalt organiskt
kol)

CODwn (kemisk
syreférbrukning) **

Farg

Nitratkvave

Totalkvave

Totalfosfor Klorofyll a

Grupp llI:
Ointegrerad
papperstillverkning
Returfibermassa

Vattentemperatur
Siktdjup
Konduktivitet

pH

Alkalinitet
Syrgas/svavelvate
TOC (totalt organiskt
kol)

CODw (kemisk
syreférbrukning) **
Farg

Nitratkvave
Totalkvave
Totalfosfor Klorofyll a

* Se sid. 17 betraffande diskussion om omfattningen av detta program.

** | framtida miljddvervakning kommer sannolikt endast TOC att foreslas for analys av organiska amnen

om inte sarskilda skal foreligger, t.ex. att redan paborjade tidsserier med COD finns.
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B2. Sjoar/fisk

Basprogrammets frekvens: Arligen

Processtyp Basprogram Utvidgat program

Grupp [: Relativ tathet (32)* Tathet av larver och

Kemisk massa, blekning Aldersférdelning (32)* arsyngel (33)

med klorhaltiga Sjukdomar (32)* Biokemi/fysologi (33)

kemikalier Biokemi/fysiologi (32) Sjukdomar (34)
Histopatologi/patologi (34)
Klorfenolara amnen (som
konjugat i galla)
Metaller i lever (34)

Grupp II: Relativ tathet (32)* Tathet av larver och

Kemisk massa, blekning Aldersférdelning (32)* arsyngel (33)

utan klorhaltiga Sjukdomar (32)* Biokemi/fysiologi (33)

kemikalier
Oblekt kemisk massa
Mekanisk massa

Biokemi/fysiologi (32)

Sjukdomar (34)
Histopatologi/patologi (34)
Harts- och fettsyror (som

Fiberskivor konjugat i galla)
Metaller i lever (34)
Grupp llI: Artsammansattning (34)
Ointegrerad Sjukdomar (34)
papperstillverkning Rekrytering, begransade
Returfibermassa insatser (34)

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersdkning beskrivs.
* Sedan paverkansbilden faststéallts genom arliga undersokningar kan undersokningsfrekvensen glesas
ut, dvs. undersdkningarna éverfors till det utvidgade programmet. Se sid. 35 for diskussion om program-

mets omfattning.
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B3. Sjoar/bottenfauna och sediment
Basprogrammets frekvens: Arligen

Processtyp

Basprogram

Utvidgat program

Grupp [:

Kemisk massa,blekning

med klorhaltiga

kemikalier

paverkansomrade: EOCI/EOX,
klorguajakoler,

klorkatekoler och
klorveratroler

i sediment (35)

Abundans (35)
Biomassa (35)
Sedimentkvalitet (35)

Foérekomst av defekter
Metaller i sediment
Kartlaggning av

Grupp I

Kemisk massa, blekning
utan klorhaltiga
kemikalier

Oblekt kemisk massa
Mekanisk massa

Abundans (35)
Biomassa (35)
Sedimentkvalitet (35)

Metaller i sediment
Kartlaggning av
paverkansomrade:
harts- och fettsyror
i sediment (35)

Fiberskivor

Grupp llI: Abundans (35) Metaller i sediment
Ointegrerad Biomassa (35)

papperstillverkning Sedimentkvalitet (35)

Returfibermassa

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersékning beskrivs.
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B4. Sjoar/fastsittande vegetation

Processtyp

Basprogram

Utvidgat program

Grupp [:

Kemisk massa, blekning
med klorhaltiga
kemikalier

Djuputbredning (36)
Artsammansattning (36)
Biomassa (36)
Tackningsgrad (36)

Grupp I

Kemisk massa, blekning
utan klorhaltiga
kemikalier

Oblekt kemisk massa
Mekanisk massa

Djuputbredning (36)
Artsammansattning (36)
Biomassa (36)
Téckningsgrad (36)

Fiberskivor

Grupp IlI: Djuputbredning (36)
Ointegrerad Artsammansattning (36)
papperstillverkning Biomassa (36)
Returfibermassa Tackningsgrad (36)

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersékning beskrivs.
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C1. Kustomradenlfysikaliska och kemiska variabler
Basprogrammets frekvens: minst 6 ggr/ar

Processtyp Basprogram* Utvidgat program
Grupp I: Vattentemperatur
Kemisk massa, blekning Siktdjup
med klorhaltiga Salinitet
kemikalier Syrgas/svavelvate
TOC (totalt organiskt kol)
Nitratkvave
Totalkvave
Fosfatfosfor
Totalfosfor Klorofyll a
Grupp II: Vattentemperatur
Kemisk massa, blekning Siktdjup
utan klorhaltiga Salinitet

kemikalier
Oblekt kemisk massa
Mekanisk massa

Syrgasisvavelvate
TOC (totalt organiskt kol)
Nitratkvave

Fiberskivor Totalkvave
Fosfatfosfor
Totalfosfor
Klorofyll a

Grupp llI: Vattentemperatur

Ointegrerad Siktdjup

papperstillverkning Salinitet

Returfibermassa Syrgas/svavelvate

TOC (totalt organiskt kol)
Nitratkvave

Totalkvave

Fosfatfosfor

Totalfosfor

Klorofyll a

* Se sid. 17 betraffande diskussion om omfattningen av detta program.
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C2. Kustomraden/fisk

Basprogrammets frekvens: Arligen

Processtyp

Basprogram

Utvidgat program

Grupp I:
Kemisk massa, blekning
med klorhaltiga

Om stationar fisk finns:
Relativ tathet (32)*
Aldersférdelning (32)*

Om stationar fisk finns:
Tathet av larver och
arsyngel (33)

kemikalier Sjukdomar (32)* Biokemi/fysiologi (33)
Biokemi/fysiologi (32) Sjukdomar (34)
Om stationar fisk saknas: | Histopatologi/patologi (34)
Rekrytering (33)* Klorfenolara @mnen
(som konjugat i galla)
Metaller i lever (34)
Grupp I Om stationar fisk finns: Om stationar fisk finns:

Kemisk massa, blekning
utan klorhaltiga
kemikalier

Oblekt kemisk massa
Mekanisk massa

Relativ tathet (32)*
Aldersférdelning (32)*
Sjukdomar (32)*
Biokemi/fysiologi (32)

Om stationér fisk saknas:

Téthet av larver och
arsyngel (33)
Biokemi/fysiologi (33)
Sjukdomar (34)
Histopatologi/patologi (34)

Fiberskivor Rekrytering (33)* Harts- och fettsyror
(som konjugat i galla)
Metaller i lever (34)
Grupp llI: Artsammansattning (34)
Ointegrerad Sjukdomar (34)
papperstillverkning Rekrytering, begransade
Returfibermassa insatser (34)

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersékning beskrivs.

* Sedan paverkansbilden faststéllts genom arliga undersokningar kan undersokningsfrekvensen glesas
ut, dvs. undersdkningarna &verfors till det utvidgade programmet. Se sid. 35 foér diskussion om

programmets omfattning.
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C3. Kustomraden/bottenfauna och sediment

Basprogrammets frekvens: Arligen

Processtyp

Basprogram

Utvidgat program

Grupp I:
Kemisk massa, blekning
med klorhaltiga

Abundans (35)
Biomassa (35)
Populationsstruktur (35)

Defekter pa vitmarla(35)
Metaller i sediment
Kartlaggning av

kemikalier Defekter pa ostersjo- paverkansomrade:
mussla (35) EOCI/EOX,
Sedimentkvalitet (35) klorguajakoler,
klorkatekoler och
klorveratroler i
sediment (35)
Grupp I Abundans (35) Metaller i sediment

Kemisk massa, blekning
utan klorhaltiga
kemikalier

Oblekt kemisk massa
Mekanisk massa

Biomassa (35)
Populationsstruktur ( 35)
Sedimentkvalitet (35)

Kartlaggning av
paverkansomrade:
harts-och fettsyror
i sediment (35)

Fiberskivor

Grupp IlI: Abundans (35) Metaller i sediment
Ointegrerad Biomassa ( 35)

papperstillverkning Populationsstruktur (35)

Returfibermassa Sedimentkvalitet (35)

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersdkning beskrivs.
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C4. Kustomraden/fastsittande vegetation

Processtyp

Basprogram

Utvidgat program

Grupp [:

Kemisk massa, blekning
med klorhaltiga
kemikalier

Kartering av brunalger
Djuputbredning (36)
Artsammansattning (36)
Biomassa (36)
Téackningsgrad (36)
Kvave, fosfor och TOC
(totalt organiskt kol)

i alger (36)

Tillvaxt hos blastang (36)

Grupp I

Kemisk massa, blekning
utan klorhaltiga
kemikalier

Oblekt kemisk massa

Djuputbredning (36)
Artsammansattning (36)
Biomassa (36)
Téckningsgrad (36)
Kvave, fosfor och TOC

Mekanisk massa (totalt organiskt kol)
Fiberskivor i alger (36)

Grupp llI: Djuputbredning (36)
Ointegrerad Artsammansattning (36)
Papperstillverkning Biomassa (36)
Returfibermassa Téackningsgrad (36)

Kvave, fosfor och TOC
(totalt organiskt kol)
i alger (36)

Siffrorna inom parentes hanvisar till den sida dar féreslagen undersékning beskrivs.
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Utforande

Nedan foljer forklaringar till tabellerna i1 fOregdende avsnitt. For att
foreslagna program ska ge tillforlitliga resultat och vara meningsfulla att
utfora méste de metodbeskrivningar som finns i eller hdnvisas till i bilaga II
foljas noggrant. Inte minst giller detta nédr jamforelser ska goras med
regionala eller nationella referenslokaler.

Fisk

Den relativa téitheten (fingst/anstringning) av vuxen fisk bor méitas om det
finns stationdra bestand i recipienten, det vill sdga bestind som rekryteras
lokalt. Genom att anvénda standardiserad provfiskemetodik kan man bade
jamfora lokaler efter en fororeningsgradient och folja hur bestandstdthet och
fordelning mellan arter fordndras med tiden. Under provfisket fangas
vanligen ett stort antal fiskar av flera arter. Forekomsten av yttre, latt
diagnosticerbara sjukdomar provfiskefangsterna noteras fortlopande for
samtliga fingade fiskar. Aldersfordelningar, vilka speglar rekryteringen, bor
studeras arligen pa &atminstone en vanlig art, forslagsvis abborre eller
tanglake. Om éaldersfordelningarna baseras pé tillrickliga stickprov och
undersoks arligen, kan de ocksa anvédndas for att berdkna mortalitet, den vid
sidan av rekryteringen viktigaste ekologiska variabeln. Tillvdxten, som &r en
viktig ekologisk summavariabel som kan ge utslag pa toxiska &mnen, far
man pa kopet vid éldersbestimningen.

I basprogrammet bor vissa biokemiska/fysiologiska variabler undersokas
pa stationdr fisk. Minst 25 individer insamlas frdn minst tva stationer i
recipienten och dessutom tillkommer minst en referensstation i nationell
eller regional 6vervakning. Foljande variabler bor bestimmas:

o lingd e gonadvikt

e kroppsvikt e relativ gonadstorlek

o dlder o Jevervikt

o tillvaxt e Jeversomatiskt index
e kon e konditionsfaktor

e konsstadium o EROD-aktivitet i lever

Pé vist- och sydkusten dr tdnglake den vanligaste stationdra arten. Om
denna viljs for undersdkningarna bor dven yngeltal, yngeldverlevnad och
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yngeltillvixt maitas. Forekomst av yttre sjukdomar noteras for samtliga
individer enligt samma rutiner som vid granskning av provfiskefangster.

Saknas stationdr fisk i1 recipienten undersoks den arliga rekryteringen,
t.ex. genom insamlingar av yngel pa fasta stationer under hosten.

I det utvidgade programmet har olika reproduktionsstudier, som belyser
recipientens betydelse som rekryteringsmiljo, stor betydelse. Insamlingar av
yngel pd sensommaren med exempelvis springteknik rekommenderas.
Dessa undersokningar bor ha god geografisk tickning och omfatta
tillrackligt manga lokaler for att medge en kartering av
rekryteringsforhéllandena. Om indikationer finns pa rekryteringsskada, kan
man ldmpligen gora trdlningar efter nykldckta larver tidigt pd sdsongen.
Rekryteringsstudier kan kopplas till kontroll av fordldrafiskarnas
gonadfunktioner for de stationdra arterna enligt den beskrivning som ges
nedan for de biokemiska/fysiologiska undersokningarna. Har man i
basprogrammet eller i det utvidgade programmet dokumenterat storningar 1
den stationdra fiskens rekrytering av sddan omfattning att de inte kan anses
marginella, bor man Overvdga studier av rekrytering dven hos sddana
migrerande arter som utnyttjar recipienten for lek eller yngeltillvaxt. Det ar
viktigt att betona att fiskprogrammets upplédggning i stor utstrdckning bor
utgéras av stegvisa undersokningar som ska vara motiverade av
effektobservationer 1 de mer grundliggande delarna av programmet.
Resultat frdn basprogrammet ska alltsa ha stort inflytande pé eventuella
specialinsatser.

I det utvidgade programmet kan vissa biokemiska/fysiologiska un-
dersokningar goras. Métningarna bor omfatta foljande variabler:

o lingd * levervikt

o fkroppsvikt * leversomatiskt index
e dlder * konditionsfaktor

o tillvixt * EROD-aktivitet i lever
o kon * hematokrit

o konsstadium * antal vita blodceller

e gonadvikt * joner i plasma

o relativ gonadstorlek » muskelglykogen
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Minst 25 individer frin minst tva stationer i recipienten insamlas och
dessutom tillkommer minst en referensstation i nationell eller regional
overvakning. Forekomst av yttre sjukdomar, enligt samma rutiner som vid
granskning av provfiskefangster, noteras for samtliga individer.
Histopatologisk analys av lever utfors pd samma individer som analyseras
for biokemiska/ fysiologiska fordndringar. For att visa konsorganens status
gbrs kompletterande insamlingar, cirka 100 av vardera konet per lokal.
Foreligger indikationer pa gonadskada kan fekunditet métas pa stickprov ur
olika langdgrupper.

Leverns innehéll av tungmetaller bor undersokas i1 det utvidgade
programmet. I forsta hand bor kadmium, bly och koppar bestimmas.

Om de fiskar som fangas vid basprogrammets provfisken uppvisar yttre
sjukdomssymtom, t.ex. fenerosion, kan en fordjupad studie goras i det
utvidgade programmet. 100 abborrar insamlas da fran varje lokal och
forekomsten av sévil akut som ldkt fenerosion noteras for samtliga fenor
utom ryggfenan. Genom att studera relationen mellan stjirtfenans ldngd och
kroppsldngden genom exempelvis regressionsanalys kan man prova om
avvikelser mellan lokaler eller mellan ar ar statistiskt signifikanta. Gadda
fingas endast undantagsvis 1 nédtprovfisken. Undersdkningar av
overkdksdeformationer hos denna art bor déarfor ske genom sérskilda
insamlingar, ldmpligen under lektiden pa véren. Minst 50 individer bdr inga
i provet. Deformationen analyseras morfometriskt.

I basprogrammet for ointegrerad papperstillverkning och vid tillverkning
av returfibermassa foreslas inga arliga undersokningar pa fisk, da utsldppens
toxiska paverkan pd fisk kan anses ringa. En paverkan pd fisksamhéllet,
framst uttryckt som en dndrad artsammansittning, kan dock inte uteslutas.
Denna effekt kontrolleras l&mpligen i det utvidgade programmet eftersom
man inte frimst avser att bevaka trender i bestandsmatt, vilket fordrar arliga
insatser. I samband med de provfisken som gors for studier av
artsammansittning kontrolleras dven forekomst av yttre sjukdomar pa
samtliga fingade fiskar. I dessa recipienter, dir padverkan pé rekryteringen
sannolikt inte har en toxisk orsak, bor rekryteringsstudier fi en mindre
omfattning 4n i1 dvriga recipienter.

Ekologiska och fysiologiska individmatt ska i samtliga fall médtas pa
samma art, ldmpligen abborre eller tdnglake. Provtagningarna gors pa
hosten under september/oktober. Hos abborre har kdnsorganen dé nétt sddan
utveckling att man kan beddma konsstadier. Tanglakens honor bér ynglen
flera manader efter klackningen. Under hosten nar de sadan storlek att man
kan bedoma tillvixt och dverlevnad.

Fortfarande foreligger stor osdkerhet betriffande moderna tillverknings-
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processers potentiella miljopaverkan. Det sker dock en fortlopande stark
utveckling inom branschen i syfte att komma ned till oskadliga
utsldppsnivaer. De fiskundersokningar som foreslds i basprogrammet bor
déarfor, sedan paverkansbilden faststdllts genom arliga undersokningar,
kunna glesas ut i tiden. Detta giller naturligtvis bara om resultaten fran
basprogrammets undersokningar inte indikerar att skador péd fisk eller
fisksamhille foreligger. Basprogrammet bor dock fortfarande innehélla
undersokningar av  parametrar som utgdr kénsliga och tidiga
varningssignaler. De biologiska/fysiologiska variabler som da bor inga,
framgar av sidan 32.

Bottenfauna och sediment

I basprogrammet bestdims abundansen (populationstitheten) av olika arter
samt de ingdende arternas biomassor. I kustrecipienter bor
populationsvariabler, t.ex. lingd- och aldersfordelningar hos dstersjomusslor
och vitmadrlor, inga. Provtagningen bor kompletteras med okuldr besiktning
av sedimenten, helst efter provtagning med propplod, varvid en beskrivning
av sedimentkvaliteten gors. Sedimenttyp, firg och ungefarliga djupet hos
det oxiderade ytlagret noteras. Vidare analyseras sedimenten med avseende
pa EOCI/EOX, klorguajakoler, klorkatekolerochklorveratroler eller harts-
och fettsyrorforattbestimma paverkansomradets storlek. Undersdkningarna i
basprogrammet utformas ldmpligen si att ett mindre antal stationer
undersoks drligen for att erhalla uppgifter om fordndringar i tiden, medan
andra besoks med ldngre mellanrum for information om den rumsliga
utbredningen.

Defekter mits som missbildade embryon av vitmirla (Monoporeia
affinis) samt erosionsskador pa skal hos Ostersjomussla (Macoma balthica).

Lamplig tidsperiod for bottenfaunaprovtagning ar varen inom tvéa veckor
efter islossning, alternativt hosten. Provtagning i havet skall ske samtidigt
som PMK eller liknande program genomfors for att sdkerstdlla
referensmdjligheter. For att f& en uppfattning om 6verlevnad av Ostersjo-
mussla bor provtagningar ske dven pa sensommaren eller hosten, da
settlingen &r Over. Sidrskilda insamlingar av vitmérlor maste goras i
januari/februari, innan honorna slappt ynglen.

Metoderna for provtagning av bottenfauna skiljer sig nagot mellan sjoar
och kust. I limniska system anvinds Ekmanhuggare, medan vanVeenhdmta-
re anvinds pé kusten.
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Fastsittande vegetation

Djuputbredning, artsammanséttning, biomassa och tickningsgrad studeras
frimst for att folja effekter av eutrofiering och av att fargande och
grumlande dmnen forsdmrar ljusklimatet i recipienten. Undersdkningarna i
kustvatten kan kompletteras med métningar av halterna av kvive, fosfor och
organiskt kol i alger. Tillvixten hos blastdng kan enkelt mdtas som ett matt
pa framst kloratpaverkan. Undersokningar av fastsittande vegetation bor ske
under sensommaren.
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Rapportering

Efter bearbetning maste resultaten fran recipientkontrollen goras
tillgdngliga. Rapporteringen bor ske pa ett enhetligt sdtt och rutiner for
denna beskrivs nedan.

Lopande rapportering

Den 16pande rapporteringen av mitdata bor ske efter varje mattillfalle.
Avvikande eller extrema vdrden bor dd sérskilt noteras. Forekomst av
extrema virden kan orsakas av dels en ovanlig héndelse i recipienten, dels
analysfel. Béada fallen bor uppmérksammas. Finns félt- eller
analysobservationer som helt eller delvis kan forklara de avvikande virdena,
bor information om detta finnas i rapporten. Rapportering bor ske till
lansstyrelse och huvudman péd det medium som dessa onskar.

Arsrapport

Det samlade unders6kningsmaterialet redovisas i en arsrapport. Denna kan
disponeras pa foljande sitt:

1. Sammanfattning av resultaten som ocksd direkt kan tillgodose ett
informationsbehov hos allmdnheten.

2. Beskrivning av provtagnings- och analysprogrammet bor ske i enkel
form som stod for den vidare presentationen av data. Stationsndtet bor
anges pa en karta. Detaljerade uppgifter om programutformningen
samt eventuella uppgifter om medverkande parter i kontrollarbetet kan
vid behov redovisas i samband med storre samlade utvirderingar av
datamaterialet.
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3. Presentation av belastningen frdn punktkdllor i omrddet.

4. Redovisning av ndgra centrala vattenkvalitetsparametrar och biolo-
giska variablers fordndring i tid och rum. Detta kan ske i enkla
diagram ddr drsmedelvirden, med aktuella spridningsmdtt, avsdtts mot
en tidsskala. En arlig uppdatering bor ske i drsrapporten.

5. Kommentarer till undersokningsresultaten som bor ta fasta pd bl.a.:

o Oversikt 6ver den aktuella hydrografiska situationen samt jamfo-
relser med tidigare ar.

o Jdmforelser med bakgrund, referenser, litteratur och andra under-
sokningar.

o Virdering av i vilken utstrdckning den aktuella industrin bidrar till
den uppmditta situationen.

o Noteringar om vdsentliga fordndringar av belastningen pad reci-
pienten jamfort med tidigare forhallanden. Detta gdller foretrdidesvis
punktkdllor.

o Kommentarer rorande filt- och analysobservationer som kan for-
klara avvikelser i materialet.

o Synpunkter i o6vrigt som kan vara till hjdlp for ldnsstyrelse,
huvudman och évriga intressenter vid tolkning av materialet.

6. Grunddata i tabellform som separata bilagor.

Undersokningsmaterialet bor genomga en storre utvdrdering med jdmna
mellanrum. Denna kan goras i samband med presentation av resultat fran
undersokningar  enligt det utvidgade programmet eller vid
tillstdndsprévning. Under alla forhéllanden bor en samlad utvérdering av
kontrollresultaten ske atminstone vart femte ar sa att tillsynsmyndigheten
ges tillfalle att viardera resultaten i relation till foreliggande utsléapp.

Det kan vara naturligt att i anslutning till stérre utvirderingar revidera
kontrollprogrammet om det finns skl.

Miljorapport
Den som utovar tillstdndspliktig miljofarlig verksamhet dr enligt 38b §
miljoskyddslagen skyldig att varje ar avge en miljorapport till
tillsynsmyndigheterna. 1 miljorapporten ska bland annat resultaten av
méitningar, besiktningar och andra undersokningar som genomforts under
aret redovisas. Resultatet av mit- och kontrollatgarder i omgivningen ska da
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redovisas och bor utformas som en sammanfattning av resultaten med
kommentarer. Det ar framfor allt eventuella fordndringar jamfort med
tidigare som dr av intresse. Om drsrapport tidigare har inldmnats till
tillsynsmyndigheten gors dessutom en hinvisning till denna med angivande
av rapportens titel och rapportdatum.

Mer om miljorapporten finns att 14sa i Naturvardsverkets Allménna Rad
94:1 "Miljorapport for tillstindspliktiga verksamheter enligt miljoskydds-
lagen" (som ersitter Allmidnna Rad 90:7 "Miljorapport enligt
miljoskyddslagen").
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Bilaga I: Definitioner

Definitioner

Abundans
Antropogen
AOX

Bakgrund

Bentos

Biokemi
Biomarkorer

Enzym-
induktion
EOCVEOX

EROD

Eutofiering
Fekunditet

Populationstithet.
Med ursprung i ménsklig aktivitet.

Adsorberbar organiskt bunden halogen. En metod att
méta den méngd klor, brom och jod som, framst i
vatten, &r bunden till organisk substans vilken
fastnar pa aktivt kol.

En referensnivd som kan vara ursprungligt tillstdnd
eller ett tillstdnd, fOrvéntat eller uppmitt, i en
paverkad recipient.

Organismer som lever péd eller ndra havs- och
sjobotten.

Kemiska reaktioner i levande celler.

Histologiska, fysiologiska eller biokemiska for-
andringar orsakade av xenobiotika (kroppsfrim-
mande dmnen) pd organ-, cell- och/eller subcelluldr
niva.

Stimulering av leverns avgiftningssystem.

Extraherbar organisk bunden klor/halogen. En
metod att mita den méngd klor/halogen som é&r
bunden till organisk substans vilken &r extraherbar
med organiskt 16sningsmedel.

Enzym 1 leverns avgiftningssystem. 7-etoxyreso-
rufin-O-deetylas.

Overgddning.

Formaéga till reproduktion. Antalet avkommor hos en
art eller individ.
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Fysiologi
Gonad
Hematokrit
Histologi
Hydrografi
Hog-
molekylir
Letal effekt

Litoral
Metabolit

Morfologi
Morfometri
Organogen
Patologi
Persistent
Primir-
produktion
Paverkan

Recipient
Referens
Subletal

Toxisk
Ursprungligt
tillstand

Léaran om organismernas livsfunktioner.

Agg- eller rombildande vivnad.

Andel roda blodceller uttryckt i volymsprocent.
Cellvdvnadslara.

Liran om vattnets kretslopp och forekomst i naturen.

Kemiskt &mne med molekylvikt storre dn
1000 g/mol.

Verkningar av ett &mnes giftighet som leder till akut
dod for en organism.

Strand-, kust-.

Amne som deltar i imnesomsittningen (metabolis-
men).

Liran om organismernas form och uppbyggnad.
Maitning av strukturer.

Av organiskt ursprung.

Léiran om sjukdomar.

Stabil.

Nybildning av organisk substans genom fotosyntes.

Forhéllandet mellan nuvarande och ursprungligt
tillstind. I en vidare mening forhdllandet mellan
nuvarande tillstind och bakgrund.

Den (vatten)miljo som tar emot utslapp.

Forhallande, relation, jamforelse, norm.

Verkningar av ett dmne som inte leder till akut
forgiftning eller snabb dod.

Giftig.

Det tillstand som skulle varit radande 1 ett opéverkat
naturlandskap, vdsentligen som ett resultat av natur-

lig vittring och med ett naturligt tillskott fran atmos-
féren.
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Metodbeskrivningar

I denna bilaga finns foljande metoder beskrivna: Sidan

Analys av fett- och hartssyror samt klorerade organiska

amnen i sediment och galla 45
Fett- och hartssyror 1 galla 45
Fett- och hartssyror i sediment 46
EOCI/EOX 1 sediment 47
Klorfenoler, klorguajakoler, klorkatekoler, kloranisoler

och klorveratroler i sediment 48
Klorfenoler i galla frén abborre (Perca fluviatilis) 50

Analys av biokemiska, fysiologiska, och

histologiska/morfologiska variabler hos fisk 52
Insamling av undersdkningsmaterial 52
EROD-aktivitet i lever 54
Vita blodcellsbilden 59
Glykogenhalt i lever och muskel 62
Laktathalt 1 blod 64
Koncentrationer av joner i blodplasma 65
LSI OCH GSI 67
Leverhistologi 68
Fenerosion 71
Overkiksdeformation (PJD) 73
Referenser 75

Analys av defekter hos bottenfauna 80
Undersokning av missbildade embryon av

Monoporeia affinis (Amphipoda, Crustacea) 80
Klassificering av skalskador hos Macoma balthica 83
Referenser 85
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Bilaga Il: Metodbeskrivningar

For ovriga foreslagna undersokningar hanvisas till:

Fiskeriverket (1992): Handbok for kustundersokningar. Metodbe-
skrivningar i fiskeribiologi. Kustrapport 1922:1. Gunnar Thoresson.

Naturvérdsverket (1986): Metodbeskrivningar, Recipientkontroll Vatten,
Del I Undersokningsmetoder for basprogram. SNV rapport 3108.

Naturvérdsverket (1986): Metodbeskrivningar, Recipientkontroll Vatten,
Del IT Undersokningsmetoder for specialprogram. SNV rapport 3109.

Svensk standard SS 02 8187. Vattenundersokningar - Bestimning med
atomabsorptionsspektrometri - Uppslutning.

Svensk standard SS 02 8150. Vattenundersokningar - Metallhalt i vatten,
slam och sediment - Bestiimning med atomabsorptionsspektrofotometri
i flamma - Allménna principer och regler.

Svensk standard SS 02 8152. Vattenundersokningar - Metallhalt i vatten,
slam och sediment - Bestiimning med atomabsorptionsspektrofotometri
i flamma - Speciella anvisningar for bly, jarn, kadmium, kobolt,
koppar, nickel och zink.

Svensk standard SS 02 8183. Vattenundersokningar - Metallhalt i vatten,
slam och sediment - Bestimning med flamlos atomabsorp-
tionsspektrometri - Elektrotermisk atomisering i grafitugn - Allminna
principer och regler.

Svensk standard SS 02 8184. Vattenundersokningar - Metallhalt i vatten
slam och sediment - Bestimning med flamlés atomabsorp-
tionsspektrometri - Speciella anvisningar for aluminium, bly, jirn,
kadmium, kobolt, koppar, krom, mangan och nickel.
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Analys av fett- och hartssyror samt klorerade
organiska amnen i sediment och galla

Fett- och hartssyror i galla

Material

Vattenbad. Losningsmedel och reagenser av analytisk grad: dietyleter,
metyl-tert-butyleter,  kaliumhydroxid,  svavelsyra,  kaliumkarbonat,
pentafluorobenzylbromid.

Provinsamling

Fisk fidngas med ndt och sumpas tvd dygn 1 vatten motsvarande
provtagningsplatsen. Fisken svélter och gallblasan fylls. Gallprov uttages ur
gallblasan med hjélp av en spruta. Forslagsvis poolas fem prover och
frystorkas 1 vintan pa analysen.

Upparbetning och derivatisering

Lamplig inre standard tillséttes till provet, varefter 2 ml 0,5 M KOH 1 90 %
etanol tillséttes. Efter tva timmar i 70°C tillséttes 3 ml destillerat vatten och
provet surgores med utspadd H,SO; till pH=2 och extraheras med 3x3 ml
dietyleter. Eterfaserna koncentreras till en liten volym, 5 ml karbonatbuffert,
pH=9, tillsittes och extraheras med 2x4 ml metyl-tert-butyleter. De
sammanslagna organfaserna overfores i ett torrt provror och indunstas till
torrhet.

Aterstoden 16ses i 3 ml aceton med eventuell tillsats av limplig standard.
Acetonldsningen koncentreras till 0,5 ml varefter 100 pl pentafluorbenzyl-
bromidlosning (3 % i aceton) och 30 pul 30 % K,COs tillséttes 1 provroér med
teflonklatt skruvlock. Roret med paskruvat lock sittes 1 60°C vattenbad.

Efter 30 minuter indunstas reaktionsblandningen till torrhet, och &tersto-
den 16ses 1 2 ml isooktan som tvdttas med 10 ml neutral buffert 1 tva
minuter.

Isooktanfasen dr nu redo for bestimning pa GC/ECD.

GC-analys

Provet (1-2 pl) injiceras splitless pd en 25 m x 0,33 mm kvartskapillar-
kolonn (metylfenylsilikon (BP-5)) med helium som bérgas. Temperatur-
program: 70°C 1 0,75 min, hojs snabbt till 210°C, sedan med 2°C/ min till
290°C dir den hélls kvar 1 15 minuter. Injektortemperatur 250°C och
detektortemperatur 300°C.
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Referenser

Lee, H-B, Peart, T.E. and Carron, J.M. (1990). Gas chromatographic and
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pulpmill effluents as their pentafluorobenzyl ester derivatives. Journal
of Chromatography 498, 367-379.
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conjugated resin acids in the bile of rainbow trout, Salrnogairdneri.
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pa ITMo.

Fett- och hartssyror i sediment

Material

Ponarhdamtare, 100 ml centrifugror med teflonklddd skruvkork, ul-
traljudsbad, skakbord. Losningsmedel och reagens av analytisk grad:
isopropanol, cyclohexan, svavelsyra, aceton, isooktan, kaliumkarbonat,
pentafluorobenzylbromid.

Provinsamling

Sedimentprovet tas med Ponarhdmtare. Omkring 25 ml vatt sediment tas
frdn centrum av provet och dverfores omedelbart till ett 100 ml centrifugror
med teflonklddd skruvkork. 25 ml isopropanol tillsittes och provet
djupfryses 1 vintan pa analys.

Upparbetning och derivatisering

Provet tinas och 25 ml cyclohexan tillsdttes. Provet extraheras i
centrifugroret forst 10 minuter i ultraljudsbad och sedan tvd timmar pa
skakbord. Faserna separeras med hjélp av centrifugering, den organiska
fasen avskiljes och extraktionen upprepas pa samma sétt med samma méngd
16sningsmedel. De sammanslagna organfaserna tvéttas med 50 ml vatten
som surgjorts med koncentrerad svavelsyra till pH=2.

Den organiska fasen indunstas till torrhet och éterstoden 16ses i 3 ml ace-
ton med eventuell tillsats av lamplig standard. Acetonldsningen koncentre-
ras till 0,5 ml varefter 100 pl pentafluorbenzylbromidldsning (3 % 1 aceton)
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och 30 ul 30 % K,CO0; tillsdttes i provror med teflonkldtt skruvlock. Roret
med paskruvat lock sittes 1 60°C vattenbad.

Efter 30 minuter indunstas reaktionsblandningen till torrhet, och ater-
stoden 16ses 1 2 ml isooktan som tvéttas med 10 ml neutral buffert i tva
minuter. [sooktanfasen ar nu redo for bestdmning pa GC/ECD.

GC-analys

Provet (1-2 pl) injiceras splitless pd en 25 m x 0,33 mm kvartskapillar-
kolonn (metylfenylsilikon (BP-5)) med helium som bérgas. Tempera-
turprogram: 70°C i1 0,75 min, hdjs snabbt till 210°C, sedan med 2°C/ min till
290°C dér den halls kvar i 15 minuter. Injektortemperatur 250°C och
detektortemperatur 300°C.

Referenser

Lee, H-B, Peart, T.E. and Carron, J.M. (1990). Gas chromatographic and
mass spectrometric determination of some resin and fatty acids in

pulpmill effluents as their pentafluorobenzyl ester derivatives. Journal
of Chromatography 498, 367-379.

Remberger, M., Hynning, P-A, Neilson, A.H. (1990). Gas chromato-
graphic analysis and gas chromatographic-mass spectrometric iden-
tification of components in the cyclohexane-extractable fraction from
contaminated sediment samples. Journal of Chromatography 508,159-178.

Sellbom, E. (1990). Analys av hartssyror med GC-ECD. Examensarbete
pa ITMo.

EOCI/EOX i sediment

Material
Ponarhdmtare, 100 ml centrifugror med teflonklddd skruvkork, ultra-

ljudsbad, skakbord. Losningsmedel och reagens av analytisk grad:
isopropanol, cyclohexan, svavelsyra.

Provinsamling

Sedimentprovet tas med Ponarhdmtare. Omkring 25 ml vatt sediment tas
fran centrum av provet och dverfores omedelbart till ett 100 ml centrifugror
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med teflonklddd skruvkork. 25 ml isopropanol tillsdttes och provet djupfry-
ses 1 vintan pa analys.

Upparbetning

Provet tinas och 25 ml cyclohexan tillsdttes. Provet extraheras i
centrifugroret forst 10 minuter i ultraljudsbad och sedan tva timmar pa
skakbord. Faserna separeras med hjdlp av centrifugering, den organiska
fasen avskiljes och extraktionen upprepas pa samma sitt med samma mangd
16sningsmedel. De sammanslagna organfaserna tvéttas med 50 ml vatten
som surgjorts med koncentrerad svavelsyra till pH=2. Den organiska fasen
koncentreras till en liten exakt volym och analyseras med neutronaktivering
for bestimning av organiskt bunden klor eller mikrocoulometri for
bestimning av organiskt bunden halogen.

Referenser

Martinsen K. et al (1988). Methods for determination of sum parameters
and characterization of organochlorine compounds in spent bleach
liquors from pulp milis and water, sediment and biological samples
from receiving waters. Water Science and Technology 2, 13-24.

Klorfenoler, klorguajakoler, klorkatekoler, kloranisoler och
klorveratroler i sediment

Material

Ponarhdamtare, 100 ml centrifugror med teflonklddd skruvkork. Losnings-
medel och reagens av analytisk grad: metanol, hexan, metyltert-butyleter,
kaliumhydroxid, kopparsulfat, kaliumkarbonat, svavelsyra, askorbinsyra,
attiksyraanhydrid samt ldmpliga inre standarder.

Provinsamling

Sedimentprovet tas med Ponarhdmtare. Omkring 25 ml vétt sediment tas
fran centrum av provet och overfores omedelbart till ett 100 ml centrifugror
med teflonklddd skruvkork. Proverna djupfryses i véntan pa analys.
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Upparbetning

Provet tinas och 10 ml metanol, 6 ml 10 M KOH och 2 ml 1,14 M
askorbinsyra tillséttes. Blandningen skakas 45 minuter och centrifugeras
darefter. Vitskefasen avskiljes och sedimentet extraheras dérefter ytterligare
tva ganger med 10+6 ml 10 M KOH. Till de sammanslagna alkaliska
vattenfaserna tillsittes 10 ml vatten och 0,4 ml 1M CuSO, och blandningen
extraheras i 10 minuter med 6 ml hexan:metylt-butyleter (2:1) innehéllande
lamplig inre standard. Faserna separeras med hjdlp av centrifugering,
vattenfasen extraheras ytterligare med 6 ml losningsmedel utan inre
standard. De sammanslagna organfaserna torkas (Na,SO4) och analyseras
med GC/ECD med avseende pa klorerade anisoler/veratroler.

Den alkaliska vattenlosningen surgores i isbad med 2 ml koncentrerad
H,SO, varefter den extraheras i 10 min. med 6 ml hexan:metyl-t-butyleter
(2:1) innehallande 1dmplig inre standard. Faserna separeras med hjdlp av
centrifugering och vattenldsningen extraheras ytterligare med 6 ml
l6sningsmedel utan inre standard.

I de sammanslagna organfaserna acetyleras de fenoldra substanserna
exempelvis enligt nedan.

De sammanslagna organfaserna indrives forsiktigt till ca 2 ml och
overfores till ett 12 ml provror med teflonklddd skruvkork, varefter 6 ml 0,1
M K,COj; nédgra korn askorbinsyra och 100 pl dttiksyraanhydrid tillséttes
under omedelbar omskakning kraftigt i 3 min (inte mer &n 3-4 ror &t
géngen). Den organiska fasen analyseras med GC/ECD med avseende pa
acetylerade klorfenoldra substanser.

GC-analys

Provet (1-2 pl) injiceras splitless pa en gaskromatograf med ECD-detektor.
Kolonnen var en 25 m x 0,2 mm kvartskapilldrkolonn (metylfenylsilikon
(BP-5).) Temperaturprogram: 80°C i en minut, h6js snabbt till 120°C, sedan
med 3°C/minut till 180°C, foljt av en 6kning pa 10 °C/minut till 280°C som
hélls 1 fem minuter.

Referenser

Remberger M. et al (1986). Biotransformation of Chloroguaiacols,
Chlorocatechols, and Chioroveratrols in Sediments. Applied and
Environmental Microbiology 51(3), 552-558.

Renberg L. och Lindstrom K: (1981). Cys reversed-phase trace enrich-
ment of chlorinated phenols, guaiacols and catechols in water. Journal of
Chromatography 214, 327-334.
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Klorfenoler i galla fran abborre
(Perca fluviatilis)

Material

Vattenbad med termostat. Pyrexror (8m1) och skruvlock med tefloninsida,
glasvials 1-2 ml.

Losningsmedel och reagens av analytisk grad. Saltsyra, hexan, metyl-t-
butyleter, natriumbisulfit, kaliumkarbonat, dttiksyraanhydrid, pyridin. 4-
brom-2,3,5,6-tetraklorfenol eller annan likvdardig intern standard,
referenssubstanser av 4,5,6-triklorguajakol och eventuella andra 6nskvérda
klorfenoler.

Provinsamling

Fisk mellan 100 och 400 g fangas med nét och sumpas dérefter i tvd dygn 1
vatten motsvarande provtagningsplatsen. Fisken svélter och gallblasan fylls.
Gallprov uttages ur gallblasan med hjélp av en spruta och forvaras 1 vials (1-
2 ml) i frys <-20 °C fram till analysen. Gallor fran fiskarna kan forslagsvis
poolas om fem stycken per vial.

Upparbetning

Galla (2,5-100 mg) overfors 1 ett 8 ml pyrexror med teflonlock.
Natriumbisulfitlésning, 0,1 ml (0,2 g/ml) tillsdtts for att forhindra oxidation
av klorkatekoler. Som intern standard tillsdtts 100 mg 4-brom-2,3,5,6-
tetraklorfenol (BTCP). Klorfenolerna frigérs frdn sina konjugat genom
hydrolys med 2,5 ml saltsyra (2,4 M) i kokande vatten under en timme.
Efter avsvalning extraheras klorfenolerna over till 1,5 ml hexan:metyl-tert-
butyleter (MTBE) under tio minuter (eventuellt med extraktionsapparat) och
overfors till ett nytt torrt provror efter centrifugering. Extraktionen upprepas
och extrakten sammanfors. Derivatisering gors genom acetylering med 50
ml dttikssyraanhydrid 1 ndrvaro av 50 m1 pyridin i 60 °C vattenbad under 20
minuter. Extraktet tvittas genom skakning med 2 ml kaliumkarbonatlosning
(0,5 M) 1 10 minuter for att avldgsna attikssyraanhydridrester och eventuella
fettsyror. Eventuellt kan en tvéttning med 2 ml saltsyra (0,01 M) goras for
att avldgsna pyridinrester. Extraktet kan dérefter injiceras i
gaskromatografen.

GC-analys

Provet (1-2 pl) injiceras split 1:20 pa en gaskromatograf med EC-detektor,
integrator och eventuellt automatisk injektor. Som kolonn anvénds en
halvpolar kvartskapillarkolonn (SPB-5), 30 m x 0,22 mm.
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Temperaturprogram: 80°C i 2 minuter, hojs sedan 5°C/minut till 280°C.
Injektortemperatur 210°C och detektortemperatur 310°C. Identifiering och
kvantifiering gors genom jdmforelse med relativa retentionstider och
relativa topphdjder hos standardlosningar av referenssubstanser och intern
standard.

Kommentarer

Saltsyrahydrolysen destruerar inte de relativt kinsliga klorkatekolerna ens
vid forlingd hydrolystid. Jamforelse med enzymatisk hydrolys visar
fullstindig utvinning av konjugerade klorfenoler och klorkatekoler, till
skillnad  frdn tidigare anvdnd alkalisk hydrolys. Tvitt med
kaliumkarbonatldsning hydrolyserar inte de acetylerade fenolerna.

Referenser

Forlin L. and Wachtmeister C.A. (1989) Fish Bile Analysis for monitoring
of Low Concentrations of Polar Xenobiotics in Water. In Landner L.
(Ed.), Chemicals in the aquatic environment: Advanced hazard assessment.

Springer series on environmental management, Springer-Verlag, Berlin,
Chapter 7, pp. 150-164.

Rosemarin A., Notini M., Soderstrém M., Landner L. and Jensen S. (1990).
Fate and effects of pulp mill chlorophenolic 4,5,6-trichloroguaiacol in a
model brackish water ecosystem. Sci. Tot. Environ. 92:69-89.

Soéderstrdm M., Wachtmeister C. A., and Forlin L. (1990) Fish bile as a
monitoring instrument for chlorinated phenols and catechols in a
recipient outside a pulp mill at the Baltic Sea. In: Proceeding of
workshop COST 641, Water Pollution Research Report 24, Gommission of
the European Communities, (pp. 120-127).

Soderstrom M. and Wachtmeister C. A. (1992) Fish bile as a monitoring
instrument for phenolics and other substances related to bleached kraft
mill effluent (BKME) and a study of chlorophenolic metabolic
transformation products in a periphyton community. In Sodergren A.
(Ed.), Environmental fate and effects of bleached pulp mill effluents,
Swedish Environmental Protection Agency report 4031, (pp.203-206).

Soderstrom M., Wachtmeister C. A. and Forlin L. Analysis of chlorinated
guaiacols and phenols in bile of perch (Perca fluviatilis) from a pulp
mill at the Baltic Sea and an evaluation of a method even covering
chlorocatechols. Manuscript.
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Analys av biokemiska, fysiologiska, och
histologiska/morfologiska variabler hos fisk

Insamling av undersékningsmaterial

Fiskart

De viktigaste kraven som madste uppfyllas av den valda fiskarten &r
stationdrt levnadssdtt, lattaitkomlig med stort utbredningsomrade samt
tillracklig storlek for uttag av prover. P4 ostkusten och i sdtvattensystem
uppfylls dessa krav bdst av abborre (Perca fluviatilis) for de biokemiska,
fysiologiska, histologiska och vissa delar av de morfologiska variablerna
samt for Ovriga delar av de morfologiska variablerna av giddda (Esox
lucius). P& vistkusten analyseras de biokemiska och fysiologiska
variablerna pé tdnglake (Zoarces viviparus) (Jacobsson et al. 1992).

Provtagningsperiod

Det ar vl ként att biologiska variabler kan variera med olika &rstider. Denna
variation styrs av yttre faktorer som temperatur och ljus och av inre faktorer
som konsmognad (se nedan). Denna variation géller for manga
hematologiska och biokemiska variabler (Love 1970, Larsson et al. 1985,
Larsson et al. 1986) likavél som for histologiska variabler (Lindesj66 1994).
Om en undersokning planeras att utforas endast vid ett tillfdlle under éret
skall den forldggas till hosten (undantaget giddda, se nedan) som, for de hir
rekommenderade arterna, dr perioden for relativ sexuell inaktivitet. Detta for
att undvika tidsmissiga och kdnsmognadsberoende variationer (se nedan).
Den ldmpligaste provtagningsménaden &r september vilket mdjliggor
jamforelser med de arliga biokemiska och fysiologiska undersékningarna pa
abborre och tinglake som sker inom det marina miljodvervaknings-
programmet. Fangst av gddda, for analys av skelettdeformation, forlédggs till
véren 1 anslutning till lek d& den dr betydligt mer littfingad under denna
period jamfort med senare tid pa aret.

Fangstmetod och fiskhantering

Abborre fangas med nit, storlek 18-20 varv, och tdnglake med ryssja.
Redskapen vittjas efter en natts fiske. Abborren 16sgdrs varsamt fran niten
(urklippning &r ofta nddvindig) och tanglaken plockas varsamt ut ur
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ryssjorna. Fisken Overfors darefter direkt till sumpar med sldta viggar (ej
nitsumpar). Fiskar med synliga fingstskador avlidgsnas. Fisken forvaras i
sump i anslutning till fangstplatsen under 2-4 dygn for att ges mdjlighet till
att aterhdmta sig efter den stress som orsakats av fangsthanteringen (Haux et
al. 1985).

Gidda fangas med nit eller ryssja och kan analyseras direkt efter
provtagning.

Kon, gonadstatus, fiskstorlek och materialstorlek

Likavél som med arstid varierar biologiska variabler aven med storlek och
kon (Love 1970, Larsson et al. 1985, Larsson et al. 1986, Lindesjo 1992).
For att undvika storleks- och konsberoende variationer viljs endast, for
abborrar, honor med en gonadstorlek storre &n 1 % av den somatiska vikten.
Detta urval exkluderar omogen fisk samt honor som ej kommer att gé till lek
den foljande véren. For tanglake analyseras honor. For béda arter
rekommenderas individer med ett storleksintervall pa 20-30 cm vid
kustlokaler och for abborre 17-27 cm i sjoar. Denna storlek pé fisken &r ofta
nodvindig for att {3 ut tillrdckligt med material for analys. Observera dock
att ett sa snévt och likartat storleksintervall som mojligt skall tillimpas pa
samtliga grupper i en undersokning, for att mojliggéra jimforelser av
analysdata mellan olika provtagningslokaler.

Overkiksdeformationen hos gidda har ej visat ndgon tydlig korrelation
till élder, storlek eller kon (Lindesjo6 & Thulin 1992). Ett urval med
avseende pa storlek och kon dr darfor ej nodvéandig.

Fenerosion av abborre har ej visat ndgon korrelation till alder, storlek
eller kon. Ett urval med avseende pa storlek och kon ér darfor ej nddvéndig
for denna variabel. Det bor dock hér understrykas att en jimforelse mellan
gamla och unga individer kan ge svar pd om skadan har forekommit under
tidigare éar.

For samtliga fiskarter analyseras fran varje station 20-35 individer. Det
hogre individantalet bor efterstrdvas for parametrar med stor spridning. For
analys av fenerosion bor man efterstriava att analysera minst 50 individer per
station.
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EROD-aktivitet i lever

Allmént

Utsondringen av fettlosliga organiska gifter fran fisk och andra vertebrater
paskyndas av ensymsystem som omvandlar &mnena till vattenlosliga
produkter som kan utséndras. Den forsta omvandlingen i denna avgiftning
ar ofta formedlad av ett enzymsystem som kallas mixed function oxidase
(MFO), eller cytochrome P450 monooxygenase system.

Hos fisk aterfinns hogsta MFO-aktiviteterna i levern. En viktig egenskap
hos leverns MFO-system ér att det kan induceras nar fiskar behandlas med
vissa dmnen sasom PCB, TCDD och polyaromatiska kolviten (t.ex.
benzpyren) (for review se Gokseyr and Forlin, 1992). Hirav foljer att
induktion av  MFO-systemet kan utnyttjas sdsom en kénslig biologisk
parameter hos fisk som lever i vatten dér vissa organiska gifter forekommer
eller misstinks forekomma (Haux and Forlin, 1988; Stegeman et al., 1992).
I utlaindska undersokningar har man visat att fiskar som lever i
oljefororenade vatten har forhdjda MFO-aktiviteter (Payne et al., 1987).
Svenska undersokningar, savél laboratorie- och faltundersokningar, har visat
pa mycket kraftigt forhjda MFO-aktiviteter hos fisk som exponerats for
utsldpp fran pappersmassaindustrier. Den uppvisar ett graderat svar i
pappersmassaindustrirecipienter med hogsta aktiviteter nira utsldppskéllan.
Okad EROD-aktivitet har ocksa pévisats hos abborre som lever 20-40 km
fran klorblekerier, vilket tyder pa en storskalig och/eller regional paverkan
(Balk et al., 1993).

Erfarenhet frdn egna filtstudier visar att abborre &r en ldmplig art for
studier av MFO-aktivitet. Métning av MFO-aktivitet krdver vélutbildad
laboratoriepersonal och &r tidskrdvande. Etoxyresorufin-0-deetylas aktivitet
ar den mest anvidnda enzymaktiviteten for att méata induktion av MFO-
systemet 1 fisklever. O-deetylering av etoxyresorufin (ER) katalyseras av
specifika, inducerbara cytokrom P450 (P4501A isoenzym) och resulterar i
produktion av resorufin som kan métas spektrofluorometriskt. Burke and
Mayer (1974) beskrev den forsta metoden for métning av EROD.
Bildningen av resorufin métes vid exitationsvaglingd 535 nm och
emissionvaglidngd 585 nm. En alternativ metod beskrevs av Poul and Fouts
(1980). 1 denna metod stoppas EROD-reaktionen med metanol och provets
fluorescence mats efter centrifugering och filtrering. En spektrofotometrisk
metod introducerades av Klotz et al. (1984). I denna metod méts resorufin
kontinuerligt vid 572 nm. Galgani et al. (1991) beskrev en metod dir
EROD-aktivitet méts med hjdlp av en fluoroscensplattavldsare. Den-
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na metod sparar tid jaimfort med de andra metoderna men tycks inte vara
lika exakt.

Provtagning och preparering av enzymfraktioner

Nedan beskrivs generellt hur provtagningen av fisklevern bor ske och hur
postmitokondriell supernatant (PMS) och mikrosomer fran fisklever
prepareras. De beskrivna metoderna har i svenska undersokningar tillimpats
pa regnbiage och abborre. PMS, ibland kallad S-9 fraktionen, é&r
supernatanten som erhdlls efter centrifugering av lever homogenat vid 9-
12000 x g. Mikrosomerna precipiteras vid 100-150.000 x g centrifugering
av PMS. Néir EROD mits pd PMS rekommenderas att glycerol sitts till som
homogeniseringsbuffert.

Reagenser och l6sningar

Homogeniseringsbuffert, pH 7.4:
0,1 M Na-fosfat och 0,15 M KCI. Nar PMS anvénds for ERODmitning
tillsétts 10 % glycerol.

Resuspenderingsbuffert (mikrosombuftert), pH 7,4:
0,1 M Na-fosfat, 0,15 M KCI och 20 % glycerol. Ibland kan det vara
nddvandigt att tillsdtta | mM EDTA och 1 mM DIT for att motverka
nedbrytning av enzym.

1. Avliva fisken snabbt. Nar levern friprepareras avskiljs gallbldsan
forsiktigt frdn levern utan att galla spills pa levern (galla kan innehalla
enzyminhibitorer). Alla procedurer skall ske i1 kyla (i kylrum eller med
buffert, homogenisator och prover kylda pa isbad). Om preparering av PMS
och mikrosomer inte kan ske omedelbart fryses och forvaras levern i
flytande kvéve for senare preparering av enzymfraktioner i laboratoriet.

2. Efter att levern fripreparerats vdgs den och ldggs i en bdgare med
homogeniseringsbuffert. Tvétta bort dverflodigt blod genom att skdlja en
eller tva ganger i buffert. OBS! Om levern varit fryst, maste den tina innan
buffert tillsétts. Tillsétt 4 ml buffert per gram lever. Klipp levern i smabitar
och homogenisera i en glas/ teflon homogenisator (Potter-Elvehjelm typ).

3. Centrifugera homogenatet i kylcentrifug: 10 000 x g, 20 minuter, +4 °C.
4. For over superatanten (PMS) med hjélp av pipett (undvik pellet och det
flytande fettlagret) till nya centrifugror och centrifugera i1 ultracentrifug
(hoghastighetscentrifug: 105 000 x g, 60 min, +4°C.

5. Efter centrifugering sugs supernatanten (cytosolfraktion) av med pipett.
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Om en transparent pellet (glykogen) syns pd botten rekommenderas att
forsiktigt skolja loss mikrosomerna med resuspenderingsbuffert och
pasteurpipett.

6. Resuspendera mikrosomerna (105 000 pellet) genom att homogenisera i
resuspenderingsbuffert (tillsitt 1 ml per gram lever).

7. Forvara enzymen pa is och fortsdtt med enzymmaétningarna som bor ske
inom ett par timmar. Om maétningen sker senare mste mikrosomerna frysas.
Frys mikrosomerna i1 lampliga mangder i flytande kvéve och forvara dem i
-80 °C.

Mitning av EROD-aktivitet

ICES-IOC arrangerade en workshop i Aberdeen, Skottland (4-6 september,
1991) for interkalibrering av EROD metodik. Nedan beskrivs metoden som
blev resultat av workshopen. Metoden baseras pa Burke and Mayer (1974).

Reagenser och losningar

EROD-buffert:
0,1 M Na-fosfat eller Tris buffert, pH 7,0-8,5. pH optimum kan variera
mellan olika fiskarter. pH 8,0 dr lampliga for regnbéage
(Oncorhynchus mykiss), abborre (Perca fluviatilis) och torsk (Gadus
morhua).

Etoxyresorufin (substrat):
5 uM 7-ethoxyresorufin (ER) 16st i DMSO (dimetyl sulfoxid) (en
stamlosning kan forvaras 1 rumstemperatur i en mork flaska).
Extinktionskoefficienten for ER dr 22,5 cm?/mmol (Prough et al., 1978).
Den exakta koncentrationen av ER kalkyleras enligt formeln:
Substratkoncentration (nmol/ml = A482 nm x 1000 x (1 x 22,5)"". Spad
substratldsningen till 5 nmol/ ml.

NADPH
10 mM NADPH. Los 8,3 mg NADPH i 1 ml destillerat vatten.
Losningen kan sparas i kylskap i tva veckor.

Resorufin (produkt):
0,25 nmol resorufin i DMSO. Stamldsning kan sparas i rumstemperatur i
mork flaska.

Enzymfraktioner

Postmitokondriell supernatant (PMS) eller mikrosom fraktion, se tidigare
beskrivning.
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Tillbehor

Spektrofluorometer med skrivare. Kyvetter. Maitningen bor ske vid
kontrollerad temperatur (20 °C) helst under omrorning.

Standarder

Kalibrering gors med intern eller extern resorufinstandard. Rhodamin B kan
anvédndas som extern standard.

Resorufinstandard:
Extinktionskoeffiecienten for resorufin varierar fran 20,1 (Burke och
Mayer, 1974), 40,0 (Prough et al., 1978) till 73,2 mM " /em L. Lag renhet
hos kommersiellt resorufin gor att det dr nddvéndigt att kontrollera
koncentrationen pé standarden: Standard konc. (nmol/ml) = A572 nm x
1000 x (1 x 73,2).

Rhodamin B-standard:
Stamlosning: 8 mM Rhodamin B. Blanda 0,38 mg Rhodamin B med 10
ml destillerat vatten under omrdrning.

Standard 16sning;:

A. Blanda 1 ml stamlosning och 9 ml destillerat vatten.
B. Blanda 1 ml standardlosning A och 9 ml destillerat vatten.
C. Blanda 1 ml standardlosning B och 9 ml destillerat vatten. Alla

16sningar kan forvaras i morka flaskor i kylskap.

Standardlosning 0,8 nmol Rhodamin B:

Blanda 10 ul standard B 1 1990 ul EROD buffert. Blanda 100 pl standard
C 1 1900 ul EROD buffert. Mét fluorescensen och berdkna det exakta
virdet. Observera att Rhodamin B har 3 génger hogre fluorescens dn
resorufin. Rhodamin B-standard dr mer stabil dn resorufinstandard, och
kan anvidndas som standard for resorufinstandard. Bada standarderna bor
jamfOras atminstone 2-3 ginger arligen.

Analysforfarande

I en total volym av 2 ml:
1960 ul EROD buffert

10 ul substrat (7-etoxyresorufin, ER)
20 ul PMS eller mikrosomer
10 ul NADPH
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Tva eller tre replikat rekommenderas for varje prov. En intern
resorufinstandard bor séttas till varje prov.

1. Blanda 1960 pl EROD buffert och 10 ul ER och 20 ul PMS/ mikrosomer
1 en kyvett. Om omrdrning eller skakning i1 fluoroscensspektrofotometern
inte finns &r det vésentligt att blanda vél innan kyvetten sétts in 1 apparaten.

2. Tillsatt 10 ul NADPH for att starta reaktionen. Blanda vél.

3. Stéll in excitations- och emissionsmonokromatorerna till respektive 535
och 585 nm. Hastigheten for resorufinproduktion méts under 2-3 minuter.
Avlés éndringen i fluorescens.

4. Lamna skrivaren pa och tillsdtt 10 pul resorufin standard till kyvetten.
Avlés 6kningen i fluorescens.

5. Om lag EROD aktivitet erhédlls 6ka méngden prov till 50-100 ul och
minska volymen buffert i motsvarande grad.

6. Proteininnehdll i vdvnadsprovet méste mitas. Bradford- eller Lowry-
metoden rekommenderas med BSA (bovine serum albumin) som standard
(Bradford 1976, Lowry et al. 1951).

7. Anvind den linjdra fordndringen av fluorescencen, kalkylera EROD
aktiviteten. Resorufinstandard som matts i varje prov inkluderas i
berdkningarna. Ho6ga  proteinkoncentrationer 1  provet quenchar
fluorescencen.

Enzymaktivitet (nmol x (minut x mg protein) ') berdknas enligt formeln:

EROD aktivitet = FP x RS x 1 x 5 (minut x FR x mg protein/ ml)”'
FP = Fluorescens i provet
RS = Resorufinstandard (nmol) S = Spéadning (1000/20)

FR = Fluorescens av resorufinstandard.

58



Bilaga II: Metodbeskrivningar

Vita blodcellsbilden

Allmént

Det finns hos fisk, liksom hos hogre evertebrater, flera olika typer av vita
blodceller. De som é&r av storst intresse dr lymfocyter, neutrofila
granulocyter och spolformiga celler ("trombocyter"). Lymfocyter é&r
engagerade 1 det immunologiska forsvaret genom att de deltar i organismens
avvirjningsreaktioner som bildare och bédrare av antikroppar. Neutrofila
granulocyter dr inblandade 1 organismens reaktion pd bakteriella infektioner
och péd frimmande kroppar i vdvnaderna. Denna typ av vita blodeller kan
"dta" bakterier och andra frimmande partiklar genom s.k. fagocytos, och de
ansamlas 1 stora médngder kring lokala hédrdar av infektioner och skador
"Trombocyterna" anses spela en viktig roll 1 blodets koagulationsprocesser.

Hematologiska metoder har anvénts for att belégga subletala fysiologiska
effekter av miljogifter och har fordelen av att kunna registrera sjukliga
fordndringar innan synliga skador har uppstatt. Olika stressfaktorer, t.ex.
vissa miljogifter, kan nedsitta infektionsresistensen hos fisk (Ellis 1981,
Wedemeyer och McLeay 1981). Studier av vita blodcellsbilden dr hirvid en
relativt enkel metodik for att avsloja fordndringar i fiskarnas immunforsvar.

Vid infektioner eller cellnekroser fis en Okning av antalet neutrofila
granulocyter och lymfocyter. Stress medfor oftast en markant minskning av
antalet cirkulerande lymfocyter, vilket resulterar i forsdmrat immunforsvar
(Ellis 1981; Larsson et al. 1985).

Tydliga fordndringar av vita blodcellsbilden har konstaterats hos fiskar
som exponerats for utsldpp fran pappersmassaindustri i laboratorier och 1
undersokningar under féltférhdllanden (Andersson et al. 1988), samt hos
fiskar som lever 1 metallbelastade miljoer (Larsson et. al 1985).
Fordandringarna i vita blodcellsmonstret foljer ofta en gradient med de mest
grava forandringarna néra utslappskaéllan.

Erfarenheter fran faltstudier visar att abborre dr en ldmplig art och att
storningar 1 vita blodcellsbilden kan uppvisa érstidsvariationer (Larsson et
al. 1985). Analyserna dr av rutinkaraktir, men kriver hematologisk
utrustning och utbildad personal.

Provtagning och analysforfarande

1. Objektglas for blodutstryk rengors forst med tvéttning i1 varmt vatten och
diskmedel. Dérefter skoljs glasen ordentligt i varmt vatten med efterfoljande
skoljning 1 destillerat vatten och slutligen doppas glasen upprepade ganger i
70 % alkohol. Torka dérefter glasen i virmeskap.
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2. Blodprov tas i direkt anslutning till sumpningsplatsen. Fisken hévas
snabbt ur sumpen och beddvas med ett slag i huvudet. Blod tappas ur
kaudala blodkarl med hepariniserad kanyl och spruta. Blodprovet bor tas
inom 30-60 sekunder. 0,1-0,2 ml helblod &r tillrickligt for en
standardundersokning av vita blodcellbilden.

3. Tag av kanylen och placera en minimal blodsdroppe pé ett rengjort
objektglas enligt punkt 1 direkt ifrdn sprutan. Sprid ut blodsdroppen pa
objektglaset enligt figur 1. Det &r viktigt att halla glasen i 25° vinkel och dra
jamnt och lugnt. Tryck inte for hart och skjut inte blodet framfor
"spridaren", om man gor det kan man forstora cellerna.

) \§ NSy
b/

)
(__
Figur 1.
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4. Féarga blodutstryket enligt foljande (Pappenheim):
Observera att metoden kriver fargning direkt efter provtagning.
a) Fixera utstryken i 70 %-ig etanol i 15 minuter
b) Forfarga i May Grunewald-16sning (koncentrerad) 5 minuter
c¢) Skolj i destillerat HO
d) Torka i 15 minuter
e) Firga med Giemsaldsning (1,5 ml Giemsa + 50 ml 0,01M
fosfatbuffert pH=6,9) 1 15-20 minuter
f) Skolj i destillerat HO

g) Lat torka

h) Montera
1) Resultat:

lymfocytplasma - bla eller purpurrdda

trombocyter - bla med rodviolett centrum
granulocyter

eosinofila - rodaktiga

basofila - bla

neutrofila - rodvioletta

erytrocyter - r0d-rosa med bl kirna

5. Rékna blodcellerna under mikroskop. Objektivet flyttas som 1 figur 2
under rdkning. Rédkna 500 erytrocyter och antalet vita blodceller inom detta

omrade.

Figur 2.
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Glykogenhalt i lever och muskel

Allmént

Den mest studerade stresseffekten hos fisk dr den typiska Okningen av
blodglukos och blodlaktat (mjélksyra) och minskningen av glykogendepaer
1 lever och muskel. Dessa édr sekunddra effekter och resultatet av en dkad
utsondring av hormoner frdn hypofysen, binjurevdvnad (interrenal och
kromaffin vdvnad) och en 6kad nervos aktivitet (Mazeaud och Mazeaud
1981).

Manga miljogifter kan ocksa paverka metabolismen av kolhydrater pé
annat sétt dn via sekundir stress. Tydliga okningar av glykogennivéer i
muskel och lever har t.ex. konstaterats hos fiskar som exponerats for utslépp
fran pappersmassaindustrier (Andersson et al. 1988). Okningen av glyko-
gennivderna har ofta visat ett graderat svar med storsta Okningen néra
utsldppskallan. Provningen av metodiken som skett inom Miljo/ Cellulosa I-
projektet visar att exponering av fisk for utsldpp frén pappersmassaindustri
ger tydliga effekter oavsett arstid. Aven kadmium och bly har i filt- och
laboratoriestudier visats ge stord kolhydratomsittning (Haux och Larsson
1984, Larsson et al. 1985).

Erfarenheter frin féltstudier visar att abborre dr en ldmplig art och att
storningar 1 glykogennivaer upptrdader under olika arstider. Matning av
lever- och muskelglykogen é&r relativt enkelt, men tidskrdvande. Muskel-
/leverglykogenet mits enligt en metod beskriven av Van Handel 1965.
Metoden innefattar en omvandling av glykogen genom ett antal steg till
glukos som mits med enzymatisk metodik. Metoden kraver tillgang till
spektrofotometer och utbildad laboratoriepersonal.

Provtagning och analysforfarande

1. Avliva djuret och dissekera omedelbart fram de vdvnadsbitar som skall
anvindas. Frys bitarna omgaende 1 flytande kvdve for senare preparering pa
laboratoriet.

2. Vig objektet (lever ca 0,1 g, muskel ca 0,5 g) och ldgg det i ett ror med 2
ml 30 % KOH. Koka med aterlopp 1 tio minuter.

3. Satt till 4 ml 95 %-ig etanol for att félla glykogenet, och 0,2 ml av méttad
Na,S04 som medprecipitant. Kyl i isbad.

4. Aterupphetta i vattenbad tills det kokar, kyl sedan p& is omedelbart.
Observera att kokningen gar snabbt, risk for stotkokning!

5. Centrifugera 30 minuter, 5000 varv/min med kylcentrifug. Sldng bort
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supernatanten forsiktigt och tvétta precipitatet med 1 ml 95 %-ig etanol.

6. Centrifugera igen, hill bort supernatanten, vind pa roret och 14t dem torka
Over natt 1 kylskap.

7. Lagg 1 nagra sma glaspérlor och hydrolysera med 3 ml 1,5 M H,SO,
under 2,5 timmar i1 kokande vattenbad.

8. Neutralisera samtliga ror med 3,1 ml 3M NaOH och spéd till 10 ml med
destillerat H>0.

9. Fem glykogenstandarder med koncentrationerna 0,25, 0,40, 0,50, 0,75
och 1,0 ml hydrolyseras, neutraliseras och spads pa samma sétt som prover-
na.

10. Av extrakten uttages: - 0,5 ml muskelextrakt
- 0,1 m1 leverextrakt + 0,4 ml dest. H,O
- 0,5 ml standardextrakt
- 0,5 ml 0,33M PCA som blank

Darefter tillsdtts 2 ml reagenslosning (MERK 14143, MERK 14144). Avlds
efter 15 minuter vid 500 nm.

Utrdkningar

avldst virde pa standardkurva x spadning (muskel = x 1, lever = x 5)

Glykogenhalt =
vikt (i gram) x 10

Enhet: mg glykogen/100 mg véatvikt.
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Laktathalt i blod

Allmént
Se "Glykogenbestimning i lever och muskel".
Testprincipen utgar fran en kopplad reaktion dir laktat i forsta steget
omvandlas av laktatdehydrogenas (LDH) till pyruvat, som i sin tur
omvandlas av GPT till L-alanine som kan ses spektrofotometriskt vid 366
nm (Noll 1974).

LDH
L-laktat + NAD — pyruvat + NADH + H

GPT

pyruvat + L-glutamat - L-alanis + a-oxoglutarat

Provtagning och utforande

Till analyserna kan laktatsats fran Boehringer Mannheim anvéndas:

1. NAD: 4,6 mM
2. Carbonate-buffert: 0,5 M, pH=10,0; L-glutamat=63 mM
3. Suspension 3: LDH 1632 U/ ml; GPT 102 U/ ml

4. Solution 4: ammoniumsulfat=3,2 M

Reagenslosning blandas av 1. och 2. enligt recept fran Boehringer
Mannheim.

1. Blodprov tas i direkt anslutning till sumpningsplatsen. Fisken havas
snabbt ur sumpen och beddvas med ett slag i huvudet. Blod tappas ur
kaudala blodkérl med hepariniserad kanyl och spruta. Blodprovret bor tas
inom 30-60 sekunder.

2.100 pl helblod sittes till ett eppendorfror innehallande 500 ul 0,6M
perklorsyra (PCA), blanda vil och centrifugera 3 000 varv/min i tva
minuter.

3. Standard
- Blanda 1,0 M laktatstamlsning.

- GOr spadningsserie:
Ta 50 ul och spdd med 25 ml 0,6 M PCA. Det ger 18 mg %.
1 ml av 18 mg % spéddes med 1 ml PCA ger 9 mg % .
1 ml av 9 mg % spéades med 1 ml PCA ger 4,5 mg % .

64



Bilaga II: Metodbeskrivningar

- Spad standardproverna: 0,1 ml standard + 0,5 ml PCA.

4. Sitt 300 ul av blank (0,6M PCA), standarder och prover till separata
provrdr. Till blanken tillsdtts 50 pl av 16sning 4.

5. Satt 2,5 ml reagensldsning till varje ror. Blanda vil.

6. Satt 50 pl av 16sning 3 till alla ror. Blanda omedelbart och ta tiden fran
detta ogonblick. Pipettera med 30 sekunders intervall. Avlds mot H,O vid
365 nm efter exakt 15 minuter (observera noggrannhet med tidsintervallen).

Utrdkningar

Laktat i blod = 18 x Abs. prov
Abs. stand.

Enhet=mg%.

Koncentrationer av joner i blodplasma

Allmént

En vilbalanserad osmo- och jonreglering dr av primidr betydelse for
akvatiska djurs formdga att leva 1 ett ofta fordnderligt omgivande medium.
Benfiskar har vél utvecklade mekanismer for sddan reglering och kan dérfor
halla koncentrationen av oorganiska joner i sina kroppsvitskor inom mycket
sniva ramar. Natrium (Na") och klorid (CI") 4r de dominerande jonerna i
blodplasma och spelar séledes en mycket viktig roll nir det giller att
bibehélla det osmotiska trycket. Andra joner som stér under strikt reglering
ar kalium (K", kalcium (Ca’+) och fosfat (PO4*+). En stord jonreglering
torde allvarligt reducera organismens mojligheter att uppritthalla normala
livsfunktioner och diarmed Overleva i1 naturen (Larsson et al. 1985). En
forsamrad formaga att uppratthalla vatten- och jonjamvikt kan vara speciellt
bekymmersam for fiskar som lever i kustzoner, dir det forekommer mer
eller mindre stora fluktuationer i vattnets salthalt, och for fiskarter som
migrerar mellan bréackt/ saltvatten och sotvatten, exempelvis abborre och
laxfiskar.

Det ér ként att flera metaller (Larsson et al. 1985) och klorerade kolviten
(Forlin et al. 1979; Haux och Larsson 1979) paverkar jonkoncentrationerna i
plasman. Koncentrationen av kalciumjoner minskar t.ex. ndr fiskar
exponeras for kadmium under laboratorieforhallanden (Rock och Maly
1979; Larsson et al. 1981). Dessutom har det visat sig att
blekeriavloppsvatten frdn massaindustrier kan paverka jonbalansen hos fisk,
framst kloridregleringen. I faltundersdkningar har en graderad s@nkning med
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storst sankning néra utsldppskillan, av kloridkoncentrationen konstaterats
(Andersson et al. 1988).

Erfarenheter frin féltstudier visar att abborre dr en lamplig art och att
storningar av jonbalansen upptrdader under olika arstider. Analyserna dr av
rutinkaraktir, men kriver tillgdng till konventionell jonbestimningsutrust-
ning och utbildad laboratoriepersonal.

Provtagning

1. Blodprov tas i direkt anslutning till sumpningsplatsen. Fisken hévas
snabbt ur sumpen och beddvas med ett slag i huvudet. Blod tappas ur
kaudala blodkérl med hepariniserad kanyl och spruta. 0,4-0,5 ml helblod
behovs for en standardundersokning av jonbalansen. Blodprovet bor tas
inom 30-60 sekunder fran det att fisken havas upp ur sumpen.

2. Blodet centrifugeras 10 000-15 000 varv/minut i 2-3 minuter sd att
blodkropparna centrifugeras ned och blodplasman blir kvar som en klar
supernatant. Erhéllen blodplasma (ca 0,3 ml behovs) djupfryses pé kolsyreis
for senare jonbestdmning pé laboratoriet.

OBS! Oorganiska joner kan frigdras fran glasmaterial. Anvédnd déarfor alltid
plastflaskor till 16sningar som skall forvaras en tid.

Analysforfarande

Kloridkoncentration

1. Halter av klorid méts med coulometrisk titrering. Standarder med kidnda
kloridhalter, plus speciella buffrar kops fardiga (t. ex. Radiometer,
Kopenhamn). Standarderna anvinds for att kalibrera kloridtitrator.

2. Det é&r viktigt att kloridtitratorn kalibreras. Av kloridstandard (100 mM)
satts 20 pl till kloridtitrator. Upprepa detta 5-10 ganger tills titratorn visar
stabilt vérde.

3. Satt till proverna (20 p1 blodplasma) och lés av.

Natrium och kalium

1. Gor 15 mM litium-16sning (0,636 g LiCl/l ger 15 mM LiCI).
2. Tag 30 pl plasma och spiad med 6 ml litium-16sning.
3. Mit pd flamfotometer mot Na-standard=140mEq/l och K-standard=5,0

mEq/l. Standardlésningar spddes pa samma sétt som proverna (30 ul + 6 ml
LiCI).
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Kalcium och magnesium

1. Blanda stamlosning for lantan (Img/ml - 0,1 %-ig 16sning): Tag 58,64 g
lantanoxid (Layo3) och tillsdtt 50 ml avjoniserat vatten. Tillsdtt sedan
langsamt och forsiktigt 250 ml koncentrerad HCI. Spéad, lika forsiktigt, till
1 000 ml med avjoniserat vatten. For att fa 16sningen 0,1 %-ig spades
slutligen 16sningen 50 ggr.

2. Gor standardlosningar: Ca=3 mM och Mg=0,75 mM.

3. Spéad standardlosningar och prover 100 ggr med 0,1 %-ig lantanlosning.
Slutvolymen pé standarden ska vara 20 ml och pd proverna 5 ml.

4. Kalibrera atomabsorptionsspektrofotometern: Nollstdll med 0,1 %-ig
lanthanldsning och korrigera efter standardlésningarna.

5. Miét proverna. Kontrollera standarden efter ungefar vart 10:e prov.

LSI OCH GSi

Allméant

LSI (Lever Somatiskt Index)

Fiskar som lever i vattenomraden fororenade av organiska substanser (t. ex.
blekerirecipienter) uppvisar ofta en forstorad lever (Andersson et. al. 1988).
Leverforstoring har ocksd observerats hos fiskar som i laboratorieforsok
exponerats for klororganiska foreningar (Johansson et al. 1972, Forlin et al.
1979). Forstoring av levern kan vara ett resultat av okad fettupplagring
och/eller stimulerad proteinsyntes i levercellerna. Det dr dnnu inte klarlagt
vilka olika faktorer som orsakar detta, men det &r troligen en foljd av
fororeningsorsakade metaboliska stdrningar och/eller okad aktivitet av
xenobiotika transformerande enzym.

GSI (Gonad Somatiskt Index)

Den normala utvecklingen av reproduktionsorganen i fisk beror pa kritiska
cellulira och molekyldra processer som regleras av hormon och andra
faktorer (Bentley 1982). Denna reglering kan paverkas och storas av
onormala forhdllanden (t.ex. olika typer av fororeningar) i fiskarnas
omgivning. Detta kan i sin tur innebédra storningar av fiskarnas normala
reproduktion. En grov, men tillforlitlig, indikation pa stérningar i fiskarnas
normala reproduktion &r storleksfordndringar av gonaderna.
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Gonadstorleken har t.ex. konstaterats vara mindre pa fiskar som levt néra
massafabriker 1 Sverige (Andersson et. al 1988) och péa fisk som exponerats
pé laboratoriet for klororganiska foreningar av typ PCB och DDT (Forlin et
al. 1979).

Provtagning och utforande

1. Avliva djuret och vig det.
2. Preparera ut lever och gonader och vig dem.
Utrdkningar

LSI = levervikt x 100
fiskvikt

GSI = gonadvikt x 100
fiskvikt

Enhet: % av totalvikt

Leverhistologi

Allméant

Ett samspel rdder mellan den mikroskopiska strukturen i fisklever, dvs.
leverhistologi, och fysiologiska och biokemiska funktioner. Histologiska,
fysiologiska och biokemiska fordndringar kan anvidndas som biomarkorer
for att pavisa exponering for toxiska @mnen. Levern har en nyckelroll for
xenobiotisk metabolism, exkretion, matspjilkning, niringslagring, samt
produktionen av guleprotein. Fordndringar av leverns histologiska struktur
kan darfor forvdntas under vissa toxiska forhdllanden (Hinton & Lauren
1990). Levern ar dérfor ett mycket ldmpligt organ for att studera
mekanismerna och orsakssambanden mellan subcelluldra-, celluldra- och
organfordndringar orsakade av toxiska dmnen. Leverhistologiska studier bor
ej uteslutande grundas pa traditionell histopatologisk teknik, som ofta kan
medfora svarigheter till en objektiv analys, utan dessa bor dessutom
kompletteras med ett stereologiskt/morfometrisk angreppssitt vilket ger
mojlighet till kvantifiering av analysdata (flinton, Lanz et al. 1987). Detta
mojliggér analys av savil direkta patologiska fordndringar som reversibla
forandringar, t.ex. volymfordndringar av olika strukturer i parenkymet.
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Provtagning

Efter att fisken beddvats tas levern omedelbart ut. En skiva av hogst 1 mm*
tjocklek skérs ut av den centrala delen av levern. Den uttagna vdvnadsbiten
placeras omedelbart i1 fixeringslosningen. Observera att volymen av
fixeringslosningen skall vara 30 ganger volymen av det fixerade materialet.

Vévnad fixerad i glutaraldehyd fixeras under ett dygn vid 4 °C. Vdvnad
fixerad i1 formalin fixeras under ett dygn vid rumstemperatur. Efter
fixeringen dverfors proverna till 70 % alkohol.

Fixeringslosningar

Hér presenteras tvé alternativa fixeringslosningar, glutaraldehyd respektive
formalin. Fixering med glutaraldehyd é&r oftast att foredra da den ger ett
bittre resultat. Denna fixering &r dven att foredra i samband med plast som
inbdddningsmedium vilken tilldter en betydligt tunnare snittjocklek jamfort
med paraffin. Nackdelen med glutaraldehydfixering 4r att den har en
begransad penetrationsformaga i vivnaden vilket krdver tunna, 1 mm tjocka,
preparat.

Den hér valda buffrade formalinlésningen (McKnight) har utprovats
under flera ar vid Marine Laboratory, Aberdeen, och befunnits vara den
bista formalinlosningen for fiskvdvnad (Dr. A McVivar, personlig
kommentar).

Beredning av 3% glutaraldehyd i 0,1 M fosfatbuffert pH 7,4

Fosfatbuffert (0,2 M)
Buffertlosning A: 2,76 g NaH,POs x H,O i 100 ml H,O (dest)
Buffertlosning B: 7,17 g Na,HPO4 x 12H,0 1 100 ml H,O (dest)

19 ml A + 81 ml B ger 100 ml 0,2 M fosfatbuffert pH 7,4
57 ml av fosfatbufferten (0,2M) + 43 ml H,O (dest.) ger 0,114 M
buffertlosning.

1 del 25 % glutaraldehyd + 7,3 delar 0,114 M fosfatbuffert ger 3% 0,1
M 16sning.

* Denna begrinsade tjocklek dr nddvéndig vid fixering med glutaraldehyd.Vid formalinfixering kan
nagot tjockare preparat fixeras, cirka 5-10 mm.
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Beredning av buffrad formalin, McKnight

Formalin (38-40 %) 200 ml

NaH2P04 X 2H20 9,1 g

NazHP 04 13,0 g

NaCl 90¢g

H,O 800 ml
Dehydrering

Dehydrera i 70 % etanol dver natt

” 1 80 % etanol under 1 timme
195 % etanol under 3-4 timmar med byte varje timme
1 100 % etanol under 2 timmar med ett byte.

2

2

Inbéddning, snittning och firgning

For dver preparaten till plast (av typ Technovit® 7100) och 14t dem infiltrera
over natt. Byt till ny plast féljande morgon och lat sta 6ver dagen. Biadda in
preparaten i ny plast under eftermiddagen.

Som alternativ till plast anvidnds paraffin som inbdddningsmedium enligt
standardmetod.

Efter hdrdning snittas plastpreparaten till 1-2 um tjocklek och for
paraffin till 5-6 um. Darefter fargas preparaten med hematoxylin och eosin
enligt standardmetod samt monteras.

Analys

Preparaten studeras 1 ljusmikroskop och histologiska/histopatologiska
fordandringar dokumenteras med fotografering. Viavnadsfordndringarna
kvantifieras, i storsta mojliga utstrickning, med morfometri. Hér anvénds
foretradesvis bildanalys.
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Fenerosion

Allméant

Fenerosion ar en vanlig patologisk fordndring av fenorna hos benfiskar. De
mest detaljerade utlindska studierna, avseende en koppling till
vattenfororening, har gjorts pa winter flounder Pseudopleuronectes
americanus i New York-bukten (Murchelano 1975, Ziskowski & Mur-
chelano 1975) och pa dover sole Microstomus pacificus i Kaliforniabukten
(Mearns & Sherwood 1974, McDermott-Ehrlich et al. 1977, Sherwood &
Mearns 1977, Cross 1984). Studier av abborre och guldfisk (Carassius
auratus) i utsldppsomriden till skogsindustrier med blekeriutslédpp har visat
pd en mycket tydlig koppling mellan dessa utslippsomraden och
utvecklandet av fenerosion (Lindesj66 & Thulin 1990; 1994). For ytterligare
information om fenerosion, utdver vad som ges nedan, se Lindesjod &
Thulin 1990.

Beskrivning av sjukdomstecken

Fenerosion kan forekomma i tvé stadier. Dels som akut fenerosion dér delar
av fenan har eroderat bort (figur 3) och dels som ett ldkt stadium déir hela
eller delar av fenan har regenererat (figur 4). Det sistndmnda stadiet yttrar
sig som en krokning/ deformation av fenstralarna.

Dessa skador kan forekomma
pa samtliga fenor, for abborre
dock ej forsta pd ryggfenan.
Det lékta stadiet av fenerosion
ska ej forviaxlas med vad som
ofta patriaffas hos fenor fran
abborrar 1 opaverkade
omraden, dvs. en svag
sviangning av  fenstrdlarna
(figur 4 c). Om osdkerhet rader
ska man undersoka fenstrdlarna
i stereomikroskop. En fena som
regenererat efter en akut
fenerosion uppvisar tydligt en
fortjockning av  fenstralen
utifrin ~ vilken  fenan  har
regenererat. Bade akut och lékt
fenerosion kan forekomma
samtidigt 1 en recipient.

Figur 3. Abborre med fenor angripna av
akut fenerosion (a) och med normala

fenor (b).
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Figur 4. Fripreparerade fenor (stjdrtfena och bukfena) frdan abborre med lékt fenerosion
(a-c) respektive oskadade fenor (d). a och b uppvisar tydliga drrbildningar av fenstrdalarna
som helt eller delvis har regenererat utifrdn ett tydligt eroderat omrdde. ¢ uppvisar
drrbildningar av fenstrdalarna, dock utan ett markerat regenereringsomrdde.

Analys

Om den personal som skall utfora denna analys dr mycket vil fortrogen med
den hir beskrivna skadan, kan analysen utforas direkt i fdlt. Vid minsta
tveksamhet och vid forekomst av relativt ldga frekvenser maste dock
fenmaterial samlas in for senare analys pd laboratoriet. Detta tillgr pa
foljande sétt: Samtliga fenor, utom forsta ryggfenan hos abborre, klipps av
och forvaras fram till analys. Analysen sker bdst genom att varje individs
fenor monteras pa ett vitt papper, numreras, samt blandas mellan stationer.
Diérefter analyseras fenorna med avseende pa forekomst av akut och lidkt
fenerosion.
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Overkiksdeformation (PJD)

Allméant

Olika typer av skelettdeformationer kan upptrada hos fisk. Férutom att vara
genetiskt betingade kan dessa deformationer, hos bade vild och odlad fisk,
relateras  till olika omgivningsfaktorer som t.ex. néringsbrist,
parasitinfektioner, 1agt pH och till exponering for tungmetaller (Ferguson
1989). Experimentellt har ryggradsdeformationer inducerats med ett stort
antal av olika toxiska @mnen (Couch et al. 1977; Pragatheeswaran et al.
1987; Davis 1988) och med processvatten fran industrier (Bengtsson &
Larsson 1986; Bengtsson et al. 1988a; Hirdig et al. 1988). Féltstudier har
aven kopplat olika typer av vattenfororeningar till skelettdeformationer. I
sodra Kalifornien ansdgs kontaminering av klorerade kolviten och
tungmetaller vara orsaken till gdlbagsdeformationer hos barred sand bass
Paralabrax nebulifer (Valentine 1975). 1 fororenade omriden av floden
Rhen och dess bifloden 1 Nederldnderna patraffades forhojda frekvenser av
mopsskalle och deformerade fenor hos braxen Abramis brama vilka ansigs
vara orsakade av kemisk fororening (Slooff 1982). Vidare har en
ryggradsdeformation hos insjooring Saluro trutta i en & i Skottland tydligt
knutits till féororeningen av ett vixtgift (Wells & Cowan 1982). I svenska
omrdden har ryggradsdeformation hos hornsimpa Myxocephalus
quadricornis 1 Bottniska viken tydligt knutits till f6rorening fran
metallindustrier (Bengtsson et al. 1988 b). Foljaktligen har ske-
lettdeformationer hos fisk foreslagits som anvidndbara indikatorer for
vattenfororening (Bengtsson 1979, Vethaak & ap Rheinallt 1992).

Foljande beskrivna variabel, 6verkdksdeformation hos gddda (PJD), har
mycket tydligt knutits till flera svenska skogsindustrirecipienter. Metoden
har visat sig speciellt lamplig d& deformationen kan kvantifieras vilket
mojliggér en fullstindig objektiv analys av insamlade data (Lindesjod &
Thulin 1992). For ytterligare information om oOverkidksdeformation hos
gidda, utdver vad som ges nedan, se Lindesjod & Thulin 1992.

Beskrivning av sjukdomstecken

En gidda angripen av en tydlig 6verkidksdeformation (PJD) har ett mycket
karakteristiskt utseende med en uppbjod Overkdke. Alla grader av skadan
kan forekomma. For ett otrdnat 6ga kan dock de svaga skadorna latt
forbises.
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Analys

Giddskallen forvaras ldmpligast genom infrysning for senare analys pa
laboratoriet. Efter upptining fotograferas skallen skuggfritt under bra
ljusforhdllanden mot en vit bakgrund. Lampligtvis anvinds fotolampor med
vilka man lattast undviker skuggeffekter. Skallen fotograferas fran sidan och
halls i en vinkel sé att den 6vre delen av de bdda 6gonen exakt sammanfaller
med varandra. Bilderna kopieras pa ett 18 x 24 cm fotopapper. For att ange
deformationsgraden miéts dels avstdndet fran 6gats centrum till 6verkdkens
yttersta del (B), dels det maximala avstdndet (A) fran 6verkdken vinkelrétt
till linje B (Figur 5). Linje B mits med linjal, medan linje A méts med en
noggrannhet av 0,01 mm med hjdlp av stereomikroskop. Fisk med ett PJD-
indexas > 0,0431 definieras som angripen av &verkidksdeformation
(Lindesjo6 & Thulin 1992).

Figur 5. Miitningar for berikning av P]D-index,, av gdddans dverkiksben.
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Analys av defekter hos bottenfauna

Undersokning av missbildade embryon av Monoporeia affinis
(Amphipoda, Crustacea).

Mal och syfte

Undersokningsvariabeln missbildade embryon av Monoporeia affinis &r
effektrelaterad och fOrvéintas ge svar pa fordndringar i belastningen av
miljofororeningar, som metaller och organiska miljogifter. Variabeln har
utvecklats i laboratorieférs6k med mjukbottenmikrokosmos under 10 érs tid
och anvints som testvariabel i experiment med metaller (kadmium, bly,
arsenik)  klorfenoldra substanser, skogsindustriavloppsvatten  samt
kontaminerade sediment frdn metallbelastade och skogsindustribelastade
omraden (Sundelin 1989). Under senare ar har variabelns anvédndbarhet
provats i en rad faltstudier (Elmgren et al 1983, Sundelin 1991, 1992,
Sundelin in grep.). Resultaten har visat att undersokningstypen kan
anvindas till att avldsa effekter av dels ldngsiktig kontinuerlig belastning av
miljogifter, dels enstaka utsldpp av xenobiotika. Det &r troligt att &dven
sekundédra eutrofieringseffekter som syrebrist och sulfidbildning i
sedimentet ger specifika effekter som gir att sdrskilja frdn annan
miljogiftsbelastning. Dessa skador kommer att utredas inom
miljogiftsprogrammet PMK hav.

Provtagningsstrategi

Vid uppldggningen av en undersdkning bor stationer viljas sé att eventuella
effekter fran olika typer av sediment kan belysas, t. ex. organisk halt,
sulfider och laga syrehalter. Det &r till en viss grad mojligt att sérskilja
effekter fran olika typer av miljogifter och laga syrehalter/sulfider (detta &r
indikationer som erhallits fran PMKstudier i Askdomradet).

Levande gravida (dggbirande) honor insamlas under den forsta hélften
av februari. Detta dr det skede i embryonalutvecklingen d& kansligheten hos
variabeln dr storst. Parning och befruktning dger rum under november
manad. Direfter utvecklas dggen i marsupiet (dggkammaren) under c:a 2-
2,5 manader innan gastrulationen sker. Differentiering av embryot pagar
under 3-4 veckor. De fOrsta nyklidckta juvenilerna upptridder saledes fran
mitten av februari. Det ar vésentligt att alla honor fortfarande bir sin
avkomma sa att provet dr representativt for hela populationen pa
mitstationen. Provtagningarna bor om mojligt genomforas samma vecka
varje ar i ett undersékningsomrade dir man vill kunna analysera tidstrender.
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Provtagningsmetodik

Provtagningsfrekvensen ér en gang per ar. Pa varje station tas 5 hugg med
en van Veen-huggare, vilket samtidigt ger ett kvantitativt prov. Varje hugg
bor innehalla minst 10 gravida honor. Under forhallanden med tjock is da
det dr omojligt att g& med bat, men isen bir en sndskoter, dr det nast intill
omdjligt att anvinda en huggare. For dessa situationer finns en
specialkonstruerad eldriven bottensug (HA-sugen). Med hjidlp av en
drankbar pump kan bottendjur séllas frin sedimentet och sugas upp fran
botten. Vid detta forfarande tas 5 sug pa en bestdmd tidsenhet for att erhélla
ett antal replikat for en statistisk analys. Detta ger emellertid inte nagot
kvantitativt prov, vilket ej heller & nodvindigt eftersom abundans och
biomassa hos bottenfaunan studeras inom andra program.

Provet bor dven vid detta forfarande innehalla minst 10 gravida
honor/sug for att materialet ska kunna analyseras statistiskt. I Bottenviken
dir dggantalet/hona ar betydligt lagre, 10-20 dgg/hona jaimfort med 20-30
4dgg/hona i Bottenhavet och egentliga Ostersjon, ir det limpligt att analysera
minst 15 honor/ hugg eller sug.

Analysmetodik

Analysen gors pa levande honor under stereomikroskop. Vid frysning och
konservering blir dggen opalescenta. Aggen friliggs och riiknas for att
kunna uppskatta populationens potentiella nyrekrytering varefter frekvensen
missbildade och avvikande #4gg och embryon bestdms (mer detaljerad
manual med fotografisk beskrivning 6ver olika utvecklingstadier samt olika
typer av missbildningar kommer att sammanstéillas under 1994). Vid
fripreparering och analys av Monoporeia dr det inte mojligt att anvédnda
sOtvatten eftersom dggen da spricker eller forstors pa grund av fel salthalt.

Forutom embryonalstuder bér man bestimma parasitférekomst och andra
eventuella sjukdomar.

Ingiende variabler

Fekunditet (dgg/hona), utvecklingsgrad hos embryon (8 olika stadier),
frekvensen skadade embryon, frekvensen honor med doda eller partiellt
doda é&dggsickar, parasitforekomst (nematoder och acanthocephal) samt
ovriga angrepp eller sjukdomar (i Ostersjon forekommer stympade
extremiteter som troligtvis ej fororsakas av svamp) bestdms pa varje station.
Variabler som kan ldggas till &r honans ldngd, som kan ge svar pa eventuella
avvikelser fran forvdntad korrelation mellan fekunditet och kroppsldngd
(exempel dr partiellt dod dggsick, som ger ett lagt fekunditetstal dven hos
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storvuxna honor). Undersokningstypens metod kan dven appliceras pa
ishavsgrasuggan, Saduria entomon (Isopoda, Crustacea), som besitter storre
tolerans mot anaeroba miljoer. Icke biologiska variabler av stor vikt for
tolkningen av resultaten dr kunskapen om syresituationen i bottnarna samt
sulfidkoncentrationen vilka bor ingd som obligatoriska variabler. Det finns
idag starka indikationer pa att 1aga syrehalter och sulfidbildning i sedimentet
ger speciella skador pd gonader, 4gg och embryon (resultat fran pilotstoder 1
Askdomradet 1993 och 1994 samt resultat frdn laboratorieexperiment
(Broman et al in prep.). Varierande andel av dggsamlingen dor och doda dgg
eller embryon é&terfinns som en fettklump 1 marsupiet. Dessutom
forekommer ett stort antal grda eller fiarglosa dgg pa stationer med
svavelvitelukt. Klackningsforsok med dessa embryon har resulterat i hog
dodlighet. Det finns foljdaktligen ett starkt skél att mita koncentrationen
syre och suldider samt redoxpotential pa provtagningsstationer. Dessa
méitningar bor genomforas da syresituationen dr sdmst i bottnarna, dvs. juli-
september.

Bakgrundsinformation

Kunskapen om miljogifter i sediment pa ingaende matstationer underléttar
tolkningsfragan. Det bor emellertid péapekas att information om
belastningsdata &r relevant forst dd@ man konstaterat forekomst av
ekotoxikologiska effekter. Annan viktig bakgrundsinformation é&r
primdrproduktionssiffror, sedimentationsdata, hydrografidata som t.ex.
strdmmatningar och temperaturmétningar i bottenvattnet.

Utvirdering

For den statistiska analysen anvédnds en icke parametrisk test, sdvida man
inte finner att materialet &r normalfordelat. For att f4 en uppfattning om
skadan hos den presumtiva populationen gors den statistiska analysen pa
totalfrekvenser i varje delprov. Korrelationstester kan med fordel anvidndas
for att testa samband med Ovriga variabler som t. ex. prasitforekomst,
dggantal, sulfid- och syrekoncentrationer i sedimentet. For att méta trender 1
tiden &r det idag inte helt sjélvklart hur man bearbetar data. Icke-
parametriska regressionsanalyser eller tidsanalyser kan anvidndas beroende
pa hur data ser ut. Idag saknas data for mer én ett ar varfor det ar svart att ge
klara riktlinjer.

Kvalitetssikring

Personer som skall utfora undersdkningen bor ha god kinnedom om
bottenfaunan i Ostersjon, samt erfarenhet av sedimentprovtagning.
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For den biologiska analysen krdvs kinnedom om amphipoders
embryoutveckling samt trdning 1 att analysera just Monoporeias em-
bryoutveckling.

Utrustning och tidsatging

Provtragningsutrustning: Van Veenhdmtare, Kajakhdmtare med ca 10
plexiglasror, HA-sug for svara isforhallanden, rostfria sall, sallbord. For
redox, sulfid samt syremitning krdvs radiometer, amperemeter, mikromani-
pulator, silverelektroder, referenselektrod (calomel), platinaelektrod, glas-
elektroder. Mgjliga fordon &r bat forsedd med hydraulvinsch (isbrytarklass 1
1 Bottniska Viken) och skoter. Dessutom behovs ett bensindrivet elaggregat
for hantering av HA-sug fran is samt isborr. For biologisk analys krévs
stereomikroskop med god upplosning (minst Leica M8 med underbelys-
ning) samt kameradel for fotodokumentation, dissektionsbestick, smé rost-
fria sall. Forbrukningsmateriel ar plastburkar och elektroder.

Tidsétgdngen for provtagning om ca 5 stationer inklusive biologisk
analys: 3 personer pa bat i en vecka samt 2 personer for mikroskopisk
analys under 3 dygn. For redox, sulfid samt syremitning tillkommer ytter-
ligare 1 vecka till sjoss. Till analys, sammanstillning samt rapportering
atgér 2 manaders arbete.

(Referenser se sidan 85)

Klassificering av skalskador hos Macoma baithica

Bakgrund

Vid experiment med skogsindustriavloppsvatten samt vid faltun-
dersokningar utanfor skogsindustrier har man konstaterat en hogre frekvens
av musslor med varierande grad av korrosion pé skalen. Skadan har
troligtvis inte ndgon storre betydelse for individen si linge mjukdelar ej
blottas, men en langtgdende exponering kan innebédra att mjukdelarna
exponeras, vilket innebdr att musslan dor. Utanfor en sulfatfabrik med
blekeri har ett stort antal doda musslor med héal rakt igenom skalet
observerats. Korrosionsskador kan dven uppkomma vid syrebrist. Om
syrebristen dr temporar kompenseras emellertid skadan med 6kad tillvaxt av
skalet frén insidan. Vid langvarig syrebrist dor naturligtvis populationen,
eftersom musslorna har dalig formaga till forflyttning.
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Mal och syfte

Eftersom studierna hittills endast har genomforts i skogsindustribelastade
omraden och 1 laboratorieexperiment med skogsindustriavloppsvatten och
sediment dr avsikten i fOrsta hand att varabeln ska ge svar pa effekter frén
substanser associerade med skogsindustrin och anvdndas 1 dessas
recipienter.

Provtagning

Musslorna insamlas med en Van Veenhuggare eller Ekmanhuggare for att
erhdlla ett kvantitativt prov. Provtagningen genomfors vid samma tidpunkt
som bottenfaunaprovtagningarna fér abundans och biomassebestimning for
att minimera provtagningskostnaderna. Minst 5 hugg/station krivs for att
mojliggbéra en statistisk analys. Ekmanhuggaren kan vara svarare att
anvinda pd sandiga bottnar och ger dessutom ett mindre prov.
Bottenbeskaffenhet och abundansen pa provtagningslokalen &r séledes
avgorande for vilken typ av sedimentprovtagare man skall anvénda. Det &r
emellertid viktigt att anvdnda samma provtagare pa samtliga stationer i
undersdkningen. Sedimentet séllas genom 5,1 och 0,5 mm. Individerna fran
de olika séllen plockas ut for analys. For att fi en storre kédnslighet
analyseras individerna i olika storleksklasser, 0-1 mm (nysettlade individer),
1-2 mm, 2-4 mm, 4-6 mm och 6-8 mm. For att undvika felaktiga métningar
maste podngteras att musslans lingd mits pa det storsta avstdndet. Minga
oinitierade personer uppfattar ofta musslans lingd mellan umbo och
tillvaxtzon (detta ar emellertid bredden).

Det dr framfor allt de unga musslorna som ger svar pa foréndringar i
miljon. En provstorlek pa ca 10-15 individer i storleksklassen 0-2 mm krévs
for att kunna bearbeta materialet statistiskt.

Analys

Analysen kan genomforas pd levande, frysta eller konserverade djur.
Langdmatningar sker forslagsvis i ett stereomikroskop med mitokular dér
daven analysen sker. Skadorna delas in 1 tre grader, Skada 1=vita fldckar,
skada 2=urgropning eller krater i skalet, skada 3=hdl igenom skalet intill
mjukdelar. Vid tillgdng till en bildanalysator kan man &ven kvantifiera
skadorna till yta eller antal.

Bakgrundsinformation

Eftersom laga syrehalter och sulfider ger skador pa skaltillvixten (gar att
identifiera i form av svartfirgning runt skadan) dr det vérdefullt att mita
syre- och sulfidskoncentrationen i sedimentet pd mitstationerna, se avsnittet
om Monoporeia.
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Kvalitetssikring

Personer som skall utfora undersokningen bor ha god kinnedom om
bottenfaunan i Ostersjon samt erfarenhet av sedimentprovtagning.

Utrustning och tidsiatgiang

Provtagningsutrustning: = Van Veenhidmtare, rostfria séll, sdllbord. For
redox-, sulfid- samt syremétning krdvs radiometer, amperemeter, mikro-
manipulator, silverelektroder, referenselektrod (calomel), platinaelektrod,
glaselektroder. Bat forsedd med hydraulvinsch behdvs. For biologisk analys
krdvs stereomikroskop med ovanbelysning samt kameradel for
fotodokumentation. Forbrukningsmateriel
ar plastburkar och elektroder.

Tidséatgang for provtagning om ca 5 stationer inklusive biologisk analys:
3 personer pa bét i en vecka samt 2 personer for mikroskopisk analys under
3 dygn. For redox, sulfid samt syreméitning tillkommer ytterligare 1 vecka
till sjoss. Till analys, sammanstéllning samt rapportering atgr 2 ménaders
arbete.
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