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Forord

Med syfte att gora det méjligt att pd ett enhetligt sitt inventera omraden i
landet som foérorenats genom bland annat industriverksamhet har Natur-
virdsverket tagit fram en inventeringsmetodik, den s.k. MIFO-modellen,
Naturvirdsverket Rapport 4918. I metodiken ingir analysprogram f6r
olika medier. For att utarbeta dessa analysprogram har det varit nédvin-
digt att utveckla delvis nya metoder. Dessa analysmetoder beskrivs i denna
publikation som utgor en separat del av inventeringsmetodiken. Metoder
som redan finns beskrivna eller for vilka standard finns redovisas inte hir.

Utvecklingsarbetet har samordnats av Ingvar Bjorklund vid Institutet
tor tillimpad miljéforskning, Stockholms Universitet. I anslutning till
varje metodbeskrivning anges vilka organisationer och personer som
utvecklat metoden.

Rapporterna om inventering av fororenade omriden ingdr 1 Natur-
vardverkets nya serie BEDOMNINGSGRUNDER FOR MILJOKVALITET.

Stockholm 1 januari 1999

Naturvardsverket
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INSTITUTET FOR TILLAMPAD MILIGFORSKNING (ITM)
Lahoratoriet fdr analytisk miljékemi

Stockholms Universitet

Margaretha Adolfsson-Erici, Tomas Alsherg, Erik Gravenfors,
Cajsa Wahlberg och Anna Winherg

Extraherbart gaskromatograferbart
organiskt material (EGOM)
Modifierad version

METODBESKRIVNING

Metoden ir en screeningmetod som bestimmer summa organiska (bade

naturliga och antropogena) substanser i grundvatten, sediment och mark.

1 Anvandningsomrade
Anviinds med fordel tillsammans med andra kemiska analysmetoder for

att karaktirisera fororenade omriden. Ingir i basprogrammet.

2  Princip

Grundvatten extraheras med cyklohexan, mark och sediment extraheras
med aceton. De organiska substanserna i extraktet analyseras med en gas-
kromatograf (GC) forsedd med en flamjonisationsdetektor (FID). Den

totala detektorresponsen kvantifieras mot en alkanstandard.

3 Stérningar

Metoden bestimmer bara relativt opolira kolféreningar med molekylvikt
upp till ca 600 och kokpunkt upp till ca 400°C och som inte har for lagt

dngtryck. Halterna tenderar att underskattas om téreningarna 1 extraktet
har minga substituenter som reducerar responsen jimfért med

motsvarande kolvite.

4  Arbetshygieniska aspekter vid upparbetning och analys
Manga av de 16sningsmedel som anvinds ér hilsovadliga och brandfarliga
varfor extraktionsarbetet bor utforas i dragskip. Anvind skyddshandskar
och skyddsglassgon. Vid extraktion i separertratt maste trycket utjimnas
med jimna mellanrum genom att kranen 6ppnas. Rester av 18sningsmedel
samlas 1 sirskilda behallare, for att senare destrueras enligt kommunens

miljé- och hilsoskyddsférvaltnings anvisningar.
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Extraktion av grundvatten

5A Kemikalier och lésningar
Alla kemikalier skall vara av hog renhet (pro analysi) om ej annat anges.
Vatten {6r blankextraktion, losningar och tviitt skall vara av MilliQ-kvali-

tet.

5.1A

5.2A

5.3A

5.4A

5.5A

5.6A

Cyklohexan
CgH1y , kontrollera renheten genom att analysera koncentrat av

18sningsmedlet (t.ex. 1:100) pa GC/FID.

Svavelsyra/vatten (1:1)
Koncentrerad svavelsyra, HySO,, blandas med samma volym

vatten.

Natriumhydroxid, 10 M
40 gram natriumhydroxid, NaOH, 16ses 1 100 mL vatten.

Natriumsulfat
NaySO, vattenfri (brinnes vid 500°C om den ¢j ar ren).

Surt vatten, pH 2
Svavelsyra (1:1) tillsiittes droppvis till MilliQ-vatten till pH 2.

Basiskt vatten, pH 12
NaOH (10M) dllsittes droppvis till MilliQ-vatten till pH 12.

6A Utrustning

6.1A

6.2A

6.3A

Separertrattar eller flatbottnade rundkolvar

Koniska separertrattar med normalslipad hals och glaspropp
samt oslipad kran med krankik av teflon, volym 2 L och 250
mL. Flatbottnad runkolv, volym 2 L + magnet och magnet-

omrorare (magnetomrérningsmetoden)

Biigare
Volym 3 L, 150 mL och 250 mL

Rundkolv
Normalslipad hals och glaspropp, volym 500 mL
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6.4A  Graderat provror
Volym 10 ml.

6.5A  Provror
Volym 15 mL

6.6A  Miitglas
Volym 1L, 50 mL och 100 mL

6.7A.  Glastrattar
En stor och en liten (10 resp. 5 em &)

6.8A.  pH-indikatorstickor
Universalindikator pH 0-14

6.9A  Rullindunstare
Forsedd med mellanstycke med stinkskydd

6.10A Vattenbad
Tempererat till cirka 40°C

6.11A  Kviivgas
Ny(g), ansluten med slang till en pasteurpipett

7A Utférande
Parallellt med proverna analyseras MilliQ-vatten som blankprov. For varje
nydppnad cyklohexanflaska gors en ny blank.

Vattnet (cirka 1,9 liter) miits upp noga och surgors med svavelsyra-
vatten (5.2A) till pH 2 och extraheras med 100 mL cyklohexan 1 separer-
tratt 1 tvd minuter (exsickatorfett fir ej anvindas) eller i flatbottnad rund-
kolv med magnetomrérare i 60 min. Cyklohexanextraktet tvittas med 50
mL surt vatten (5.5A). Det "sura” extraktet innehiller sura och neutrala
komponenter.

Direfter gors vattenprovet basiskt till pH 12 med 10 M natriumhy-
droxid (5.3A) och extraheras med 100 mL cyklohexan. Extraktet tvittas
med 50 mL basiskt vatten (5.6A). Det "basiska” extraktet innehaller basis-
ka komponenter. Om vattenprovet innehiller mycket oorganiskt klor, mer

in 1 g/L, tvittas extrakten tvi ginger.
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Om emulsion uppstar vid extraktionen kan denna sprickas genom att
slippa ut det mesta vattnet och sedan réra om i emulsionen med en glas-
stav. Vid kraftig emulsionsbildning éverfér man organfasen och emulsion
till ett annat kiirl och placerar det 1 frys nagra timmar. D4 EOX skall ana-
lyseras tar natriumklorid inte anviindas for att spriicka emulsioner. De
"sura” och "basiska” extrakten slds thop — ibland kan det vara av virde att
behandla extrakten separat — och torkas med vattentri natriumsulfat. Dir-
efter koncentreras extraktet med rullindunstare och/eller i vattenbad med
hjiilp av kviivgasstrom till liten volym som miits exakt (forslagsvis 1-5
mL). Hur mycket extraktet skall drivas in miste avgoras fran fall ¢ll fall

beroende pa provets innehill av organiska substanser.

B Extraktion av mark och sediment

5.B Kemikalier och lésningar
Alla kemikalier skall vara av hog renhet (pro analysi) om inget annat

anges. Vatten for blankextraktion, losningar och tviitt skall vara av

MilliQ-kvalitet.

5.1B  Aceton
(CH;3)2CO

52B  n-Hexan
CeHi4

5.3B  Svavelsyra/vatten (1:1)
Koncentrerad svavelsyra, HySOy, blandas med samma volym

vatten.

54B  Surtvatten, pH 2
Svavelsyra, HySOy, tillsittes droppvis till MilliQ-vatten till pH 2.

5.5B  Natriumhydroxid, 10 M
40 gram Natriumhydroxid, NaOH, 16ses 1 100 mL vatten.



EGOM

6  Utrustning
6.1B  Provror
Med teflonbelagd skruvkork, volym 50 mL och 15 mL

6.2B  Analysvag
Med mitnoggrannhet 10 mg

6.3B Rotationssmixer

For stora provrér

6.4B Centrifug
Med plats for stora provror

6.5B  pH-indikatorstickor
Universalindikator pH 0-14

6.6B  Vattenbad
Tempererat till cirka 40°C

6.7B  Kviivgas
N»(g), ansluten med slang till en pasteurpipett

7B Utférande
Parallellt med proverna analyseras blankprov som bestar av anvinda 16s-

ningsmedel och reagens.

Extraktion av mark

Provet gors s homogent som méjligt och cirka 20 gram vigs noggrant in
1 centrifugror. Provet extraheras med 40 mL aceton pa rotationsmixer {ca
ett varv per sckund) i 30 minuter. Provet centrifugeras och acetonextraktet
overfors till ett nytt provrér och indunstas till ungefir halva volymen i
vattenbad med hjilp av kviivgasstrom.

Acetonextraktet spides med ca 15 mL surt vatten (5.4B) och extrahe-
ras sedan med 10 mL n-hexan i tvi minuter. Efter centrifugering fors
hexanfasen ("surt” extrakt) 6ver till ett nytt provrér. Aceton/vattenfasen
gors basisk, pH 12, med nigra droppar natriumhydroxid (5.5B) och extra-
heras sedan med ytterligare 10 mL n-hexan som avskiljs efter centrifuge-

ring ("basiskt” extrakt).
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Det "sura” extraktet innehdller sura och neutrala komponenter och
det "basiska” extraktet innehéller basiska komponenter. De tvi hexan-
extrakten slis ithop — ibland kan det vara av viirde att behandla extrakten
separat — och drivs in till liten volym som miits exakt (forslagsvis 1-5 mL)
i vattenbad med hjilp av kviivgasstrom. Hur mycket extraktet skall drivas
in miste avgoras fran fall till fall beroende pi provets innehall av organis-

ka substanser.

Extraktion av sediment

Provet gors sa homogent som méjligt och cirka 20 gram vigs noggrant in
1 centrifugror som centrifugeras och supernatanten éverfors till ett nytt
provror. Till centrifugréret med provet tillsittes 40 mL aceton och even-
tuell pellet 18ses upp genom att skaka roret varefter det extraheras genom
rotation (ca ett varv per sekund) i 30 minuter pi rotationsmixer.

Provet centrifugeras och acetonextraktet éverfors till ett nytt proveér
och indunstas till ungefir halva volymen 1 vattenbad med hyjilp av
kviivgasstrom.

Acetonextraktet spides med supernatanten som avskildes tidigare och
surt vatten (5.4B), totalt ca 15 mL, och blandningen extraheras sedan
med 10 mL n-hexan i tvi minuter. Efter centrifugering férs hexanfasen
("surt” extrakt) $ver tll ett nytt provrér. Aceton/vattenfasen gors basisk,
pH 12, med nigra droppar natriumhydroxid (5.5B) och extraheras sedan
med ytterligare 10 mL n-hexan som avskiljs efter centrifugering ("basiskt”
extrakt).

Det "sura” extraktet innehiller sura och neutrala komponenter och
det "basiska” extraktet innehiller basiska komponenter. De tva hexan-
extrakten slds thop — ibland kan det vara av virde att behandla extrakten
separat — och drivs in ¢l liten volym som miits exakt (férslagsvis 1-5 mL)
i vattenbad med hjilp av kviivgasstrém. Hur mycket extraktet skall drivas
in maste avgoras fran fall till fall beroende pd provets innehall av organis-

ka substanser.

Bestimning av torrsubstans

Uttores enligt Svensk standard (SS 02 81 13)

8 GC-analysen
Till en alikvot av extraktet sitts intern standard (normaloktadekan, C18

eller normaldodekan, C20) och efter eventuell ytterligare koncentrering
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eller spidning injiceras det splitless (1-2 pL) i en gaskromatograf med
flamjonisationsdetektor (GC/FID). Injicera ocksi extrakt utan tillsats av
intern standard f6r att kontrollera att denna inte interfererar med toppar
fran provet. Kolonnen ska vara 25-30 m lang och ha en innerdiameter pa
ca 0.3 mm. Stationirfasen ska vara kemiskt bunden av typen ”SE 30",
"DB 57 eller "SE 54” och helst 0.5 um tjock. Temperaturprogrammet bor
vara sidant att C18 eluerar efter ungefir 16 minuter och sluttemperaturen

halls vid 300°C 1 20 minuter.

9  Berdkning av resultat
Provet kvantifieras mot C18- eller C20-toppen med hjélp av integrator.
All toppyta adderas som 6verskrider den baslinje som bildas nir man
endast temperaturprogrammerar kolonnen utan att injicera nigot prov.
Det bista ir att integrera hela ytan som en enda topp. Eventuella stdrre
toppar kan integreras for sig. Losningsmedels- och internstandardtoppar-
na dras ifrin liksom eventuell toppyta som motsvarar blankprovet. Inne-
hillet av extraherbart, gaskromatograferbart organiskt material beriknas
dels som C18- eller C20-ekvivalenter och dels som organiskt kol riknat
mot kolinnehillet i C18 respektive C20 (dvs multiplicera med 0,850
respektive 0,851).

Foljande formel giller for berikning av EGOM:

Grundvatten
amvf
X =
bep
dir
X = EGOM i mg org. kol/L
a = provets area
m = mingd standard i provet i pug
v = extraktets volym i mLL

b = standardens area

¢ = volym alikvot av extrakt med intern standard i pL
p = provvolym i liter

{ = faktor som beror av kolinnehallet 1 standarden
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Sediment och mark

Bestimningen gors pa basis av torrsubstanshalt (T'S)

am v {100
X —
beps

dir
X = EGOM i1 mg org. kol/g torrsubstans (T'S)

a = provets area
m = mingd standard 1 provet i pg

v = extraktets volym i mL

{ = faktor som beror av kolinnehillet 1 standarden
b = standardens area

¢ = volym alikvot av extrakt med intern standard 1 uLL
p = provvikt i gram

s = torrsubstans i pl’OCCﬂt

10 Kriterier for godkdnd analys

Dubbla injektioner bor géras av biade prov och blank. Spridningen 1 resul-
tat mellan dessa bér inte vara mer dn 15%. Topphojden pi den interna
standarden skall ungefir motsvara medelhéjden av komponenterna i pro-

vet.

11 Rapport

Analyssvaret rapporteras 1 mg organiskt kol /L vatten eller pig organiskt
kol /g jord eller sediment ('T'S) dels som C18 (C20), dels som organiskt
kol. Redovisa ocksé blankvirdet och eventuella stérre toppar som integre-
rats for sig. Kopior av alla kromatogram inklusive blank inkluderas i rap-
porten. Kolonntyp, temperaturprogram, etc ska redovisas liksom eventuel-

la anmirkningar eller andra uppgifter av virde fér bedémningen.

Referenser
Renberg L, Rosén-Olofsson A-C; Karakterisering av potentielit bioackumulerba-
ra substanser 1 industriella avloppsvatten, NSL/AVL-rapport 82-03, SNV 1982,

Renberg L O, Sundstrom S G, Rosén-Olofsson A-C; The Determination of Par-
tition Coefficients of Organic Compounds in Technical Products and Waste
Waters for the Estimation of Their Bivaccumulation Potential Using Reversed
Phase Thin Layer Chromatography, Toxicology and Environmental Chemistry,
10(1985)333-349.
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INSTITUTET FOR TILLAMPAD MILJGFORSKNING (ITM)

Laboratoriet for analytisk miljokemi

Stockholms Universitet

Erik Gravenfors, Margaretha Adolfssen-Erici, Tomas Alsherg och Anna Winberg

EOX
(Extraherbar organiskt bunden halogen)

METODBESKRIVNING

Metoden ir en screeeningmetod for bestimning av organiska halogenera-

de substanser i vatten, sediment och mark

1 Anvandningsomrade
Anvinds med férdel tillsammans med andra kemiska analysmetoder for

att karaktiirisera fororenade omriden.

2 Princip
Grundvatten extraheras med cyklohexan, mark och sediment extraheras
med aceton och innehallet av organiskt halogen bestims efter forbrinning

1 syrgas med mikrocoulometrisk titrering.

3 Stérning

Littflyktiga komponenter kan ga forlorade i indunstningssteget som ir
nddvindigt for att byta Iosningsmedel. Oorganiska halogenféreningar kan
stora analysen. For att undvika detta tvittas extraktet med vatten.

4 Arbetshygieniska aspekter vid upparbetning och analys
Minga av de lésningsmedel som anvinds ér hilsovidliga och brandfarliga
varfor extraktionsarbetet bér utféras i dragskip. Anviind skyddshandskar
och skyddsglassgon. Vid extraktion i separertratt maste trycket utjimnas
med jimna mellanrum genom att kranen ppnas. Rester av [5sningsmedel
samlas i sirskilda behallare, for att senare destrueras enligt kommunens

miljé- och hilsoskyddsforvaltnings anvisningar.
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Extraktion av grundvatten

5A Kemikalier och I6sningar
Alla kemikalier skall vara av hog renhet (pro analysi) om ¢j annat anges.
Vatten tér blankextraktion, l6sningar och tviitt skall vara av MilliQ-kvali-

tet.

5.1A

5.2A

5.3A

5.4A

5.5A

5.6A

Cyklohexan
CgHjyy, kontrollera renheten genom att analysera koncentrat av
lésningsmedlet (t.ex. 1:100) pi GC.

Svavelsyra/vatten (1:1)
Koncentrerad svavelsyra, HySOy, blandas med samma volym

vatten.

Natriumhydroxid, 10 M
40 gram natriumhydroxid, NaOH, 16ses 1 100 mL vatten.

Natriumsulfat
Nay SOy, vattenfri (brinnes vid 500°C om den ej ir ren).

Surt vatten, pH 2
Svavelsyra (1:1) tillsittes droppvis till MilliQ-vatten till pH 2.

Basiskt vatten, pH 12
NaOH (10M) tillsittes droppvis MilliQ-vatten till pH 12.

6A Utrustning

6.1A

6.2A

Separertrattar eller flatbottnade rundkolvar

Koniska separertrattar med normalslipad hals och glaspropp
samt oslipad kran med krankik av teflon, volym 2 L och 250 L.
Flatbottnad runkolv, volym 2 L + magnet och magnetomrérare

(magnetomrérningsmetoden)

Biigare
Volym 3 L, 150 mL och 250 mLL
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6.3A  Rundkolv
Normalslipad hals och glaspropp, volym 500 mL

6.4A  Graderat provror
Volym 10 mL

6.5A  Provrér
Volym 15 mL

6.6A  Mitglas
Volym 1L, 50 mL och 100 mL

6.7A  Glastrattar
En stor och en liten (10 resp. 5 cm )

6.8A.  pH-indikatorstickor
Universalindikator pH 0-14

6.9A  Rullindunstare
Iorsedd med mellanstycke med stinkskydd

6.10A  Vattenbad
Tempererat till cirka 40°C

6.11A  Kviivgas
N2(g), ansluten med slang till en pasteurpipett

7A Utférande
Parallellt med proverna analyseras MilliQ-vatten som blankprov. For varje
nydppnad cyklohexanflaska gérs en ny blank.

Vattnet (cirka 1,9 liter) miits upp noga och surgors med svavelsyra-
vatten (5.2A) dll pH 2 och extraheras med 100 mL cyklohexan i separer-
tratt 1 tvd minuter (exsickatorfett fir ej anvindas) eller i flatbottnad rund-
kolv med magnetomrdrare i 60 min. Cyklohexanextraktet tvittas med 50
mL surt vatten (5.5A). Det "sura” extraktet innehiller sura och neutrala
komponenter.

Drirefter gors vattenprovet basiskt till pH 12 med 10 M natriumhy-
droxid (5.3A) och extraheras med 100 mL cyklohexan. Extraktet tvittas
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med 50 mL basiskt vatten (5.6A). Det "basiska” extraktet innehiller basis-
ka komponenter. Om vattenprovet innehiller mycket oorganiskt klor, mer
in 1 g/L, tvittas extrakten tvd ginger.

Om emulsion uppstir vid extraktionen kan denna sprickas genom att
slippa ut det mesta vattnet och sedan réra om 1 emulsionen med en glas-
stav. Vid kraftig emulsionsbildning éverfér man organfasen och emulsion
till ett annat kiirl och placerar det i frys nigra timmar. D4 EOX skall ana-
lyseras fir natriumklorid inte anviindas for att spriicka emulsioner. De
"sura” och "basiska” extrakten slis ihop — ibland kan det vara av virde att
behandla extrakten separat — och torkas med vattenfri natriumsulfat. Dir-
efter koncentreras extraktet med rullindunstare och/eller 1 vattenbad med
hjilp av kvivgasstrom till liten volym som mits exakt (forslagsvis 1-5
mL). Hur mycket extraktet skall drivas in méste avgoras fran fall dll fall

beroende pa provets koncentration.

B Extraktion av mark och sediment

5.B Kemikalier och lésningar
Alla kemikalier skall vara av hég renhet (pro analysi) om inget annat

anges. Vatten for blankextraktion, 16sningar och tvitt skall vara av

MilliQ-kvalitet.

5.1B  Aceton
(CH3)2CO

52B n-Hexan
CeHig

5.3B  Svavelsyra/vatten (1:1)
Koncentrerad svavelsyra, HySOy, blandas med samma volym

vatten.

5.4B  Surtvatten, pH 2
Svavelsyra, HySOy, tillsittes droppvis till MilliQ-vatten till pH 2.

5.5B  Natriumhydroxid, 10 M
40 gram Natriumhydroxid, NaOH, 16ses 1 100 mL vatten.
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6  Utrustning
6.1B  Provror
Med teflonbelagd skruvkork, volym 50 mL och 15 mL.

6.2B  Analysvag
Med miitnoggrannhet +10 mg

6.3B Rotationssmixer

For stora provror

6.4B  Centrifug
Med plats for stora provror

6.5B  pH-indikatorstickor
Universalindikator pH 0-14

6.6B  Vattenbad
Tempererat till cirka 40°C

6.7 Kviivgas
Nj(g), ansluten med slang till en pasteurpipett

7B Utférande

Parallellt med proverna analyseras blankprov som bestir av anvinda 16s-

ningsmedel och reagens.

Extraktion av mark

Provet gors si homogent som méjligt och cirka 20 gram vigs noggrant in
1 centrifugrér. Provet extraheras med 40 mL aceton pa rotationsmixer (ca
ett varv per sekund) i 30 minuter. Provet centrifugeras och acetonextraktet
overfors till ett nytt provror och indunstas till ungefir halva volymen i
vattenbad med hjilp av kviivgasstrom.

Acetonextraktet spides med ca 15 mL surt vatten (5.4B) och extrahe-
ras sedan med 10 mL n-hexan i tvd minuter. Efter centrifugering fors
hexanfasen ("surt” extrakt) 6ver till ett nytt provrér. Aceton/vattenfasen
gors basisk, pH 12, med négra droppar natriumhydroxid (5.5B) och extra-
heras sedan med ytterligare 10 mL n-hexan som avskils efter centrifuge-
ring ("basiskt” extrakt).
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Det "sura” extraktet innehéller sura och neutrala komponenter och
det "basiska” extraktet innehéller basiska komponenter. De tva hexan-
extrakten slis ithop — ibland kan det vara av virde att behandla extrakten
separat — och drivs in till liten volym som miits exakt (forslagsvis 1-5 mL)
1 vattenbad med hjilp av kvivgasstrdm. Hur mycket extraktet skall drivas
in maste avgoras fran fall till fall beroende pé provets innehall av organis-

ka substanser.

Extraktion av sediment

Provet gors si homogent som méjligt och cirka 20 gram viigs noggrant in
i centrifugrér som centrifugeras och supernatanten éverfors till ett nytt
provror. Till centrifugroret med provet tillsittes 40 mL aceton och even-
tuell pellet l6ses upp genom att skaka roret varefter det extraheras genom
rotation (ca ett varv per sekund) i 30 minuter pa rotationsmixer.

Provet centrifugeras och acetonextraktet dverfors till ett nytt provror
och indunstas till ungefir halva volymen i vattenbad med hjilp av
kvivgasstrom.

Acetonextraktet spides med supernatanten som avskildes tidigare och
surt vatten (5.4B), totalt ca 15 mL, och blandningen extraheras sedan
med 10 mL n-hexan i tvd minuter. Efter centrifugering f6rs hexanfasen
("surt” extrakt) éver till ett nytt provror. Aceton/vattenfasen gors basisk,
pH 12, med nigra droppar natriumhydroxid (5.5B) och extraheras sedan
med ytterligare 10 mL n-hexan som avskiljs efter centrifugering ("basiskt”
extrakt).

Det "sura” extraktet innehiller sura och neutrala komponenter och
det "basiska” extraktet innehaller basiska komponenter. De tvi hexan-
extrakten slés ithop — ibland kan det vara av viirde att behandla extrakten
separat — och drivs in till liten volym som miits exakt (forslagsvis 1-5 mL)
i vattenbad med hjilp av kvivgasstrom. Hur mycket extraktet skall drivas

in miste avgoras fran fall till fall beroende pd provets koncentration.

Bestimning av torrsubstans

Utfores enligt Svensk standard (SS 02 81 13)

8  EOX analysen

Samma utrustning (ndgot modifierad) som vid bestimning av AOX
anvinds (se SS 02 81). Extraktet drivs forsiktigt in till torrhet varefter
aterstoden 16ses 1 en liten exakt miingd etylacetat (100-500 pL). Ca 20 pL
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(exakt mingd noteras) etylacetatextrakt injiceras lingsamt i ugnen pa
AOX-apparaten, som modifierats for EOX-anvindning. Det 4r viktigt att
nilen pi injektionssprutan ir tillrickligt ling, sd att extraktet sprutas in i
den heta delen av ugnen. Det bér vara en plugg rent 1osningsmedel efter

pluggen med extrakt 1 sprutan.

9  Berdkning av resultat
Provet kvantifieras mot en stilld standard av nigon hogklorerad organisk
forening 16st i etylacetat t.ex. pentaklorfenol.

Foljande formel giller for berikning av EOX:

Grundvatten:

(a/c—b/d) v
D G —
RV

dir
X = EOX koncentrationen i ng klor/T,

a = mingd halogen i provet i ng (avlist virde)

b = mingd halogen i blanken i ng (avlist virde)

¢ = volym injicerat prov (uL)

d = volym injicerad blank (pl.)

v = extraktets volym (uL)

R = utbytesfaktor (avlist virde / teoretiskt virde) for standarden

V = volym prov (1)
Sediment och mark:

(a/c—b/d) v
X -
Rps10

dir
X = EOX koncentrationen i pg klot/g torrsubstans (T'S)
a = mingd halogen i provet i ng (avlist virde)

b = mingd halogen 1 blanken 1 ng (avlist virde)

¢ = volym injicerat prov (uL)
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d = volym injicerad blank (pL)

v = extraktets volym (pL.)

R = utbytesfaktor (avlist viirde / teoretiskt viirde) for standarden
p = provvikt i gram

s = torrsubstans 1 procent

10 Kriterier fér godkdnd analys
Dubbla eller tredubbla injektioner av bade prov, blank och standard
rekommenderas. Skillnaden i resultat mellan injektionerna bér ¢j vara mer

in 15 %. Utbytet f6r standarden bér ej vara under 85-90%.

11 Rapport
Rapporten skall innehalla foljande uppgitter:
a) Provets beteckning
b) Resultat
¢) Ovriga forhillanden som kan ha paverkat resultatet.

Referenser

Martinsen, K., Kringstad, A., Carlberg, G. E.; Methods for Determination of
Sum Parameters and Characterization of Organochlorine Compounds in Spent
Bleach Liquors from Pulp Mills and Water, Sediment and Biological Samples
from Receiving Waters, War. Sci. Tech. 20(1988)13-24.

Adolfsson-Erici, M., Wahlberg, C, Extraherbar organiskt bunden halogen
(EOX), metodbilaga till Naturvardsverkets rapport 4103 (1992).
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INSTITUTET FOR TILLAMPAD MILIGFORSKNING (ITM)

Laboratoriet for analytisk miljokemi

Stockholms Universitet

Erik Gravenfors, Maria Petterson, Margaretha Adolfsson-Erici, Uf Jarnbherg

Flyktiga kolviaten med SPME-teknik

METODBESKRIVNING

Detta dr en mycket snabb metod bide for screening och specifik analys av
flyktiga féreningar t.ex. BTEX.

1 Anvdndningsomrade
Anvinds med fordel tillsammans med andra kemiska analysmetoder for

att karaktirisera férorenade omraden. Ingar 1 basprogrammet.

2  Princip

Solid phase micro extraction (SPME) ir en kombinerad extraktions-,
anriknings- och injektionsteknik som innebir att de organiska téreningar-
na 1 luft eller vattenprover anrikas direkt frin provmatrisen pa en kvartsfi-
ber belagd med en lipofil film. Denna fiber fors direkt 6ver i injektorn pa
en GC/FID dir substanserna desorberas for separation och kvantifiering,

3 Stérningar

Eftersom fibern dven adsorberar organiska féreningar frin omgivande luft
dr det av yttersta vikt att fibern inte exponeras for luft. Det ir mycket vik-
tigt att det rdder samma omstindigheter vid extraktion av standard som
av prov. Viktiga parametrar att hilla konstanta 4r extraktionstid, tempera-
tur och omrérning. Forluster av analyt genom adsorption till glasviggar
har rapporterats. For att undvika dessa forluster bor alla glaskirl silanise-
ras innan anvindning. Forluster kan &dven uppstd genom adsorption av
analyt till partiklar och makromolekyler i provet. Fér att undvika detta
rekommenderas metanoltillsats ca 0.1 % till 0.5 %. Metanoltillsats mer in
1% bor undvikas om bensen skall bestimmas, da metanol ofta coeluerar

med bensen.
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4 Kemikalier och Iésningar
Alla kemikalier skall vara av hég renhet (pro analysi) om ej annat anges.
Vatten for blankextraktion, losningar och tvitt skall vara av MilliQ-kvali-

tet och bor testas fére anviindning genom blankextraktion enligt metoden.

4.1 Stamlésning av BTEX (Bensen, Toluen, Etylbensen och
Xylen) i metanol
Standardlssningar beredes i MilliQ-vatten och bér ticka interval-
let 1 =500 pg/L.. Minst 5 nivéer pd standarden rekommenderas.

4.2 Metanol
CH;0H

5  Utrustning

5.1 SPME spruta.

Manuell eller automatiserad

5.2 SPME fibrer
Den fasta fasen bor vara polydimetylsiloxan (100 pm tjocklek)

53 Provkirl
Silaniserade glasburkar med septumférsett lock. Volym: 4 ml

5.4 Magnet

Passande ovanstiende kirl

5.5 Magnetomrorare

5.6 Gaskromatograf med flamjonisationsdetektor (GC-FID)

6  Extraktion av grundvatten (manuell spruta)
Strax innan extraktionen skall fibern desorberas i GC injektorn vid ca
225°C i minst 2 minuter.

Metanol sitts till provet f6r att motsvara metanolinnehillet i de olika
standardnivierna (ca 0.1 - 0.5%) men dven for att frigra analyterna frin

partiklar och aggregat. Provkiirlet forses med passande magneter. Provkir-
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let placeras ovanpi magnetomréraren med ca 2 cm distans till magnetom-
roraren for att undvika oénskad uppvirmning. SPME utrustningen fixe-
ras strax ovanfor provkirlet med en hallare. Provkirlets septum penetreras
med SPME nilen och fibern som I6per inne i nilen fors ner i losningen.
Lamplig extraktionstid 4r 15 minuter med kontinuerlig omrérning. Nalen
skall inte doppas i 18sningen under extraktionen. Nir extraktionstiden dr
slut dras fibern tillbaka in i nilen och hela SPME utrustningen placeras
omedelbart ovanpi injektorporten pa GC.

7 GC-analysen

Analysen sker med en gaskromatograf med flamjonisationsdetektor
(GC/FID). Septumet penetreras med SPME nilen och fibern férs ner i
den hetaste delen av injektorn. Fibern desorberas under 2 minuter och
dras direfter tillbaka in i ndlen och SPME utrustningen avldgsnas frin
GCin. Det dr limpligt att anvinda nigon typ av stativ monterat pi GC:n
tor SPME utrustningen under desorptionsfasen. Var noga med att inte
beréra viggarna 1 injektorns glasinsats med fibern. Kolonnen ska vara 25-
30 m ling och ha en innerdiameter pa ca 0.3 mm. Stationir-fasen ska
vara kemiskt bunden av typen "SE 307, "DB 5” eller "SE 54” och helst
0.5 pum tjock. Lampligt temperaturprogram kan vara enligt féljande: 40°C
1 2 min (helst ligre temperatur om det ir méjligt), direfter 6°C per minut
till 80°C. Nista temperaturramp bor vara brantare, ca 15°C per minut upp
till 225°C dir temperaturen halls konstant i 5 min. Lamplig injektor-
respektive detektortemperatur idr 225°C resp 300°C.

8  Berdkning av resultat
Bestimning av BTEX
En standardkurva gérs genom att avsitta topparea som funktion av olika
koncentrationer av standarder i ett diagram (minst 5 punkter) for samtliga
komponenter.

Areorna f6r respektive komponent i provet beriknas och ur standard-
kurvan kan sedan koncentrationen avlisas som motsvarar den aktuella

arean,

Screening av flyktiga kolviten
All topparea i provet kvantifieras mot etylbensen-toppen i den standard

som bist motsvarar provet enligt foljande formel:
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dir

x = Provets koncentration {pg etylbensenekvivalenter /L)

a = Provets totala area

b = Etylbensenarca i den standard som biist motsvarar provet

¢ = Etylbensenkoncentration i den standard som biist motsvarar provet

(pg/L)

9  HKriterier for godkdnd analys
Dubbla extraktioner bér goras av bade prov och standard. Skillnaden i

resultat mellan dessa bér inte vara mer dn 10%.

10 Rapport

Analyssvaret rapporteras i pg/L for respektive komponent (BTEX) eller
ug etylbensen- ekvivalenter/L (Screening av flyktiga kolviten). Kopior av
alla kromatogram inklusive standarder inkluderas i rapporten. Kolonn-
typ, temperaturprogram, etc ska redovisas liksom eventuella anmiirkningar

eller andra uppgifter av virde for bedémningen.

Referenser

Pettersson, Maria., Development of a method for determination of volatile orga-
nic compounds; BTEX, in groundwater with Solid Phase Micro Extraction
(SPME) in combination with GC-FID ITM rapport 60(1997)

Arthuz, C. L., Killam, L. M., Motlagh, S., Lim, M., Potter, D. W., Pawliszyn, J.,
Analysis of substituted benzene compounds in groundwater using solid phase

microextraction. Environ. Sci. Technol. 26 (1992) 979-983
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PAH-Screening
version 1

METODBESKRIVNING

Metoden ir en semikvantitativ metod att bestimma polycykliska aroma-
tiska kolviten (PAH) i grundvatten, sediment och mark.

1 Anvéndningsomrade
Anvinds med fordel tillsammans med andra kemiska analysmetoder fér

att karaktirisera fororenade omriden.

2  Princip

Grundvatten extraheras med cyklohexan, mark och sediment extraheras
med aceton. Extraktet appliceras pd en tunnskiktsplatta belagd med octa-
decyl (C18) modifierad kiselgel. Plattan utvecklas med en poldr mobilfas
och féreningarna i provet fordelar sig efter polaritet 6ver plattan. Slut-

bestimningen gérs med en tunnskiktsscanner med fluorescensdetektion.

3  Stérningar

Man bér uppna tillricklig separation mellan olika polyaromatiska
féreningar och andra imnen med god fluorescens for att kvantifieringen
skall fungera tillfredsstillande. Provet maste ocksi spidas tillrickligt s4 att
inte fluorescenssignalen mittas och sg att en jdmn och l4g baslinje erhalls.
Om provets sammansittning av PAH avviker mycket frin standarden kan
skevhet i resultaten uppsti. Detta beror pé att fluorescensresponsen skiljer
sig mellan olika polyaromatiska foreningar. Stroljus kan stéra mitningen

om cmmisionsviglingderna ligger for nira excitationsviglingden.

4 Arbetshygieniska aspekter vid upparbetning och analys
Mainga av de l6sningsmedel som anviinds ir hilsovadliga och brandfarliga
varfor extraktionsarbetet bor utforas i dragskip. Anviind skyddshandskar
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och skyddsglasdgon. Vid extraktion i separertratt maste trycket utjaimnas
med jimna mellanrum genom att kranen &ppnas. Rester av 16sningsmedel
samlas 1 sirskilda behallare, for att senare destrueras enligtkommunens

miljé- och hilsoskyddstérvaltnings anvisningar.

A Extraktion av grundvatten

5A Kemikalier och lésningar

Alla kemikalier skall vara av hog renhet (pro analysi) om ej annat anges.
Vatten for blankextraktion, losningar och tvitt skall vara av MilliQ-kvali-
tet.

5.1A  Cyklohexan
CgHyy skontrollera renheten genom att analysera koncentrat av

18sningsmedlet (t.ex. 1:100) pa GC

5.2A  Svavelsyra/vatten (1:1)
Koncentrerad svavelsyra, HySO,, blandas med samma volym

vatten.

5.3A  Natriumhydroxid, 10 M
40 gram natriumhydroxid, NaOH, 1ses 1 100 mL vatten.

5.4A  Natriumsulfat
Nay50y, vattenfri (brinnes vid 500°C om den ¢j ir ren).

5.5A  Surtvatten, pH 2
Svavelsyra (1:1) tillsittes droppvis till MilliQ-vatten till pH 2.

5.6A  Basiskt vatten, pH 12
NaOH (10M) tillsittes droppvis till MilliQ-vatten till pH 12.

6A Utrustning
6.1A  Separertrattar eller flatbottnade rundkolvar

Koniska separertrattar med normalslipad hals och glaspropp
samt oslipad kran med krankik av teflon, volym 2 L och 250 mL.
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6.2A

6.3A

6.4A

6.5A

6.6A

6.7A

6.8A

6.9A

6.10A

6.11A

Flatbottnad rundkoly, volym 2 L + magnet och magnetomréorare

(magnetomrérningsmetoden)

Biigare

Volym 3 L, 150 mL och 250 mL

Rundkolv
Normalslipad hals och glaspropp, volym 500 mL

Graderat provror

Volym 10 mL

Provror

Volym 15 mL

Mitglas
Volym 1L, 50 mL och 100 mL

Glastrattar
En stor och en liten ( 10 resp. 5 cm ©)

pH-indikatorstickor
Universalindikator pH 0-14

Rullindunstare
Forsedd med mellanstycke med stinkskydd

Vattenbad
Tempererat till cirka 40°C

Kvivgas
Nj(g), ansluten med slang till en pasteurpipett

7A Utférande

Parallellt med proverna analyseras MilliQ-vatten som blankprov. For varje

nyoppnad cyklohexanflaska gors en ny blank.

Vattnet (cirka 1,9 liter) miits upp noga och surgérs med svavelsyra-
vatten (5.2A) till pH 2 och extraheras med 100 mI. cyklohexan i separer-
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tratt i tvi minuter (exsickatorfett fir ej anvindas) eller i flatbottnad rund-
kolv med magnetomrérare 1 60 min. Cyklohexanextraktet tvittas med 50
mL surt vatten (5.5A). Det "sura” extraktet innehdller sura och neutrala
komponenter.

Direfter gors vattenprovet basiskt till pH 12 med 10 M natriumhy-
droxid (5.3A) och extraheras med 100 mL cyklohexan. Extraktet tvittas
med 50 mL basiskt vatten (5.6A). Det "basiska” extraktet innchéller basis-
ka komponenter. Om vattnet innehéller mycket oorganiskt klor, mer dn 1
g/L, tvittas extrakten tvd ginger

Om emulsion uppstir vid extraktionen kan denna sprickas genom att
slippa ut det mesta vattnet och sedan réra om i emulsionen med en glas-
stav. Vid kraftig emulsionsbildning éverfér man organfasen och emulsion
till ett annat kirl och placerar det i frys nigra timmar. Dd EOX skall ana-
lyseras far natriumklorid inte anviindas for att spriicka emulsioner. De
”sura” och "basiska” extrakten slis thop ~ ibland kan det vara av virde att
behandla extrakten separat — och torkas med vattenfri natriumsulfat. Dir-
efter koncentreras extraktet med rullindunstare och/eller 1 vattenbad med
hjilp av kviivgasstrom till liten volym som miits exakt (forslagsvis 1-5
mL). Hur mycket extraktet skall drivas in maste avgéras frin fall till fall

beroende pa provets koncentration.

B Extraktion av mark och sediment

5.B Kemikalier och l16sningar
Alla kemikalier skall vara av hég renhet (pro analysi) om inget annat

anges. Vatten for blankextraktion, 18sningar och tvitt skall vara av
MilliQ-kvalitet.

5.1B  Aceton
(CH3)2CO

52B n-Hexan
CeHig

5.3B  Svavelsyra/vatten (1:1)
Koncentrerad svavelsyra, HySO, blandas med samma volym

vatten.
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5.4B  Surtvatten, pH 2
Svavelsyra, HySOy, tillsittes droppvis till MilliQ-vatten till pH 2.

5.5B  Natriumhydroxid, 10 M
40 gram Natriumhydroxid, NaOH, Ises 1 100 mL vatten

6  Utrustning

6.1B  Provror
Med teflonbelagd skruvkork, volym 50 mL och 15 mL

6.2B  Analysvig
Med miitnoggrannhet 210 mg

6.3B Rotationssmixer

For stora provror

6.4B8  Centrifug
Med plats for stora provror

6.5B  pH-indikatorstickor
Universalindikator pH 0-14

6.6B  Vattenbad
Tempererat till cirka 40°C

6.7B  Kviivgas
Nj(g), ansluten med slang till en pasteurpipett

7B Utférande

Parallelit med proverna analyseras blankprov som bestir av anvinda 16s-

ningsmedel och reagens.

Extraktion av mark
Provet gérs si homogent som méjligt och cirka 20 gram viigs noggrant in
1 centrifugrér. Provet extraheras med 40 ml aceton pé rotationsmixer (ca

ett varv per seckund) i 30 minuter. Provet centrifugeras och acetonextraktet
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overfors till ett nytt provrér och indunstas till ungefir halva volymen i
vattenbad med hjilp av kvivgasstrom.

Acetonextraktet spides med ca 15 mL surt vatten (5.4B) och extrahe-
ras sedan med 10 mL n-hexan 1 tvii minuter. Efter centrifugering férs
hexanfasen ("surt” extrake) dver till ett nytt provrdr. Aceton/vattenfasen
gors basisk, pH 12, med nigra droppar natriumhydroxid (5.5B) och extra-
heras sedan med ytterligare 10 mL n-hexan som avskiljs efter centrifuge-
ring ("basiskt” extrakt).

Det "sura” extraktet innehiller sura och neutrala komponenter och
det "basiska” extraktet innehiller basiska komponenter. De tva hexan-
extrakten slds ihop — ibland kan det vara av virde att behandla extrakten
separat — och drivs in tll liten volym som mits exakt (forslagsvis 1-5 mL)
i vattenbad med hjilp av kvivgasstrom. Hur mycket extraktet skall drivas
in miste avgoras frin fall till fall beroende pé provets innehall av organis-

ka substanser.

Extraktion av sediment

Provet gors s& homogent som méjligt och cirka 20 gram vigs noggrant in
i centrifugror som centrifugeras och supernatanten verfors till ett nytt
provror. Till centrifugroret med provet tillsittes 40 mL aceton och even-
tuell pellet 16ses upp genom att skaka roret varefter det extraheras genom
rotation (ca ett varv per sekund) 1 30 minuter pa rotationsmixer.

Provet centrifugeras och acetonextraktet dverfors till ett nytt provror
och indunstas till ungefir halva volymen i vattenbad med hjilp av
kvivgasstrom.

Acetonextraktet spides med supernatanten som avskildes tidigare och
surt vatten (5.3B), totalt ca 15 mL, och blandningen extraheras sedan
med 10 mL n-hexan i tvi minuter. Efter centrifugering fors hexanfasen
("surt” extrakt) éver till ett nytt provrdr. Aceton/vattenfasen gors basisk,
pH 12, med négra droppar natriumhydroxid (5.4B) och extraheras sedan

med ytterligare 10 mL n-hexan som avskiljs efter centrifugering ("basiskt”

extrakt).

Det "sura” extraktet innehéller sura och neutrala komponenter och
det "basiska” extraktet innehdller basiska komponenter. De tvi hexan-
extrakten slds ihop — ibland kan det vara av virde att behandla extrakten
separat — och drivs in till liten volym som miits exakt (forslagsvis 1-5 mL)
i vattenbad med hjilp av kviivgasstrom. Hur mycket extraktet skall drivas
in miste avgoras frin fall till fall beroende pd provets innehall av organis-

ka substanser.
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Bestimning av torrsubstans

Utfores enligt Svensk standard (SS 02 81 13)

HPTLC-analysen

8  Kemikalier och I6sningar
Alla kemikalier skall vara av hég renhet (pro analysi) om inget annat

anges.

8.1 Mobilfas
Acetonitril, vatten, diklormetan (50:5:10).

8.2 Aceton
(CH3)2CO

8.3 Hexan
CeHig

9  Utrustning

9.1 HPTLC-plattor
Stationirfas: Octadecylmodifierad (C18) kiselgel med

applikationszon utan fluorecensindikator.

9.2 Glasvannor
0,5-1 L, for tvittning och utveckling av HPTLC-plattan.

9.3 Spruta
10uL,, helst med trubbig spets for att ¢j repa HPTLC-plattan.

9.4 HPTLC-scanner

Forsedd med kvicksilverlampa fér fluorescensmitningar.

9.5 Diamantskiirare
For att skira till HPTLC-plattor av limplig dimension.
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10 Utforande
Tunnskiktsplattan fortviittas i en vanna med hexan/aceton 1:1 och fir
torka 1 rumstemperatur tére anvindning. Provet appliceras pé plattan (ca
2 ul, mit exakt) med en spruta som en vill koncentrerad flick. Standard-
losning av PAH eller kvantifierad kreosot appliceras parallellt med
proven. Plattan utvecklas i vannan med mobilfas (8.1) tills lésnings-
medelsfronten nitt strax under kanten pé plattan. Plattan tas upp, fronten
markeras och plattan far torka 1 rumstemperatur innan analys.

HPTLC plattan analyseras med linjirt scan vid férslagsvis excita-
tionsvaglingden 254 nm. Emmisionsviglingderna bér ¢j ligga for nira

excitationsvaglingden.

11 Resultat

11.1  Standardlésning
Som standard anviinds teknisk kreosot och en PAH-standard som bestir
av representanter for 3-, 4- och 5-ringade PAH t.ex. antracen, fluoranten

och bens(a)pyren. Anvinda standarder skall vara kvantifierade med GC-
FID eller GC-MS.

11.2 Resultatberikning
Arean av de toppar som ligger inom samma intervall som PAH-standar-
den skall beriknas. Totalsumman av dessa areor kvantifieras mot den tek-

niska kreosotstandardens totala area enligt foljande:

Grundvatten
amy

bup

dir

X = PAH-koncentrationen (pg PAH ekv/L)
4 = provets area

m = miingd standard pé plattan i ng

v = extraktets volym i mL

b = standardens area

u = volym prov pésatt pd plattan i puL.

p = provvolym i liter
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Sediment och mark

(amv) 100
X = ——
bups
dir
X = PAH-koncentrationen (pug PAH ekv/g torrsubstans (TS))
a = provets area
m = mingd standard pé plattan i ng
v = extraktets volym i mLL
b = standardens area
u = volym prov pi pasatt pa plattan i pL.
p = provvikt i gram

s = torrsubstans 1 procent

12 Kriterier for godkdnd analys
Dubbelprov bor utféras d.v.s. tvi appliceringar pa plattan. Spridningen i
resultat mellan dessa bér inte vara mer 4n 15%.

Separation pa plattan ir godkind om PAH med 3,4 och 5 ringar har
olika retention. Om kreosot anviinds som standard bér en blandning som
representerar PAH med 3,4 och 5 ringar siittas pa varje platta, forslagsvis

antracen, pyren och benz(a)pyren.

13 Rapport
Rapporten skall innehilla foljande uppgifter:
a) Provets beteckning
b) Resultat
c) Ovriga férhallanden som kan ha paverkat resultatet.

Referenser
Sundstrém, Nylund, SNV Rapport 85-03
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POTENTIELLT BIOACKUMULERBARA
SUBSTANSER (PBS)

Provextrakt som erhallits genom extraktion enligt EGOM (sid 6) upp-
delas efter substansernas fordelningskonstanter pa en tunnskiktsplatta.
De substanser som har log Pow>3 skrapas av plattan, extraheras med
losningsmedel och analyseras med GC/FID analogt med EGOM-meto-
diken.

"Reversed phase” tunnskiktsplattor (oktadecyl-modifierad kiselgel,
RP-18) med koncentrationszon och fluorescensindikator anvinds. Dessa
fortvittas t ex med en blandning av n-hexan/aceton, 1:1. En kvantitativt
uttagen del av provextrakt respektive blank appliceras som ett band pa
plattan med hjilp av en spruta eller en pasteurpipett. Vid sidan av bandet
sitts en blandning av referenssubstanser med kiinda log P, -virden.

Exempel pa referenssubstanser f6r plattor med fluorescencensindika-
tor ar

p,p'-DDT (log P, =6.19)
bifenyl (log P, =4.09)
benzofenon (log P =3.18)
dimetylftalat (log P ,=1.60)
2-fenoxietanol (log P ,,=1.16)

Plattan elueras med aceton-vatten, 80:20, tills fronten nér ca 2 cm frin
plattans 6vre kant. Frontlinjen markeras och plattan fir torka. Direfter

delas den in i fyra zoner:

zonl log P, <3
zon Il log P = 3-6 (OBS! griinsen 106 istillet for 105)
zon Il log P, > 6

zon IV applikationszonen (=koncentrations-zonen)
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Det gir till pd toljande sitt. Referenssubstanserna visualiseras under en
UV-lampa och R, -virden och log Py ¢-virden beriknas for varje flick
enligt nedanstiende.

substansens vandringsstricka

T

[frontens vandringsstricka

7
log Py =1 — =]
g Pryo=log( R/~ )

I ett diagram avsitts sedan log P, mot log Py ¢ f6r vardera referenssub-
stans och den linjira korrelationen riknas ut med regressionsanalys. Med
hjilp av den erhallna ekvationen kan man sedan rikna ut vilken vand-
ringsstricka pd plattan ovanstiende zongrinser motsvarar.

Skikten i alla fyra zonerna skrapas av plattan och extraheras vart och
ett for sig med en blandning av aceton och n-hexan, 1:1 (3x2 mL). Blan-
ken behandlas pd samma siitt. Extrakten frin tunnskikts-zonerna tillsitts
intern standard, koncentreras och karakteriseras med GC/FID som
beskrivet ovan i "Extraherbart gaskromatograferbart organiskt material".
Om nagot kromatogram visar sig innehilla nigra {4 stora toppar som stir
for det mesta av ytan ska dessa integreras och redovisas for sig.

I rapporten anges innehallet av extraherbart gaskromatograferbart
organiskt material (som mg/L) i varje zon-extrakt frin plattan
tillsammans med virdet for det ursprungliga extraktet (EGOM, se ovan).
PBS-virdet ir det sammanlagda virdet f6r zon II, 11T och 1V (dvs dir log
Pw > 3). Blankvirden for alla zoner redovisas ocksa. Atervinningen vid
eluering och extraktion fran tunnskiktsplattan anges som det sammanlag-
da virdet frin alla fyra zon-extrakten i procent av EGOM. Men rikna
inte upp virdena med denna faktor.

Parallellt beriknas och anges ocksd innehillet av organiskt kol i alla
extrakten mot kolinnehillet i C18 respektive C20. Om nigra fi toppar
star f6r huvudparten av PBS bér dessa redovisas med retentionstider och
uppskattade halter. Liksom f6r EGOM ska kopior av alla kromatogram
inklusive blank ingi i rapporten. Kolonntyp, temperaturprogram, eventu-

ella anmirkningar och andra uppgifter av viirde rapporteras ocksa.
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INSTITUTET FOR TILLAMPAD MILJIOFORSKNING (ITM)
Lahoratoriet for akvatisk ekotoxikolfogi, Solna

Zofia Kukulska

MICROTOX Solid Phase
KORTFATTAD METODBESKRIVNING

Bestimning av akuttoxicitet i sediment och markprover med hjilp av en

luminicerande marin bakteriestam.

1. Anvdndningsomrade

Utéver standardtester for 1 vatten 19sta kemikalier, har MICROBICS
Corp., Carlsbad, USA, under senare tid utvecklat ett brett spektrum av
tester, med vilka man kan underséka toxiska substanser i olika media
sdsom sediment, jord, oljeborrmassor, muddermassor, organiska lésningar,
marina prover, porvatten etc. I vigledning for dversiktlig inventering och
riskklassning av férorenade omriden har metoden anviints for bestimning
akut toxicitet i sediment, markprover parallellt med porvatten, ytvatten

och grundvatten.

2  Syfte
Att med en snabb och relativt billig metod kunna miita toxiska effekter 1

fasta prover.

3.  Begrdnsningar i anvindning
Vid test av fasta prover ir hogsta méjliga koncentration begrinsad till ca
20 volymsprocent. Kornstorleksfordelningen i provet paverkar testresulta-
tet. Mycket finkornigt material t ex leror kan ge avvikande forhéjd toxici-
tet. Microbics rekommenderar parallella tester av standardprover av olika
kornstorlek f6r kompensation av kornstorleksberoende avvikelser.

Ovriga faktorer som kan piverka resultatet:

- Starkr firgade prover

- Torrsubstanshalt

- Organiskt innehall

- Forindringar av provet genom ildring t.ex. oxidation, pH, salt-

halt o.s.v.
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Arbetshygieniska aspekter

Vid arbete med fororenade prover skall hudkontakt undvikas. Prover som

misstinks innehilla flyktiga imnen upparbetas i dragskap eller vil ventile-

rade arbetsytor.

5.
5.1

5.2

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

Testorganism och Iésningar

Testorganism
Som testorganism anvinds en odlad och frystorkad luminisce-
rande marin bakterie av arten Vibrio fisheri tidigare kallad

Photobacterium phosphoreum.

Testlosningar

Odlingsmedium/stamlésning utgors av Microtox Solid Phase
Diluent- 3%, steril NaCl eller f6r 100% metod tester Microtox
Diluent-2% NaCl-16sning och Microtox Reconstitution Solution

(ultrarent vatten) for rekonstituering av frysta bakterier.

Utrustning

Microtoxinstrument

t ex modell M 500 med PC och skrivare

Termostaterat vattenbad
tor temperatur 15 + 0.1Co

Automatpipetter
Centrifug
Vig

Frys
-20°£1,0°C

Kyl eller kylrum
+4°C

Plastror
med specialtillverkad filteranordning (Microbics)
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6.9 Magnetomrorare
6.10  Tidur
6.11  Viirmeskap for torrviktbestimning

6.12  Ugn for glodningsforlustbestimning

7. Provmdingd
Foér test av yt-, grund- eller porvatten krivs for varje test ca 10-15 ml
prov. Av fasta prover som mark och sediment behavs 30-50 g beroende pé

val av koncentrationer och antal replikat.

8.  Provférvaring
Kyl eller kylrum, +4°C f6r sediment och markprover upp till en manad..
Losta prover forvaras frysta 2-6 minader.

9  Provberedning
Sediment och markprov silas eller sillas genom plastniit med 2 mm mask-
storlek. Beroende pa fororeningsgrad fir jordprover i vissa fall rensas frin
partiklar stérre 4n 2 mm med hyilp av pincett.

Se vidare avsnitt 6.4.

10 Utférande

7,0 g sediment eller jord viigs in och blandas med 35 ml 3 %-ig Solid
Phase Diluent i en 50 ml bigare och homogeniseras under 10 minuter
med hjilp av magnetomrérare. Rekommenderat pH-intervall 4r 6-8 och
normalt behéver provet ej pH-justeras. Torrvikt och glédrest bestdms 1
triplikat.

Testet utfors 1 en serie omfattande forslagsvis sex koncentrationer i
duplikat med tva blankprover. 16 plastror (beroende pé antal spidningar)
placeras i termostatbad 1 15°C, tillsitt 1,5 ml Solid Phase Diluent till alla
utom till de tva forsta réren. 1,5 ml sedimenthomogenat enligt ovan till-
sitts de forsta fyra réren. Efter omblandning éverflyttas 1,5 ml homoge-
nat frin andra till tredje rérparet och vidare till nista rérpar. De tvé sista
rorparen innehiller endast diluent och utgdr blankprover. Provet spids
siledes med en faktor 2. Provets higsta koncentration beriknas innehalla
197,4 g vitt prov per liter 3%-ig NaCl-diluent.
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Prover stabiliseras under 10 minuter i vattenbad (15°C). Efter tempe-
raturstabilisering tillsitts 20 pl "rekonstituerad” bakterielésning till alla ror
inom ett tidsintervall pa 15 sekunder. Efter omblandning installeras
filtren 1 réren si att filtrets underkant ej ndr vitskeytan. Provet inkuberas
30 minuter och direfter trycks filtret forsiktigt ner till nira rorets botten.
Filtratet flyttas till Microtox-analysator, dir ljusintensiteten mits enligt
programmet. Resultatet uttrycks som EC50- och EC20-virden i volyms-
procent eller 1 koncentration g vitvikt/l. Med hjilp av torrviktsbestimning
kan toxiciteten omriknas till g torrvikt/l. Vid redovisningen av resultaten
presenteras forutom ECxx-virden dven TU-viirden (Toxic Unit) = 100
/ECxx. Om provet ir starkt firgat eller grumligt kan mitresultaten korri-

geras med hjilp av Colour Correction Program.

11 Bestdmning av toxicitet hos porvatten fran sediment

For test av porvatten behovs ca 10-15 ml prov. Beroende pa sedimentets
tithet centrifugeras 50 — 200 ml sediment under 30 minuter vid 2000G.
Porvatten pH-justeras si att det ligger mellan 5-8 med HCI eller NaOH.
Porvattnet testas helst omgiende eller efter frysning. Provet kan testas
enligt standard- eller 100 % metoden (Microtox M 500 Manual Version
3,1994).

12 Kuvalitetskontroll

Alla prover kérs som duplikat med ett eller flera blankprover. Microtox
dataprogram signalerar automatiskt om ett mitvirde avviker mer dn 20 %
i dos/respons i forhillande till dvriga viirden. I analysprotokollet skall fin-
nas uppgifter om EC50, EC20 eller annan énskad effektkoncentration
och 95% konfidensintervall.

13 Kriterier for godként test (galler samtliga metoder)
- Standardavvikelse mindre 4n 25% vid 95% konfidensintervall
- Spridning mellan replikat mindre dn 20%
- Internkontroll med referenssubstans (fenol eller ZnSO4)

- Firgkorrigering for prover som ir grumliga eller gulbrunfirgade.

Referenser
Microtox M 500, Manual Version 3 (1994 12 09)

Solid Phase testmetod for jord och sedimentprover
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Metodbeskrivning for mussellarvforsok

1. Rengor ett stort antal lekmogna blamusslor (100 — 200 st eller fler).
Vid svenska vistkusten finns lekmogna musslor under april t.o.m. juli.
Beroende pi vattentemperaturen kan de dven finnas tidigare eller senare,
men da kriivs ett storre antal individer for att 6ka méjligheten att erhilla
mogna dgg och spermier. Man kan bevaka mognadsgraden pd dggen
genom att fortlopande ta ut prover frin musslors gonadvivnad och stude-
ra dggen 1 mikroskop. Ta musslor frin olika typer av lokaler. Senare under

lekperioden tages musslor fran stérre djup.

2. Forvara musslorna torrt vid 5-10°C under ndgra timmar alternativt
under natten. Skaka dem direfter tillsammans kraftigt. Férdela dem si en
och en i burkar (200 ml) och tillsitt filtrerat (0.45 m) havsvatten av 15 —
20°C.

3. Det kan dréja en halv till nigra timmar innan musslorna slipper game-
terna. Nir detta skett kontrolleras kvaliteten i mikroskop (runda idgg, r6r-
liga spermier). Vilj direfter ut dgg fran en hona och spermier fran en

hane. Aggen kan som lingst forvaras under 3 timmar vid 10°C innan for-

soket startas. Spermierna forvaras i kyl under vintetiden.

4. Anvind kapade pasteurpipetter och kapade pipettspetsar vid hantering
av dggen eftersom de ir rel. stora och mycket omtiliga. Overfor dggen till
ett 100 ml mitglas, suspendera dem i sugfiltrerat (0.2 pim) havsvatten av
10°C och lit dem delvis sedimentera. (Tryckfiltrering av saltvatten bor
undvikas di cellspringning kan uppsté och rester passera filtren vilket kan
ge niring for mikroorganismer och infektion i proverna.) De mogna

dggen ir tyngre och sjunker snabbast,

5. Nir de tyngsta dggen sedimenterat avdekanteras niistan hela vattenvo-
lymen och slings. Aggen omréres torsiktigt si att de blir homogent for-
delade i vattenvolymen och antalet dgg 1 100 ul bestimmes sedan genom

rikning i riknekammare under mikroskop.
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6. Miit med hjilp av turbidimeter spermiesuspensionens tithet och spid
den med filtrerat saltvatten (0.2 im) si att titheten blir 6 NTU (nephelo-
metric turbidity units). Tillsitt ddrefter spermier frin suspensionen mot-
svarande en droppe / 70 igg till bigaren med dggsuspension. Rér om var-

samt och inkubera diirefter dggen vid 10°C.

7. En timme cfter spermietillsatsen delas de befruktade dggen upp i ett
antal mindre bigare. Uppdelningen av dggsuspensionen 1 smi portioner
gores for att minska den mekaniska péverkan som dggen utsitts for vid
den omrérning som gérs fore pipetteringen for att 4 en homogen suspen-
sion. Det har visat sig limpligt att byta biigare efter ca. 30 larvkoppar.
Forvara dggen vid +5°C.

8. Vil diskade larvkoppar av glas (8 mm héga, 24 mm ytterdiameter) £6r-
delas 1 petriskilar med lock. Sitt tll varje larvkopp 1.1 ml av vattenprovet
som skall toxicitetstestas. Salthalten bér vara 20 — 35 %o. Vid behov till-
sittes salter enl. Brujewiczs recept for syntetiskt havsvatten (Brujewicz,
1931). PH-virdet justeras till 7.8 — 8.4. Tillsatsen av vattenproverna till
kopparna gors forst sedan bra dgg (runda dgg) erhallits. Obs! tink pa att
syredvermittnad kan uppstd om vattnet ir for kallt vid sugfiltrering. Vid
overmittnad uppstir problem med bubblor vid fotografering. Anvind
alltid havsvattenkontroller som siittes 1 bérjan och i slutet av forsoksstar-
ten och nigra extra koppar med streptomycin (20 mg/1) + malakitgront
(0.03 mg/1) for att kontrollera om ev. dilig dggutveckling berott pa infek-
tion.

Det ir dven limpligt att vid varje testning inkludera en referenskemi-
kalie dir effektgrinsen ir kind. Dirigenom kan kvaliteten pa gameter och

larver jimféras mellan testtilltillena.

9. Tag en biigare med befruktade dgg, suspendera dem genom varsam
omskakning och sitt ca. 70 dgg till varje larvkopp. Det ér limpligt att ha
6 — 8 replikat. Borja pi en ny bigare med dgg efter ca. 30 larvkoppar.
Sitt lock pi petriskilarna.

10. Efter tillsats av de befruktade dggen kan larvkopparna ev. fotograferas
eller videofilmas for senare dggrikning. Petriskilen bor ligga pd is i sam-
band med fotograferingen fér att inte bli f6r varm. Skalarna med de

befrukrade diggen inkuberas vid ca. 13°C .
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11. Nir huvuddelen av mussellarverna i kontrollproverna har natt veliger-
stadiet (efter 72 — 96 timmar) avbrytes samtliga prover genom tillsats av
en droppe 8% formalin i saltvatten till varje kopp.

12. Nir ett prov skall avlisas sittes larvkoppen 1 en riknekammare med
rutnit i botten och koppen fylles till bridden med dest.vatten och tickglas
piligges. Observationerna gores med mikroskop vid ca. 100 ggr for-
storing. Bestim andelen larver som uppskattas varit déda vid forsskets
avbrytande eller missbildade samt andelen larver som nitt det tydligt
D-formade veligerstadiet.

13. Antalet tillsatta dgg i varje larvkopp riiknas frin foton eller videofilm-
ningen och andelen befruktade dgg, déda eller missbildade larver samt
veligerlarver uttrycks som procent av antalet tillsatta dgg. 1 de fall spid-
ningsserier testats kan berikningar goras av LLC 50, EC 50 eller NOEC-
virden. Det ir hir viktigt att man avpassar spadningen sd att Svergingen
till veligerstadiet tickes in. Limpliga dataprogram for att berikna LC50,
EC50 eller NOEC-virden har beskrivits av B. Eklund (1995).

14. Denna metod gir dven att anvinda for losningsmedelsextrakt. Vid
arbete med sddana tillsitts avsedd mingd till varje larvkopp varefter
proverna indunstas till torrhet samt ytterligare en timme i renluftsbink.
Tillsitt saltvatten (1.1 ml sugfiltrerat 0.2 um) till kopparna med indunstat

extrakt.

Referenser

Brujewicz, S. 1931. In N.N. Subov et al. (Ed). Oceanographical tables. Oceano-
graphical Institute, Hydro-Meteorological Committee of USSR, Moscow. p. 146.
Eklund, B. 1995. Metodmanual fér reproduktionstest med rédalgen Ceramium
strictum. Inst. for tillimpad miljsforskning rapp. 40. 27 p.
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Bestamning av EROD-induktion i celler

METODBESKRIVNING

Denna metod ir en vidareutveckling av tvi tidigare metoder (Hanberg et
al. 1991, Kennedy et al. 1993).

1  Syfte
Syftet med EROD-testet ir att pi ett relativt billigt och snabbt sitt fa ett

mitt pd provets samlade dioxin-lika biologiska aktivitet.

2  Anvdndningsomrade
Testet kan anvindas till alla typer av prover, enskilda substanser eller

komplexa blandningar som t ex miljéprover.

3 Princip for test

Dioxin-lika dmnen inducerar (8kar) cellers formaga att metabolisera 7-
etoxyresorufin till resorufin. Detta sker genom nyproduktion av enzymet
CYP1A1 i cellen. Produkten resorufin fluorescerar, vilket anvinds fér

kvantifiering av enzymet.

4  Begrdnsningar i anvandning

Testet begriinsas frimst genom den mingd av det/de dioxin-lika dmne(n)
som finns i provet. Olika EROD-testsystem med olika typer av celler och
olika kvantifieringsmetoder ger olika kinslighet. Vid testning av t ex mil-
joprover begrinsas testet dven av begrinsad vattenloslighet och av toxici-
tet. I testet exponeras celler for provet 16st i cellmediet, som ér en vatten-
16sning. Det dr dirfor viktigt att provet lser sig i mediet. Dioxin-lika
substanser ir inte speciellt cytotoxiska, men 1 komplexa miljéprover finns
det oftast manga andra &mnen som kan vara toxiska och dirmed

skada/déda cellerna si att ingen EROD-induktion kan mitas.
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5  Kuvalitetskontroll

Det dr viktigt att en standardkurva med TCDD kérs i varje provomging.
Genom att studera aktiviteten av TCDD och formen pa kurvan och jim-
tora med tidigare provomgingar kan man kontrollera att den aktuella pro-
vomgéngen ir av tillrickligt hog kvalitet. Dessutom bér tillrickligt manga
spidningar av provet koras for att formen pa provets dos-responskurva ska

kunna studeras.

6  Arbetshygieniska aspekter

De arbetshygicniska aspekterna giller frimst upparbetning av provet samt
senare vid provhanteringen. Skyddshandskar bér anvindas. Av miljoskil
bér provspiddningar samt cellmedium innehéillande prov insamlas och
skickas for destruktion. Var aktsam vid extraktionen da minga av de 15s-
ningsmedel som anviinds #r hilsovidliga och brandfarliga. Utfér extrak-
tionsarbetet i dragskip. Anvind skyddshandskar och skyddsglassgon. Vid
extraktion i separertratt miste trycket utjimnas med jimna mellanrum
genom att kranen 6ppnas. D4 syror skall blandas med vatten hills syran i
vattnet — SIV! Rester av 16sningsmedel samlas i sirskilda behallare, for att
senare destrueras enligt kommunens miljé- och hilsoskyddsforvaltnings

anvisningar.

7 Material

7.1 Testorganism

I denna uppsittning av EROD-testet anvinds hepatom cellinjen MH1c1.
Aven ett flertal andra cellinjer samt primira celler kan anviindas men
MHI1el har visat sig vara limplig pga att de biade vixer bra och ir kiinsli-
ga for EROD-induktion. Cellmediet bestir av DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) med tillsats av 10% bovint fetalserum, strept-
omycin (1000 pg/ml) och Penicillin (1000 TU/ml). Cellerna odlas i 10%
COyvid 37°C.

7.2  Kemikalier

Fo6r enzyminkubationen anviinds féljande kemikalier: NADPH, NADH,
MgSO, och bovint serumalbumin. Som buffert anvinds Hepes (0.1 M,
pH 7.8).

7.3 Utrustning
For att odla cellerna krivs en inkubator med termostat och tillforsel av

10% COy. For enzyminkubering krivs ett virmeskip (37°C) med skak-
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mojlighet. Om enzymanalysen inte kors direkt efter det att cellerna har
exponerats bor de férvaras vid -70°C. Fluorescensmitningen gors 1 en
spektrofluorometer tor lisning av 96-brunns cellodlingsplattor (t ex Fluo-
roskan 11, Labsystems), utrustad med filter for excitation vid 545 nm och

emission vid 590 nm.

8  Utférande

8.1 Cellodling

MH1c1 cellerna odlas i flaskor under ca 1-2 veckor. De sitts om nir de
blir niistan konfluenta (ca var tredje dag). Direfter siitts de ut i 96-hils
plattor 61 cellodling med 1.5%100 celler och 200 pl medium per brunn.
Cellerna fiir viixa 1-2 dygn (tills de dr nistan konfluenta).

8.2 Provbehandling

Provet bér vara extraherat eftersom det d4 kan koncentreras, vilket dkar
chansen att kunna detektera enzyminduktion. Dessutom minskar risken
tér cytotoxicitet i ett extrakt da vissa andra typer av dmnen elimineras.
Extraktionsmetoden dr samma metod som anvints i de organkemiska
screeningmetoderna EGOM, SPOT och EOX, vilket innebiir att samma
extrakt kan anvindas till EROD-testet utan sirbehandling (se SPOT-tes-
tet, Gravenfors et al., 1995). Efter extraktion dr provet 18st i ett organiskt
losningsmedel. Detta kan inte anvindas pa cellerna utan dunstas in och
l6ses 1 DMSO. Samtidigt koncentreras provet s mycket som mojligt for
att 6ka detekterbarheten. Frain DMSO-Iésningen gérs vidare spidningar

tor exponering av cellerna.

8.3 Exponering for testsubstans(er)

Mediet byts mot medium innehéllande testsubstansen 16st i DMSO
(0.5% DMSO i cellmediet). Minst fem brunnar exponeras med samma
koncentration (varav en anvinds som blankprov vid enzyminkubationen).
Den yttersta kolumnen pa vardera sidan anviinds inte pga stora spridning-
ar i resultaten. Cellerna inkuberas med testsubstansen under 24 timmar.
Direfter sugs mediet av och cellerna skéljs tva ginger med PBS. Plattorna
fryses vid -70°C utan medium och forvaras si tills enzymanalysen ska
goras. Om den ska koras direkt miste cellerna dndi frysas och tinas si att

cellerna spricker. Detta bor kontrolleras 1 mikroskop.

8.4 Enzymbestimning
Plattorna tas fram ur frysen och far tina. 75 ul Hepesbuffert innehallande
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NADPH (1.33 mg/ml), NADH (1.33 mg/ml), MgSOy4 (1.33 mg/ml)
och albumin (1.33 mg/ml) tillsiitts i varje brunn. I blankproverna tillsitts
allt utom NADPH och NADH. Plattorna férinkuberas under 15 minuter
vid 37°C under skakning. 25 pl av substratet (7-etoxyresorufin; 20 pM i
metanol) tillsiitts i varje brunn och plattorna inkuberas under skakning vid
37°C under 15 minuter. Direfter stoppas reaktionen med 150 pil metanol.
Plattorna fir sti i minst 15 minuter och direfter mits fluorescensen vid

excitation 545 nm och emission 590 nm.

9  Berdkning av resultat
Provresultaten anges som TCDD-ckvivalenter (TEQ) efter att provet
jimférts med TCDD-kurvan som kérts i samma omgang. Fluorescensen i
de olika cellbrunnarna korrigeras for respektive blankprov. Om nigot av
de fyra virdena f6r samma provkoncentration avviker frin de 6vriga
exkluderas detta. TCDD-punkterna (speciellt viktigt 1 den linjira delen av
kurvan) anpassas till en kurvfunktion (S-formad kurva med logaritmerad
x-axel). Provkurvan ritas ut bredvid TCDD-standardkurvan och den
provkoncentration som ligger bist (dvs med en fluorescens 1 nirheten av
TCDDs ECs (halva maxfluorescensen)) anvinds for att berikna provets
TEQ, Provets TEQ fas genom att i TCDD-standardkurvan beriikna vil-
ken TCDD koncentration provets fluorescens motsvarar. Direfter korri-
geras virdet for spidning och hur mycket sediment/mark det motsvarar.
Om flera punkter ligger lika bra tas medelvirdet av dessa. Detektions-
grinsen bestims frain TCDD-kurvan och prover med ligre fluorescens
anges som < detektionsgrinsen cfter korrigering for eventuell spidning,
Variationen mellan prover, bide inom samma kérning och mellan
olika kérningar, 4r generellt storre i biologiska tester dn i kemiska analy-
ser. Vid testning av samma sedimentextrakt 1 fyra olika testomgingar
erholls en standardavvikelse pa + 94% av medelvirdet. Detta beror till stor
del pa normal biologisk variation och icke-linjira samband mellan kon-

centration och effekt (se figur 1).

10 Kriterier fér godkdnt test

1. Att TCDD-standardkurvan ser normal ut (se figur 1). Formen ir vikti-
gast och att detektionsgriinsen ligger dir den brukar (varierar med
celltyp). Den maximala induktionen kan variera nigot frin ging till ging
beroende pa hur linge cellerna har vuxit, Maxinduktionen minskar succe-
sivt och nya celler bor siittas ut ungefir var tredje manad.

2. Att dos-respons kurvan fér provet ser normal ut (S-formad). Ofta min-
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FIGUR 1. Exempel pa standardkurva: EROD-induktion av 2,3,7,8-tetraklorodibenso-p-
dioxin (TCDD).

skar induktionen vid doser hégre #n de som ger maxinduktion. Nir man
kor okinda prover rekommenderas att provet kors i tv omgingar. I den
forsta testas koncentrationer 1:1, 1:10, 1:100 osv for att hitta ritt omrade.
I den andra omgéngen studeras detta koncentrationsomride 1 mer detalj;
dvs t ex 1:100, 1:300, 1:1000 osv. Det dr viktigt att f& med flera punkter
pa den linjira delen av kurvan.

Det finns nagra kritiska moment i testet som litt kan ge upphov till
mitfel eller stor spridning i resultaten. Framfor allt 4r det mycket viktigt
att det dr lika manga celler i varje brunn eftersom enzymaktiviteten inte
korrigeras for mingden protein. Generellt giller att alla brunnar i samma

omging ska behandlas s lika som méjligt.

11 Redovisning av resultat

Resultaten redovisas som TCDD-ckvivalenter (TEQ) per g sediment
eller mark. I fall d4 ingen enzyminduktion har kunnat uppmiitas redovisas
provet som < detektionsgrinsen f6r TCDD. Detektionsgrinsen begrinsas
di av hur mycket prov man har kunnat exponera cellerna for, i praktiken
ofta hur mycket provet har koncentrerats vi extraktionen. Detektionsgrin-
sen fir 1 vissa fall korrigeras om provet har behévt spidas pga lig vatten-
lsslighet eller hog cytotoxicitet.
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1.  Introduktion med kort teori

Denna metod bygger pé att under kontrollerade former exponera
genetiskt modifierade bakterier av stammen Salmonella typhimurium
TA1535/pSK1002 f6r varierande koncentrationer av testmaterial for att
kunna detektera eventuell f6rekomst av mutagena dmnen i detsamma.

I alla celler finns manga s k reparationsenzymer vilkas uppgift bestir 1
att reparera skador pa DNA. UmuC* producerar ett reparationsenzym
som orsakar manga felreparationer. Detta p g a att genen saknar en
styrenhet, en instruktionsmall, vilket i sin tur medfér att reparationerna
sker pa ett shumpartat sitt. Amnen som aktiverar till produktion av detta
enzym misstinks ddrfor kunna orsaka speciellt allvarliga skador hos orga-
nismer.

UmuC har forméga att svara pa flera olika typer av genotoxiska ska-
dor. Ett métt pa endast detta enzyms aktivitet anses dirfor fulle tillrickligt
tor att kunna detektera verkan av minga olika slags genotoxiska substan-
ser. Detta medf6r ocksi att det ricker med att underséka en enda bakteri-
estam till skillnad frin Ames test vilken kriver olika bakteriestammar f6r
olika mutagena dmnen.

For att kunna mita induktionshastigheten av umuC har dess opera-
tor, dvs den sekvens som reglerar umuC, kopplats till en lacZ-gen. LacZ-
genen producerar enzymet -galaktosidas vilket 1 sin tur bryter ner laktos
men dven vissa andra substrat som t ex ONPG **. En produkt frin
ONPGs nedbrytning ir ortho-nitrofenol vilken dr gulfirgad och kan

bestimmas spektrofotometriskt. Genom att testorganismen berdvats den

*umuC ir en akronym f8r: "uv-mutagenesis and Chemical repair gene”

** o-nitrofenol- *-D-galaktopyranosid

fs?
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kromosomala lacZ-genen samt att den plasmida lacZ-genen saknar pro-
motor och istillet kopplats till umuC-operatorn kan transkription av
lacZ-genen endast dga rum vid inducering av umuC-operatorn. Mingden
nedbrytningsprodukt frin B-galaktosidasets substrat, ortho-nitrofenol, blir

ddrmed ocksa ett direkt mitt pd induktionen av umuC-operatorn.

2  Metodens omfattning
2.1 Applicerbarhet
Metoden kan anviindas f5r bestimning av genotoxicitet hos vatten- och

avloppsvattenprover.

2.2 Interferenser

Olosliga substanser i provet kan medf6ra att testresultatet blir felaktigt
samt att reproducerbarheten minskas.

Om ett prov innehéller en hog halt cytotoxiska substanser kan dessa
himma celldelning och dven leda till celldsd.

3 Definitioner
3.1 Lagringskultur
Lagrad bakterickultur av viss stam for att bevara ursprunglig stam i labo-

ratoriet samt f6r inokulering av 12h-kultur.

3.2 12h-kultur
Kultur fér f6rokning av testbakterien att anvindas vid beredning av
forkultur.

3.3 Forkultur
Bakteriekultur att anviindas f6r att anpassa bakterierna till testforhallan-

dena samt att anvindas som ympmaterial till provvatten.

3.4 Ympmaterial
Bakteriesuspension att anvindas vid inokulering av en niringslosning

samt en exponentiellt viixande férkultur att inokulera provvatten med.

3.5 Niringslésning

Vattenldsning av de niringsimnen bakterierna kriver for sin tillvixt.
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3.6 Prov
Provvatten som ska testas efter att ha férbehandlats pd limpligt sitt
exempelvis genom centrifugering, filtrering, homogenisering, pH-

justering etc.

3.7 Kontrollex

- Blanker (niringslésning utan bakterier)

- Negativa kontroller till prov (niringslésning, ympmaterial och destille-
rat vatten)

- Negativa kontroller till referenser (niringslosning, ympmaterial samt

18sningsmedel)

3.8 Referenser (positiva kontroller)

- Niringslésning, ympmaterial och 16sta genotoxiska substanser exempel-
vis 4-nitroquinolin-N-oxid eller 2-aminoantracen.

- Metabolisk aktivering genom tillsats av S9 (fraktion av levermikro-
somer inducerade med aroklor (en kommerciell PCB-blandning).

Mikrosomerna utvinns genom centrifugering vid 9000 g och férvaras vid
-80°C)

3.9 Spidningsfaktor
Heltalsforhallandet mellan volymen utspitt prov och volymen tillsatt prov
avrundat nedat. Observera att hogsta mojliga koncentration innebir en
spadning 1:1,5 pga tillsats av ympmaterial och niringslésning. Genom
avrundning blir diremot spiddningsfaktorn i detta fall 1. Nista spadnings-
steg blir dock 1,5 * 2 dvs 3.

Skulle ddremot provet redan fran borjan vara utspitt exempelvis 8 ggr
skulle detta innebiira en spidning 1:12 genom tillsats av ymp och nirings-
lésning dvs spidningsfaktorn skulle bli 12.

3.10 LID-virde (I.ID = Lowest Ineffective Dilution)

Den ligsta spadningsfaktorn med en uppmiitt induktionshastighet < 1,5.
Om enzymtillsats av S9 ger ett annat viirde pa induktionshastigheten ska
den behandling som ger hégst utslag gilla.

4  Princip
En jimforelse mellan den effekt som provvattnet har pa induktionshastig-
heten av umuC, i férhillande till den spontana aktiviteten hos umuC,

utgdr ett matt pi provets genotoxicitet.
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5  Testorganism

Salmonella typhimurium ir en gramnegativ, fakultativt anaerob bakterie
frin Enterobakteriaceac-tamiljen. Salmonella typhimurium TA 1535 ir ori-
ginalstammen. Testorganismen har en plasmid, pSK1002, med en umuC-
lacZ-gen samt en gen for ampicillinresistens. Beteckningen pa denna Sal-
monella-stam dr "TA1535/pSK1002”. Till f6ljd av sin ampicillinresistens
ir den lite att detektera.

6  Lagringskultur, beredning och lagring

Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 lagras 1 150 pl niringslosning
med 10% dimetylsulfoxid (DMSO) 1 2 ml ampuller vid en temperatur ¢j
overstigande -80°C. Vid beredning av 12h-kultur anvinds endast en

ampull.

7  Reagens
Kemikalier skall da si dr mojligt vara av hogsta renhetsgrad och beteckna-
de "pro analysi”.

Alla 16sningar skall beredas med destillerat vatten av mycket hog

reningsgrad.
7.1  Saltsyra,c = 1 mol/l
7.2 Natriumbydroxid, c =1 mol/l

7.3 Dimetylsulfoxid (DMSO)

7.4 Niringslosning (TGA-16sning: trypton,glykos,ampicillin)

10 g trypton, 5 g natriumklorid (NaCl) och 11,9 g HEPES lsst i dest.
vatten, pH 7,0 £ 0,2, fyll till 980 ml och autoklavera 20 min vid 121°C.
Los 2 g D(+)-glykos (vattenfri) i 20 ml dest. vatten och autoklavera sepa-
rat. Efter autoklavering blandas de bdda losningarna. D4 niringslésningen
svalnat till < 60°C tillsittes 50 mg ampicillin under sterila férhallanden.
(Ampicillinet 16ses i 5 ml dest. vatten och tillsittes medelst en spruta
utrustad med ett sterilt filter). Om I6sningen ej ska anviindas samma dag

kan den lagras 1 portioner vid -20°C i upp till 4 veckor.

7.5 Koncentrerad niringslisning (10 * TGA):
(kan lagras i 14 dagar vid + 4°C)
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7.5.1 For inkubering utan S9 (-TGA)

Lés 10 g trypton, 5 g natriumklorid (NaCl) och 11,9 g HEPES 1 80 ml
dest. vatten. Justera pH till 7,0 + 0,2 . Los 2 g D(+)-glykos (vattenfri) i
20 mi dest. vatten. Autoklavera bida 6sningarna separat i 20 min vid
121°C. Blanda losningarna. Efter avsvalning till <60°C dllsittes 50 mg
ampicillin under sterila férhallanden (se punkt 7.4).

7.5.2  Fér inkubering med S9 (+TGA)
Los 10 g trypton, 5 g natriumklorid (NaCl), 2,46 g kaliumklorid (KCI),
1,63 g magnesiumklorid hexahydrat (MgCly * 6 HyO) och 11,9 g
HEPES i 80 ml dest. vatten. Justera pH till 7,0 + 0,2

Lés 2 g D(+)-glykos (vattentri) i 20 ml dest. vatten.

Autoklavera bida 16sningarna separat i 20 min vid 121°C. Blanda

l8sningarna. Efter avsvalning tillsittes 50 mg ampicillin under sterila

forhillanden (se punkt 7.4).

7.6  B-buffert (cell-lysering och reaktionsbuffert):

Los 20,18 g dinatriumvitefosfat dihydrat (NayH PO4* 2 H50), 5,5 g
natriumdivitefosfat monohydrat (NaH, PO 4* H50), 0,75 g kaliumklorid
(KC), 0,25 g magnesiumsulfat heptahydrat (MgSO4* 7 HyO) i dest.
vatten. Justera pH all 7,0 = 0,2. Tillsict direfter 1,0 g "sodiumdodecyl-
sulphate” (SDS) och fyll upp till 1 L. Fére anvindning tillsittes 0,27 ml
2-merkaptoetanol till 100 ml B-buffert och blandas vil.

7.7 Fosfatbuffert:
Los 1,086 g dinatriumvitefosfat dihydrat (NayH PO4* 2 H50), 0,538 ¢
natriumdivitefosfat monohydrat (NaH,PO 4* H50), 1100 ml dest.
vatten.

Still om nodvindigt pH till 7,0 £ 0,2. Autoklavera lsningen vid
121°C.

7.8 Stoppreagens
Los 105,99 g natriumkarbonat (NayCO3) i vatten och spad till 1000 ml.

7.9  o-nitrofenol- B -D-galaktopyranosid (ONPG)-lésning
Lés 45 mg ONPG 1 10 ml fosfatbuffert (se 6.7). P g a ONPG-lésningens
instabilitet maste 16sningen beredas kort (ej mer dn 2h) fére anvindandet.

Lésningen férvaras morkt.
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7.10  S9-fraktion
(inducerad med Aroklor 1254 och med ett proteinhaltsminimum pi
34 mg protein / ml.)

Den nedfrysta S9-fraktionen tinas sakta forvarad i krossis pa analys-
dagen. Fore iblandningen i forkulturen skakas dess behallare nigot. 59-
fraktionen lagras vid minst -80°C.

7.11  Co~faktorlssning
Bered 16sningen p4 analysdagen och férvara den pa is till dess den
anvinds.

Los 70 mg NADP (natriumsalt) och 76 mg glykos-6-fosfat
(dinatriumsalt) i 5ml 10 * TGA (se 7.5.2)

7.12  Referenssubstanser i dimetylsulfoxid (DMSO)

7121 Utan §9

Los 5 mg 4-nitroquinolin-1-oxid (4-NQO) i 5 ml DMSO (kan frysas i
smé portioner vid -20°C) och justera till en koncentration pa 500 pg
4-NQO /1 frin det frysta koncentratet med en 30% vattenlosning av
DMSO.

7122 Med $9

Lss 5 mg aminoantracen (2-AA) i 5 m! DMSO (fryses pd samma sitt
som 4-NQO) och justera till 2 mg 2-AA /1 frin det frysta koncentratet
med en 30% vattenldsning av DMSO.

Notera att I6sningar 7.6 — 7.8 kan forvaras morkt
i rumstemperatur i upp till fyra veckor.
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Materiallista

mikrotiterplattldsare

inkubator

f6r +28°C och +37°C

autoklav

centrifug

pH-miitare

forvaringskirl av glas

helst mérkfirgade annars tickta med folie f6r morkliggning,

250 och 500 ml

automatpipetter:

2-10 pl, 0,5-10 pi, 5-40 pl, 40-200 ul, 200-1000 pl

automatpipetter "multichannel™:

5-50 pl, 50-300 pl

plastvannor
till "multichannel”-pipetter

miitglas

100 ml

mitkolvar
100 ml

miitkolvar
3 st 1000 ml

E-kolv
2000 ml



a

UMU-TEST

8.14

8.15

8.16

8.17

8.18

8.19

8.20

8.21

8.22

8.23

8.24

8.25

8.26

E-kolvar
250 ml

bigare

av olika storlek

plastspruta
5 ml (fér ampicillintillsats)

sterilfilter
till plastspruta

spetsar

till automatpipetter
mikrotiterplattor

"platesealers”
till mikrotiterplattor

kryoror med skruvlock
2 ml (f6r lagring av bakterier)

Eppendorffror

bl.a.for lagring av referenssubstanser

plastrér med lock

5 ml (till beredning av referenslésning fran koncentrat)
10 ml (till beredning av ONPG-16sning samt 59-16sning)
50 ml (till lagring av frusen TGA-l6sning samt beredning
av fosfatbuffer)

autoklaverbara still till pipettspetsar
aluminiumfolie

bomull och "tube gas”
tor tillverkning av proppar till E-kolvar
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8.27 ev hirtork eller liknande
tor avligsnande av luftbubblor pa ytan av prover i mikrotiter-
plattan. OBS! Ej for stark luftstrém!!

9  Preparering och konservering av prover

Alla vattenprover skall analyseras s snart som mojligt efter provtagning.
Om omedelbar analys ¢j dr mojlig skall provet lagras vid en temperatur
understigande +4°C. For en lingre tids férvaring krivs djupfrysning.

Vad giiller behandling sdsom ex. centrifugering och filtrering dr det viktigt
att forsta risken tor vissa férluster av genotoxiska substanser frin provet.
Provernas pH ska vara 7,0 + 0,2. Still pH genom tillsats av saltsyra (se
7.1) eller natriumhydroxid (se 7.2).

10 Resultatberdkningar
Uppritta en tabell 6ver:

A spidningsfaktorn avrundad nedat till nirmaste heltal (hogsta kon-
centrationen i en spidningsserie ir spadd 1,5 ggr pga tillsats av
bakteriekultur och niringslésning)

B absorbansvirdet for bakteriernas tillvixt

C absorbansviirdet for induktionen av umuC (egentligen absorbans-
virdet for mingd bildad ortho-nitrofenol, se introduktion)

D uallvixtfaktor

E induktonshastigheten

10.1 Bestimning av tillviixtfaktor och induktionshastighet:
T = tillvixtfaktor
Abs. = medelviirde av replikatens absorbans
B = blank
P = prov
N = negativ kontroll
I = induktionshastighet

Abs. 600nm P — Abs. 600nm B

T =
Abs. 600nm N — Abs. 600nm B
I 1, Abs. 420nm P — Abs. 420nm B
B T Abs. 420nm N — Abs. 420nm B
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10.2  Berikning av aktiviteten hos f-galaktosidas i relativa enheter(U):

(for eventuell jimforelse mellan olika laboratorier samt f&r att kunna upp-

ticka eventuellt fel pd substrat (ONPG).

Abs. 420nm P — Abs. 420nm B
Abs. 600nm P — Abs. 600nm B

UEP) =

Viirdet f6r de negativa kontrollerna (U (N)) kan beriknas pa likadant vis.
Likasa kan virdet fér de positiva kontrollerna beriknas vilka dock relate-

ras till negativa kontroller innehallande 1ésningsmedel i stillet for till

blanker.

10.3 Bestimning av LID-viirde (LID = lowest ineffective dilution):
LID-virdet dr den ligsta utspidningsfaktor som vid givna testbetingelser
ger en induktionshastighet understigande 1,5.

10.4 Kriterium for testens validitet:

Testen anses godkind om referenslésningarna (positiva kontroller) uppnir

en induktionshastighet p& minst 2 under givna testbetingelser.
Testresultat med en tillviixtfaktor vars virde understiger 0.5 kan ej

utvirderas.

Minsta virde for tillvixtfaktor hos negativa kontroller pi platta B ir
140-280 FNU.

10.5  Testrapportens innehall:
A Identifikation av testmaterialet
B Behandling av prover sisom:
pH-justering, centrifugering, homogenisering o.s.v.
C  Namn pi testorganism
D Testforhillanden samt testdatum
E  Resultatframstillning innehéllande:

* utspidningsfaktor

* medelvirden f6r absorbans vid 600 resp. 420 nm,
* medelvirde for tillvixtfaktor

* medelvirde for induktionshastighet

* medelvirdets medelfel (standard error (SE))

* LID-virde
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Dessutom bor det noteras om speciella testomstindigheter foreligger
sasom avvikelser frin gingse testmetodik eller andra férhillanden vad

giller turbiditet, 16slighet, utfillning etc.

(E
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Uppodling av bakterier pa agarplattor

I Agarlbsningens innehall:
a) 100 ml TGA-16sning (98 ml trypton-NaCl-HEPES-I6sning +
2 ml glykoslésning)
b) 1,4g agar
¢) 10 mg ampicillin

Il Beredning av agarlésning

OBS! Arbeta hela tiden sterilt!

Vid beredning av TGA-16sning siittes 98 ml av trypton-NaCl-Hepes-los-
ningen till ett sdrskilt kirl vari 1,4g agar 16ses. Efter autoklavering éverfs-
res 2 m} av glukoslésningen till agarldsningen och iblandas vil.

Nir l6sningen svalnat till < 60°C tillsittes 10 mg ampicillin sterilt.
Ampicillinet 18ses i 5 ml dest.vatten och tillsittes med hjilp av spruta
kopplad till ett sterilfilter.

Innan 16sningen svalnat f6r mycket hilles den upp pi cellodlingsplat-
tor s att ytan ticks helt.

Plattorna forvaras svalt, girna inneslutna i plastpase eller igentejpade
tills de ska anvindas.

Vid odling géres ett utstryk av ca 0,1 ml frin "overnight culture” till
respektive odlingsplatta.

Plattorna inkuberas direfter 1-2 dygn vid 37°C. Om inkubator med
luftdrag anviindes méste plattorna forslutas vil med tejp eller forvaras i vil

tillsluten plastpése fér att undvika uttorkning.

Il Lagring av odlade bakterier
De framodlade bakterierna fryses ner i en TGA-16sning med 10% dime-
tylsulfoxid.

Overfor 1 ml DMSO till sterilt ror. Spid direfter med TGA-16sning
till 10 ml och blanda vil.

Applicera ddrefter 150 pl av denna 16sning till ett antal 2 ml kryorér.

Bakterierna 6verfores direfter fran odlingsplattorna med platings till
respektive kryoror. Blanda vil med platingsen. Frys direfter ner de
forslutna réren till -80°C.
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IV Beredning av formazin (CoH 4N 5)-stamlGsning

( for upprittande av standardkurva att anviindas vid bestimning av FNU)

Lésning A:
10g hexametylentetramin (CgHyoNy) l6ses och spides upp till 100 ml

med destillerat vatten.

Losning B:
1g hydrazinsulfat (NyHgSOy) 16ses och spides till 100 ml med destillerat
vatten.

Varning! hydrazinsulfat ir giftigt och misstinks vara carcinogent.

Suspension C:
5 ml av 16sning A blandas med 5 ml av 16sning B.

Inkubera suspension C vid (25 + 3)°C i 24 h. Spid direfter till 100
ml med destillerat vatten.

Denna suspension motsvarar 400 Formazine Attenuation Units
(FAU) eller Formazine Nephelometric Units (FNU).

Suspensionen férvaras i mérker vid (25 + 3)°C och dr da hillbar i ca

4 veckor.

Vid upprittande av standardkurva gores en spiddningsserie dir hogsta
koncentration motsvarar 200 FNU eftersom standardkurvan inte ir linjir
vid hégre koncentrationer. Suspensionerna avlises vid 605 nm (alternativt

630 nm).
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Arbetsgang vid analys

Observera! Allt material som kommer 1 kontakt med testbakterien samt

alla 16sningar innehéllande bakterier maste autoklaveras innan de fir

slingas eller eventuellt anvindas pa nytt. Dessutom miste alla arbetsytor

hallas sa rena som méjligt under arbetets ging samt avtorkas med > 70%

sprit vid varje arbetsdags slut.

b)

<)

d)

e)

g)

Beredning av "overnight culture”
(utfores sent pi eftermiddagen dagen fore analys)

Fyll pa 20 ml TGA-16sning i en steril E-kolv och forslut med steril
bomullspropp.

Tina en ampull med frusen bakteriekultur.

Overfor bakteriekulturen tll sterilt Eppendorffrér och centrifugera i
10 min vid 2000 g.

Dekantera supernatanten.
Resuspendera pelleten (ej synlig for 6gat) i 1 ml TGA-16sning genom
att pipettera bottensatsen ut och in upprepade ginger genom pipett-

spetsen.

Overfor 0,5 ml av bakteriesuspensionen till TGA-15sningen i
E-kolven.

Inkubera péd skak vid 37°C éver natten (dock ¢j lingre dn 12 h,

anvind en timer).
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Il Beredning av "forkultur”

(utfdres pa analysdagens morgon)

a) Kontrollera att 12h-kulturen erhéller ett FNU-viirde > 400 genom
spektrofotometrisk avlisning vid 605 nm (alternativt 630 nm) och
genom att avlisa motsvarande FNU-viirde pa upprittad standard-

kurva.

b) Spid 12h-kulturen 1:10 med firsk TGA-I6sning, (Atgﬁng till en
mikrotiterplatta: 5 ml bakteriekultur + 45 ml TGA-16sning).

¢) Fortsitt inkuberingen pé skak vid 37°C i ca 1,5 h eller tills FNU-
virdet iir 340-350 varvid bakterierna befinner sig 1 den exponentiella
tillvixtfasen. Under tiden prepareras mikrotiterplattorna enligt anvis-

ning i metoden.

Litteratur:

1. Nakamura, S.1., Oda, Y., Shimada, T., Oki, 1., Sugimoto, K.: SOS-inducing
activity of chemical carcinogens and mutagens in Salmonella typhimurium TA
1535/pSK1002: examination with 152 chemicals. Mutation Res. 192 (1987) 239-
246

2. Oda, Y., Nakamura, S.I., Oki, L., Kato, T., Shinagawa, H.: Evaluation of the
new system (umu-test) for the detection of environmental mutagens and carcino-

gens. Mutation Res. 147 (1985) 219-229

3. Whong, W-Z., Wen, Y-F., Steward, J., Ong, T.: Validation of the SOS/Umu
test with mutagenic complex mixtures. Mutation Res. 175 (1986) 139-144

4. Reiffersheid, G., Heil, J., Zahn, R.K.: Die Erfassung von Genotoxinen in Was-
serproben mit dem umu-Mikrotest. Detection of genotoxins in water samples

using the umu-Microtest. Vom Wasser 76 (1991) 153-166.
5. Reifferscheid, G., Heil, J., Zahn, R.K.:'A microplate version of the SOS/umu-

test for rapid detection of genotoxins and genotoxic potentials of environmental

samples. Mutation Res. 253 (1991) 215-222.
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RAPPORT 4947

Metodik for inventering av

Fororenade omraden

Analys- och testmetoder

NATURVARDSVERKET HAR TAGIT fram en inventerings- metodik, den
s.k. MIFO-modellen, for inventering av omrdden som fororenats av
bland annat industriell verksamhet, Naturvardsverkets Rapport 4918. 1
metodiken ingér analysoch testprogram for mark, grundvatten,
ytvatten och sediment. For att utarbeta dessa program har det varit
nodvéndigt att utveckla delvis nya metoder. Dessa analys- och
testmetoder beskrivs i denna publikation som utgdr en separat del av
inventeringsmetodiken.

Rapporten om inventering av fororenade omraden ingér i
Naturvardsverkets nya serie Bedomningsgrunder for miljokvalitet.
Serien har utvecklats for anvindning pa lénstyrelsen, i kommuner och
pa andra myndigheter, men vinder sig till alla med ansvar och
intresse for en god miljokvalitet.
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