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Forord

| forbindelse med den nationale overvagning af vandmiljget (NOVANA) i &rene
2004-2008 er der fundet et stigende antal misdannede alekvabbeunger i dan-
ske fjorde. | andre lande, herunder Tyskland og Sverige, er der gjort lignende
fund af misdannede alekvabbeunger.

Der er tidligere blevet gennemfart to litteraturstudier i regi af Miljgministeriet,
hvilke er afrapporteret i: 1) Misdannet alekvabbeunger og andre biologiske ef-
fekter i danske vandomrader. Litteraturudredning (Stuer-Lauridsen et al. 2008),
og 2) Kemiske stoffer der kan fare til misdannelser i fisk. Indkredsning af stoffer
ud fra deres biokemiske virkemekanisme (Halling-Sgrensen et al. 2008).

Konklusionerne fra disse udredninger var, at alekvabbeunger med misdannel-
ser er hyppigst forekommende i kystnaere omrader med menneskelig aktivitet,
og at der er mistanke om, at fx klorerede organiske forbindelser, TBT, PAH, pe-
sticider, tungmetaller, laegemidler og stoffer med hormonforstyrrende effekter er
arsagen til fund af misdannelser, evt. ved additiv virkning fra flere stoffer.

FORMAL-projektet ("Et undersggelsesforlgb til at FORKklare fund af Misdannede
ALekvabbeunger i danske fjorde”) er en del af Milijgministeriets tilvejebringelse
af viden, der er ngdvendig for at By- og Landskabsstyrelsen kan opstille evt.
forslag til indsatser, der kan imgdega biologiske effekter i miljget.

FORMAL-projektet bestar af tre trin:

1. Et maleprogram, der kan tilvejebringe et fyldestgarende billede af vandmil-
joets tilstand med hensyn til miljgfarlige stoffer for at indkredse arsagen til
fund af misdannelser i alekvabbeunger.

2. Laboratorieforsag til etablering af viden om effektniveauer for udvalgte ke-
miske stoffer i alekvabber.

3. En tveergdende analyse af de gennemfgrte aktiviteter og resultater fra an-
dre projekter, der sammenfatter viden om arsager til forekomst og udbre-
delse af effekter og misdannelser i dlekvabber.

De overordnede resultater og konklusioner fra trin 1, er sammenfattet i Miljgfar-
lige stoffer og alekvabbe — et feltstudie. Trin 1.

Denne delrapport er den farste af tre, hvor resultaterne fra FORMALS farste trin
rapporteres og omhandler miljgfarlige stoffer i alekvabbe. De andre to delrap-
porter omhandler: 1l) Biomarkerer i dlekvabber samt Ill) Miljgfarlige stoffer i se-
diment og bundfauna.
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Sammenfatning

Projektet FORMAL (’Et undersggelsesforlgb til at FORKlare fund af Misdannede
ALekvabbeunger i danske fjorde”) er fase 3 i By- og Landskabsstyrelsens un-
dersggelsesforlgb ivaerksat for at klargare et eventuelt sammenhaeng mellem
miljgfarlige stoffer og misdannelser. FORMAL indeholder tre trin, hvor det farste
er et maleprogram, som vurderer vandmiljgets og alekvabbens tilstand med
hensyn til miljgfarlige stoffer. Denne rapport er en af tre delrapporter fra del 1 og
omhandler forekomst af miljgfarlige stoffer i alekvabbe. De andre rapporter er:
II) forekomst af misdannelser og biomarkgrrespons i alekvabbe og IIl) forekomst
af miljgfarlige stoffer i sediment og muslinger. En overordnet sammenfatning af
de tre delrapporter findes i: 'Miljgfarlige stoffer og alekvabbe — et feltstudie. Trin
1.

Alekvabber blev fanget i august, september og november ved Agersg, Roskilde
og Frederiksvaerk. Agersa repraesenterer et referenceomrade med en lille pa-
virkning af miljgfarlige stoffer, og de to andre stationer i Roskilde Fjord reprae-
senterer mere forurenede omrader.

Litteraturstudier i de tidligere to faser har peget pa, at bl.a. tungmetaller, or-
ganotin, tjserestoffer (PAH’er), klorerede aromatiske stoffer som fx dioxin og di-
oxinlignende PCB’er og bromerede flammehaemmere er de mest sandsynlige
arsager til misdannelser. Disse miljgfarlige stoffer samt bladgarere (phthalater)
og perfluorerede stoffer (PFAS) blev malt i a&2g, muskel og lever hos hunner
samt i unger. Individuelle prgver blev slaet sammen i én pulje per lokalitet, hvil-
ket giver en vurdering af den gennemsnitlige koncentration i hver population.
Steerke kandidatstoffer er udpeget pa baggrund af kraftigt forhgjede koncentra-
tioner, samt forhgjede koncentrationer ved Roskilde og Frederiksvaerk i forhold
til Agersa, hvor der ikke blev fundet misdannede unger.

Konklusionerne fra maleprogrammet er, at:

« kobber, organotin, PAH’er, dioxin, dioxinlignende PCB’er samt bromerede
flammehaemmere er staerke kandidatstoffer, som kan vaere arsag til mis-
dannelser,

« PFAS kan ogsa tilhgre de steerke kandidatstoffer, og

« gvrige tungmetaller (kviksglv, kadmium og bly) er ikke kandidatstoffer pa
disse lokaliteter.

Det anbefales, at der gennemfares kontrollerede eksponeringsforsgg med de
staerke kandidatstoffer i blandinger og som enkeltstoffer for at verificere de indi-
kerede kausale sammenhaenge mellem miljgfarlige stoffer og misdannelser.
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Summary

The Danish Ministry of the Environment has instigated a series of projects with
the aim to clarify whether deformities in eelpout (Zoarces viviparous) larvae are
caused by hazardous substances. The conclusions of the earlier literature-
based projects were that substances such as heavy metals, organotin, polyaro-
matic hydrocarbons (PAHSs), and halogenated aromatic compounds like dioxins,
PCBs and flame retardants, were likely candidates to have caused the deformi-
ties.

FORMAL is the third project with the aim to verify whether the candidate sub-
stances indeed are the cause for the observed deformities. In order to fulfil the
aim FORMAL consists of three parts: 1) a field study, 2) laboratory experiments
with eelpout, and 3) an integrated analysis based on both part 1 and 2 of
FORMAL, as well as on results from other on-going projects on eelpout.

This report is one of three with results from the field study and focuses on haz-
ardous substances in eelpout. The overall results from the field study are also
summarised in ‘Miljgfarlige stoffer og alekvabbe — et feltstudie’.

Eelpout were caught at three sites in August, September and November. Ager-
s@ in the southern Belt Sea was considered a reference site, as no deformities
were observed here either in September or November. Roskilde and Freder-
iksveerk, both situated in Roskilde Fjord, were impacted sites where more than
5 % of the broods had more than 5 % deformities.

The content of heavy metals, organotin, polyaromatic hydrocarbons (PAHSs), di-
oxins and dioxin-like PCBs, brominated flame retardants, perfluorinated com-
pounds (PFSA), and PAH metabolites were analysed in females, egg, and lar-
vae from the sampling in August and November.

The conclusions were:

e  Copper, organotin, PAHSs, dioxins and dioxin-like PCBs, as well as bromin-
ated flame retardants were strong candidate substances as they occurred in
much higher concentrations at sites with high incident of deformities.

* PFAS could also belong to the candidate substances.

e Other heavy metals are not likely to be the cause of deformities at these
sites.

Based on the conclusions, it is recommended that eelpout should be exposed to
the candidate substances in controlled laboratory experiments, both as a mix-
ture and as single substances.
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Introduktion
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Det overordnede formal med undersggelsesforlgbet var at belyse arsagen til
misdannelser i dlekvabbeunger. Hypotesen er, at den ggede forekomst af mis-
dannelser i fiskeunger er forarsaget af miljgfarlige stoffer, der inducerer toksiske
effekter og processer, som kan lede til misdannelser.

Test af hypotesen og opfyldelse af det overordnede formal samt delmal forud-
seetter kendskab til miljgets, de voksne alekvabbers samt ungers belastning
med miljgfarlige stoffer, forekomsten af misdannelser, og biomarkgrrespons.

| denne delrapport sammenfattes resultaterne af de kemiske malinger i ale-
kvabbehunner, 2eg og unger, som er blevet udfgrt i maleprogrammet.

Lokaliteter i FORMAL

Undersggelsen fokuserer pa tre lokaliteter, Agersg i Storebaelt, Frederiksvaerk
og Roskilde, hvor prgvetagningen af alekvabber er forgaet over tre perioder i
august, september og november 2009 (figur 1).

Jstersgen

—

oIS

FES

Figur 1. Stationskort over de 3 undersogelseslokaliteter: Agerso (A), Frederiksveerk (F)
og Roskilde (R).

Valget af de mere forurenede lokaliteter ved Roskilde og Frederiksveerk er ba-
seret pa tidligere undersggelser, der har vist, at der er forhgjet forekomst af
misdannelser og biomarkgrrespons (Strand et al. 2004; Strand 2010), at popu-
lationerne er store nok til at tillade en starre prgvetagning, og at kontamine-
ringsprofilen sandsynligvis er forskellig imellem omraderne. Som referencestation
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er udvalgt omradet ved Agersg i Storebaelt. Stationen ved Agersg anses som
referencestation, da den betragtes som den generelt mindst belastede station
og stationen med sterst vandudveksling af de tre. De andre omrader ligger teet
pa starre byer og i mere aflukkede fjordomrader med lavere vandudveksling.

Miljofarlige stoffer i alekvabbe

Flere grupper af miljgfarlige stoffer indgik i undersagelsen for at kunne beskrive
forskellige typer af forurening. Det drejer sig om tungmetaller, organotin, poly-
aromatiske hydrokarboner (PAH’er), phthalater, perfluorerede stoffer (PFAS),
dioxin, dioxinlignende PCB’er samt bromerede flammehaemmere. Disse stof-
grupper kan ifglge de tidligere litteraturundersggelser forarsage misdannelser
(Stuer-Lauridsen et al. 2008; Halling-Sgrensen et al. 2008).

Koncentrationen af et stof pa et givent tidspunkt siger ikke ngdvendigvis alt om
den eksponering alekvabberne er udsat for. Mange stoffer bliver omsat (meta-
boliseret) i organismer, herunder organotin, phthalater, PFAS og PAH’er. Meta-
bolisering bevirker, at stofferne bliver mere vandoplgselige og derved kan ud-
skilles. Men at et stof bliver nedbrudt er ikke en garanti for, at giftigheden mind-
skes. Kortvarige eksponeringer af stoffer fx via blodbanen kan godt resultere i
effekter, men derudover kan ogsa nedbrydningsproduktet have effekter, og om-
saetningen af stoffer kan medfere andre konsekvenser. Dels koster metabolise-
ring energi, der kunne veere brugt anderledes, hvis organismen ikke var ekspo-
neret. Dels betyder det, at koncentrationer af miljgfarlige stoffer i alekvabber va-
rierer over tid som en funktion af variation i optag og metabolisering, hvilket gar
vurdering af belastning vanskeligere.

Af de metaller, som er malt i FORMAL, er kobber et s&kaldt essentielt metal,
idet det indgar i organismens behov for sporstoffer. Men ved hgje koncentrationer
har kobber dog, som de gvrige tungmetaller, negative effekter. Metaller kan og-
sa blive reguleret af organismen, og opbevaret som organiske metalkomplekser
— mest i leveren, men ogsa i muskler.

Stoffer som dioxin, dioxinlignende PCB’er og bromerede flammehammere har
en meget lavere omsaetningshastighed i organismer, og nogle bliver ikke ned-
brudt. Det betyder, at de i hgjere grad kan oplagres, hvilket ofte sker i fedt (lipi-
der), som findes i cellemembraner og i lipiddepoter. Stoffer, som opbevares i
lipiddepoter, bliver isaer frigjort igen, nar organismerne har brug for lipider som
energi bl.a. i forbindelse med den reproduktive periode.

Valg af prevetyper i relation til eksponering af alekvabber
Alekvabbeembryoner forventes at veere mest falsomme for eksponering fra au-
gust til og med september, da celledifferentieringen overvejende foregar i denne
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denne periode sker eksponeringen

primeert fra de stoffer, som allerede er overfart fra hunnen til 22ggene.

Fra medio september frem til sidst i oktober udvikles gonader i ungerne, og
blommesaekken absorberes. Efterfalgende far de nu udviklede unger naering via
ovarievaesken, hvor yderligere overfgrsel fra hunnen til unger kan medfgre en

labende eksponering af ungerne for miljgfarlige stoffer.

Gonadernes
kensdifferentiering

|

Begyndende Dannelse af
— ovariehulrum szedleder
(14 dph) (30 dph)

Teratogene
vindue

l

Indsamlings-
tidspunk af
embryoner

1

Parring Blommesaek
AEglasning absorberet
Befrugtning helt

A B CDE F G H |
Aug SeptT Okt Nov | Dec | Jlan IFeb .
[ Kleekning W Fadsel

(kgnsratio 1:1)

Figur 2. Alekvabbens reproduktionscyklus fra segl@sning til fedsel (fra Stuer-Lauridsen

et al. 2008).

Det vides dog ikke med sikkerhed, om eksponering i det teratogene vindue er
vigtigere end den mere kontinuerlige eksponering over tid, som sker i de efter-
fglgende maneder. Derfor blev der indsamlet muskel og lever fra moderfisk i
august, september og november, g i august og unger i september og novem-

ber.

Endvidere kan eksponering af hunnerne ved tidspunktet for anleeggelse af aeg
veere af betydning. Anlaeggelse af eeg starter i efteraret aret inden befrugtning,
dvs. pa det tidspunkt hvor det pagaeldende ars udvikling af unger sker. Det be-
tyder, at belastningen af miljafarlige stoffer i efteraret 2008 kan have haft betyd-
ning for udviklingen af dlekvabbeunger i 2009. | delrapport Il vurderes derfor

ogsa miljgtilstanden i 2008.
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Misdannelser i alekvabbe i 2009

For at kunne vurdere sammenfald mellem misdannelser og forekomst af miljz-
farlige stoffer i alekvabbe gives her en kort sammenfatning af misdannelsesdata,
hvilke ellers er praesenterede i detalje i delrapport II.

Agersg var i 2009 at betragte som en referencestation, da der ikke forekom
misdannelser af type B-G (figur 3). Ved Roskilde og Frederiksveerk fandtes der-
imod misdannede unger, og forekomsten steg fra september til november, mest
i Roskilde. De miljgfarlige stoffer, som mest sandsynligt er arsag til misdannel-
ser i disse to omrader, burde derfor ogsa forekomme i hgjere koncentrationer
ved Roskilde og Frederiksveerk.

Misdannelser type B-G

. 20% T

g B Agerse

Q O Roskilde

[

8 15% B Frederiksvaerk

()

1S

X

5 109 - 9.5 % 10,0 %

A ° 8.2 %

3

E 5,0 %

= 5%

4

3

c 0% 0%

< 0% : .
September November

Figur 3. Misdannelser i alekvabbe i 2009.

Der var ikke nogen starre forskelle i typen af misdannelser mellem Roskilde og
Frederiksveerk (Delrapport 1). Dog var der en hgjere andel af gjne-misdannelser
ved Roskilde, hvorimod misdannelser pa blommesaek og indre organer var for-
holdsvis hyppigere ved Frederiksveerk. Disse forskelle tyder pd, at der ikke kun
er en hgjere forekomst af visse miljgfarlige stoffer ved Roskilde og Frederiks-
vaerk, men at der ogsa er en forskel pa typerne af miljgfarlige stoffer de to ste-

der.

| denne delrapport preesenteres resultaterne fra de kemiske malinger af miljg-
farlige stoffer i alekvabbe. De ligger til grund for udpegelsen af de miljgfarlige
stoffer som mest sandsynligt er arsag til de observerede misdannelser. | del-
rapport Il vurderes koncentrationerne af miljgfarlige stoffer i det omgivende mil-
j@ pa de tre lokaliteter, for at styrke eventuelle sammenhange mellem misdan-
nelser og miljgfarlige stoffer.
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Indsamling, analyser og beregningsmetoder

Preveindsamling

Indsamlingen blev i alle omrader udfart med aleruser af enten DMU, Aarhus
Universitet eller med hjzelp fra lokale fritidsfiskere. Efter endt indsamling blev
fiskene transporteret til Risg i Roskilde Fjord, hvor fiskene blev opbevaret i af-
lukkede tradbure frem til dissektion og udtagning af praver til de forskellige de-
lundersggelser.

AEg fra august, samt g, lever og muskel fra august, september og november
blev udtaget fra de fisk, hvor misdannelsesfrekvensen, men ikke biomarkgrer,
blev malt.

Veaevspraver blev udtaget ved dissektion umiddelbart efter, at de voksne fisk var
blevet aflivet med kraftige slag i hovedet. Farst blev blod og lever udtaget, der-
pa ag eller unger og efterfalgende de andre vaevsprgver. De udtagne praver
fra november skulle, udover at anvendes til dette projekt, ogsa anvendes til an-
dre supplerende undersggelser i forbindelse med BONUS+-projekterne BAL-
COFISH og BEAST. Dette indebar, at lever og muskel blev opdelt i henholdsvis
7 og 4 delpraver. Prgver fra august og september blev kun anvendt i forbindel-
se med FORMAL-projektet.

Alle delpraver blev registeret og opbevaret separat i en biobank, sa senere
identifikation og analyser af individbaserede prgver kunne gennemfares.

Praver af lever, galde og muskel til analyser for miljgfarlige stoffer blev alle
frosset ned til -20°C frem til analysen. Lever blev opbevaret i rensede og udglg-
dede glasvials, galde i Eppendorfrgr og muskel i Rilsanposer. £g og unger blev
frosset ned med tgris i glasvials og opbevaret ved -80°C.

Fordeling af prover

Kemiske analyser kraever en stgrre prgvemeaengde end biomarkarer, og derfor
blev de forskellige prevetyper sasom aeg, muskel og lever sldet sammen til én
pulje per station. Da maengden af prgvemateriale var begreenset selv efter prg-
verne var puljet, var det ikke muligt at analysere for alle stoffer i alle typer af
praver. Metaller, TBT og PFAS genfindes bedst i lever, og til dels i muskelveey,
hvorimod bromerede flammehammere og dioxin er mere knyttet til lipider i or-
ganismer.

Pa baggrund af denne viden, samt krav om minimumsprgvemaesngde for for-
skellige analyser, blev stofferne malt ifelge tabel 1. Det skal bemeerkes, at der
ikke kunne fanges alekvabber ved Agersg i september, og derfor blev dette
tidspunkt fravalgt. Det pravemateriale, som er indsamlet i FORMAL og som ikke
er blevet brugt til analyser, er stadigt opbevaret, og forhabentligt vil nogle kom-
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pletterende analyser kunne gennemfares i regi af andre projekter i efteraret
2010.

Tabel 1. Udvalgte stofgrupper og type af prove.

Stofgruppe
Dioxin Metaller Organotin  Phthalater PFAS BFR
August Muskel  Agersg
Frederiksveerk
Roskilde
AEg Agerso
Frederiksveerk
Roskilde

November Muskel  Agersg
Frederiksveerk
Roskilde
Unger Agersgo
Frederiksveerk
Roskilde
Lever Agersgo
Frederiksveerk
Roskilde

1 puljet prove
Ikke analyseret

Analysemetoder

Samtlige analyser er udfert af akkrediterede laboratorier ifglge de tekniske an-
visninger for NOVA/NOVANA (Pedersen et al. 2004a-c; Strand & Dahlloff 2005),
eller af ikke-akkrediterede laboratorier udpeget af Miljgstyrelsen (Annex 1, tabel
7). Analysemetoder, detektionsgraenser og usikkerhed for samtlige stoffer findes i
Annex 1, tabel 2.

Usikkerheder er angivet som usikkerhed mellem dobbeltprgver for selve ale-
kvabbeanalysen, eller som de akkrediterede usikkerheder, nar der ikke fandtes
nok prgvemateriale til dobbeltanalyser.

Vurdering af forskelle mellem lokaliteter

Da der kun var en prgve per station og prevetype, var det ikke muligt at gen-
nemfare statistisk verificering af forskel mellem lokaliteter ved brug af replikater.
Da preverne omfattede en pulje af 10-20 individer, blev det antaget at analyse-
resultaterne kunne give god vurdering af middeleksponeringen pa de forskellige
lokaliteter. Der blev derfor brugt analyseusikkerheder for at estimere sandsyn-
ligheden for forskelle mellem lokaliteter.

Lipidindhold blev ogsa malt i de forskellige pravetyper, dels som et mal for ale-
kvabbernes energitilstand (se delrapport II), men ogsa for at kunne vurdere om
forskelle i koncentration af de lipofile stoffer kun skyldes forskelle i lipidindhold
og ikke i belastning.
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Resultater

Tungmetaller

Der blev analyseret for kviksglv (Hg), kadmium (Cd), kobber, (Cu) og bly (Pb) i
&g, lever, muskel og unger.

De hgjeste koncentrationer af kviksglv blev fundet ved Agerso (figur 4).
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Figur 4. Kviksglv (Hg) i alekvabbe i 2009. a) muskel august, b) muskel november, c)

&g, d) unger november), e) lever november. Der blev ikke malt pa unger fra Agerso i
november. TS = torstof.

Der var en lille ggning i kviksglvkoncentrationer i muskel fra august til november,
og unger indeholdt lidt mere end aeg, hvilket tyder pa, at der er en kontinuerlig
overfgrsel fra moderfisk til ungerne. Kviksglv vurderes ikke at tilhgre de stoffer,
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som er arsag til misdannelser, idet de hgjeste koncentrationer fandtes ved
Agersga.

Kadmium kunne ikke detekteres i muskelvaev i august, og kun i lever overskred
kadmium den akkrediterede detektionsgraense pa 0,05 mg/kg TS (figur 5).
Kadmium kunne dog detekteres i andre praver, men usikkerhederne var store,
idet koncentrationerne var under den akkrediterede detektionsgraense.

lever november
0,8 7

{,

0,6 1

0,4 1

mg/kgTS

0,2 1

Agersg I Roskilde  Frederiksvaerk

Figur 5. Kadmium (Cd) i alekvabbelever i november 2009.

Der var ikke nogen direkte sammenhaeng til misdannelser, eftersom Agersg var
den lokalitet hvor koncentrationen var hgjest. Dog er denne vurdering svag i det
koncentrationerne af kadmium i de fleste malinger var under den akkrediterede
detektionsgreense.

Kobber var det tungmetal, som forekom i de hgjeste koncentrationer (figur 6, 7).
| august og november var der mest i muskelvaev ved Roskilde Fjord og Frede-
riksveerk. Koncentrationerne ved Agersg og Roskilde mindskedes over tid, hvor-
imod der var en stigning ved Frederiksveerk (figur 6a, b).
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Figur 6. Kobber i muskel i 2009 i a) august, b) november.
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Roskilde og Frederiksvaerk var ogsa de lokaliteter, hvor der var mest kobber i
eeg (figur 7), men forskellen mellem lokaliteter var ikke sa stor som i muskel. Ni-
veauet af kobber i unger var ens i Roskilde og Frederiksvaerk i november (figur
7), og hgjere end i &g, hvilket tyder pa et optag over tid begge steder. De hgje-
ste koncentrationer i lever blev fundet ved Agerse (figur 7¢c).
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Figur 7. Kobber (Cu) i dlekvabbe i 2009. a) aeg b) unger november, c) lever november.
Der blev ikke malt i unger fra Agers@ i november.

Roskilde og Frederiksvaerk er de lokaliteter, hvor belastningen af kobber var hg-
jest, ifalge koncentrationerne i muskel hos hunner, hvilket giver en sammen-
haeng til forekomst af misdannelser. Selv om koncentrationerne i hunner kun i

mindre grad er afspejlet i ag, kan en forhgjet metalbelastning for hunner ogsa
have konsekvenser for unger.

For bly var der kun fa malinger over detektionsgransen, sa sammenhasngen
med misdannelser kan ikke vurderes.

Organotin

Roskilde og Frederiksvaerk havde de hgjeste koncentrationer af tributyltin (TBT)
og triphenyltin (TPhT) (figur 8a, b), hvilke er de mest toksiske organotinfor-
bindelser. Dibutyltin (DBT), der er mellemtrin i nedbrydningen, fandtes ogsa i de
hgjeste koncentrationer ved Roskilde og Frederiksveerk, hvorimod det efterfal-
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gende nedbrydningsprodukt monobutyltin (MBT), som er meget mindre toksisk,
dominerede i Agersg. Specielt i Roskilde, men ogsa ved Frederiksveerk, var der
en stigning i organotin over tid, hvilket tyder pa et kontinuerligt optag.

Det var ogsa MBT som dominerede i eeg fra Agersg, hvorimod de mere toksiske
TBT og TPhT dominerede ved Roskilde og Frederiksveerk (figur 8c). | unger
dominerede stofferne TBT og TPhT, og Roskilde havde de hgjeste koncentrati-
oner. Roskilde var ogséa den lokalitet, hvor de hgjeste koncentrationer blev fundet
i lever i november, men denne gang drejede det sig om DBT (figur 8¢), hvilket
tyder pa en hgj omseetning af TBT.
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Figur 8. Organotin i dlekvabbe i 2009. a) muskel august, b) muskel november, c) &g, d)
unger november, e) lever november. Der blev ikke malt miljofarlige stoffer i unger fra
Agersa i november.
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Der var en tydelig sammenhaeng mellem forekomst af TBT, DBT og TPhT og
misdannelsesfrekvens. Nedbrydningsproduktet MBT dominerede ved Agersg,
hvorimod det ved Roskilde og Frederiksveerk var TBT, DBT samt TPhT som
dominerede. TPhT detekteres fortrinsvis i fisk sammenlignet med andre marine
prevetyper (Strand & Jacobsen 2005).

PAH-metabolitter

Fisk nedbryder PAH via P450-enzymsystemet (se Delrapport Il), og derfor fin-
der man sjaeldent PAH i fiskeprgver. Men PAH-metabolitterne kan males i gal-
de, hvilket giver et billede af eksponeringen inden for de seneste dage op til
uger. Den primaere PAH-metabolit i fiskegalde er 1-hydroxypyren.

PAH-metabolitter i galde blev malt ved pravetagningerne i august, september
og november. | august var eksponeringen hgjest i Roskilde og ved Frederiks-
veerk, hvorimod eksponeringen i november var ens pé de tre lokaliteter (figur 9).
Der kunne ikke fanges fisk i Agerse i september, men resultaterne fra Roskilde
og Frederiksvaerk peger mod, at eksponering disse steder var forholdsvis kon-
stant, hvorimod der var en ggning ved Agersg.
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Figur 9. PAH-metabolitter i alekvabbe i 2009. Der blev ikke malt PAH-metabolitter ved

Agerso i september, da der ikke kunne fanges fisk.

PAH’er kan tilhgre de stofgrupper, der kan forarsage misdannelser, da PAH-
eksponeringen var markant hgjest ved Roskilde og Frederiksvaerk i august,
hvilket formodes vaere den mest falsomme periode i udvikling af unger.
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Perfluorerede stoffer (PFAS)

Mange perfluorerede stoffer bruges til impraegnering og beskyttelse af overflader.
PFOS er ofte det dominerende stof, og er savel et moderstof som et nedbryd-
ningsprodukt af andre PFAS.

Roskilde og Frederiksvaerk var de steder, hvor indholdet i aeg var hgjest (figur
10a), og PFOS dominerede alle tre steder. PFOS dominerede ogsa i lever (figur
10b), hvor de hgjeste koncentrationer i november blev fundet ved Roskilde.

Agersg havde de hgjeste koncentrationer i muskel fra november (figur 10c), og
dette var den eneste prgve, hvor modersubstansen PFHxS forekom. | unger var
der forskel i stofsammensaetning mellem Roskilde og Frederiksveerk (figur 10d),
hvor Frederiksvaerk havde en hgj forekomst af modersubstansen PFOSA, hvil-
ket ikke er afspejlet i de andre prgver fra det samme omrade.
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Figur 10. PFAS-koncentrationer i &lekvabbe i 2009. a) &g, b) lever november, c) mu-
skel november, d) unger november. Der blev ikke malt miljofarlige stoffer i unger fra
Agerso.

De hgjere koncentrationer i a2g- og leverprgver fra Roskilde og Frederiksvaerk
peger pa PFAS som mulig arsag til misdannelser.
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Phthalater

Phthalater (bladggrere i plastic) fandtes i muskelvaev pa alle lokaliteter i august
og november (figur 11a, b). Koncentrationerne var generelt hgjere i november
end i august, specielt i Roskilde, hvor ogsa diethylhexyladipate (DEHA) blev
fundet i hgj koncentration (figur 11b).

Indholdet i &g fra Roskilde fjord var to gange hgjere end i muskel, og fordelin-
gen af stoffer var noget anderledes (figur 11c). For eksempel kunne butylben-
zylphthalate (BBP) og octylphthalate (ODP) detekteres i &g, men ikke i muskel.

Forekomsten af phthalater i unger var hgjere ved Frederiksveerk end i Roskilde,
hvilket er modsat den samtidige forekomst af stofferne i muskel. DEHA, der fo-
rekom i muskelveev, kunne ikke detekteres i unger.
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Figur 11. Phthalater i alekvabbe i august 2009. a) muskel august, b) muskel november,
¢) &g, d) unger november.

Eftersom phthalater omsaettes i organismer, er det sveert at vurdere ekspone-
ringen. Der var en hgjere koncentration af phthalater i muskelvaev ved Roskilde
i august og november og en hgj koncentration af phthalater i unger i Frederiks-
veerk, og det kan derfor ikke udelukkes, at denne stofgruppe kan bidrage til fo-
rekomst af misdannelser.
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Dioxin, furan og dioxinlignende PCB’er

De hgjeste koncentrationer af dioxin i muskelvaev blev fundet i Roskilde i au-
gust, men ogsa november, hvor koncentrationer dog var vaesentligt lavere (figur
12a, b). Koncentrationerne i Frederiksvaerk og Agersg var mere ens — ogsa
over tid.

Der blev kun malt pa eeg ved Roskilde, og der var ca. 500 gange lavere end i
muskel hos hunner (figur 12c¢). Der var ogsa forskel pa typen af dioxiner, som
var til stede pa det samme tidspunkt. Unger indeholdt derimod omtrentlig de
samme koncentrationer og sammensaetning af dioxin som de voksne i novem-

ber (figur 12d). Dette tyder pa, at der ogsa sker en overfgrsel fra moder til unger
i Igbet af efteraret.

250 a) muskel august b) muskel november
: 4n
[l ocop Wocobp
[ 1234678-HpCDD [[11234678-HpCDD
2001 I 123789-HxCDD 3 [1123678-HxCDD
[]123678-HxCDD [1123478-HxCDD
2 150 [ 2378-TCDD @ []2378-TCDD
> o
5 -3
[=)]
< 100 <
11
504
0 —_— : ) 0 T T ,
Agersg Roskilde Frederiksvaerk Agersg Roskilde Frederiksvaerk
0.4 c) eeg 6 d) unger
' [1123678-HxCDD Wocbb
[l 12378-PeCDD 5 [01234678-HpCDD
[l 123789-HxCDD
4 [1123678-HxCDD
() ) [l 12378-PeCDD
'S 5 [2378-TCDD
> K
£ 02 £ 3
f= c
2
1
) 0 . T - .
Roskilde Roskilde Frederiksvaerk

Figur 12. Dioxiner i alekvabbe i 2009. a) muskel august, b) muskel november, c) aeg
august, d) unger november.

De hgjeste koncentrationer af furaner i muskel blev fundet i Roskilde i august
og november (figur 13a, b), og koncentrationerne faldt med tiden. Ved Frede-
riksveerk var koncentrationerne lavere end ved Agersg i august, men hgjere i
november.
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Figur 13. Furaner i alekvabbe i 2009. a) muskel august, b) muskel november.

Ved Roskilde var koncentrationerne af furaner mere 15 ganger hgjere i muskel
hos hunner end i aeg pa det samme tidspunkt (figur 14a og 13a). Octa-
chlorodifuran (OCDP), der blev fundet i hunnerne, blev ikke registreret i 2eg.
OCDP var heller ikke til stede i unger i november, hvor summen af furaner var
3-10 gange hgjere end i hunner pa det samme tidspunkt. Ogsa for furaner ser
det ud til, at der sker en overfarsel fra moder til unger i Igbet af efteraret.
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Figur 14. Furaner i alekvabbe i 2009. a) e&eg, b) unger november.

Koncentrationerne af dioxinlignede PCB’er var 100-1.000 gange hgjere end
koncentrationerne af dioxin og furaner. Hgjest var de i muskelvaev indsamlet
ved Frederiksveaerk bade i august og i september (figur 15a, b), hvor PCB 105
dominerede. | Roskilde fandtes de naesthgjeste koncentrationer. | Frederiks-
veaerk ggedes koncentrationerne til november, hvor PCB 123 dominerede. Den
samme PCB dominerede ogsa i Roskilde i november, men her var totalkoncen-
trationen dog lavere end i august.
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a) muskel august b) muskel november
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Figur 15. Dioxinlignede PCB’er i alekvabbe i 2009. a) muskel august, b) muskel november.

Koncentrationen var dobbelt sa hgje i 22g end i muskel hos hunner i august, og
sammensaetningen var ens (figur 16a og 15a). | unger var koncentrationerne 2-
4 gange hgjere end i hunner i november (figur 16b og 15b). Sammensaetningen
af PCB’er i unger fra Roskilde var omtrent den samme som i hunnerne, hvor-
imod unger fra Frederiksvaerk ikke havde optaget PCB 123 i samme udstraek-
ning.
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Figur 16. Dioxinlignede PCB’er i alekvabbe i 2009. a) &eg, b) unger november.

Dioxiner, furaner og dioxin-lignende PCB’er kan vurderes samlet ved at regne
koncentrationer om til toksiske aekvivalenter (TEQs). TEQs er baseret pa en
sammenligning af disse substanser og deres pavirkning af Ah-receptoren i
mamalieceller. Derfor er de kun en indirekte indikation af toksicitet for fisk. En
sammenligning af TEQ viste, at Agersg havde de laveste veaerdier, hvorimod
Roskilde og Frederiksveerk i 6 ud af 7 tilfaelde havde en TEQ > 1 (figur 17).
Bortset fra prgver fra Roskilde i august var det de dioxinlignede PCB’er som
stod for starstedelen af toksiciteten.
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Figur 17. Toksiske eekvivalenter (TEQs) af dioxinlignede PCB’er i alekvabbe i 2009.

Forskellen i dioxin, furaner og dioxinlignende PCB’er i alekvabbe kunne ikke
forklares ved forskellene i lipidindhold mellem lokaliteter. Det betyder, at ogsa
belastningen af disse stoffer var hgjere ved Roskilde og Frederiksveerk end ved
Agersga.

Dioxiner, furaner og dioxinlignende PCB’er kan veere en del af arsagen til de
observerede misdannelser, i det at savel koncentrationer som toksiske aekviva-
lenter var markant hgjere ved Roskilde og Frederiksvaerk end ved Agersg.

Bromerede flammehammer

Bromerede flammehaemmere (BFR) er en gruppe af mange stoffer. Af dem som
er malt i alekvabbe, tilhgrer BDE-47, -85, -99, -100, -153, og -154 modersub-
stanser, som indgar i et kommercielt produkt. BDE-209 er ogsa en modersub-
stans, men fra et andet produkt. Til nedbrydningsprodukterne hgrer BDE-17 og
-49.

Koncentrationerne af BFR var hgjest ved Frederiksveerk i muskelveev indsamlet
i august og november (figur 18). Ved Agersg var BDE-209 dominerede, hvilket
peger pa, at der er andre kilder til stede end ved Roskilde og Frederiksveerk,
hvor der overvejende fandtes BDE-47. Ved Roskilde og Frederiksvaerk steg
koncentrationerne fra august til november, hvorimod der var en mindre nedgang
i koncentrationer ved Agersg.
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De hgjeste koncentrationer i aeg blev fundet ved Roskilde (figur 18c), hvorimod
den hgjeste koncentration i unger fandtes ved Frederiksveerk (figur 18d).
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Figur 18. Bromerede flammehaemmer i dlekvabbe. a) muskel august, b) muskel no-

vember, c) &g, d) unger november.

Da bromerede flammehammere bindes til lipider, kan det veere relevant at
normalisere koncentrationerne til lipidindhold (figur 19).
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Figur 19. Sum af koncentrationer af bromerede flammehaemmer normaliseret til lipid-
indhold.

Stigningen i den normaliserede sum af bromerede flammehammere i muskel-
vaev fra august til november ved Agersg og Roskilde svarer til tab af lipid i hun-
nerne over tid. Der er derfor sandsynligvis snarere tale om en opkoncentrering
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end en gget belastning. Derimod er stigningen i muskel ved Frederiksveerk 2,5
gange hgjere, end hvad der kunne forventes ud fra tab af lipid. Forholdet mel-
lem BFR normaliseret til lipid i unger og i &g viste noget tilsvarende. Indholdet
af lipid var hgjere i et kuld med unger end i sg, hvilket betyder, at der ogsa er
et optag over tid i Roskilde.

Det vurderes, at de bromerede flammehammere kan veere en af de stofgrupper,

der forarsager misdannelser, idet eksponeringen var hgjere ved Roskilde, og
specielt ved Frederiksveerk, end i Agersg.
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Diskussion

En af antagelserne ved denne form for feltbaseret undersagelser er, at stoffer,

som forventes at veere arsag til forekomst af misdannelser, burde forekomme i

hgjere koncentrationer ved Roskilde og Frederiksveerk end ved Agersg. Da der
var visse forskelle i typerne af misdannelser pa de to lokaliteter, kan der samti-
digt forventes en forskel i typen af stoffer, som dominerer ved Roskilde og Fre-
deriksveerk. Det kan dog ikke udelukkes, at andre stoffer, end dem som er ble-
vet malti FORMAL, ogséa kan bidrage til misdannelser.

Da mange af stofgrupperne bliver metaboliseret og tilfgrslerne til miljget kan va-
riere over tid, har vi valgt at udpege staerke og svage kandidater af stofgrupper.
Steerke kandidater er dels de stofgrupper, som i forhold til Agersg, forekommer i
mindst en prevetype ved enten Roskilde og Frederiksvaerk i mere end 5 gange
forhgjede koncentrationer i august eller i november. Derudover er steerke kan-
didatstoffer, de som har mindst dobbelt sa hgje koncentrationer ved savel Ros-
kilde som Frederiksveerk i enten august eller november. Dette betyder, at vurde-
ringen er baseret pa koncentrationer i hunner og ag, da unger ikke blev malt
ved Agersg i november, og at kun visse stoffer blev malt i lever.

Det samlede billede af forekomst og koncentrationer af miljgfarlige stoffer peger
pa kobber, organotin, PAH’er, dioxin og dioxinlignende PCB’er samt bromerede
flammehaemmere som steerke kandidater til at vaere arsag til de observerede
misdannelser (tabel 2).

Kobber blev udpeget pa baggrund af de forhgjede koncentrationer i muskel hos
hunner i savel august som november, og PAH-metabolitter pga. de forhgjede
koncentrationer bade ved Roskilde og Frederiksvaerk i august.

Organotin er ogsa en steerk kandidatstofgruppe, da koncentrationerne af de
mest toksiske forbindelser, tributyltin (TBT) og triphenyltin (TPhT), i alle prgve-
typer var meget hgjere ved Roskilde og Frederiksveerk end ved Agersa.

Dioxiner og furaner er ogsa en staerk stofgruppe, eftersom den forekom i meget
hgjere koncentrationer ved Roskilde bade i august og november og i forhgjede
koncentrationer ved Frederiksvaerk i november. Sammenligningen er baseret pa
indhold i hunner, da disse stoffer ikke blev malt i 2g ved Agersg eller Frede-
riksveerk.

De dioxinlignende PCB’er blev heller ikke malt i aeg fra Agerse og Frederiks-
vaerk. Koncentrationerne i hunner ved Roskilde og Frederiksvaerk var steerkt
forhgjede i hunner i november samt ved Frederiksveerk i august, hvilket gar og-
sa denne stofgruppe til en staerk kandidat til at kunne forarsage misdannelser.
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Tabel 2. Sammenligning af miljefarlige stoffer i alekvabbe mellem lokaliteter. Lysegra,
mellemgré og markegré felter angiver hhv. 2-4, 5-10 og > 10 gange hagjere koncentratio-
ner end i Agersg. Fed skrift angiver en > 20 % @gning af koncentrationen fra august til
november, og understreget en > 20 % mindskning. Kursiv angiver at sammenligninger

ikke var mulige. i.d. = ikke detekteret, i.a. = ikke analyseret.

Stof Agersg Roskilde Frederiksvaerk
AEg august

Hg (mg/kg TS) 0,0 0,0 0,0
Cd (mg/kg TS) id 0,0 id
Cu (mg/kg TS) 0,9 1,0 1,2
Pb (mg/kg TS) id i.d i.d
XTBT,TPhT (ug Sn/kg TS) 1,8

>Dioxin + furan (ng/kg TS) i.a

>Dioxinlign. PCB (ng/kg TS) i.a 9270 i.a
2PFAS (ug/kg TS) 18,5 64 42
>Phthalater (ug/kg TS) i,a, 978 i.a
2BFR (ug/kg TS) 0,9 1,7 0,9
Muskel august

Hg (mg/kg TS) 0,1

Cd (mg/kg TS) i.d

Cu (mg/kg TS) 1,7

Pb (mg/kg TS) i.d

XTBT,TPhT (ug Sn/kg TS) 0,2

PAH metabolitter (ug(ml) 0,9

>Dioxin + furan (ng/kg TS) 49

>Dioxinlign. PCB (ng/kg TS) 1474

>PFAS (ug/kg TS) i.a i.a i.a
>Phthalater (ug/kg TS) 417 505 383
2BFR (ug/kg TS) 0,6 0,6 0,9
Muskel november

Hg (mg/kg TS) 0,2

Cd (mg/kg TS) 0,0

Cu (mg/kg TS) 1,0

Pb (mg/kg TS) i.d

STBT,TPhT (ug Sn/kg TS) 0,0

PAH metabolitter (ug(ml) 2,5

>Dioxin + furan (ng/kg TS) 2,6

>Dioxinlign. PCB (ng/kg TS) 468

>PFAS (ug/kg TS) 3,3

>Phthalater (ug/kg TS) 624

BFR (ug/kg TS) 0,5
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Bromerede flammehaemmer (BFR) er ogsa en staerk kandidatgruppe, da der
var forhgjede koncentrationer ved Roskilde i august (aeg) og ved Frederiksvaerk
i november. Denne udpegning er noget svagere, da der ikke var nogen kraftigt
forhgjede koncentrationer, men kun forhgjede. Arsagen til at der ikke var starre
forskelle i forhold til Agersg var, at BDE 209 dominerede ved Agersg, hvorimod
de andre BFR dominerede ved Roskilde og Frederiksvaerk. Hvis BDE 209 ikke
medtages, da den forekom mest ved Agersg, hvor der ikke var misdannelser,
bliver forskellene mellem Roskilde samt Frederiksveerk i forhold til Agersa
mindst dobbelt sa stor i alle praver (se ogsa figur 18).

PFAS kan ikke udelukkes at tilhgre de steerke kandidater, men da datagrundlaget
er mindre for denne stofgruppe, er denne vurdering mere usikker. Der er desuden
mistanke om, at denne stofgruppe bidrager til at @ge toksiciteten af andre stoffer,
idet den gger gennemtreengeligheden af membraner.

Phthalater forekom generelt i hgje koncentrationer, men det var kun i ét af til-
faeldene, at der var en forskel fra Roskilde og Frederiksveerk til Agersga, og
phthalater ma derfor betragtes som en svag kandidatgruppe.

De gvrige malte tungmetaller forventes ikke at bidrage til misdannelser pa disse
udvalgte lokaliteter.

Der var ogsa forskelle mellem Roskilde og Frederiksveerk. Bromerede flamme-
hammere og dioxinlignende PCB’er ma betragtes som mere karakteristiske for
Frederiksveerk, hvorimod PFAS og dioxin var mere karakteristiske for Roskilde.

Der findes ikke information om dosis-respons sammenhaeng for nogen af disse
stofgrupper og misdannelser for alekvabbe. Det er derfor vanskeligt at vurdere,
hvor hgjre koncentrationerne i alekvabbe skal vaere for at sandsynliggere, at et
stof er arsag til misdannelser. Derudover er det sandsynligt, at der ogsa er
kombinationseffekter af stofferne. Dette findes der endnu mindre information om
for alle typer af organismer, specielt nar det drejer sig om kombinationer af for-
skellige stofgrupper. Trin 2 i projektet har derfor som formal at undersgge sam-
menhaeng i kontrollerede laboratorieforsgg.
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Konklusioner og anbefalinger

Konklusionerne fra maleprogrammet er, at:

kobber, organotin, PAH’er, dioxin, dioxinlignende PCB’er samt bromerede
flammehaemmere er staerke kandidatstoffer, som kan vaere arsag til mis-
dannelser,

PFAS kan ogsa tilhgre de steerke kandidatstoffer, og

gvrige tungmetaller (kviksglv, kadmium og bly) er ikke kandidatstoffer pa
disse lokaliteter.

For at kunne verificere at de steerke kandidatstoffer kan veere arsag til misdan-

nelser anbefales, at

der gennemfares kontrollerede eksponeringsfors@ag med alekvabber med
savel blandinger af stoffer som enkeltstoffer ifglge det planlagte Trin 2 i
FORMAL,

samtlige steerke kandidatstofgrupper bar indga i blandingerne, herunder
kobber, organotin, dioxin og dioxinlignende PCB’er samt bromerede flam-
mehaemmere,

kobber, organotin, dioxin og dioxinlignede PCB’er er de stoffer som bgr un-
dersgges enkeltvis i de samme koncentrationer, som de har i blandingerne
for at kunne vurdere blandingseffekter samt enkelte stoffers bidrag til effek-
ter,

verificering af eksponering af dlekvabber gennemfgres efter forsaget er af-
sluttet ved kemiske analyser i muskel og/eller lever samt unger,
biomarkgrer males samtidigt med vurdering af misdannelse for at kunne
sammenligne respons af biomarkgrer i naturen med respons under kontrol-
lerede forhold.
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