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Annex 1

Forord

Dette annex indeholder kompletterende tabeller samt beregningsgrundlag for eksponeringsforsaget
med alekvabber.

Den samlede rapportering af forsgget findes i;

e Eksponeringsforsgg med alekvabbe, NST 2011
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Annex 1

Beregningsgrundlag for eksponering

De i forsgget anvendte doser blev beregnet ud fra to forskellige principper, dels baseret pa indholdet
af kemikalierne i alekvabbernes fade (her estimeret ud fra indholdet i muslinger), dels baseret pa
indholdet af kemikalier i alekvabberne i omraderne med de hgjeste misdannelsesfrekvenser.
Indledningsvis foretoges beregninger, sa de indgivne doser ville resultere i koncentrationer
henholdsvis 10 og 100 gange hgjere end koncentrationerne fundet i kontaminerede omrader.

Beregning ud fra indholdet i muslinger

Det forudsattes i beregningen, at en standardalekvabbe pa 60 g vadvaegt seder ca. 5 gram tgrstof pa
en uge, og at én uges indtagelse af kemikalier var den dosis, vi gnskede at injicere pa eksponeringens
dag 0. Data for koncentrationerne af kemikalierne i blamuslinger i de kontaminerede omrader er taget
fra det marine overvagningsprgram (NOVANA).

Beregning ud fra indholdet i alekvabber

For de kemikalier, hvor der fandtes data (Cu, TCDD, TBT, PFOS & BFR) blev der udregnet doser
baseret péa forskellene i koncentrationerne for alekvabberne fra Agersg og Roskilde/Frederiksvaerk.
Der blev anvendt gennemsnits-vaevsproportioner: det blev antaget, at muskler, lever, ovarie og rest
udger henholdsvis 60, 2, 3 og 35 % af dyret. For de fleste af kemikalierne fandtes data for
koncentrationerne i muskel, lever og ovarie. Koncentrationen af kemikalier i resten af dyret blev sat il
halvdelen af musklernes.

Der blev taget udgangspunkt i augustkoncentrationer, da det er fra sidst i august og nogle uger
fremad, at misdannelserne induceres. Den hgjeste veerdi for Roskilde/Frederiksvaerk blev brugt.

For BDE-47 fandtes ingen analyser af koncentrationen i leveren, og leverens koncentration blev sat til
det samme som musklernes. Ud fra disse data blev de doser beregnet, som bringer alekvabberne fra
Agersg-niveau til 10 og 100 gange Roskilde/Frederiksvaerk-niveau ved én injektion pa dag 0.

Resultat baseret pd muslingedata:

Cu TBT Pyren TCDD BFR-47PFOS NP

Mg/g ng/lg ng/g pg/g nglg ng/g ng/g

17 13 208 033 025 3 100 Dk10
167 125 2083 3 3 33 1000 Dk100

Resultat baseret pa koncentrationer i alekvabber:

Cu TBT Pyren TCDD BFR-47PFOS NP

Mg/g ng/lg ng/g pg/g ng/lg ng/g ng/g

9 2.3 15 0.65 494 DK-10
89 23 153 6.5 4940 DK-100

Ovenstaende tabeller giver resultatet af beregningerne som pico-, nano- eller mikrogram kemikalie pr.
gram vadvaegt alekvabbe.
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For flertallet af kemikalierne giver de to beregningsmader doser, der ligger i sammenlignelige
sterrelsesordner, og forslaget til DK-10 og DK-100 et kompromis mellem de to beregningsmetoder.
For PFOS er der imidlertid meget stor forskel pa de to beregningsmetoder; dette skyldes isaer leverens
hgje koncentration, som giver et hgijt bidrag i den ene beregningsmetode.

Kompromis:

Cu TBT Pyren TCDD BFR-47PFOS NP

Mg/g ng/lg ng/g pg/g nglg ng/g ng/g

10 5 200 10 0.5 100 100  Forslag til DK-10
100 50 2000 100 5 1000 1000 Forslag til DK-100

Implementering i forsgget

Indledende pilotforsg@g viste, at Dk100 udviste toksiske effekter hos alekvabberne, hvorfor den hgjeste
dosis reduceredes til 50 gange Roskilde/Frederiksveerk-belastningen. Kobbersalte kunne ikke oplgses
i jordngddeolie, og de beregnede doser gav toksiske effekter efter injektion i vandig opl@gsning. Kobber
udgik derfor af Dk-blandingerne, og den anvendte kobberdosis (som enkeltstof) reduceredes kraftigt.

Det var af afgerende betydning, at vi fik dlekvabbernes kemikalieindhold op hurtigt efter
indfangningen, nar seggene var befrugtede. Med henblik pa at holde kemikaliebelastningen passende
hgj i labet af forsgget — og det var vigtigst i forsggets farste 2-3 uger — bad de valgte kemikalier pa
forskellige udfordringer:

De sveert omseettelige stoffer — f.eks. TCDD, PFOS og flammehaemmeren — forventedes at forblive i
dyrene gennem forsg@get, efter de blev injiceret pa dag 0. TBT og kobber var sveerere at forudsige
skaebnen for. Hurtigt omsaettelige stoffer som pyren og nonylphenol blev formentlig omsat og udskilt
efter fa dage; her kunne vi have valgt en eller to ekstra injektioner efter 1 og 2 uger, men pa grund af
den indledningsvist hgje dadelighed i forsgget, undlodes dette.

DK50 - Fremstilling af Stamoplgsning 1 til alekvabbeforsgget (15 ml)
TCDD - Hjemkegbt stock: 10 ug/ml (= 10 ng/pl). Der skal seettes 360 ng til de 15 ml jordngddeolie.

36 pl tilseettes de 15 ml jordngddeolie direkte fra den hjemkgbte ampul.

TBT- Udregningen er baseret pa indholdet af tin. Sn: 118,70 g/mol; TBT-CI: 325,51 g/mol. 0,4936 mg
TBT-CI skal seettes til 15 ml jordngddeolie. 49,3 mg = 42,9 ul afvejes og oplgses i 10 ml EtOH (— 4,93
mg/ml). 0,1 ml saettes til 15 ml jordngddeolie.

Pyren- 7,2 mg seettes til 15 ml jordngddeolie. 72 mg afvejes og oplases i 1,0 ml olie. 0,1 ml (= 7,2 mg)
seettes til 15 ml jordngddeolie.



Tabel 1 - Laboratorier

Tabel 1. Laboratorier som har udfart analyser i FORMAL.
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Laboratorium

Analyse

Afdelingen for Marin @kologi, Danmarks Miljgundersggelser,
Aarhus Universitet

Biometri, reproduktiv succes, CYP1A, protein, PAH-metabolitter,
metaller, organotin

Afdeling for Miljgkemi og Mikrobiologi, Danmarks
Miljgundersggelser, Aarhus Universitet

Bromerede flammehammer, Nonylphenol, lipid

Afdelingen for Atmosfaerisk Miljg, Danmarks Miljgundersggelser,
Aarhus Universitet

Dioxin, PFOS
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Tabel 2 - Analysemetoder og kvalitetsdata

Tabel 2. Analysemetoder og kvalitetsdata.

Analyse Enhed Detektionsgreense Usikkerhed % Malemetode

Organotin

Tributyltin (TBT) ug Sn/kg vv 0,1 5 GC-PFPD

DibutyltinDBT Mg Sn/kg v 0,1 14 GC-PFPD

Monobutyltin (MBT) Mg Sn/kg v 0,5 10 GC-PFPD

BFR

BDE-47 pg/kg TS 0,098 54 GC-MS

BDE-49 pg/kg TS 0,014 7,6 GC-MS

PFAS

Perfluorooctane sulfonate (PFOS) ug/kg vv 0,2 11,4 LC-MS-MS

Nonylphenol

NP ng/g vv 10 20 GC-MS

Dioxin

2378-TCDD ng/kg vv 0,02 3 GC-HRMS

Torstof % vadvaegt 3,0 DS 204

Lipid % af vadvaegt 1,1 Smedes (1999)

CYP1A/EROD pmol resorufin/min/ 1 15 Enzym kinetik,
mg protein fluorescens’

Protein (kalibreret mod BSA) mg/ml 2 15 Bradford (1976)

PAH-metabolitter ug/ml 1-hyroxy- 0,05 10 Synkron

pyrene sekvivalenter

fluorescens scan2

vv = vadvaegt, TS = tarstof.
" Stagg & Mclintosh 1998.



Tabel 3 - Biologiske data for alekvabber

Tabel 3. Biologiske data for de indsamlede &lekvabber.

Annex 1

Gruppe Tids- Antal | Antal Leengde Veegt Antal Leengde Veegt kuld | % kuld % kuld | % kuld | % kuld
punkt hun- | kuld hunner hunner unger i Unger (9) med med med med
ner (cm) (9) kuld (9) Middel +SD | >5% >5% >5% | >5%
Middel (min- | Middel (min-| Middel | middel + SD type type type | type
maks) max) +SD 0 A B-G |
nov. 10 28,3 77,5 122,6 + 33,1+2,0 17,841
Kontrol 4] 12 | (264-304) | (485-96,8) | 29.8 16.7 0.0 00 | 167
nov. 10 28,7 77,7 114,2 + 34,0+£27 16,3+ 6,6
Dk10 7] 16 | (269-327) | (61,1-111,1) | 54,1 375 0.0 188 | 250
nov. 10 28,4 73,6 953+ 33,7+3,9 13,1+4,3
Dk50 20 | 18 | (221-31,5) | (37,3-114,6) | 495 44.4 0.0 56 | 167
nov. 10 27,8 68,3 87,8 + 354+49 13,8 +5,2
Dks0+ 5] 1 | (257-300) | (538-886) | 439 385 0.0 231 | 154
nov. 10 25,5 61,6 95+ 334+1,9 145149
Dkt ’ 6 | (19831,0) | (31,889,1) | 274 16.7 0.0 167 | 00
nov. 10 27,9 68,4 934 + 36,7+2,6 17,1+£6,3
BT 5 5 |(269293) | (58,1-79,1) | 426 75.0 0.0 750 | 00
nov. 10 28,2 71,2 77,0 £ 338+24 12,7+55
Pyren 5 4 | (27,2287) | (50,0-844) | 44.2 40.0 0.0 200 | 200
nov. 10 27,7 64,4 89,8 + 34,1+£20 14,4149
TCDD 5 5 | (24,2-30,9) | (46,8-848) | 358 20.0 0.0 0.0 0.0
nov. 10 28,7 75,9 1111+ 35,1+2,0 18,9+ 3,9
Cu ’ 7 | (27.0-304) | (67,1-862) | 386 28.6 143 00 | 286
sep.10 28,4 87,6 - - - - - - -
Kontrol DO 16 - | (25,0-33,0) | (62,0-126)
sep. 10 28,1 84,6 - - - - - - -
Kontrol D3 10 - (26,0-31,0) (64-112
Sep. 10 28,4 90,0 - - - - - - -
DkS0+ D3 6 - | (26,0-30,5) | (77-106)

KI: Konditionsindeks
LSI: Lever-somatisk indeks er leverveegt divideret med somatisk vaegt.

GSI: Gonade-somatisk indeks er gonade/kuldvaegt divideret med somatisk vaegt.
RK: Reproduktiv kapacitet er antal under divideret med totalveegten af hunnen.
Type 0, A og B-G er karakterisering af forskellige typer af fejludvikling hos unger, som er karakteriseret ifalge Strand & Dahll6f

2005.
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Tabel 4 - Miljgfarlige stoffer i a2g, Dag 3

Tabel 4. Miljgfarlige stoffer i aeg, Dag 3 eft4r eksponering.
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Kontrol Dk50+
Organotin
TBT ug Sn/kg TS 3,36 51,4
DBT ug Sn/kg TS 1,99 1,99
MBT ug Sn/kg TS 3,64 3,64
Dioxin
2378-TCDD ng/kg TS 0,00 0,00
TEQ 0,55 0,55
PFOS
PFOS ng/kg TS 34,2 34,2
BFR
BDE-47 ug/kg TS 0,38 0,38
BDE-209 ug/kg TS 0,64 0,64
Nonylphenol
NP ng/kg TS 10,6 10,6
Tarstof
Tarstof % 12.3 12.3
Lipid
Lipid % af TS 25 2.5
TS = terstof.
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Tabel 5 - Miljgfarlige stoffer i unger, november

Tabel 4. Miljgfarlige stoffer i unger, november.

Kontrol Dk50+
Organotin
TBT ug Sn/kg TS 9,69 9,69
DBT ug Sn/kg TS 1,58 1,58
MBT ug Sn/kg TS 6,02 6,02
Dioxin
2378-TCDD ng/kg TS 0,00 0,00
TEQ 0,46 0,46
PFOS
PFOS ng/kg TS 16,9 16,9
BFR
BDE-47 ug/kg TS 0,26 0,26
BDE-209 ug/kg TS 0,39 0,39
Nonylphenol
NP ng/kg TS 39,8 39,8
Tarstof
Tarstof % 10,4 10,4
Lipid
Lipid % af torstof 1,6 1,6
TS = toerstof,
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Tabel 6 — PAH-metabollitter og EROD i hunner

Tabel 5. PAH-metabolitter og EROD i hunner.

PAH-metaboitter EROD
Gruppe Tidspunkt ug/ml galde pmol/min mg protein
Kontrol Dag 0 0,38 7,45
Kontrol Dag 3 0,47 4,59
Dk50+ Dag 3 19,6 6,63
Kontrol Nov. 10 0,51 7,75
Dk10 Nov. 10 0,87 14,6
Dk50 Nov. 10 7,28 11,5
Dk50+ Nov. 10 2,30 34,9

Pyren Nov. 10 25,7 16,1
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