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Sammendrag

Denne undersgkelsen ble utfort for 4 klarlegge om forheyde konsentrasjoner av organiske miljegifter i
Grenlandsfjordene gir effekter pa blaskjell og torsk. Effekter pa blaskjell og torsk ble vurdert ved analyser av
vektspotensiale (blaskjell) og pavirkning pd avgiftningsenzymer (fase-1 og fase-2). Det var redusert
vekstpotensiale for blaskjell fra alle tre stasjonene i Langesundsfjorden sammenlignet med bléskjell fra ytre
Oslofjord (Solbergstrand). Tilsvarende ble de hoyeste aktivitetene av fase-1 enzymer (benzo[a]pyren
hydroksylase, BPH) funnet i bliskjell innsamlet naer Brevik, mens de laveste nivene ble funnet i bldskjell fra
Solbergstrand. Det var klare responser i begge biomarkgrene hos torsk innsamlet i Frierfjorden sammenlignet med
torsk innsamlet ved Brevik eller S&stein. Bade fase-1 (EROD) og fase-2 (glutation S-transferase, GST) var
signifikant forheyd i torsk fra Frierfjorden sammenlignet med torsk fra Breviksfjorden eller Sastein. Det var noe
forhgyde nivéer av PAH-metabolitter i galle til torsk fra Frierfjorden, men det er sannsynlig at det storste bidraget
til forheyde EROD og GST aktiviteter kommer fra klorerte organiske miljogifter.
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Forord

Dette prosjektet er en del av overvaking av Grenlandsfjordene under
Statlig program for forurensningsovervaking. Kontakt hos SFT har veert
Per Erik Iversen. Bjgrnar Kvalheim takkes for innsamling av torsk og
blaskjell, Ase Kristine Rogne for analyse av PAH-metabolitter, Randi
Romstad og Harry Efraimsen for biokjemisk analysearbeid og Aina
Stenborg, Gateborgs Universitet, for analyse av glutation S-transferase og
EROD i torskelever. Ketil Hylland har koordinert felt-innsamling,
provetaking for biokjemiske analyser og opparbeiding av alt vev, samt
utfert analyser for glutation S-transferase og benzo[a]pyren hydroksylase
i fordayelseskjertel fra blaskjell, Torgeir Bakke har hatt ansvar for
fysiologiske undersgkelser av blaskjell (scope for growth), Lars Forlin for
biokjemiske analyser i torsk.

Oslo, 20.januar 1997

Ketil Hylland
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Sammendrag

Miljagift-tilfarsler har i flere tiar pavirket Grenlandsfjordene og har fart til kostholdsrad og
omsetningsrestriksjoner for marine organismer innsamlet i omradet. Til tross for at tilfarslene fra
industrien er kraftig redusert er det fremdeles forhgyde konsentrasjoner av miljggifter i bade
evertebrater og fisk i omradet. Denne undersgkelsen ble utfart for a klarlegge om de forhgyde
konsentrasjonene gir effekter pa blaskjell og torsk.

For blaskijell ble vekstpotensialet (scope for growth), samt biomarkarer for organiske miljggifter
kvantifisert pa tre stasjoner i Langesundsfjorden og en referansestasjon (marin forskningsstasjon,
Solbergstrand). Det ble innsamlet torsk i tre omrader: Frierfjorden, Breviksfjorden og ved Sastein
(utenfor Langesundsfjorden). Torskelever ble analysert for biomarkarer for organiske miljagifter i
lever og for metabolitter av utvalgte PAH-forbindelser i galle.

Det var redusert vekstpotensiale for blaskjell fra alle tre stasjonene i Langesundsfjorden
sammenlignet med blaskijell fra ytre Oslofjord (Solbergstrand). Tilsvarende ble de hayeste
aktivitetene av fase-1 enzymer (benzo[a]pyren hydroksylase) funnet i blaskjell innsamlet neer
Brevik, mens de laveste nivaene ble funnet i blaskjell fra Solbergstrand.

Det var Kklare responser i begge biomarkgrene hos torsk innsamlet i Frierfjorden sammenlignet
med torsk innsamlet ved Brevik eller Sastein. Bade fase-1 (cytokrom P4501A-aktivitet malt som
EROD) og fase-2 (glutation S-transferase, GST, aktivitet) var signifikant forhgyd i torsk fra
Frierfjorden sammenlignet med torsk fra de to andre omradene.

Det var hgyere konsentrasjoner av PAH-metabolitter i galle til torsk fra Frierfjorden enn fra de to
andre stasjonene, og den relative andelen av de to malte metabolittene var ulik for torsk innsamlet
i Frierfjorden sammenlignet med torsk innsamlet i Breviksfjorden eller ved Sastein.

Det er sannsynlig at det stgrste bidraget til forhgyde EROD- og GST-aktiviteter kommer fra
klorerte organiske miljggifter, men med et mulig bidrag fra PAH.

Forurensningsbelastningen i omradet pavirker bade blaskjell og fisk. Pavirkningen pa blaskjell
omfatter kystomrader ut til Skagerrak-kysten (ogsa Helgeroa). Torsk innsamlet i Frierfjorden var
klart pavirket i forhold til fisk innsamlet i Breviksfjorden (og ved Sastein).

Det var ingen forskjeller i pavirkning mellom torsk innsamlet i Breviksfjorden og torsk innsamlet
ved Sastein. Det er sannsynlig at torsk fra begge omradene har noe forhgyde aktiviteter av EROD
(sammenlignet med torsk fra referanseomrader). | leveren til torsk fra Breviksfjorden var det 1.4
ganger starre mengder toksisitetsekvivalenter enn i torsk fra Sastein. Denne gkningen var
sannsynligvis ikke tilstrekkelig til & fere til gkning i aktiviteten av avgiftningsenzymer nar denne
trolig allerede var noe forhgyd.
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1. Innledning

Miljagift-tilfarsler, serlig av klororganiske forbindelser, har i flere tiar pavirket Grenlandsfjordene og
har fart til kostholdsrad og omsetningsrestriksjoner for marine organismer innsamlet i omradet
(Knutzen et al. 1995). Til tross for at tilferslene fra industrien er kraftig redusert er det fremdeles
forhgyde konsentrasjoner av miljggifter i bade evertebrater og fisk (Knutzen 1997). De starste
overkonsentrasjoner av miljggifter i organismer gjelder klorerte organiske miljggifter som dioksiner,
dibenzofuraner, oktaklorstyren, enkelte polyklorerte bifenyler (PCB) og heksaklorbensen (HCB),
mens det tidligere ogsa har veert store tilfarsler av polysykliske aromatiske hydrokarboner (PAH) og
kvikksglv (Hg). Det er etterhvert betydelig kunnskap om konsentrasjoner av miljggifter i organismer,
men eventuelle effekter har ikke veert like grundig undersgkt. Det har vart gjort flere undersgkelser av
bunndyrsamfunn (Rygg 1989, 1995, 1996) og det ble i 1986 holdt en internasjonal workshop der ulike
metoder ble benyttet til & kvantifisere effekter pA marine organismer, serlig blaskjell og skrubbe
(Bayne et al., 1988, Addison, 1988). | tillegg har det veert gjort noen begrensede undersgkelser i nyere
tid (Winther-Larsen, 1990, Olsen, 1997).

1.1 Formal

Malet med undersgkelsen var a klarlegge om de navaerende miljagift-forholdene i Grenlandsfjordene
har effekter pa bunndyr og/eller fisk i omradet.

1.2 Valg av effekt-parametre og organismer

Som nevnt ovenfor er miljgproblemene i Grenlandfjordene hovedsakelig knyttet til forhgyde
konsentrasjoner av organiske miljggifter i sediment og organismer. Klorerte organiske miljggifter kan
gi en rekke ulike skader pa marine organismer. Slike skader kan vare knyttet til redusert reproduksjon
(Cross og Hose, 1988; von Westernhagen et al. 1989), effekter pa immunforsvaret (Voccia et al.
1994), redusert larveoverlevelse (Waring et al. 1996; Shenker og Cherr, 1990) eller gkt
sykdomsfrekvens (Vethaak og ap Rheinallt, 1992). Overkonsentrasjoner av polysykliske aromatiske
hydrokarboner har s&rlig veert knyttet mot gkt dannelse av kreftsvulster (Stein et al. 1993) og redusert
reproduksjon (Johnson et al. 1993; Casillas et al. 1991).

Fysiologiske effekt-parametre

Vekst er et integrert resultat av flere viktige fysiologiske prosesser i en organisme, og redusert vekst er
derfor et sentralt mal for stress. Spesielt indikerer vekst balansen mellom prosesser for energiopptak
(fadeopptak og assimilasjon) og energibruk (forbrenning og ekskresjon). Hver av disse funksjonene
kan med rimelig letthet males i muslinger under tilnsermet naturlige betingelser, og siden alle
funksjonene kan uttrykkes i form av energifluks pr tidsenhet (f.eks. J h™), kan man pa basis av
malingene kalkulere den energifluks skjellene i samme tidsrom har tilgjengelig for vekst og
reproduksjon. Denne energifluks eller mal for energistatus er betegnet scope-for-growth, SFG, som
forenklet kan oversettes til vekstpotensiale. SFG kan uttrykkes ved formelen:

SFG =1 * A - (R+E)

der I = naringsopptak
A =% av neeringen som blir assimilert (assimilasjonseffektivitet)
R = energitap gjennom forbrenning (respirasjon)
E = energitap gjennom (nitrogen-)ekskresjon

SFG kan variere fra klart positiv under optimale livsbetingelser til klart negativ nar dyret lever under
stressforhold der kroppsreservene forbrukes.
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SFG-malinger i blaskjell har blitt brukt med hell til & pavise og kvantifisere forurensningsbelastninger
i estuarier og kystomrader i en rekke omrader (Widdows og Donkin 1992, Widdows et al 1995).
Erfaring har vist at ved riktig behandling av skjellene vil en etablert tilstand av SFG (i skjellene)
beholdes i minst 3-4 dagn etter at skjellene er samlet. Dette betyr at man kan frakte skjell fra et
undersgkelsesomrade til laboratoriet og utfgre malingene der. Metodens falsomhet og sammenheng
med grad av belastning ble ogsa demonstrert under en internasjonal sammenlikning av teknikker for
biologisk overvaking i 1986, der skjell fra omtrent de samme lokaliteter i Grenlandfjordene og fra
eksperimentelle bassenger ved NIV As forskningsstasjon Solbergstrand ble undersgkt (Widdows og
Johnson 1988).

| tilknytning til miljegiftovervakingen i Grenlandsfjordene 1996 ble det besluttet & male SFG i de
samme blaskjellbestandene som ble undersgkt for organiske miljggifter. Fra de samme individene ble
det ogsa tatt prgver for maling av biomarkarer (se nedenfor).

Biokjemiske effekt-parametre

Det ble valgt & fokusere pa celluleere mekanismer knyttet til metabolisme og utskillelse av organiske
miljggifter. Dette er responser som vil vaere markgrer for mer alvorlige skader i gkosystemet (som
nevnt ovenfor). | tillegg til & veere direkte knyttet til metabolismen av fremmedstoffer vil de aktuelle
enzymene bli indusert ved belastning med organiske miljggifter. Enzymet cytokrom P4501A hos fisk
er det farste trinnet i en omdanning av plane organiske miljggifter som PAHer, klorerte dibenzo-p-
dioksiner, dibenzofuraner og plane PCBer. Denne biomarkgren har ogsa vart benyttet i stor grad
innen overvaking. Etter en innledende omdanning via cytokrom P4501A (fase-1) vil fremmedstoffer
kunne konjugeres med vannlgselige stoffer og derved kunne skilles ut via galle eller urin. Det
kvantitativt viktigste konjugerende (fase-2) enzymet hos fisk er glutation S-transferase (GST). Det er
imidlertid flere ulike isoenzymer av GST hos fisk. Regulering og substrat-spesifisitet er forelgpig ikke
godt undersgkt for noen fiskearter. Noen GST isoenzymer er trolig delvis regulert av cellulere nivaer
av antioksidanten glutation og responsen vil derfor ogsa kunne pavirkes av oksidativ stress i tillegg til
belastning med plane organiske miljggifter. Biokjemiske mekanismer er darligere karakterisert hos
evertebrater enn hos fisk, men blaskjell er trolig den best undersgkte art i sa mate. Evertebrater har
bade fase-1 og fase-2 enzymaktiviteter, men disse har ikke de samme egenskapene og katalyseres ikke
av helt de samme enzymene som hos fisk og andre vertebrater. Den beste markgren for fase-1 aktivitet
hos blaskjell og andre evertebrater synes a veere en enzymaktivitet som maler nedbrytningen av
benzo[a]pyren, sakalt benzo[a]pyren hydroksylase (BPH, (Michel et al. 1994)). For fase-2 synes
imidlertid GST & veere kvantitativt viktig ogsa for evertebrater.

| denne undersgkelsen ble det derfor valgt ut to markgrer hos torsk og blaskjell som er direkte knyttet
til metabolismen av organiske miljggifter.

Valg av arter

Valg av arter ble i noen grad styrt av analyseprogrammet for kjemiske nivaer i organismer. | tillegg
var det gnskelig & kunne gjenta noen av de undersgkelsene som ble gjort i 1986, da
forurensningsnivaet var langt hgyere enn i dag. Blaskjell ble valgt som bunnlevende evertebrat siden
den inngar i den igangveerende overvaking og ble benyttet i 1986. Torsk ble valgt som fiskeart,
hovedsakelig pa grunn av den viktige rollen denne arten har innen miljggift-overvaking i Norge og
grunnlaget fra undersgkelsene i Grenlandsfjordene. Torsk ble ikke undersgkt under workshop’en i
1986.
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2. Materiale og metoder

2.1 Innsamling og pregvetaking av organismer

Torsk (Gadus morhua) ble innsamlet i manedsskiftet mai-juni 1996 i tre omrader: Frierfjorden, Brevik
og Sastein (se Figur 1). Torsken ble transportert til innerst i Eidangerfjorden og holdt i ruser i inntil
tre dager far prevetaking. Det er usannsynlig at et opphold pa tre dager vil ha vesentlig effekt pa
konsentrasjoner av miljggifter i lever. Det er ingen punktkilder for miljagifter i omradet der fisken ble
holdt. Ved pravetaking ble hver torsk gitt et slag til hodet, lengdemalt og veid. Bukhulen ble apnet og
pragver tatt av galle og lever. Galleprgven ble holdt pa is til nedfrysning og transport ved -20°C, mens
omtrent 1 g av leverprgven ble frosset i flytende nitrogen. Denne ble senere lagret ved -80°C og
transportert pa terris. Resten av leveren ble overfart til et gladet glass for kjemiske analyser og holdt
nedfryst til analyse. Det ble tatt praver av 20 torsk fra hver av de tre omradene.

Blaskjell (Mytilus edulis) ble innsamlet 8. september 1996. Testbestander pa ca 30 skjell ble samlet inn
fra samme lokaliteter som for miljggiftanalyser: To lokaliteter i Breviksfjorden: Croftholmen og
Risgyholmen, og fra Helgeroa (Figur 1). | tillegg ble en bestand fra Drgbaksundet inkludert som
kontroll. Skjell fra dette omradet har i tidligere undersgkelser vist seg @ ha normalt bakgrunnsniva av
miljggifter (Nees et al., 1995) og normale SFG-verdier (Widdows og Johnson 1988). Etter analyser for
SFG (energibudsjett, se seksjon 2.2.1) ble innmaten veid, fordgyelseskjertelen dissekert ut og frosset
pa flytende nitrogen. Prgven ble senere lagret ved -80°C.

2.2 Analyser - blaskjell

2.2.1 Energibudsjett

SFG-malingene ble utfgrt ved Marin Forskningsstasjon Solbergstrand (MFS) i perioden 9-13
september 1996. MFS ligger ved Oslofjorden rett sgr for Drgbak, Testskjellene ble fraktet nedkjglt til
stasjonen, hvor de ble renset pa utsiden og deretter oppbevart i stremmende vann fra ca 1 m dyp til
malingene ble utfart. Malingene ble utfert pa det samme tilfeldige utvalg pa 15 skijell fra hver bestand.
Skallengden pa de utvalgte skjellene varierte innen omradet 50 til 65 mm.

Alle forsgk ble gjennomfart i sjgvann fra stasjonens ordinare inntak pa 1 m dyp. Vann-temperaturen
sank gradvis fra ca 14 til ca 10°C under forsgkene, og saltholdigheten varierte mellom 22.6 og 22.9.

Maling av naeringsopptak

Blaskjell tar opp naring ved & pumpe vann over gjellene som fungerer som et filter. Partikler som
fanges opp her (normalt i stgrrelse 2 - 20 um), fraktes videre langs gjellene til munnen. Naringsopptak
ble beregnet ut fra maling av hvor mye vann hvert skjell filtrerte pr tidsenhet multiplisert med mengde
partikuleert materiale i det innstrammende vann, og omregnet til energifluks.

Maling av filtreringshastighet ble gjort ved a plassere skjellene individuelt i kammer med 380 ml
vannvolum. Ubehandlet sjgvann pumpet fra 1 m dyp og med naturlig innhold av neeringspartikler ble
under hele forsgket ledet gjennom hvert kammer i en rate av ca 100-150 ml/min (forhindret
partikkelsedimentering).
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Figur 1. Kart som viser innsamlingsomrader for torsk og stasjoner for blaskjell i Grenlandsfjordene. |
tillegg ble blaskjell innsamlet ved marin forskningsstasjon, Solbergstrand. Kartdata fra Statens
Kartverk.

Skjellene ble gitt ca 1 time tilpasningstid i kammeret fer farste maling og for hvert individ ble det gjort
2 malinger. | hver maling ble utstremmende vann fra kammeret samlet over en ngyaktig malt
tidsperiode (rundt 30 sekunder), og partikkelkonsentrasjonen analysert ved bruk av partikkelteller
(Coulter Counter mod. ZB.). Pragve av innstrammende vann ble tatt samtidig. Filtreringshastighet ble
beregnet pa basis av malt forskjell i konsentrasjon av partikler (> 4.5 pm diameter) i innstrammende
o0g utstremmende vann i hvert kammer og ngyaktig malt stramningshastighet av vannet gjennom
kammeret ved bruk av formelen:

Filtreringshastighet (1 h™) = v *(Ci - Cu)/Ci
der v = stremningshastighet gjennom kammeret (I h™)
Ci = konsentrasjon av partikler i innstrammende vann (antall ml™")

Cu = konsentrasjon av partikler i utstrammende vann (antall ml™)

Maling av assimilasjonseffektivitet
Assimilasjonseffektiviteten, ble malt etter metoden beskrevet av Conover (1966). Den viser hvor stor

10
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andel av det organiske materialet i naeeringen som virkelig taes opp i kroppen. Dette beregnes ut fra
maling av forholdet 'askefri tarrvekt : tarrvekt' (ATV/TV) i neeringspartiklene som taes inn og i
avfaring (feces).

Prgver for analyse av naeringspartikler ble tatt ved 3 tidspunkt i lgpet av forsgket. Hver gang ble en
bestemt vannmengde, 3-4 I, filtrert pa et brent, tarert GF/C-filter. Tilsvarende ble avfgringsmateriale
fra hver skjellbestand samlet fra bunnen av kammerne etter maling av filtreringshastighet. Dette
materialet ble ogsa filtrert pa brente og tarerte GF/C-filtre. Etter kort forsiktig vasking med destillert
vann for a fjerne salt ble filtrene tarket 24 timer ved 100°C, veiet, deretter brent 2 timer ved 470°C, og
veiet igjen.

I tillegg til ATV/TV forhold for neeringspartikler og feces, ga disse malingene tall for
normalkonsentrasjonen av partikulaert materiale i sjgvannet pa 1 m dyp utenfor MFS (Solbergstrand).
Disse verdiene ble benyttet i utregningen av naringsopptak ut fra filtreringshastighetene.

Assimilasjonseffektiviteten ble beregnet ut fra formelen (Conover 1966):

Assimilasjonseffektivitet (%) = 100 x (F-E) / [(1-E)/F]

der F = ATVITV for naringspartikler
E = ATV/TV for feces.

Det ble beregnet en gjennomsnittlig assimilasjonseffektivitet for hver bestand.

Maling av oksygenforbruk (respirasjon)

Respirasjon ble malt som reduksjon i oksygeninnholdet i vannet i lukket kammer med individuelle
skjell. Hvert skjell ble plassert i et temperaturkontrollert kammer utstyrt med magnetrgrer. Vannet i
kammeret var prefiltrert (GF/C) vann fra 1 m inntaket, og gjennomboblet med luft til 100 % metning.
Stikkpraver for maling av oksygenkonsentrasjon i det mettede vannet ble ved flere anledninger tatt
etter standard prosedyre for titrimetrisk analyse (Winkler, NIVA prosedyre F 1). | kammerlokket var
montert en WTW Trioxmat 201 oksygenelektrode koblet til et WTW Interlog OK1 flerkanals
oksymeter. Etter ca 30 min akklimatisering ble kammeret fylt med mettet sjgvann, lokket pasatt og
oksygeninnhold og temperatur i kammeret logget hvert minutt i 1 time. Skjellenes oksygenforbruk
(respirasjon) ble regnet ut etter formelen:

Respirasjon (umol O, h™) = [C(to) - C(ty)] X (V) X 60/(t;-to)

der to, t; = start og sluttid (min) for maleperioden
C(t) = konsentrasjon av oksygen i kammervannet (umol O, I'") ved tid t
Vr =volum av kammer minus volum av skjell (1.

Maling av nitrogenekskresjon

Energitap i form av utskillelse av opplgst nitrogen (som ammonium NH,") ble malt ved a inkubere
skjellene enkeltvis i 200 ml prefiltrert (GF/C) sjgvann i 2 timer ved konstant temperatur. Et
kontrollglass uten skjell ble inkludert. Etter inkubering ble skjellene tatt ut og en prgve av vannet
overfert til 20 ml scintillasjonsglass og preservert med 0.2 ml 4 M svovelsyre for analyse av NH,"
innhold. Analysene ble gjort pa NIVAs laboratorium etter standard fotometrisk metode (NIVA
prosedyre D 5-1). Utskillelsen av nitrogen ble beregnet etter formelen:

Nitrogenutskillelse (umol NH4-N h™) = [N - N¢] x 60/t

der t = inkuberingstid (min)

11
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Nc = konsentrasjon av NH,-N (umol h™) i testvannet ved slutten av inkuberingen.
Nt = konsentrasjon av NH4,-N (umol h™) i kontrollglasset slutten av inkuberingen.

Sterrelsesmalinger

I tillegg til de fysiologiske malingene ovenfor ble falgende malt for hvert skijell:
e Skallengde (L)

Totalt volum (V)

Volum av skallmaterialet (V)

Vatvekt skallinnmat (VV)

tarrvekt skallinnmat (TV)

Scope for growth
De enkelte ledd i SFG ble beregnet for hvert individ som energifluks pr tidsenhet og pr gram tarrvekt
skjellmat (J h™ g™) etter falgende formler:

Konsumert energi:
| = gjennomsnittlig filtreringsrate (I h™* g*) x (mg POM I'") x (23 J mg™* POM)
ut fra et tilnaermet energiinnhold i tert algemateriale p& 23 J mg™

Absorbert energi:
A =1xAss. eff. (%)

Respirert energi:

R = oksygenforbruk (umol O, h™* g™) x 0.456

der omregning fra oksygenopptak til energiforbruk er gjort etter en varmeekvivalent pa 0.456 J pmol™
0,.

Ekskreert energi:
E = (umol NH,-N h™) x 0.349
der ekskresjonen av 1 umol NH,-N tilsvarer et energitap pa 0.349 J.

Scope for growth:
SFG=A-(R+E)

| tillegg er folgende indekser regnet ut for hver skjell:

o Veksteffektivitet angitt som SFG per enhet absorbert energi: GE = SFG x A™*
o Kondisjonsindeks angitt som tarrvekt skjellmat pr volumenhet skjellhulrom: BCI = TV/(V, - V).
Dette er en indeks tradisjonelt brukt i skjellnaringen for & beskrive tilstand.

2.2.2 Opparbeiding til biokjemiske analyser

Praver ble tint sa mye at de kunne tas ut av kryorgrene. Deretter ble de homogenisert i iskald
homogeniseringbuffer (0.1 M K-fosfat, pH 7.5 med 1 mM dithiothreitol, Complete protease-inhibitor
0g 0.15 M KCI) med en motorisert Potter-Elvehjem teflon-glass homogenisator. Homogenatet ble
sentrifugert ved 10 000 g i 30 min og supernatanten deretter ved 48 000 g i 2 timer. Begge
sentrifugeringer ble foretatt ved 4°C. Supernatanten fra den andre sentrifugeringen, cytosol-
fraksjonen, ble fordelt i rgr og frosset ved -80°C. Pelleten fra denne sentrifugeringen, mikrosom-
fraksjonen, ble resuspendert i homogeniseringsbuffer med 20% glycerol, fordelt pa rer og frosset ved -
80°C.

12
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2.2.3 Benzo[a]pyren hydroksylase (BPH)

Benzo[a]pyren hydroksylase aktiviteten i mikrosom-fraksjonen ble malt ved inkubering av
mikrosomer med **C-merket benzo[a]pyren og etterfalgende kvantifisering av vann-lgselige
metabolitter. Mikrosomene ble tilsatt en reaksjonsblanding som inneholdt 0.05 M Na-fosfat buffer, pH
7.3, med 12.5 ug benzo[a]pyren (4.125 kBq), 0.6 mg NADPH og 1 mg bovint serum albumin i et
totalvolum pa 500 uL. Det ble benyttet en referanse for hver prgve som inneholdt det samme, men
uten NADPH. Begge prgvene ble inkubert ved romtemperatur i 20 min far reaksjonen ble stoppet ved
tilsetning av 1 mL stopplgsning (25% 1 M KOH, 75% DMSOQO). Ikke-metabolisert benzo[a]pyren ble
fjernet ved to ekstraksjoner med 5 mL sykloheksan (pa ristebord). Etter ekstraksjonen ble mengde
vannlgselige metabolitter kvantifisert ved scintillasjonstelling. Prgve (0.7 mL) ble blandet med 0.8 mL
1 M HCl og 5 mL tellevaeske. Prgvene ble talt i 10 min og aktivitet beregnet.

2.2.4 Glutation S-transferase (GST)

Glutation S-transferase aktiviteten i cytosol ble bestemt ved bruk av substratet 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB), i hovedsak som beskrevet av Habig et al. (1974). Femti uL blank (bare
buffer), referanse eller fortynnede praver ble pipettert ut i fire replikater i en 96-brgnns mikrotiterplate.
To hundre pL av reaksjonsblandingen, som inneholdt 1 mM redusert glutation og 20 mM CDNB, ble
pipettert ut i alle brannene og platene ristet. Dannelsen av reaksjonsprodukt ble malt ved 340 nm i 2
min etter 30 sekunder innledende reaksjon.

2.2.5 Protein

Totalkonsentrasjonen av protein ble bestemt ved bruk av Lowry’s metode (Lowry et al. 1951) tilpasset
maling med mikrotiterplate og plateleser. Cytosol-prgver ble fortynnet 30 ganger og mikrosom-prgver
fortynnet 10 ganger far analyse. Det ble benyttet reagenser fra Bio-Rad. Standardprotein var bovint
gamma globulin og standardkurven gikk fra 0.2 til 1.1 mg/mL.

2.3 Analyser - fisk

2.3.1 Opparbeiding til biokjemiske analyser

Leverprgvene ble tint sd mye at de kunne tas ut av rarene og homogenisert i iskald
homogeniseringsbuffer (0.1 M K-fosfat buffer med 1 mM EDTA, 1 mM DTT 0g0.15 M KCI) med en
motorisert Potter-Elvehjem teflon-glass homogenisator. Homogenatet ble deretter sentriugert ved 10
000 g i 30 min og supernatanten ved 100 000 g i 1 time. Supernatanten, cytosol, ble benyttet til
bestemmelse av glutation S-transferase og mikrosom-fraksjonen til bestemmelse av CYP1A aktivitet
(EROD).

2.3.2 Cytokrom P4501A aktivitet (EROD)

Cytokrom P4501A aktivitet ble kvantifisert som EROD (etoksyresorufin O-deetylase) som beskrevet i
Forlin et al. (1986). Rodamin ble benyttet som intern standard.

2.3.3 Glutation S-transferase (GST)

Glutation S-transferase aktivitet ble kvantifisert med CDNB som substrat, som beskrevet av Habig et
al. (1974).

2.3.4 Protein

Protein i cytosol- og mikrosom-fraksjonene ble kvantifisert etter metoden beskrevet av Lowry et al.
(1951).
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2.3.5 PAH-metabolitter og biliverdin i galle

Metabolitter av pyren og benzo[a]pyren i galle ble bestemt ifalge Ariese et al. (1993) med
modifikasjonene som beskrevet i Beyer et al. (1997). Galle ble fortynnet i 1:1 etanol:vann og
fluorescens malt ved bglgelengdeparene 341/383 (pyren) og 379/425 (benzo[a]pyren). Fluorescens ble
standardisert i forhold til biliverdin-konsentrasjonen i galle, malt ved 650 nm i 96-brgnns
mikrotiterplater og kvantifisert i forhold til en standardkurve av innveid biliverdin.

2.4  Statistiske analyser

Eventuelle ulikheter mellom stasjoner ble identifisert ved enveis ANOVA (variansanalyse) med
effekt-parameter som avhengig variabel under Hy: Ingen forskjell mellom stasjonene (Underwood,
1981; Sokal og Rohlf, 1981). Homogenitet i variansene ble sjekket med metoden beskrevet av
(Levene, 1960) og variablene log-transformert hvis ngdvendig. Ved eventuelle forskjeller ble
stasjonene sammenlignet innbyrdes med metoden beskrevet av Tukey (se Day og Quinn, 1989).
Multippel regresjon ble utfart med effekt-parametre som avhengige variable og andre faktorer
(sterrelse, kondisjon, kjgnn, PAH-metabolitter) som faktorer (Draper og Smith, 1981). Multippel
regresjonsmodeller ble tilpasset manuelt ved & inkludere og ekskludere faktorer til den hgyest
oppnaelige forklaringsprosent ble oppnadd. Signifikansniva for forkastelse av Hy ble satt til 0.05 for
alle analyser.
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3. Resultater og diskusjon

3.1 Effekter pa blaskjell

3.1.1 Energibudsjett

Neeringsopptak og assimilasjon

Gjennomsnittlig filtreringshastighet varierte fra 2.1 til 3.2 1 h™ g™ for de ulike bestandene. Skjell fra
Risgyholmen hadde lavest filtrering. Gjennomsnittlig konsumert energi varierte tilsvarende fra 30.0 til
44.4)nt g, Kontrollbestanden hadde hgyest energikonsumering, signifikant hayere enn skjellene fra
Risgyholmen og Helgeroa (p < 0.05), men ikke signifikant forskjellig fra Croftholmen-bestanden
(Tabell 1).

Assimilasjons-effektiviteten varierte fra 50 % for Croftholm- og Risgyholm-bestandene til 64 % for
kontrollbestanden. Gjennomsnittlig absorbert energi varierte etter dette fra 14.9 til 28.5Jh™ g™, dvs
dobbelt sa hgyt energiopptak i kontrollskjellene som i skjellene fra Risgyholmen. Alle de tre
testpopulasjonene fra Grenland hadde signifikant lavere energiabsorpsjon (p < 0.01; Tabell 1), enn
kontrollpopulasjonen. Videre hadde Helgeroa-bestanden hgyere energiabsorpsjon enn Risgyholmen-
bestanden (p < 0.05).

Respirasjon

Energiforbruket i respirasjon varierte relativt lite mellom bestandene, fra 5.33 Jh™ g i
kontrollbestanden til 6.31 J h™ g™ i bestanden fra Croftholmen. Forskjellen mellom bestandene var
ikke signifikant.

Nitrogenekskresjon

Energitapet i form av nitrogenekskresjon var som ventet lavt i forhold til respirasjonstapet og varierte
fra 0.04 J h™* g hos Helgeroa-bestanden til 0.20 J h™* g™ i kontrollbestanden. Farstnevnte var
signifikant lavere enn de gvrige (p < 0.01; Tabell 1).

Kondisjonsindeks

Kondisjonsindeksen varierte fra 109.6 i Helgeroa-bestanden til 95.2 i Risgyholmen-bestanden (Figur
2A). Forskjellene var ikke signifikante, og det var ingen tendenser som reflekterte SFG-resultatene (se
nedenfor).

Veksteffektivitet

Veksteffektiviteten (hvor stor % av absorbert energi som er tilgjengelig for vekst) varierte fra 15 % i
Risgyholm-bestanden til 51 % i kontroll-bestanden (Figur 2B). Bestandene fra Croftholmen og
Risgyholmen hadde signifikant lavere veksteffektivitet enn kontrollen (henholdsvis p < 0.05 og <
0.01). Helgeroa-bestanden skilte seg ikke fra kontrollen, men hadde hgyere veksteffektivitet enn
skjellene fra Risgyholmen.

Vekstpotensiale - scope for growth

SFG-verdiene var klart positive for alle bestandene. Dette indikerer at ingen bestand var utpreget
stresset energimessig i denne perioden. Lavest SFG ble funnet i Risgyholm-bestanden med 8.5J h™ g*
tilgjengelig for vekst (Figur 2C). Kontrollpopulasjonen hadde hgyest SFG med 22.9 J h™ g*
tilgjengelig for vekst. Dette var signifikant hgyere enn i noen av Grenlands-bestandene (p < 0.01), og
over dobbelt sa hgyt som i bestanden fra Risgyholmen. | tillegg var gjennomsnittlig SFG i Helgeroa-
bestanden signifikant hgyere enn i Risgyholm-bestanden (p < 0.05).

Summert viste fysiologimalingene klare forskjeller mellom skjell-bestandene. De tre bestandene fra
Grenland hadde signifikant darligere energistatus enn kontrollskjellene fra Drgbaksundet. Innbyrdes

15



NIVA 3763-1997

bestandene fra Grenland var forskjellene mindre, men det var flere tegn pa at Helgeroa-bestanden
hadde en bedre energistatus enn de to fra Brevikfjorden og at skjellene fra Risgyholmen hadde den
darligste tilstanden. Ingen av bestandene hadde imidlertid negativt energibudsjett (SFG) pa denne
tiden av aret.

Tabell 1. Gjennomsnittlig energifluks pr time og gram tarrvekt (J h™ g™ + SD) for elementene i
Scope for Growth (vekstpotensiale) i de 4 testpopulasjonene av blaskjell. Hver populasjon besto av 15
individer malt hver for seg. Signifikant forskjell fra kontrollbestanden (Solbergstrand) er angitt: *:
p<0.05; **: p<0.01.

Bestand Konsumert Absorbert Respirert Ekskreert
Croftholmen 39.26+12.05 19.60+6.01 ** 6.31+1.05 0.14+0.15
Risgyholmen 29.96+12.77 * 14.91+6.36 ** 6.29+1.98 0.09+0.06
Helgeroa 34.39+12.54 * 20.25+7.38 ** 5.89+1.30 0.04+0.05 **
Solbergstrand 44.40+11.78 28.48+7.56 5.33+1.58 0.20+0.16

Widdows og Johnson (1988) malte i august 1986 SFG i blaskjell fra 4 stasjoner i Brevik -
Langesundsomradet. Innsamlingen ble ikke foretatt pa de samme stasjonene som i 1996, men omtrent
den samme geografiske gradient ble dekket: fra Helgeroa til Brevik. Videre ble innsamlingen gjort ca
1 mnd tidligere i 1986 enn i 1996, men begge innsamlingene ble gjort i det som normalt betraktes som
en periode med aktivt naeringsopptak og vekst hos blaskjell. Det foreligger ikke spesifikke
hydrografiske malinger fra disse stasjonene i forkant av innsamlingene verken i 1986 eller 1996, men
siden blaskjell har evnen til & regulere de naringsfysiologiske funksjonene innen et bredt spekter av
salinitets- og temperaturvariasjoner, er det liten grunn til & forvente at forskjellene over tid som er
beskrevet nedenfor skyldes eventuelle hydrografiske forskjeller mellom 1986 og 1996.

Tabell 2 sammenlikner SFG- og GE-verdiene funnet na med de fra 1986. SFG-verdiene var klart
hgyest i 1996, og gradienten mellom stasjonene var mindre. | omradet utenfor Brevik (1986
Postberget, 1996 Croftholmen) var forskjellen betydelig med negativ SFG i 1986 mot 13.2 i 1996. |
skjell fra Helgeroa og Risgyomradet var SFG-verdiene nesten dobbelt s& hgye i 1996 som i 1986. En
analyse av elementene som inngar i SFG viser at forskjellen skyldes bade lavere energiabsorpsjon
(unntatt Helgeroa) og starre energiforbruk i 1986 enn i 1996. Respirasjon varierte fra 11.3 til 12.5 J h™
gt i1986 mot5.9-6.3Jh™g"i1996. Veksteffektivitet (GE) var i praksis den samme i de to
undersgkelsene i skjell fra Helgeroa, darligere i 1996 i forhold til 1986 i Risgyomradet, mens en
betydelig bedring kunne spores i omradet rett utenfor Brevik. Lav energiabsorpsjon dvs lav evne til &
ta opp den naringen som finnes i vannet, og hgyt energiforbruk i respirasjon er typisk for skjell under
forurensningsstress. Resultatene tyder derfor pa en bedring i miljgtilstanden i hele det undersgkte
fjordomradet i lgpet av 10-ars perioden, og i serlig grad i omradet utenfor Brevik. Fallet i
veksteffektivitet i Risgy-omradet kan vanskelig forklares, men malingene viser at skjellene herfra
hadde det klart darligste energibudsjettet av de undersgkte bestandene i 1996. Det kan nevnes at
dioksininnholdet (som toksisitetsekvivalenter) var 50% hgyere i skjell fra Risgyholmen enn fra
Croftholmen (Knutzen et al. 1998). | september samme ar ble det registrert et uventet hgyt
dioksininnhold i skjell fra begge disse stasjonene.

16



NIVA 3763-1997

150 1 T A
120 -
] + ®
] o +
90

60

BCI

30 1

04

é*

-0,0 -

vekst-effektivitet (sfg/A)

04

35 ~
30-3
25
20-5
15-3 *

10 *

scope for growth (J/time/g)

\(\0\(“6“ “0\(“60

er0e
cx otv R‘\SQN 9

a0
eV r_:,o\‘oe‘gs“

Figur 2. Parametre for vekst og kondisjon i blaskjell innsamlet pa tre stasjoner i Grenland og ved
marin forskningsstasjon Solbergstrand. A. kondisjonsindeks (BCI), B. veksteffektivitet, C. scope for
growth (vekstpotensiale). Gjennomsnitt + standard avvik, n=15. Grupper merket * er signifikant
forskjellige fra gruppen fra Solbergstrand (p < 0.05).
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Tabell 2. SFG (scope for growth, vekstpotensiale) og GE (veksteffektivitet) - verdier i blaskjell pa
strekningen Brevik - Helgeroa 1986 (Widdows og Johnson 1988) og 1996 (denne undersgkelsen).
Geografisk sammenfallende eller narliggende stasjoner i samme kolonne.

1986 Stasjon 1 2 (Sivertstrand, 3 4 (Postberget,
(Helgeroa) Siktesgy) (Bjarkayhlm) Sandgy)
SFG 7.99 5.49 -1.10 -0.90
GE 0.39 0.30 -0.1 -0.07
1996 Stasjon Helgeroa Risgy Croftholmen
SFG 14.31 8.53 13.15
GE 0.36 0.15 0.32

| Tabell 3 er belastningen av PCB og PAH i skjell i 1986 (Klungseyr et al. 1988) og i 1996 (Knutzen
1998) sammenliknet. Selv om ikke analysene er entydig sammenliknbare fordi de divergerer noe mht
komponenter som er analysert, indikerer tallene at belastningen har gatt merkbart ned (i samsvar med
overvakingsresultater), og at den geografiske gradienten i belastningen er betydelig mindre i 1996 enn
den var i 1986 bade for PAH og PCB. Begge deler samsvarer bra med endringene over tid i
fysiologisk tilstand. Total PCB steg fra 12.6 til 45 pg/kg vatvekt (vv) dvs med en faktor pa ca 3.6 fra
Helgeroa til Brevik i 1986. Tilsvarende for 1996 var fra 3.12 til 5.02 pg/kg vv, dvs en faktor pa 1.6.
Disse tallene kan imidlertid ikke sammenlignes direkte siden dekaklorbifenyl (PCB 209) trolig ble
inkludert i 1986-tallet for total PCB, men er ikke med i ZPCB i 1996. Det er sannsynlig at gradienten
var mer patagelig i 1986 siden belastningen med klorerte dioksiner var 100 ganger hgyere da enn den
er nd (Knutzen et al., 1995). Klorerte dioksiner (og dekaklorbifenyl) har lavere vannlgselighet enn de
fleste PCBer, vil transporteres kortere og derved gi Klarere gradienter enn ZPCB.

Tabell 3. Vevsniva i blaskjell av total PCB og total PAH (ug/kg vatvekt) pa strekningen Brevik -
Helgeroa 1986 (Klungsgyr et al. 1988) og 1996 (Knutzen 1998). Geografisk sammenfallende eller
nerliggende stasjoner i samme kolonne (cf. Tabell 2). Verdiene fra 1986 er konvertert fra tarrvekt til
vatvekt ved multiplikasjon med faktor 0.16. Tall i parentes angir overkonsentrasjon, dvs i forhold til
konsentrasjon pa ytre, sammenfallende stasjon (Helgeroa).

1986 Stasjon 1 (Helgeroa) 2 3 4
tot-PCB* 12.6 (1) 29.5(2.3) 36.9(2.9) 45.0 (3.6)
tot-PAH** 370 (1) 960 (2.6) 1870 (5.1) 2530 (6.8)

1996 Stasjon Helgeroa Risgy Croftholmen
tot-PCB* 3.12 (1) 4.32 (1.4) 5.02 (1.6)
tot-PAH** 77.5 (1) 76.8 (1) 119.2 (1.5)

*Kongenere i 1986: 52, 44, 95, 101, 110, 118, 153, 138, 128, 180, 170, 194; Kongenere i 1996: 28,
52,101, 118, 138, 153, 180, 105, 156.

**Enkeltforbindelser i 1986: naph. metnaph, phen, metphen, antrac, dibenz, metdibenz, fluoran, pyr,
b(a)a, chrys, b(b,k)fl, b(e)p, b(a)p, peryl; Enkeltforbindelser i 1996: naph. metnaph, bif, acenafty,
acenafte, fluoren, phen, metphen, antrac, dibenz, metdibenz, fluoran, pyr, b(a)a, chrys/trif, b(b)fl,
b(j,k)fl, b(e)py, b(a)py, peryl, i(123cd)a, b(ghi)pe.
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3.1.2 Benzo[a]pyren hydroksylase (BPH) aktivitet

Aktiviteten av BPH var noe forhgyd i blaskjell fra alle stasjonene i Grenland sammenlignet med
blaskjell fra MFS. men forskiellene var ikke statistisk sianifikante (Fiaur 3).
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Figur 3. Aktivitet av benzo[a]pyren hydroksylase (BPH) i fordayelseskjertel hos blaskjell innsamlet
pa tre stasjoner i Grenland og ved marin forskningsstasjon Solbergstrand. Gjennomsnitt + standardfeil,
n=12-14. Merk log-akse.

I en multippel regresjon kunne det synes som om BPH i noen grad var avhengig av kondisjonen til
blaskjellene (Tabell 4). I andre undersgkelser har en funnet effekter av miljggifter pa denne
enzymaktiviteten hos blaskjell, bade ved belastning med PAH og med klorerte forbindelser
(Livingstone et al. 1995; Michel et al. 1994). Til tross for at forskjellene ikke var signifikante er det en
klar gradient. Under GEEP-workshop'en i 1986 ble det funnet en lignende gradient, men det ble der
malt aktivitet i hele muslinger (Suteau et al. 1988). Som nevnt ovenfor var forurensningsbelastningen
starre i 1986 enn i 1996.

Tabell 4. Faktorer som bidro til & forklare variabilitet i BPH aktivitet i blaskjell. Modellen er
signifikant (p = 0.001) og forklarer 29% av variabiliteten i BPH (justert R? = 0.29).

faktor frihetsgrader F-ratio p-verdi
stasjon 3 1.75 0.17
vatvekt (stgrrelse) 1 3.75 0.06
BCI (kondisjon) 1 3.11 0.03

3.1.3 Glutation S-transferase aktivitet

Aktiviteten av GST var noe hayere i blaskjell fra MFS sammenlignet med blaskjell innsamlet i
Grenlandsfjordene, men forskjellene var ikke signifikante (Figur 4). Den “forventede” respons ved
gkt miljggift-belastning vil vaere gkt enzym-aktivitet. En slik reduksjon i GST-aktivitet ner kilden har
imidlertid veert funnet tidligere for kamskjell i en PAH-belastet fjord, Sunndalsfjorden (Nas, Hylland,
Oug, in prep). Disse resultatene kan tyde pa at GST spiller en annen rolle hos muslinger enn hos andre
evertebrater og fisk. Den mest sannsynlige forklaringen er at enzymet i noen grad reguleres av
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oksidativ stress i tillegg til via direkte belastning med miljggifter. Slik oksidativ stress kan forarsakes
indirekte gjennom fase-1 metabolisme av organiske miljagifter (Livingstone et al. 1995). Resultatene
som ble funnet her er ogsa i samsvar med resultatet fra GEEP-workshopen, der GST-aktiviteten sank
pa de to innerste stasjonene i forhold til stasjonen ved Risgya, men var lavere igjen ved Helgeroa
(Suteau et al., 1988).

GST (umol/min/mg protein)

0
en en o2 (o)
CrofthO ™ Ly o™ eldeTe e gs@”

Figur 4. Aktivitet av glutation S-transferase (GST) i fordgyelseskjertel hos blaskjell innsamlet pa tre
stasjoner i Grenland og ved marin forskningsstasjon Solbergstrand. Gjennomsnitt + standardfeil,
n=12-14.

Stasjon syntes a veare den viktigste forklarende faktor i en multippel regresjons-analyse som ogsa

hadde med starrelsen (som vatvekt) som faktor (Tabell 5).

Tabell 5. Faktorer som bidrar til 4 forklare variabilitet i GST aktivitet i blaskjell. Modellen er
signifikant (p = 0.01) og forklarer 17% av variabiliteten i GST (justert R® = 0.17).

faktor frihetsgrader F-ratio p-verdi
stasjon 3 4.37 <0.01
vatvekt (starrelse) 1 5.12 0.03

3.1.4 Syntese av resultater for blaskjell

Resultatene tyder pa at blaskjell i Langesundsfjorden er negativt pavirket av foruresningsbelastningen
og at belastningen i hovedsak skyldes klorerte forbindelser. Det ogsa var noe forhgyde
konsentrasjoner av PAH i blaskjell innsamlet ved Croftholmen sammenlignet med Risgyholmen og
Helgeroa, men alle verdiene 1a bare moderat over antatt hgyt bakgrunnsniva (1.5-2.5 ganger).
Levebetingelsene for blaskjell er imidlertid sterkt forbedret na i forhold til i 1986 da det var negativt
vekstpotensiale for flere populasjoner i omradet.

20



NIVA 3763-1997

3.2 Effekter pa fisk

3.2.1 Pyren- og benzo[a]pyren-metabolitter i galle

Det var hgyere konsentrasjoner av bade pyren- og benzo[a]pyren-metabolitter i galle hos torsk
innsamlet i Frierfjorden enn i Langesundsfjorden (Figur 5). Forholdet mellom metabolittene peker i
retning av at det er en annen kilde-sammensetning for PAH-belastningen i Frierfjorden enn i
Langesundsfjorden (Figur 6). Nivaene av metabolitter er imidlertid ikke spesielt haye i noen av
omradene og de observerte forskjellene vil ikke forventes a gi store utslag i biokjemiske eller
fysiologiske responser.
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Figur 5. Konsentrasjoner av metabolitter av A. pyren og B. benzo[a]pyren i galle fra torsk innsamlet i
Frierfjorden, ved Brevik og ved Sastein. Gjennomsnitt + standardfeil, n=18-20. Grupper med ulik
bokstav er signifikant forskjellige. Det er altsa signifikant hgyere nivaer av pyren-metabolitter i torsk
fra Frierfjorden i forhold til torsk fra de to andre stasjonene, mens det ikke var signifikant forskjell i
benzo(a)pyren metabolitter mellom Frierfjorden og Brevik.
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Figur 6. Forhold mellom metabolitter av pyren og benzo[a]pyren i galle fra torsk innsamlet i
Frierfjorden (sirkler), ved Brevik (triangler) og ved Sastein (firkanter).

3.2.2 Cytokrom P4501A aktivitet

Torsk fra Frierfjorden hadde langt hayere EROD aktivitet enn fisk innsamlet ved Brevik eller Sastein
(Figur 7). Resultatene viser at det er en sterk belastning med plane organiske miljggifter i
fjordomradet og overensstemmer godt med de observerte konsentrasjonene av organiske miljagifter i
fisk fra omradet (Knutzen 1998). Ingen andre faktorer enn stasjon bidro i multippel regresjonsmodeller
(resultat ikke vist), s& responsen var tilsynelatende ikke pavirket av starrelse, kjgnn eller kondisjon hos
den innsamlede torsken. EROD-responsen stemmer bra overens med overkonsentrasjoner av
toksisitetsekvivalenter fra dioksiner og dibenzofuraner i torskelever (hhv 60, 11 og 7 for Frierfjorden,
Brevik og Sastein; Knutzen 1998). Det er derfor overveiende sannsynlig at de observerte forskjellene
hovedsakelig skyldes overkonsentrasjoner av plane klorerte miljggifter i fisken. De mest sannsynlige
arsakene kan trolig finnes i kombinasjoner av de fglgende faktorene:

e Gruppene fra de tre omradene inkluderte fisk som var nylig innvandret fra andre omrader,

e Miljggift-konsentrasjonene i torsk er langt fra normalfordelt (noen fa fisk med svert hgye
konsentrasjoner vil fa stor betydning i en blandprave)

e EROD-aktiviteten vil kunne inhiberes av andre miljggifter som forekommer sammen med de som
induserer aktiviteten (f.eks. organiske tinnforbindelser og noen PCBer).

EROD-aktiviteten i torsk fra Brevik og Sastein er noe hgyere enn forventede bakgrunnsaktiviteter, noe
som tyder pa at ogsa torsk fra disse omradene er pavirket av de forhgyde nivaene av organiske
miljggifter. En tilsvarende gradient som denne ble funnet i 1986, men da med skrubbe som test-
organisme (Stegeman et al. 1988). |1 1986 samlet en imidlertid ikke inn fisk fra innenfor Brevik.
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Figur 7. CYP1A aktivitet (EROD) i lever hos torsk innsamlet i Frierfjorden, ved Brevik eller Sastein.
Gjennomsnitt + standardfeil, n=18-20. * grupper som er signifikant forskjellig fra grupper uten
(p < 0.05). Merk log-skala.

3.2.3 Glutation S-transferase aktivitet

Torsk fra Frierfjorden hadde hgyere GST aktivitet enn torsk innsamlet ved Brevik eller Sastein (
Figur 8). Det er normalt hgy aktivitet av GST i leverceller og det males derfor ofte ingen respons i
denne parameteren (Hylland et al. 1996). Den inkluderes imidlertid ofte allikevel pa grunn av den
cellulzre betydningen av fase-2 konjugeringsreaksjoner. Det har derfor vert foreslatt at det bar
utvikles metoder til & male spesifikt pa de ulike isoenzymene. | denne undersgkelsen var det en klar
gkning i GST i lever til torsk innsamlet i Frierfjorden sammenlignet med torsk innsamlet ved Brevik
og Sastein. Dette gjenspeiler at det fremdeles er en sterk miljggiftbelastning i Frierfjorden, noe som
0gsa stattes av resultatene for EROD-aktivitet (se ovenfor). Det er ikke sannsynlig at denne gkningen
skyldes PAHer selv om det tilsynelatende er et svakt bidrag fra pyren i en multippel regresjon (Tabell
6). Som nevnt ovenfor skyldes trolig bidraget fra stasjon i denne modellen den ulike belastningen med
organiske miljagifter pa de tre stasjonene.

Tabell 6.Faktorer som bidrar til & forklare variabilitet i GST aktivitet i torskelever. Modellen er
signifikant (p < 0.0001) og forklarer 49% av variabiliteten (justert R? = 0.49).

faktor frihetsgrader F-ratio p-verdi
stasjon 3 12.97 <0.0001
log pyren-metabolitter 1 3.45 0.07
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Figur 8. GST aktivitet i lever hos torsk innsamlet i Frierfjorden, ved Brevik eller Sastein.
Gjennomsnitt + standardfeil, n=18-20. * grupper som er signifikant forskjellig fra grupper uten
(p <0.05).

3.2.4 Syntese av resultater for torsk

Det var en klar sammenheng mellom forhgyd aktivitet av CYP1A og GST i torskelever. Mens torsk
innsamlet i Frierfjorden hadde hgyere nivaer enn begge de andre stasjonene, var det sma forskjeller
mellom torsk innsamlet ved Brevik og torsk innsamlet ved Sastein. Til tross for at det er mer enn 10
km mellom de to stasjonene og Sastein-stasjonen ligger pa Skagerrak-kysten, var det ikke mer enn 1.3
ganger starre mengde sum toksisititetsekvivalenter (1.7 for toksisitetsekvivalenter fra dioksiner) i
torskelever fra Brevik i forhold til Sastein (Knutzen et al. 1998). Denne forskjellen er trolig for liten til
at den gir signifikante utslag pa EROD eller GST som i utgangspunktet er noe forhgyd (se nedenfor).
En 4-5 gangers gkning i toksisitetsekvivalenter fra Breviksfjorden til Frierfjorden er imidlertid nok til
a fa en klar respons i begge parametrene. Som nevnt ovenfor er EROD-aktiviteten i lever fra torsk
innsamlet ved Brevik og Sastein noe hayere enn forventet bakgrunn og det er da ogsa forhgyde
konsentrasjoner av organiske miljagifter i dette vevet.
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4. Konklusjoner

Det var redusert vekstpotensiale for blaskjell fra alle tre stasjonene i Langesundsfjorden sammenlignet
med blaskjell fra ytre Oslofjord (Solbergstrand). Tilsvarende ble de hgyeste aktivitetene av fase-1
enzymer (benzo[a]pyren hydroksylase) funnet i blaskjell innsamlet neaer Brevik, mens de laveste
nivaene ble funnet i blaskjell fra Solbergstrand.

Det var klare responser i begge biomarkgrene hos torsk innsamlet i Frierfjorden sammenlignet med
torsk innsamlet ved Brevik eller Sastein. Aktivitetene av bade fase-1 (cytokrom P4501A-aktivitet malt
som EROD) og fase-2 (glutation S-transferase, GST, aktivitet) enzymer var signifikant forhgyd i lever
til torsk fra Frierfjorden sammenlignet med torsk fra de to andre omradene.

Det var hgyere konsentrasjoner av PAH-metabolitter i galle til torsk fra Frierfjorden enn fra de to
andre stasjonene, og den relative andelen av de to malte metabolittene var ulik for torsk innsamlet i
Frierfjorden sammenlignet med torsk innsamlet i Breviksfjorden eller ved Sastein.

Det er sannsynlig at det sterste bidraget til forhgyde EROD- og GST-aktiviteter | torskelever kommer
fra klorerte organiske miljggifter, men med et mulig bidrag fra PAH.

Forurensningsbelastningen i omradet pavirker bade blaskjell og fisk. Pavirkningen pa blaskjell
omfatter kystomrader ut til Skagerrak-kysten (dvs ved Helgeroa). Torsk innsamlet i Frierfjorden var
klart pavirket i forhold til fisk innsamlet i Breviksfjorden (og ved Sastein).

Det var ingen forskjeller i pavirkning mellom torsk innsamlet i Breviksfjorden og torsk innsamlet ved
Sastein. Det er sannsynlig at torsk fra begge omradene har noe forhgyde aktiviteter av EROD
(sammenlignet med torsk fra referanseomrader). | leveren til torsk fra Breviksfjorden var det 1.3
ganger starre sum toksisitetsekvivalenter enn i torsk fra Sastein. Denne gkningen var sannsynligvis
ikke tilstrekkelig til & fare til gkning i aktiviteten av avgiftningsenzymer nar denne trolig allerede var
noe forhgyd.
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