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1. Sammanfattning

Motorbatstrafiken orsakar utsldpp av oforbriant drivmedel och andra kolviten
till svenska vattendrag uppgéende till en méngd av cirka 15.000 ton/ar. Vid
forbranning och utsldpp av bensin och olja frigors polycykliska aromatiska
foreningar. Tidigare studier har visat pa hog biotillgénglighet och allvarliga
effekter pa forsoksfiskar efter exponering av avgaskondensat i kolvattnet fran
enstaka modeller av utombordsmotorer.

Foreliggande undersokning har studerat utslédpp fran sju olika motorer, tva 4-
taktsmotorer och fem 2-taktsmotorer. Motorerna kordes 1 en bassiang med 800
liter vatten pa olika varvtal till dess att de forbréant 2 I bensin. Ett 10 liters prov
togs pa bassdngvattnet, som darefter extraherades med hexan for att erhalla ett
avgaskondensat frdn varje motor. Hexanextraktet analyserades med avseende
pa polycykliska aromatiska féreningar (PAHer) och alkaner. Nybefruktade dgg
frdn regnbage (Oncorhynchus mykiss) exponerades 1 fyra olika doser enligt
nanoinjektionsmetoden 1 samband med befruktningen. Detta sétt att exponera
tidigt 1 utvecklingen har visat sig motsvara den exponering som dggen utsétts
for via moderdjuret. Mortalitet och skador vid klackning registrerades, och
cirka 2,5 ménader efter exponeringen uppmaéttes CYP 1A induktion (EROD-
aktivitet) 1 levern hos fisklarverna.

Analysresultaten har visat att ett mycket stort antal olika PAHer gar att
aterfinna 1 kolvattnet. I total halt av de 23 olika PAHerna kunde mellan 6 och
47 ng/liter analyseras i kolvattnet efter de sju undersokta utombordsmotorerna.

Vidare, mellan 13-22 olika alkaner forutom en stor andel ej separerade och
strukturbestdmda alkaner analyserades till en halt mellan 59 och 1800 ng/liter
kolvatten.

De tre storsta 2-taktsmotorerna framkallade 90-100% mortalitet i de tva hogsta
doserna och framkallade dven olika utvecklingskador hos larverna i de tva
lagsta doserna. Samtliga motorer orsakade en signifikant hojning av EROD-
aktiviteten i levern hos larverna, dven for den ldgsta dosen.

Slutsatsen av denna undersokning dr att PAHer aterfinns i hoga koncentrationer
1 kolvattnet efter utombordsmotorer och att dessa &mnen kan, hogst sannolikt,
befaras orsaka skador pa fisk i vara ekosystem.



2. Bakgrund

Vid sammanstillning av nojesbatars trafik 1 USA har berdknats att de &r ansvariga for
utslapp av oforbriant drivmedel och andra kolvéten till vattenmiljon uppgéende till en
mingd av mer dr 1.500.000 ton/ar (Mele 1993). Motsvarande siffra for Svenska vatten ar
cirka 15.000 ton/ar (Alexandersson 1991). Som jamforelse kan ndmnas att under ett ar
orsakar motorbatstrafiken 1 Sverige kolviteutslapp till var vattenmiljo som dr 30 génger
storre &n utslappen fran Tsesisolyckan och i USA 40 ganger storre &n utsldppen fran
tankhaveriet med Exxon Valdez. Tsesis och Exxon Valdes olyckorna &r de storsta
enskilda tankhaverierna i Sverige respektive USA. Den avgorande skillnaden, férutom
den storre méangden, &r att utsldppen fran motorbéatstrafiken sker via diffus spridning och
ar darigenom ej direkt observerbar av gemene man. Analogt dr ej heller de biologiska
effekterna direkt observerbara, utan kan befaras leda till en langsam fordandring av var
akvatiska livsmiljo, som forst kan konstateras efter att en ldngre tid har forflutit. Det
faktum att dessa utslédpp ocksa okar dr ytterligare oroande, 1970 berdknades utsldappen till
490.000 ton/ar 1 USA och 23 ar senare var motsvarande siffra 1.590.000 ton/ar (Mele
1993; Jackivicz et al. 1973). Enligt var kdnnedom finns inga direkt motsvarande
berdkningar publicerade for Svenska vatten, dock finns det anledning att anta att vi har en
motsvarande utveckling, med cirka 25-50 procents 6kning var sjunde é&r.

Vid forbranning och utsldapp av bensin och olja frigoérs polycykliska aromatiska
foreningar (PAHer). PAHer tillhor inte de mest stabila foreningar som minsklig
verksamhet ger upphov till. Man kan dock konstatera att halveringstiden for ménga
PAHer kan vara forhdllandevis mycket 1ang. Som exempel kan nimnas benso(a)pyrene,
den mest undersokta PAH-formen dé det géller uppenbar risk for biologiska effekter, som
har en halveringstid pa 57-529 dagar i naturliga vatten (Howard ez al. 1991).

Vid tidigare studier nédr en enstaka modell av en utombordsmotor (2-takt) undersoktes pa
ett analogt sétt som i1 foreliggande undersokning kunde konstateras ett stort antal
allvarliga biologiska effekter pd forsoksfiskarna efter exponering av avgaser
kondenserade i kolvattnet (Balk ez al. 1994; Tjarnlund et al. 1995; Tjarnlund et al. 1996).
Storningar av ett antal centrala biologiska funktioner sdsom kolhydratmetabolismen,
immunystemet och reproduktionen kunde pavisas. Aven ett antal subcelluldra stérningar
av flera olika enzymatiska aktiviteter var pafallande. En av de mest allvarliga effekterna
var att genotoxiska skador observerades, sannolikt som ett resultat av polycykliska
aromatiska kolvéten 1 avgaskondensatet. Dessa @mnen kunde visas att ha bildat sa kallade
DNA addukter, dvs kovalent bundna strukturer till det genetiska materialet i levern och
dven 1 ett antal extrahepatiska vdvnader sdsom mjélte, tarm, blod och njure. I dessa
undersokningar exponerades fiskarna for avgaskondensat bade direkt via det omgivande
vattnet, men ocksd via fodan. Sdledes kunde konstateras att en hog biotillginglighet
foreldg for dmnen i avgaskondensatet och att det finns starka skdl att befara att
motsvarande exponering sker i olika féltsituationer.

I en annan studie pa killifish (Oryzias latipes) anviandes en utombordsmotor, Evinrude
model 3836 (3hk, 2-takt) och bensin med 2 procent oljeinblandning. Den hogsta
koncentration, som anvéndes i studien, var 3,87 ml forbrént brénsle per liter kolvatten.



Man studerade klickning av &dgg, larvtillvixt samt registrerade olika deformationer
(Koehler and Hardy 1999). Resultaten visade, framfor allt med avseende pa
deformationer 1 tidiga utvecklingsstadier, stora likheter med de stérningar som vi har
observerat tidigare (Balk e al. 1994; Tjarnlund et al. 1995; Tjarnlund et al. 1996).

Som generell bakgrund till denna undersokning skall det papekas att vi har fokuserat
dessa studier angdende péverkan av olika kolvéteutsldpp frdn utombordsmotorer pa fisk.
Det bor understyrkas att denna aspekt inte dr heltdckande nir det géller potentiell negativ
miljopaverkan frdn utombordsmotorer pa den akvatiska miljon. Under 1980 talet
uppmirksammades fysiska effekter av propellerrorelser som mdjliga storningar fran
batmotortrafik (Liddle and Scorgie 1980). P4 senare tid har detta omréade
uppmédrksammats igen genom studier av pdverkan pd vissa biotoper (Stolpe 1995).
Fytoplankton har uppvisat en mojlig paverkan av kondenserade avgaser 1 kolvattnet fran
motorbétar. Analyserade effekter indikerade en storre kdnslighet hos vissa arter. I tre av
fem testade arter av fytoplankton hdmmades fotosyntesen nir de exponerades for
utsldppen frén en béatmotor (Hilmer and Bate 1983; Bate and Crafford 1985). I
faltundersokningar har patraffats ett antal &mnen harorande fran utomborsmotorers oljor 1
plankton (Bieger et al. 1996). Nyligen publicerade undersokningar har redovisat
akustiska maitningar av de wundervattensljud som produceras, speciellt av
utombordsmotorer med hogt varvtal, av kaviationen hos propellern (Au and Green 2000).
Denna studie var fokuserad pa eventuell paverkan pa ddggdjur, valar. Nar det géller
paverkan pd andra djurgrupper sdsom fisk, ar var kunskapsnivd i stort sett obefintlig.

De sju olika motorerna som finns representerade i denna undersokning dr tinkta att
motsvara, i grova drag, anvdndandet av olika motorer i Sverige. Eftersom urvalet av
motorer innehaller tvd moderna 4-taktare och relativt nya motorer kan de kanske anses att
motsvara de kommande é&rens anvidndande av utombordsmotorer, med nuvarande
utveckling, 1 Sverige.



3. Material och Metoder

3.1. Kemikalier

Hexan och cyklohexan dubbeldestillerade, koptes fran Fluka Chemie AG, Schweiz.
Deuteriummaérkta PAHer Djp-pyren och Dj;-perylen koptes fran Cambridge Isotope
Laboratories Inc., USA. Triolein, NADPH, resorufin, etoxyresorufin och glutationdisulfid
inkoptes fran Sigma Aldrich, Tyskland. Ovriga kemikalier som anviindes var av hogsta
renhet och inkdptes frdn Merck, Tyskland eller Sigma-Aldrich, Tyskland.

3.2 Instrument

Mikroskopi av fiskdgg, embryon och larver samt dissektion av levrar fran larver utférdes
med hjdlp av WILD MZ8 (Leica) stereolupp med 6-50 ggr forstoring. Fotografisk
dokumentation av embryo- och larvskador genomfordes med Leica DC 100
digitalkamera och Leica Lida standard program. Enzymatiska analyser genomfordes pa
en Hitachi U-3200 spektrofotometer och en Jasco ST 777 spektrofluorimeter.
Aluminiumsilkatror inkoptes fran Sutter Instrument CO, USA. Frin Narishige Scientific
Instrument Laboratory, Japan, anvindes mikroelektroddragare (PE-2), glaspipettslipare
(EG-4), endimentionell mikromanipulator (WR-87), och grov manipulator (MN-100N).
For kontroll av injektionsvolymer anvindes en pico-injector (PLI-100), ocksé tidigare
inkopt, frdn Medical Systems Corporation NY, USA.

3.3 Undersokta motorer, drivmedel och oljor

For att forsoka erhalla en bred, generell kunskap om olika utombordsmotorers utsldapp har
vi undersokt sju olika motorer, representerande bade gamla och fabriksnya med olika
tekniska losningar sdsom 2- och 4-takt. For en oversikt och historia av de anvénda
motorerna i dessa undersokningar, samt brénsle och olika oljor vill vi hinvisa till tabell 1.
De sju olika motorerna &r tdnkta att motsvara, i grova drag, anvindandet av olika motorer
1 Sverige. Eftersom andelen 2-taktare som anvidnds idag utgor cirka 90 procent sa kan
man 1 tabell 1 konstatera att denna motorgrupp (bade nya och gamla) inte dr tillracklig
representerad bland de sju. Uppséttningen av motorer som finns representerade i denna
undersokning kan sdledes snarast anses att eventuell motsvara de kommande arens
anvindande av utombordsmotorer 1 Sverige.



Tabell 1. Undersokta motorer och deras tekniska prestanda samt drivmedel

Mirke Motortyp RPM Brinsle Olja Oljetillsats Alder
Johnson 2-takt, 2 5000/4000/ 95 oktan Quicksilver premium 2% manuell cirka 20 ar
4hk cylindrar 1000 plus TC-W3 inblandning
Yamaha 4-takt, 1 4500/3500/ 95 oktan Statoil motorolja SAE 10- ny
4hk cylinder 1400 30 (ej syntet)
Mariner* 2-takt, 1 5000/4000/ 95 oktan Quicksilver premium 2% manuell ny
4hk cylinder 1500 plus TC-W3 inblandning
Johnson 2-takt,2  5500/4500/ 95 oktan Evinrude Biodegradable 1% automatisk ny
50hk cylindrar 1300 100% synthetic inblandning + 1% i

brénsle
Honda 4-takt, 3 4800/3700/ 95 oktan Statoil motorolja SAE 10 ny
50hk cylindrar 1100 30 (ej syntet)
Yamaha**  2-takt, 6000/4700/ 95 oktan  Levererades med olja Automatisk cirka 10 &r
60hk 1500 inblandning (1%)
Evinrude 2-takt, 4 5500/4500/ 95 oktan Evinrude Ficht olja Automatisk ny
90hk cylindrar 700 inblandning under

inkorning (1-2%)

*QGar att kora pa 1% originalolja
**Gick med 500 RPM &vervarv vid full gas

3.4. Produktion av avgaskondensat

Produktion av vattenprover innehallande avgaskondensat genomfordes hos Svensk
Maskinprovning, SMP, i Umea.

For framtagande av avgaskondensat placerades motorn pa kanten till en bassdng
innehéllande 800 liter nyligen upptappat kallt (cirka 5-6 C) kommunalt dricksvatten fran
Umed. De smd motorerna kordes med vanlig propeller, medan de storre kordes med en
mottryckspropeller. En sddan propeller tillater att motorn kan varvas upp dven i en liten
bassidng, och ge en belastningskurva motsvarande normal anvdndning. Varje motor
kordes under en arbetscykel; fullgas, marschfart (cirka 80 % av max) samt trolling (cirka
20 % av max). Totalt forbrandes 2 liter bransle per motor. Direkt efter forbranningen,
togs ett 10 liters vattenprov i bassédngen till hoger om motorn. Att utféra provtagningen
direkt forsdkrar oss om att ett representativt prov har tagits 1 det vdl omrérda
bassdngvattnet. Vattenprovet, i en polyeten dunk med atskruvat lock (Al-folie under
locket), ticktes med aluminium folie och frystes ner till —18 C. Kontrollanalyser
(kemiska och biologiska) av Umeds kommunala dricksvatten, visade att dricksvattnet var



rent. Bassdngen rengjordes mellan varje testkérning noggrant mha tensider och
upprepade skoljningar med vatten. Aven detta vatten analyserades och det visade att det
var nagot kontaminerat, men att det var forsumbart 1 jamforelse med vatten frén
bassdngen efter testkérning av en motor.

3.5. Extraktion av avgaskondensat

De frysta vattendunkarna med avgaskondensat transporterades till [ITM 1 Stockholm. Dar
tinades proverna efter hand och extraherades med hexan. Tidigare studier har visat att en
48 timmars extraktion med hexan ar tillrdcklig for att pa ett effektivt sitt extrahera de
biologiskt aktiva substanserna i ett avgaskondensat frdn utombordsmotorer (Balk et al.
1994). Bildningen av en kolloid partikellosning av avgaskondensatet har foreslagits som
bakgrund till det ldmpliga extraktionsférfarandet (Balk et al. 1994; Tjarnlund et al.
1996). En volym péa 400 ml hexan sattes till 8 liter avgaskondensatvatten och med hjilp
av kraftig omrorning under 48 timmar extraherades vattnet. Vi forsdkrade oss noggrant
om att kondensat som var associerat till vdggarna pa provtagningsdunken extraherades
over till hexanfasen, allt for att minimera extraktionsforluster. Hela denna procedur
utfordes 1 morker for att undvika, savédl mojlig ljusdegradering och/eller ljusaktivering av
kondensatet orsakad av UV-ljus. Hexanextraktet overlagrades med N-gas tills vidare
analytiskt arbete med extraktet vidtog.

3.6. Kemisk analys av avgaskondensat

En liten delmidngd av extraktet togs ut till kemisk analys av PAHer och alkaner.
Surrogatstandard, bestdende av tva deuteriummaérkta PAHer D;o-pyren och Di,-perylen,
sattes till delprovet. Surrogatstandard tillsdtts for att isotoputspddningstekniken skall
kunna anvindas vid kvantitering av PAHer vid den masspektrometriska analysen.

Delprovet innehallande standard applicerades pa en 6ppen kiselgelkolonn (100 x 10 mm;
ca 5 g kiselgel, som brénts 5 tim 1 450° C och deaktiverats med 10% vatten). Kolonnen
eluerades med sammanlagt 50 ml hexan varav de 10 forsta ml samlades upp i en separat
spetskolv for vidare analys av alkaner. De resterande 40 ml samlades upp for analys av
PAHer. Alkanfraktionen indunstades forsikigt och overfordes kvantitativt till
analysvialen utan vidare upprening. Kolestan tillsattes som volumetrisk standard innan
analysen. PAH-fraktionen upprenades vidare med en vitskekromatografisk metod dér
polycykliska aromatiska substanser t ex PAH separeras fran monocykliska- och
dicykliska aromatiska substanser (Colmsjo ef al. 1987). Fraktionen innehallande PAH
upprenades ytterligare genom extraktion med dimetylformamid (DMF) (N&f ez al. 1992).
Cyclohexanfasen indunstades och applicerades pa en liten kiselgelpelare 30 x 0.5 mm for
att avlidgsna eventuella DMF rester. Kolonnen eluerades med 10 ml hexan. Provet
indunstades forsiktigt och dverférdes sedan kvantitativt till analysvialen. En kéind méngd
volumetrisk standard, ”sprutspik™ tillsattes i vialen innan analys.



PAHer och alkaner analyserades med en gaskromatograf kopplad till en ldgupplosande
massdetektor (GC-LRMS). Gaskromatografen var en GC 8000, Fisons instrument
kopplad till en mass selektiv detektor, Fisons MD 800. GC parametrar kolonn: PTE-5 MS
(30 m x 0,25 mm; 0,25 pum fas, Supelco), forkolonn: deaktiverad silica (2 m x 0,25 mm,
Supelco). Provet injicerades ”On Column” och béargasen utgjordes av helium. GC-ugnen
temperaturprogrammerades fran 100° C till 310° C med 7° C/min. MS parametrar:
Joniseringsteknik: EI, 70eV. Fragmentet m/z 85 anvindes for identifikation av alkanerna.

3.7. Exponering av fiskars tidiga utvecklingsstadier

Agg och spermier frin lekmogen regnbage (Oncorhynchus mykiss) erholls fran Kilarne
fiskeriforsoksstation, Kélarne, och transporterades snabbt med flyg och bil till
laboratoriet dir #ggen befruktades. Aggens diameter och vikt mittes efter
vattensvillning. Vi har utvecklat en metod att exponera fiskdgg for olika substanser och
extrakt direkt efter befruktningen utan paverkan pa djuren, den sa kallade
nanoinjektionsmetoden. Metoden finns beskriven i Akerman and Balk, 1995 och i mera
detalj 1 “Techniques in Aquatic Toxicology”, (Ostrander, G.K. Ed.) CRC Press, Lewis
Publishers, New York (Walker et al. 1996). For att fa dggen att ligga fixerade vid
injektionen placeras de i utstansade hal i en gel (1% agaros) gjuten i petriskélar.
Injektionerna sker med glasrér av aluminiumsilikat som dragits till spetsar 1 en
mikroelektroddragare och direfter slipats till en elliptiskt formad spets for att underldtta
penetrering av dggskal och gulesicksmembran. Glaspipetten halls av en hydraulisk
manipulator och injektionerna sker med en pico-injektor, som reglerar kvivgastryck
under reglerbar tid sa att injektionsvolymen blir lika i varje dgg. Efter injiceringarna
placeras petriskdlen med 4dgg, vanligen 36 st, i akvarier med genomflode av aktivt
kolfiltrerat och luftat dricksvatten. Detta sitt att exponera, genom att injicera i gulan
tidigt 1 utvecklingen, har visat sig att motsvara den exponering som dggen utsitts for om
moderdjuret dr exponerat (via moderdjur; maternal exponering) (Walker et al. 1996).
Upprepade och tidigare studier har visat att exponeringstekniken, sjilv, inte har nigon
som helst paverkan pa djuren (Walker et al. 1996; Akerman and Balk 1998; Akerman et
al. 1998; Ishaq et al. 1999). Detta kunde ocksd observeras i véara kontrollgrupper 1
foreliggande studie genom att vi som ytterligare kontrollgrupp dessutom studerade icke
injicerade grupper (visas €j).

Innan hexanet med avgaskondensatet anvéndes till injektion 1 d4gg, kordes det genom en
kiselgelpelare, dérefter dunstades hexanet bort med hjidlp av kvédvgas och éterstoden
16stes 1 0,100 ml triolein. Triolein &r en triglycerid som naturligt finns i stor andel av
gulans oljeinnehéll hos fiskdgg fran regnbdge. En del av extraktet/trioleinlosningen
spdddes med triolein sa att fyra koncentrationer erh6lls motsvarande 1, 2, 4 och 8 liter
testvatten fran varje motor. Injektionsvolymen valdes att utgora 0.1% av dggvikten, si de
olika koncentrationerna av losningarna blev 1/1000 i #ggen. Aggvikten var 72-74
mg/dgg. Nir detta rdknas om till ml férbrand bensin/kg dgg blev doserna 25, 50, 100 och
200 ml forbrind bensin/kg dgg. For kontrollgrupperna injicerades 0,1% ren triolein i

aggen.



Tidigare studier har presenterat en modell ddr man approximativt kan rdkna ut mangden
forbrand bensin i1 kolvattnet efter en bat med utombordsmotor (Balk ef al. 1994;
Tjarnlund et al. 1996). Modellen grundar sig pd att, oavsett motor och bat, kan en
ungefirlig méngd forbrand bensin aterfinnas i det initialt utspadda kolvattnet, definierat
som en 1 meter bred och 1 meter djup sektion efter baten samt en langd av kolvattnet
beroende pa hur l&ng striacka baten har firdats. Parametrarna som anvénds for modellen
ar; bréansle forbrukning 0,5-1,0 liter per héstkraft och timme samt 0,3-1,0 knop erhéllen
per héastkraft. Modellen finns i detalj beskriven i en tidigare utgiven publikation pa
sidorna 11-13 med figur (Balk ez al. 1994). Resultatet, efter berdkning, ger vid handen att
cirka 2 mL forbrind bensin gir att aterfinna per liter kolvatten och har presenterats
tidigare (Balk et al. 1994, Tjarnlund ef al. 1995). Fisk har en stor formaga att ta upp gifter
direkt frdn det omgivande vattnet genom framforallt gdlandning. Processen beskrivs som
biokoncentration och kan variera kraftigt beroende p& dmnets struktur.
Biokoncentrationsfaktorer (BCF) mellan 50 ggr och 1.000.000 ggr finns beskrivna i
litteraturen for olika miljogifter (Balk er al. 1984 och referenser diri). Eftersom
molekylens storlek och hydrofoba egenskaper &r tva essentiella faktorer i denna
biokoncentrationsprocess, kan man uppskatta att faktorn for den hir studerade
substansgruppen, PAHer, sannolikt bor ligga kring 10.000 ggr eller mer. Som exempel,
en studie med benso(a)pyrens upptag i gidda (Esox lucius) visade att faktorn var over
1000 ggr for levervdvnad och over 80.000 ggr for gallan efter endast cirka 2 dygns
exponering (Balk ez al. 1984).

Vid vidare berdkningar kan saledes antagas att den i denna studien l4dgsta dosen som har
anvénts (25 ml forbrind bensin/kg dgg och antaget BCF 12500 ggr ) vil kan befaras att
motsvara exponeringen i minga faltsituationer. Foljaktligen sé blir den dubbla dosen (50
ml) och fyrdubbla dosen (100 ml) exponeringsnivaer som ej dr orealistiska nér det géller
sakerhetsfaktorer for paverkan och pafoljande riskbedomningar. Det bor 1 detta
sammanhang papekas och understrykas att valet av art f6r denna undersokning, regnbage,
pa inget sitt dr vald som “modellart” for att motsvara den mest kénsliga arten som maste
skyddas i véara ekosystem. I stillet bor antagas att det finns arter 1 var miljé som uppvisar
en atminstone 10 ggr storre kinslighet. For dessa arter dr 200 ml dosen viktig information
for en riskbedomning.

3.8. Analys av mortalitet och deformationer

Mortalitet registrerades regelbundet under exponeringen. Varannan dag undersoktes
forsoksmaterialet och doda djur registrerades och plockades bort. Analyser av mortalitet
och deformationer foljde procedurer som har beskrivits tidigare (Akerman and Balk
1998). I samband med kldckning registrerades ett antal olika skador hos larverna och
anges 1 procent av antalet klackta larver. En mycket allvarligt skadad larv, som uppvisar
mer 4n en definierbar deformation, kan siledes vara registrerad i fler &n en av grupperna
for de olika deformationerna.

10



3.9. Provtagning och analys av fisklarver for subletala effekter

Provtagning av levern for enzymatiska variabler utférdes enligt tidigare beskriven
metodik (Amcoff et al. 2000). Tre veckor efter kldckningen, cirka 150 dygnsgrader, da
larverna konsumerat cirka 2/3 av gulesdcken, dissekerades levrarna ut. Levrarna fran 3
larver poolades och homogeniserades 1 0,25 M suckros. Dérefter alikvoterades
homogenatet upp i cryo-ror och frystes ner direkt i flytande N, (-196 C). Denna
procedur upprepades tills totalt 15 fisklarver fran varje grupp hade provtagits. Efter ndgra
timmar fordes proverna over till en lagtemperatur frysbox dir de forvarades i —140 C
fram till att de enzymatiska analyserna genomfordes. CYP1A induktion analyserades 1
leverhomogenat som etoxyresorufin O-deetylase aktivitet (EROD) enligt metod som har
beskrivits tidigare (Burke och Mayer 1974). Glutationreduktas analyserades ocksa 1
leverhomogenat, enligt metod beskriven i1 Carlberg and Mannervik, 1975. Vid
upptiningen for enzymatisk analys foljdes procedurer som minimerar tiningseffekter, dvs
snabb upptining utan att hoja temperaturen i1 provet. Protein analyserades enligt en metod
som har beskrivits tidigare (Lowry ef al. 1951)

3.10 Statistik

For variablerna mortalitet och uppkomst av deformationer exponerades cirka 36 individer
for varje extrakt och dos dirav. Provtagning for enzymernas analys bestod av 15
individer per dosgrupp (4 olika doser) fordelade pad 5 pooler bestdende av 3 individer.
Varje enzymatisk analys genomfordes dessutom minst i duplikat pd homogenatet. Den
statistiska spridningen baserar sig siledes pa 5 medelviarden. Resultaten redovisas som
stapeldiagram med medelvirde och ett 95%-igt konfidensintervall. Det 95%-iga
konfidensintervallet har utrdknats med anvédndande av t-fordelning med respektive antal
frihetsgrader. Signifikanta skillnader, mellan exponerade grupper och kontrollgrupper,
analyserades med Anova och multipla jimforelser med Tukey Honestly Signifikant
Difference test (SPSS 10.0, SPSS Inc. Chicago, USA). Som kontroll har djur injicerade
med béraren triolein anvinds. Dessutom, ett antal férsok med extraktion/l6snings-medel
kontroller visade att ingen signifikant paverkan pa de undersokta biologiska
effektvariablerna forelag (visas ej). Regressionsanalys anvédndes for att jaimféra EROD-
aktivitet med summan av analyserade PAHer, samt mortalitet med summa analyserade
alkaner.
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4. Resultat

Analysresultaten har visat att ett mycket stort antal olika PAHer i1 hoga koncentrationer
gar att aterfinna 1 kolvattnet efter samtliga sju undersokta olika utombordsmotorer. Av de
23 olika analyserade PAHerna kunde samtliga aterfinnas i kolvattnet efter samtliga
undersokta motorer. I figur 1 presenteras strukturerna for de analyserade PAHerna. De
analyserade halterna av respektive PAH finns redovisade i tabell 2. Som totalhalt av de
analyserade PAHerna kan observeras att kolvattnet efter en motorbét kan innehélla 6-47
ng PAHer per liter kolvatten, och ett medelvérde kan utrdknas till 27 ng PAHer per liter
kolvatten, baserat pa de sju olika undersokta motorerna. Den procentuella fordelningen
mellan olika PAHer redovisas i tabell 3. De flesta motorerna ger utslédpp av i forsta hand
medelsma PAHer (3 ringar), de utgér cirka 50% av de analyserade PAHerna. Den storsta
motorn uppvisar en tendens for att avge en storre andel PAHer med fler ringar. For 6vrigt
kan anses att halterna av respektive PAH skiljer sig relativt lite mellan de olika
motorerna, det finns ingen motor som uppvisar en skillnad, mer eller mindre dn 10 ggr i
kolvattenkoncentration, jamfort med de andra motorerna.

For alkaner 1 kolvattnet kunde 13-22 strukturellt olika alkaner analyseras, forutom en
relativt stor andel icke separerade och strukturbestdmda. I figur 2 redovisas strukturerna
for de analyserade alkanerna. Halterna av dessa kolvéten var som forvéntat, cirka 50 ggr
mer dn PAHerna, d4ven om relativt stora skillnader forekom mellan de olika motorerna
(cirka 5-200 ggr). I tabell 4 presenteras halterna i kolvattnet for de 13-22 strukturellt
analyserade alkanerna i kolvattnet. Med gaskromatografiteknik kan bara kolvétededjor
med upp till 36 kolatomer analyseras. I extrakten fran 2-taktsmotorerna fanns en
oljeliknande rest kvar efter indunstning av hexanet, som utgoér cirka 10 ggr mer dn
analyserade alkaner. Denna rest innehaller formodligen kolviten med lédngre kolkedjor &n
36 kolatomer.

Antalet doda dgg registrerade fran befruktningen t.o.m. kldckningen redovisas i procent
av antalet injicerade dgg i figur 3a. De tre storsta 2-taktsmotorerna orsakade 90-100%
mortalitet 1 de tv hogsta doserna. Dessa motorer orsakade 25-50% mortalitet &ven i1 den
nést lagsta dosen. I figur 3a redovisas ocksd skador hos larverna registrerade efter
klackningen. Skadorna &r indelade 1 tre grupper; blodningar (i huvudet, 1 huden, i
gulesdcken), 6dem (i gulesdcken, i hjirtsdcken) och/eller olika missbildningar (defekt
blodkérlssystem runt gulan, sned gulesidck, felplacerad lever, deformerade kikar).
Skadorna anges i procent av antalet kliackta larver och en allvarligt skadad larv kan vara
registrerad 1 alla tre grupperna. Figuren visar att det framforallt dr de stora 2-
taktsmotorerna som ger skador hos larverna i de tvd ldgsta doserna. I figur 3b visas
fotografier med exempel pa ndgra uppkomna skador av avgaskondensat fran
utombordsmotorer som kunde registreras.

Enzymet glutationreduktas visade ingen signifikant hojning av aktiviteten 1 ndgon grupp
(resultat visas ej). Daremot uppvisade CYP1A induktion kraftig paverkan for samtliga
undersokta motorer (figur 4). Lagsta dosen fran samtliga motorer orsakade en signifikant
hojning av EROD aktiviteten i levern 2,5 manader efter att de blev exponerade som
nybefruktade dgg. EROD-aktiviteterna korrelerar signifikant (p<0.05) positivt med
summa analyserade PAHer for de wundersokta motorernas avgaskondensat.
(Regressionsanalys: r°=0,72 och 0.67 for respektive dos 25ml och 50 ml forbrind
bensin/kg dgg).
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Figur 1. Strukturer for analyserade polycykliska kolvéten i avgaskondensat fran

kolvatten efter batar med utombordsmotorer.
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Figur 1 (fortséttning)
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Tabell 2. Polycykliska aromatiska foreningar, ng/l kolvatten. Angivna virden &r
omriknade till ng per liter kolvatten enligt berdkningsmodellen att 2 mL forbréand bensin
gar att aterfinna per liter kolvatten (se avsnitt 3.7.).

Johnson Yamaha Mariner Johnson Honda  Yamaha Evinrude
4hk 2-t 4hk 4-t 4hk 2-t  50hk 2-t 50hk 4-t 60hk 2-t 90hk 2-t

Fenantren 9.68 2.07 10.6 9.08 1.54 2.40 7.92
Antracen 1.26 0.48 1.56 125 0.40 0.39 1.76
3-metylfenantren 5.56 0.59 6.17 533 0.40 1.88 1.62
I-metylfenantren 2.63 0.35 2.67 2.76 0.26 2.02 0.90
Fluoranten 1.57 0.72 2.58 3.05 0.08 0.75 4.73
Pyren 3.12 0.88 4.19 424 0.41 1.26 5.81
2-phenylnaftalen 1.12 0.19 1.17 1.47 0.75 0.46 1.01
Benso(a)fluoren 1.10 0.19 1.00 1.25 0.13 0.58 0.96
Benso(e)fluoren 0.61 0.23 1.17 1.50 0.15 0.65 1.21
2-metylpyren 0.65 0.10 0.69 0.80 0.07 0.39 0.41
1-metylpyren 0.43 0.08 0.51 0.57 0.05 0.30 0.47
Benso(ghi)fluoranten 0.20 0.16 0.48 0.52 0.09 0.21 1.71
Cyclopenta(cd)pyren 0.65 0.39 1.44 1.27 0.20 0.63 6.14
Bens(a)antracen 0.36 0.20 0.58 0.79 0.11 0.46 1.35
Chrysen/trifenylen 0.30 0.15 0.50 0.69 0.09 0.35 1.22
Benso(b)fluoranten 0.32 0.12 0.38 0.80 0.11 0.34 0.81
Benso(j+k)fluoranten 0.15 0.08 0.27 0.57 0.07 0.23 0.91
Benso(e)pyren 0.50 0.09 0.50 0.77 0.09 0.38 0.76
Benso(a)pyren 0.33 0.12 0.43 0.70 0.11 0.36 1.17
Perylen 0.06 0.02 0.09 0.15 0.02 0.06 0.22
Indeno(1,2,3-cd)pyren 0.21 0.09 0.36 0.70 0.11 0.03 1.29
Benso(ghi)perylen 1.10 0.20 1.19 1.43 0.20 0.77 2.70
Coronen 0.43 0.09 0.53 0.51 0.08 0.32 1.58
Summa 32.3 7.59 39.0 40.2 5.56 15.2 46.7
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Tabell 3. Polycykliska aromatiska foreningar 1 %. Vérdena dr utrdknade for varje enskild
substans som procent av summan analyserade PAHer for varje motor.

Johnson Yamaha Mariner Johnson Honda  Yamaha Evinrude
4hk 2-t 4hk 4-t 4hk 2-t  50hk 2-t 50hk 4-t 60hk 2-t  90hk 2-t

Fenantren 29.98 27.24 27.1 22.60 27.77 15.79 16.96
Antracen 3.91 6.34 4.0 3.12 7.25 2.55 3.76
3-metylfenantren 17.22 7.79 15.8 13.27 7.22 12.38 3.48
I-metylfenantren 8.13 4.67 6.8 6.87 4.60 13.26 1.93
Fluoranten 4.86 9.45 6.6 7.58 1.52 4.95 10.13
Pyren 9.65 11.59 10.8 10.56 7.46 8.27 12.43
2-phenylnaftalene 3.47 2.44 3.0 3.65 13.41 3.00 2.17
Benso(a)fluorene 3.42 2.57 2.6 3.10 232 3.83 2.05
Benso(e)fluorene 1.88 3.07 3.0 3.74 2.76 427 2.59
2-metylpyren 2.02 1.32 1.8 1.99 1.32 2.59 0.89
I-metylpyren 1.33 1.05 1.3 1.43 0.98 1.97 1.00
Benso(ghi)fluoranten 0.61 2.06 1.2 1.29 1.62 1.39 3.65
Cyclopenta(cd)pyren 2.01 5.19 3.7 3.15 3.69 4.18 13.15
Bens(a)antracen 1.11 2.58 1.5 1.97 2.03 3.01 2.89
Chrysen/trifenylen 0.94 2.00 1.3 1.73 1.63 2.33 2.61
Benso(b)fluoranten 1.00 1.59 1.0 1.99 2.06 2.21 1.74
Benso(j+k)fluoranten 0.47 1.01 0.7 1.41 1.33 1.48 1.94
Benso(e)pyren 1.55 1.17 1.3 1.92 1.65 2.48 1.62
Benso(a)pyren 1.03 1.60 1.1 1.74 2.01 2.40 2.51
Perylen 0.18 0.29 0.2 0.39 0.30 0.38 0.48
Indeno(1,2,3-cd)pyren 0.64 1.18 0.9 1.74 1.96 0.20 2.76
Benso(ghi)perylen 3.40 2.63 3.1 3.55 3.61 5.06 5.77
Coronen 1.34 1.14 1.3 1.26 1.45 2.09 3.38
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Figur 2. Strukturer for analyserade alifatiska kolviten i1 avgaskondensat fran kolvatten
efter batar med utombordsmotorer.

VIV VAV VN

Pentadecan, Hexadecan, Heptadecan, Octadecan, Nonadecan; C,-is.19

Pristan

Phytan

VAV VA VAV AVAVAVAVEY

Eicosan, Heneicosan, Docosan, Tricosan, Tetracosan, Pentacosan, Hexacosan,
Heptacosan, Octacosan, Nonacosan; Cp=20-29
e P P o e e i P e e e

e "H._-'". "H._.-". ""H.__.- .'\"'.\_.-' “'.\_.-"- -H'-\.\_."' "-\.\_."'. "H._-'". ."'H._.-" ""H.__.-" o \'-\.-"f -H"\-\.-". "H._.-'".

Triacontan, Dotriacontan, Tritriacontan, Tetratriacontan, Hexatriacontan; Cy=30-33, 3436



Tabell 4. Alkaner, ng/l kolvatten. Angivna viarden dr omrdknade till ng per liter kolvatten
enligt berdkningsmodellen att 2 mL forbréand bensin gér att aterfinna per liter kolvatten (se
avsnitt 3.7.)

Johnson Yamaha Mariner Johnson Honda  Yamaha Evinrude
4hk 2-t 4hk 4-t 4hk 2-t  50hk 2-t 50hk 4-t 60hk 2-t 90hk 2-t

Pentadecan 60.7 5.14 4.47 43.1 1.85 21.2 23.8
Hexadecan 23.7 1.72 2.53 23.8 1.61 11.7 13.7
Heptadecan 4.01 0.69 0.60 9.80 0.89 5.68 1.73
Pristan 6.11 0.33 0.67 7.16 0.53 4.04 1.83
Octadecan 1.70 0.42 0.34 5.04 0.69 2.73 0.73
Phytan 3.14 0.25 0.44 4.02 0.37 1.57 0.78
Nonadecan 1.69 0.26 0.25 3.71 0.33 1.26 0.76
Eicosan 1.95 0.31 0.27 3.98 0.39 1.29 0.81
Heneicosan 1.25 0.34 0.16 2.55 0.31 1.00 0.48
Docosan 1.20 0.45 0.15 2.14 0.26 0.87 0.48
Tricosan 0.87 0.60 0.08 1.59 0.15 0.79 0.38
Tetracosan 0.89 0.68 0.12 1.74 0.32 0.92 0.74
Pentacosan 3.43 e.d. 0.39 4.65 0.36 1.37 1.78
Hexacosan e.d.* e.d. e.d. e.d. 0.30 1.26 e.d.
Heptacosan e.d. e.d. e.d. e.d. 0.40 1.26 e.d.
Octacosan e.d. e.d. e.d. e.d. 0.30 1.95 e.d.
Nonacosan e.d. e.d. e.d. e.d. 0.36 2.01 e.d.
Triacontan e.d. e.d. e.d. e.d. 0.33 1.84 e.d.
Dotriacontan e.d. e.d. e.d. e.d. 0.30 1.39 e.d.
Tritriacontan e.d. e.d. e.d. e.d. 0.32 1.60 e.d.
Tetratriacontan e.d. e.d. e.d. e.d. 0.37 3.56 e.d.
Hexatriacontan e.d. e.d. e.d. e.d. 0.12 ed. e.d.
Ej separerade kolviten 1697 1495 191 1153 47.6 417 760
Summa 1808 1506 202 1267 58.5 486 808

*e.d. anger ej detekterbar
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Figur 3. Mortalitet och skador hos regnbage (Oncorhynchus mykiss) exponerade direkt -efter
befruktningen med extrakt frdn avgaskondensat fran olika béatmotorer. Antalet doda embryon &r
registrerade fran befruktningen t.o.m. kléckningen och anges i procent av antalet injicerade dgg. Skadorna
@r indelade i tre grupper; blodningar ( i huden, i huvudet, i gulesicken), 6dem (i gulesédcken, i hjértsédcken)
och /eller olika missbildningar (defekt blodkérlssystem runt gulan, sned gulesick, felplacerad lever,
deformerade kikar). Exempel pa skador redovisas i figur 3b. Skadorna &r registrerade hos larverna efter
klackningen och anges i procent av antalet kldckta larver. En allvarligt skadad larv kan vara registrerad i
alla tre grupperna. Volymen under stapelgrupperna anger antalet ml foérbrind bensin/kg dgg. [ex. En
passerad bat med producerat kolvatten: 2 uL och 12500 ggr BCF ger 25 ml.]
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Figur 3b. Fotografier pa triolein (carrier) exponerad kontrollarv av regnbage
(Oncorhynchus mykiss) och larver som blivit exponerade for extrakt fran avgaskondensat 1
samband med befruktningen.

Larv som utvecklas
normalt, triolein-
injicerad kontroll.

Larv som saknar blodkérlssytem runt

gulesicken efter exponering for avgaskondensat. Larv med blodningar i huden och 6dem runt

gulesécken efter exponering for avgaskondensat.

Larv med blédningar i huvudet samt
O6dem runt hjartsack och gulesick efter
exponering for avgaskondensat.
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Figur 4. Cytokrom P4501A aktivitet (EROD) i levern fran regnbagslarver (Oncorhynchus
mykiss) vid ca 2/3 gulesickskonsumtion. Aggen har blivit exponerade i samband med
befruktningen, dvs cirka 2,5 ménader tidigare. Staplarna visar medelvirden med ett 95%-igt
konfidensintervall. Signifikanta skillnader mellan exponerade grupper och kontroll (injektion med
endast bérare; triolein) analyserades med Anova och multipla jamforelser med Tukey Honestly
Signifikant Difference test (SPSS 10.0, SPSS Inc., Chicago, USA).

*visar signifikant skillnad, p<0,05.
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5. Diskussion

Det skall direkt papekas att denna undersokning inte &r upplagd for att kunna jaimfora de
olika modellerna av utombordsmotorer, ej eller deras olika tillverkare. For att erhélla ett
sadant underlag, dvs med avsikt att eventuellt kunna sérskilja de olika motorernas utsldapp
och potential for negativa biologiska effekter for den akvatiska miljon, skulle krdvas en
annan forsoksupplidggning. Varje enskild motor skall da koras optimalt likvérdigt ur ett
antal olika aspekter, sisom brinsle, olja, varvtal, dlder, vindforhdllanden, service med
mera. Vidare skulle krdvas, for att fa ett statistiskt underlag, att fler motorer av varje
modell undersoks. De sju olika motorerna, som finns representerade i denna
undersokning, dr tdnkta att i grova drag motsvara anvindandet av olika motorer 1 Svenska
vatten. Eftersom urvalet av motorer innehaller flera moderna 4-taktare och relativt nya 2-
taktare kan de kanske anses att motsvara de kommande &rens anvindande av
utombordsmotorer, med nuvarande utveckling.

Rent vatten (dricksvatten), som anvéndes for dessa forsok, innehdller lite partiklar och
kan darfor kanske forvintas att inte kondensera avgaserna lika effektivt som ett naturligt
partikelinnehallande vatten. Det kalla vattnet, i borjan pé varje motorkdrning, motsvarar
sannolikt det vanliga vattentemperaturen i méanga svenska vatten. Vattnet blir dock
varmare under korningens gang, orsakat av avgasernas viarme. Det kalla vattnet har en
bittre formaga att kondensera avgaserna och eftersom vattnet blir kontinuerligt varmare
under forbranningen av det anvinda brénslet sd finns det fog att antaga att det varmare
vattnet under testkorningen minskar dess forméga att kondensera avgaserna. Men den
hogre forekomsten av kolloida partiklar som bildas efterhand som mer brénsle forbrants
kan eventuellt, & andra sidan, leda till en 6kad kondensering av avgaserna som bildas
efterhand senare. Slutligen kan konstateras att tidigare undersokningar har indikerat att
cirka 50 procent av avgaserna kondenseras direkt i kolvattnet efter baten. Dock det finns
givetvis en uppenbar risk att den halva som kanske driver ivdg med vinden 6ver vattnet
riskerar, i hog omfattning, att falla ner pa andra sidan viken eller sjon. Vindens paverkan
pa avgaser fran utombordsmotorer har undersokts i delvis féltlika forhallanden (Wachs et
al. 1992), och som vintat har vinden en paverkan av avgasernas riktning sdvil som
spridning. Den UV-ljus bestralning som bade kondensatet i vattnet och givetvis den
partiella atmosfariska delen exponeras for dr att betrakta som en stor okénd riskfaktor i
denna, hédr anvinda, forsoksuppsittning. Bakgrunden &r att nya studier har visat att
toxiciteten kan 6ka anméirkningsvért, flera tio-potenser, for organismer som utsétts for
PAHer och samtidigt bestralas med UV-ljus (Pelletier et al. 1997; Spehar et al. 1999).

I sammanfattning kan saledes konstateras att det foreligger ett antal olika parametrar som
sannolikt paverkar, i bada riktningarna, kolvattnets koncentration av kondenserade
avgaser, och deras giftighet, efter en bat som drivs med en utombordsmotor. Dock kan
konstateras att den hér anvinda arbetsstrategin uppvisar ett godtagbart representativt
niarmevérde for olika situationer 1 filt.

Dessa studier av olika batmotorer har visat att medelvérdet for benso(a)pyren 1 kolvattnet

ar 0,46 ng/l. Vid den ligsta dosen (25 ml) motsvarar denna koncentration att 4gg/embryo
har blivit exponerade for 5,7 mg/kg av denna PAH. I vild fangad insjo6ring (Salvelinus
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namaycush) fran Lake Ontario har halten av benso(a)pyren i 4gg analyserats. Analyserna
visade att koncentrationen var 11,2 mg benso(a)pyren/kg dgg (Fitzsimons, et al. 1995).
Med avseende pa benso(a)pyren sd kan konstateras att var exponeringsdos anvind i
denna studie vél kan motsvara situationen for vild fisk. Med avseende pa summan av de
fyra PAHerna, fluoranten, benzo(b)fluoranten, benzo(a)pyren och indeno(1,2,3-cd)-pyren
som ocksa analyserades, dels 1 denna studie och dels ocksé i Fitzsimon ef al. 1995 studie,
framtrader stor likhet till de vilda fiskarnas exponeringssituation. Fiskarna fran Lake
Ontario uppvisade 45,7 mg/kg dgg av summan av dessa PAHer. Analyser av vatten i
foreliggande studie visade att koncentrationen var 3,20 ng/liter kdlvatten som medelvirde
frdn de sju motorerna av dessa fyra PAHer. Vid anvidndandet av den ldgsta dosen blev
exponeringen 40 mg/kg dgg. Aterigen kan siledes konstateras att var exponeringsdos
anvind i denna studie vdl kan motsvara situationen for vild fisk. Utan att kdnna till
detaljerna och exponeringssituationen 1 detalj for fiskarna frdn Lake Ontario kan det
konstateras att de halter/doser som vi har rdknat ut och anvént i véra forsok inte utgér en
overskattning av befarade koncentrationsnivéer, utan att doserna &r att betrakta som hogst
sannolika. Av detta kan slutsatsen dras att doserna anvénda i denna studie &r att betrakta
som halter som den vilda fisken &r eller riskerar att bli exponerade for i samband med
exponering for PAHer orsakade av avgaskondensat fran utombordsmotorer.

Fiskars unga utvecklingstadier, 4gg/embryo, gulesidckslarv och larv, blir exponerade for
miljogifter, och da inkluderande de gifter som finns i det bildade avgaskondensatet 1
kolvattnet efter batar med utombordsmotorer, pa minst tre olika sitt. Den forsta
exponeringen sker via modern, maternal exponering. Under honornas uppbyggnad av
konsorganen (dggsickarna med dggen), en process som ofta tar manga manader i
ansprak, anrikas gifterna i gulan hos dggen. Efter fiskens lek, nir det befruktade dgget
borjar utveckla ett embryo, utnyttjas gulan som niring- och energikilla for embryot. I
samband med detta nyttjande av gulan blir sidledes de embryonala cellerna och
vidvnaderna exponerade for gifterna som finns upplagrade och de toxiska effekterna
kommer till uttryck. Miljégifter som honan har anrikat via fodan och direkt via vattnet,
oavsett var hon har uppehédllit sig tidigare, drabbar sdledes senare avkomman pa
lekplatsen.

Fiskars dggskal &r relativt tita och skyddar ddarmed oftast det utvecklande embryot
relativt bra mot miljogifter som finns i det omgivande vattnet. Dock, i samband med
klackningen da gulesdckslarven simmar ut ur dggskalsresterna blir gulesdckslarverna
dessutom exponerade via gélarna samt 6ver huden via det kontaminerade omgivande
vattnet. Detta utgor det andra sittet varigenom fiskars unga utvecklingsstadier blir
exponerade. Tidigare studier har visat att utsldppen fran utombordsmotorer har hydrofoba
egenskaper, detta gor att de dels bildar miceller (sma i vattenfasen ”svdvande” aggregat)
och dels att de adsorberas till olika organiska partiklar i vattenfasen. Sammantaget gor
detta att utsldppen under vissa forhédllanden sannolikt kan transporteras ldngt (-km-) 1
vattenmiljon, beroende pa vattenrorelser och pé sa sétt avsittas i lekomraden for olika
fiskarter. Detta, transporten och bindningen till organiska partiklar utgér grunden for den
tredje exponeringsvigen, den via fodopartiklar.
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Att anvdnda sig av regnbéage (Oncorhynchus mykiss) som forsoksdjur, och modellfisk vid
den hidr typen av studier dr ingen nackdel. Fran odlare kan ett relevant biologiskt
forsoksmaterial erhallas, som vél kan anses vara representativt for manga av de cirka
40.000 arter av benfiskar som finns globalt. I detta sammanhang kan det var motiverat att
paminna om det faktum att kunskap om méinniskans utsatthet (upptag, fordelning,
metabolism, toxiska effekter m.m.) for giftiga &mnen i1 huvudsak faktiskt dr baserat pa
studier av vita rattor.

Nanoinjektionsmetoden anvind pé artificiellt nybefruktade fiskdgg kan anses hdrma de
tre olika exponeringsvédgarna som fiskars unga utvecklingsstadier blir exponerade via,
ndamligen via moderns gonad/egg uppbyggnad, via gdlmembraner och hud efter klackning
samt via fodan (Walker et al. 1996). Eftersom nanoinjektionstekniken applicerar dosen
direkt i gulesédcken pa ett nybefruktat 4gg och gulesdcken konsumeras kontinuerligt under
utvecklingen sd har vi siledes utfort en kronisk (ca 2,5 mén) exponering fram till
provtagningen pa fisklarverna. Vidare kan papekas att nanoinjektionen i1 det nybefruktade
fiskdgget ocksd kan observeras och studeras som en exponering av en integrerad
"cellkultur", bestdende av embryonala celler och sedermera differentierade celler for de
flesta essentiella livsfunktioner. Den mycket hoga kénsligheten som kan antagas, och
som vi dven har observerat 1 vara tidigare studier med denna teknik (Balk et al. 1995), ar
hogst sannolikt en funktion av flera synergistiska faktorer, sdsom, snabbt delande och
differentierade celler (dvs. lite tid finns for reparation av cellfunktioner och genetiskt
material), hoga krav pd fungerande stamceller, celler med essentiella
kommunikationskrav, méanga olika celltyper, hoga krav pa att flertalet celler och stora
delar av det genetiska materialet &r intakt och ostort.

Exponeringsnivderna for fisk i vara vatten varierar givetvis beroende pad omfattningen av
utombordstrafiken och geografin (insjo, dlv, havsomrade etc.) i det specifika omradet.
Dock, totalt sett, dver Sveriges vattenomraden och pé arsbasis, s dr det uppenbart att
dessa motorer star for en mycket stor del av utsldppen. Jamfort med oljeutslapp och
oljeolyckor sd utgér utombordsmotorernas utsldapp cirka 90-97 procent av kolvétena.

Mortaliteten var 90-100% 1 de tvd hogsta doserna for dgg exponerade for avgaskondensat
fran de tre stora 2-taktsmotorerna. Dodligheten kan inte forklaras enbart av halten av de
analyserade PAHerna, utan maste bero pd andra toxiska strukturer. Halten alkaner
analyserade i extrakten dr inte heller korrelerade till dodligheten. Sammantaget innebar
detta att vidare studier bor genomforas for att faststélla de(n) ansvariga substans(ernas)
struktur i avgaskondensatet frdn utombordsmotorer. Detta dr speciellt onskvért ndr
alternativ (motor tekniska alternativ och brénsle alternativ) till forbéttringar inom detta
angeldgna miljoomrade diskuteras av samhaéllet och dess myndigheter.

EROD-aktiviteten katalyseras av enzymet CYP 1A vilken ingdr i cytokrom P-450
gruppen av enzymer, som har flera viktiga funktioner i1 cellen. De katalyserar
hydroxyleringar, dealkyleringar, deamineringar, N-oxideringar, dehalogeneringar,
peroxideringar och epoxideringar av miljégifter (Buhler and Buhler, 1998). I de flesta fall
leder detta till att miljogiftet far en 6kad vattenloslighet eller att det kan metaboliseras
vidare av andra enzymer for att kunna utsondras via urin eller feces. Da exponering sker
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for miljogifter av typ PAHer kan dessa enzymers aktivitet 6ka, enzymet induceras. Detta
kan ge upphov till en storning av endogena &mnens, ex. steroidhormoners, naturliga
metabolism. Det forsta steget 1 en avgiftningsprocess kan ibland ocksd innebéra att
miljogiftet blir mer reaktivt med risk for genetiska skador sdsom DNA addukter &tfoljt av
mutagena storningar. (Balk et al.1994; Ericson et al. 1996, 1999). I det andra steget
adderas vatten eller tripeptiden glutation till epoxider bildade av cytokrom P-450
systemet. Enzymet glutationreduktas genererar reducerad glutation i cellens cytosol och
ar darfor viktigt dels for att skydda mot oxidation och dels for att underlétta utsondring av
miljogiftet. Ingen signifikant effekt pd denna variabel kunde dock konstateras i denna
undersokning. Detta indikerar att levervdvnadens normala kapacitet riackte till for att
generera reducerad glutation for avgiftningen 1 vara exponeringsgrupper. Dessa resultat
stimmer vdl med vara tidigare undersokningar dir induktion av glutationreduktas ej
kunde pavisas lika regelbundet som CYP 1A induktionen, vid olika exponeringsforsok
for avgaskondensat fran utombordsmotorer (Balk ez al. 1994).

Nyligen presenterade studier har visat att ndr fiskarten “mummichog” (Fundulus
heteroclitus) blev exponerade for dioxin (2,3,7,8-tetraklorodibenso-p-dioxin) eller
benso(a)pyren, 1 separata experiment, anrikades benso(a)pyren i princip 1 samma
omfattning som dioxin i fiskarnas dgg (Monteverdi and DiGiulio 2000a). Tidigare studier
har visat att svdrmetaboliserade substanser sasom vissa PCBer och dioxin har en
egenskap som gor att de ansamlas i fiskens dgg 1 gonaden. Det har ansetts att bakgrunden
till detta ar att dessa substanser karakteriseras av sin mycket langsamma metabolism i
fiskarna, och ddrmed efterfoljande ldga utsondring. Fiskdgg med sin lipidrika miljo utgor
en mojlighet for honornas “avgiftning”. Resultaten av avgiftning/utsondring via gonaden
har resulterat i att avkomman istdllet drabbas av toxiska effekter. Nar embryon och larver
utvecklas blir de exponerade, via gulesicken for relativt hoga halter, och som en
konsekvens av detta drabbas avkomman av olika skador, som exempelvis blue-sac
disease” (Wolf 1969). Eftersom Monteverdi och Giulio’s ovan citerade studie indikerar
att det relativa upptaget till fiskdggen kan vara likvirdigt for dessa substansgupper
(PAHer och dioxiner) bor en framtida riskvérdering av bitmotorers utsldpp innehalla
studier dir halter av PAHer pa ett mer regelbundet sétt analyseras i fardigutvecklade dgg
insamlade fran fiskhonor i filt. Aven om dioxiner ofta uppvisar en betydligt hogre
potentiell toxicitet &n PAHer sd motiveras analyserna av det faktum att koncentrationen
av PAHer 1 prover insamlade i filt &r mycket hogre 4n dioxinkoncentrationen. Eftersom
vidare studier har visat att upptaget till 4ggen sannolikt till en signifikant del sker via en
icke méttnadsbar association till vitelogenin (gulesécksprotein) finns anledning att befara
att upptaget till d4ggen dr framst beroende av exponeringen av PAHer (Monteverdi and
DiGiulio 2000b).

Kemiska analyser 1 fiskdgg frin vattenomraden i Nordamerika med utombordstrafik har
visat hoga halter av vissa kolviten tillhérande den giftiga gruppen polycykliska
aromatiska kolviten (PAH). Halterna dr sd hoga att det inte finns utrymme for nédgon
sdkerhetsfaktor nér det géller PAH-exponering och de toxiska effekter som de orsakar.
Detta innebér att det redan idag finns mycket starka skél att anta att vi har en paverkan
frdn utombordsmotorer i var vattenmiljo som icke dr acceptabel och didrmed maéste
atgirdas.
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Utsldapp av PAHer fran manga tvéataktsmotorer bestims kanske i huvudsak av halten av
PAHer i bensinen under det att effekten av den inblandade oljan har mindre betydelse for
utslappen (Magnusson et al. 2000). Om vi beaktar den mdngd PAH som finns 1 95-oktan
bensin (Westerholm ez al. 1988; Marr et al. 1999; Westerholm pers. kom.), skulle enbart
PAH-innehallet 1 bensinen sta for mellan 1-4 ton utsldapp av PAHer (3-6 aromatringar)
om vi forutsdtter att 15.000 — 20.000 ton brénsle passerar oforbrdnt genom en 2-
taktsmotor. Om vi istdllet rdknar pa de analyserade PAHerna i kolvattnet fran denna
undersokning blir resultatet att 1,6 —3,2 ton PAHer frigors till den akvatiska miljon via
kolvatten frdn utombordsmotorerna. Béada berdkningarna ger siledes en likartad
fororeningsspridning.

For en avslutande riskutvédrdering kan det konstateras att utslippen av PAHer i
avgaskondensat fran utombordsmotorer, bade 2-takts och 4-taktsmotorer, dr oacceptabelt
hog. Det finns stor anledning att befara kraftiga negativa biologiska skador orsakade av
denna exponering pa vild fisk och deras reproduktion i véra ekosystem. Mot bakgrund av
den for nérvarande antropogent forekommande méngden av xenobiotika 1 var
vattenmilj6, och da inkluderande PAHer dven fran andra killor, &r det onskvért, vid
accepterande av en sékerhetsfaktor, att dessa utslépp snarast reduceras till cirka 1/100-del
av nuvarande utslapp.

Vidare undersokningar som kan rekommenderas mot bakgrund av nuvarande kunskap,
beskriven ovan, &r dels undersokningar i filt och dels undersékningar pa laboratoriet. For
svenska forhallanden saknas det for ndrvarande kunskap om halter av PAHer 1 fiskdgg
frén lekmogen fisk fran omrdden med olika belastning av motorbétstrafik. Med tanke pa
tidigare analyser redovisade frdn Nordamerika, jimforda med effekter funna vid
motsvarande exponeringsnivder i denna undersokning &r det starkt motiverat att sédana
kemiska analyser genomfors snarast.

Det skall understrykas att d&ven om omfattande analyser har genomforts inom detta
projekt, sd innebar det inte att vi har kunnat peka ut de/den ansvariga substans(erna) for
den hoga giftigheten. Eftersom det pagér en diskussion i samhaéllet for ndrvarande om att
man bor dverga till alkylatbensin, som drivmedel f6r utombordsmotorer, 4r det hog tid att
pa laboratoriet undersoka biologiska effekter av dessa avgaskondensat. Att specifikt
undersoka alkylatbensin och kanske ytterligare alternativa brédnslen har foreslagits
tidigare (Balk et al. 1994), och dr annu mer angeldget nu.
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