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Sammendrag

Forsvaret bruker i dag et bredt spekter av ammunisjon som kan inneholde miljefarlige stoffer.
Sterre vipen er gjerne sammensatt av flere komponenter og inneholder eksplosiver. Den mest
giftige organiske forbindelsen som man finner 1 eksplosiv ammunisjon er 2, 4, 6 -
trinitrotoluen (TNT). Rapporteringsgraden pd mengde eksplosivholdig ammunisjon som blir
avsatt ute i miljeet er lav og toksikologiske studier har pavist rester av slik ammunisjon i

terrestriske og akvatiske miljo.

Det er per i dag lite forskning pa hvordan eksplosivet TNT vil pavirke fisk. I denne tracer
studien ble opptak og utskillelse av '“C - TNT undersekt i Atlantisk laks (Salmo salar).
Opptak og utskillelse av TNT ble mélt som total '*C — aktivitet i organer over en tidsperiode
pa 96 timer. Det ble gjort 6 preveuttak for opptaksperioden og 6 proveuttak for
utskillelsesperioden. For hvert praveopptak ble det tatt ut 6 fisker og 10 organer ble dissekert
ut fra hver fisk. Det ble ikke skilt pa hovedstruktur TNT og dens metabolitter. Eksponeringen

ble utfort i1 et ionefattig rdvann som er en typisk ferskvannstype i Norge.

Det ble malt et signifikant opptak av '*C — TNT i 8 av 10 organer etter 6 timer og etter 48
timers eksponering var det et signifikant opptak i alle organer, noe som viser at '*C — TNT tas
raskt tatt opp 1 laks. Ved utskillelse var det ingen signifikante forskjeller mellom 48 timers
opptak og 48 timers utskillelse bortsett fra i hjerne og tarm. Det kan tyde pa at utskillelse er en
mer langsom prosess som tar lengre tid enn 48 timer, og at biologisk halveringstid er lengre
enn 48 timer for laks i et ione fattig vann. Aktiviteten av '*C — TNT var heyest i organer som
galle og tarm, og lavest i blod og muskel under forseket. Dette tyder pa at '*C — TNT ikke
opphopes i muskelvev og at blod distribuerer '*C — TNT ut til organene. '*C — TNT blir tatt
opp gjennom gjellene og videre transportert til indre organer via blodet. Det at det var malt
aktivitet i hjernen tyder ogsi pa at '*C — TNT muligens har trengt gjennom blod - hjerne
barrieren via blodbanen. Det at det ble pdvist et signifikant opptak i1 samtlige organer, gjor at
TNT holdige eksplosiver kan vaere svert farlig for fisken siden det involverer samtlige
organer som er blitt provetatt i dette forseket. Hvordan TNT vil pdvirke fisken vet man ikke

og ma utredes ved videre forskning.
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Abstract

Force currently uses a broad range of munitions that contain hazardous substances. Larger
weapons are often composed of several components and include explosives. The most toxic
compound found in explosive ammunition is 2, 4, 6 - Trinitrotoluene (TNT). Reporting
degree of quantity explosive-containing munitions that are allocated out of the environment is
low and toxicological studies have identified the remains of such ammunition in terrestrial

and aquatic environment.

Little is currently known how explosive TNT will affect fish. In this study, tracer uptake and
excretion of '*C - TNT was examined in Atlantic salmon (Salmo salar). Uptake and
elimination of TNT was measured as total '*C - activity in different organs over a period of 96
hours. There were six sampling during the 48 hours uptake period as well as 6 samplings
during the elimination period. The exposure was performed in a low conducitivity water

quality for Norway.

A significant activity of '*C - TNT was measured in 8 of 10 organs after 6 hours and after 48
hour exposure, there was a significant uptake in all organs, indicating that '*C - TNT is
rapidly taken up by fish. During the elimination, there were no significant differences between
48-hour uptake and 48-hour elimination except in the brain and intestinal. This may suggests
that the separation takes longer than 48 hours and that the biological half-life is longer than 48
hours for salmon in a ion poor water than for other fish species that has been previously
researched. The activity of '*C - TNT was highest in organs such as bile, intestine and lowest
in blood and muscle during the experiment. This suggests that the '*C - TNT does not
accumulate in muscle tissue and blood that distributes '*C - TNT to the organs. *C - TNT was
taken up through the gills and transported to internal organs via the blood. The fact that it was
measured in brain activity suggests that "C - TINT has penetrated through the blood brain
barrier via the bloodstream. The evidence of a significant uptake in all organs makes the
TNT-containing explosives can be very dangerous for the fish since it involves all the

agencies that have been sampled in this study.
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1 Innledning

I Norge finnes det et sted mellom 500 og 800 skytebaner, som er spredt rundt i ulike militeere
oving og skytefelt (Voie et al. 2010). Skyte- og evingsfeltene vil oftest inneholde forskjellige
baner der ulike vapen blir benyttet. Det vil vare baner for handvapen, artilleri og
bombekastere, stridsvogn, panservern, hdndgranater og bomber. Til disse vapensystemene blir
det benyttet en mengde ulike ammunisjonstyper. Hvor mye som blir forbrukt av det som blir
utlevert er usikkert da rapporteringsgraden for alle typer ammunisjon er relativt lav. I 2010
var rapporteringsgraden pa 44 % og 1 folge forsvarssektorens miljeregnskap for 2010 var
forbrukt mengde eksplosiver i norske skyte- og evingsfelt estimert til 58 231 kg (Ringnes et
al. 2011).

Ammunisjonstypene som blir benyttet i militeere sammenhenger kan inneholde eksplosiver,
enten i form av sprengladninger, drivladninger eller pyrotekniske virkemidler samt en rekke
metaller (Department of the US Army 1984). Ammunisjonsrester i form av eksplosiver som
blir liggende igjen kan utgjere en risiko for bade terrestriske og akvatiske organismer
(Hovatter et al. 1997; Lotufo 2011; Zitting et al. 1982). Det har vert mye fokus pa
forurensinger av tungmetaller (Rognerud & Qvenild 2002) fra handvdpen ammunisjon i
militere skyte- og evingsfelt 1 Norge (Heier ef al. 2009; Heier ef al. 2010; Rognerud 2011;
Stromseng & Ljeones 2002) mens forurensing fra ammunisjon med sterre kaliber som

inneholder eksplosiver har i mindre grad blitt undersekt (Johnsen et al. 2008).

Eksplosiver som blir benyttet av forsvaret bestdr av energetiske forbindelser som er organiske
og uorganiske (Department of the US Army 1984). Man definerer et eksplosiv som et kjemisk
materiale som under pavirkning av termisk eller mekanisk sjokk vil dekomponere raskt med
utvikling av et stort volum av varme og gass (Shreve 1984). Man utnytter de unike
egenskapene ved hvert enkelt sprengstoff til & lage kjedereaksjoner der hovedladningen ofte
bestar av 2, 4, 6 trinitrotoluen (TNT) (Department of the US Army 1984) som er det mest
kjente og brukte hayeksplosivet i ammunisjon (Macek 1961) sammen med nitraminene 1,3,5-
trinitroperhydro-1,3,5-triazin  (RDX) og 1,3,5,7-tetranitroperhydro-1,3,5,7-tetrazosin ~ (HMX)
(Department of the US Army 1984). Restene av disse organiske eksplosivene kan omdannes 1
naturen til en serie nedbrytningsprodukter med andre fysiske, kjemiske og toksikologiske
egenskaper og kan utgjere en fare for omverdenen (Conder et al. 2004; Ownby, D. R. et al.
2005; Rylott et al. 2011).



I USA og Canada er det blitt gjort undersgkelser i de fleste skytebaner for sterre vapen og det
er blitt gjort funn av eksplosiver som hovedsakelig er lokalisert til mélomradet, men det er
ogsa funnet rester ved standplass (Ampleman. G et al. 1998; Martel et al. 2006). Det er ogsé
rapportert at eksplosivpartikler kan migrere fra skyte- og evingsfelt via vann (Taylor et al.
2009b). Det er derfor grunn til & tro at det kan vaere omrader som er forurenset av eksplosiver
fra ammunisjon 1 Norge ogsd, noe som bekreftes da maélinger utfert av Forsvarets
forskningsinstitutt (FFI) har mélt forheyede nivéer av eksplosiver i skyte- og evingsfelt samt 1

demoleringsomrader (Voie 2008).

Det er fd studier som viser opptak og utskillelse av TNT 1 fisk og annen akvatisk biota.
Studiene viser at det forekommer opptak av TNT og dens metabolitter i fisk ved eksponering
av '*C - TNT (Ownby, D. R ef al. 2005; Talmage S. S et al. 1999; Yoo et al. 2006). Opptaket
av TNT stabiliseres etter 4 timer og at TNT hovedsakelig akkumuleres 1 deler som hodet, milt
og innvoller (Lotufo 2011; Ownby, D. R et al. 2005), og skilles raskt ut igjen (Yoo et al.
2006). Bunnlevende organismer som (Chironomus tentans og Lumbriculus variegatus) viser
ogsa opptak (Belden et al. 2005). Man har ikke tilstrekkelig kunnskap om hvordan opptak og
utskillelses kinetikk skjer nar det gjelder TNT eksponering av akvatiske organismer. Opptak
av kjemikalier 1 akvatiske organismer er blant annet avhengig av konsentrasjoner, kjemikalies
biotilgjengelighet samt biotransformasjonene til kjemikaliet. I vann vil fisk hovedsakelig ta

opp kjemikalier via gjeller og over skinn eller via fede (Ostrander 2000).

Siden man ikke vet hvordan opptak av TNT fordelerer seg og hvor lang oppholdstid TNT og
dens metabolitter har for TNT eventuelt skilles ut fra akvatiske organismer som fisk, er det
grunn til & underseke opptak og utskillelse 1 flere organer samtidig for a4 se pi
biotilgjengelighet og akkumulering over tid samt konsentrasjonsvariasjoner i de ulike

organene ved opptak og utskillelse.

Hovedmalet med oppgaven var 4 underseke opptak og utskillelse av TNT i fisk som funksjon
av tid. Forsgket ble gjennomfert ved bruk av radioaktiv tracer teknikk der laks ble eksponert
for '*C merket TNT via vann. Fisk ble eksponert i 48 timer for den ble flyttet over pa rent
vann for & folge utskillelsen 1 48 timer. Opptaket og utskillelsen ble mélt i 10 ulike organer
hos fisken. Denne kunnskapen vil vere nyttig i forhold til risikovurderinger av resipienter

tilknyttet skytefelt der det blir og har blitt brukt eksplosiver.



2 Teori

2.1 Kilder

Eksplosiver og metaller er jordforurensinger som kan forekomme 1 militere evingsomrader
(Pennington & Brannon 2002; US.EPA 2000) og i krigsomrider. TNT er den mest giftige
organiske forbindelsen som finnes i ammunisjon (Dave et al. 2000; Dodard et al. 1999).
Eksplosiver som er funnet i militere gvingsfelt er hovedsakelig TNT samt eksplosivene 1,3,5-
trinitroperhydro-1,3,5-triazin  (RDX) og 1,3,5,7-tetranitroperhydro-1,3,5,7-tetrazosin  (HMX)
(Ampleman. G et al. 1998; Johnsen et al. 2008). Forurensing av eksplosiver 1 slike omrider
skjer ved at ammunisjon ikke blir fullstendig detonert (Engen Karsrud ef al. 2010; Thiboutot
et al. 1998). Eksplosiver er faste stoffer som raskt gir over til gasser samtidig som det
utvikles svert hoye temperaturer. Den raske omsetningen gjor at omgivelsene blir utsatt for
kraftig stot og trykk. Mesteparten av eksplosivene vil ved detonasjon omdannes til lite giftige
forbindelser som vanndamp (H,O), nitrogen (N;) og karbondioksid (CO,), men sprenggassene
kan ogsa inneholde nitrese gasser og karbonmonoksid (CO) som er giftig og helseskadelig
(Department of the US Army 1984; Yinon & Zitrin 1993), men noe av eksplosivene vil bli
liggende igjen udetonert (Hewitt et al. 2005; Taylor et al. 2006). I gamle skytefelt kan
mélomrader ha blitt flyttet slik at udetonerte partikler kan vere fordelt over store omrader
(Parmer et al. 2010) og ved flomepisoder og sngsmelting kan slike partikler bli transportert ut
av det forurensete omradet og avsatt 1 akvatiske miljo (Taylor et al. 2009b). Partiklene vil
kunne flyte 1 vannet og bli festet pé jordpartikler eller bli re - mobilisert (Taylor et al. 2009a)

og bli tilgjengelig for vannlevende organismer som fisk.

Udetonert og delvis detonert ammunisjon er kilder til hoye konsentrasjoner av eksplosiver som
kan vere til skade for naturen (Hewitt et al. 2005) og vil vare et avfallsproblem for militaere
installasjoner. Udetonert ammunisjon som forekommer under gvelse blir som oftest demolert ute i
felten med ladninger av TNT (Hewitt ef al. 2003) eller i demoleringsfelt naer skytefeltet (Johnsen
et al. 2008). Udetonert ammunisjon som har ligget lenge 1 terrenget og er skadet av korrosjon vil
lekke TNT, som kan spre seg via vann og jordpartikler (Ampleman. G et al. 1998; Johnsen et
al. 2008). Gammel og delvis detonert ammunisjon fra andre verdenskrig blir ogsa demolert
med TNT 1 regulerte demoleringsfelt og kan medfere spredning av TNT partikler som ikke
blir fullstendig demolert (Johnsen et al. 2008). TNT i vann vil primaert degraderes ved
fotolyse og TNT halveringstid vil vere avhengig av partikkelstorrelse samt lysforhold
(Talmage S. S et al. 1999). Ulikt mange andre organiske forurensinger har TNT relativt liten



affinitet til jordpartikler og man vil anta at slike partikler migrere raskt til grunnvann og

overflatevann (Alavi ef al. 2011).

Mesteparten av eksplosivholdig ammunisjon som demoleres i Norge blir innlevert til
Oyradalen destruksjonsanlegget 1 Lerdal som ble etablert i 1976 og resultater fra
grunnmalinger i omrédet Oyradalen viser ingen kritiske verdier av eksplosiver (Johnsen &
Voie 2011). For demoleringsanlegget ble opprettet ble gammel ammunisjon deponert i
nedlagte gruver, men det er i dag ikke pévist verdier i avrenningsvann fra gruvene som vil
utgjere en miljerisiko. I Sverige har det blitt gjennomfert overvdkning av en gruve der det har
blitt dumpet over 900 tonn eksplosiver. Vann som renner ut fra gruven hadde ingen spor av
eksplosiver (Liljedahl & Qvarfort 1997). Det norske Forsvaret og Raufoss ASA har ogsa

dumpet ammunisjon med eksplosiver i Mjgsa (Voie 2005).

Eksplosivene vil holde seg i granaten sa lenge den ikke korroderer i stykker. I ferskvann er det
lite salt og det kan vare oksygenfattige forhold pa bunnen som vil redusere
korrosjonshastigheten. I marine miljoer er det mye mer salter og ofte mer oksygenrike forhold
og derfor vil korrosjonen ga raskere, slik at utslipp av TNT umiddelbart blir en fare for
miljoet (Ek ef al. 2008; Talmage S. S et al. 1999). Hvis eksplosivene forst lekker ut vil de bli
utsatt for bade abiotisk og biotisk nedbrytning. Hvor raskt dette vil skje er avhengig av
stabiliteten av stoffene i miljoet det spres 1, om det tas opp av organismer eller planter samt
konsentrasjon av eksplosivene (Esteve - Nunez A et al. 2001; Krumholz et al. 1997; Van
Aken et al. 2004).

Forurensinger av eksplosiver forekommer ogsa fra produksjon av TNT serlig i jordsmonn og
grunnvann rundt produksjonslokaler, men siden TNT har lavt damptrykk 1,99 x 10 mm Hg
ved 20 °C vil det mest sannsynlig ikke vare fare for luftforurensning. Forurensinger fra TNT

sees ofte som en redlig farge i vann og jord (Talmage S. S et al. 1999).

2.2 2,4, 6 Trinitrotoluen (TNT, C¢H, (NO;); CH3)

TNT blir ogsa kalt trinitrotoluen, trinol og trotyl. TNT ble forste gang fremstilt av den tyske
forskeren Julius Willibrand i 1863. Det er et lysegult, krystallinsk stoff med molekylvekt pa
227,13 mol/g, smelter ved 82 °C og det eksploderer ved 240 °C (Department of the US Army
1984) (vedlegg 1).



Hvordan organiske forbindelser opptrer i miljoet er avhengig av molekylstruktur, sterrelse,
form samt de funksjonelle grupper. Ut fra strukturen er TNT et substituert benzenderivat.
Hvor leselig en organisk forbindelse er i vann er avhengig av polaritet. Polaritet er videre
avhengig av antall polariserende atomer som oksygen og nitrogen. Slike atomer har en
tendens til & gke ladningsseparasjonen og som konsekvens av dette gke loseligheten i vann
(Walker ef al. 2006). TNT har en lgselig pd 130 mg/l ved 20 °C vann (Ryon 1987) og er lett
loselig 1 aceton, benzen, toulen og pyrimidin og kan ogsa leses i eter og varm alkohol

(Department of the US Army 1984).

Til & begynne med ble TNT brukt som fargestoff i farge og tekstilindustrien. Det ble ikke
benyttet 1 militeer sammenheng for det tyske forsvaret begynte 4 bruke TNT som et eksplosiv i
artillerigranater i 1902 og det britiske forsvaret i 1907. TNT ble klassifisert som et eksplosiv
av britiske myndigheter i 1910. I 1912 ble det vedtatt at eksplosivet skulle brukes som
standard sprengladning i1 heyeksplosive komponenter for feltartilleri til det amerikanske
forsvaret (Department of the US Army 1984). Trinitrotoluen er det mest brukte eksplosivet 1
militere sammenhenger pd grunn av hey eksplosiv kraft, kjemisk stabilitet, lav folsomhet for
ytre pavirkning og at det er enkelt & produsere (Ownby, D. R et al. 2005). I tillegg er det
kompatibelt med andre eksplosiver samt gunstig for omsmelting og omsteping (Department
of the US Army 1984). Siden 1945 og fram til 1980- tallet har USA produsert 65 tonn TNT
daglig (Lewis et al. 2004).

CH,

NO,

Figur 1: Strukturformel av TNT

TNT beskrives som moderat giftig og det kan eksistere som seks mulige ring isomerer, men
det er bare alfa isomeren (figur 1) som er av militer interesse (Department of the US Army
1984). TNT molekylet har underskudd av oksygen og ma derfor blandes med andre
eksplosiver for & f4 en positiv oksygen balanse. Nar ren TNT blir avsatt produseres det sort

royk som indikerer en negativ oksygenbalanse. Det vil si at TNT, som ikke inneholder nok



oksygen ikke vil klare a oksidere karbon atomene fullstendig til karbondioksid. For &
optimalisere effekten av eksplosivet blir det blandet inn ammoniumnitrat. Denne blandingen
har heyere eksplosiv styrke enn ren TNT (Department of the US Army 1984). Ligning 1 viser

hvilke produkter som dannes ved detonasjon av TNT.

1) 2 C;HsN3O¢ (s) 23N, @t 7 CO @t 5 H,O @t 7C (s)

Nar TNT detoneres blir det frigjort energi og produsert stabile forbindelser som
karbonmonoksid (CO), karbondioksid (CO,) og nitrogen (N;) (Yinon & Zitrin 1993). Dette er
et felles trekk for de fleste eksplosiver, da de alltid bestdr av mange nitrogen eller oksygen
grupper, vanligvis i form av to, tre eller flere nitro - grupper som er festet til en rekke

karbonatomer noe som gjor eksplosiver stabile (Department of the US Army 1984).

Krav til militeere eksplosiver er at de ma vere felsomme ovenfor stet og friksjon. De skal ikke
kunne detonere ukontrollert fra hdndvépen ved bruk. I tillegg ma de ha evner til & tile lang
lagringstid, kunne skytes i prosjektiler eller slippes fra fly uten at det eksploderer for
eksplosivet treffer tenkt mal (Department of the US Army 1984).

2.3 Nedbrytningsprodukter av TNT

Nedbrytningsprodukter av TNT har vert kjent i lang tid, men det er fa studier som viser
konsekvenser av disse produktene i miljoet. Nedbrytning av TNT skjer hovedsakelig ved en
sekvensiell reduksjon der nitro - gruppene reduseres til aminer (Kaplan & Kaplan 1982;
Pennington & Brannon 2002). Det forekommer ulike typer nedbrytning av TNT, bade ved
fotolyse og biologisk nedbrytning (Rylott et al. 2011). Biologisk nedbrytning er godt
dokumentert og viser gjennom mikrobiell aktivitet at TNT vil brytes ned til en mengde
nedbrytningsprodukter. Denne nedbrytningen kan skje 1 bdde anaerobt og aerobt miljo (Esteve
- Nunez A et al. 2001; Rylott et al. 2011).

Laboratoriestudier rapporterer at TNT brytes raskere ned i ferskvann ved tilgang av sollys enn
ndr det er morkt, men at det er lite dokumentasjon pa hvor raskt nedbrytningen skjer, samt at
TNT er mer stabilt i saltvann (Talmage S. S et al. 1999). Begrepet redt vann kan veare et
resultat av fotolyse av nitro forbindelser 1 vann. De primere nedbrytningsproduktene til TNT i
vann  er 1,3,5-trinitrobenzen,  4,6-dinitroantranil,  2,4,6-trinitrobenzaldehyd,  2,4,6-
trinitrobenzonitril, og 2,4,6-trinitrobenzosyre (Talmage S. S et al. 1999). Studier av '*C - TNT

har pavist metabolitter som 2 - amino - 4,6- dinitrotoulen (2ADNT) og 4, amino 2, 6-



dinitrotoulene (4ADNT) i sedimenter, jord og vann (figur 2) (Ek et al. 2008; Spain 1995;
Talmage S. S et al. 1999).

CH, CH,

O N~~~ NH; O,N ‘\\_ NO,
L s P
NO, NH,

Figur 2: Metabolitter av TNT som er mest funnet i skyte- og evingsfelt.

I en studie med meitemark (7Tubifex tubifex) i bunnsedimenter ble det observert en signifikant
nedbrytning av TNT i vannet der 4 - ADNT var det primare nedbrytningsproduktet. Det ble
ogsé observert at nedbrytningshastigheten i vann var sterre enn for sedimenter, og at 6 % av
TNT var brutt ned etter 24 timer og 28 % var brutt ned etter 54 timer (Conder et al. 2004). 1
en studie med fisk ble det observert at allerede etter 10 minutter kunne man finne 2 - ADNT

og 4 - ADNT i fiske vev (Yoo ef al. 2006).

2.4 TNT og opptak i biota

Terrestriske og vannlevende organismer vil ta opp TNT forskjellig. Vannlevende organismer
vil vare utsatt for en mer konstant eksponering via vann der ogsd mat er en viktig
eksponeringsvei (Houston & Lotufo 2005; Walker ef al. 2006). For terrestriske organsimer vil
ikke eksponeringen vere like konstant da TNT vil foreligge som sporadiske forurensinger i
jord samt eksponering via mat. Meitemark som forseksorganisme viser at TNT kan bli tatt
opp via mat og gjennom hud fra jord (Houston & Lotufo 2005; Lachance et al. 2004;
Pennington & Brannon 2002; Robidoux et al. 1999). De viktigste opptaks veier for TNT i fisk
er gjennom mage og tarm samt gjeller hvor den kan spres til andre organer via blod- og
lymfesystemet. For & bli tatt opp mé stoffet passere flere barrierer som for eksempel
cellemembranene i tarm og gjeller. Opptaket gjennom cellemembranen kan skje bade
gjennom passiv diffusjon og aktiv transport. Hvordan og hvor effektiv et stoff tas opp er
avhengig av blant annet fettlgselighet og molekylsterrelse (Walker et al. 2006). Forskning pa
ulike fiske arter tyder pa at TNT - metabolitter hoper seg opp 1 sterre grad enn utgangsstoffet

og at metabolittene binder seg kovalent til cellulere proteiner og andre makromolekyler, men



skadevirkninger og effekter er ikke sa kjent (Conder et al. 2004; Ownby, D. R. et al. 2005). Et
mal pd opptak i1 fisk er biokonsentrasjonsfaktor (BCF), som beskriver forholdet mellom

konsentrasjon i organismen eller organet og det eksponerte vannet (Walker et al. 2006).

Det er ikke funnet litteratur pa tidligere opptak og utskillelses studier med TNT der man har
undersekt 10 organer i fisk samtidig, men det er rapportert BCF pd 20,5 ml/g basert pa
metoden log Kow 2,2 av TNT i ulike vevsprover fra fisk (Liu et al. 1983) og 0,79 ml/g
(Ownby, D. R et al. 2005). Det er generelt rapportert heyere konsentrasjoner av
nedbrytningsprodukter fra TNT enn av hovedmolekylet TNT (Conder et al. 2004). Ved
eksponering over tid vil konsentrasjonen gke i organismen til det oppnés en likevekt mellom

opptak og utskillelse. (Lotufo 2011; Ownby, D. R et al. 2005; Yoo et al. 2006).

2.5 Tracerteknikk

Tracerteknikk er svert anvendelig i specieringsstudier (Salbu 1987). En tracerteknikk er
basert pé at radioaktive isotoper er kjemisk identisk til de stabile isotopene. For eksempel '*C
som er den radioaktive isotopen til C. Nar man til et stabilt grunnstoff tilsetter spor av en
radioaktiv isotop av det samme grunnstoffet, kan man ved hjelp av den radioaktive strilingen
fra den tilsatte isotopen studere hvordan grunnstoffet deltar i reaksjoner og fordeler seg i

organismen (Choppin et al. 2002).

Ved valg av tracer er det veldig viktig a tenke pa at traceren ma kunne folge prosessen man er
ute etter, dens stralingsegenskaper som type straling, energi og halveringstid. I tilegg er
strdlevern viktig. Strdlevern er & iverksette administrative og tekniske tiltak for & holde
straledosene sd lave som mulig (ALARA-prinsippet, As Low As Reasonably Achievable).
Nar det gjelder halveringstiden sa ma den ikke vaere for kort og heller ikke for lang. Er den for
kort kan traceren vaere utdedd fer forseket er ferdig og er den for lang kan det bli problemer
med avfall fra forseket. Det er ogsa viktig at det er enkelt & mdle aktiviteten fra traceren.
Traceren som ble valgt i dette forsgket var en betaemitter som enkelt kan méles pa en Liquid

Scintillation Counter (LSC) (Choppin et al. 2002).



3 Materialer og metode

3.1 Eksponeringsoppsett og forseksorganismer

Forseket ble utfort pa Isotoplaboratoriet ved Fiskefjoset, UMB. To 90 L svarte stamper ble
fylt med 50 L vann fra Maridalsvannet som rdvann. Vannet i1 forseks- karene ble temperert 1
forhold til romtemperaturen pd ca 10 °C for forsekstart, og ble tilfort oksygen i form av ei
pumpe med to luftesteiner. Begge karene hadde isopor - lokk for at det skulle vaere merkt og
for at fisken ikke skulle hoppe ut. Lignende eksperimentelle oppsett har vert brukt tidligere
uten 4 fordrsake noen skadevirkninger for fisken. Forseket er godkjent av The Norwegian

Animal Research Authority (NARA) / Forsgksdyrutvalget (FDU).

Forseksfisken, Atlanterhavslaks (Salmo Salar) (figur 3) ble sultet i fem dager for
eksperimentets start. Fisken var ca 6 méneder samt 24,9 + 5 g og 14,1 + 1,1 cm lang. Under
sortering ble det benyttet tricaine methanesulfonate (MS222, Argent Chemical Laboratories,
Inc., Redmond, WA, USA) og det ble sortert ut 144 fisk. Det ble satt 72 fisk i et
eksponeringskar og 72 fisk i1 et kontrollkar. Ved start var det en biomasse pa 1797 gram i
eksponeringskaret og 1832 gram i kontrollkaret. Etter at fiskene var satt ut i forsgkskarene ble
eksponeringskaret tilsatt 1,8 ml C-14 merket TNT tracer fra American Radiolabeled
Chemichals (St. Louis, MO, USA) med en renhet pd > 99 %. Den spesifikke aktiviteten pd

traceren var 5 mCi/mmol og konsentrasjonen var 0,1 mCi/ml.

Figur 3: Et eksemplar av forseksfisken (Salmo salar). Foto S. Stornes



3.2 Prosedyrer ved prevetaking og registreringer

3.2.1 Prevetaking av fisk

Det ble tatt opp 6 fisker for hvert proveuttak som ble dissekert etter folgende tidspunkter: 1, 3,
6, 12, 24 og 48 timer for bade opptaks og utskillelsesperiode. Etter 48 timers opptak var det
igjen 36 fisk i hvert kar. Fiskene ble flyttet fra kontrollkar og eksponeringskar over i nytt

kontrollkar og eksponeringskar for utskillelse.

Fisken ble avlivet med et slag 1 hodet, og rett etter avlivning ble det umiddelbart tatt
blodprover. Blod ble overfort til forhdndsveide Econo Glass Vial, A-quality for liquid
scintillation counting (PerkinElmer, Waltham, USA) og ved noen utvalgte uttak ble
blodprever analysert for glukose og for plasma ionene natrium (Na), kalium (K) og klor (Cl)
ved bruk av [-STAT®system (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, USA). Blodprovene
ble tatt rett etter opptak pa fiskefjoset da blod koagulerer raskt etter avlivning. Fisken ble
deretter transportert til isotoplaboratoriet for videre disseksjon. Fisken ble veid og mélt fer
dissekering. Folgende organer ble dissekert ut: gjelle, galle, lever, nyre, milt, mage, tarm,
hjerne og muskel. Figur 4 viser storrelsesforholdet pa hvert organ som ble tatt ut. Organene
ble fortlopende lagt i forhandsveide ror etter disseksjon, som var merket med forsekskode,
fiskenummer og type organ. Alle fiske organene ble provetatt etter EMERGE
provetakningsprotokoll for fiskepraver fra levende fisk (Rosseland et al. 2001).
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Figur 4: Sterrelseforhold pd organene som ble dissekert ut. Fra venstre: hjerne, nyre, muskel,
mage, lever, galleblere, gjelle, tarm og milt samt blodpreve da organene i forsgket ble lagt
rett 1 forhdndsveide vials. Foto. S. Stornes
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3.2.2 Kondisjonsfaktor
Fiskens kondisjonsfaktor (k) ble beregnet ut fra fiskens vekt (gram) og totale lengde (cm)

etter Fultons formel:

_ vekt x 100
~ lengde3

3.2.2 Provetaking av vann

Vannprever ble samlet inn for hvert proveopptak og Ultima Gold*® (PerkinElmer, Waltham,
USA) tellevaeske ble tilsatt for analyse pa LSC, se tabell 1 for detaljer. pH og konduktivitet
ble milt ved hvert proveuttak (Extech Extick II EC510). Temperatur ble avlest med
OxyGuard temperaturméler (Birkered, Danmark). Oksygen (O,) og CO, ble malt med
OxyGuard Type III Oksygen probe med en ngyaktighet pd = Img/I1.

Ammonium (NH*), nitritt (NO,) og nitrat (NO3) ble analysert med folgende analysekitt:
Ammonium- test 1147520001, metode indophenol blue med malomrade 0,010 - 3,00 mg/l
NH4 — N (Merck, Darmstadt, Germany). Nitritt — test 1147760001, metode griess reaction
med malomrade 0,005 — 1,000 mg/l NO, — N (Merck, Darmstadt, Germany) og nitrat - test
1097130001, metode 2,6 — Dimetylphenol med malomrade 0,10 — 25,0 mg/l NO3; — N (Merck,
Darmstadt, Germany). Pravene ble analysert med spektrofotometeret Spectroquant, NOVA 60
(Merck, Darmstadt, Germany). Ndr ammoniumnitrat fra feces lgses 1 vann dannes ammonium
(NH;") og ammoniakk (NH3). Den totale konsentrasjonen av disse to stoffene kalles TAN —
totalt ammoniumrelatert nitrogen. NH," ble konvertert til nitrogen i ammonium ion (NH;" -

N) ved 4 multipliseres mengde NH4 ™ med ratio verdi 0,776 (US.EPA. 1999).

Det ble utfert ultrafiltrering (Millipore Amicon®Ultra- 15, molekylvekt cutoff 10 kDa,
Amicon) av vannprever ved tid 0 og etter 48 timers eksponering for 4 skille lavmolekylere fra
hoymolekylere forbindelser. Provene ble sentrifugert 1 en Heraeus Labofuge
(Buckinghamshire, England) sentrifuge pa 3000 rpm i 60 minutter. Det ble pipettert ut 5 ml
filtrat som ble tilsatt Ultima Gold (PerkinElmer, Waltham, USA) tellevaske for analyse.

3.2.3 Oppslutning av organer til analyse

Vevsprovene ble oppsluttet med Solvable (Perkin Elmer, Waltham, USA) som er et alkalisk
losningsmiddel som leser opp organisk vev. Solvable ble tilsatt direkte 1 vialsene med
organene som deretter ble satt pa vannbad, se tabell 1 for detaljer. For noen av organene

(eksempel blod) fikk lesningen en gulaktig farge, som ble fjernet ved & tilsette 30 % H,O»
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(Merck) som er et kraftig oksiderende middel. Provene ble deretter satt pd vannbad og

losningen ble blank. Deretter ble pravene avkjelt til romtemperatur for tellevesken ble tilsatt.

Det ble benyttet Hionic Fluor som telleveske (Perkin Elmer, Waltham, USA) til de provene
som ble tilsatt 30 % H,O, (Merck) og Ultimate Gold (Perkin Elmer, Waltham, USA) til
organene hjerne og muskel som ikke ble tilsatt H,O,. Ultima Gold"® som telleveske (Perkin
Elmer, Waltham, USA) og Ultimate Gold (Perkin Elmer, Waltham, USA) er ikke kompatible
med 30 % H,0, (Merck) da provene ble blakket og kan fere til fargequench. Tabell 1 viser

mengder for de ulike organene.

Tabell 1: Oversikt over mengder kjemikalier til analyse av organer og vannprever.

Organ Solvable 60 °C vannbad 30 % H,0, 60 °C vannbad Telleveske
(min/max) ml min pl min Lo ml
Blod (0,2-0,5ml) 2 60 200 60 Hionic Fluor 15
Gjeller (10-50mg) 2 120 200 30 Hionic fluor 10
Lever (50-100mg) 2 90 — 120 200 30 -60 Hionic fluor 10-15
Nyre (50-100mg) 1-2 90 — 120 200 30 Hionic fluor 10- 15
Milt (20mg) 1 60 200 30 Hionic fluor 10
Mage (50-100mg) 1-2 60 —90 200 30 Hionic fluor 10-15
Tarm (20 mg) 1-2 120 200 60 Hionic fluor 10-15
Hjerne (50-150mg) 1 120 0 0 Ultima Gold 10
Muskel (150-200mg) 2 120 — 150 0 0 Ultima Gold 10-15
Vannprever (5Sml) 0 0 0 0 Ultima Gold"? 10

3.2.4 Miling av radioaktivitet

Karbon- 14 er en B- emitter og avgir en energi pa maksimal 156 keV. Provene ble mélt med
en TRI-CARB 2900 TR Liquid Scintillation Analyzer fra Packard (USA). Provene ble malt til
telleusikkerheten var under 2 %, eller de ble malt i 30 minutter dersom heyere telleusikkerhet.

Tellesikkerheten ble beregnet av instrumentet.

Effektiviteten til instrumentet avhenger av mengde quench som forekommer. Quench
reduserer telleeffektiviteten som folge av tap av malt energi. Det kan forekomme tre ulike
typer quench. Kjemisk quench skyldes partikler i proven og farge quench kan forekomme ved
farge 1 provelesningen. Ogsa foton quench kan forekomme ved ufullstendig overforing av
beta partikkel energi til losemiddelmolekyler (Choppin ef al. 2002). Instrumentet korrigerte
for quench etter quench kurve, se figur 1 i1 vedlegg 1. Quench kurven er laget av Perkin Elmer

Carbon-14 quenched standards set prod. Nr. 6008502 (PerkinElmer CT, USA).
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Bakgrunnen til instrumentet ble malt ved & méle de aktuelle tellevaeskene som skulle benyttes.
Ved & beregne gjennomsnittet for n=3 tellevasker ble denne bakgrunnen trukket fra ved
méling av preovene. Provene med lik tellevaeske ble kjort sammen. Det ble satt en blankprove

for kontroll pa bakgrunnsméling.

3.3 Beregning av biokonsentrasjonsfaktoren (BCF)
Biokonsentrasjonsfaktoren (BCF) gitt som ml/g ble beregnet for & se i hvilken grad organene
akkumulerte TNT fra vannet. Biokonsentrasjonsfaktoren angir aktiviteten av TNT i organet i

forhold til aktiviteten i vannet og ble beregnet ved & dele aktiviteten av TNT 1 organet pa
aktiviteten i vannet etter folgende ligning: BCFZ% . BCF =100 betyr at det er 100 x hoyere

konsentrasjon i1 organet enn i vann for oppkonsentrert total TNT 1 fisken.

3.4 Statistikk

Statiske analyser ble utfort ved bruk av Minitab 15® Statistical Software. Normalfordeling og
varians ble sjekket ved bruk av Anderson- Darling test. Data som ikke var normalfordelt ble
transformert ved bruk av Johnson transformasjon funksjon i programvaren. Levens test og
Bartlets test ble benyttet for & vurdere homogenitet i datasettet. For & teste om det var
signifikante forskjeller mellom ulike grupper ble det brukt ANOVA med 95 %
konfidensintervall (General linear modell). Tukey post hoc test ble brukt for & skille mellom
gruppenes gjennomsnitt ved de ulike prevetidspunkt. P<0,05 ble satt som statistisk
signifikant. Korrelasjoner mellom organer ble undersekt med Pearson produkt-moment test.
Testen méler kun styrken av lineaere sammenhenger der null lineaer sammenheng er r = 0 og
god lineer sammenheng er r = £1, men lave r verdier trenger ikke & bety at det ikke er
relasjon mellom variablene. Linezre sammenhenger mé ogsé sees sammen med signifikans

verdier (Lovas 2004).

Multivariat statistikk ble utfort ved hjelp av principal component analysis (PCA) der malet var
a forklare variasjonen i dataene. PCA baserer seg pa et n-dimensjonalt koordinatsystem, der n
er antall variabler eller, som 1 dette tilfellet, ti organer. Objektene i PCA er de seks
provetakningstidspunktene og disse objektene blir liggende som punker i det 10 -
dimensjonale koordinatsystemet. Koordinatsystemet kan beskrives ved hjelp av
prinsipalkomponenter (PC) der PC1 beskriver mest av variansen i datasettet, mens PC2
beskriver en mindre del enn variansen av PC1 osv. Loadingen til en variabel kan variere fra

+1 til -1 og sier noe om hvor mye variabelen har 4 si for prinsipalkomponenten.
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4 Resultat og diskusjon

Hovedmalet med oppgaven var & se pa opptak og utskillelse av '*C - TNT i ulike organer hos
laks, som funksjon av tid. Det ble tilsatt radioaktivt merket TNT, der ett karbonatom 1 ring -
strukturen til TNT var merket. Ved maling av '*C - TNT under forsoket kan det ikke skilles
mellom TNT og dens metbolitter 2 - ADNT og 4 - ADNT, og dataene pa aktivitet som er

presentert er derfor summen av TNT og dens metabolitter.
4.1 Karakterisering av eksponeringsvann

4.1.1 Generell vannkjemi
Maridalsvann som ble brukt som ravann er en relativ ionefattig vannkvalitet med lave til
moderate mengder humus, noe som er dominerende for norske ferskvann (Henriksen et al.

1989; Skjelkvale et al. 2007). Vannkjemi for Maridalsvannet gitt i tabell 2.

Tabell 2: Generell vannkjemi for Maridalsvannet. Verdiene er gitt som mg/L.

TOC Ca Mg Na K Cr NO;” SO~

5,2 3,0 0,60 1,7 0,60 1,7 0,20 2,7

Temperatur og pH 1 vannet var relativt stabil under eksponering, mens konduktiviteten ekte
noe (tabell 3). Okning i konduktivitet skyldes mest sannsynlig utskillelse av salter fra fisken

under forsoket.

Tabell 3: Konduktivitet, pH og temperatur under opptaksperioden.

Time pH Konduktivitet (LS/cm) Temp C°
1 6,7 38 10,9
3 6,8 41 9,7
6 7,3 43 9,6
12 7,4 47 9,7
24 7,3 50 9,9
48 7,5 52 10,1

4.1.2 Gasser

Oksygen innholdet (O,) i vannet var innenfor normal verdier for ferskvann da normal -
verdier i temperatursjiktet 0 til 10° C er 8,02 mg/L til 10,29 mg/L (tabell 4) (Schmidt -
Nielsen 1997). Karbondioksid (CO,) holdt seg stabil gjennom hele eksponeringsperioden med
en konsentrasjon pd 2,0 mg/L, se tabell 4, og disse verdiene forte ikke til negative forhold for

fisken.
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Tabell 4: TAN og konsentrasjoner av O, og CO, fra forsgkskaret forseket.

Dag TAN mg/L 0, mg/L CO,/L
1 2,2 9,4 2,0
2 2,8 9,5 2,0
3 0,5 * *
4 0,7 10,1 2,0

*) ikke provetatt.

Ammoniakk utgjer det meste av det metabolske nitrogenavfallet fra fisk (Schmidt - Nielsen
1997; US.EPA. 1999). TAN var noe hey under opptaksperioden men ble lavere under
utskillelsesperioden fordi biomassen ble lavere (tabell 4). Alle malingene var innenfor

Mattilsynets normal TAN — verdier for denne type fisk (Rosten et al. 2004).

4.1.3 TNT (total og ultrafiltrert)
Vannprover samlet inn ved hvert proveopptak under opptaksperioden, indikerte at malt '*C -
aktivitet i vannet var relativ stabil. '*C — TNT konsentrasjonen i vannet under
opptaksperioden pé 48 timer var innenfor 25 % av start konsentrasjonen for hvert preveopptak
(se figur 5).
450
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Figur 5: Aktivitet av MC i vannet under eksponeringsperioden og utskillelsesperioden.
Vertikalstrek indikerer skille mellom opptaks og utskillelses periode.

Ultrafiltrering av vannprever med MilliQ vann (MQ), som ble tilsatt '*C - TNT og med
Maridalsvann ved start og etter 48 timers eksponering tyder pa at '*C - TNT - aktiviteten
foreligger som lavmolekylare forbindelser (<10kDa) da mesteparten av aktiviteten slipper
gjennom membranen (figur 6). I MQ — vann slipper 99 % av aktiviteten igjennom membranen

og med Maridalsvann ved start slipper 88 % igjennom membranen. Maridalsvannpregven etter
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48 timer slipper 75 % av '*C - TNT aktiviteten gjennom membranen og det tyder pa at noe av

aktiviteten kan ha festet seg til membranen via partikler 1 Maridalsvannet.

100 % T

80 %

60 %

40 %

20 %

0% 1 , ,
MQ Maridalsvann start Maridalsvann 48 timer opptak

Figur 6: Ultrafiltrering av MQ vann, Maridalsvann ved tid 0 og etter 48 timers opptak i
forhold til total mengde.

Man vil anta at organiske kjemikaler binder godt til organisk materiale. Siden TNT har en
antatt loselighet 1 vann pd 130 mg/l ved 20 °C og at leseligheten oker ved okning 1 temperatur
samt endring i pH (Ro et al. 1996) er det flere studier som viser at TNT ikke absorberes lett til
humuspartikler og humussyrer selv ved lavere temperaturer (Selim et al. 1995). Studier viser
ogsa at absorpsjon til humussyrer er noe pH avhengig samt at humussyrer har lav absorpsjon

til TNT (Selim et al. 1995).

4.2 Fysiologisk status hos forseksfisken
Blodplasmaverdiene for glukose, Na, K og Cl var ikke signifikant forskjellig fra
kontrollgruppen noe som betyr at man kan konkludere med at forseket ikke medferte noe

fysiologisk stress hos fiskene.

Tabell 5: Plasmaverdier av glukose, Na, K og Cl fra forseksfisken med standardavvik.
Verdier gitt som mmol /L + STD.

Tid n Glukose Na K Cl

0 3 42 +0,6 146 £ 0,6 5,1+1,1 134+ 2,1
24 4 42+1,3 147 £2,2 3,9+0,6 135+£2,5
48 4 3,7+0,3 144 +£ 2,1 5,9+1,3 134 £ 1,0
48k 4 54+3,7 143 +£2,8 6,2+1,8 131+4,4
54 4 44+22 140 + 3,3 4,4 +0,7 133+1,0
72 3 6,6+2,3 143+ 5,5 52+0,8 132 +3,8
96 2 3,8 145 3,5 134

Gjennomsnittlig k — verdi for de 72 forseksfiskene, som beskriver fiskens fysiologiske
tilstand i forhold til vekt og lengde, var 0,881 £+ 0,06 noe som er normalt for 6 maneders

gammel laks (Strand & Heggberget 1996).
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4.3 Akkumulering av “C-TNTi organene

4.3.1 Opptak av "*C - TNT

Eksponeringsvei for fisken i dette forseket var via vannet. Etter 1 time var det et signifikant
opptak av '*C — TNT i blod, hjerne, muskel og etter 3 timer var det ogsé et signifikant opptak
1 gjelle, lever og mage. Etter 24 timer var det opptak i alle organer unntatt galle og tarm men
etter 48 timers eksponering var det et signifikant opptak i alle 10 organene (tabell6). Det man
ikke kan si sikkert er om man har mélt bare lever og nyrer siden disse organene inneholder
mye blod som kan ha innvirket pa maleresultatet. Ut fra figur 7 kan man se at mange organer
har en okning i opptak av '*C — TNT fram til 6 — 12 timer for deretter et avtagende opptak. I
tarm og galle kommer denne ekningen noe senere. Signifikant opptak av '“C - TNT i
organene blod, hjerne, muskel og gjelle etter 1 til 3 timer kan tyde p4 at fisken tar opp "*C —
TNT fra gjeller og inn 1 blodet for utskillelse til tarm. Det kan ogsa virke som om opptaket
over gjellene reduseres eller stabiliseres til tross for at fisken fortsatt eksponeres og at
halveringstiden er relativt kort. Det at fisken raskt tar opp TNT samsvarer med tidligere
eksponeringsstudier (Ownby, D. R et al. 2005; Yoo et al. 2006) som ogsa rapporterer at ' 'C —
TNT raskt blir tatt opp 1 fiske vev.

Tabell 6: P-verdier fra ANOVA GLM med post hoc Tucey test mellom kontrollgruppe og
provetidspunkter. Signifikant forskjellige verdier er uthevet.

Organ k-1t k-3t k-6t k -12t k-24t k-48t 1t-48t

Blod 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,00
Gjelle 0,236 0,031 0,004 0,275 0,045 0,589 0,983
Galle 1,00 0,999 0,999 0,988 0,834 0,000 0,000
Lever 0,071 0,016 0,000 0,000 0,032 0,004 0,863
Nyre 0,857 0,082 0,040 0,289 0,080 0,987 0,996
Milt 0,529 0,051 0,000 0,019 0,000 0,007 0,041
Mage 0,855 0,047 0,001 0,069 0,000 0,004 0,058
Tarm 0,999 0,997 0,906 0,006 0,605 0,028 0,055
Hjerne 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,009 0,539
Muskel 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,371 0,000

Under eksponeringsperioden var det variasjoner i ''C — TNT aktivitet i de forskjellige
organene. Denne variasjonen kan skyldes at det er tatt ut relativt lite vev per prove slik at
dette kan ha pavirket mengde malt radioaktivitet per gram. Det kan ogsé skyldes tilfeldigheter

og feil 1 provetakingen.
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Figur 7: Aktiviteten av '*C merket TNT gitt som dpm C-14/g+ standard feil organ som
funksjon av tid, under opptak og utskillelse i organene blod, gjelle, galle, lever, nyre, milt,
mage, tarm, hjerne og muskel. Vertikalstrek skiller opptak og utskillelses periode.

Fra 1 time til 48 timers eksponering var det en signifikant ekning i galle og milt (figur 8 og 9).
Dette tyder pé at '*C - TNT sirkulerer og oppkonsentrerer seg i disse organene som kan vare
en forbindelse med ekskresjon og utskillelse av TNT i1 organsimen, mens den avtagende

aktiviteten i muskel skyldes at det mest sannsynlig ikke skjer noen opphopning av '*C - TNT i

muskelvev.
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Figur 8: Gjennomsnittlig aktivitet av MC- INT gitt som dpm pr gram organ under opptak og
utskillelses periode med standardfeil.

Galle ble satt i egen figur pa grunn av mye hoyere verdier enn de andre organene.
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dpm/g

Figur 9: Gjennomsnittlig aktivitet av MC- TNT gitt som dpm pr gram galle under opptak og
utskillelses periode med standardfeil.

Aktiviteten i galle gkte signifikant fra 1 time til 48 timer (se figur 9 og tabell 6) og aktiviteten
var etter 48 timer en faktor 32 ganger hoyere enn etter 1 times opptak (vedlegg 2). Vi kan ikke
si noe om aktiviteten i galle ville ha blitt heyere eller lavere ved en lengre opptaksperiode
siden opptaket i denne studien ble avsluttet etter 48 timer. Galle hadde en aktivitets faktor pa
8,7 ganger heyere enn nyre og gjelle som hadde nest heyest aktivitet etter 1 time. Etter 48

timers opptak var aktiviteten 1 galle 69 ganger hagyere en tarm og 268 ganger hoyere enn lever
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og 305 ganger hgyere enn mage som var de organene som hadde nest hgyest aktivitet etter 48
timers opptak. Det var galle og tarm som hadde heyest aktivitet i opptaksperioden noe som

bekrefter at '“C - TNT oppkonsentreres i disse organene (figur 7, 8, 9 og vedlegg 2).

Det at galle og tarm, og spesielt galle, har mye hoyere aktivitet enn de andre organene, kan
skyldes at det skjer en aktiv fjerning av TNT fra lever til galle for galle deretter temmes 1 tarm
og at 95 % av gallesaltene blir reabsorbert i tarmen og returnert til leveren. Dette kan tyde pa

at gallesalter som taurin kan ha egenskaper som binder '*C- TNT og dens metabolitter.

4.3.2 Utskillelse av '*C- merket TNT

Under utskillelsesperioden var det kun en signifikant forskjell i organene milt, mage og
hjerne. Milt hadde en okning av '*C - TNT fra 3 timer til 6 timer deretter en nedgang mot 48
timer. For mage var det en signifikant ekning fra 1 time til 3 timers utskillelse og for hjerne
var det en signifikant nedgang fra 1 time til 3 timer og deretter en okning mot 24 timer for '*C

- TNT aktivitet gikk signifikant ned (figur 7).

Fra 48 timers opptak til 48 timers utskillelse var det kun signifikant nedgang av '*C - TNT i
organene hjerne og tarm, som tyder p4 at det tar lengre tid enn 48 timer for utskillelse av '*C -
TNT i 8 av 10 organ i Atlantisk laks (Salmo salar), men det kan tyde pé at organer som nar
maks aktivitet etter 6, 12 og 24 timer far en utskillelsesperiode for en gkning av “C- TNT
(figur 7). Det kan tyde pa at utskillelsen av '*C - TNT skjer i to faser for organene tarm og
hjerne da det er en signifikant rask utskillese etter 3 timer og deretter en utskillelse igjen etter

48 timer (tabell 7).

Tabell 7: P-verdier fra ANOVA GLM med post hoc Tucey test mellom 48 timers opptak og
provetidspunkter. Signifikant forskjellige verdier er uthevet.

48topp— 48topp— 48topp— 48topp-1248topp -24 48 topp - 48

Organ I tut 3tut 6 tut tut tut tut

Blod 0,982 0,455 0,603 0,973 0,998 0,788
Gjelle 1,000 0,140 0,408 0,514 0,925 0,323
Galle 0,153 1,000 0,128 0,233 0,549 0,316
Lever 0,670 0,054 0,417 0,558 0,590 0,694
Nyre 0,986 0,981 0,997 1,000 0,999 1,000
Milt 1,000 0,458 0,736 0,944 1,000 0,388
Mage 0,789 0,430 0,992 0,989 0,780 0,900
Tarm 0,137 0,004 0,173 0,293 0,196 0,048
Hjerne 1,000 0,000 0,343 0,136 1,000 0,001
Muskel 0,438 0,962 0,563 0,094 0,177 0,078
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Ut fra figur 7 ser man at enkelte organer etter noen timer nar maks aktivitet og flater deretter
ut. Dette kan tyde pé at '*C — TNT sirkulerer i enkelte organer og at det tar lengre tid enn 48
timer for enkelte organer har kvittet seg med all '*C — TNT (tabell 7). Dette er tydelig for
lever som nar en maks aktivitet etter 6 timer og nyre etter 3 timer samt mage etter 24 timer

med en gjennomsnittlig aktivitet pa 5000 dpm per gram organ (figur 7 og vedlegg 2).

“C — TNT blir transportert med blod og ulike enzymer til lever fra andre organene og videre
derfra til galle og tarm. Bade lever og galle er viktig for fordeyelse og lever er et utsatt organ
for toksisk pavirkning da lever inneholder hoye konsentrasjoner av metaboliserende enzymer
og metabolsk aktiviteter. Kjemiske stoffer i lever vil kunne metaboliseres til vannlgselige
forbindelser i leveren, og skilles ut i tynntarmen via gallen og blir konsentrert opp til haye
verdier. Siden blod har en relativ konstant aktivitet under eksponeringen av '*C — TNT kan
det vaere at det er vannleselige forbindelser av TNT som gar over i blodet i vannleselig form
og filtreres gjennom nyrene der nyrene skiller ut vannleselige sluttprodukter fra metabolisme.
Galle inngar 1 mange funksjoner som absorpsjon av lipider, neytralisering av syrer fra magen
og absorpsjon av giftige stoffer som for eksempel '*C — TNT som blir fort tilbake gjennom
gallekanalen til tarmen og deretter skilt ut med tarminnholdet. Det at tarm maler en maks
aktivitet etter 24 timer med en gjennomsnittlig aktivitet pd 10000 dpm per gram organ
(vedlegg 2) tyder pa at '*C — TNT blir konsentrert og skilt ut via tarmen. Konjugerte
forbindelser kan imidlertid spaltes av mikroorganismer i tynntarmen, og dersom den
forbindelsen som frigjeres er tilstrekkelig fettloselig kan den igjen absorberes av tynntarmen,
og bli transportert tilbake til leveren der stoffet pa nytt blir konjugert og skilt ut i tynntarmen.
P& denne maten elimineres enkelte kjemiske stoffer langsommere fra organismen og dersom

de er giftige vil skadevirkningene oke (Casarett ef al. 1986).

Aktiviteten er lavest 1 organer som gjelle og muskel etter 48 timers utskillelse noe som betyr
at "*C — TNT skilles raskest ut i disse organene. Muskel maler maks aktivitet etter 1 times
utskillelse (figur 7) med en gjennomsnittlig aktivitet p4 500 dpm per gram muskelvev. De
gvrige organene har fortsatt heye telletall som tyder pa at det er mye *C — TNT igjen i
organene. Galle og tarm er de organene med heyest aktivitet av '*C — TNT etter 48 timers
utskillelse (vedlegg 2 og figur 7). Det at blod og hjerne har likt forlep 1 utskillelsesperioden
kan tyde pi at blod transporterer '*C — TNT ut til hjernen slik at '*C — TNT kan trenge
gjennom blodhjerne barrieren eller at man ikke har klart & dissekert ut bare hjernevev slik at

det har fulgt med blodrester som har blitt malt.
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Det at aktiviteten endrer seg i organene ved ulik tidspunkt viser hvordan '*C — TNT
distribueres 1 fisken og utskillelse skjer via fordeyelsesprosesser. Disse resultatene skiller seg
fra en tidligere studie av ulike vevsprever fra fisken (Pimephales promelas) som antyder at

utskillelse av total '*C - TNT er ute etter 1,5 time og at etter 6 timer er det ingen malbar

aktivitet igjen (Yoo et al. 2006).

4.4 Biokonsentrasjon TNT

Biokonsentrasjonsfaktoren for de 10 organene er vist som log konsentrasjon som funksjon av
eksponeringstid (figur 10 og figur 11). Konsentrasjonen av '*C — TNT i vannet var relativ
konstant og BCF gkte eksponentielt fra 1 time til 6 timers eksponering for aktiviteten flater ut
i organene blod, gjelle, lever, milt, hjerne og muskel, mens BCF fortsatte & gke fram til 24
timers eksponering for organene tarm, mage og nyre for aktiviteten flater ut (figur 10). Ut fra

figur 10 og figur 11 kan man se at galle skiller seg ut med de heyest BCF og blod og muskel
med de lavest BCF.
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Figur 10: BCF gitt som log konsentrasjon, dpm C-14 ml/g som funksjon av tid for organene
blod, gjelle, lever, nyre, milt, mage, tarm, hjerne og muskel.
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Figur 11: BCF gitt som log konsentrasjon, dpm C-14 ml/g som funksjon av tid for galle.

Det finnes lite litteratur pdA BCF av TNT for hvert enkelt organ, men en tidligere studie viser
at hovedmolekylet til TNT blir i sterst grad biokonsentrert i gjellene mens total TNT aktivitet
er hoyest i de indre organene med en BCF pa 10,5 L/kg hos arten (Ictalurus punctatus)
(Ownby, D. R et al. 2005). Andre studier rapporterer en BCF pé 338 L/kg i indre organer og
9,5 L/kg 1 muskelvev i arten (Lepomis macrochirus) (Liu et al. 1983) og 9,5 L/kg totalt 1 hele
kroppen til arten (Cyprinodon variatus) (Lotufo & Lydy 2005). En studie av Lotufo (2011)
rapporterer med arten (Cyprinodon variegatus) en gjennomsnittlig BCF pa 707,7 L/kg i lever,
106,6 L/kg i indre organer, 33,2 L/kgi gjeller og 51,3 L/kg totalt for hele fisken etter opptak
av '""C — TNT. Disse studiene har benyttet forskjellige fiske arter og forskjellige
vannkvaliteter samt forskjellige provetakingstidspunkter enn hva det har blitt gjort 1 denne
studien, men resultater i denne studien av lever viser et gjennomsnitt pa 670,7 ml/g og gjelle
med 35 ml/g som samsvarert bra med studien til Lotufo (2011), mens resten av organene som
inngar som indre organer er mye hoyere i denne studien enn det tidligere forskning viser da

galle viser veldig hey BCF.

Tidligere studie indikerer at en BCF likevekt inntreffer for hele organismen etter 4 timer
(Ownby, D. R ef al. 2005) men i denne studien kan man se at enkelte organer ikke nar
likevekt for etter 6 timer og 24 timer (figur 9). Trenden i tidligere studier er at BCF er hayest
i indre organer noe som man ogsa kan se i dette studiet. Man ser at total TNT akkumulerer
raskt, og mest i de indre organene. Det tyder pa at det er indre organer som er primer malet

for TNT metabolisme og toksisitet.
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4.5 Multivariat analyse

4.5.1 Opptaks periode

For & se sammenhenger i opptak mellom organ og tid ble et PCA plot utarbeidet. I folge
egenverdiene (Tabell 9) kan 71,3 % av variansen i datasettet forklares ut fra PC1 og

PC2, der PCI1 alene beskriver 50,3 % av variansen. De resterende prinsipalkomponentene
forklarer en sé liten del av variansen at de ikke vil bli diskutert her.

Tabell 9: Egenverdier og varians fra PCA.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9  PC10

Eigenvalue 5,0333 2,0985 0,9630 0,6002 0,4235 0,2979 0,2442 0,1771 0,0927 0,0695
Proportion  0,5030 0,2100 0,0960 0,0600 0,0420 0,0300 0,0240 0,0180 0,0090 0,0070
Cumulative 0,5030 0,7130 0,8090 0,8700 0,9120 0,9420 0,9660 0,9840 0,9930 1,0000

Variabler med heye absoluttverdier har mest & si for prinsipalkomponenten og PC1 aksen er
mer betydningsfull enn PC2 aksen. Det at 8 av 10 organer ligger samlet rundt PC1 tyder pé at
disse organene gjor et raskt opptak og det kan vare en sammenheng mellom blod og gjelle
som kan tyde pa at '*C- TNT blir tatt opp via gjellene og inn i blodet og man kan anta at blod
transporterer '*C - TNT ut til organene i fisken. For PC2 er galle og tarm de mest

dominerende variablene.

Ved & plotte loadingene til PC1 og PC2 mot hverandre (Figur 12), sammen med Pearson
produkt-moment test, skapes det et bilde pa hvilke variabler som er positivt korrelert med
hverandre og hvilke variable som er negativt korrelert med hverandre. Variabler som géar 1
motsatt retning er negativt korrelert, og variabler som gar i samme retning er positivt
korrelerte. Ut fra (figur 12 og vedlegg 4) kan man se at alle organer folger samme

opptaksmenster, bortsett fra galle og tarm.
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Figur 12: Loading plot for variablene til PCA opptak. DPM per gram organ er total '“C —
merket TNT under opptaksperioden.

Pearson produkt-moment test av samtlige organer sier noe om det er korrelasjoner og
signifikans mellom organene nar det gjelder opptak av '“C — TNT og ut fra dette kan man se
sammenhenger mellom organer nar det gjelder opptak. Trenden er at galle og tarm skiller seg
ut (figur 12 og vedlegg 4) for hvilke organer som korrelerer og er signifikante i forhold til

hverandre. For n&rmere korrelasjonsfaktorer og p- verdier (vedlegg 4).

Dette tyder pé at '*C — TNT kommer inn via gjellene. Det at blod er signifikant og korrelerer
med alle organer unntatt galle og tarm tyder pa at '*C — TNT blir transportert via blodbanen.
Det at blod korrelerer med hjerne kan ogsé tyde pa at '*C — TNT trenger inn i blod - hjerne
barrieren eller at man ikke har klart & male kun hjernevev men ogsé rester av blod. Det er
tydelig at galle og tarm skiller seg ut bade (figur 12) ved korrelasjoner samt p- verdier i
forhold til signifikans (vedlegg 4). Tarm korrelerer og er signifikant med galle og lever som
viser at disse organene henger sammen nar det gjelder funksjon og at det oppstir en
opphopning av "*C — TNT i disse organene, noe som tyder pa en sirkulasjon. Man kan bare si
at det skjer en oppkonsentrasjon av '*C — TNT i disse organene under opptaksperioden slik at
disse organene maéler mye hoyere telletall enn de utenomliggende organene og ikke hvordan

og hvilke mekanismer som virker.
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Figur 13: PCA score plot av prevetakings tidspunkter orientert i henhold til PC1 og PC2.
Totalt er 71,3 % av variansen mellom prover forklart: PC1 = 50,3 % og PC2 = 21 %. K3 er
kontrollgruppe. T1 = 1 time, T2 = 3 timer, T3 = 6 timer, T4 = 12 timer, T5 = 24 timer og T6 =
48 timer. N varierer fra 3 til 5.

Figur 13 viser provetakingstidspunkt for de 10 organene som ble pravetatt. Kontrollgruppen

(K3) ligger helt ut til venstre mot PC1. Ut fra provetakingstidspunktene T1, T2 og T3 som

beveger seg langs PC1 aksen mot heyre kan tyde pd at aktiviteten er stigende for hvert

tidspunkt og at etter 6 timer er aktivitet hoyest. T4, TS5 og T6 som ligger til hayre beveger seg

noe tilbake og opp langs PC2 som tyder pé at aktivitet av '*C - TNT sirkulerer i fisken.
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Figur 14: Boksplot av PC1 mot prevetakingstidspunkt for opptak. Boksplottene viser grafisk
framstilling av minste og sterste observasjon, median, nedre og evre kvartil (henholdsvis 25
% og 75 %) for PCA score vist 1 Fig 13. Signifikante forskjeller er testet med Tukey All Pairs,
og er merket med ulike bokstaver.

Boksplottet (figur 14) viser kontrollgruppe og preovetidspunkt der aktiviteten i organene oker
mot T3 = 6 timer for aktiviteten gir ned. Til senere forskning er 6 til 12 timer opptak

tilstrekkelig for lignende forsek for de fleste organer men at tarm og galle ikke viste

signifikant opptak for etter 48 timer.

General Linear Model viser om det er signifikans mellom prevetakningstiden med Tukey All
Pairs test og illustreres med ulike bokstaver. Det er en klar signifikant forskjell mellom
kontrollgruppen og prevetakningsgruppene som tyder péd at det ikke har forekommet noen
forurensinger fra eksponeringskaret under eksperimentet (figur 14). Det er en signifikant
forskjell mellom 1 time og 6 timers opptak (p=0,000) som tyder pa ekende opptak. Etter 6

timer gér opptaket signifikant ned mot 48 timer.

4.5.2 Utskillelse periode
I folge egenverdiene (Tabell 10) kan 62,8 % av variansen 1 datasettet forklares ut fra PC1 og
PC2, der PC1 alene beskriver 47,2 % av variansen. De resterende prinsipalkomponentene

forklarer en sa liten del av variansen at de ikke vil bli diskutert her.
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Tabell 10: Egenverdier og varians fra PCA.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PCo6 PC7 PC8 PC9 PC10

Eigenvalue 4,7195 11,5568 10,9545 0,7223 0,6414 0,4496 0,3568 0,2813 0,1781 0,1396
Proportion 0,472 0,156 0,095 0,072 0,072 0,045 0,036 0,028 0,018 0,0140
Cumulative 0,472 0,628 0,723 0,795 0,795 0,904 0,94 0,968 0,986 1,0000

Hoye absoluttverdier har mest & si for prinsipalkomponenten. Positiv eller negativ verdi pa
loadingen sier noe om hvordan variablene forholder seg til hverandre og til
prinsipalkomponentene. Alle 10 organene forholder seg positivt og er omtrent like i forhold
til hverandre og PC1. Organene blod, galle, nyre, milt og muskel forholder seg negativt til
PC2. Dette tyder pa at det fortsatt er hoyere aktivitet av '*C — TNT i disse organene, spesielt
galle (figur 15 og vedlegg 2). Ogsa i dette loading plottet skiller galle seg ut med lavest
loading verdi 1 PC1 og heyest verdi 1 PC2, som tyder pd at det er mye hoyere aktivitet 1 galle

enn i de andre under utskillelsesperioden (figur 15).
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Figur 15: Loading plot for variablene til PCA opptak. DPM per gram organ er total '*C —
merket TNT under utskillelsesperioden.

Pearson produkt - moment test av samtlige organer sier noe om det er korrelasjoner og
signifikans mellom organene nér det gjelder utskillelse av '*C — TNT. Blod er ikke korrelert
eller signifikant med noen av organene under utskillelsesperioden, men gjelle korrelerer og er

signifikant med hjerne. Det kan tyde pa at hjerne og gjelle skiller ut '*C — TNT raskest da det
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ikke hopes opp i disse organene, men blir transportert videre via blod. Galle korrelerer og er
signifikant med muskel og milt (figur 15). Lever korrelerer og er signifikant med mage, tarm
og hjerne. Nyre korrelerer og er signifikant med lever, og milt korrelerer og er signifikant med
galle og muskel. Mage korrelerer og er signifikant med hjerne og lever, mens lever korrelerer
og er signifikant med hjerne. Hjerne korrelerer og er signifikant med tarm, gjelle og lever,

samt muskel korrelerer og er signifikant med milt og galle (vedlegg 4).
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Figur 16: PCA score plot av prevetakings tidspunkter orientert i henhold til PC1 og PC2 for
utskillelse. Totalt er 62,8 % av variansen mellom prever forklart: PC1 = 47,2 % og PC2 =
15,6 %. K3 er kontrollgruppe. T1 =1 time, T2 = 3 timer, T3 = 6 timer, T4 = 12 timer, T5 = 24
timer og T6 = 48 timer. N varierer fra 3 til 5.

Kontrollgruppen ligger helt ut til venstre og man kan se at opptaksgruppene T1, T3, T4, TS,
fordeler seg langs PC1 aksen der 1 time ligger helt til hoyre med hoyest aktivitet. T2 skiller
seg ut med 4 ligge langs PC2, som kan bety at '*C — TNT rett etter overforsel til rent vann gér

noe ned (figur 16). De andre provetakningstidspunktene ligger samlet langs PC1 med en liten

bevegelse mot hoyre, som tyder pé at utskillelse tar lengre tid enn opptak.
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Figur 17: ANOVA pa PCIl mot prevetakingstidspunkt for utskillelse. Boksplottene viser
grafisk framstilling av minste og sterste observasjon, median, nedre og evre kvartil
(henholdsvis 25 % og 75 %). Signifikante forskjeller er testet med Tukey All Pairs, og er
merket med ulke bokstaver. Benevning for y-aksen er hovedsakelig dpm per gram.
Kontrollgruppen er signifikant forskjellig fra alle provetagningstidene som viser at det ikke er
noe aktivitet av '*C — TNT. Tid 1 er signifikant forskjellig fra tid T2, T3, T4 og T6 som viser

at aktiviteten er noe lavere enn ved tid T1, men at aktiviteten ikke gar noe ned fra m til T5. TS

er derimot signifikant forskjellig fra T6 som tyder pé at aktiviteten er lavere (figur 17).

5 Konklusjon

Atlantisk laks (Salmo salar) ble eksponert for '“C- TNT i et ione fattig Norsk ravann.
Resultatene viste at TNT raskt blir tatt opp 1 alle organer og at tarm og galle var de organene
som mélte heyest aktivitet av '“C- TNT. BCF varierte mellom 2 og 6516 dpm C — 14 ml/g,
der galle viste hayest BCF pd 6516 dpm C — 14 ml/g etter 48 timers opptak.

Multivariate statistisk analyse viste at blod korrelerte med alle organene 1 opptaksperioden
noe som tyder pa at '*C- TNT kommer inn via gjellene og inn i blodbanen som transporterer
"C- TNT til alle organene. Det indikerer at blod er distribusjonsorganet for '*C- TNT i laks,
men man kan ikke sikkert si at man har malt kun lever og nyre siden disse organene

inneholder mye blod som kan gi ungyaktige maleresultater.
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Under utskillelsesperioden avtok konsentrasjonen raskest i tarm og hjerne, mens i de andre
organene var det ingen signifikant nedgang under perioden. Dette indikerer at den biologiske

halveringstiden kan vare lengre enn vist i tidligere studier.

Multivariate statistisk analyse viste at under utskillelsen var det galle som skilte seg ut fra de
andre organene med mye hoyere verdier av '*C — TNT og i folge figur 17 s& far aktiviteten av
C — TNT en nedgang etter 3 timer og mot 48 timer som kan antyde at det er to utskillelses

faser.

Forslag til videre arbeid er & gjore flere forsek med flere replikaer der man kjerer en lengre
utskillelses periode. Dette for & se om organene oppnér likevekt og for & se hvor lang tid det
tar for '*C- TNT er helt utskilt av alle organer. Opptakstiden trenger ikke & vaere lengre enn 6
til 12 timer da mange organer nir en maks aktivitet av '*C- TNT allerede da men etter 48

timer viser alle organer et signifikant opptak av '*C - TNT.

I denne studien har man kun fokusert pd opptak og utskillelse av total TNT. For videre
forskning kan man se pa hvilke metabolismeprodukter av TNT som blir tatt opp og
transportert i de ulike organene da spesielt i galle da det er en opphopning av '*C — TNT i
gallen. Dette kan muligens skyldes en aktiv fjerning av TNT fra leveren til galle for gallen
toemmes deretter i tarmen. Er det for eksempel ADNT, morsstoffet eller konjugert TNT via et
eller annet fase Il enzymsystem som bidrar til at TNT blir transportert i organismen, og hvilke
enzymer, aminosyrer og gallesalter som forer til at TNT sirkulerer 1 organer som tarm, lever
og galle. Det at man mélte '*C — TNT aktivitet i hjernen ma undersokes narmere da det kunne
ha veert blodrester som inneholdt '*C — TNT som ble mélt og ikke selve hjernestrukturen, hvis
ikke se pa hvordan '*C — TNT da kunne ha trengt gjennom blod - hjerne barrieren. Det som
ogsa er interessant er & se hvilke effekter TNT og dets metabolitter vil ha pd de ulike organene
og hvilke konsentrasjoner som vil utgjere kroniske og akutte effekter pa ulike fiske arter som
kan vaere 1 fare for & bli eksponert for TNT og hvordan fiskens forsvarsmekanismer

iverksetter tiltak mot miljegiften i de vitale organer.
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Vedlegg 1

Vedlegg 1: Kjemiske og fysiske egenskaper til 2, 4, 6 — Trinitrotoluen (Talmage S. S et al.

1999).

2,4,6-Trinitrotoluen (TNT)

Engelske synonymer

1-methyl-2,4,6-trinitrobenzene; 2,4,6-
Trinitrotoluene; 2-methyl-1,3,5-
trinitrobenzene; alpha-trinitrotoluol; entsufon;
methyltrinitrobenzene; s-trinitrotoluene; s-
trinitrotoluol; sym-trinitrotoluene; sym-
trinitrotoluol; TNT; tolite; trilit;
Trinitrotoluene; Trinitrotoluene, 2,4,6- ;
trinitrotoluol; trotyl;

o o
|, i
. Jﬁn N )
N
o %D

Struktur:
CAS nr. 118-96-7
Molekylvekt 227,13
Farge Gul-hvit
Fysisk tilstand Monokliniske naler
Smeltepunkt 80,1 °C
Dekomp.punkt 240 °C
Lukt Ingen
Loselighet i vann 130 mg/1 ved 20 °C
Log Kow 2,2
Log Koc 1100
Damptrykk 1,99%10 mm He ved 25 °C
H 9,87 x 10_8 atm.m3/mol ved 25 °C




Vedlegg 2

Vedlegg 2: Tabell over gjennomsnittlig telletall som dpm per gram organer ved de ulike
provetaknings tidspunkt i opptak og utskillelses perioden. Standardavvik samt min og maks

verdier er gitt.

1 Timer Organ n_ Gj.snitt t SE Min Max
Opptak Blod 6 1518 91 1265 1781
Gjelle 6 8187 1459 4432 13738
Galle 6 71479 36721 6551 189643
Lever 5 6257 366 5269 14954
Nyre 6 8222 486 6663 9562
Milt 6 2424 339 1579 3750
Mage 6 2858 535 1712 5319
Tarm 6 4539 1356 1957 10638
Hjerne 6 3198 528 1944 5049
Muskel 6 2852 406 1942 4532
3 Timer Blod 6 1733 136 1387 2298
Opptak Gjelle 6 13057 1338 8688 17500
Galle 6 96616 129008 67315 154896
Lever 6 8209 794 5934 11049
Nyre 6 17415 3789 9553 35155
Milt 6 4345 853 2009 6739
Mage 6 6108 577 4160 8290
Tarm 6 6008 415 4140 7019
Hjerne 5 3684 198 3147 4290
Muskel 6 3677 224 2961 4563
6 Timer Blod 6 2223 101 1949 2586
Opptak Gjelle 5 15763 2970 10346 27191
Galle 6 140895 41977 7685 271099
Lever 6 13599 798 12602 16782
Nyre 6 18677 3032 14268 33452
Milt 5 10353 2051 5722 17857
Mage 6 9014 417 7541 10620
Tarm 6 12849 1241 7736 16360
Hjerne 6 4919 196 4497 5619
Muskel 6 4373 215 3613 5120
12 Timer Blod 6 1979 119 1563 2403
Opptak Gjelle 6 10172 593 8881 12337
Galle 5 243480 10939 212602 279243
Lever 6 12361 1144 9515 17481
Nyre 5 18704 11087 9212 36800
Milt 6 4445 588 3434 7292
Mage 6 9232 1293 5552 12341
Tarm 6 30528 13491 9708 95000
Hjerne 6 4031 750 986 6224
Muskel 5 2781 252 1999 3538
24 Timer Blod 6 2054 183 1568 2862
Opptak Gjelle 6 14670 4001 6923 29375
Galle 5 430957 78324 208654 692069
Lever 6 7296 1213 3119 11887
Nyre 6 29860 13820 6905 93571
Milt 6 7718 868 4700 10215
Mage 6 14936 2348 6379 21954

il



Tarm 6 17944 1506 13638 24557
Hjerne 6 4900 1081 3200 10250
Muskel 6 2014 234 1506 2800
48 Timer Blod 6 1522 177 1111 2190
Opptak Gjelle 6 6108 2325 2632 17381
Galle 6 2298553 394258 842987 3221857
Lever 6 8583 2076 5226 18467
Nyre 6 5064 984 3111 9628
Milt 6 5767 976 2842 7941
Mage 6 7536 1363 3274 13291
Tarm 6 33235 6434 17433 57619
Hjerne 6 2302 297 1621 3248
Muskel 6 833 146 536 1418
1 Timer Blod 6 1462 142 1121 2101
Utskillelse Gjelle 5 5273 1351 2383 10213
Galle 6 836055 152297 354685 1283672
Lever 6 6501 961 4586 11063
Nyre 6 7847 3087 2886 22154
Milt 5 6236 709 3636 7606
Mage 6 17756 8649 4979 60000
Tarm 5 17312 738 15455 18869
Hjerne 6 2277 237 1464 2879
Muskel 6 541 57 395 778
3 Timer Blod 6 1129 86 937 1410
Utskillelse Gjelle 6 1192 476 266 3200
Galle 6 1918718 841802 115220 4508111
Lever 4 2918 916 973 7148
Nyre 6 7113 4854 465 30758
Milt 6 7478 1306 3770 12222
Mage 6 3653 849 1227 6386
Tarm 6 9496 3828 2743 24856
Hjerne 6 331 41 179 434
Muskel 5 713 83 486 894
6 Timer Blod 5 1051 75 862 1252
Utskillelse Gjelle 6 2773 505 1980 5238
Galle 6 553153 68884 402470 851948
Lever 6 4761 332 3815 5740
Nyre 6 6541 914 2239 9677
Milt 6 4385 846 2404 7778
Mage 6 7626 1488 3243 14179
Tarm 6 25684 6568 14715 57451
Hjerne 5 1513 23 1426 1556
Muskel 6 556 50 396 745
12 Timer Blod 5 1458 155 1021 1792
Utskillelse Gjelle 5 2714 946 161 5811
Galle 5 659361 123511 205636 939637
Lever 5 4991 883 2708 8059
Nyre 5 4542 777 3108 7444
Milt 5 4519 920 2319 7275
Mage 5 9015 3195 3061 21224
Tarm 4 20097 4698 13787 34057
Hjerne 5 1393 86 1225 1701
Muskel 5 461 50 335 642
24 Timer Blod 3 1676 528 1064 2726

il



Utskillelse Gjelle 3 3716 345 3367 4405
Galle 3 1019977 400632 34013 1733936
Lever 3 4910 1550 2632 7871
Nyre 3 2890 200 2585 3268
Milt 3 5744 1094 4026 7778
Mage 3 4375 442 3507 4956
Tarm 3 17422 1355 15354 19973
Hjerne 3 2285 736 1201 3689
Muskel 3 476 46 417 566
48 Timer Blod 4 1085 76 931 1231
Utskillelse Gjelle 4 1544 202 1081 2018
Galle 6 693217 74061 520258 839808
Lever 4 4639 1536 2826 9237
Nyre 4 3406 609 1879 4682
Milt 4 2739 238 2167 3333
Mage 4 4969 1105 2245 7652
Tarm 3 11624 1428 9440 14310
Hjerne 3 1478 184 1294 1662
Muskel 4 407 35 333 477

v



Vedlegg 3

Vedlegg 3: Quench kurve til "*C som ble brukt i LSC
) Quench Curve - 14C

Last Edit Date: 07/09/2010

Quench Indicator: tSIE/AEC



Vedlegg 4

Results for: opptak
Correlations: DPM pr g B; DPM pr g Gj; DPM pr g Ga; DPM prgL; DPM pr g N;

DPM pr g B DPM pr g Gj DPM pr g Ga DPM pr g L DPM pr g N

DPM pr g Gj 0,642
0,000
DPM pr g Ga -0,047 -0,146
0,800 0,432
DPM pr g L 0,642 0,354 0,160
0,000 0,051 0,390
DPM pr g N 0,649 0,740 -0,298 0,399
0,000 0,000 0,104 0,026
DPM pr g Mi 0,664 0,467 0,221 0,632 0,374
0,000 0,008 0,231 0,000 0,038
DPM pr g Ma 0,633 0,615 0,214 0,322 0,544
0,000 0,000 0,247 0,077 0,002
DPM pr g T 0,243 0,047 0,516 0,568 0,039
0,189 0,804 0,003 0,001 0,834
DPM pr g Hj 0,791 0,673 -0,199 0,660 0,628
0,000 0,000 0,283 0,000 0,000
DPM pr g Mu 0,571 0,642 -0,404 0,480 0,567
0,001 0,000 0,024 0,006 0,001

DPM pr g Mi DPM pr g Ma DPM pr g T DPM pr g Hj

DPM pr g Ma 0,674
0,000
DPM pr g T 0,271 0,282
0,140 0,124
DPM pr g Hj 0,503 0,507 0,175
0,004 0,004 0,345
DPM pr g Mu 0,351 0,203 -0,176 0,785
0,053 0,274 0,343 0,000

Cell Contents: Pearson correlation
P-Value



Vedlegg 5

Results for: utskillelse

Correlations: DPM pr g B; DPM pr g Gj; DPM pr g Ga; DPM prg L; DPM pr g N;

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

DPM

pr

pr

pr

pr

pr

pr

pr

pr

pr

pr

pr

pr

pr

0,005

Cell Contents:

GJ

Ga

Ma

Hj

Ma

H]j

Mu

DPM pr g B
0,323
0,133

0,040
0,857

0,379
0,074

0,139
0,528

0,173
0,430

0,327
0,128

0,375
0,078

0,294
0,173

0,402
0,057

DPM pr g Mi
0,102
0,642

0,227
0,298

0,027
0,903

0,568
0,113

P-Value

DPM pr g Gj

-0,127
0,564

0,479
0,021

0,182
0,406

0,180
0,412

0,249
0,253

0,377
0,076

0,640
0,001

0,048
0,828

DPM pr g Ma

0,288
0,183

0,408
0,054

0,339
0,170

Pearson correlation

DPM pr g Ga

-0,094
0,671

-0,023
0,919

0,418
0,047

0,080
0,718

-0,321
0,135

-0,147
0,504

0,457
0,028

DPM pr g T

0,513
0,012

0,296
0,518

DPM pr g L

0,466
0,025

0,178
0,416

0,448
0,032

0,424
0,044

0,655
0,001

0,194
0,376

DPM pr g Hj

0,142

DPM pr g N

0,213
0,328

0,217
0,319

-0,003
0,990

0,045
0,838

0,256
0,238

vii
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