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Forord

Under senare ar har innehallet av hormonstérande amnen i kommunalt avlopps-
vatten hamnat i fokus. Frén flera linder har man rapporterat om fortplantnings-
skador pa fisk utanfor reningsverk.

Med anledning av detta, ville vi underséka om renat avloppsvatten fran tva
moderna svenska reningsverk innehdller hormonstérande mnen. Ett av syftena
har varit att underséka vilka reningssteg som bryter ner 6strogenerna och de
ostrogenlika substanserna. Av sirskilt intresse var varit att studera huruvida
sandfiltersteget reducerar halten av den hir typen av imnen.

Vi har exponerat regnbagslaxar for renat avloppsvatten fére och efter sandfileer.
Hormonpéverkan hos fiskarna underssktes med en biologisk markér i blodet och
upptaget av hormonstérande dmnen med kemiska analyser i gallan. Vatten, slam
och utsorterad och lagrad urin har analyserats med avseende pa hormonstérande
dmnen.

Projektet dr ett samarbete mellan I'TM vid Stockholms universitet, Zoologiska
institutionen vid Géteborgs universitet och Stockholm Vatten.

Vi vill rikea ett stort tack till Jari Parkkonen f6r hjilp med exponeringsforsoken,
provtagningen av fisken och analyserna av vitellogenin, till Joachim Sturve f6r
EROD-analyserna, bada vid Zoologiska institutionen, Géteborgs universitet, till
Klas Oster, Rolf Wolfe och Glenn Kilvenstam vid Stockholm Vatten for teknisk
hjilp vid exponeringarna och fér hjilp med provtagning av vatten, slam och urin,
till kollegorna vid ITMo for assistans vid provtagningarna samt till Lars Forlin
vid Zoologiska institutionen, Goteborgs universitet, for virdefulla diskussioner.

Vi vill dven tacka VA-Forsk, Stockholm Vatten samt MISTRA for finansiellt
stod.

Stockholm i oktober 2004

Margaretha Adolfsson-Erici
Maria Pettersson
Cajsa Wahlberg

Lillemor Asplund
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Sammanfattning

En stor del av de kemiska dmnen som finns i omlopp i samhillet nér den akvatiska
miljén via avloppsreningsverken. Nigra exempel ir ingredienser i disk-, tvitt- och
rengdringsmedel, industrikemikalier, likemedel och hygienprodukter samt
naturliga hormoner. Flera av dessa amnen ir biologiskt aktiva och kan paverka
akvatiska organismer negativt genom till exempel fortplantningsstorningar.

Hormoner utséndras av minniskor frimst i form av vattenldsliga inaktiva
konjugat, men kan dterbildas till sin aktiva form redan innan de nar reningsverken.
Syntetiska hormoner ir liksom andra likemedelssubstanser gjorda for att ha en
biologisk effekt i liga nivier, samtidigt som de méste vara stabila. Detta har till f6ljd
att de relativt sma mingder som nér vattenmiljon kan ge effekter pd organismer
som lever dir. Aven vissa industrikemikalier som oktylfenol, nonylfenol och
bisfenol A har uppvisat ostrogen aktivitet.

Férekomst av ett specifikt protein, vitellogenin, i blod hos icke kénsmogna
fiskar ir en viletablerad biomarkér for 6strogen paverkan. Det utséndras normalt
av honfiskar i samband med bildandet av rom under inverkan av 17B-estradiol.
Aterfinns det hos hanfiskar och/eller icke kénsmogna fiskar ir det ett tecken pi
att fisken blivit utsatt for imnen med 6strogen effekt. Fiskgalla dr anvindbar for
att identifiera amnen fisken varit utsatt for, eftersom gallan 4r utséndringsvig for
manga substanser.

Med den hir studien ville vi undersska om avloppsvattnet frin reningsverken
Henriksdal (lagbelastat, lang uppehillstid) och Bromma (hogbelastat, kort
uppehéllstid) innehéller substanser med 6strogen effekt. Vi har exponerat fisk for
renat avloppsvatten fore och efter sandfilter. I blodplasman har vi analyserat
vitellogenin och i gallan 6strogena substanser. Ostrogena substanser har iven
analyserats i utsorterad urin, BDT-vatten, avloppsvatten och slam.

Fisk som exponerats vid Bromma visade forhojda halter av vitellogenin, vilket
betyder att den utsatts for strogena dmnen. I Henriksdal kunde ingen forhojning
av vitellogenin konstateras. De naturliga hormonerna estron och estradiol, det
syntetiska hormonet etinylestradiol och de industriella kemikalierna bisfenol A
och nonylfenol identifierades i gallan med GC/MS. Halterna var generellt hogre
i fisken som exponerats fore sandfiltren. Analys av avloppsvatten visar samma
tendens om 4n mindre tydligt.

Vi har kunna konstatera att bida reningsverken har en effektiv rening i ett
internationellt perspektiv vad avser hormonstérande imnen. Uppehallstiden i det
biologiska steget ir en viktig faktor nir det giller att reducera mingden av dessa
dmnen. Sandfiltret bidrar till ytterligare reducering.

De 6strogena dmnena kunde identifieras i utsorterad urin som lagrats ett ar.
Urinspridning pa dkermark f6r godningsindamal utgér trots detta troligen inte
storre risk 4n konventionell slamspridning vad giller tillf6rsel av dessa imnen.



Summary

A major part of the chemical substances that are used in the society reaches the
aquatic environment through sewage treatment plants. They are ingredients in
household chemicals, pharmaceuticals, natural hormones and industrial chemicals.
Several of these chemicals are biologically active and are able to cause reproductive
disturbances in aquatic organisms.

Hormones are excreted by humans mainly as water-soluble inactive conjugates,
but are reactivated already on the way to the sewage treatment plant. Synthetic
hormones are like other pharmaceutical substances designed to be stable and
biologically active in low doses, which explains why relatively small amounts can
disturb aquatic wild life. Some industrial chemicals like nonylphenol, octylphenol
and bisphenol A have also shown to be estrogenic.

The occurrence of a specific protein, vitellogenin, in the blood from male or
juvenile fish is an established biomarker for detection of estrogenic contamination
in the aquatic environment. Vitellogenin is a precursor protein for the production
of yolk in all oviparous vertebrates. The natural inducer is 17B-estradiol, however
many environmental estrogens also induce vitellogenin synthesis in both male
and females. Fish bile is a useful tool to study exposure and uptake of various
substances, as the bile is a major excretion pathway.

In this study we wanted to examine if the treated sewage water from two
modern sewage treatment plants: Henriksdal (low load, long residence) and
Bromma (high load, short residence) contained estrogenic substances. We have
exposed fish to treated sewage water before and after sand filtration. In the fish,
we have analysed the blood plasma for vitellogenin and the bile for estrogenic
substances. The estrogenic substances were also analysed in source-separated
stored urine, grey water, sewage water and sludge

Fish exposed at Bromma showed elevated levels of vitellogenin, which de-
monstrates that the fish has been exposed to estrogenic substances. At Henriksdal
no vitellogenin induction could be detected. The natural hormones estrone and
estradiol, the synthetic hormone ethinylestradiol and the industrial chemicals
nonylphenol and bisphenol A were detected in bile by GC/MS. The concentrations
were generally higher in the fish exposed before the sand filters. A similar trend
was seen in the sewage water.

We can establish that the two plants have an efficient removal of the investigated
substances in an international perspective. The residence time in the biological
treatment process is an important factor in reducing the estrogenic substances.
The sand filter contributes to further reduction.

Estrogenic substances could also be detected in source-separated urine stored
for one year. However, the impact of estrogenic substances in the urine for
fertilizing purposes is probably comparable to conventional sludge fertilizing.



1 Bakgrund och syfte

En stor del av de kemiska imnen som finns i omlopp
i samhillet ndr den akvatiska miljon via avlopps-
reningsverken. Négra exempel 4r ingredienser i disk-,
tvitt- och rengéringsmedel, industrikemikalier,
likemedel och hygienprodukter samt naturliga horm-
oner. Flera av dessa amnen ir biologiskt aktiva och
kan pédverka akvatiska organismer negativt genom
till exempel fortplantningsstérningar.

Under senare &r har flera typer av stérningar
observerats hos fisk. Exempelvis har man funnit skev
konsfordelning och en stor andel hermafroditer hos
vilda fiskpopulationer av mért och flundra utanfor
reningsverk i Storbritannien (Purdom ez al. 1994;
Kirby ez al. 2004). Detta har initierat undersskningar
i flera linder dir hormonstérande dmnen i kommunalt
avloppsvatten har hamnat i fokus (Harries ez al.
1997; Jobling ez al. 1998). Senare undersskningar
har ocksa visat pd andra typer av stérningar, till
exempel minskad rombildning och simre fertilitet
hos rommen (Young ez al. 2004).

Kénshormoner ir identiska hos fisk, figel och digg-
djur vilket forklarar varfér hormoner utsondrade av
minniska kan ge effekter hos vattenlevande organ-
ismer. Ostrogener ir inblandade i en mingd olika
processer i organismen, som dggproduktion och
koénsdifferentiering. Storningar av dessa hormon-
system kan fa allvarliga konsekvenser for arters
fortbestdnd p4 sike.

Hormoner utséndras av minniskor frimst som
vattenldsliga inaktiva glukuronsyra- eller sulfat-
konjugat via urin och faeces. Konjugaten har ingen
biologisk aktivitet men det har visat sig att de kon-
jugerade hormonerna kan 4terbildas till sin aktiva
form genom bakteriell nedbrytning redan innan de
ndr reningsverken (Baronti ez a/. 2000). Syntetiska
och naturliga hormoner har i flera linder, béde i
Europa, Nord- och Sydamerika, kunnat identifieras
och kvantifieras i renat avloppsvatten (Desbrow ez
al. 1998; Ternes et al. 1999; Williams et a/. 2003;
Kolpin ez al. 2002). Syntetiska hormoner (t.ex.
etinylestradiol) som bland annat anvinds i p-piller
och 1 medel mot klimakteriebesvir, ir liksom andra
likemedelssubstanser gjorda for att ha en biologisk

effekt i liga nivéer, samtidigt som de maste vara
stabila. Detta har till foljd att de relativt sma mingder
som nér vattenmiljon kan ge effekter pd organismer
som lever dir.

I Sverige sldes 455 kg (aktiv substans) dstrogena
imnen 1999, varav merparten fédrmodas hamna i
avloppsvattnet via utséndring eller nerspolning av
mediciner i toaletter. Den naturliga utséndringen
frin minniskor har beriknats till omkring 2 ton/ar
(Socialstyrelsen 2001; Naturvardsverket 1996).

En annan typ av imnen som uppvisat dstrogen
aktivitet 4r industrikemikalierna oktylfenol och
nonylfenol (White ez al. 1994). De ir nedbrytnings-
produkter av alkylfenoletoxylater, nonjoniska tensider
som tidigare anvints bland annat i produkter for
bilvard, avfettning och rengéring, i firger och lacker
samt inom plast- och pappersindustrin. I Sverige
dr det framfor allt nonylfenoletoxylater som har
anvints. Efter en frivillig 6verenskommelse mellan
Kemikalieinspektionen och industrin om utfasning,
har anvindningen av nonylfenoletxylater minskat
med 6ver 90 % i Sverige mellan 1990 och 1999.
Fortfarande anvinds nonylfenoletoxylater bl.a. inom
pappers-, textil- och metallindustrin (Kemikalie-
inspektionen 2001). Nonylfenoletoxylater kan ocksa
forekomma i direktimporterade disk- och rengorings-
medel, i s& kallade p-skum och i bekimpningsmedel.
Enligt Kemikalieinspektionens produktregister an-
vinds 157 ton nonylfenoletoxylater per &r i Sverige.
Nonylfenol och oktylfenol aterfinns i renat avlopps-
vatten, men frimst i slam frin reningsverken.

Bisfenol A ir ett annat exempel pa en industri-
kemikalie som uppvisat 6strogen effekt (Lindholst
et al. 2000). Bisfenol A anvinds i epoxilimmer,
firger och titningsmedel av tvikomponenttyp, s.k.
epoxi, samt vid tillverkning av polykarbonat som i
sin tur anvinds i ett stort antal plastprodukter. Totalt
anvinds 43 ton per ar enligt produktregistret. Den
ostrogena effekten uppticktes i samband med bio-
tester, nir det visade sig att bisfenol A lickte frin
plasten vid autoklavering och gav falska positiva svar
(Krishnan ez 2/. 1993). Bisfenol A iterfinns bade i
slam och renat avloppsvatten.

Dessa industrikemikalier har dock inte sd hog
ostrogen aktivitet i lika ldga doser som de naturliga
eller syntetiska 6strogenerna, men 4terfinns 4 andra
sidan i betydligt hogre halter i avloppsvatten (Ahel
et al. 1994).

Férekomst av ett specifikt protein, vitellogenin,
i blod hos icke konsmogna fiskar, har i ett flertal
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Figur 1-1. Strukturformler fér substanser med &strogenlik effekt: De naturliga 6strogenerna estradiol och estron,
det syntetiska &strogenet etinylestradiol samt kemikalierna oktylfenol, nonylfenol och bisfenol A.

undersokningar anvints som biomarkér for dstrogen
paverkan (Sumpter & Jobling 1995). Vitellogenin ir
ett guleprotein som normalt utséndras av honfiskar
i samband med bildandet av rom under inverkan
av 17B-estradiol. Aterfinns det hos hanfiskar och/
eller icke konsmogna fiskar 4r det ett tecken pa att
fisken blivit utsatt f6r mnen med dstrogen effeke.
Vitellogenin blir pé sd sitt en tidig och kinslig
indikator fér 6strogen paverkan. I tidigare studier
till exempel frén England (Purdom ez al. 1994) och
Sverige (Larsson ez al. 1999), bedoms de uppmitta
halterna av 6strogener i det renade avloppsvattnet
kunna férklara de forhgjda halterna av vitellogenin
i fisk utanfér reningsverken.

Mitning av aktiviteten av leverenzymet ethoxy-
resorufin-O-deethylase (EROD) i fisk ir en vil-
etablerad biomarkér som indikerar att fisken utsatts
for iamnen som aktiverar ett av fiskens avgiftnings-
system. Vilkinda imnen som inducerar EROD
ir polycykliska aromatiska kolviten (PAH), plana
PCB, dioxiner och substanser med liknande strukt-
ur. Mitning av EROD-aktiviteten har i ménga
undersékningar anvints for att uppticka och kart-
ligga antropogena substanser i den akvatiska miljon
(Forlin et al. 1995; Balk et al. 1996; Noaksson et al.
2001).

Att analysera gallvitska hos fisk ir ett bra sitt att
fa en bild av vilka substanser som fisken utsatts for
i sin vattenmiljo. Gallan dr huvudsaklig utsondrings-
vig for en rad substanser, inklusive §strogena dmnen,
som fisken tagit upp ur det omgivande vattnet. Efter-
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som dmnena koncentreras i gallvitskan, och fore-
kommer i ca 100000 ggr hogre halter 4n i det om-
givande vattnet, fir man en kinslig och siker metod
att uppticka och kartligga omfattningen av expon-
eringen. Exempel pa substanser som med framging
har analyserats i galla frin fisk i olika undersskningar
ir polycykliska aromatiska kolviten, klorfenoler och
steroidhormoner (Stephensen ez a/. 2000; Oikari ez
al. 1987; Adolfsson-FErici et al. 2002; Larsson et al.
1999).

Det finns i dag ett stort intresse for alternativa
avloppslésningar for att losa frigan om hur nir-
salter som kvive och fosfor bittre kan tillvaratas
och ingd i kretsloppet. Flera projekt pagar i Sverige
och andra delar i virden med att fraktionera av-
loppsvatten genom att sortera ut urin for spridning
péd &8kermark. I samband med detta har urinets
innehill av likemedelssubstanser och -metaboliter
diskuterats.

I detta projeke ville vi med kemisk analys i kombin-
ation med biologiska effektparametrar karakterisera
avloppsvatten och utsorterad urin frimst med av-
seende pa dstrogena substanser. Ett av syftena har
varit att undersoka vilka reningssteg som bryter ner
ostrogenerna och de dstrogenlika substanserna. Av
sdrskilt intresse var varit att studera huruvida sand-
filtersteget reducerar halten av den hir typen av
dmnen i avloppsvattnet. Sandfilter som ett sista
reningssteg avskiljer en stor mingd mycket smé
partiklar ur avloppsvattnet med sammanlagd stor
yta som bér ta med sig partikelbundna dmnen,



samtidigt som det i viss man fungerar som ett bio-
logiskt aktivt filter.

2 Material och metoder

21 Undersdékta reningsverk

Studien har utforts vid tvd kommunala reningsverk
i Stockholm; Henriksdals och Bromma reningsverk.
Béda 4r moderna reningsverk med likartade renings-
tekniker som innefattar rening med galler/sandfang,
kemisk fillning med férsedimentering, biologisk
rening med fordenitrifikation och eftersedimentering
samt sandfilter (figur 2-3). Primirslammet frén
forsedimenteringen och det biologiska éverskotts-
slammet behandlas genom rétning. Henriksdalsverket
tog ar 2000, nir huvudférsoken utfordes, emot ca
260 000 m? avloppsvatten dagligen (639 500 anslutna
personer) och Brommaverket tog emot ca 130 000
m?/dag (282 000 anslutna personer). Till Henriksdal
kommer ca 50 % av avloppsvattnet frén hushall och
5 % fridn mindre industrier. Brommaverket har
jimforbara andelar hushélls (41 %) och industri-
vatten (6 %). Henriksdal 4r att betrakta som ett
ligbelastat reningsverk med en genomsnittlig total
uppehillstid f6r avloppsvattnet pa ca 28 timmar
under ar 2000, varav 19 timmar i bioreningen.

Bromma reningsverk, som normalt har kortare uppe-
hallstid in Henriksdal (ca 11 timmar totalt i snitt
under 2000), var vid tiden for exponeringsforssken
under ombyggnad vilket gjorde att belastningen pé
biostegen var hogre dn vanligt. Detta gjorde det
mojligt att undersoka vad belastningen pd biostegen
har f6r betydelse for nedbrytning av éstrogener och
ostrogenlika substanser i reningsverket.

2.2 Exponering
och provtagning av fisk

Tre exponeringsforsok med fisk har utforts, tva vid
Henriksdals reningsverk och ett vid Bromma renings-
verk. Vid det forsta exponeringsforsoket i Henriksdal
bedémdes vattentemperaturen vara for hég for att
ge representativa resultat, framfor allt rérande enzym-
aktivitet och vitellogenin, varfor forssket betraktas
som ett forforsok. Ytterligare exponeringar av fisk
utfordes dirfor vid Henriksdals reningsverk vid en
arstid med kallare vatten. Samma ar gjordes idven
exponeringsforsk vid Bromma reningsverk. Vid alla
tre forsoken exponerades icke konsmogna regnbigs-
laxar i akvarier med genomflodessystem, for utgdende
renat avloppsvatten och for vatten taget fore sand-
filtret som ir det sista reningssteget. I alla forsoken
exponerades tvd grupper om 20 st fiskar vid varje
station. Forforsoket pagick i 21 dagar, den 16 juni
till 2 juli 1999, medan de tva huvudférsoken pagick
i 28 dagar. Det forsta i Henriksdal mellan den 22
februari och den 21 mars 2000, och det andra i

Inkommande Forsedimenterat Biobehandlat Utgaende
vatten i vatten i vatten i vatteni
. o o | Syrefri Luftad ) l .
ikeimande Galler ~ Sandfang Forfalining  Forsedimenterinig biobehandling  biobehandling Eftersedimentering  Sandfilter Utgaende
vatten —/ | | I ] vatten
Luft
Till tipp
Rotat slam
Rotkammare
= ] . = Exponering Exponering
Priméarslam Roétat slam Overskottsslam av fisk av fisk

Figur 2-1. FI6desschema fér Bromma och Henriksdals reningsverk. Provtagningspunkter fér vatten och slam &r
markerade med flaskor och burkar. Platserna fér fiskexponeringstérséken dr markerade med fiskar.
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Bromma mellan den 7 april och den 5 maj 2000.
Parallellt med varje forsok exponerades pa samma
sitt en grupp fiskar (20 st) for rent vatten som en
kontroll. P4 den exponerade fisken provtogs blod,
gallviitska och lever. Blod och lever togs som indi-
viduella prov medan gallan poolades kénsvis till prov
motsvarande 3-10 individer. Samma provtagningar
genomférdes pd kontrollfiskarna samt pa 20 st fiskar

den dag varje exponering startade ("fore exponering”).

2.3 Provtagning av
avloppsvatten och slam

Flédesproportionell provtagning av avloppsvatten
gjordes kontinuerligt under exponeringsperioderna
vid fyra punkter i reningsprocessen; ingdende vatten,
vatten efter férsedimentering (fére biologisk rening),
biobehandlat vatten (fére sandfilter) och utgdende
vatten.

Primirslam, biologiskt éverskottsslam och rétat
slam samlades in kontinuerligt under perioden. Alla
prover samlades in i glaskirl for att undvika att
proverna kontamineras av plasttillsatser. Glaskirlen
var ytbehandlade invindigt (silaniserade) for att
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Figur 2-3. Provtagning av avloppsvatten.

undvika férlust av substanser som binder till aktiva
glasytor.

Ett antal delprover motsvarande tre dygn samlades
in. Proverna forvarades frysta fram till analys. I
fryshuset dir vattenproverna forvarades, férvixlades
proverna med en annan kunds, och en stor del av
vattenproverna blev uthillda innan misstaget upp-
dagades. Ingdende vatten saknas helt. Detta har till
foljd att ndgon massbalans inte har kunnat beriknas
samt att ett sammanslaget prov representerande hela
exponeringsperioden inte kunnat analyseras. Dirfor
har ett antal delprover analyserats var for sig. For att
kunna jimféra resultaten frén slam- och vatten-
analyserna med varandra har dven slamanalyserna
gjorts pé ett antal delprov frin samma tredygns-
perioder som vattenproverna.

2.4 Provtagning av
utsorterad urin och BDT-vatten

Inom ett projekt som syftade till att underséka
volymer och sammansittning av de olika avlopps-
fraktionerna frin det ekologiska kollektivhuset
Gebers i Skarpnick, Stockholm, togs prover frin den



utsorterade urinen och frin bad-, disk- och tvittvatten
(BDT-vatten). Prover togs som veckosamlingsprover
under tva perioder: 13—19 oktober 2001 samt 20-26
oktober 2001. Urinblandningen hade en vattenhalt
pa ca 21 % (Andersson & Jenssen 2002).
Utsorterad urin himtades ocksa frin Stockholm
Vattens urintank vid Bornsjén. Dir samlas urin frin
bl.a. ekobyn Understenshsjden och Stockholmshems
radhusomrade Palsternackan pd Enskedefiltet for
senare spridning pd dkermark. Urinet var lagrat i
over ett ar vid provtagningstillfillet. Eftersom urinet
skikrar sig nir det lagras, togs prov fran tre olika djup
i tanken: vid ytan, pi 1 m djup och vid botten. Totalt
ir tanken ca 2,5 m djup. Utspidningen ir bedomd
till 2,5-3 ggr med hjilp av kvivehalten som analys-
erades. Alla proverna frystes i vintan pd analys.

2.5 Analys av vitellogenin
i blod och EROD i lever

Vitellogenin, en biomarkér f6r 8strogen paverkan,
har miitts i blodplasman med “enzyme-linked im-
munosorbent assay” (ELISA). Positiv identifiering av
vitellogenin med ELISA konfirmerades med Western
blotting (Parkkonen ez a/. 1999).

Ethoxyresorufin-O-deethylase aktiviteten (EROD),
en biomarkér for exponering av xenobiotica, har miitts
i lever med en direkt fluorimetrisk assay (Burke &
Meyer 1974).

2.6 Analys av 6strogena
substanser i galla

Kemisk analys av dstrogena substanser, bdde naturliga
och syntetiska, har gjorts pa fiskens gallvitskan. Gall-
vitskan hydrolyserades med enzymet B-glucuronidas
for att spjilka konjugaten. Direfter tillsattes surrogat-
standarderna d,-estradiol och d;s-bisfenol A, och de
ostrogena substanserna extraherades med organiskt
16sningsmedel. Extrakten derivatiserades med #ttik-
syreanhydrid. Nonylfenol och bisfenol A analyserades
pd en gaskromatograf kopplad till en lagupplésande
masspektrometer (GC/LRMS) medan éstrogenerna
analyserades pa en gaskomatograf kopplad till en
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hégupplosande masspektrometer (GC/HRMS) for
att nd den kinslighet som de l8ga halterna krivde.
I béda fallen gjordes analyserna med selected ion
monitoring” (SIM) och “electron impact’~jonisering

(ED).

2.7 Analys av 6strogena
substanser i avloppsvatten

Frin vattenproverna anrikades substanserna med
en fastfasadsorbent (ENV+). Fore anrikningen pa
ENV3+ tillsattes surrogatstandarderna d,-estradiol och
4-n-nonylfenol, vattnet surgjordes och 2 % metanol
tillsattes for att minska adsorption av substanserna
till partiklar i vattnet. Substanserna eluerades frin
adsorbenten med organiskt l6sningsmedel.
Réextrakten behandlades med fosfatbuffert (pH
8) for att minska mingden fria fettsyror. Direfter
fraktionerades extrakten pa gelpermeationskolonn
som innebir storleksseparation med inslag av ett
flertal andra retentionsmekanismer. Frén gelpermeat-
ionskolonnen erhélls en ”fenol/hormon-fraktion”.
Denna fraktion delades upp ytterligare med vitske-
kromatografi (HPLC) for att skilja de naturliga
och syntetiska ostrogenerna frén nonylfenol och
oktylfenol. Substanserna frin bida fraktionerna
derivatiserades med pentafluorobensoylklorid och
analyserades pa en gaskromatograf kopplad till en lig-
upplésande masspektrometer (GC/LRMS) med SIM

och "electron capture negative ionisation” (ECNI).

2.8 Analys av 6strogena
substanser i slam

Slam extraherades med organiska 16sningsmedel
enligt metod beskriven i Naturvardsverkets rapport
3829. Som surrogatstandarder anvindes i det hir
fallet en isomer av triclosan som syntetiserats av
Goran Marsh, Miljokemi, Stockholms universitet
och 4-n-nonylfenol. Riextrakten av slam behandlades
liksom rextrakten av vatten med fosfatbuffert (pH
8) och fraktionerades pd gelpermeationskolonn.
"Fenol/hormon-fraktionen” som erhélls frin gel-
permeationskolonnen fraktionerades inte vidare



utan derivatiserades direkt med pentafluorobensoyl-
klorid och analyserades pA GC/LRMS med SIM
och ECNL

2.9 Analys av substanser
i urin och BDT-vatten

Substanserna anrikades med en fastfasadsorbent
(ENV+) efter tillsats av surrogatstandarderna d,-
estradiol och 4-n-nonylfenol. Substanserna eluerades
frin adsorbenten med organiskt losningsmedel.
Extrakten delades upp i en fenol- och en syrafraktion.
I syrafraktionen 4terfanns substanser som naproxen
och ibuprofen, och i fenolfraktionen éstrogenerna
samt triclosan m.fl. Efter derivatisering analyserades
substanserna pd GC/LRMS med SIM eller fullscan
och EI eller ECNI

210 Kvalitetssakring

De anvinda metoderna validerades genom att spika
prover med autentiska standarder f6r kontroll av
utbyte i samtliga uppreningssteg. Blankar analyserades
parallellt med proverna. Till proverna tillsattes sur-
rogatstandarder for att justera for forluster i upp-
reningsstegen. Halterna beriknades genom att jimfora
areor med autentiska standarder i olika koncentrat-
ionsintervall. I de fall autentiska standarder saknades
gjordes tolkning av masspektra som jimfordes med
litcteraturuppgifter.

3 Resultat

I projektet har de naturliga dstrogenerna estron och
estradiol, det syntetiska dstrogenet etinylestradiol
samt industrikemikalierna oktylfenol, nonylfenol
och bisfenol A analyserats i utsorterad urin, BDT-
vatten, avloppsvatten, slam och i galla frdn fisk som
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exponerats for avloppsvatten fore och efter sandfilter.
Ett antal andra substanser har samtidigt identifierats
i urin, t.ex. de smirtstillande likemedlen naproxen
och ibuprofen (det verksamma dmnet i ipren) samt
triclosan, det omdebatterade antibakteriella imnet
som anvinds i bland annat tandkrim. Biomarkérerna
vitellogenin och EROD har undersokts i fisken, som
exponerats for avloppsvatten.

3.1 Biomarkodrer
3.1.1 Vitellogenin i blod

Mitningarna av vitellogenin i blod frin forférsoket
vid Henriksdal visade att fisk exponerad fér bio-
behandlat vatten hade varit utsatt for éstrogena sub-
stanser i relativt 1aga halter. En ndgot forhojd halt av
vitellogenin uppmiittes i blod frin fisk exponerad for
utgdende vatten, men den lig under grinsen for vad
som definieras som §strogen péverkan (LOQ). Vid
huvudférssken som utférdes pafoljande ar kunde
produktion av vitellogenin endast pavisas i fisk ex-
ponerad vid Bromma reningsverk. I fisk exponerad for
biobehandlat vatten var produktionen av vitellogenin
i Brommafiskarna ca 100 ggr hogre 4n i Henriksdals
reningsverk &ret innan, medan den var betydligt ligre
i fisk exponerad for utgdende vatten. Kontrollfisken
och den fisk som provtogs pi exponeringens startdag
uppvisade ingen produktion av vitellogenin. (figur
3-1 a-c).

10 Henriksdal 1999 @
vitellogenin
0,8+ ]’
©
£0,6 l
(2]
<
o
- LO
Lo D—— -
(o))
=
0,2 T
1
0,0+ == L ; ;
T fore kontroll  bio- utgaende
exponering behandlat




b
100 Bromma 2000
vitellogenin
80-
@©
£ 60"
Koo
o
-
E 40
D
=
20
wa o
fore kontroll  bio- utgaende
exponering behandlat

10 Henriksdal 2000 ¢
vitellogenin
0,8+
]
£0,6-
L
o
-
o
(@]
=
0,2-
0o | el
fore kontroll  bio- utgéende
exponering behandlat

Figur 3-1 a-c. Vitellogenin i blodplasma fran fisk. Halten anges i ug/mL plasma. Staplarna visar medelvarden (n = 8),
felstaplarna anger medelfelet. Kvantifieringsgréns (LOQ) = 0,4 pg/mL.
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Figur 3-2 a-b. EROD-aktiviteten i lever fran fisk. Halten anges i nmol/(min x mg protein). Staplarna visar medel
vérden (n = 6), felstaplarna anger standardavvikelsen med 95 % konfidensintervall.

3.1.2 EROD i lever

Resultaten visar att fisken hade utsatts for substanser
som inducerar EROD redan fre forsokets borjan,
men dterhimtat sig efter 28 dagar i rent vatten (kont-
rollfiskar). Ingen dterhimtning skedde i de exponerade
fiskarna i Bromma, dock har en viss dterhimtning

skett i Henriksdal. (figur 3-2 a-b)
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3.2 Kemiska analyser

3.2.1 Ostrogena substanser i galla

Ostrogena substanser identifierades i galla fran all
fisk som exponerats for avloppsvatten, generellt hogre
halter i fisk frin forsoken i biobehandlat vatten 4n i
fisk som exponerats for utgdende vatten. Hormonerna
estron, estradiol och etinylestradiol analyserades i
gallprover frin huvudférséken, och kunde da identi-
fieras i fisk exponerad bédde i biobehandlat vatten



och i utgiende vatten frin bida verken (figur 3-3  Betydligt ligre halt av estron uppmiittes i proverna
a-f). De hogsta halterna uppmiittes i proverna tagna  frén fisk exponerad for utgdende vatten i Bromma
pa fisk exponerad for biobehandlat vatten i Bromma. (0,17 pg/g galla). I fisken som exponerats vid Henriks-

Hagst koncentration hade estron (4,0 pg/g galla).  dals reningsverk var halterna av estron ligre i bida
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Figur 3-3 a-f. Ostrogener i gallvétska fran fisk. Halten anges i ug/g galla. Staplarna visar medelvaden fér 2-3
poolade prov (n = 3-10), punkterna visar min- och max-vérden. Textférklaringar: fére exponering = fisk provtagen
pé férsbkets startdag, kontroll = fisk som hallts i akvarie med rent vatten under hela exponeringsperiden,
biobehandlat = fisk exponerad fér vatten taget efter biologisk rening, utgaende = fisk exponerad f6r utgaende
vatten.

Kvantfieringsgrénser (LOQ): estron och estradiol = 0,05 ug/g galla, etinylestradiol = 0,1 ug/g galla.
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grupperna (0,99 pg/g galla respektive 0,23 pg/g
galla). Kontrollfisken och oexponerad fisk innehall
bara ldga halter av estron i bdda forsoken.

Koncentrationen av etinylestradiol i fisken expon-
erad for biobehandlat vatten var ungefir densamma
vid béda reningsverken. Etinylestradiolhalten varierade
mellan de tvd gallproverna frin varje station, varfor
det dr svart att se ndgon skillnad mellan halten f6re
och efter sandfiltret. Méjligen tyder resultaten pd
ndgot lagre halter i utgdende vatten vid Henriksdals
reningsverk.

Koncentrationen av estradiol var under detektions-
grinsen i gallproverna frin alla grupper av exponerad
fisk utom i de frin fisk exponerad f6r biobehandlat
vatten 1 Bromma.

Bisfenol A identifierades i gallvitskan hos ex-
ponerad fisk frén alla tre forsoken (Figur 3-4 a-c).
Halterna av bisfenol A i gallan var ligre i fisk ex-
ponerad vid forférsoket dn i huvudforssken. Vid
forforsoket i Henriksdal och vid Brommaforsoket
var halten av bisfenol A hogre i gallvitskan frin fisk
exponerad for vatten fore sandfilter. I huvudforssket
vid Henriksdal var spridningen for stor for att sikert

) a kunna konstatera ligre halt efter sandfiltret. Kon-
1.8 Henriksdal 1999 centrationerna av bisfenol A i huvudforséken var ca
16 bisfenol A * 50 ger hogre dn for 6strogenerna.

’ Aven nonylfenol identifierades i gallvitskan hos
147 exponerad fisk frén alla tre forsoken (se figur 3-5
1,2 a-c). Halten av nonylfenol var hogre i fisken frin

2, o ’ forforsoket i Henriksdal 4n i den frdn huvudforsoken.
2 o I forforsoket vid Henriksdals reningsverk var halten
I=haid av nonylfenol i fisken hégre fore sandfiltret én efter.
0,6 Denna tendens fanns ocksd i huvudférséket vid
0.4 Henriksdal, men denna skillnad var inte lika tydlig
pd grund av den stora spridningen mellan gall-
. m proverna. Inte heller vid Bromma reningsverk var
0,0+ == ‘ det nigon tydlig skillnad fére och efter sandfilter.
kontroll bio- liigaends Oktylfenol analyserades inte i gallproverna.
behandlat Y ¥ gallp
b . c
30 Bromma 2000 30. Henriksdal 2000
bisfenol A bisfenol A
25- a 25
20 v 20+
K =
© ©
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Figur 3-4 a-c. Bisfenol A i gallvétska fran fisk. Halten anges i pg/g galla. Staplarna visar medelvdden fér 2-3
poolade prov (n = 3-10), punkterna visar min- och max-vérden. Textférklaringar: fére exponering = fisk provtagen
pa forsokets startdag, kontroll = fisk som hallts i akvarie med rent vatten under hela exponeringsperiden,
biobehandlat = fisk exponerad fér vatten taget efter biologisk rening, utgaende = fisk exponerad fér utgaende

vatten.

*) Under detektionsgrénsen. Kvantfieringsgréns (LOQ): bisfenol A = 0,1 ug/g galla.
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Figur 3-5 a-c. Nonylfenol i gallvédtska fran fisk. Halten
anges i ug/g galla. Staplarna visar medelvaden fér 2
-3 poolade prov (n = 3-10), punkterna visar min- och
max-vérden. Textférklaringar: fére exponering = fisk
provtagen pa startdagen fér férséket, kontroll = fisk
som haéllts i akvarie med rent vatten under hela ex-
poneringsperiden, biobehandlat = fisk exponerad for
vatten taget efter biologisk rening, utgaende = fisk
exponerad fér utgaende vatten.

Kvantfieringsgrans (LOQ): nonylfenol = 0,1 pg/g galla.

3.2.2 Ostrogena
substanser i avloppsvatten

Endast vattnen frin huvudférsoken har analyserats.
Tyvirr kunde inte inkommande vatten analyseras pd
grund av att proverna forolyckades som tidigare
nimnts. Ostrogena substanser iterfanns i alla vatten-
prover frin bada reningsverken (tabell 3-1). Inga
resultat for estradiol redovisas dd analysen stordes av
interferenser frin surrogatstandarden.

Hagst koncentration av estron uppmittes i for-
sedimenterat vatten frin Henriksdals reningsverk.
Aven i vattenproven frin Bromma reningsverk var
koncentrationen av estron hogst i forsedimenterat
vatten. Halten av estron i avloppsvattnet var ligre
och ungefir lika i biobehandlat och utgdende vatten
vid bada reningsverken. Halten av etinylestradiol var
vid béda reningsverken ungefir densamma i alla
vattenprover.

Halten bisfenol A var hogst i férsedimenterat
vatten frin Bromma reningsverk, ungefir dubbla
koncentrationen jimfort med férsedimenterat vatten
fran Henriksdals reningsverk (tabell 3-1). Vid bidda
reningsverken var halterna betydligt ligre och ungefir
lika i biobehandlat och utgdende vatten.

Koncentrationen av nonylfenol och oktylfenol i
vattnet visar samma ménster vid bida reningsverken
(tabell 3-1). Halten av nonylfenol ir i alla vatten-
prover 5-10 ganger hogre 4n halten av oktylfenol.
Vid Henriksdals reningsverk ir halterna av nonyl-
fenol och oktylfenol ungefir desamma i férsediment-
erat, biobehandlat och utgdende vatten medan de i
Bromma ir dubbelt sd hoga i det forsedimenterade
vattnet jaimfort med biobehandlat och utgdende
vatten.



Tabell 3-1. Halter i avloppsvatten. Medelvarden av tva delprov (3 dygn).

Reningsverk  Prov estron etinylestradiol bisfenol A nonylfenol oktylfenol
ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L
Henriksdal Inkommande ea ea ea ea ea
Forsedimenterat 1 2,0 204 187 28
Biobehandlat 11 21 33 221 43
Utgaende 2,2 2,6 <15 160 19
Bromma Inkommande ea ea ea ea ea
Forsedimenterat 7,6 2,3 376 275 22
Biobehandlat 3,0 2,5 <15 44 0,8
Utgaende 3,8 2,2 <15 108 71
ea = ej analyserat.
< Halt under eller pa kvantifieringssgrénsen .
. a b
100~ Henriksdal 2000 100, Bromma 2000
90
m oktylfenol = g ™ oktylfenol
87 mnonylfenol = nonylfenol
70 - 70 a
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40 v 40
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Figur 3-6 a-b. Nonylfenol och oktylfenol i slam. Halten anges i mg/kg torrsubstans (TS). Staplarna visar medel-
vérden av tva delprov (3 dygn), punkterna visar min- och max-vérden.
*) Under kvantifieringsgrénsen.
Kvantfieringsgrénser (LOQ): oktylfenol och nonylfenol = 0,1 mg/kg TS.

Tabell 3-2. Ostrogener i slam. Medelvirden av tva delprov (3 dygn).

Reningsverk  Prov estradiol estron etinylestradiol bisfenol A
pg/kg TS* pg/kg TS* pg/kg TS* pg/kg TS*

Henriksdal Primarslam <30 <30 <20 <4
Overskottsslam <30 <30 <20 <4

Rotslam <30 <30 <20 <4

Bromma Primérslam <30 <30 <20 <4
Overskottsslam <30 <30 <20 <4

Rotslam < 30 <30 <20 <4

* TS = torrsubstans.
< Halt under eller pa kvantifieringsgransen.
< Halt under kvantifieringsgransen.
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3.2.3 Ostrogena substanser i slam

Liksom i vattnen visar koncentrationerna av nonyl-
fenol och oktylfenol samma ménster, och halten
nonylfenol 4r i alla slam ca 30 génger hogre 4n halten
av oktylfenol (figur 3-6 a-b). Betydligt hogre halter av
bade oktylfenol och nonylfenol uppmiittes i rotat slam,
ca 5-10 ggr hogre in i de andra slammen. Halterna av
estradiol, estron, etinylestradiol och bisfenol A i slam
var pé eller under detektionsgrinsen (tabell 3-2).

3.2.4 Substanser i urin och BDT-vatten

I lagrad urin fran Bornsjétanken detekterades estron,
estradiol och etinylestradiol i alla tre nivder av tanken
(figur 3-7 a-b). Halterna varierade mellan 0,45 pg/L
for estron och estradiol. Halten av etinylestradiol
var ca 10 ggr ligre. Av de 8strogena substanserna
kunde bara estron detekteras i utsorterad urin frin
Gebers, i betydligt ligre halt 4n i det lagrade urinet.
I utsorterad urin frin Gebers identifierades dessutom
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Figur 3-7 a-b. Ostrogener i lagrad urin frdn Bornsjén. Topp = provtaget vid ytan, mellan = provtaget pa 1 m djup,
botten = provtaget pa botten av tanken (2,5 m djup). Kvantifieringsgréns (LOQ): 5 ng/L urin.

Substans Strukturformel Prov Halt
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Figur 3-8. Identifierade substanser i utsorterad urin fran Gebers. A och B motsvarar tva veckosamlingsprov

(++= 100 ng/L, +++= 1 ug/L).
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substanser som baktericiden triclosan, de antiin-
flammatoriska substanserna ibuprofen och naproxen
samt koffein, butylsulfonamid (férmodligen en
metabolit av ett sulfapreparat) och hydroxyxanton,
en naturligt forekommande biologiskt aktiv substans
som kan forekomma i naturlikemedel (figur 3-8).

I BDT-vattnet kunde inga kiinda éstrogena imnen
sparas. Diremot kunde ett antal imnen som fram-
forallt hirror frin konserveringsmedel i konsument-
produkter detekteras, som t.ex. diklorbensoesyra,
triclosan och bromfenoler samt den antinflamm-
atoriska likemedelssubstansen ibuprofen (figur 3-9).

Substans Strukturformel Prov Halt
. OH cl V2 +
triclosan /@/J@
o o V3 +
L V2 ++
ibuprofen .
f V3 -
I V2 +
bromfenol @
[ V3 ++
I V2 #
dibromfenol jo -
= V3 ++
alkylerad @ V2 ++
bromfenol - V3 es
OH V2 _
klorofen ©/© |
cl V3 £
diklorbensoe- e V2 | *
2yid :‘ V3 .
tetra- OT V2 -
klorhydrokinon V3 N

Figur 3-9. Identifierade substanser i bad-, dusch- och tvéattvatten (BDT-vatten) fran Gebers.
V2 och V3 motsvarar tva veckosamlingsprov (+ = 10 ng/L, ++ = 100 ng/L, +++ = 1 ug/L, ++++ = 10 ug/L).
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4 Diskussion

I denna undersokning har vi bland annat exponerat
juvenil regnbagslax for avloppsvatten fére och efter
sandfilter under fyra veckor vid tva reningsverk,
och analyserat vitellogenin i blod och éstrogena
substanser i galla fran fisken. Ostrogen paverkan i
fisk mitt som halten vitellogenin i blodet har an-
vints i ett flertal andra undersskningar (t.ex. Thorpe
et al. 2003). Innehéllet av dstrogena substanser i
gallan 4r en spegling av den dos 6strogena substanser
som fisken har exponerats for (Larsson ez al. 1999;
Houtman ez 2/. 2004)

Tidigare undersékningar har visat att de naturliga
hormonerna estradiol, estron och det syntetiska
hormonet etinylestradiol inducerar produktionen av
vitellogenin, bade i hannar och icke kénsmogen fisk.
Olika arter ir olika kinsliga for 6strogenexponering
och en av den kinsligaste och mest undersokta arten
ir regnbdgslax. Det har visat sig att etinylestradiol
dr ca 10-30 ggr mer potent dn estradiol, som i sin tur
dr 2-3 ggr mer potent 4n estron, och den effekten
verkar vara additiv. Etinylestradiol inducerar bildning
av vitellogenin redan vid vattenhalter pa 0,1 ng/L
(Purdom et al. 1994). De industriella kemikalierna
bisfenol A och alkylfenoler inducerar ocksa vitello-
genin, men vid en koncentration som ir upp till
1000 ganger hogre dn for estradiol (Sumpter &
Jobling 1995). Det ir dock svirt att jimféra olika
studier med varandra, dd dos/respons kurvan ir ex-
ponentiell och paverkas av hur experimenten genom-
fors (van Bohemen ez al. 1982; Pelissero et al. 1993;
Purdom ez al. 1994).

Den 6strogena effekten av de industriella sub-
stanserna har i tidigare undersokningar ansetts
bidra marginellt till den totala 6strogena effekten av
kommunala avloppsvatten trots att de forekommer
i hogre halter in de hormonella imnena just for att
den dstrogena potensen ir sd pass mycket ligre.

Fisken som exponerats for avloppsvatten frin
Bromma reningsverk var pdverkad av 6strogena
dmnen i betydligt hogre grad 4n fisken som exponerats
for avloppsvatten fran Henriksdal. Det kan man
sluta sig till eftersom blodet frin fisken i Bromma
inneholl hogre halter vitellogenin samt att gallan
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fran fisken i Bromma innehéll hogre halter 6strogena
substanser. Detta betyder férmodligen att Henriksdals
reningsverk hade en effektivare avskiljning eller
nedbrytning av dstrogena substanser in Bromma,
eftersom det inte finns anledning att forvinta sig att
inkommande mingder av dstrogena amnen skulle
vara hégre i Bromma. Bromma anvinde bara hilften
av sina biologiska bassinger vid underséknings-
tillfillet p& grund av en pdgdende ombyggnad, vilket
gjorde uppehallstiden kortare in normalt. Det har i
tidigare studier visats att uppehéllstiden i biosteget
har stor betydelse f6r reduktionen av dstrogena sub-
stanser; ling uppehillstid ger bittre reduktion (Kirk
et al. 2002). Att fisken som exponerats for utgiende
vatten, bide i Bromma och Henriksdal, hade be-
tydligt ligre halter vitellogenin, tyder pa att sand-
filtret reducerar miangden dstrogena substanser.

Steroidhormoner, bade naturliga och syntetiska,
utsondras frin minniska huvudsakligen som inaktiva
glukuronid- och sulfatkonjugat. Dock har man i
flera studier uppmitt hormoner i sin okonjugerade
form i avloppsvatten frin reningsverk. Mikroorgan-
ismer kan producera enzymer som har férmédgan att
omvandla steroidhormoner. Till exempel kan flera
bakterier, t.ex. Escherichia coli som finns i faeces,
bilda enzymet B-glucuronidas som har férméga att
hydrolysera glucuronidkonjugat till sin ursprungs-
substans (Wakabayashi ez a/. 1961). Séledes kan
detta enzym omvandla konjugerade dstrogener till
dess aktiva form i avloppsvatten och troligtvis sker
denna omvandling redan i avloppsledningarna till
reningsverket. Ternes e al. har pavisat dekonjugering
av steroidhormoner i nedbrytningsstudier med aktivt
slam (Ternes et al. 1999b). I forsok dir “fathead
minnows - hannar (Pimephales promelas) exponerats
for estradiolkonjugatet 17B-estradiol-3-glucuronid
uppmittes dstrogen effekt (induktion av vitellogenin)
hos fisken bara i nirvaro av aktivt slam (Panter ez al.
1998). I en tidigare studie, vid ett mindre renings-
verk i Grabo, dir den exponerade fisken hade en
kraftig vitellogenininduktion, uppmitte vi okon-
jugerade 6strogener i det utgdende vattnet, medan
halten konjugerade 6strogener lig under detektions-
grinsen (Larsson ez al. 1999).

Konjugerade hormoner ir inte biotillgingliga
for fisken, utan de hormoner som tas upp av fisken
foreligger i sin fria, aktiva form. Fisken utsondrar i sin
tur dessa substanser ter igen som konjugat i gallan.
Att fria strogena substanser i vatten ackumuleras i
fiskgalla har vi tidigare visat i en exponeringsstudie



dir estron, estradiol, etinylestradiol och nonylfenol
som doserats i ett akvarium hade ackumulerats i
gallan hos fisken (Larsson ez al. 1999).

Vid exponeringarna i bide Bromma och Henriks-
dal kunde vi aterigen identifiera estron, estradiol
och etinylestradiol i gallan. Halterna var av samma
storleksordning som i Gribostudien, med hogst halt
av estron. Biokoncentrationsfaktorerna galla/vatten
uttryckta som log BCF lag runt 5 i bdda under-
sokningarna.

I denna studie var halterna av estron och etinyl-
estradiol i renat avloppsvatten relativt laga, runt
4 ng/L respektive 2 ng/L. I Gribostudien var halt-
erna av estron 5,8 ng/L, estradiol 1,1 ng/L och
etinylestradiol 4,5 ng/L i renat avloppsvatten (Larsson
et al. 1999). Detta stimmer vil 6verens med andra
undersékningar dir halterna varierar frin 1,4-9,3
ng/L for estron, 1,0-4,8 ng/L for estradiol och
1,0-9,0 for etinylestradiol (Belfroid ez a/. 1999;
Desbrow et al. 1998; Kuch ez al. 2001; Ternes ez al.
1999a).

I reningsverken avligsnas 6strogener och dstrogena
dmnen frén avloppsvattnet genom biologisk ned-
brytning och adsorption till slam. I en nyligen public-
erad rapport frin danska Miljestyrelsen (Kjolholt ez
al. 2004) finns en sammanfattning av dagens kunskap
vad giller nedbrytning och férdelning av strogena
dmnen i reningsverkens processer. Det kemiska fall-
ningssteget tycks ha mycket liten reducerande effekt
pa bide naturliga och syntetiska 6strogener. Den
huvudsakliga reduceringen sker i det biologiska steget
och sirskilt mycket minskar halterna i reningsverk
byggda for kviverening, med lang uppehéllstid och
hog slamélder. Vader ez a/. (2000) har i laboratorie-
skala jimfort formégan till nedbrytning av etinyl-
estradiol hos ett anrikat nitrifierande aktivt slam med
ett aktivt slam som hade mycket lag nitrifierande
aktivitet. I det forsta fallet minskade halten av etinyl-
estadiol frin omkring 45 pg/L till 10 pé tva dygn. I
det andra fallet erhélls ingen minskning. Bade Kirk
et al.(2002) och Svensson ez /. (2003) visar ocksa
att val av sekundir behandling av avloppsvattnet har
betydelse f6r nedbrytningen av strogena substanser;
aktivt slam ir bittre dn biobiddd. Nedbrytnings-
graden varierar ocksd beroende pa uppehéllstiden i
reningsverkets biologiska steg.

Var undersékning tyder pd att etinylestradiol dr
stabilare mot nedbrytning 4n de naturliga 6stro-
generna, vilket éverensstimmer med andra under-
sokningar. Hypotesen stirks av att kvoten mellan
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etinylestradiol och de naturliga hormonerna i av-
loppsvattnen i flera undersékningar ir hogre in de
teoretiskt utsondrade beriknade av von Rathner och
Sonneborn (1979), vilket indikerar en snabbare
nedbrytning av de naturliga hormonerna.

Aven skillnader i nedbrytning av de naturliga
hormonerna i avloppsvatten har konstaterats i flera
undersokningar liksom i denna. Man har uppmitt
hogre halter av estron in estradiol i utgdende av-
loppsvatten (Desbrow ez al. 1998; Kuch ez al. 2001).
Detta beror troligen pa att estron ir stabilare 4n
estradiol i reningsprocessen och att det sker en oxidativ
omvandling frin estradiol till estron. Detta har visats
i experiment med aktivt slam (Ternes ez al. 1999b).
I en spansk undersékning (Carballa ez /. 2004)
minskade inte halten estron under reningsprocessen,
vilket forklarades med ett nytillskott frin nedbruten
estradiol. Estradiolhalten diremot minskade frin
3 ng/L till under detektionsgrinsen Den totala
uppehillstiden i det spanska reningsverket, med ca
100 000 personekvivalenter, var 24 timmar och verket
hade forfillning, aktivt slamsteg samt eftersediment-
ering.

Forutom uppehéllstiden 4r adsorption och desorpt-
ion till partiklar viktiga faktorer for den biologiska
nedbrytningen av dstrogena substanser i renings-
verken. Kjolholt ez al. (2004) redovisar att okonjug-
erade dstrogener snabbt adsorberas till partiklar i
avloppsvattnet och att omkring 50 % av estron,
estradiol och etinylestradiol bér hamna i slamfasen
i de danska reningsverk dir slamdensiteten ir 4 g/L
i biobassingerna. Eftersom nedbrytningen sker i
vattenfasen och ir beroende av desorptionshastig-
heten frin partiklarna dr ocksd denna en parameter
som kan ha stor betydelse f6r nedbrytningshastig-
heten enligt rapportforfattarna.

I Stockholm Vattens reningsverk ir slamdensiteten
2-3 g/L och foljaktligen bor en nigot mindre andel
av ostrogenerna hamna i slammet, utgdende frin de
danska berikningarna. Nagon fullstindig material-
balans av de analyserade imnena har inte kunnat
goras eftersom proverna av inkommande avlopps-
vatten gick forlorade som beskrivits tidigare. Men om
man riknar pa halterna i utgdende avloppsvatten och
de mindre-dn-virden som finns frin slamanalyserna
samt total mingd utgdende avloppsvatten och pro-
ducerat slam ar 2000 blir resultatet att av den mingd
etinylestradiol som limnade reningsverken fanns
< 42 % i slammet frin bida verken. Fér estron blev
motsvarande siffror < 68 % i Henriksdal och < 50 %



i Bromma. Den sammanlagda mingd etinylestradiol
och estron som limnade de bida reningsverken, med
slam och renat avloppsvatten, var < 600 g respektive
< 1000 g. For estradiol finns tyvirr inga analysvirden
pd avloppsvatten, men den totala mingden i slammet
frin de bdda reningsverken kan maximalt ha uppgétt
till 440 g.

I sandfiltren i Henriksdal och Bromma filtreras
en stor del av det kvarvarande suspenderade materi-
alet bort i det eftersedimenterade avloppsvattnet.
Forsok vid Henriksdals reningsverk har visat att
sandfiltren kan reducera den kvarvarande halten
suspenderat material med upp till 95 %, men re-
duktionen beror mycket av hur hég halten 4r i vattnet
innan det filtreras. Efter filtren 4r halten suspenderat
material relativt stabil pd omkring 2 mg/L. Sand-
filtrens kornstorlek ligger mellan 1,2 och 1,8 mm
och det 4r inte klarlagt hur stora partiklar de kan
filtrera bort. Halten suspenderade amnen miits efter
filtrering med MGA-filter som har en porstorlek pa
1,6 pm. En del av de hir aktuella substanserna kan
vara associerade till mindre partiklar och kolloidalt
material som till en del gar rakt igenom sandfilten.
Svensson ez al. (2003) redovisar ett férsok dir part-
iklar storre dn 20 pm inte befanns vara associerade
med nigon dstrogen effekt.

Att avskiljningen fungerade bittre i Henriksdal
in i Bromma, och att sandfiltret reducerar dven
dessa damnen, syns tydligast pd halterna av bisfenol
A. Koncentrationen av bisfenol A i fiskgallan var
betydligt hogre i Bromma in i Henriksdal och den
var tydligt ligre efter sandfiltret 4dn fore.

Nonylfenol reduceras delvis i sandfiltret. Detta
syns tydligast i gallhalterna frin exponeringen vid
Henriksdal 1999. Avloppsvattenanalyser frén 1999
saknas, men koncentrationerna i utgdende avlopps-
vatten frin Henriksdal och Bromma 2000 lag runt
100-160 ng/L. I utgdende avloppsvatten frén Grabo-
verket, som bland annat inte har sandfilter, var halten
nonylfenol 800 ng/L.

I Bromma reningsverk var halterna av bide nonyl-
fenol och oktylfenol hégre i avloppsvatten efter sand-
filter jimfort med fére. Detta kan forklaras med att
en stor del av det forsedimenterade avloppsvattnet
under provtagningstiden pé grund av ombyggnaden
shuntades forbi bioreningen och gick direke till sand-
filtren. Nonylfenol och oktylfenol utgdr nedbrytnings-
produkter av nonyl- respektive oktylfenoletoxylater
som ingér i kemtekniska produkter. Etoxylaterna ir
blandningar av molekyler med olika kedjelingder,
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och i reningsprocessen kortas etoxykedjorna successivt
ner till molekyler med en till tvd etoxyenheter samt
till motsvarande etoxysyror (Ahel ez al. 1994). I och
med att etoxykedjorna blir kortare, blir molekylen mer
fettloslig och mer benigen att fastna pé partiklar. I
avloppsvattnet som niddde Brommas sandfilter kan
man anta att alkylfenoletoxylaterna inte hade hunnit
omvandlas till alkylfenoler i lika stor utstrickning
som i Henriksdal. Dirmed var de till stérre andel
losta i vattnet och kunde inte filtreras bort i sand-
filtren. I sandfiltren finns en viss biologisk aktivitet
som kan omvandla de kvarvarande etoxylaterna till
alkylfenol. Halten nonylfenol i rotat slam i denna
undersokning (runt 60 mg/kg TS) idr hogre dn i de
ordinarie analyser som gérs varje minad pé rotat
slam frin Stockholm Vattens reningsverk, som redo-
visar relativt stabila halter pd mellan 20 och 30 mg/kg
TS under senare &r. Oktylfenolhalterna ligger generellt
ca 10 ggr ligre i slam och vatten. Halterna av nonyl-
fenol och oktylfenol dr hogre i rétat slam én i slam
fore rotning. Detta beror pé att nedbrytningen av
alkylfenoletoxylater fortsitter i rotkammaren, sd att
de sista etoxygrupperna forsvinner, varvid nonylfenol
och oktylfenol terstér.

En annan anledning till att halterna av stabila
dmnen i rotat slam ofta ir hégre 4n innan rétning
dr att det sker en betydande nedbrytning av organiskt
material i rétprocessen, som gor att svirnedbrytbara
foreningar anrikas.

Utan att analysera inkommande alkylfenoletoxyl-
ater av alla kedjelingder, 4r det svért att géra materi-
albalanser. Giger ez al. (1991), som haft mojlighet
att analysera nonylfenoletoxylater med lingre kedje-
lingder, har beriknat att i Schweiziska reningsverk
med mekanisk och biologisk rening, men utan fosfat-
fillning, fordelar sig de nonylfenolekvivalenter som
kommer in i reningsverket med 20 % till slammet,
40 % till utgdende avloppsvatten och resten mineral-
iseras. I denna studies reningsverk, som dessutom
har fosfatfillning och sandfilter, 4r det rimligt att anta
att en betydligt storre andel fordelas till slamfasen.
Resultaten bekriftar dessa antaganden. Av den totala
mingden nonylfenol som aterstar i slam och ut-
gdende avloppsvattnet efter reningsprocessen terfinns
mindre dn 2 % i det renade avloppsvattnet. Resten
har hamnat i slammet. Detta giller bide Bromma
och Henriksdal.

I fisken som inférskaffades frén fiskfarmen upp-
mittes EROD-induktion redan innan forssken
startades, formodligen till f6ljd av en paverkan av



PAH i 6stersjévattnet som fisken uppfétts i. I kont-
rollfiskarna, som fact gé i rent vatten i fyra veckor,
minskade EROD-induktionen till nivier som mot-
svarar opaverkad fisk. De fiskar som exponerats i
Henriksdal hade &terhimtat sig till viss del, nigot
som inte hade skett i Bromma. Detta dr dnyo en
indikation pd att Henriksdal har en effektivare ned-
brytning och/eller avskiljning iven vad giller den
typ av relativt persistenta imnen som inducerar
EROD-aktivitet. Resultaten tyder ocksa pd att av-
loppsvattnets innehdll av dioxinliknande amnen
inte dr hogre in C)stersjb'ns, inte ens det fran det
hégbelastade Brommaverket.

Analyserna av utsorterad urin konfirmerar vad
tidigare undersdkningar visat, nimligen att inaktiva
ostrogenkonjugat dekonjugeras till aktiva substanser.
I den firska urinen foreligger hormonerna i huvud-
sak som konjugat, men i den lagrade urinen fanns
en relativt hog andel fria 6strogener. Detta beror pd
att mikroorganismer bryter sénder de utséndrade
vattenldsliga konjugaten pé liknande sitt som i av-
loppsvattnet

Urin sprids pa dkermark utifrén vilken kvivehalt
den har. Bonden vill ha ca 90 kg kvive per hektar
och ar beroende pa groda (Lennart Quarnstrom,
Stockholm Vatten, personligt meddelande). I den
lagrade urinen i véra forsok var kvivehalten 2 600
mg/L vilket betyder att ca 35 m? urin anvindes per
hektar. Med denna urin hamnade i storleksordningen
100 mg estron, 50 mg estradiol och 3 mg etinyl-
estradiol pd varje hektar dker.

Vid konventionell slamgddsling ir det framfor allt
fosforinnehallet bonden vill &t. Slam liggs dessutom
ut bara vart sjunde ar. Dirfor dr det svart att jimfora
de bida godningsmetoderna. Dessutom finns inget
annat dn mindre-in-virden frin slamanalyserna.
Men om man trots detta uppskattar den maximala
mingd ostrogener som kan nd en hektar dkermark
vid slamspridning av en engdngsgiva p& 5 ton TS/ha
blir det for estron, estradiol och etinylestradiol < 164,
< 115 respektive < 66 mg. For estron och estradiol
skulle de ackumulerade halterna vid urinspridning
pa samma dker i sju ar bli hogre 4n frin slamsprid-
ningen om ingen nedbrytning skulle ske. Fér etinyl-
estradiol, som ir den mest persistenta av de tre, gir
det inte att avgora vilken metod som skulle bidra till
storst spridning. Eftersom jord utgdr ett bra ned-
brytande medium och bade estron och estradiol bryts
ned relativt litt bor dock urinspridning som géd-
ningsmetod inte medfor stérre risk 4n slamspridning

25

vad giller dessa substanser. Mer forskning behovs
dock for att 4 ett bittre underlag och for att f6lja
nedbrytningen i jorden.

5 Slutsatser

Fisken fran Bromma reningsverk, med hog belastning
pa biosteget, visade forhojda halter av vitellogenin i
blodet bade i exponeringsférsoken fore sandfilter och
i utgdende renat avloppsvatten. Det betyder att fisken
utsatts for dstrogena amnen. I Henriksdals renings-
verk, med l&g belastning och lingre uppehallstid, lag
vitellogeninhalterna under kvantifieringsgrinsen.
Jimfort med minga andra undersokningarna var
den 6strogena effekten av renat avloppsvatten frin
bada verken relativt lag

Med kemisk analys pavisades att dstrogena amnen
hade ackumulerats i fiskarnas galla. Dessa imnen var
de naturliga hormonerna estron och estradiol, det
syntetiska hormonet etinylestradiol samt de industri-
ella kemikalierna bisfenol A och nonylfenol. Halterna
var generellt hégre i fisken som exponerats fére sand-
filtren 4n efter. Analys av avloppsvatten taget fére och
efter sandfilter visar samma tendens om 4n mindre
tydligt. Sandfilter tycks alltsd vara ett viktigt extra
reningssteg for den hir typen av substanser bade
pa grund av att de avskiljer partiklar och dirtill
adsorberade substanser, och for att en viss biologisk
aktivitet i filtren bidrar till en fortsatt nedbrytnings-
process.

I urin utséndras dstrogener som konjugat som sé
sméningom sénderdelas till fria aktiva hormoner.
Efter lagring av utsorterad urin i urintank under ett
ir, finns de 6strogena dmnena kvar. Spridning p
dkermark av utsorterad urin utgor troligen inte storre
risk 4n konventionell slamspridning vad giller till-
forsel av de dstrogena dmnena estron, estradiol och
etinylestradiol.
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