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Vi har i denna rapport utvarderat effektbaserade metoder som ett verktyg for att bedéma reningseffektivitet
och miljorisker genom att analysera avloppsvatten pa sex stora till medelstora avloppsreningsverk (ARV). De
deltagande avloppsreningsverken finns i Boras, Eskilstuna, Gavle, Lidképing, Uppsala och Vastervik. Malet
var att undersoka hur effektbaserade analyser (in vitro-tester i celler) kan komplettera kemisk analys vid
utvardering av borttagning av mikroféroreningar vid konventionell avlioppsrening samt med olika avancerade
reningstekniker i labb- och pilotférsdk. De avancerade reningsteknikerna som ingick var i) en process med
en fluidiserad kolbadd, Opacarb®FL (Boras), ii) ozon efterfdljt av en rorlig biofilmsreaktor med barare, MBBR
(Eskilstuna), samt iii) filtrering genom granulerat aktivt kol, GAK, som var uppford i bankskala (Uppsala).

De effektbaserade metoderna inkluderade parametrar for aktivering/blockering av kénshormonreceptorer
(effekter av hormonstérande @mnen) déar dstrogen aktivitet (ER-aktivitet) samt androgen (AR) och anti-
androgen aktivitet ingick. Utdver dessa studerades ocksa aktivering av arylhydrokarbonreceptorn (AhR,
dioxinreceptorn), oxidativ stress genom aktivering av Nrf2, samt genotoxicitet genom mikrokarntest. Utdver
effektbaserad analys har vi ocksé inkluderat kemisk analys av utvalda mikroféroreningar som ar vanligt
férekommande i avloppsvatten. For utvardering av befintlig rening togs det ut prover i inkommande och
utgdende avloppsvatten samt i recipient. For pilotprocesserna togs det ut prover fore och efter det aktuella
processteget.

Resultaten fran denna rapport har tydligt visat att effektbaserade analyser ar ett vardefullt och kansligt
verktyg for att undersoka i) forekomsten av miljéfarliga @mnen i vatten, ii) reningseffektivitet i befintliga
konventionella reningsprocesser, och iii) reningseffektivitet av nya tekniker i pilotanlaggningar.

Flera av de parametrar som ingick i denna utvardering av den befintliga processen: ER, oxidativ stress och
AhR, uppvisade tydliga effekter i de flesta prover, men effekterna minskade markant (i regel >80 %) over
ARV. Trots detta var t.ex. ER-aktiviteten i utgaende vatten fortfarande hog pa flera av de studerade ARV.
Detta visades tydligt genom hoég ER-aktivitet (matt som ¢stradiolekvivalenter (E2eq)) i narliggande
recipienter. Ett viktigt resultat, baserat pa den effektbaserade analysen i recipienterna, var att nivaer
motsvarande 6ver bedémningsgrunden (arsmedelvarde) for 17B-ostradiol for inlandsvatten (400 pg 178-
Ostradiol/L) och det foreslagna effektbaserade riktvardet pa 400 pg E2eq/L uppméttes i Lidkoping, Uppsala
och Eskilstuna. Dessutom uppmaéttes nivaer for den effektbaserade analysen som éverskred
bedomningsgrunden (&rsmedelvarde) for god status for kustvatten p& 80 pg 17B-0stradiol/L for de tvd ARV
som har kustvatten som recipient (Gavle och Vastervik). Det bér namnas att vara resultat speglar data fran
enstaka provtagningar, medan bedomningsgrunderna representerar arsmedelvarden dar det ar 6nskvart att
ta prover som speglar hela arets variation av den undersokta parametern, t.ex. dstradiol. Daremot kan vi
utifran resultaten fa en indikation pa att recipienten ar paverkad, vilket bor foljas upp med ytterligare
matningar. Vi observerade att 85% av alla provtagningar avseende effektbaserade parametrar i recipienten
resulterade i halter som 6verskred det effektbaserade riktvardet eller bedémningsgrunden (arsmedelvarde).
Fran kemisk analys kunde inga sadana slutsatser dras da samtliga prov var under detektionsgrans (som
varierade fran 0,1 till 5 ng/L for recipientproverna), vilket tydligt demonstrerar styrkan med den betydligt
kansligare effektbaserade analysen. En bidragande orsak till att vissa recipienter uppvisar hdgre halter
relativt andra kan vara att utspadningen varierar stort mellan olika recipienter. Det &r sannolikt att ER-
aktiviteten i recipienterna ar lagre nar det rdder hogre floden. Detta understryker betydelsen av att notera
flodesdata i samband med provtagning, samt att forstd den enskilda recipientens flodesvariation. Aven
provtagning fordelat dver aret blir viktigt, for att fa ett mer robust dataunderlag som kan jamféras med
aktuella arsmedelvarden for t.ex. dstradiol.
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Till skillnad mot de 6vriga effektbaserade parametrarna observerades androgen (AR) och anti-androgen
(anti-AR) aktivitet endast i begransad omfattning i de analyserade proverna, vilket betyder att de
parametrarna inte var lika anvandbara for utvardering av reningseffektivitet, vilket i sin tur kan bero pa att
miljoriskerna av amnen som orsakar sadana effekter var l1aga eller obefintliga i denna studie.

Vi har aven studerat genotoxicitet for de sex olika reningsverken. Genotoxicitet har i vart fall utvarderats
binart (ja/nej), dar genotoxicitet antingen pavisas eller inte. En orsak till detta &r att genotoxiska amnen i
manga fall inte har nagon troskeldos. Vi observerade genotoxicitet for alla inkommande prover till ARV. Den
befintliga reningen kunde, i de flesta fall, inte eliminera denna toxicitet, utan den fanns aven i det utgaende
avloppsvattnet. Forst i recipienten (nedstroms) férsvann genotoxiciteten i de flesta fall.

Eskilstuna var det enda reningsverket dar det utgdende renade avloppsvattnet leds igenom en vatmark
innan recipient. Provtagningen darifrdn uppvisade i nagra fall hogre effekt for oxidativ stress, AhR och AR
efter vatmark jamfort med utgdende avloppsvatten (innan vatmark). Vi har daremot inte kunnat dra nagra
sakra slutsatser fran underlaget i denna rapport, vilket till stor del beror pa att det ar valdigt komplext att folja
vattenstrommarna i vatmarken. Resultaten fran denna rapport indikerar dock att det vore vardefullt att
undersoka vatmarker narmare med hjalp av effektbaserade analyser och huruvida vatmarker har en positiv
eller negativ effekt avseende reducering av mikroféroreningar och effekter pa narliggande recipient.

For att rattvist jamfora de olika reningsteknikerna kravs det att de &r testade pa samma avloppsvatten. Sa ar
inte fallet i denna undersodkning, utan hér ser vi snarare hur respektive teknik fungerar fér respektive
avloppsvatten. Nar vi undersdkte hur de effektbaserade parametrarna férandrades genom avancerad rening
kunde vi konstatera att aktivering av ER och AhR minskade ytterligare, jamfort med konventionell
avloppsrening; >98% (ER) och 266-88% (AhR) fér ozon, medan vi observerade >99% (ER) och >98% (AhR)
for GAK. Det ska poangteras att utgdende halt av AhR och ER efter respektive pilot var <LOD (ozon +
MBBR) och 0,08 ng TCDDeg/L (GAK). Daremot observerade vi varierande resultat avseende oxidativ stress,
vilket sannolikt kan relateras till att de inkommande aktiviteterna skiljde sig betydligt mellan de olika
pilotprocesserna. | fallet fér ozon observerades halter <LOD efter ozoneringssteget och i ett fall av fyra (vid
lag ozondos) 6kade oxidativ stress (ett av tva prover) 6ver MBBR-steget. Ovriga prover visade ingen oxidativ
stress. For GAK var inkommande aktivitet vasentligt hogre och har reducerades ca 78% och utgaende halt
visade viss aktivitet.

Med tanke pa att vi i utgdende avloppsvatten fran befintlig rening fortfarande kunde se htga ER-aktiviteter,
ar det av vikt att forsta huruvida en avancerad rening i form av ozon eller GAK kan minska denna aktivitet
(och 6vriga parametrar) ytterligare. Resultaten visade att ozon och GAK minskade manga av de
effektbaserade parametrarna vél, och effekten i utgdende, renat avloppsvatten blev forhallandevis Iag - i
flera fall under detektionsgransen (<LOD). Fér ER-aktivitet, och i jamférelse med konventionell rening,
observerades t.ex. att aktiviteten sjonk till icke-detekterbara halter foér bade GAK (Uppsala) och ozon
(Eskilstuna). Recipientprovtagningen for dessa ARV (med befintlig rening) (2 i Eskilstuna, 1 dubbelprov i
Uppsala), visade att det effektbaserade riktvardet for 6strogen aktivitet pa 400 pg E2eq/L éverskreds.

Pilotprocessen Opacarb®FL presterade markant samre jamfort med bade ozon efterfoljt av MBBR och GAK,
for samtliga studerade effektparametrar, vilket skulle kunna forklaras av att provtagningen genomférdes nar
processen hade en driftstérning. Vi kunde i de flesta fall inte bedéma hur MBBR paverkade de
effektbaserade parametrarna eftersom inga aktiviteter kunde uppmatas efter det foregaende reningssteget,
ozonering, for aktivering av AhR, Nrf2, AR och anti-AR. For ER kvarstod dock, forvisso lag, aktivitet efter
ozonering vid ett av tva provtagningstillfallen (da en lagre ozondos anvandes) och reduktionsgraden for
MBBR var da 48%. Vid den andra provtagningen nér ozoneringen minskade ER-aktiviteten till <LOD sags
daremot en 6kning vid MBBR-steget. Fler provtagningar skulle darfér behovas for att kunna dra nagra
generella slutsatser om hur nedbrytningen fungerar i MBBR-processen.

En jamforelse mellan effektbaserad analys och kemisk analys av enskilda &mnen med 6strogen effekt,
visade att kemisk analys endast kunde férklara maximalt 3% av de éstrogena effekter som uppmattes med
de effektbaserade metoderna. En stor bidragande anledning till detta ar att detektionsgranserna vid kemisk
analys inte ar tillrackligt laga for att mata halter som kan ha negativ paverkan pa akvatiska organismer. Detta
understryker vikten av att utveckla forfinade analysmetoder for dessa amnen. Utifran detta resultat och
uppmatta halter i recipient, ar var bedémning att det inte ar tillrackligt att endast analysera enskilda
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dstrogena amnen, utan det bor kompletteras med effektbaserad analys i utgdende avloppsvatten och
recipienter for att fa ett helhetsgrepp om den totala éstrogena effekten.

Det ska papekas att effektbaserade celltester ger en tidig varning om att nagot kan vara fel, men ett positivt
utslag i ndgon av dessa parametrar betyder inte automatiskt att hela organismer skadas. Det kan finnas
forsvarsmekanismer i en organism (t.ex. en fisk) som gor att effekten som pavisats i cellen inte behover
orsaka en effekt i fisken. For att det ska kunna bli en skadlig effekt i en organism sé borjar paverkan alltid pa
cellniva och darfor betraktas metoderna som effektiva verktyg for att kartlagga forekomst av skadliga amnen.
Dessutom ger de effektbaserade analyserna ett betydligt battre underlag fér bedémning av den totala
effekten av blandningar av kemiska @&mnen an att bara mata halter av enstaka kemiska amnen, t.ex. for att
beddéma en recipientpaverkan.

Utifran var rapport kan vi rekommendera att cellbaserade effektparametrar fortsatter att matas i och kring
avloppsreningsverk i Sverige. Vi ser ocksa att det ar en stor fordel att dessa parametrar inkluderas for
utvarderingen av ett avancerat reningssteg, garna redan innan processen installeras i fullskala. Det senare
ar sarskilt aktuellt for en ozonprocess som kan omvandla modersubstanser och 16st organiskt kol till
biprodukter, som i vissa fall kan ha hdgre toxicitet. Ozonprocessen bor darfor alltid efterfoljas av en
efterbehandling. Ett arbete med effektbaserade metoder inom dessa omraden skulle kunna bidra till att vi far
en storre kunskap om spridningen av miljofarliga &mnen. Vi kan pad samma gang skapa en tidig indikation pa
potentiellt miljéstorande effekter av inte bara enskilda &mnen, utan av hela den komplexa blandning av
amnen som férekommer, nagot som inte ar mojligt med kemisk analys.
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AhR = arylhydrokarbonreceptorn

AR = androgenreceptorn

BEQ = bioekvivalent koncentration

DHT = dihydrotestosteron

E2 = 17B-6stradiol

E2eqkemi = Ostradiolekvivalenter beraknade fran kemiska analyser

E2eqseq = Ostradiolekvivalenter fran effektbaserad analys, uttryckt i BEQ (bioekvivalent koncentration)
EBT = effektbaserat riktvarde (fran engelskans effect-baser trigger value)

eg. = ekvivalenter

ER = dstrogenreceptorn

LOD = limit of detection

Nrf2 = nuclear factor erythroid 2-related factor 2

OHF = hydroxyflutamide

SPE = fastfasextraktion (fran eng. solid phase extraction)

tBHQ = tertiar butylhydrokinon

TCDD = 2, 3, 7, 8-tetraklordibenso-p-dioxin

YES = yeast estrogen screen (reporter assay fér dstrogen aktivitet déar jastceller anvands)
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Det har projektet ar ett innovationsprojekt som finansieras och drivs av Sweco
Sverige AB. Vi som skrivit denna rapport heter Linda Onnby! och Gisela Holm
och arbetar p& Swecos kontor i Malmd respektive Stockholm. Utdver Sweco
finns det ocksa sex olika VA-organisationer som deltagit i det har projektet
genom att ta ut prover fran sina respektive avloppsreningsverk (ARV). BioCell
Analytica har utfért de biologiska analyser som projektet har utvarderat.

1.1 Mal och syfte med projektet

Malet med innovationsprojektet var att utvardera effektbaserade analyser (in
vitro-tester i celler) vid test av fororeningar i avioppsvatten och effektivitet av
olika avancerade reningstekniker. For att astadkomma detta har analysdata fran
sex VA-organisationer sammanstallts. Fem av deltagarna har under 2021 och
2022 drivit projekt (forstudier eller pilotundersékningar) om avancerad rening av
mikrofororeningar med stod fran Naturvardsverket. Férhoppningen och det
huvudsakliga syftet ar att vart material kommer att vara vagledande for framtida
VA-organisationer om hur dessa analyser bast kan anvandas och utvarderas
inom detta omrade. Vi har uppmarksammat att det behdévs en battre kannedom
om hur effektbaserade analyser kan anvandas for att bedéma och utvardera
avloppsvatten och recipienter férorenade med mikroféroreningar.
Effektbaserade analyser kan beskrivas som en mer évergripande,
genomslagskraftig och djupgaende metod jamfort med nar endast kemisk
analys anvands, eftersom aven effekter av okanda amnen och cocktaileffekter
kan matas.

Genom att skapa referensvarden mellan olika kunder och pavisa férdelen och
bredden med effektbaserade analyser, kan VA-organisationer framgent vara
battre rustade for hur de kan ta beslut kring eventuella risker och hur bra en
reningsmetod fungerar. Effektbaserade analyser kan anvandas vid bedémning
av alla typer av vatten dar det finns misstanke om att mikroféroreningar
férekommer, t.ex. recipientutredningar, lakvattenutredningar och ekologiska
statusbeddémningar.

1.1.1 Projektets deltagare

Projektet har vant sig till alla de organisationer som driver
Naturvardsverksfinansierade projekt inom avancerad rening och
mikrofororeningar under 2021/2022. Totalt var det sex organisationer som
visade intresse for ett deltagande till denna rapport och under hésten 2021 och

1 Linda arbetar nu p& IVL Svenska Miljsinstitutet.
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varen 2022 har de samlat in prover avseende dels befintlig reningsprocess och
recipientpaverkan, dels pilotprocess som ar féremal for utvardering.

De olika VA-organisationerna som medverkat presenteras dversiktligt i Tabell 1.
Dar framgar ocksa vilken typ av reningsprocess som &r utvarderad med
effektbaserad analys (befintlig eller pilotprocess) samt vilken tillhérande
recipient ar. | kapitel 2.1 beskrivs varje organisation mer ingaende.

Tabell 1. Deltagare for detta projekt och vilken typ av recipient som &r aktuell

Stad och Process som Recipient

avloppsreningsverk CEREIES
PP 9 effektbaserad analys

Boras, Sobacken ARV

Befintlig process och
pilotprocess

Viskan

Eskilstuna, Ekeby ARV

Befintlig process och
pilotprocess

Eskilstunadn

Gavle, Duvbackens ARV

Befintlig process

Inre Fjarden
(Ostersjon)

Lidkdping, Lidkdpings
ARV

Befintlig process

Lidan (Vanern,
Varmlandssjon)

Vastervik, Lucerna ARV

Befintlig process

Skeppsbrofjarden
(Ostersjon)

Uppsala,
Kungsangsverket

Befintlig process och
pilotprocess®

Fyrisan

a2Uppsala Vatten har for projektet valt att utvardera en forsoksuppstalining i bankskala med kolonner
eftersom den planerade pilotanldggningen inte var i drift vid provtagningstillfallet.

| resultatdelen i denna rapport utvarderas befintlig reningsprocess fér samtliga
deltagare samt pilotprocesser for tre organisationer Tabell 1.

1.2 Tekniker for avancerad rening av
mikrofororeningar

De huvudsakliga teknikerna som ar aktuella for rening av mikroféroreningar ar
oxidation i form av ozonering respektive processer dar aktivt kol anvands.
Teknikerna fungerar pa tva olika satt dar aktivt kol ska betraktas som en
borttagande process dar separationen sker genom adsorption, medan ozon ar
en omvandlande (oxidativ) process som bidrar till att malmolekylerna (och
andra narvarande molekyler i vattnet) oxideras till mindre enheter. Eftersom
ozon kan bidra till att reaktiva och potentiellt toxiska transformationsprodukter
och biprodukter bildas, ar det rekommenderat att ozon efterféljs av ett
poleringssteg. Det ar framfor allt mindre organiska foreningar fran oxidation av
I6st organiskt kol (DOC) som bryts ned 6ver poleringssteget (von Sonntag &
von Gunten, 2012). Andra biprodukter som &r viktiga att halla under uppsikt for
en ozonprocess ar bromat och nitrosodimetylamin (NDMA) som bada ar
cancerogena och toxiska @&mnen. De olika alternativ som diskuteras som
poleringssteg efter ozonering ar framfor allt sandfilter, aktivt kol och en rérlig
biofilmsreaktor med bérare (MBBR). | denna studie har en deltagare kombinerat
ozonering med efterféljande MBBR.
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1.3 Vanligt férekommande kemiska analyser
for miljoriskbeddmningar

Vid en beddmning av miljorisker for en specifik recipient eller for ett reningsverk
utgar arbetet ofta fran en definierad lista 6ver kemiska féreningar och
mikrofororeningar som innefattar bade organiska och oorganiska @mnen. Listan
ar ofta framtagen for den specifika verksamheten och de sarskilda tillstand som
galler. For arbetet om avancerad rening av mikroféroreningar finns det idag
ingen definierad &mneslista som ska foljas vilket ar kopplat till att det idag inte
rader nagra riktlinjer eller lagforslag avseende avancerad rening pa ARV.
Naturvardsverket har daremot rekommenderat en amneslista som de garna ser
att VA-organisationer foljer i samband med sina forstudier och
pilotundersokningar inom omradet. Amneslistan ar férankrad till den svenska
kontexten och bestar av lakemedel vi aterfinner pa den svenska marknaden och
darmed ocksa i vart avloppsvatten samt "fenoldra @mnen (atminstone
nonylfenol)” och "PFAS-11". | Bilaga 1 sammanfattas Naturvardsverkets lista.
Utover kemiska foreningar tas dven mutagenicitet och ¢strogena effekter upp
som rekommenderade parametrar. De tva senare ar exempel pa parametrar
som analyseras med hjélp av effektbaserad analys, vilka redogors mer i detalj
under nasta avsnitt.

Det finns idag inte ett enskilt laboratorium som utfér samtliga analyser upptagna
pa Naturvardsverkets lista. Daremot finns det analyspaket p& nagra enskilda
laboratorier som stammer bra 6verens med amneslistan fran Naturvardsverket.
Utbver att analysera avloppsvatten med effektbaserad analys har de
deltagande VA-organisationerna &ven analyserat mikroféroreningar parallellt
med effektbaserad analys. For merparten av deltagare har ett laboratorium i
Kristianstad utnyttjats (MoLab) men &ven analys genom ALS har férekommit.

1.4 Effektbaserade metoder

For att med stor sdkerhet kunna séga hur féroreningar i renat avloppsvatten
eller kemikalier paverkar organismer i mottagande vattendrag vore det bast att
testa s& manga djur och vaxter som mgjligt. Da detta inte ar mojligt, bade rent
praktiskt, kostnadsmassigt och etiskt, ar det onskvart att komplettera studier pa
hela organismer med enklare testsystem som pa basta majliga satt kan svara
pa eller ge en indikation pd om det testade vattnet kan ha en skadlig effekt pa
organismerna i miljon.

De kemiska metoder som idag anvands for att detektera miljoskadliga &mnen
kan bara mata ett mycket litet antal av i forvag utvalda amnen. Aven om det kan
finnas information om varje enskilt &mnes miljorisk &r den totala effekten som
dessa kemikalier tillsammans ger (sa kallad cocktaileffekt) okand. Dessutom
finns det manga okanda kemikalier som inte analyserats dar effekten pa miljon
ar okand. Flera studier har visat att upp till 99 % av de toxiska effekterna i
vattenmiljén orsakas av okanda @mnen, se t.ex. (Escher, Stapleton, &
Schymanski, 2020). Detta visar att det behovs effektbaserade metoder for att
kunna méta den totala toxiska effekten i ett vattenprov.

Effektbaserade metoder ar biologiska metoder som mater effekter av skadliga
amnen i hela organismer (in vivo) eller i celler (in vitro) (Brack, o.a., 2019). Ofta
anvands fisk, kraftdjuret Daphnia sp (vattenloppa - ryggradsldst djur) och
encelliga gronalger for att mata effekter pa hela organismer pa olika nivaer i
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naringskedjan. Generellt sett finns det en ambition och stravan efter att minska
och begransa anvandningen av forsoksdjur och éverga till cellbaserade system,
vilket medfor att det i framtiden kan bli svarare att anvanda vissa in vivo-tester
och understryker vikten av att utveckla och 6ka anvandningen av in vitro-tester.
Flera tekniker anvands for att mata effekter pa cellniva, vilket ar fokus i denna
rapport. Har ingar tekniker for att mata hormonstorande effekter (kan ge skador
pa reproduktionen), skador pa arvsmassan (DNA) och oxidativ stress samt
aktivering av metaboliserande system. Figur 1 visar olika metoder for att
upptéacka och mata effekter av skadliga amnen, dar effektbaserade celltester
ingar.

Exponering
. for toxiskt | —

Effekter pa . Effekter pa
—>| vavnader —»| FEffekterpa population/

‘och organ organlsmer kosystem

Effekter pa
celler

lln vitro-metoder l In vivo-metoder l
N )
k {
kg
- 25 ),:
i, 9
Hormonstérande effekter
DNA-skador

Metaboliserande system
Oxidativ stress

Figur 1. Metoder for att mata effekter av skadliga amnen i miljon, fran exponering till effekter pa
ekosystem.

Anvandandet av effektbaserade celltester stods av Naturvardsverket som i sin
utlysning av medel for projekt inom avancerad rening och mikroféroreningar
specifikt namnt att forutom analys av mikroféroreningar (se 1.3) sa ar det
onskvart att deltagande VA-organisationer anvander effektbaserade analyser
for mutagenicitet och dstrogena effekter.

De effektbaserade celltesterna ger en tidig varning om férekomst av skadliga
amnen i ett prov och effekter aven fran okédnda amnen samt blandningseffekter
detekteras, men det ska papekas att ett positivt utslag i ndgon av dessa
parametrar inte automatiskt betyder att hela organismer skadas. Det kan finnas
férsvarsmekanismer i organismen (t.ex. en fisk) som gor att effekten som
pavisats i cellen inte orsakar en effekt i fisken. For att det ska kunna bli en
skadlig effekt i en organism sa borjar paverkan alltid pa cellniva och darfor
betraktas metoderna som effektiva verktyg for att kartlagga forekomst av
skadliga &mnen. Dessutom ger de effektbaserade analyserna ett betydligt
battre underlag for beddmning av den totala effekten av blandningar av kemiska
amnen jamfort med att bara méata halter av enstaka kemiska amnen. En vidare
forstaelse for den totala effekten kan vara av betydelse vid t.ex. en
recipientpaverkan.

Mer i detalj méats de biologiska effekterna av miljo- och halsofarliga kemikalier i
vatten i laboratorieodlade daggdjursceller, som modifierats for att kunna
upptécka specifika odnskade effekter, exempelvis hormonstérande effekter
(BioCell Analytica, 2022; Persson, Lundgvist, & Oskarsson, 2021). Nar cellerna
exponeras for ett prov som innehaller kemiska &mnen som orsakar de specifika
effekter som studeras, sd utsondrar cellerna ett signalprotein. Signalproteinet
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kan matas enkelt efter att cellerna exponerats for t.ex. ett avloppsvattenprov.
Detta ger ett snabbt svar pd om, och i vilken grad provet ar fororenat med miljo-
och hélsofarliga kemikalier. En rad sadana effektbaserade metoder har
utvecklats, och dessa mater grundlaggande fysiologiska och hélsorelevanta
effekter, sdsom cellernas tillvaxt och stresspaslag, dstrogena och androgena
effekter, och skador pa arvsmassan. Som komplement till de kemiska
analysmetoderna har det visats att de biologiska effektbaserade cellanalyserna
fungerar val for att f& en mer heltackande bild av forekomsten av skadliga
amnen och @amnen som i kombination kan ge negativa halso- eller miljdeffekter.
Metoderna kan anvandas for att forbattra och 6vervaka dricksvattenkvaliteten
och effektiviteten i avloppsreningsverk, for att utféra miljéévervakning samt for
att utvardera nya tekniska ldsningar i vattenbranschen.

Nedan listas nagra vanliga effektbaserade metoder for att mata effekter pa
cellniva (in vitro). Under 1.6 redovisas de aktuella effektbaserade analyserna
som anvants i féreliggande studie mer i detalj.

1.4.1 Hormonstorande effekter

Manga viktiga processer i kroppen styrs av hormoner som verkar vid mycket
laga halter i kroppen (Kemikalieinspektionen, 2022). | avloppsvatten kan det
forekomma naturligt 6stradiol (utsondrat frdn méanniska) och éstron. Dessa har
en Ostrogen effekt, liksom etinylostradiol (syntetiskt p-piller-hormon), naturliga
amnen som genistein och daidzein (finns i soja) och syntetiska amnen som
bisfenol A och nonylfenol. Amnena kan exempelvis bidra till utveckling av
cancer eller paverka amnesomsattningen och fortplantningsformagan.

I en nyligen publicerad artikel foreslas en rad in vivo- och in vitro-tester for att
detektera hormonstérande amnen (Robitaille, 0.a., 2022). Har namns aven
OECD:s? ramverk for att identifiera dessa amnen (OECD, 2018) som innehaller
tester for att utvardera 0strogen-, androgen- och tyroidaktivitet, samt paverkan
pa produktion av steroidhormoner (steroidogenes).

Nagra av testerna for att mata hormonstérande effekter pa cellniva listas nedan.

1. Aktivering/blockering av 6strogenreceptorn (ER)
Ostrogenreceptorn (ER) kan paverkas bade genom aktivering (agonistisk
effekt) och blockering (antagonistisk effekt) av receptorn av @mnen som
darmed klassas som hormonstérande.
Aktivering av ER ingar i testerna som utforts av BioCell Analytica och
beskrivs i mer detalj i avsnitt 1.6.)

Det finns olika metoder for att mata dstrogena effekter, dar flera ar baserade pa
modifierade daggdjursceller (t ex (anti-)ERa CALUX, MELN, T47D-KBluc,
GeneBLAzer-ER alpha) och andra pa modifierade jastceller (t.ex. A-YES). Om
samma referenssubstans anvands (173-6stradiol) i olika cellmodeller &r
resultaten fran metoderna jamforbara. Exempel pa tester for att mata aktivering
och blockering av dstrogenreceptorn (6strogena effekter) (Wolf, 0.a., 2022) ges
nedan:

ISO-standarder finns for dstrogentester baserade pa humana celler och
jastceller. Styrkor och svagheter med de olika testerna namns i flera artiklar. Ett

2 OECD: The Organisation for Economic Co-operation and Development, &r en internationell
organisation som bl.a. arbetar med att ta fram och etablera vetenskapligt forankrade internationella
standarder for utmaningar inom ekonomi, sociala fragor och miljo.
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exempel ar YES som anvands ofta, men dar flera kéallor beskriver svagheterna.
YES-testet baseras pa jastceller och har en hogre detektionsgrans an test som
baseras pa daggdjursceller, men anvands ofta eftersom det ar enkelt att
anvanda (dos Santos Argolo, Gomes, & Maia Bila, 2021). YES rekommenderas
daremot inte langre som ett framgangsrikt test, ndgot som det amerikanska
Naturvardsverket (US EPA) kommunicerade redan 1998 och sedan 2018 &ar det
ocksa nagot som OECD stéller sig bakom. Det &r fler som ansluter sig till
samma slutsatser: i en nyligen publicerad oversiktsartikel fran forskare fran flera
olika larosaten i Europa och USA, fortydligas detta narmare. Nagra anledningar
till detta ar:

- den hdga detektionsgransen for jastceller jamfoért med humanceller,

- det lagre upptaget av substanser i jastceller jamfort med i daggdjursceller,

- att YES inte alltid kan skilja pa agonister och antagonister, vilket kan gora att
man far fel resultat avseende aktiviteten i ett prov och;

- att jastcellers 6verlevnad kan paverkas av fungicider (svampdddande amnen)
som éar klassade som hormonstérande d&mnen (Robitaille, o.a., 2022).

2. Aktivering/blockering av androgenreceptorn (AR)
Androgenreceptorn (AR) kan precis som ER paverkas bade genom
aktivering (agonistisk effekt) och blockering (antagonistisk effekt) av
receptorn av amnen som darmed klassas som hormonstorande.
Bade aktivering och blockering av AR ingér i testerna som utforts av BioCell
Analytica och beskrivs i mer detalj i avsnitt 1.6.

Exempel pé& tester for att mata androgen effekt ar (anti-)AR CALUX och AR-
EcoScreen dar det sistnamnda anvandes i denna studie.

Det ar aven mojligt att undersoka andra typer av hormonpaverkan med
bioassays, vilka beskrivs i punkt 3 - 6 nedan. Detta gjordes dock inte i denna
studie da fokus varit pa de parametrar som inom forskning vanligen testas for
dessa typer av vatten.

3. Progesteronaktivitet och glukokortikoidaktivitet
Manga lakemedel ingar bland de som har progesteronaktivitet eller
glukokortikoidaktivitet, bl.a. kortison och astmamediciner, vilket gor att
dessa tester kan vara viktiga for att fanga upp effekterna av dessa amnen
(IWA, 2021).

4. Retinoidliknande aktivitet
Retinoider kontrollerar bl.a. utveckling av organ och celler hos djur, och en
storning i detta system kan orsaka fosterskador hos fisk och groddjur
(Volker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019). Vissa kemikalier har potential att
orsaka denna storning.

5. Skoldkortelhormonaktivitet (tyroid aktivitet)
Skoldkortelhormon ér viktiga for metabolism, tillvéxt och organutveckling
inklusive hjarnan (Volker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019). Det finns olika
typer av tester for att studera &mnen som kan stora skoldkértelns aktivitet.

6. Stdrning av hormonbiosyntes
Vissa &mnen kan stdra syntesen av hormoner och det finns tester som kan
mata denna aktivitet (Volker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019).
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1.4.2 Aktivering av metaboliserande system
Exempel pa test for att méata aktivering av metaboliserande system ges nedan:

e Aktivering av arylhydrokarbonreceptorn (AhR, &ven kallad dioxinreceptorn)
AhR-receptorn &ar ocksa kand som dioxinreceptorn da den bland annat
aktiveras av dioxinlika féreningar. AhR inducerar bland annat cytokrom 450,
som &r metaboliserande enzym. Detta test ingar i testerna som utforts av
BioCell Analytica och beskrivs i mer detalj i avsnitt 1.6.

1.4.3 Oxidativ stress

Oxidativ stress orsakas av ett dverskott av syreradikaler som bl.a. kan ge
inflammatoriska effekter och orsaka cancer. Exempel pa test for att mata
oxidativ stress ges nedan:

e Nrf2-aktivitet
Detta test ingar i testerna som utforts av BioCell Analytica och beskrivs i
mer detalj i avsnitt 1.6.

1.5 Effektbaserade metoder inom
avloppsvattenrening och avancerad
rening

1.5.1 Konventionell avloppsvattenrening

Det finns idag en rad studier som har undersokt avloppsvattenrening med olika
typer av effektbaserade in vitro-metoder for att beskriva uppmaétt effekt fére och
efter konventionell avloppsvattenrening (Golovko, O., Lundgvist, J., Ohrn, S.
och Ahrens, L., 2020; Lundqvist, Mandava, Lungu-Mitea, Yin Lai, & Ahrens,
2019; Vdlker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019; Stalter, Magdeburg, Wagner, &
Oehlmann, 2011). Dessa, samt referenser inom dem, visar ocksa att
avloppsvatten har analyserats for en rad olika typer av effekter (t.ex. oxidativ
stress, mutagenicitet, AhR-aktivitet, androgena och éstrogena effekter), men att
det ar framforallt 6strogena effekter som ar de i sarklass mest dominerande
inom detta falt och for avloppsvatten (Volker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019).

I en nyligen publicerad oversiktsartikel som summerade 46 studier och totalt 22
avloppsreningsverk (pilot- eller fullskala), visades att konventionella
reningsmetoder effektivt reducerar ER-aktivitet, men att aven aterstaende
Ostrogenicitet kan utgéra en risk for omgivande ekosystem. De sistnamnda
riskerna utvarderades med hjalp av effektbaserade metoder, dar framfor allt in
vitro-tester baserade pa dstrogenicitet och in vivo-tester pa kraftdjuret Daphnia
sp dominerade (Volker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019). Efter konventionell
rening visade aven Stalter 0.a. (2011) att androgena, dstrogena och AhR-
aktiviteter minskade med 78-99% vid jamforelse med inkommande
avloppsvatten. Forfattarna understryker att &ven om de studerade effekterna
minskade avsevart efter konventionell rening, s var det fortsatt hog
dstrogenicitet och androgenicitet i det utgdende vattnet, vilket efterlyser
ytterligare atgarder for att inte recipienter ska paverkas negativt. Aven i Sverige
har liknande studier med effektbaserad analys genomforts: t.ex. utvarderades
flera typer av effekter pa fem svenska reningsverk med konventionell
avloppsvattenrening (Lundgvist, Mandava, Lungu-Mitea, Yin Lai, & Ahrens,
2019). Precis som i studien frdn Tyskland av Stalter och medarbetare (2011)
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observerades det en tydlig trend i hur effekterna minskade éver
avloppsreningsverket (Lundqvist, Mandava, Lungu-Mitea, Yin Lai, & Ahrens,
2019). Reduktionen for de olika effekterna rapporterades vara hégst for
Ostrogena effekter (ca. 90% for samtliga reningsverk), medan t.ex. de
androgena effekterna reducerades olika mycket (>99% for tre ARV och 50-60%
for tvd ARV).

1.5.2 Avancerad rening

Kunskapen kring hur dstrogena effekter minskar ytterligare efter ett avancerat
reningssteg ar etablerad i den vetenskapliga litteraturen sedan drygt ett
decennium, vilket sammanfattas val av Volker o0.a. (2019). Ozon och GAK
bidrar t.ex. bada med en kraftig minskning av bade 6strogena, anti-androgena
och AhR-aktiviteter (Stalter, Magdeburg, Wagner, & Oehlmann, 2011; Wolf,
o.a., 2022).

| flera studier har hormonstérande effekter i avloppsvatten fore och efter
ozonbehandling studerats (Wolf, 0.a., 2022; Itzel, 0.a., 2020). Dessa studier har
visat att den 0strogena effekten i princip eliminerades efter behandling.
Daremot pavisades ingen klar minskning avseende antiéstrogen och
antiandrogen effekt, och Itzel och medarbetare (2020) kunde inte heller pavisa
att effekten minskade efter ett biologiskt polersteg med biofilmsbéarare. En
forklaring till detta kan vara att ozonering skapar transformationsprodukter som
ger upphov till de antagonistiska effekterna.

Ett avancerat reningssteg med ozon kraver en efterbehandling enligt
schweiziska riktlinjer. Detta rekommenderas for att bryta ned reaktiva &mnen
som skapas under den oxidativa processen. Kunskapen kring hur
efterbehandlingen till ozon fungerar &r i skrivande stund ett falt under stor
utveckling. En del i denna utveckling ar att utvarderingen av polersteg sasom
aktivt kol (GAK), sandfilter eller biofilmsbaserad biologisk nedbrytning (t.ex.
genom biofilmsprocesser med bérare eller membran (MBBR eller MBR)) med
effektbaserad analys precis ar paborjad. Kienle och medarbetare (2022)
undersokte avloppsvatten efter ozonering med polersteg sdsom sandfilter, GAK
(farskt respektive gammalt) samt en fast biologisk badd. Ett viktigt resultat i
denna studie var att pavisa att ozonering bidrog till att ekotoxiciteten minskade
markant och att en ytterligare forbattring av vattenkvalitén observerades for ett
farskt GAK-filter som endast hade nyttjats mellan 13 000 — 20 000 baddvolymer
(Kienle, o.a., 2022). En parallell observation avseende reduktion av
identifierade transformationsprodukter gjordes dessutom ganska nyligen, dar
det konstaterades att hogre reduktion av transformationsprodukter erhdlls for ett
yngre (16 000 baddvolymer) GAK jamfort med ett aldre (35 000 baddvolymer),
men i samma studie erhdlls bast reduktion av transformationsprodukter nar
aktivt kol i pulverform (PAK) doserades pa ett sandfilter och samst reduktion av
transformationsprodukter visades nar polersteget utgjordes av endast ett
sandfilter (Gulde, o.a., 2021).

Utbver att titta p& hur toxicitet fran in-vitro tester foérandras 6ver befintliga
avloppsreningsverk kan dessa tester &ven utnyttjas som en utvardering infér en
installation av ett avancerat reningssteg. Det senare &r sarskilt aktuellt for
ozonprocessen eftersom det ar en oxidativ process, som utbver att reagera
med mikroféroreningar, aven reagerar med 6vriga komponenter i avloppsvattnet
(vattenmatrisen) (von Sonntag & von Gunten, 2012).

| en studie fran Schweiz redogor forfattarna for hur ozon kan testas och
utvarderas pa avloppsvatten for att f& en tydlig totalbild éver hur ozonprocessen
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med efterfoljande biologiskt polersteg paverkar vattnet (Schindler Wildhaber,
0.a., 2015). Testférfarandet omfattar primart ozonstabiliteten i avioppsvattnet
men aven toxiciteten och dstrogena och androgena effekter undersoks fére och
efter ozonsteget, samt efter ett biologiskt polersteg. Fér utvarderingen av
mutagenicitet anvandes tre varianter av Ames-test3. Det dvergripande resultatet
fran denna utvardering pekade pa att en inducerad toxicitet som konsekvens av
ozonering, férsvann efter det biologiska polersteget. For ett avloppsvatten
observerades mutagenicitet redan pa obehandlat vatten, vilket inte forandrades
efter vare sig ozonering eller ett biologiskt polersteg. Utifran testforfarandet
kunde tva avloppsvatten konstateras vara olampliga for ozonering och detta
forklarades bland annat av att de var mycket paverkade av industriellt
avloppsvatten.

1.5.3 Effektbaserade metoder och koppling till kemisk
analys

Som vi tidigare patalat ar det sallan enskilda kemiska analyser kan forklara hela
den respons som en effektbaserad analys ger. Daremot finns det nagra effekter
dar det varit mojligt att forklara en relativt hog grad av effekten med kemisk
analys av enskilda &mnen, i vissa fall upp till 70%. Ett exempel &r dstrogena
effekter som anges som 6stradiolekvivalenter (E2-ekvivalenter, E2eq). Detta
beror pa att 6strogena effekter vanligtvis domineras av forekomst av ett fatal
hogpotenta amnen. Nagra kanda @mnen med Ostrogen verkan ar ostradiol,
etinyldstradiol, 6stron samt bisfenol A (Gutendorf & Westendorf, 2001;
Robitaille, 0.a., 2022) m. fl. Aven nonylfenoler namns i litteraturen som kemiska
amnen med ostrogenicitet. Ett problem ar att dstradiol ar svart att analysera
kemiskt i tillrackligt 1aga koncentrationer. En finsk studie pa 8
avloppsreningsverk rapporterade detekterbara halter av dstradiol i tva prover,
vilket forklarade 28 respektive 67% av ER-aktiviteten. Ostron och bisfenol A,
som kunde detekteras i flertalet prover, forklarade mindre an 10% av ER-
aktiviteten (Valitalo, 0.a., 2016). Pa samma satt finns det beskrivet att studerade
effekter kan relateras till vissa typer av amnen. | (Robitaille, 0.a., 2022) skriver
de att anti-androgena effekter har kunnat héarledas till halter av ftalater i
dricksvatten. Aven polyklorerade bifenyler (PCB:er), polycykliska aromatiska
kolvaten (PAH:er), flamskyddsmedel, pesticider och lakemedel namns som
potentiella kandidater (ltzel, o0.a., 2020). Fér androgena effekter namns att de
korrelerar till halter av steroider (Robitaille, 0.a., 2022). Det aterstar dock
mycket att studera inom detta falt innan nagon helhetsbild kan skapas. En
betydande skillnad ar att effektbaserad analys som gors pa olika typer av vatten
ger en sammantagen bild av hela vattenprovet, till skillnad fran enskild kemisk
analys som endast pavisar det amne som pé forhand ar bestamt att analyseras.
Detta innebar t.ex. att effekter som &r additiva, synergistiska och/eller
antagonistiska, pavisas i en effektbaserad analys, medan den missas i den
enskilda kemiska analysen.

1.5.4 Genotoxicitet och mutagenicitet

Genotoxicitet innebar effekter i form av primara DNA-skador och mutationer pa
DNA-molekylniva eller kromosomniva. Genotoxicitet och mutagenicitet ar i
princip samma sak forutom att genotoxiska effekter inte nddvéandigtvis ar
associerade med mutationer. Skador pd DNA kan innebéara en 6kad cancerrisk
och reproduktionsstérningar.

3 Tre olika bakteriestammar utnyttjades i férséket; TA100, TA98 och YG7108.
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Exempel p& tester som méter genotoxicitet:

e Mikrokarntest
Detta test ingar i testerna som utforts av BioCell Analytica och beskrivs i
mer detalj i avsnitt 1.6.

e UmuC assay
| denna test mats formagan att reparera DNA (Volker, Stapf, Miehe, &
Wagner, 2019).

e Comet assay
Denna test mater DNA-skador (Vdélker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019).

Exempel pa test som mater mutagenicitet:

e Ames test

Ames test ar ett bakteriellt snabbtest som anvands for att identifiera
carcinogena amnen med hjélp av att studera mutagenicitet i bakterien
Salmonella typhimurium (Féllmann, Degen, Oesch, & Hengstler, 2013).

I tillagg till testerna ovan finns t.ex. inhibering av acetylkolinesteras (AchE),
paverkan pa peroxisomproliferationaktiverade (PPAR) receptorer och
mikroplattstester med bakterier och mikroalger (Volker, Stapf, Miehe, &
Wagner, 2019).

1.6 Effektbaserade parametrar som
analyseras av BioCell Analytica

| denna studie har vi studerat férekomsten av &mnen i avloppsvatten och vatten
fran recipientprovtagning som kan aktivera dstrogenreceptorn (ER) och
arylhydrokarbonreceptorn (AhR) (dioxinreceptorn), aktivera och blockera
androgenreceptorn (AR), orsaka oxidativ stress (Nrf2-aktivitet) eller
genotoxicitet. Nedan beskrivs de olika toxiska effekterna som ar en foljd av
effekt pa receptorer, oxidativ stress eller genotoxicitet (Persson, Lundqvist, &
Oskarsson, 2021; BioCell Analytica, 2022).

1.6.1 Aktivering/blockering av kbnshormonsreceptorer

1. Aktivering av dstrogenreceptorn (ER)

Ostrogenreceptorn aktiveras av kvinnliga kdnshormonsliknande amnen.
Amnena kan aktivera (agonistisk aktivitet) eller blockera (antagonistisk aktivitet)
Ostrogenreceptorn. Kénshormoner, sdsom ostrogener, har manga viktiga
fysiologiska funktioner exempelvis for reproduktionen. Amnen som efterliknar
eller blockerar kbnshormoner klassas som hormonstérande @&mnen. | denna
studie har undersokts om proverna innehdller amnen som kan aktivera
Ostrogenreceptorn.

2. Aktivering av androgenreceptorn (AR)

Androgenreceptorn aktiveras av manliga kénshormonsliknande @mnen.
Amnena kan aktivera (agonistisk aktivitet) eller blockera (antagonistisk aktivitet)
androgenreceptorn. Kénshormoner, sdsom androgener, ar bl.a. viktiga for
reproduktionen. Amnen som efterliknar eller blockerar kénshormoner klassas
som hormonstérande @mnen. | denna studie har undersdkts om proverna
innehaller amnen som kan aktivera respektive hAmma androgenreceptorn.
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1.6.2 Aktivering av arylhydrokarbonreceptorn (AhR)
(dioxinreceptorn)

Arylhydrokarbonreceptorn (AhR) (dioxinreceptorn) har blivit sarskilt
uppmarksammad for att den aktiveras av manga toxiska amnen, sarskilt
tetraklordibenzodioxin (TCDD), varvid metaboliserande enzym induceras (satts
igang) (bl.a. cytokrom P450). Effekten av AhR-aktivering har darfér kommit att
kallas metabolisk aktivering, men Ah-receptorn har manga olika fysiologiska
funktioner och aktiveras av bade kroppsegna och frammande kemiska amnen.
Viktiga funktioner dar AhR ingar &r vid utveckling av olika organsystem och vid
reglering av inflammatoriska reaktioner. AhR aktiveras av ett mycket stort antal
skilda amnen, sdsom halogenerade organiska miljoféroreningar, PAH:er, vissa
pesticider (bekampningsmedel) och lakemedel, och naturligt fdrekommande
amnen som indoler (finns bl.a. i stenkolstjara och i vaxter) och stilbener
(polyfenol som bl.a. finns i vaxter).

1.6.3 Oxidativ stress (Nrf2)

Manga toxiska &mnen, t.ex. organiska miljogifter, pesticider, metaller, naturliga
amnen, kan orsaka oxidativ stress. Oxidativ stress beror pa bildning av reaktiva
syreradikaler i 6verskott och obalans i cellernas formaga att ta hand om dessa.
Det ar en vanlig mekanism bakom olika typer av toxiska effekter, t.ex.
inflammatoriska effekter, fosterskador och cancer. En viktig faktor som reglerar
cellernas férsvarssystem vid oxidativ stress ar Nrf2 (nuclear transcription factor
erythroid 2- related factor 2). Vid induktion av oxidativ stress uppregleras Nrf2,
vilket kan anvandas som markor vid bioanalys av vattenprovers innehall av
amnen som orsakar oxidativ stress.

Da en rad organiska mikrofororeningar inducerar en oxidativ stress-respons och
det ar forvantat att in-vitro analyser avseende Nrf2-aktivitet kommer att 6ka
framgent inom vattenbranschen i samband med utvardering av vattenprocesser
och avseende vattenkvalité (Volker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019), var det av
sarskilt intresse som Nrf2-aktivitet analyserades inom detta projekt.

1.6.4 Genotoxicitet (mikrokarntest)

Genotoxicitet, d.v.s. DNA-skadande effekt, ar en allvarlig effekt som kréaver
omfattande testning och utredning vid registrering av till exempel
bekampningsmedel, livsmedelstillsatser och aromamnen. DNA-skada i
kroppsceller kan leda till cancer och andra sjukdomar och till
reproduktionsstérningar om det drabbar kdnsceller. BioCell Analytica anvéander
sig av ett mikrokarntest for att mata genotoxicitet och metodiken foljer i stora
drag OECD Guideline 487 (2016) och andelen mikrok&rnor analyseras med
flodescytometri, som beskrivs i (Bryce, 0.a., 2013). | metoden beskrivs att
mikrokarntestet ar ett alternativ till kromosomavvikelsetest och att nagra av
fordelarna i forhallande till det testet ar att mikrokarntestet betydligt lattare hittar
agens (verksamt @mne) som kan leda till kromosomavvikelser och att metoden
ar latt att automatisera.
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2.1 Provtagningar

Provtagningar for effektbaserad analys och mikroféroreningar genomférdes
under hosten 2021 och varen 2022. Upplagget for provtagningen har sett olika
ut beroende pa om deltagarna valde att utvardera (i) endast befintlig process,
eller om (ii) en pilotprocess ocksa ingick.

2.1.1 Befintlig process och pilotprocess

Samtliga deltagare tog ut prover i den befintliga processen genom att samla in
prover fran inkommande och utgdende vatten samt prov i recipienten
nedstroms ARV. Sweco foresprakade tre provtillfallen for den befintliga
processen och att dessa skulle spridas jamnt under hdsten. Fér de deltagare
som aven skulle samla in prover for sin pilotprocess, rekommenderade vi att
samtliga prover (befintlig process och pilotprocess) samlades in under samma
period. Detta resulterade i att provtagningen for befintlig process omfattar
prover fran oktober 2021 till och med juni 2022. For provtagningen pa
reningsverken togs dygnsprov och i recipient samlades det in stickprov (se
Tabell 2). Utdver detta provupplagg valde vissa deltagare att ta ut ytterligare
prover: i Lidkdping, t.ex., togs det ut prover uppstroms ARV, och i Eskilstuna
togs det &ven ut prover efter vatmark. | Bilaga 2, Tabell 2.1. visas alla
deltagares prover.

For de deltagare som ocksa utvarderade en pilotprocess, samlades det istallet
in prover avseende reningsverket i anslutning till att pilotférséken var igang.
Provtagningen skedde darmed under varen 2022. Detta gallde Uppsala, som
samlades in dubbelprover for reningsverket (dygnsprover) och i recipient
(stickprov). | Boras, hann de endast med en provtagning: dygnsprov togs pa
inkommande och utgdende vatten fran ARV medan stickprov togs i recipienten.
For pilotprocessen togs det ut stickprov innan och efter det avancerade
reningssteget. | de fall dar det handlade om tva reningssteg, t.ex. ozon efterfoljt
av en s.k. moving bed bioreactor (MBBR), som utvarderades i Eskilstuna, togs
det ut prover efter steg 1 och efter steg 2 av reningsprocessen.
Pilotprocessernas provtagningar sammanfattas i Bilaga 2 Tabell 2.2.

Tabell 2 sammanfattar rapportens deltagande VA-organisationer samt vilka
prover och vilken typ av prover (dygnsprov, stickprov) som respektive
organisation har valt att inkludera for analys. Utdver provtagning anges ocksa
hur stor paverkan, i form av vattenfldde som slappts ut relativt flodet i den
mottagande recipienten for det specifika provtagningstillfallet. Detta har vi valt
att kalla fér andel ARV relativt recipient. Denna andel &r berdknad i procent
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och de floden som har utgjort dygnsflodet fran respektive ARV for det aktuella
provtagningstillféllet. For recipient har vi i basta fall utnyttjat aktuell vattenféring

for provtagningstillféllet. | de fall dar detta inte varit mojligt har vi berdknat ett
medelflode i recipient utifrén befintlig information i VISS. Specifika detaljer

anges i Tabell 2.

Tabell 2. Sammanfattning av VA-organisationer som ingatt fér den har rapporten, befintlig

reningsprocess och vilken typ av process som blivit utvarderad (befintlig och/eller pilotprocess) samt

andel av utgaende vatten som gar till aktuell recipient redovisad for respektive provtillfalle.

kvaverening) —kemisk
rening
(dygnsprov)

§ L Typ av Andel
VA orga_nlsatlon, A Lo pilotprocess Typ ARV,/Recipient
(dimensionerande Befintlig process A R )
belastning) som ingar av (%)? for respektive

for analys recipient provtagning
Mekanisk — biologisk
(anammoxrening av
Borés Energioch Millo, | refekvatten fén | gpacarmort | Sowattemrecipient | g o
(150 000 pe) centrifuger) och (stickprov) (stickprov) ,
kemisk rening
(dygnsprov)
Mekanisk — kemisk — Ozon +
. . e : . MBBR med .
Eskilstuna Energi och Miljo, biologisk A driftsate: | Stvattenrecipient
Ekeby ARV (aktivslamprocess) 0.6/12/60 ' (stickprov) 1,3/6,2
(150 000 pe) rening !
(dygnsprov) 0’§/12/30
(stickprov)
Mekanisk — biologisk
Gastrike Vatten, réggt;\(l)zlf?)r::ggzﬁiso?) Kustvatten
Duvbackens ARV ) ) - ; 2,0/1,9/1,5¢
(120 000 pe) — och kemisk rening (stickprov)
vid behov
(dygnsprov)
Mekanisk — biologisk
(aktivslamprocess Sotvatt inient
S o med kvaverening i otvattenrecipien
L|dkop|r(1‘?5, I('J'O%kos)mg ARV 1 oluftad anox zon och - (stickprov) 0,5/0,9/1,3
P luftad zon) — och
kemisk rening
(dygnsprov)
Mekanisk (med
forfallning) — biologisk B o
Uppsala Vatten, (aktivslamprocess GAKKolonn Sotvattenrecipient
Kungsangsverket med (stickprov) (stickprov) 11,2
(200 000 pe) kaskadkvaverening) — P
och kemisk rening
(dygnsprov)
Mekanisk (med
forfallning) — biologisk
Vastervik, Lucerna ARV (SBR-basséng eller Kustvatten
(24 000 pe) aktivslamprocess med - : 0,1/0,1/0,1¢
(stickprov)

@ Andel (%) avloppsvatten i recipient vid provtagningstillféllet har berdknats med hjélp av flode (q)
for utgdende (utg) och recipient (rec) enligt: Andel (%) = 100 X (Qutg/(Trec + Gutg))-
b Andel for de tre olika provtillfallena
¢ Flodet i Viskan &r beréaknat till 3,8 m®/s vid provtagningstillfallet
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dFlodet i Inre Fjarden har beraknats med antagandet att det sker total omblandning (vertikalt och
horisontellt) och att total vattenmassa &r 80*10° m?® vilket ger medefléde 80 m®/s (oktober) och 88
m?3/s (november)

¢ Flodet i Skeppsbrofjarden ar beraknat efter total volym (10,3*10° m®) och omséttningstiden 2,22
dagar (november) och 1,52 dagar (december). Medelvattenflddet blev darmed 52 respektive 76
m/s.

For utvarderingen har vi beréknat medelvarden (och standardavvikelse) pa
uppmatta effekter. | de fall dar inaktivitet har pavisats, har vi ersatt dessa
varden med detektionsgransen (LOD) fér berakning av medelhalt och erhallen
reduktion av effekt.

2.1.2 Pilotprocesser som utvarderats

For den har rapporten har tre olika typer av pilotprocesser ingatt. Eftersom
ingen av dem ar likadan, ger detta oss en mdjlighet att fa en oversiktlig bild av
hur de skiljer sig 4t angdende de studerade effekterna (t.ex. 6strogen och
androgen aktivitet, oxidativ stress och genotoxicitet). Det &r dock svart att
generalisera, eftersom effekterna av olika behandlingar till stor del beror pa
vilka fororeningar som finns i vattnet. Tabell 3 sammanfattar vilka deltagare
med respektive pilotprocess och tillhérande driftsatt som har ingatt for den har
rapporten.

| Boras har man valt att utvardera en relativt ny process som ett aktivt kol (s.k.
mikrokol) som gar under namnet Opacarb®FL och som &r en teknik utvecklad
av Veolia. Mikrokol ligger storleksmassigt mellan de tvd mer kanda sorterna
pulverkol (PAK) och granulerat aktivt kol (GAK). Opacarb®FL &r en
uppstromsreaktor vilket innebér att avloppsvattnet pumpas in i botten och rinner
ut i toppen av reaktorn. | reaktorn anvands mikrogranulerat aktivt kol
(Chemviron Microsorb® 400R), ca 300 g/l i medelkoncentration, som fluidiseras
av det uppatriktade flodet. Mikroféroreningar och évriga organiska amnen
adsorberas pa det aktiva kolet. Teknikens utformning méjliggor en regelbunden
fornyelse av det aktiva kolet (ca 30 g tillsatts per behandlad m? vatten) under
drift genom att extrahera en andel av forbrukat aktivt kol och inféra
motsvarande volym av nytt aktivt kol. For forséket som provtagits i denna
rapport ingick inte ndgon ozonprocess och uppehallstiden i kolbadden
motsvarade 10 min. Piloten ar aven utrustad med en ozongenerator som kan
anvandas for att dosera en liten dos ozon med valdigt kort kontakttid innan
vattnet nar den fluidiserade badden. Ozongeneratorn var dock inte i drift i
samband med provtagningen i juni.

| Eskilstuna har en process som innefattar ozon efterféljt av MBBR ingéatt for
utvardering. Har har tva olika driftsatt ingatt i utvarderingen. Det ena driftsattet
genomférdes med en ozondos pa 0,6 g Os/g DOC och en uppehallstid pa ca 25
min i kontakttanken, foljt av 60 min uppehallstid i MBBR:en. Det andra driftsattet
genomférdes med en hégre ozondos, en kortare uppehallstid i kontakttanken,
12 min, och en kortare tid i MBBR:en (30 min).

Slutligen, i Uppsala valde man att utvardera en GAK-kolonn uppférd i bankskala
och som behandlat vatten upp till 13 700 baddvolymer (BV) vid provtillfallet.
GAK-kolonnen matas med ett forfiltrerat utgaende vatten fran ARV. Filtreringen
gors for att GAK-kolonnen inte ska satta igen. Det aktiva kolet i kolonnen ar fran
Chemviron och ar en regenererad GAK-produkt som heter Cyclecarb 401.
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Tabell 3. Avloppsreningsverk med respektive pilotprocess och driftsatt som ingatt for utvarderingen

Avloppsreningsverk | Pilotprocess Driftsatt Prover

Boras Opacarb®FL? 10 min uppehall i en fluidiserad Innan och efter pilot
badd

Eskilstuna Ozon efterfoljt av Ozondos (g Oz/g DOC)/tid (min) i Innan pilot, efter

MBBR kontakttank/tid i MBBR (min): ozon (steg 1) och

0,6/25/60 och 0,8/12/30 efter MBBR (steg 2)

Uppsala GAK i kolonn® Prov togs ut efter ca 13 700 BV Innan och efter
GAK fran Chemviron/Cyclecarb kolonn
401, ca 16 min kontakttid i
kolbadden

@ Opacarb®FL kordes med 10 min uppehallstid i kolbadden.

5| Uppsala hade inte den stora pilotprocessen satt igang och darfér valde de att utvérdera en
uppstalining med GAK-kolonn i bankskala. Ing&ende vatten till GAK var forfiltrerat med tva filter i
serie (50 um foljt av 5 um).

2.2 Provbearbetning for effektbaserade
analyser

Vattenprover enligt uppléagget i Tabell 2 analyserades med effektbaserade
metoder av BioCell Analytica Uppsala AB. Bilaga 4 visar hur analysen fungerar
steg for steg. Proverna koncentrerades 5000 ganger med hjalp av
fastfasextraktion (HLB-kolonner vilka elueras med etanol) och spaddes sedan
100 géanger eller mer med cellmedium under den effektbaserade analysen. Den
slutliga koncentrationsfaktor som testats var alltsd som hagst 50 ganger hogre
an ett okoncentrerat vattenprov.

Proverna testades initialt for cellviabilitet (cytotoxicitet), for att utesluta
koncentrationer som kan orsaka ospecifik toxicitet som paverkar cellerna pa ett
sa negativt satt sa att det inte gar att mata specifika toxiska effekter. Proverna
analyserades darefter i spadningsserier om fyra koncentrationer for respektive
analys. Resultaten anvandes for att berakna bioekvivalenta koncentrationer
(bioequivalent concentrations, BEQ). BEQ-vardet beskriver den observerade
effekten uttryckt som en koncentration av en referenssubstans som ar
analyserad samtidigt. Om ett vattenprov har ett BEQ-varde om 10 pg
ekvivalenter/l betyder det alltsa att den biologiska aktiviteten i provet motsvarar
den aktivitet som 10 pg/l av referenssubstansen skulle orsaka. BEQ-vardet
beréknas for att kunna jamféra aktiviteten mellan prover och mellan studier.
Referenssubstanserna ar 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) for AhR-
aktivitet, 173-0stradiol (E2) for ER-aktivitet, dihydrotestosteron (DHT) for AR-
aktivitet, hydroxyflutamid (OHF) for anti-AR-aktivitet och tertiar butylhydrokinon
(tBHQ) for Nrf2 (oxidativ stress).

2.2.1 Detektionsgranser for de effektbaserade
analyserna

Detektionsgranserna for de olika parametrarna framgar av analysresultaten i
Bilaga 5. Den hdga kansligheten for aktivering av dstrogenreceptorn &r vard att
notera: detektionsgransen ar normalt ca 0,01 - 0,05 ng Ostradiolekvivalenter/L
(E2eq/L) for det aktuella analyslaboratoriet, vilket ar ca 100 ganger lagre &an
detektionsgransen vid kemisk analys av ostradiol. Detektionsgransen for vissa
prover i den aktuella studien var 114 pg/L, vilket beror pa att proverna var
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cytotoxiska vid héga uppkoncentreringar och darfor fick analyseras i lagre
koncentreringar. Detta leder till att kansligheten for analysen minskar. Den
hodgre detektionsgransen har dock fortfarande god marginal till féreslagna
akvatiska riktvardet p& 400 pg E2eq/L for 6strogen aktivitet (Kunz, Kienle,
Carere, Homazava, & Kasea, 2015).

2.3 Analys av mikroféroreningar

Merparten av de prover som har analyserats med effektbaserad analys har
dven genomgatt analys avseende mikroféroreningar. Mikroféroreningarna ar
analyserade i ett miljdanalytiskt laboratorium i Kristianstad (MoLab) eller i ALS.
De ingdende substanserna fran respektive laboratorium finns samlade i Bilaga
3.

Proverna som analyserats har genomgatt upparbetning med fastfasextraktion
(HLB-kolonner, Oasis SPE cartridges, Waters, metanol som elueringsmedel).
Analyserna ar genomférda med hégupplosande vatskekromotografi (HPLC) foljt
av tandem masspektrometri (MS/MS).

2.4 Samband mellan biologiska effekter och
kemisk analys

For att undersoka hur effektbaserad analys kan anvandas inom omradet
avancerad rening av mikroféroreningar och hur en miljériskbedémning kan goras
infor eller under en installation av ett sddant reningssteg, har vi haft en ambition
om att studera hur effekterna forandras over dels befintlig rening, dels en
pilotprocess. Att i forlangningen ocksa inkludera analysresultat fran recipienten
som ar kopplad till det specifika reningsverket kan ocksa ge en indikation om hur
dessa analyser kan komplettera och eventuellt verka forklarande. Utdver att
studera hur effekterna ser ut innan och efter ett reningsverk eller ett avancerat
reningssteg, kommer vi ocksa att mer specifikt undersoka hur t.ex. éstrogen
effekt kan relateras till kvantifierade mangder av specifika mikroféroreningar
kénda att ha 6strogen effekt.
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| detta kapitel redovisas de resultat vi har erhallit genom att analysera
avloppsvatten med effektbaserad analys. Effekterna som analyserats har
kategoriserats enligt hormonstérande effekter, dar bade dstrogen, androgen
och anti-androgen aktivitet ingar. Darefter redovisas effekter pa
metaboliserande system i form av aktivering av arylhydrokarbonreceptorn (Ah-
receptorn (AhRY)), foljt av oxidativ stress som redovisas genom Nrf2-aktivitet.
Resultaten visas avseende befintlig process féljt av de effekter vi ser for tre
pilotprocesser som ingatt for utvardering for tre deltagande VA-organisationer.
Slutligen har vi forsokt att finna korrelationer mellan kédnda kemiska amnen och
observerade effekter i avloppsvattnet.

3.1 Hormonstorande effekter

3.1.1 Ostrogen aktivitet i befintlig rening

Jamforelser mellan dstrogen aktivitet (ER-aktivitet) i olika prover och mellan
olika studier kan géras genom parallell analys av en spadningsserie av 173-
Ostradiol (E2). Den 6strogena aktiviteten i provet uttrycks som
Ostradiolekvivalenter per liter vatten (pg E2eq/L), vilket anger att provets totala
innehall av 6strogena amnen ger samma ostrogenaktivitet som den angivna
koncentrationen av 17b-6stradiol (E2).

Som vi namnde redan inledningsvis ar studier om dstrogen effekt och
avloppsvattenrening relativt etablerat i litteraturen. Aven olika typer av
avancerade reningssteg ar studerade och utvarderade. Foér den héar studien
observerades en stor variation pa ER-aktivitet i inkommande avloppsvatten;
fran ca 52 000 till drygt 280 000 pg E2eq/L. Detta &ar dock nagot lagre an vad
som patraffades for svenska reningsverk i en tidigare genomford studie dar
aktiviteter fran 35 000 upp till drygt 900 000 pg E2eg/L uppméttes i
inkommande avloppsvatten (Golovko, O., Lundgvist, J., Ohrn, S. och Ahrens,
L., 2020). Aven utgdende halter var i vissa fall hdgre i samma studie (545-ca
37 000 pg E2eq/L) jamfort med de halter som pavisats i denna studie (2280 - 23
000 pg E2eq/L).

Figur 2 visar medelvarden dver hur dstrogen aktivitet, uttryckt som
Ostradiolekvivalenter (pg E2eq/L), reduceras (%) 6ver den befintliga reningen
(gra staplar) och hur den totala reduktionen ser ut fran inkommande
avloppsvatten till recipient (svarta staplar). Aven standardavvikelse for
provtagningen &r inkluderad. Samtliga uppmatta ER-aktiviteter finns
presenterade i Bilaga 5.
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For den befintliga reningen var den observerade reduktionen mellan 9%
(Vastervik) till 98% (Uppsala), vilket ligger i ndgot lagre intervall som tidigare
genomférda studier (Golovko, O., Lundgvist, J., Ohrn, S. och Ahrens, L., 2020;
Lundgvist, Mandava, Lungu-Mitea, Yin Lai, & Ahrens, 2019; Stalter,
Magdeburg, Wagner, & Oehlmann, 2011). En forklaring till den, i Vastervik laga
reduktionsgraden vid en av provtagningarna, kan vara att det radde valdigt
héga inkommande fléden vid det tillfallet (drygt 50% mer &n normalt) och vid de
tva andra provtagningarna var borttagningseffektiviteten betydligt htgre (90%
och 91 %). Det hoga flodet resulterade i en férbiledning av det biologiska
reningssteget motsvarande ca 1300 m3, vilket &r 1000 m3 mer &n normailt.
Resultatet fran denna forbiledning var att endast 9% ER-aktivitet reducerades
och den uppmatta ER-aktiviteten var 23 000 E2eq/L i utgaende vatten. Detta
&skadliggors tydligt i Figur 2 genom en stor standardavvikelse. Aven i Lidképing
var reduktionsgraden relativt 1&g vid en av tre provtagningar med 63% jamfort
med 96% och 97%. Vi har inte kunnat identifiera ndgon forklaring till varfor ER-
aktiviteten reducerades samre vid ett provtillfalle men en viktig slutsats fran
detta &r att det ar viktigt med upprepade provtagningar for att fanga eventuella
variationer i reningseffektivitet. Allra hogst reduktion pavisades i Uppsala med
98%, dar det togs dygnsprover. Medelhalt for utgdende vatten var ocksa lagst
for Uppsala, men vid jamforelse med alla enstaka analyser var ett provresultat
av tva (dubbelprov) lagre i utgaende vatten i Eskilstuna. Daremot visade detta
dubbelprov pa véldigt stor variation och vi kan darfor inte sdga om dessa
utgdende halter var lagre eller e (se Bilaga 5 for detaljerade data).

Den totala reduktionen fran inkommande avloppsvatten till recipient ar daremot
mer eller mindre samma for samtliga ARV (svarta staplar, Figur 2), fran 95 -
>99%. Figur 2 askadliggor val hur respektive recipient bidrar till ytterligare
minskning av ER-aktivitet i form av en utspadning. Daremot ar det svart att se
huruvida den ytterligare reduktion som erhallits frdn inkommande vatten till
recipient kan anses vara tillracklig for att inte utgora en miljorisk for recipienten.
Aven om en hog reduktion observeras, kan de éstrogena aktiviteterna i
utgdende renat vatten fortfarande vara hoga, vilket beskrivs i nasta avsnitt.

120

110

100 —

90 - ‘|' I

80 Reduktion av ER-
aktivitet (%) over

70 ARV

60

50 m Total reduktion av
ER-aktivitet (%)

40 fran ink ARV till
recipient

30

20

10

0

Bords Eskilstuna Gavle Lidképing Uppsala Vastervik

Reduktion av ER-aktivitet (%)

Figur 2. Reduktion (%) (graa staplar) av ER-aktivitet (6strogen aktivitet) med beraknad
standardavvikelse for befintlig process och beraknad total reduktion (%) (svarta staplar) fran
inkommande vatten till ARV och recipient for Boras, Eskilstuna, Gavle, Lidkoping, Uppsala och
Vastervik. | Eskilstuna dar en vatmark ingdr, ar denna inte inkluderad for berakningen av erhallen
reduktion 6ver den befintliga processen.

SWECO ﬁ

28/60



SWECO ﬁ

3.1.2 Ostrogen aktivitet i narliggande recipient

Aven om den biologiska reningen pd ARV kan reducera ER-aktivitet val,
aterstar det ofta (for) hog ostrogenicitet i utgdende avloppsvatten, nagot som
poangterats i litteraturen sedan drygt tio ar (Stalter, Magdeburg, Wagner, &
Oehlmann, 2011). Aven har kan vi dra liknande slutsatser. Figur 3 visar hur den
uppmatta ostrogena aktiviteten sag ut relativt tva aktuella bedomningsgrunder
for 17B-ostradiol pa 80 pg/l (gron linje) och 400 pg/L (rod linje). Det senare
vardet motsvarar det foreslagna effektbaserade riktvardet (effect-based trigger
value, EBT) for dstrogen aktivitet pa 400 pg E2eq/L (Kunz, Kienle, Carere,
Homazava, & Kasea, 2015; Simon, o.a., 2022). EBT anger nivan upp till vilken
effekten kan anses vara acceptabel for akvatiska organismer. Randiga staplar i
Figur 3 motsvarar provresultat fér kustvatten medan fyllda staplar visar
provresultat for inlandsvatten. Bedomningsgrunden fér god status for
inlandsytvatten motsvaras av samma halt av 17B-6stradiol (medelvarde pa
arsniva) i Sverige (Havs- och vattenmyndigheten, 2019). | kustvatten och
vatten i 6vergangszon ar motsvarande bedémningsgrund 80 pg/l fér 17-
ostradiol. FOr vara méatningar observerades en stor variation pa utgdende ER-
aktivitet (Figur 3); Boras hamnade under detektionsgrans (LOD). Bade i Gavle
och i Vastervik &r recipienten ett kustvatten (randiga staplar, Figur 3) och alla
proverna (83 - 206 pg E2eq/L) éverskred bedomningsgrunden for god status pa
80 pg 17B-0stradiol/L. | Lidkdping, observeras att uppmatta halter i recipient &r
betydligt mer varierande: lagsta aktiviteten méttes till 178 pg E2eq/L, medan
den hdgsta var 2460 pg E2eq/L. Tva av tre mattillfallen har 6verskred 400 pg
E2eq/L (Figur 3). Nagon forklaring till denna variation har inte hittats men viss
nederbdrd hade intraffat innan forsta provtagningen. | Eskilstuna, dar man tagit
dubbelprover vid tva provtillfallen, varierade halten inte lika mycket: fran (som
medel for dubbelproverna) 1240 till 1350 pg/l. | bada fallen éverskreds dock det
angivna EBT-véardet. Det ska ndmnas att recipientprovet ar insamlat i
Eskilstunaan och att utspadningen vid provtillfallet &r uppskattat till ca 10
ganger, vilket ar en valdigt 1ag siffra i jamforelse med de andra deltagande VA-
organisationerna, som lag mellan 50 och 1000 gangers spadning.

De uppmatta dstradiolekvivalenta koncentrationerna i recipienterna for denna
studie kan relateras till den tidigare nAmnda studien genomford i Sverige dar
Ostrogena effekter uppmattes i 14 recipienter nedstréms reningsverk (Golovko,
0., Lundqvist, J., Ohrn, S. och Ahrens, L., 2020). | denna studie lag
aktiviteterna under detektionsgrans i sex recipienter, medan tva recipienter
hade ER-aktiviteter under 400 pg E2eq/L. | 6vriga sex recipienter uppmattes
aktiviteter 6éver 400 pg E2eq/L, vilket motsvarar 42% av de understkta
recipienterna. For var studie beraknade vi att bedomningsgrunden Gverskreds i
71% av fallen for inlandsvatten (7 provtagningar, 4 ARV) medan
beddmningsgrunden for kustvatten dverskreds fér samtliga prover (3
provtagningstillfallen for 2 ARV).

29/60



SWECO ﬁ

2500
3
S 2000
©
2
S
=
53 1500
ER=
5o
T
sc
n ©
s
xS 1000 :
ol Effektbaserat riktvéarde
< och bedémningsgrund Beddmningsgrund
< inlandsytvatten: 400 pg kustvatten: 80 pg E2/]
E 500 E2(eq)/L\
€
S
5 - y
I 1
0 TOD ) I | |
FCAT SO N S S e R S 4 é& é& &
o X X 2 > 2 Q Q Q o ) ) &
Q0 & (<) (<) O O $ O \)QQ PP
@é{- {og‘l- \>6 \>6 \>6 & & &

Figur 3. Uppmatt ER-aktivitet (pg ostradiolekvivalenter per liter) i recipienter fér Boras, Eskilstuna,
Gavle, Lidkoping, Uppsala och Vastervik. Rad linje motsvarar det effektbaserade riktvardet pa 400
pg E2eg/L samt beddémningsgrunden (arsmedelvarde) for 17B-ostradiol p& 400 pg/L i inlandsvatten;
gron linje motsvarar bedémningsgrunden (&rsmedelvarde) for 17B-ostradiol pa 80 pg/L i kustvatten
och vatten i évergangszon (Havs- och vattenmyndigheten, 2019). Inlandsytvatten &r markerade
med helfargade staplar medan kustvatten ar markerade med randiga staplar.

| bedomningen av befintlig process fran ARV ovan har inte uppnadd effekt i
vatmark inkluderats. Det ar endast i Eskilstuna det finns en vatmark och har
togs det &ven ut prover innan (dvs utgaende fran ARV, dubbelprover vid tva
tillifallen) och efter reningsverkets vatmark (enkelprover vid tva tillfallen).
Resultaten fran forsta provtillfallet visade inte pa nagon tydlig skillnad i 6strogen
aktivitet fore och efter vatmarken. Vid det andra provtillfallet var det stor skillnad
i aktivitet mellan dubbelproverna pa utgdende vatten fran ARV, och nagra
slutsatser om effekten av vatmarken &r svara att dra. Det ska dock papekas att
provtagningen i vatmarken ar komplex och uppehallstiden och vattnets vag
genom vatmarken ar svar att félja. Om vi beaktar de utgdende halterna fran
vatmark (3740 respektive 2290 pg E2eq/L), kan vi konstatera att ett av tva
prover uppmattes till en lagre halt an vad som uppmattes i utgdende vatten fran
ARV enligt var diskussion ovan.

I Lidkoping foljdes Ostrogena aktiviteter bade upp- och nedstroms ARV i
recipient. For tva av tre mattillfallen pavisades det att 6strogen aktivitet var
hogre nedstroms ARV relativt uppstroms. | dessa tva fall dverskreds darmed
det effektbaserade riktvardet pa 400 pgE2eq/L samt bedomningsgrunden
(arsmedelvarde) for 17p-ostradiol pa 400 pg/L i inlandsvatten.

Samband mellan andel avloppsvatten i recipient och uppmatta
halter av dstrogen aktivitet

Att det blir olika utfall i recipienten kan bero pa provtagningsmetodiken,
befintliga aktiviteter i recipienten uppstroms utslappspunkten, men ocksa
radande omblandning mellan utgaende avloppsvatten och flddet i mottagande
recipient. FOr att adressera det senare har vi samlat in data for det utgdende
dygnsflodet fran respektive reningsverk den aktuella provtagningsdagen och
aven uppskattat medelflédet i den angransande recipienten. Det var utmanande
att hitta information kring flodet i recipienten for samtliga reningsverk; i t.ex.
Vastervik och Gavle kunde vi endast identifiera ett manadsflode, medan vi
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kunde hitta dygnsspecifika floden i Uppsala, Lidk6éping och i Eskilstuna. Av
denna anledning har vi inte kunnat jamfora var data vidare, det finns helt enkelt
for manga osakerheter. Daremot kunde vi se att viss korrelation mellan hog
utspadning och 1&g uppmatt aktivitet foreligger (R2 ar ca 0,7 for Lidkdping), men
eftersom mattillfallena ar for f& kan vi inte lamna nagra mer underbyggda
uttalanden an sa.

3.1.3 Ostrogen aktivitet efter avancerad rening
(pilotprocesser)

For att forhindra att 6strogeniciteten i recipienterna éverskrider
bedémningsgrunder, vilket vi observerade for 85% av de genomférda
recipientprovtagningarna (11 av 13 provtagningar), ar det intressant att se vad
ett avancerat reningssteg kan astadkomma avseende reduktion av ER-aktivitet.

Figur 4 visar hur reduktionen av dstrogen aktivitet sdg ut for tre olika
pilotprocesser, en med Opacarb®FL (fluidiserad kolbéadd), en fér ozon och
MBBR och en med GAK-kolonner (bankskala). Fér ozon och MBBR ingick tva
olika driftscenarion i) ldg ozondos kombinerat med lang uppehallistid i MBBR
och ii) hég ozondos kombinerat med kortare uppehallstid i MBBR. Den tredje
pilotprocessen utgjordes av aktivt kol i en GAK-kolonn och var utformad i
bankskala (se 2.1.2 for mer detaljer). Ozon + MBBR utvarderades bade efter
steg 1 respektive steg 2, medan de andra pilotprocesserna endast omfattade ett
processteg. Utover erhdllen reduktion av ER-aktivitet visas dven utgéende
aktivitet efter det sista processteget for respektive teknik (Figur 4, hdger y-axel).

Av de tre olika reningsteknikerna som utvarderats presterade Opacarb®FL
samst, vilket ar forvantat eftersom denna pilot hade driftstérningar under
provtagningstillfallet. Erhallen reduktionsgrad motsvarade darmed endast 33%
och utgdende aktivitet uppmattes till 5080 pg E2eq/L (Figur 4, hoger y-axel).
Ozonsteget reducerade ER-aktivitet val: 98% (l&g ozondos, 0,6/25/60) och
>99% (till <LOD) (h6ég ozondos, 0,8/12/30). Ytterligare ER-reduktion erhdlls
over MBBR vid tillfallet lag ozondos, medan driftsattet med hog ozondos
efterfoljit av MBBR visade pé en ¢kning av ER-aktivitet fran <LOD till 113 pg
E2eq/L (Figur 4). Detta skulle kunna bero p& att det under ozoneringen skapats
nya amnen som ger upphov till dstrogenicitet, men for att kunna dra nagra
sakra slutsatser skulle fler provtagningar behdvas. Kolonnen med GAK gav
bade hog reduktion av ER-aktivitet (298%) och utgdende ER-aktivitet var under
detektionsgrans, som har l1ag pa 114 pg E2eq/L, vilket &r tio gadnger hogre an for
matningarna av ozonprocessen i Eskilstuna (se 2.2.1 for férklaring och bilaga 5,
tabell 5.2 for detaljer). Erhallen reduktion for ozon respektive GAK motsvarar
har reduktionsgrader som béde Stalter 0.a. (2011) och Kienle o.a. (2022)
observerade i sina respektive studier.

31/60



SVVECI)%!&

100 2 = 6000
90
Reduktion
< 80 ¢ 5000 = Over steg
S g2 1)
-% 70 4000 § ® Reduktion
z S oversteg
x‘? 60 g 2 (%)
i s0 3000 < oER-
3 % aktivitet ut
S 40 "g fran pilot
S - i S /l
= 30 | ERaivitet | 2000 2 (pa/)
2 : okade fran ! H
T 20 i _ i S
: <LOD till 113 i 11000 T
10 N
o <LOD <LOD 0
Opacarb®FL ozon+ MBBR ozon + MBBR GAK
(0,6/25/60) (0,8/12/30)

Figur 4. Reduktion (%) av ER-aktivitet (6strogen aktivitet) for steg 1 (gra staplar) och steg 2 (svarta
staplar) for tre olika avancerade reningsprocesser: Opacarb®FL, ozon + MBBR och GAK. Ozon +
MBBR foljde tva driftsatt: 0,6 g Os/g DOC, 25 min uppehdllstid fér ozon och 60 min i MBBR
(0,6/25/60) och 0,8 g Os/g DOC, 12 min uppehalistid fér ozon och 30 min i MBBR (0,8/12/30).
Utgdende ER-aktiviteter efter pilotprocesserna visas med bl& datapunkter (hoger y-axel).

3.1.4 Androgen aktivitet - aktivering (AR) och blockering
(anti-AR) av androgenreceptorn i ARV och i
recipient

Jamforelser mellan androgen aktivitet (AR-aktivitet respektive anti-AR-aktivitet) i
olika prover och mellan olika studier kan géras genom parallell analys av en
spadningsserie av referenssubstansen dihydrotestosteron (DHT) fér AR-
aktivitet och hydroxyflutamid (OHF) for anti-AR-aktivitet). AR-aktiviteten i provet
uttrycks som dihydrotestosteronekvivalenter per liter vatten (ng DHTeqg/L), vilket
anger att provets totala innehall av androgena &mnen ger samma AR-aktivitet
som den angivna koncentrationen av DHT. P4 motsvarande satt anges anti-AR-
aktiviteten som hydroxyflutamidekvivalenter per liter vatten (ngOHFeq/L).

Androgen (AR) och anti-androgen (anti-AR) aktivitet observerades i alla
inkommande vatten (AR-aktivitet: 4,1 - 278 ng DHTeg/L; anti-AR: 146 - 595 ng
OHFeg/L), utom i ett prov dar anti-AR-aktiviteten var under detektionsgransen (i
detta fall var LOD 580 ng OHFeq/L fér matningen i Eskilstuna, vilket var ett
hogre LOD relativt de andra matningarna, se Bilaga 5). For AR, observerades
minskad aktivitet for utgdende vatten (<0,11 ng DHTeq/L) eller ingen aktivitet
(LOD=0,01 eller 0,07 ng DHTeg/L). Detta motsvarar darmed = 99% reduktion
for de studerade reningsverken. For anti-AR uppmaéttes &ven aktivitet i
utgaende vatten fér Boras och Vastervik. Reningseffektiviteten varierade
darmed fran 80 till >99% och for tillfallet d& t.ex. Vastervik hade problem med
driften, kunde det observeras att reduktionsgraden sjonk ner till ca 49% for anti-
AR (detaljerade data finns samlad i Bilaga 5). P4 liknande satt observerades
hodga reduktionsgrader av AR-aktivitet (>99%) vid konventionell avloppsrening
av Golovko o.a. (2020). | samma studie kunde det ocksa konstateras av flera
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reningsverk (9 av 16) visade pa inaktivitet for anti-AR bade i inkommande och
utgdende avloppsvatten, till skillnad fran denna studie dar samtliga ARV hade
aktivitet for anti-AR i inkommande avloppsvatten.

For recipientproverna gallde att ingen aktivitet kunde pavisas for AR medan
Boras och Vastervik hade viss aktivitet av anti-AR i recipienten, vilket alltsa
utgor 30% av de studerade reningsverken. | Lidkoping, dar prover togs bade
upp- och nedstréms utslépp i recipient observerades det ingen aktivitet av vare
sig AR eller anti-AR vid nagon av recipientprovpunkterna.

For Eskilstuna var det endast utgdende vatten fran vatmark (innan recipient)
som visade aktivitet av bdde AR och anti-AR, medan inkommande vatten och
utgdende vatten fran ARV var inaktiva. Detta indikerar pa att det kan rada en
variation av aktivitet i utgadende vatten, som &r beroende av hur
mikroféroreningar forandras och varierar i vatmarken.

3.1.5 Androgen aktivitet - aktivering (AR) och blockering
(anti-AR) av androgenreceptorn fér avancerad
rening

Analys av AR- och anti-AR-aktivitet visade att samtliga prover 6ver
pilotprocessen var inaktiva (Bilaga 5). Nagon bedémning av hur de avancerade
reningsstegen kan reducera dessa aktiviteter kan darfér inte goras.

3.2 Oxidativ stress - Nrf2

3.2.1 Forandring av oxidativ stress i befintlig rening

Oxidativ stress méats som induktion av Nrf2 och anges i proverna i forhallande
till aktiviteten hos referenssubstansen tertiar butylhydrokinon (tBHQ) som ug
tBHQeq/L.

Oxidativ stress uppmattes i samtliga inkommande och utgéende vatten med ett
undantag for ett prov i utgdende vatten i Eskilstuna. Figur 5 visar hur oxidativ
stress forandras éver befintlig rening (graa staplar) och total reduktion fran
inkommande till ARV till recipient (svarta staplar). Samtliga reningsverk pavisar
en reduktion av Nrf2-aktiviteten med >80% (medelvéarde) (Figur 5). De ARV
som uppvisar hogst reduktion av Nrf2-aktivitet ar Lidképing (97% som
medelvarde men i samtliga fall minst 95%) och Uppsala (95% och endast vid en
provtagning), foljit av Eskilstuna och Boras, medan Gavle och Vastervik har en
nagot lagre reduktion relativt de andra ARV. Det bor understrykas att det
férekommit variation for provtagningarna. Sarskilt stor var den for Vastervik,
men aven i Gavle sag vi en variation. Detta askadliggors tydligt i den beraknade
standardavvikelsen (Figur 5). For Vastervik visade en provtagning pa 65%
reduktion, medan de bada andra visade 90% reduktion, i Gavle rorde det sig
om 79% reduktion vid tva fall och 87% i ett fall. Sammantaget &r erhallna
reduktionsgrader fr&n denna studie nagot hdgre vid jamférelse med en annan
studie genomford pa fem svenska reningsverk (Lundqvist, Mandava, Lungu-
Mitea, Yin Lai, & Ahrens, 2019). Har visades att Nrf2-aktiviteten reducerades
frdn 66% till 75% i tv& av reningsverken medan tre verk inte uppvisade nagon
Nrf2-aktivitet varken i inkommande eller utgaende avloppsvatten.

Genomgaende uppmattes laga Nrf2-aktiviteter i recipient (<40 pg tBHQegq/L)
och vid 3 av 13 provtagningar uppmattes ingen aktivitet.
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Figur 5. Reduktion (%) av Nrf2-aktivitet (oxidativ stress) med beréknad standardavvikelse éver ARV
(grda staplar) och total reduktion fran inkommande till ARV till recipient (svarta staplar) for Boras,
Eskilstuna, Gavle, Lidkdping, Uppsala och Vastervik. | Eskilstuna dar en vatmark ingar, ar denna
inte inkluderad for berékningen av den befintliga processen.

For vatmarken i Eskilstuna analyserades oxidativ stress for inkommande vatten
till vatmark (tv& dubbelprover) och for utgdende vatten fran vatmark (tva
enkelprover). Som tidigare namnts &r provtagningen i vatmarken komplex men
genom provtagningen observerade vi att for ett tillfalle var oxidativ stress i
utgdende vatten fran vatmark nagot hogre an i inkommande vatten, medan det
andra provtillfallet indikerade pa bibehallen aktivitet dver vatmarken. |
Lidkoping, dar prover togs ut bade upp- och nedstroms ARV pavisades Nrf2-
aktivitet nedstroms ARV for alla tre provtillfallena, medan tva av tre provtillfallen
uppstroms ARV var inaktiva.

3.2.2 Foérandring av oxidativ stress for avancerad rening

Forandringen av oxidativ stress for de olika processtegen som studerats som
alternativ for avancerad rening visas i Figur 6. Aven utgéende halt av tBHQ-
ekvivalenter fran respektive pilotprocess visas. Det visas tydligt att Nrf2-
aktiviteten reduceras av samtliga pilotprocesser. Opacarb®FL reducerade
endast 59% av Nrf2-aktiviteten medan den andra kol-baserade pilotprocessen,
GAK, visade ca 78% reduktion. FOr processen med ozon + MBBR, resulterade
ozonsteget (steg 1), oberoende av driftsatt, att ingen aktivitet av Nrf2 kunde
pavisas och reduktionen var >99%. Nagon ytterligare reduktion 6ver steg 2 for
denna pilotprocess kunde darfor inte kvantifieras och vi kan darmed inte heller
uttala oss nadgot om hur bra MBBR kan reducera Nrf2-aktivitet (Figur 6). Vart att
namna &r att Nrf2-aktivitet kunde uppmatas efter MBBR vid en av tva
provtagningar, om an nara detektionsgransen, vilket visar pa en okning av
oxidativ stress under processen da prov tagna efter ozonering var inaktiva.

De hogsta utgdende aktiviteterna av Nrf2-aktivtet féljde graden av reduktion val:
hogst halt uppvisades fér Opacarb®FL, foljt av aktivt kol och darefter ozon +
MBBR. Daremot, kunde viss 6kning av Nrf2-aktivitet ses dver MBBR nér en hdg
ozondos utnyttjades (0,8/12/30), fran inaktivitet till en medelhalt p& ca 7,13
tBHQeg/L, vilket dock &r valdigt nara LOD pa 6,41. Samma observation gor vi
inte nar MBBR kdérs under en langre uppehallstid (60 min for driftsatt 0,6/12/60)
men det &ar svart att dra nagra generella slutsatser fran sa fa provtagningar.
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Opacarb®FL-processen kordes inte under ett optimalt driftsatt vid det enda
provtagningstillféllet (en stor mangd kol férlorades och flodet genom badden
kunde inte hallas jamnt). Driftstérningen kan vara en forklararing till den relativt
laga reduktionen p& 60% for processen men for att faststalla detta behdver fler
matningar goras. Resultaten som visas i Figur 6 antyder att de
mikroféroreningar som leder till aktivering av Nrf2 i dessa prover verkar ha
storre formaga till oxidation (sdsom ozonering) an adsorption (t.ex. genom
Opacarb®FL eller GAK).

Vid en jamforelse med andra studier har vi observerat att det ar valdigt f&
studier som genomfér utvardering avseende oxidativ stress/Nrf2-aktivitet. | en
oversiktsartikel av Vélker och medarbetare (2019) beskrivs att det endast ar 3
studier utav 46 dar Nrf2-aktivitet ar utvarderad fér avancerad rening. | den
citerade studien observerades det att befintlig rening redan astadkom narmare
87% reduktion av Nrf2-aktivitet, vilket dverensstammer ganska val med vad vi
har observerat har. Ozon, var ett avancerat reningssteg som utvarderats
avseende Nrf2-aktivitet och ozonering ledde till att ytterligare 63% reducerades,
i vart fall ozonerades ett vatten med lag Nrf2-aktivitet (ett av fyra prover var
inaktivt). Vi observerade for den har studien, att dubbelproverna vid de tva
provtagningarna efter ozonering var inaktiva (>99%, Figur 6). Det rapporteras
ocksa om ozon kombinerat med GAK, men variationen var valdigt stor och
resulterade i ett medelvarde omkring ca 44% och bor darfér inte betraktas som
ett val underbyggt varde for denna process (Volker, Stapf, Miehe, & Wagner,
2019).
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Figur 6. Reduktion (%) av Nrf2-aktivitet (oxidativ stress) for steg 1 och steg 2 av pilotprocess
(Opacarb®FL, ozon + MBBR och GAK) och utgaende halt av tertiar butylhydrokinon, ug tBHQ-
ekvivalenter per liter, efter pilotprocessen (bla datapunkter, héger y-axel). Ozon + MBBR kérdes
med tva driftsatt: 0,6 g Os/g DOC, 25 min uppehallstid fér ozon och 60 min i MBBR (0,6/25/60) och
0,8 g Os/g DOC, 12 min uppehalistid fér ozon och 30 min i MBBR (0,8/12/30).
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3.3 Aktivering av Ah-receptorn
(metaboliserande aktivitet)

3.3.1 Forandring av AhR-aktivitet i befintlig rening

Ah-receptoraktivitet anges i proverna i forhallande till aktiviteten hos
referenssubstansen 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) som ng
TCDDeq/L.

Ah-receptorn (AhR) aktiveras av en rad frammande d&mnen som vi likstéller med
organiska mikroféroreningar: t.ex. polycykliska aromatiska kolvaten,
polyklorerade bifenyler, furaner och dioxiner (Volker, Stapf, Miehe, & Wagner,
2019). Daremot, namner vi inte dessa amnen lika ofta inom omradet avancerad
rening av mikroféroreningar, vilket kan bero pa att dessa amnen i stor
utstrackning fordelas till slamfasen pa reningsverket. Med detta sagt ar det
darfor fortfarande ovisst vilka @mnen som bidrar till att AhR aktiveras i
avloppsvatten, aven om biocider namns som nagra potentiella kandidater pa
amnen som kan aktivera AhR (Voélker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019). Figur 7
visar reduktionen (%) av AhR for befintlig rening och den totala reduktionen fran
inkommande till ARV till recipient.

AhR-aktivitet fanns i alla prover av ingaende vatten (0,62 - 80,8 ng TCDDeg/L)
och utgdende vatten fran ARV (0,33 — 3,04 ng TCDDeg/L). | recipient var ett
prov under detektionsgransen (<0,07 ng TCDDeg/L) och 6vriga lag i intervallet
0,11 — 0,88 ng TCDDeg/L.

Det 6vergripande resultatet ar att dessa aktiviteter minskar éver reningsverket;
fyra av sex ARV uppvisar en reduktion fran 95 - 99% (Figur 7), medan tva ARV,
Lidkoping och Uppsala, uppvisar en nagot lagre reduktion dver ARV (72%
respektive 69%). Variationen pa inkommande aktiviteter var dock stor, i
Eskilstuna var inkommande aktivitet 80,8 respektive 0,62 ngTCDDeqg/Lvid tva
olika provtillfallen. For utgaende och fér samma ARV uppvisade ett dubbelprov
inaktivitet, medan aktivitet mattes i det andra provet for utgdende vatten.
Sammantaget gav detta en stor spridning for berdkning av medelreduktion,
vilket visas genom standardavvikelsen (Figur 7). Vid jamforelse med en
liknande studie genomford pa fem svenska reningsverk, pavisades markant
lagre reduktioner (Lundgvist, Mandava, Lungu-Mitea, Yin Lai, & Ahrens, 2019), i
intervallet 15 - 60%. Volker och medarbetare (2020) namner att
medelreduktionen fér de summerade studierna i deras éversikt uppgar till ca
74,5%.

Den totala reduktionen, inkluderande saval avskiljningen i ARV och
utspadningen i recipienten, var narmare 90% for samtliga ARV (svarta staplar,
Figur 7). Eskilstuna har nagot lagre reduktion (88%) och ar aterigen den
recipient som vid provtillfallet sannolikt hade lagst utspadning relativt de andra
avloppsreningsverken. Har ar det viktigt att papeka att de inkommande halterna
skilje sig betydligt at for de tva olika provtillfallena, vilket val forklarar att
reduktionen blir vasentligt annorlunda. Den stora spridningen i inkommande
aktivitet speglas i stor variation i berékning av medelreduktion och for
tillhérande standardavvikelse.
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Figur 7. Reduktion (%) av Ah-receptorn med beraknad standardavvikelse 6ver ARV respektive total
reduktion fran inkommande till ARV till recipient fér Bords, Eskilstuna, Gavle, Lidkoping, Uppsala
och Vastervik. | Eskilstuna dar en vatmark ingar, &r denna inte inkluderad for berakningen av
erhallen reduktion éver den befintliga processen.

Likt observationen for oxidativ stress, sag vi aven har en okning for ett av tva
provtillfallen i effekt mellan utgdende vatten fran ARV och utgaende frén
vatmark pa Eskilstuna ARV. For Lidkoping, dar prov ar uttaget bade nedstroms
och uppstroms ARV, indikerar resultaten att aktivering av AhR ar hégre
nedstroms ARV jamfort med uppstroms ARV for tva av tre provtillfallen (data ej
presenterade, se Bilaga 5).

3.3.2 Forandring av AhR-aktivitet for avancerad rening

Aven den avancerade reningen kan resultera i att AhR-aktiviteten minskar éver
reningssteget. Figur 8 visar hur denna férandring ser ut for de tre studerade
reningsteknikerna. Efter ozonering kunde ingen AhR-aktivitet uppmatas
(reduktionen var 287% (lag dos) respektive 266% (hdg dos)). Detta gjorde att
eventuell reningseffektivitet 6ver MBBR-steget inte kunde utvarderas. Att
reduktionen blev hogre vid lag ozondos kan sannolikt relateras till att
inkommande AhR-aktiviteter var olika; 0,55 ng/l (I&g dos) och 0,20 ng/l (hog
dos), for den senare provtagningen var dessutom ett av tva prover inaktiva.
Aven GAK resulterade i god reduktion (ca 98%) och de utgdende halterna var
laga (0,08 ng TCDDeg/L), men detekterbara (LOD=0,07 ng TCDDedg/L, Figur
8). Litteraturen (t.ex. Volker och medarbetare, 2020 och referenser inom den)
likstéller ozon och GAK avseende hur val de kan reducera AhR-aktiviteten,
nagot som vi ocksa konstaterar i denna undersékning.
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Figur 8. Reduktion (%) av Ah-aktivitet for steg 1 och steg 2 av pilotprocess (Opacarb®FL, ozon +
MBBR och GAK) och utgaende halt av tetradiklorobensodioxin, TCDD-ekvivalenter (ng/L) efter
pilotprocessen (bla datapunkter, hoger y-axel). Ozon + MBBR kordes med tva driftsatt: 0,6 g O3/g
DOC, 25 min uppehalistid for ozon och 60 min i MBBR (0,6/25/60) och 0,8 g 03/g DOC, 12 min
uppehallstid fér ozon och 30 min i MBBR (0,8/12/30). Utgaende halt av TCDD visas pa hoger axel i
ng/l.

3.4 Genotoxicitet

3.4.1 Genotoxicitet i befintlig rening

Analys av genotoxisk effekt &r ett binart test dar utslaget antingen &r positivt
(det finns genotoxisk effekt i provet), eller negativt (det saknas genotoxicitet).
Tabell 4 visar resultaten for genotoxicitet i proverna fran de olika reningsverken
och tillhérande recipienter. Genotoxicitet indikeras med roétt i tabellen, medan
avsaknad av genotoxicitet &r markerat i gront.

Samtliga inkommande vattenprover var genotoxiska (Tabell 4) och merparten
(71%) av alla analyserade prover (inkommande, utgaende och i recipient) var
genotoxiska. Det var framst for recipientproverna som avsaknad av
genotoxicitet patraffades (t.ex. Gavle, Lidképing, ett av tva fran Eskilstuna), men
vid tva av tre provtillfallen observerades genotoxicitet i Vastervik. For dessa
ARV har utspadningen uppskattats att vara fran 50 - 1000. | Eskilstuna,
Uppsala och Vastervik, daremot, patraffades genotoxicitet nedstroms ARV.

Det finns tva isolerade iakttagelser som ar varda att padpeka. For Eskilstuna
ARV, visade provtagningen att utgdende vatten fran ARV inte var genotoxiskt
(tre av fyra prover) medan utgaende vatten frAn vatmark samt ett prov fran
recipient indikerade p& genotoxicitet (Tabell 4).

For recipientproverna i Lidkdping ARV visade fem av sex prover att det inte
fanns genotoxicitet vare sig uppstroms eller nedstréms ARV, medan ett av
proven (taget uppstroms ARV) visade pa genotoxicitet.
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Tabell 4. Analys av genotoxicitet for inkommande, utgdende vatten frAn ARV samt recipientprover.
Roda celler indikerar genotoxicitet medan gréna celler visar pa avsaknad av genotoxicitet. Gra
celler motsvarar provpunkter som inte ingatt for det specifika reningsverket. Delade celler indikerar
dubbelprover.

Inkommande | Utgaende | Utgaende | Uppstroms | Nedstréms
ARV ARV vatmark | recipient recipient

Boras
Eskilstuna®

Eskilstuna®
Gavle
Gavle
Gavle

Lidk6éping
Lidk6éping
Lidk6éping
Uppsala

Vastervik

Vastervik

Vastervik

2 Dubbelprover togs ut fér utgdende ARV

3.4.2 Genotoxicitet i avancerad rening

De utvarderade pilotprocesserna med ozon respektive GAK visade hog
reningseffektivitet fér den genotoxiska aktiviteten (Tabell 5). | samtliga fall dér
det inkommande vattnet till dessa processteg var genotoxiskt var vattnet efter
reningsstegen icke-genotoxiskt. Som vi nAmnde inledningsvis studeras
mutagenicitet med hjéalp av Ames test och fér ozon har det i enstaka fall i
litteraturen rapporterats inducerad mutagenicitet som resultat av ozonering,
vilket sedan har eliminerats av efterféljande polersteg, se t.ex. Kienle och
medarbetare (2022). | var studie, daremot, har vi inte observerat nagon
inducerad genotoxicitet som resultat av ozonering, daremot har vi sett hur
inkommande genotoxiskt vatten har pavisats icke-genotoxiskt som resultat av
ozonering: se t.ex. Eskilstuna, Tabell 5. Har var ett av fyra prover av det
inkommande vattnet genotoxiskt, vilket eliminerades redan under
ozonprocessen. Hur MBBR kan eliminera genotoxicitet kan vi darfor inte uttala
0ss om hér heller.

Hur val olika typer av polersteg till ozon fungerar (t.ex. MBBR, sandfilter, aktivt
kol) avseende mutagenicitet ar fortfarande relativt ovisst, vilket ocksa
poangteras i litteraturen. Detta &r med andra ord ett omrade som fortjanar mer
undersokningar framgent (Volker, Stapf, Miehe, & Wagner, 2019).

Opacarb®FL klarade inte att eliminera genotoxiciteten éver pilotsteget men pa
grund av driftstérningen vid provtagningen valjer vi att inte dra nagra slutsatser
av detta.
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Tabell 5. Analys av genotoxicitet for inkommande pilot, utgdende pilot steg 1 respektive utgdende
pilot steg 2. Roda celler indikerar genotoxicitet medan grona celler visar pa avsaknad av
genotoxicitet. Gra celler motsvarar provpunkter som inte ingatt for den specifika pilotprocessen och
delade celler indikerar dubbelprover.

@ Pilotprocessen i Bords hade driftstorningar, vilket kan ha paverkat provresultaten.

3.5 Jamforelse mellan dstrogen aktivitet och
analyserade kemiska foreningar

I manga studier har forsok gjorts for att forklara uppmatt éstrogen aktivitet med
férekomst av organiska mikroféroreningar med Ostrogena effekter. | flera studier
papekas det dock att trots flera hundratals analyser av enskilda amnen, s& kan
dessa endast forklara en brakdel (ca 0,4%) av de effekter som méats och
detekteras pa cellniva (Robitaille, 0.a., 2022). En stor del av den dstrogena
aktiviteten kan forklaras med férekomst av de potenta naturliga dstrogenerna,
sarskilt dstradiol och dstron och den syntetiska dstrogenen etinylostradiol (ingar
i p-piller). Problemet &r att kemisk analys har for hoga detektionsnivaer for
dessa amnen i forhallande till deras biologiska aktivitet, vilket gor att amnena
inte detekteras men troligen finns i icke-detekterbara koncentrationer.

Inom ramen for detta projekt har provtagning utférts avseende effektbaserad
analys, men aven nagra mikroféroreningar med Gstrogen aktivitet analyserades
parallellt. Fyra amnen fran denna analys har i litteraturen identifierats som
Ostrogena (Gutendorf & Westendorf, 2001), och dessa ar bisfenol A,
etinyldstradiol, 17B-6stradiol och dstron. | denna studie uppmattes inga
detekterbara halter av dstradiol (LOD=0,1 ng/L eller hogre) eller etinyldstradiol
(LOD=0,1 ng/L eller hégre). Simon o.a. (2022) analyserade 70 ytvatten i Europa
och fann att 76% av proverna hade icke-detekterbara halter av naturliga
Ostrogener och etinyldstradiol, medan effektbaserade metoder hade icke-
detekterbara aktiviteter i 28% av proverna.

Utifran var kemiska analys har den relativa toxiciteten for varje &mne beraknats
och angivits i nM Ostradiolekvivalenter, E2eq. (E2e(kemi), 0ch summerats for
samtliga amnen. Vi beraknade tvd summor; i) en summa dar icke-detekterbara
halter (<LOD) ingick och fick motsvara en halt motsvarande LOD-véardet
(=LOD), och en summa ii) dar endast detekterbara halter inkluderades, dvs.
<LOD antogs vara 0 och utgick darmed ur summaberakningen. Resultatet fran
dessa berékningar visas i Tabell 6.1, Bilaga 6 och askadliggor tydligt vilken stor
andel analyser som detekteras under detektionsgrans och med en relativt hég
detektionsgrans utgdr nar den inkluderas i berékningen.

Tabell 6.1 i Bilaga 6, visar tydligt att summan for den kemiska analysen angett i
NM E2eqkem ar liten i jamforelse med nM E2eq uppmatt (E2egseq) genom
effektbaserad analys. Den kemiska analysen kunde alltsa i mycket begransad
omfattning férklara de dstrogena effekter som den effektbaserade analysen
pavisade. Det visas ocksa att samtliga genomfoérda analyser gav icke-
detekterbara halter av 17B-ostradiol i inkommande och utgaende avloppsvatten.

steg 2

ARV Pilotprocess Ink. pilot Utg. pilot, | Utg. pilot,
steg 1

Boras?® Opacarb®FL

Eskilstuna Ozon + MBBR, 0,6/25/60

Eskilstuna Ozon + MBBR, 0,8/12/30

Uppsala GAK

SWECO %
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For recipientproverna ser vi samma resultat: 17p-6stradiol detekteras inte.
Daremot, och vid jamforelse med uppmaétt ER-aktivitet, ser vi flera
recipientprover (Eskilstuna, Lidképing och Uppsala), med aktiviteter dver
beddémningsgrunden for god status i inlandsvatten p& 400 pg E2/L. An mer
tydligt blir resultaten fran kustbaserade recipienter, dar alla varden har
aktiviteter 6ver bedémningsgrunden for god status, 80 pg E2/L. For denna
studie motsvarar recipientprover som éverskrider beddémningsgrunderna 85%
av samtliga mattillfallen. P& samma géng blir det tydligt att den effektbaserade
analysen overtraffar den kemiska analysen avseende att pavisa risk i
recipienten.

For att illustrera detta vidare sammanfattas uppmatt ER-aktivitet fran den
effektbaserade analysen, angiven i pg E2eq/L, BEQ-varde och jamférs med
andelen som den kemiska analysen motsvarar relativt denna (angiven som
E2eqkemi/E2€0BEQ), dar E2eqkemi motsvarar summan for detekterbara halter av
bisfenol A, etinylostradiol, 173-0stradiol och 6stron. Det kan noteras att inga
prover hade halter av etinylostradiol eller 6stradiol éver detektionsgransen (0.1
ng/L). Vi ser att, i basta fall, motsvarar den kemiska analysen 3,05% av den
uppmatta ER-aktiviteten (se inkommande vatten for Gavle, Tabell 6).
Sammantaget, ser vi att den kemiska analysen endast utgér 0,00 - 3,05% av de
uppmatta ER-aktiviteterna fran reningsverken med tillhérande recipient, vilket
alltsa stodjer tidigare studier som visat att analys av enskilda amnen endast kan
forklara en mycket liten del av uppmatta effekter pa cellniva och att viktig
information om dverskridande av bedémningsgrader missas ifall man endast
anvander kemisk analys.

Tabell 6. Uppmatt 6strogen aktivitet (méatt som BEQ-varden for ER-aktivitet (medelvarden),
Ostradiolekv. pg/l) jamfort med andel (%) ER-aktivitet fran kemisk analys (E2eqem relativt uppmatt
ER (BEQ-varde, E2eqgeq). Relativ toxicitet &r beréknad for detekterbara halter av bisfenol A, och
Gstron; etinylostradiol och 17B-Gstradiol var inte detekterbart i ndgot prov. Recipientprover fran
inlandsvatten som overskrider 400 pg E2eq/L ar markerade i gratt och recipientprover fran
kustvatten som Overskrider 80 pg E2eg/L &r markerade med beige.

Andel
R a
ARV fprovpunkt | T | Ezetens
(%)
Inkommande 91 700 na®
Boras Utgaende 7610 0.02
Recipient 114 0.44
Inkommande 55 800 0.45
Eskilstuna Utgaende 5818 1.87
Recipient 1295 1.04
Inkommande 41333 1.10
Gavle Utgaende 3577 3.05
Recipient 172 1.93
Inkommande 68 533 0.56
Lidkoping Utgaende 8423 0.19
Recipient 1036 0.29
Inkommande 199 500 0.37
Uppsala® "
Utgaende 2900 0.00
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Recipient 951 0.02
Inkommande 31833 na®
Vastervik Utgaende 9997 0.52
Recipient 128 2.28

aSumman for E2egkemi inkluderar endast uppmatta halter av bisfenol A, dstron, etinyldstradiol och
17B-06stradiol

b na, not applicable (E2eqwem kan ej berdknas eftersom analys av mikroféroreningar saknas)

¢ I Uppsala har ett annat laboratorium utnyttjats och darfor har endast 6stron, etinyléstradiol och
17B-6stradiol analyserats.
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Effektbaserade cellanalyser visade sig vara ett vardefullt verktyg for att
understka forekomsten av miljéfarliga &mnen i vatten och hur val de
avskiljs vid avloppsrening, samt for att utvardera effektiviteten i
pilotanlaggningar.

De effektbaserade celltesterna ger en tidig varning om férekomst av
skadliga amnen, men det ska papekas att ett positivt utslag i nagon av
dessa parametrar inte automatiskt betyder att hela organismer skadas.
Daremot ger testerna ett betydligt battre underlag foér bedéomning av effekt
an att bara mata halter av kemiska &mnen.

Flera av de effektbaserade parametrarna som ingick i denna utvardering av
de befintliga avloppsreningsprocesserna: ER, oxidativ stress och AhR,
reducerades kraftigt (i regel >80 %) 6ver ARV, men trots detta var t.ex. ER-
aktivitet i utgdende vatten fortfarande sa hog att den skulle kunna ge
negativa effekter p& akvatiska organismer.

Hog Ostrogen aktivitet (ER) uppmattes i flera recipienter och i Lidk6ping,
Uppsala och Eskilstuna detekterades nivaer éver bedémningsgrunden
(arsmedelvarde) for god status i inlandsytvatten for 173-6stradiol och det
foreslagna effektbaserade riktvardet pa 400 pg E2eq/L. Det ska papekas att
resultaten speglar data fran enstaka provtagningar och inte arsmedelvarden
som bedémningsgrunden avser. Storre dataunderlag ar alltid att foredra.
Daremot kan vi utifran resultaten fa en indikation pa att recipienten ar
paverkad, vilket bor féljas upp med ytterligare matningar.

Manga slutsatser bygger pa enstaka prov och fér de ARV dar flera prover
tagits finns en tydlig variation. Detta belyser vikten av att s& langt mojligt ta
flera prov vid fler tillfallen for att fa ett sa sakert resultat som mojligt. Det &r
extra viktigt vid provtagning i recipient dar stora flodesvariationer
forekommer under aret och dar bedomningsgrunderna for miljokvalitet ofta
baseras pa arsmedelvarden.

Trots att vi i flertalet av méttillfallena (effektbaserad analys) pavisade att det
effektbaserade riktvardet pa 400 pg E2eq/L och bedémningsgrunderna
(&rsmedelvarde) 6verskreds, kunde inte samma slutsats dras enbart frén
kemisk analys genom t.ex. forekomst av 173-0stradiol. Detta visar tydligt att
i) kemisk analys inte ar tillracklig for att bedéma férekomsten av 6strogena
amnen i recipienter och ii) att den kemiska analysen inte ar tillrackligt
kanslig, dvs detektionsgransen ar for hdg relativt bedémningsgrunden.
Lagre ostrogen aktivitet pavisades i recipienter som ar kustvatten (Vastervik
och Gavle), men aktiviteterna 6verskred &nda bedomningsgrunden
(arsmedelvarde) for god status i kustvatten for 17B-6stradiol, som &r 80 pg
E2/L, d.v.s. l&gre &n beddémningsgrunden for inlandsytvatten. Detta ar
ytterligare en bekraftelse pa att kemisk analys ar otillracklig for bedémning
av dstrogena A&mnen i recipienter.
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Det ar sannolikt att halten uppmatt ER i recipient ar lagre vid hogre floden i
mottagande recipient, vilket visar vikten av att notera flédesdata i samband
med provtagning.

En braddning av avloppsvatten i Vastervik paverkade reningsresultatet
markant. Det hdga flédet resulterade vid ett provtagningstillfélle i en
forbiledning av det biologiska reningssteget, vilket resulterade i att ER-
aktiviteten éver ARV endast reducerades 9% och att den uppmétta ER-
aktiviteten var 23 000 pg E2eq/L i utgdende vatten. Detta visar tydligt nyttan
av konventionell avloppsrening for att minska 6strogen aktivitet och
understryker vikten av att minska antalet braddningar.

Alla inkommande prover till ARV var genotoxiska och genotoxiciteten
kvarstod aven i det renade, utgaende avloppsvattnet i de allra flesta fall.
Forst i recipienten (nedstréms) forsvann genotoxiciteten i de flesta fall, men
kvarstod i nagra provpunkter. Ett prov for Lidkdping var genotoxiskt aven
uppstroms ARV.

Provtagning i Eskilstuna uppvisade i nagra fall hdgre effekt for oxidativ
stress, AhR och AR efter vatmark jamfort med i utgdende avloppsvatten,
men inga sakra slutsatser kan dras fran underlaget i denna rapport
eftersom vatmarken ar komplex att folja avseende vattenstrommar.
Resultaten fran denna rapport indikerar dock att det vore vardefullt att
undersoka vatmarker vidare med effektbaserade analyser.

For att rattvist jamfora de olika reningsteknikerna kravs det att de ar testade
pa samma avloppsvatten. Sa ar inte fallet i denna undersoékning, utan har
ser vi snarare hur respektive teknik fungerar for respektive avloppsvatten.
De effektbaserade parametrarna ER och AhR minskade ytterligare, jamfort
med konventionell avloppsrening; >98% (ER) och 266-88% (AhR) fér ozon
medan vi observerade >99% (ER) och >98% (AhR) fér GAK och utgaende
halt AhR och ER efter respektive pilot var <LOD (ozon + MBBR) och 0,08
ng TCDDeg/L (GAK).

Varierande resultat noterades avseende oxidativ stress, vilket sannolikt kan
relateras till att de inkommande aktiviteterna skiljde sig betydligt mellan de
olika pilotprocesserna. | fallet for ozon observerades halter <LOD efter
ozoneringssteget och i ett fall av fyra (lag ozondos) 6kade oxidativ stress
(ett av tva prover) 6ver MBBR-steget. Ovriga prover visade ingen oxidativ
stress. For GAK-piloten var inkommande aktivitet vasentligt hdgre och héar
reducerades ca 78% och utgaende halt visade viss aktivitet.

De effektbaserade parametrarna ER och AhR reducerades ytterligare
genom avancerad rening; 66-97% for ozon och 97-99% for GAK. Avseende
oxidativ stress erhdlls varierade reduktioner fran 217-61% for ozon, och
78% for GAK. De olika reduktionsgraderna kan inte jamféras mellan
varandra avseende prestation utan skillnaderna beror sannolikt p& att de
inkommande halterna till respektive pilotprocess var annorlunda. En lag
inkommande halt kan till exempel inte forvantas resultera i en lika stor
reduktion (%) jamfort med en hogre inkommande halt.

Avancerad rening i form av ozon eller GAK reducerade manga av dessa
effektbaserade parametrar vél, vilket betyder att toxiciteten i utgdende,
renat avloppsvatten blev forhallandevis lag. | jamforelse med konventionell
rening observerades t.ex. att ER-aktivitet sjonk till icke-detekterbara nivaer
(<LOD) for bade GAK och ozon, medan den konventionella reningen for
dessa ARV ledde till 6verskridande av det effektbaserade riktvardet pa 400
pg E2eq/L och bedémningsgrunden for god status for 173-6stradiol, som ar
400 pg E2/L i inlandsvatten och 80 pg E2/L i kustvatten.
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Pilotprocessen Opacarb®FL presterade markant samre jamfort med bade
ozon efterféljt av MBBR och GAK, for samtliga studerade effektparametrar,
vilket skulle kunna férklaras av att provtagningen genomférdes nar
processen hade en driftstérning.

Eftersom ozonsteget ledde till en god minskning av flera av de
effektbaserade parametrarna, och i flera fall ner till halter under
detektionsgréans, kunde inte MBBR beddmas avseende reduktion av de
effektbaserade parametrarna.

En jamforelse mellan effektbaserad analys och kemisk analys av enskilda
amnen, visade att kemisk analys endast kunde férklara maximalt 3% av de
Ostrogena effekter som uppmaéttes med de effektbaserade metoderna.
>97% av de Ostrogena effekterna som kunde uppmaétas med effektbaserad
analys skulle alltsd missas om man forlitade sig enbart pa kemisk analys.
For att underscka den totala dstrogena effekten i utgdende avlioppsvatten
och recipienter forordas darfor effektbaserad analys.

Vi rekommenderar fortsatt anvandning av effektbaserade analyser i och
kring svenska avloppsreningsverk, bade for befintlig och avancerad rening,
for att fa en storre kunskap om reningseffekt och spridning av miljéfarliga
amnen, samt en tidig indikation pa potentiellt miljostorande effekter. Det &r
Onskvart att provtagningen planeras med hansyn till arstids- och
flodesvariationer och att aven provtagning uppstroms ARV genomférs for
att studera andra mojliga spridningsvagar fér miljéstérande amnen.
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Tabell 1.1. Rekommenderade amnen for analys fran Naturvardsverket?

Namn

Kommentar

Atenolol

Carbamazepine

Ciprofloxacin

Citalopram

Clarithromycin

Diclofenac

Erythromycin

Fenolara amnen

Atminstone nonylfenol

Fluconazole

Furosemide

Ibuprofen

Ketoconazole

Losartan

Methotrexate

Metoprolol

Mutagenicitet

AMES

Naproxen

Oxazepam

Paracetamol

PFAS-11

Riskhantering — PFAS i dricksvatten och fisk (Livsmedelsverket)

Propranolol

Sertraline

Sulfamethoxazole

Tramadol

Trimethoprim

Venlafaxine

Zolpidem

Ostrogena effekter

YES (eller cellinjebaserad)

4 Hamtad fran Naturvardsverkets hemsida den 8 september 2022;
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Sammanfattning av prover som samlats in fér utvardering. Prover ar tagna i
inkommande (ink) och utgdende (utg) avloppsvatten samt i recipient (rec).

Tabell 2.1. Beskrivning av prover som ingatt for effektbaserad analys av den befintliga processen
samt vilken typ av analys som ar genomford: effektbaserad analys genom BioCell Analytica (BA) och
mikroféroreningar genom MoLab eller ALS?

SWECO ﬁ

Provnr. | Datum ARV Namn pa prov Beskrivning prov Typ av prov Analyslabb
1 202021'06' SBcc))l:r)iSclken ARV Boras-ink Inkommande avlopp Sobacken ARV dygnsprov BA
2 202021'06' Sngii’ken ARV Boras-utg Utgaende renat avlopp Sobacken ARV dygnsprov BA + Molab
3 202021'06' SBgtr)iSclken ARV Boras-rec Recipient Viskan nedstréms ARV stickprov BA + Molab
4 202225'04' Eitlli)sytir;{i} Eskilstuna-ink Inkommande avlopp Ekeby ARV dygnsprov BA + MolLab
5 202225_04_ Eigtlas;l:\r;{av Eskilstuna-utg 1 Avlopp innan pilot (utgdende ARV) dygnsprov BA + Molab
6 202225'04' Eitlsxg} Eskilstuna-utg 2 Avlopp innan pilot (utgdende ARV) dygnsprov BA + MolLab
7 202225_04_ Eiggﬂg} \E/:It(::::? ?Jt Utgaende fran vatmark stickprov BA + MolLab
8 202225'04' Eitltl)s;:n;\} Eskilstuna-rec Recipient nedstroms vatmark stickprov BA + Molab
9 20212(;05' Eitlkl)s\:::g; Eskilstuna-ink Inkommande avlopp Ekeby ARV dygnsprov BA + MolLab
10 20212é05' Eitlkl)sytir;i} Eskilstuna-utg 1 Avlopp innan pilot (utgdende ARV) dygnsprov BA + Molab
11 20212(;05- Eigllj;:ng} Eskilstuna-utg 2 Avlopp innan pilot (utgadende ARV) dygnsprov BA + Molab
12 20212é05_ Eigg:r;{a\} \E:'t(:::l:l?—i-t Utgaende fran vatmark stickprov BA + MolLab
13 20212(;05' Eitlgiﬁ} Eskilstuna-rec Recipient nedstroms vatmark stickprov BA + MolLab
14 202115;10' gi://fz;ckens ARV Gavle-ink Inkommande avlopp Duvbackens ARV dygnsprov BA + MolLab
15 20211;0' gi\\ilti;ckens ARV Gavle-utg Utgdende vatten fran Duvbackens ARV dygnsprov BA + Molab
16 202115;10- gi\\;lt?z;ckens y | Gavieree Esef;tréms recipient, Inre Fjarden, punkt stickprov BA+ MoLab
17 202115'11' gi\\;ll:a;ckens ARV Gavle-ink Inkommande avlopp Duvbackens ARV dygnsprov BA + MolLab
18 202115_11' Si\\illf;ckens ARV Gavle-utg Utgaende vatten fran Duvbackens ARV dygnsprov BA + MolLab
1 202115-11- gi\\jlti:\ckens ry | Gavierec Eg;ﬂgstréms recipient, Inre Fjarden, punkt stickprov BA + MoLab
20 202219;11' gi\\;ll:‘fa’\ckens ARV Gavle-ink Inkommande avlopp Duvbackens ARV dygnsprov BA + MolLab
21 202219;11' Si\\illf;ckens ARV Gavle-utg Utgaende vatten fran Duvbackens ARV dygnsprov BA + MolLab
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Provnr. | Datum ARV Namn pa prov Beskrivning prov Typ av prov Analyslabb

2021-11- | Gavle, . Nedstroms recipient, Inre Fjarden, punkt . .

2 29 Duvbackens ARV Gavle-rec K619 stickprov BA + MolLab
2022-02- Lidképings TP T

23 16 Lidkapings ARV Lidkoping-ink Inkommande avlopp, Lidképings ARV dygnsprov BA + MolLab
2022-02- Lidképing, TP T o +

24 6 Lidk&pings ARV Lidkoping-utg Lidkopings ARV, utgaende, dygnsprov dygnsprov BA + MolLab
2022-02- Lidk(’jping, TP .. .. . 2 o . +

25 6 Lidk&pings ARV Lidkoping-rec upp | Uppstroms recipient Lidan (Agardsbron) stickprov BA + MolLab
2022-02- Lidképing, TR . L . . .

2 16 Lidkapings ARV Lidképing-rec ned | Nedstroms recipient Lidan (Piren) stickprov BA + MolLab
2022-03- Lidk(’jping, TIPS T . +

27 0 Lidk&pings ARV Lidkoping-ink Lidkopings ARV, inkommande, dygnsprov dygnsprov BA + MolLab
2022-03- Lidk(’jping, TP T o

28 20 Lidkapings ARV Lidkoping-utg Lidkopings ARV, utgaende, dygnsprov dygnsprov BA + MolLab
2022-03- | Lidképing, e ) . - .

29 - Lidkapings ARV Lidkoping-rec upp | Uppstroms recipient Lidan (Agardsbron) stickprov BA + MolLab
2022-03- Lidkbping, TP . L . . .

30 20 Lidk&pings ARV Lidkoping-rec ned | Nedstroms recipient Lidan (Piren) stickprov BA + MolLab
2022-06- | Lidkdping, TP s .

31 08 Lidkopings ARV Lidkoping-ink Lidkdpings ARV, inkommande, dygnsprov dygnsprov BA + MolLab
2022-06- Lidképing, T T o

32 08 Lidkopings ARV Lidkoping-utg Lidkopings ARV, utgdende, dygnsprov dygnsprov BA + MolLab
2022-06- Lidkbping, TP .. .. . 2 o .

33 08 Lidk&pings ARV Lidkoping-rec upp | Uppstroms recipient Lidan (Agardsbron) stickprov BA + MolLab
2022-06- Lidképing, T . . . . .

34 08 Lidkdpings ARV Lidkoping-rec ned | Nedstroms recipient Lidan (Piren) stickprov BA + MolLab
2022-06- | Uppsala, y

35 oy Kungsangsverket Uppsala-ink 1 Inkommande ARV dygnsprov BA + ALS
2022-06- | Uppsala, Uppsala-ink 2 Inkommande ARV dygnsprov BA + ALS

36 09 Kungsdngsverket
2022-06- | Uppsala, X :

37 s Kungsangsverket Uppsala-utg 1 Utgdende ARV dygnsprov BA + ALS
2022-06- | Uppsala, ) .

38 o Kungsingsverket Uppsala-utg 2 Utgaende ARV dygnsprov BA + ALS
2022-06- | Uppsala, i i AN Vi b i

39 ) Kungsangsverket Uppsala-rec 1 Recipient Fyrisan, vid utlopp stickprov BA + ALS
2022-06- | Uppsala, Uppsala-rec 2 Recipient Fyrisan, vid utlopp stickprov BA + ALS

40 14 Kungsdngsverket
2021-11- | Vastervik, Vastervik-ink Inkommande ARV dygnsprov BA + Molab

41 04 Lucerna
2021-11- Vastervik, .. o o

a2 o Lucerna Vastervik-utg Utgaende ARV dygnsprov BA + MolLab
2021-11- | Vastervik, Vastervik-rec Recipient, Skeppsbrofjarden stickprov BA + MolLab

43 04 Lucerna
2021-11- | Vastervik, Vastervik-ink Inkommande till ARV dygnsprov BA + Molab

a4 22 Lucerna
2021-11- | Vastervik, . - . .

45 2 Lucerna Vastervik-utg Utgadende fran ARV dygnsprov BA + MolLab
2021-11- | Vastervik, Vastervik-rec Recipient, Skeppsbrofjarden stickprov BA + MolLab

46 22 Lucerna
2021-12- | Vastervik, Vastervik-ink Inkommande till ARV veckoprov BA + MolLab

47 14 Lucerna
2021-12- | Vastervik, Vastervik-utg Utgadende fran ARV veckoprov BA + MolLab

48 14 Lucerna
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Provnr. | Datum ARV Namn pa prov Beskrivning prov Typ av prov Analyslabb
2021-12- | Vastervik, Vastervik-rec Recipient, Skeppsbrofjarden stickprov BA + MolLab
49 14 Lucerna
2 Amneslista avseende mikroféroreningar aterfinns i Bilaga 2.
b Recipientprov &r insamlat 20 m fran utloppet.
Tabell 2. 2. Beskrivning av prover som ingatt for effektbaserad analys av de pilotprocesser som
ingick for rapporten samt vilken typ av analys som &ar genomford: effektbaserad analys genom
BioCell Analytica (BA) och mikroféroreningar genom MoLab eller ALS?
Namn pa
ARV Beskrivning av prov Typ av prov Analyslabb
Provnr. Datum prov gavp ypavp y:
Boras, Avlopp innan pilot
Boras-pilot-in v Pp ! P stickprov BA + MolLab
50 2022-06-01 Sobacken ARV (utgaende ARV)
Boras, . . R .
Boras-pilot-ut  [Ut fran pilot stickprov BA + MolLab
51 2022-06-01 Sobacken ARV
Eskilstuna, Eskilstuna-pilot- [Avlopp innan pilot
. P Pp P stickprov BA + MolLab
52 2022-04-25 Ekeby ARV inl (utgdende ARV)
Eskilstuna, Eskilstuna-pilot- [Avlopp innan pilot
sty . fistuna-pi v Ppl P! stickprov BA + MolLab
53 2022-04-25 Ekeby ARV in2 (utgdende ARV)
Eskilstuna, Eskilstuna- Pilot, efter ozon, .
. ) stickprov BA + MolLab
54 2022-04-25 Ekeby ARV pilot_ozon-ut-1 |scenario 0,6/25/60
Eskilstuna, Eskilstuna- Pilot, efter ozon, .
. ) stickprov BA + MolLab
55 2022-04-25 Ekeby ARV pilot_ozon-ut-2 |scenario 0,6/25/60
Eskilstuna-
Eskilstuna, Pilot, efter MBBR .
HStl pilot_MBBR-ut- : . stickprov BA + MolLab
Ekeby ARV (60 min HRT)
56 2022-04-25 1
. Eskilstuna-
Eskilstuna, ilot MBBR-ut
i _ut-
Ekeby ARV priot il ,
57 2022-04-25 1 Pilot, efter MBBR stickprov BA + MolLab
Eskilstuna, Eskilstuna-pilot- [Avlopp innan pilot
58 2022-05-16 Ekeby ARV in-1 (utgaende ARV) stickprov BA + MolLab
Eskilstuna, Eskilstuna-pilot- [Avlopp innan pilot
59 2022-05-16 Ekeby ARV in-2 (utgaende ARV) stickprov BA + MolLab
Eskilstuna, Eskilstuna- Pilot, efter ozon,
60 2022-05-16 Ekeby ARV pilot_ozon-ut-1 |scenario 0,8/12/30 stickprov BA + MolLab
Eskilstuna, Eskilstuna- Pilot, efter ozon,
61 2022-05-16 Ekeby ARV pilot_ozon-ut-2 |scenario 0,8/12/30 stickprov BA + MolLab
. Eskilstuna-
Eskilstuna, . .
pilot_MBBR-ut- |Pilot, efter MBBR
Ekeby ARV . .
62 2022-05-16 1 (30 min HRT) stickprov BA + Molab
. Eskilstuna-
Eskilstuna, . .
pilot_MBBR-ut- |Pilot, efter MBBR
Ekeby ARV . .
63 2022-05-16 1 (30 min HRT) stickprov BA + MolLab
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Namn pa
ARV Beskrivning av prov Typ av prov Analyslabb
Provnr. Datum prov gavp ypavp y:

Uppsala,

64 2022-06-09 Kungsangsverket Upp-GAK-in-1  |Innan GAK-kolonn, nr 1P stickprov ALS + MolLab
Uppsala,

65 2022-06-09 Kungsangsverket Upp-GAK-in-2  [Innan GAK-kolonn, nr 2 stickprov ALS + MolLab
Uppsala,

66 2022-06-14 Kungsangsverket Upp-GAK-ut-1  [Efter GAK-kolonn, nr 1 stickprov ALS + MolLab
Uppsala,

67 2022-06-14 Kungsangsverket Upp-GAK-ut-2  [Efter GAK-kolonn, nr 2 stickprov ALS + MolLab

2 Amneslista aterfinns i Bilaga 2.
b Inkommande vatten till pilot &r utgende renat avloppsvatten som filtrerats i féljd genom 2 filter (50
pm och 5 ym).
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Bilaga 3 - Amnen som ingatt for
analys av mikrofGroreningar

Tabell 3.1 Amneslista for MoLab och ALS

Amneslista MoLab

Amneslista ALS

17a-etinylostradiol (EE2)

17a-etinylostradiol (EE2)

17B-6stradiol (E2)

17B-6stradiol (E2)

Acetamiprid

Amisulprid

Atenolol

Atenolol

Azitromycin

Bensotriazol

Bisfenol A

Ciprofloxacin

Ciprofloxacin

Citalopram

Citalopram

Diklofenak

Diklofenak

Erytromycin

Erytromycin

Flukonazol

Furosemid

Furosemid

Hydroklortiazid

Ibuprofen

Ibuprofen

Imidakloprid

Irbesartan

Karbamazepin

Karbamazepin

Ketokonazol

Klaritromycin

Klaritromycin

Losartan -

Metoprolol Metoprolol
Metotrexat Metotrexat
Naproxen Naproxen
Oxazepam Oxazepam
Paracetamol Paracetamol
PFOA PFOA
PFOS PFOS
Propranolol Propranolol
Sertralin Sertralin

Sulfametoxazol

Sulfametoxazol

Tiakloprid

Tiametoxam

(J
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Amneslista MoLab

Amneslista ALS

Tramadol Tramadol
Trimetoprim Trimetoprim
Venlafaxin Venlafaxin
Zolpidem Zolpidem

Ostron (E1)

Ostron (E1)

SWECO %
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Bilaga 4 - Steg for steg —
vattenanalys BioCell Analytica

- = Nar prov anlander till vart
Vibehdéverl L vattenprovsom |aboratorium utfors en

{Tfm zlgﬁ’kcrtnl vértiaboratorium fastfasextraktion - precis som
P! vid kemisk analys av organiska
amnen

Vattenprov Fastfasextraktion

Celler, kansliga for olika
effekter, exponeras for
vattenprov och
referenssubstanseri
spadningsserier

"| vattenextraktet

o — koncentreras ofta 5000 ggr,
men spdds sedani det
medium vara celler vaxeri

toxiska ikali Koncentrerat vattenprov
iprovet analyseras med hjélp av
odlade celler

Resultat sammanstélls och analyseras

Resultaten fran referenssubstansen
manadansiandloroteln:som anvénds for att uttrycka effekteni ett
g gnalp 4 prov som en halt av denna substans i

collorna utsondrarl relatlo'n all biologisk ekvivalentkoncentration -
halter och potenser av aktiva BEQ

substanseri provet

Efter 24 timmars exponering mats
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Tabell 5.1. Uppmaétta aktiviteter for samtliga ARV och for befintlig process

SWECO ﬁ

Anti-
AhR LOD Nrf2 LOD |[ER LOD |[AR LOD AR LOD
Provnr | Datum | ARV Beskrivning | (ng/L) | (ng/L) | (ug/L) | (ug/L) | (pg/L) | (pg/L) | (ng/L) | (ng/L) [ (ng/L) [ (ng/L) | Gentox
2022- | Boras, Sobacken
1 06-01 | ARV Borés-ink 13,4 10,0688 | 746 6,41 | 91700 | 114 [55,9 0,0131| 583 72,5 JA
2022- | Boras, Sobacken
2 06-01 | ARV Bords-utg 0,726 | 0,0688 | 88,3 6,41 7610 114 |0,114 |0,0131| 734 72,5 JA
2022- | Boras, Sobacken
3 06-01 | ARV Bords-rec 0,162 | 0,0688 | 41,1 6,41 | inaktivt | 114 |inaktivt | 0,0131 109 72,5 NEJ
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
4 04-25 | Ekeby ARV ink 80,8 |0,0688| 202 6,41 | 38600 | 14,2 [4,12 0,0131 | inaktivt | 580 JA
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
5 04-25 | Ekeby ARV utg 1 0,583 |0,0688| 184 | 6,41 | 3660 | 14,2 |inaktivt|0,0131| 73,3 | 72,5 NEJ
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
6 04-25 | Ekeby ARV utg 2 0,515 [0,0688| 14,8 | 6,41 | 5030 | 14,2 |inaktivt|0,0131 | inaktivt| 72,5 NEJ
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
7 04-25 | Ekeby ARV vatmark-ut 1,11 [0,0688| 24,2 6,41 3740 14,2 |1 0,0731 | 0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
8 04-25 | Ekeby ARV rec 0,49 [0,0688| 20,1 6,41 1240 | 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
9 05-16 | Ekeby ARV ink 0,618 |0,0688| 49,2 | 6,41 | 73000 | 142 |74 0,0131| 146 72,5 JA
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
10 05-16 | Ekeby ARV utg 1 0,332 [ 0,0688| 8,96 | 6,41 | 14400 | 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt| 72,5 JA
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
11 05-16 | Ekeby ARV utg 2 inaktivt | 0,0688 | inaktivt | 6,41 181 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
12 05-16 | Ekeby ARV vatmark-ut | 0,305 | 0,0688 | inaktivt | 6,41 | 2290 | 14,2 |inaktivt|0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-
13 05-16 | Ekeby ARV rec 0,144 | 0,0688 | inaktivt | 6,41 | 1350 | 14,2 |inaktivt|0,0131 | inaktivt| 72,5 JA
Gavle,
2021- | Duvbackens
14 10-18 | ARV Gavle-ink 33,4 10,0688 257 6,41 | 33700 | 14,2 2781 0,0131 147 72,5 JA
Gavle,
2021- | Duvbackens
15 10-18 | ARV Gavle-utg 2,3 [0,0688| 53,1 | 6,41 | 2280 | 14,2 |0,0495 | 0,0131 | inaktivt| 72,5 JA
Gavle,
2021- | Duvbackens
16 10-18 | ARV Gavle-rec 0,88 |0,0688| 31,8 | 6,41 206 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
Gavle,
2021- | Duvbackens
17 11-15 | ARV Gavle-ink 29,9 10,0688 240 6,41 | 46600 | 14,2 154 | 0,0131 268 72,5 JA
Gavle,
2021- | Duvbackens
18 11-15 | ARV Gavle-utg 1,03 |0,0688| 31,8 | 6,41 | 3000 | 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt| 72,5 JA
Gavle,
2021- | Duvbackens
19 11-15 | ARV Gavle-rec 0,281 | 0,0688 | 14,2 6,41 142 14,2 | inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
Gavle,
2021- | Duvbackens
20 11-29 | ARV Gavle-ink 70,00 | 0,0688 182 6,41 | 43700 | 14,2 | 554 0,0131 216 72,5 JA
Gavle,
2021- | Duvbackens
21 11-29 | ARV Gavle-utg 0,647 |0,0688 | 37,9 6,41 5450 14,2 10,0219 | 0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
Gavle,
2021- | Duvbackens
22 11-29 | ARV Gavle-rec 0,109 | 0,0688 | 10,4 6,41 168 14,2 | inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
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SWECO ﬁ

Anti-
AhR LOD Nrf2 LOD |ER LOD |AR LOD AR LOD

Provnr | Datum | ARV Beskrivning | (ng/L) | (ng/L) | (ug/L) | (ug/L) | (pg/L) | (pg/L) | (ng/L) | (ng/L) [ (ng/L) [ (ng/L) | Gentox
2022- | Lidkoping, Lidképing-

23 02-16 | Lidképings ARV | ink 4,67 |0,0688| 1070 | 6,41 | 76400 | 14,2 33]0,0131| 588 72,5 JA
2022- | Lidképing, Lidkoping-

24 02-16 | Lidkdpings ARV | utg 0,709 | 0,0688 26 6,41 3420 14,2 | 0,0689 | 0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2022- | Lidképing, Lidképing-

25 02-16 | Lidkdpings ARV | rec upp inaktivt | 0,0688 | 17,9 6,41 208 14,2 | inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
2022- | Lidképing, Lidkoping-

26 02-16 | Lidkopings ARV | rec ned inaktivt | 0,0688 | 33,4 | 6,41 470 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 | NEJ
2022- | Lidképing, Lidkoping-

27 03-30 | Lidkopings ARV | ink 4,56 |0,0688| 898 6,41 | 52400 | 14,2 [ 56,5 0,0131| 595 72,5 JA
2022- | Lidképing, Lidképing-

28 03-30 | Lidképings ARV | utg 1,96 |0,0688| 452 | 6,41 | 19300 | 14,2 |inaktivt|0,0131| 74,7 | 725 | JA
2022- | Lidképing, Lidkoping-

29 03-30 | Lidképings ARV | rec upp inaktivt | 0,0688 | inaktivt | 6,41 | 223 | 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt| 72,5 | NEJ
2022- | Lidképing, Lidképing-

30 03-30 | Lidképings ARV | rec ned 0,169 | 0,0688 | inaktivt| 6,41 | 178 | 14,2 |inaktivt|0,0131 | inaktivt| 72,5 | NEJ
2022- | Lidképing, Lidképing-

31 06-08 | Lidk6pings ARV | ink 12,4 10,0688| 1010 | 6,41 | 76800 | 14,2 | 83,8 0,0131| 585 72,5 JA
2022- | Lidképing, Lidkoping-

32 06-08 | Lidkdpings ARV | utg 3,04 |0,0688| 29 6,41 | 2550 | 14,2 |inaktivt|0,0131 |inaktivt| 72,5 | JA
2022- | Lidképing, Lidképing-

33 06-08 | Lidképings ARV | rec upp 0,215 | 0,0688 | inaktivt | 6,41 | 178 | 14,2 |inaktivt|0,0131 | inaktivt| 72,5 JA
2022- | Lidképing, Lidképing-

34 06-08 | Lidk&pings ARV | rec ned 0,351 |0,0688| 9,31 | 6,41 | 2460 | 14,2 |inaktivt|0,0131 | inaktivt| 72,5 | NEJ
2022- | Uppsala, Uppsala-

35 06-09 | Kungsangsverket | ink 1 7,65 10,0688 | 1270 | 6,41 |120000| 114 [76,8 0,0131 | inaktivt | 580 JA
2022- | Uppsala, Uppsala-

36 06-09 | Kungsangsverket | ink 2 4,43 |0,0688 | 645 6,41 | 279000 | 114 54 10,0131 | inaktivt | 580 JA
2022- | Uppsala, Uppsala-

37 06-09 | Kungsangsverket | utg 1 1,22 [0,0688 40 6,41 2670 114 |0,0861 | 0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2022- | Uppsala, Uppsala-

38 06-09 | Kungsangsverket | utg 2 2,3 10,0688 49 6,41 | 3130 114 |0,0932|0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2022- | Uppsala, Uppsala-

39 06-14 | Kungsangsverket | rec 1 0,213 [0,0688 | 12,9 | 6,41 813 114 | inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2022- | Uppsala, Uppsala-

40 06-14 | Kungsangsverket | rec 2 0,295 | 0,0688 | inaktivt | 6,41 1090 114 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

41 11-04 | Lucerna ink 27,4 10,0688 149 6,41 | 36400 | 14,2 116 | 0,0131 | 390 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

42 11-04 | Lucerna utg 0,845 | 0,0688 | 14,8 6,41 3790 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

43 11-04 | Lucerna rec 0,166 |0,0688| 10,8 6,41 83,1 14,2 |inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

44 11-22 | Lucerna ink 356 10,0688 | 211 6,41 | 33900 | 14,2 [18,7 0,0131| 569 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

45 11-22 | Lucerna utg 0,388 | 0,0688 | 21,4 6,41 3200 14,2 |inaktivt | 0,0131 112 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

46 11-22 | Lucerna rec 0,165 | 0,0688 | 8,17 6,41 111 14,2 |inaktivt | 0,0131| 73,8 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

47 12-14 | Lucerna ink 26,8 10,0688 | 62,6 6,41 | 25200 | 14,2 [ 6,1 0,0131| 259 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

48 12-14 | Lucerna utg 0,417 | 0,0688 21 6,41 | 23000 | 14,2 |inaktivt | 0,0131| 132 72,5 JA
2021- | Vastervik, Vastervik-

49 12-14 | Lucerna rec 0,251 | 0,0688 | inaktivt | 6,41 191 14,2 |inaktivt | 0,0131| 77,6 72,5 NEJ
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Tabell 5.2. Uppmaétta aktiviteter (namnge) for pilotprocesser

SWECO ﬁ

Anti-
AhR LOD Nrf2 LOD |ER LOD | AR LOD AR LOD

Provnr | Datum | ARV Beskrivning [ (ng/L) [ (ng/L) | (ug/L) | (ug/L) | (pg/L) | (pg/L) | (ng/L) | (ng/L) | (ng/L) | (ng/L) [ Gentox
2022- | Boras, Sobacken | Boras-pilot-

50 06-01 | ARV in 0,726 | 0,0688 | 88,3 6,41 7610 114 0,114 10,0131 | 73,4 72,5 JA
2022- | Bords, Sobacken | Boras-pilot-

51 06-01 | ARV ut 0,264 | 0,0688 | 36,1 6,41 5080 114 [inaktivt [ 0,0131 | inaktivt| 72,5 JA
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-

52 04-25 | Ekeby ARV pilot-in 1 0,583 | 0,0688 | 18,4 6,41 3660 14,2 | inaktivt| 0,0131 | 73,3 72,5 NEJ
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-

53 04-25 | Ekeby ARV pilot-in 2 0,515 [0,0688| 14,8 6,41 | 5030 | 14,2 [inaktivt [ 0,0131 | inaktivt| 72,5 NEJ
Eskilstuna-
2022- | Eskilstuna, pilot_ozon-

54 04-25 | Ekeby ARV ut-1 inaktivt | 0,0688 [ inaktivt | 6,41 65,9 14,2 |inaktivt [ 0,0131 | inaktivt| 72,5 NEJ
Eskilstuna-
2022- [ Eskilstuna, pilot_ozon-

55 04-25 | Ekeby ARV ut-2 inaktivt | 0,0688 | inaktivt [ 6,41 129 14,2 | inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
Eskilstuna-
2022- [ Eskilstuna, pilot_ MBBR-

56 04-25 | Ekeby ARV ut-1 inaktivt | 0,0688 [ 7,13 6,41 63,3 14,2 [inaktivt [ 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
Eskilstuna-
2022- [ Eskilstuna, pilot_ MBBR-

57 04-25 | Ekeby ARV ut-1 inaktivt | 0,0688 | inaktivt [ 6,41 37,3 14,2 | inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-

58 05-16 | Ekeby ARV pilot-in-1 0,332 | 0,0688 | 8,96 6,41 | 14400 [ 14,2 |inaktivt|0,0131 [ inaktivt| 72,5 JA
2022- | Eskilstuna, Eskilstuna-

59 05-16 | Ekeby ARV pilot-in-2 inaktivt | 0,0688 [ inaktivt | 6,41 181 14,2 |inaktivt [ 0,0131 | inaktivt| 72,5 NEJ
Eskilstuna-
2022- [ Eskilstuna, pilot_ozon-

60 05-16 | Ekeby ARV ut-1 inaktivt | 0,0688 | inaktivt | 6,41 |inaktivt| 14,2 |inaktivt| 0,0131 | inaktivt| 72,5 NEJ
Eskilstuna-
2022- [ Eskilstuna, pilot_ozon-

61 05-16 | Ekeby ARV ut-2 inaktivt | 0,0688 | inaktivt [ 6,41 |inaktivt| 14,2 [inaktivt|0,0131 | inaktivt| 72,5 NEJ
Eskilstuna-
2022- | Eskilstuna, pilot_ MBBR-

62 05-16 | Ekeby ARV ut-1 inaktivt | 0,0688 | inaktivt [ 6,41 110 14,2 | inaktivt | 0,0131 | inaktivt | 72,5 NEJ
Eskilstuna-
2022- | Eskilstuna, pilot_MBBR-

63 05-16 | Ekeby ARV ut-1 inaktivt | 0,0688 [ inaktivt | 6,41 116 14,2 [inaktivt [ 0,0131 | inaktivt| 72,5 NEJ
2022- | Uppsala, Upp-GAK-in-

64 06-09 | Kungsangsverket | 1 1,68 |0,0688| 57,1 6,41 | 2910 114 |inaktivt | 0,0131 [ inaktivt [ 72,5 JA
2022- | Uppsala, Upp-GAK-in-

65 06-09 | Kungsangsverket | 2 4,65 |0,0688| 62,7 6,41 | 9810 114 |inaktivt | 0,0131 [ inaktivt [ 72,5 JA
2022- | Uppsala, Upp-GAK-

66 06-14 | Kungsangsverket | ut-1 0,08230,0688 | 11,1 6,41 |inaktivt| 114 [inaktivt [0,0131 |inaktivt| 72,5 NEJ
2022- | Uppsala, Upp-GAK-

67 06-14 | Kungsangsverket | ut-2 0,0759 | 0,0688 | 15,5 6,41 |inaktivt| 114 [inaktivt[0,0131 |inaktivt| 72,5 NEJ
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SWECO ﬁ

Den uppmatta ER-aktiviteten visas i Tabell 6.1. och jamférs med summan av
beraknad ER-aktivitet frin kemisk analys (pM E2eq/L) av bisfenol A,
etinyldstradiol, 17B-6stradiol och dstron. Den férsta summan inkluderar samtliga
analyser, aven de analyser dar resultatet hamnade under detektionsgréans
(<LOD). | dessa fall ersattes matvardet med LOD, vilket resulterar i héga
summor baserat pa ett antagande som blir missvisande. Kolumnen &ar med i
sammanstallningen for att illustrera problematiken. | den sista kolumnen avser
summan endast detekterade Ostradiolekvivalenter. Analyser redovisade som
<LOD har darmed exkluderats.

Tabell 6.1. Uppmaétt ER-aktivitet angiven i E2eq pg/L och E2eq, nM, samt uppmatta halter (ng/L) av
bisfenol A, etinyldstradiol, 17B3-0stradiol och dstron. Summan for den relativa toxiciteten (nM
E2eqwemi) for i) samtliga inkluderade analyser, och for ii) endast detekterade halter.

i Uppmétt Summa Summa,
Uppmatt ER- ER- . R .~ | detekterade
aktivitet aktivitet Bis- i eiEell- ostradiol-
. - ' . A oOstra- ostra- | Oostron, | ekv., fran -
Ostradiolekviva- ostra_dlol- fenol A, diol diol nalL kemisk ekv., fran
lenter, pg ekviva- ng/L 1ol, 1oL, 9 kemisk
E2eqv./L lenter it it el analys, pM
M E2eq.?
pM P d E2eq.P
Relativ
toxicitet® - 2,5%10° 1,25 1 0,01
Provpunkt
Inkommande 91 700 337 nad nad nad nad na® na®
Boras Utgaende 7610 27,9 63,7 <0,1 <0,1 <0,1 0,8 0,007
Recipient 114 0,419 16,7 <0,1 <0,1 <0,1 0,8 0,0023
Inkommande 55 800 205 113,8 <0,1 <0,1 24,6 1,7 0,922
Eskilstuna |Utgdende 5818 21,4 168,4 <0,1 <0,1 10,3 1,2 0,399
Recipient 1295 4,75 12,9 <0,1 <0,1 1,3 0,8 0,049
Inkommande 41333 152 248,9 <0,1 <0,1 44 4 2,5 1,669
Gavle Utgaende 3577 13,1 112,8 <0,1 <0,1 10,5 1,2 0,401
Recipient 172 0,631 10 <0,1 <0,1 0,3 0,8 0,012
Inkommande 68 533 252 258 <0,1 <0,1 37,2 2,2 1,404
Lidképing | Utgdende 8423 30,9 69,7 <0,1 <0,1 1,4 0,8 0,059
Recipient 1036 3,80 <10 <0,1 <0,1 0,3 0,8 0,011
Inkommande 199 500 732 nad <50 <50 73 397,1 2,700
Uppsalaf Utgaende 2900 10,6 na <5 <5 <5 39,6 09
Recipient 951 3,49 nad <5 <5 <5 39,6 0,001
Inkommande 31833 117 nad nad nad nad na® na®
Vastervik Utgaende 9997 36,7 58,6 <0,1 <0,1 5 1,0 0,191
Recipient 128 0,470 16,9 <0,1 <0,1 0,24 0,8 0,011

3For analyser dar ingen detektion erhallits (<LOD), inkluderar summahalten LOD-vardet
bSummabhalten inkluderar endast analyser dar detektion erhallits.

°Faktor for relativ toxicitet &r tagen fran Gutendorf och Westendorf (2001).

dna, not analyzed, inte analyserad

na, not applicable — summan kan ej beraknas

fAnalyserna ar genomférda pa ALS laboratorium med en annan detektionsgrans.
9Denna summa (for detekterade substanser) blir O eftersom inga substanser detekterats.
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