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Sammanfattning

Mellan december 2021 och september 2022 genomfoérdes i anslutning till Rimbo
avloppsreningsverk (ARV) i Norrtilje kommun, méatningar av mikrofororeningar i vatten och
biota. Aven biologiska tester med zebrafisk och dammsnicka, samt exponeringsférsdk med arter
representerandes olika trofinivaer, genomfordes. Det 6vergripande syftet var att utvardera
effekter av reningsverkets utslapp av mikroféroreningar pa akvatiska organismer i recipienten,
samt att i allménhet forbattra kunskapsldget avseende sadana effekter Bakgrunden ar att
planering pagar for att infora avancerad rening i syfte att avskilja mikroféroreningar. Projektet ar
samfinansierat av Norrtilje Vatten & Avfall och Stiftelsen Institutet for Vatten- och
Luftvardsforskning. Provtagningar i vatten genomfoérdes i recipienterna Vallby&n och
Kundbysjon, i den uppstroms beldgna sjon Syningen samt i verkets utgdende avloppsvatten.
Analyser i biota genomfdrdes i fisk fran Kundbysjon och Syningen samt signalkrafta fran
Vallbyan. Mikrofororeningarna innefattade lidkemedel, hormoner, PFAS och fenoler. Som
komplement till médtningar av enskilda substanser anvandes dven en uppsattning effekttester for
matning av Ostrogen aktivitet, androgen aktivitet, anti-androgen aktivitet samt oxidativ stress och
aktivering av arylhydrokarbonreceptorn (AhR). Den Ostrogena effekten mattes dven via yeast
estrogen screen (YES).

Maitningar av lakemedel i vatten visade pa tydliga skillnader mellan provpunkter uppstroms
respektive nedstroms reningsverket, samt betydande variation mellan olika
provtagningstillfallen, bade vad galler vilka ldkemedel som detekterades och i vilka
koncentrationer dessa féorekom. Risk for negativ paverkan pa organismer bedéms, via beraknade
riskkvoter, kunna foreligga avseende exponering for framfor allt citalopram och oxazepam.
Dessa berdknade risker minskar om avancerad rening infors. Koncentrationerna av diklofenak
och ciprofloxacin, vilka har beddmningsgrunder, 1ag dock under tillditna max- och
medelkoncentrationer. I gddda, abborre och sarv fran Kundbysjon och Syningen detekterades
flertalet lakemedel. Resultaten visade pa hogst halter i fisk fran Kundbysjon. Detta gallde dock
inte entydigt alla organ eller arter. Flest lakemedel detekterades i njure av gadda fran
Kundbysjon, dédr 11 av de 22 analyserade lakemedlen fanns i detekterbara halter i nagot av
proven. Detta indikerar att njure av gddda dr en lamplig matris for att undersoka férekomst av
lakemedel i biota. Métningar av fenoler visade pa ett obetydligt tillskott av dessa fran Rimbo
ARV till recipient. Avseende PFAS lag summan av PFASu i snitt pa 41 ng/L i utgaende vatten,
men det tillskottet resulterade endast i marginella skillnader mellan referens- och recipientvatten.
I abborre och gddda fran Kundbysjon och signalkrafta fran Vallbyan underskreds gallande
gransvarden for PFAS med god marginal. Méatningar av Ostrogena hormoner visade pé
koncentrationer av 9stron och 173-0stradiol i utgaende vatten fran Rimbo ARV mellan <2-48 ng/L
respektive <2-16 ng/L, vilket innebar ett tillskott till recipienten i och med att uppstroms lokaler
hade lagre koncentrationer. Mellan referens- och recipientvatten syntes dock inga tydliga
skillnader. Bada dessa hade koncentrationer under eller omkring analysmetodens
detektionsgrans. Det innebar att koncentrationerna i flera fall ar osdkra och ddrmed svara att
jamfora sinsemellan och gentemot beddmningsgrunder, eftersom bedomningsgrunderna ligger
lagre dn analysmetodens detektionsgréans. Koncentrationen av 17a-etinylostradiol var under
detektionsgransen pa 2 ng/L i samtliga prover, och bedémningsgrunden ligger pa 0,035 ng/L.

De effekttester som genomfordes visade inte pa nagra skillnader mellan recipient- och
referensvatten. Den Ostrogena aktiviteten, baserat pa ER-aktiviteten och angivet som ekvivalenter
av 17p-0stradiol, varierade mellan 0,15-1,6 ng/L i referensvatten och 0,32-1,8 ng/L i
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recipientvatten, vilket resulterade i likvérdig riskklassning. Overlag bedéms den uppsittning
effekttester som anvéants vara ett effektivt verktyg vid undersokning av forekomst av miljofarliga
amnen, till stor del med tanke pa de ldga detektionsgréanser testen har. YES-testet, &ven det
angivet som ekvivalenter av 17p3-0stradiol, visade pa effekter i nedstroms provpunkter under
metodens detektionsgrans pa 0,1 ng/L i fem av sex prover. Vid en métning nedstroms i Vallbyan
var effekten 1,7 ng/L, vilket pavisar risk for hormonstorande effekt. Resultaten péavisar ocksa de
stora variationer som kan forekomma mellan olika provtagningstillfallen. Sarskilt for
koncentrationer av ldkemedel i vatten och fisk fran recipienten férekom stor variation, vilket
innebér att upprepade provtagningar representerande olika arstider och flodeshallanden ar
nodvandiga for att teckna representativa medelvarden. Andra dmnen, exempelvis PFAS, férekom
i stabilare koncentrationer.

De biologiska tester som genomfordes visade i allt vasentligt inte pa négra negativa effekter.
Forsoksorganismerna var zebrafisk, dar mortalitet, 4gglaggning, kondition, simdistans och
genuttryck mattes, samt dammsnécka, dar overlevnad, dggproduktion och genuttryck mattes.
Testet, som pagick under en knapp ménad, ger dock inga svar pa langtidseffekter av den
kroniska exponering for lakemedel som akvatiska organismer i recipienten utsatts for, utan visar
mer pa att akuta toxiska effekter inte foreligger. Studier f6r beddmning av bioackumulering av
sex utvalda lakemedel (karbamazepin, citalopram, diklofenak, metoprolol, sertralin och
venflaxin) genomfordes i ett microcosmsystem innehallande maskar, insekter, kréftdjur och
grodor. Djuren exponerades i samma glaskarl for hoga koncentrationer lakemedel som tillsattes
som en engéngsdos till omgivande vatten. Overlevnad, beetende, och for kréftdjuren dven
reproduktion, registrerades. Mangden lakemedel analyserades i ett samlingsprov av respektive
organism efter 28 dygns exponering. Upptaget varierade betydligt mellan olika organismgrupper
och specifika lakemedelssubstanser. Sertralin och citalopram &dr de mest fettlosliga av de
undersokta substanserna, och koncentrationerna i grodyngel var 200 ganger hogre for sertralin,
respektive 40 ganger for citalopram, &n i omgivande medium. Ovriga substanser ackumulerades i
mindre omfattning, och i vissa fall utsondrades de under forsoken sa att de var lagre i de
biologiska proverna an i omgivande medium.

Sammanvégt visade resultaten av denna studie inte pa nagra tydliga negativa effekter. Det ar,
baserat pa de kemiska méatningarna, entydigt att Rimbo ARV i varierande utstrackning bidrar
med tillforsel av mikrofororeningar till recipienten. Daremot visar inte de effekttester och
biologiska tester som anvéindes pa att utsldppen ar stora nog for att leda till negativa effekter pa
akvatiska organismer. Berdkningarna av riskkvoter avseende lakemedel visade dock pé att risk
for negativa effekter kan foreligga avseende nagra lakemedel. Sammantaget ger utforda
undersokningar och biologiska tester svagt stod for att det 4r motiverat att inféra mer avancerad
rening vid Rimbo ARV avseende studerade mikroféroreningar. Den begransade miljonytta med
att infora avancerad rening vid Rimbo ARV som resultaten pekar mot bor dven vagas mot den
miljo- och klimatpaverkan som implementering och drift av den avancerade reningen medfor.
EU-kommissionen har nyligen presenterat ett forslag till ett nytt direktiv om rening av avlopp
fran tatbebyggelse inom unionen. I forslaget diskuteras bland annat skarpta krav pa
utslappsnivaer for lakemedelsrester och andra mikrofororeningar vid reningsverk 6ver en viss
storlek. Direktivet kommer sannolikt att f& stor inverkan pa avloppsreningsverkens arbete i flera
decennier framat och det dr darfor viktigt att fler utredningar genomférs som kastar ljus 6ver
mikrofororeningars eventuella ekologiska betydelse . Det forsoksuppldgg som hér anvénts, med
upprepad provtagning 6ver en langre tidsperiod bade uppstroms och nedstréms reningsverket,
samt nyttjande av konventionella kemiska méatningar, biologiska tester och effekttester, bor vara
anvandbart i framtida studier.
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Summary

Between December 2021 and September 2022, measurements in water and biota of
micropollutants were conducted at Rimbo wastewater treatment plant (WWTP), located in
Norrtélje municipality. Also, an in-vivo experiment using zebrafish (danio rerio) and great pond
snail (Lymnaea stagnalis) was conducted, as well as an experiment assessing pharmaceutical
uptake in different trophic levels of aquatic fauna. The main purpose was to evaluate the effects
of the emitted micropollutants from the WWTP on aquatic organisms in the effluent receiving
area, and to increase the knowledge of such effects in general. At Rimbo WWTP, there are plans
to implement advanced wastewater treatment with the purpose of removing micropollutants.
The project was funded by Norrtélje Vatten & Avfall and the Research foundation of IVL (SIVL).

Water sampling was conducted in the effluent receiving Vallbyan Creek and Lake Kundbysjon,
in Lake Syningen located upstream of Vallbyan Creek, and in the WWTP effluent.
Micropollutants included pharmaceuticals, estrogenic hormones, PFAS and phenols. In addition
to chemical analyses of specific substances, bioassays of estrogenic activity, androgen activity,
anti-androgen activity as well as oxidative stress and activation of the aryl hydrocarbon receptor
(AhR) were conducted. Estrogenic effects were also assessed using yeast estrogen screen (YES).

Measurements of pharmaceuticals in water demonstrated clear differences between upstream
and downstream areas, with higher pharmaceutical load downstream. There was however
substantial variability between the different sampling occasions, both regarding which
substances that were detected and at which concentrations. Risks of negative effects, calculated as
risk ratios, were present, mainly from exposure to diclofenac and oxazepam. These risks were
shown to be reduced if advanced wastewater treatment is implemented. However,
concentrations of diclofenac and ciprofloxacin, for which there are limit values, fell below the
limit values. In northern pike, European perch and common rudd, several pharmaceuticals were
detected. This was however not the case for all species and analyzed tissues (muscle, kidney,
liver, and bile). Most pharmaceuticals were detected in kidney of pike, with 11 of 22 substances
above the detection limits. This indicates that pike kidney is a suitable tissue for investigating the
presence of pharmaceuticals in biota. The results showed the highest levels of pharmaceuticals in
fish from Lake Kundbysjon. Measurements of phenols showed an insignificant addition of these
from Rimbo WWTP to the receiving waters. Regarding PFAS, the sum of PFAS11 was on average
41 ng/L in the effluent, but that addition resulted in only marginal differences between the
upstream and downstream sites. In perch and pike from Lake Kundbysjon and crayfish from
Vallbyan Creek, the PFAS levels were well below the current limit values. Measurements of
estrogenic hormones showed concentrations of estrone and 173-estradiol in the effluent between
<2-48 ng/L and <2-16 ng/L respectively, which indicated an addition to the receiving waters since
the upstream sampling points had concentrations lower than this. Despite this, no clear
differences were noted between upstream and downstream sites. Both had concentrations below
or close to the detection limit at 2 ng/L. This means that they are uncertain and difficult to
compare to limit values, since the limit values are lower than the detection limit17a-
ethinylestradiol was below the detection limit of 2 ng/L in all samples, and its limit value is at
0,035 ng/L.

The bioassays that were conducted showed no differences in activities/effects between upstream
and downstream sites. The estrogenic activity ranged between 0.15-1.16 ng/L E2-equivalents
upstream and 0.32-1.8 ng/L E2-equivalents downstream, resulting in the same risk assessment. In
general, the bioassays used are regarded as a useful tool when examining the presence of
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environmental pollutants, to which the low detection limits are a contributing factor. The YES-
test showed estrogenic effects in the downstream sites below the detection limit at <0.1 ng/L E2-
equivalents in five of six samples. One sample had 1.7 ng/L E2-equivalents, showing a risk for
estrogenic effects.

The results also put emphasis on the significant variability that can be present between different
sampling occasions. Especially for pharmaceuticals in water and fish, the variability was large,
stressing the need for multiple samples representing different seasons and flow rates to obtain
representative averages. Other substances, such as PFAS, were present in more stable
concentrations.

The tests performed on zebrafish and great pond snail showed no clear negative effects. In
zebrafish, the mortality, egg count, condition, swimming distance and gene expression were
assessed. In great pond snail, mortality, egg production and gene expression were assessed. The
test, going on for about a month, cannot give any answers regarding long term chronic effects,
but rather shows that there are no acute toxic effects.

Studies for the assessment of bioaccumulation of six different drugs (carbamenzapine,
citalopram, diclofenac, metoprolol, sertraline and venflaxine) were conducted in a microcosm
system containing worms, insects, crustaceans, and frogs. The animals were exposed in the same
glass vessel to high concentrations of drugs that were added as a single dose. Survival, behavior
and for the crustaceans also reproduction, were recorded in the various glass vessels. The amount
of the drugs was analyzed in a pooled sample of each organism after 28 days of exposure. The
uptake varied substantially between the different organism groups and the specific drug
substance. The drugs sertraline and citalopram are the most fat-soluble of the substances
examined and the concentrations in tadpoles were 200 times higher for sertraline, and 40 times
for citalopram, respectively, than the surrounding medium. Other substances accumulated to a
lesser extent and in some cases, they were excreted during the experiments so that they were
lower than in the surrounding medium.

In summary, the results from this report show no clear negative effects. It is, based on the
chemical analyses, evident that Rimbo WWTP contributes with micropollutants to the receiving
waters, but the biological tests and assays indicated that the magnitude is not large enough to
induce negative effects in the aquatic organisms. Calculations of risk ratios of pharmaceuticals
however indicated risks from a few substances. Overall, the investigations and biological tests
carried out give weak support that it is justified to introduce more advanced purification at
Rimbo WWTP regarding the studied micropollutants. The limited environmental benefit of
introducing advanced treatment at Rimbo WWTP that the results point towards should also be
weighed against other environmental and climate impacts that implementation and operation of
the advanced treatment entails. The European Commission has recently presented a proposal for
a new directive on the treatment of sewage from urban areas within the Union. The proposal
discusses, among other things, stricter requirements on emission levels for drug residues and
other micropollutants at treatment plants above a certain size. The directive will likely have a
major impact on the work of sewage treatment plants for several decades to come, and it is
therefore important that more investigations are carried out that shed light on the possible
ecological significance of micro pollutants. The experimental setup used here, with repeated
sampling over a longer period both upstream and downstream of the treatment plant, as well as
using conventional chemical measurements, biological tests, and effect tests, should be useful in
future studies.



Rapport B 2462 - Biologiska effekter av mikroféroreningar — Fallstudie Rimbo reningsverk

Inledning

De flesta lakemedel vi anvander utsdndras via urin och avforing i ofdrdandrad form eller som
metaboliter och hamnar till slut i avloppet, och med undantag f6r antibiotika dkar
lakemedelsanvandningen for varje ar (Socialstyrelsen, 2022), varfor 4ven utslappen av
lakemedelsrester fran avloppsreningsverken okar. Lakemedelsresterna kan sedan nd vara
vattendrag efter att ha passerat genom reningsverken eftersom dagens reningsverk inte dr
byggda for att rena bort lakemedel. Dessutom &r lakemedel framtagna for att vara kemiskt stabila
och for att paverka biologiska processer inom human- och veterinarmedicin. Manga lakemedel ar
verksamma dven i andra djur som de inte dr avsedda for eftersom manga fysiologiska funktioner
ar evolutionart stabila.Eftersom reningsverken kontinuerligt slipper igenom ldkemedelsrester ut
i recipienten kan vattenlevande organismer konstant vara exponerade for en lakemedelscocktail.

Effekterna pa vilda vattenlevande organismer i recipienter till reningsverk ar relativt okanda. Ett
av de mest kidnda exemplen ar feminisering av konsorgan och andra konshormonella effekter hos
hanfisk fran vattendrag utanfor reningsverk, som sammankopplats med utsldpp av dstrogena
kemikalier, framfdrallt 6strogena hormonldakemedel (Folmar et al., 2001; Folmar et al., 1996;
Jobling et al., 2002; Jobling et al., 1998; Van Aerle et al., 2001). Senare studier sammankopplar,
férutom Ostrogener, dven dessa konsutvecklingsstérningar till exponering for anti-androgena
kemikalier i avloppsvatten (Jobling et al., 2009; Jobling et al., 2006; Katsiadaki et al., 2012). Manga
studier i labmiljo har visat att miljorelevanta koncentrationer av ldkemedel kan péaverka viktiga
funktioner i vattenlevande organismer. Fisk exponerad for naturliga och syntetiska strogener
kan feminiseras och utveckla dubbelkonighet (Kidd et al., 2007; Orn et al., 2016). Njurskador hos
fisk har observerats efter exponering for det smartstillande antiinflammatoriska lakemedlet
diklofenak (Naslund et al., 2017). Psykoaktiva lakemedel har rapporterats paverka fiskens
beteende med effekter pa populationsniva (Brodin et al., 2013; Klaminder et al., 2016). Beroende
pa de kemiska egenskaperna hos olika lakemedel uppfor de sig olika nédr de natt vara vattendrag.
Vissa lakemedel bioackumuleras i vdvnad hos organismer, medan andra ar langlivade och kan
transporteras langa strackor - exempelvis det antiepilektiska lakemedlet karbamazepin som har
pavisats i alla delar av Ostersjon (Bjorlenius et al., 2018).

Utifran risken for langsiktiga negativa effekter hos vattenlevande organismer av konstant
exponering av lakemedelsrester 6kar behovet att inféra avancerad rening pa reningsverken. For
att bedoma och validera behandlingseffektivitet for olika avancerade reningssteg utgtr en
kombination av kemiska matningar och biologiska tester en god bas for att identifiera eventuella
utslapp fran filterbehandlingen. Utvardering med biologiska tester méjliggor identifiering av
effekter fran eventuella kemiska transformationsprodukter som kan skapas vid nedbrytning av
lakemedel och som normalt inte identifieras via standardiserade kemiska analyser. De biologiska
testerna fangar samtidigt upp den sammanlagda effekten av alla ingdende kemikalier som
avloppsvatten innehaller. Utover biologiska tester kan risken {6r negativa effekter pa akvatiska
organismer i recipient ocksa undersokas via sa kallade effektester, vilka bygger pa att
genmodifierade celler exponeras for ett testvatten. Dessa tester har fordelen att de inkluderar
paverkan fran alla enskilda &mnen eller amnesgrupper som kan ha en viss negativ paverkan,
exempelvis hormonstorande effekt. Det gar ocksa att genomfora matningar av enskilda &mnen
och sedan jamfora koncentrationen i recipient mot bedémningsgrunder eller gransvéarden. Att
enbart vilja ett sadant tillvigagangsatt kan dock vara vanskligt, framfor allt f6r strogena
hormoner, dér de lagsta koncentrationer som laboratorierna kan detektera oftast ar hogre an
gransvirdet (Holm & Onnby, 2022). Ett resultat under detekterbar niva innebér alltsa inte
nodvéndigtvis att gransvardet underskrids. Den problematiken kan undvikas genom
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anvandande av just Ostrogena effekttester. Ytterligare en metod for bedomning av paverkan fran
lakemedel &r att jamfora uppmatta koncentrationer, antingen i recipient eller utgdende renat
avloppsvatten, mot effektkoncentrationer framtagna fran en sammanvéagning av genomforda
studier (Agerstrand, 2019).

EU-kommissionen har nyligen lamnat ett forslag till ett nytt sa kallat avloppsdirektiv med hoga
ambitioner géllande avskiljning av olika &mnen i avloppsvatten fran tatorter (Regeringskansliet
Faktapromemoria 2022/23:FPM21).Vid ménga svenska kommunala reningsverk utreds
forutsattningarna for avskiljning av lakemedelsrester och andra svarnedbrytbara organiska
dmnen - ofta benamnda mikrofdroreningar. Planerad eller redan implementerad kompletterande
rening fanns ar 2021 vid ett tiotal svenska reningsverk. Vid fyra av dessa bestar den extra
reningen av aktiverat kol, vid en stér tillsittning av ozon for den extra reningen, och vid
resterande sex anvéands bade aktiverat kol och ozon. Infoérandet av extra reningssteg medfor
kostnader som i slutindan hamnar pa vattenkonsumenterna, och det estimeras att
kostnadsokningen motsvarar 10-15 procent av dagens taxa (FORMAS, 2022). Dessutom medfdr
driften av de extra reningsstegen 6kad energi- och materialférbrukning, varfor det ar viktigt att
nyttan med den extra reningen vadgs mot 6kade kostnader och annan negativ miljopaverkan.

Kunskapslédget vad géller mikroféroreningars forekomst i kommunala avloppsvatten &r
forhallandevis gott. Ett antal studier har genomforts dar koncentrationer av olika substanser har
matts i utgdende avloppsvatten (Baresel et al., 2015). For manga d@mnen finns ocksa studier som
belyst deras toxicitet gentemot olika organismer (Agerstrand, 2019; FORMAS, 2022) vilket legat
till grund for att olika bedomningsgrunder och gransvarden inforts som stod i vattenvardsarbetet
(HVMEFS, 2019). Huvuddelen av dessa studier dr emellertid utforda i laboratoriemiljo dar
organismer under kontrollerade férhallanden exponerats for enskilda substanser.

Aven fast det finns en uppsittning tillgéangliga tester och metoder for effektbeddmning samt att
flera reningsverk redan implementerat extra rening ar det otillrackligt kant i vilka
koncentrationer mikrofoéroreningar forekommer i olika recipienter till kommunala reningsverk, i
vilken mén de tas upp av férekommande organismer och vilka effekter de eventuellt ger upphov
till (FORMAS, 2022). Att forbattra kunskapsldget avseende dessa fragestéllningar har varit
utgangspunkt for foreliggande studie som omfattar métningar i recipientvatten och organismer
samt biologiska tester med exponering av fisk och ryggradslosa djur for mikroféroreningar.
Underlaget till studien emanerar fran Rimbo avloppsreningsverk (ARV) och dess recipient
Norrtéljedn, vars delstracka som passerar Rimbo ARV heter Vallbyan. Norrtilje kommun genom
det kommunala VA-bolaget Norrtilje Vatten och Avfall utreder f6r ndrvarande forutsattningarna
och behovet av att uppgradera reningsverket.
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Delstudie 1 — Recipientundersokning

Rimbo ARV

Rimbo ARV byggdes likt manga andra svenska reningsverk i slutet av 1960-talet och reningen
bestod da av mekanisk rening, kemisk rening med forfallning samt en biobadd. For att skydda
recipienten, Vallbyan, anlade man dven en damm for uppsamling och syreséttning av vattnet.
Under aren har utslappskraven skérpts och man har lagt till en efterfallning med sedimentering
samt sandfilter for slutpolering av det utgdende vattnet. Det senaste tilligget dr en
fordenitrifikation med biofilmsbérare. Idag ar verkets biologiska rening (férdenitrifikation och
biobddd) dimensionerad f&r 10 000 pe. Planering pagar for att uppgradera dessa
anldggningsdelar till det tillstdndsgivna 13 200 pe.

Idag tar Rimbo ARV emot vatten fran Rimbo samhalle samt delar av Ekebyholm, en mindre ort
norr om Rimbo. En stor del av belastningen kommer fran Textilia Tvétt & Textilservice AB dar
man bland annat tvattar Region Stockholms tvittgods fran sjukhus och vardinrattningar.

Den berdknade maxbelastningen pa verket ar (exklusive extern belastning) ca 7 300 pe (5 300
boende och 2 000 pe fréan Textilia) men det ar sillan den uppmatta belastningen 6verstiger 5 000
pe, mycket pa grund av att ménga boende arbetspendlar och att belastningen fran Textilia oftast
ligger runt 1 000 pe forutom under belastningstoppar.

Man haller idag pa med renoveringsarbeten dér bland annat rotkammare och slamhantering
renoveras och moderniseras samt arbeten som avser att forbattra provtagning och flodesmétning
i verket. Nar detta arbete ar fardigt kommer verket dven att dterigen ta emot externslam fran
ytterverk for rotning och avvattning samt behandla septiskt slam fran enskilda avlopp.

Verkets process bestar idag av mekanisk, biologisk och kemisk rening. Den mekaniska reningen
bestar av rensgaller, luftat sandfang med en liten dosering av fallningskemikalie samt en
forsedimentering. Efter forsedimenteringen fordelas vattnet till fordenitrifikation och biobadd
dér huvuddelen av vattnet forst passerar fordenitrifikationen. Har finns d&ven en biopumpsump
samt fordelningar sa att vattenflodet passerar biobadd och denitrifikationssteg flera ganger. Efter
biosteget finns en mellansedimentering med tva parallella linjer dar slam fran den biologiska
reningen avskiljs. Harefter kommer vattnet till oxidations-dammen vilken nu inte lingre har som
syfte att syresdtta vatten innan det slapps ut i recipient utan endast tjanar som en buffertvolym.
Fran dammen pumpas vattnet till ett kemiskt reningssteg dar man doserar PIX 111 (jarnklorid)
som fallningskemikalie varpa flockarna avskiljs genom sedimentering. Reningsverkets sista steg
ar ett poleringssteg med kontinuerligt spolade sandfilter av typen Dynasand. Det
fardigbehandlade vattnet slapps sedan ut i Vallbyan. Pa grund av att Vallbyan ar liten med tidvis
lag vattenforing och att man nedstroms gjort restaurering av en fagelsjo sa har verket de hardaste
utslappskraven i Norrtélje kommun (Tabell 1).
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Tabell 1 Utsldppskrav for Rimbo ARV. Riktvirdena for organiskt material, fosfor och totalkvive
ar per kvartal och grinsvirdena dr per kalenderar. Kraven for utslapp av
ammoniumkvave foreligger endast under juni till oktober for bade rikt- och gransvarde.

Organiskt material (BOD 7) | Totalfosfor | Ammoniumkvive | Totalkvive

mg/L mg/L

Riktvarde 0,5 0,25 3 15

Gransvarde 0,5 0,25 5 -

Recipientforhallanden

Rimbo ARV ér beldget inom Norrtéljedns avrinningsomrade (Figur 1). Norrtéljedns
avrinningsomrade ar 350 km? stort och domineras av skogsmark (55 %). Andelen jordbruksmark
ar forhallandevis hog och uppgar till ca 25 procent medan andelen sjoar och vattendrag till ca sju
procent (kélla: SMHI). Norrtéljean bestar av fyra huvudgrenar - Vallbyan som passerar Rimbo,
Vretaan fran RO i sydvast, Kyrksjoan i syd och Malstaan i norr. Vallbyan och Vretaan
sammanfldar strax innan utloppet i Lommaren vid Husby-Sjuhundra. Aven Malstadn och
Kyrksjoan har sina utlopp i Lommaren. Efter Lommarens utlopp fortsitter &n genom Norrtilje
stad for att slutligen mynna ut i Ostersjon i Norrtaljeviken.

De sjoar som primart studerats i foreliggande studie dr Syningen, beldgen uppstroms Rimbo samt
Kundbysjon, som &r beldgen nedstroms. Vallbyan forbinder de tva sjdarna och rinner genom
Rimbo tétort, dar dven utslappspunkten for renat avloppsvatten fran Rimbo ARV ar beldgen
(Figur 1). Forutom Vallbydn mynnar Langsjons utlopp ut i Kundbysjon. I Tabell 2 redovisas ett
antal hydromorfologiska matt for sjdarna Syningen och Kundbysjon.

Tabell 2 Medeldjup, maxdjup, area, volym, omsittningstid, medelvattenféring (MQ) och
medellagvattenforing (MLQ) i respektive sjoutlopp (killa: SMHI).

Medeldjup Maxdjup  Area Volym  Omsittningstid MQ  MLQ

(m) (m) (km?) (Mm?3) (dagar) (m¥s)  (m?s)
Syningen 2,4 2,5 1,22 2,9 57 0,59 0,20
Kundbysjon 1,0 2 0,245 0,25 4 0,76 0,21
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Figur 1 Oversiktskarta som visar Norrtiljeans avrinningsomrade och Rimbo ARV. Orange cirkel visar utslippspunktens lige i Vallbyan.
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Kundbysjon kan karaktériseras som en grund slittlandssjo med hog forekomst av makrofytisk
vegetation. Naromradet runt sjon domineras av vatmarksomraden och jordbruksmark. Sjon har en
ungefirlig yta pa 24,5 ha, medeldjup pa ca 1,0 meter. Raknat pa medelvattenféringen i
Kundbysjons utlopp dr omsattningstiden i sjon ca 4 dagar. Nedstroms Kundbysjon rinner Vallbyan
in i sjon Bjorkarn, som dven den dr grund och dven den kraftigt igenvixt. Bada sjoarna fungerar
séledes mer eller mindre som vatmarker och star sannolikt for ett betydande narsaltsupptag,
atminstone under sommarhalvaret.

Vallbyan rinner vidare in i Husbyan som i sin tur rinner in i sjon Lommaren (med volym ca 5,5
Mm? och omsittningstid pa ca 30 dagar) och vidare till Norrtéljeviken i Ostersjon. Det ar en liten
hojdskillnad mellan reningsverkets utslappspunkt i Vallbyan och Husbyan nedstroms Bjorkarn,
varvid vattnet rinner langsamt och nagon mekanisk syresaittning ej dr att vanta pa denna stréacka.
Bade uppstroms Rimbo ARV i Vallbyan till Syningen och nedstroms Bjorkarn &r nivaskillnaderna
storre och vattnet strommar med betydligt storre vattenhastigheter.

Syningen, som &r beldgen uppstréms reningsverket i Vallbyén, har ett medeldjup pa ca 2,4 meter
och en langre omsattningstid pa ca 57 dagar. Sjons inlopp och utlopp utgors av vatmarksomraden.

Recipientkontroll

I Norrtilje kommun finns 20 kommunala avloppsreningsverk av varierande storlek, varav Rimbo
ARV ir ett av dessa. Effekter av reningsverkens paverkan pa vattenmiljon 6vervakas genom ett
recipientkontrollprogram (Lindqvist, 2022). Programmet omfattar savél biologiska som fysikalisk-
kemiska undersokningar av de sj0ar, vattendrag och kustomraden som utgor direkta eller
indirekta recipienter for reningsverken. Recipientkontrollprogrammet har utformats for att mota
de krav som stélls genom EU:s vattendirektiv.

I Tabell 3 redovisas uppmatta nivéer av ett antal fysikalisk-kemiska parametrar i Syningen och
Kundbysjon. Data avser perioden 2019-2020 och &r hamtat fran den samordnade

recipientkontrollen.
Tabell 3 Nivaer av ett antal fysikalisk-kemiska parametrar i Syningen och Kundbysjon. Data fran
perioden 2019-2020, himtat fran den samordnade recipientkontrollen.
Lokal Syrgashalt | Syrgasmdittnad Siktdjup Tot-N Tot-P TOC
(mg/1 02)* (%)* (m) (ug/L N) (ug/L P) (mg/L C)
Syningen 9,5 80,7 1,6 1387 36,4 18,2
Kundbysjon 10,0 89,5 18 2599** 51,5

*avser bottenvatten
**1 686 g/l exkluderat februari 2019, di 7 020 resp. 7 315 ug/l uppmiittes i Kundbysjon

Ekologisk och kemisk status

De tvé i huvudsak berérda vattenférekomsterna som omfattas av Havs- och vattenmyndighetens
foreskrifter om god ekologisk och kemisk status, &r i foreliggande studie “Norrtéljean-Vallbyan”
och ”"Norrtéljean-Balkensan”. Norrtiljean-Vallbyan stracker sig fran Syningens utlopp tills att
Vallbyéan grenar ihop sig med Langsjons utlopp och géar da ver i Norrtiljedn-Balkensdn som
stracker sig genom Kundbysjon och Bjorkarn tills att &n grenas ihop med Husbyan (”Norrtéljean-
Husbyan”).
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Bade Norrtaljean-Vallbyan och Norrtédljean-Balkensan klassas i VISS (Vatteninformationssystem
Sverige) till mattlig ekologisk status, med 6vergddning och fysisk paverkan som utslagsgivande
faktorer for bedomningen. Med avseende pa 6vergddning anges i VISS f6r Norrtaljean-Vallbyan:

”Kvalitetsfaktorn niringsimnen dr utslagsgivande med avseende pd miljokonsekvenstyp dvergodning och
resulterar i mdttlig status. Bedomningen har 1dg tillforlitlighet utifrdn miljokonsekvenstyp dvergédning
eftersom: 1) Klassningen av niringsimnen dr osiker i forhillande till klassgrinsen god/mittlig status. 2)
Klassning av relevant biologisk parameter saknas. 3) Betydande pdverkan har konstaterats med avseende pi
miljokonsekvenstyp dvergddning.”

Och f6r Norrtaljedn-Balkensan:

"Kualitetsfaktorn kiselalger (IPS) dr utslagsgivande med avseende pd miljokonsekvenstyp dvergddning och
resulterar i mdttlig status. Bedomningen har 1dg tillforlitlighet utifran miljokonsekvenstyp dvergédning
eftersom: 1) Klassningen av kiselalger dr osiker i forhillande till klassgrinsen god/mdttlig status. 2)
Klassning av relevant stodjande parameter saknas. 3) Betydande pdverkan har konstaterats med avseende pi
miljokonsekvenstyp dvergddning.”

Kemisk status klassas till “Uppnar ej god” for bada vattenférekomsterna. Detta pa grund av att
gransvardena for de prioriterade amnena kvicksilver (Hg) och polybromerade difenyleterar
(PBDE) overskrids. Havs- och vattenmyndigheten har utifran en nationell analys gjort
beddémningen att gransvardena f6r Hg och PBDE 6verskrids i Sveriges alla vattenférekomster.
Orsaken till detta ar att ldngvéaga atmosfarisk deposition av Hg och PBDE till mark och vatten
resulterat i en belastning av dessa dmnen sa att halterna i vatten 6verskrider sina respektive
gransvarden.

Kemisk analysmetodik

Kemiska analyser utfordes vid IVL Svenska Miljoinstitutets laboratorium i Stockholm for
haltbestdmning av lakemedel, 6strogena hormoner, poly- och perflourerade &mnen (PFAS) samt
alkylfenoler och bisfenol A i bade vattenprover och biologiska prover. Ostrogena effekttester (YES-
test) utfordes vid IVLs laboratorium i Stockholm for bestimning av effektkoncentrationen av
hormonstérande dmnen i vattenprover. Ovriga effekttester genomfordes av Biocell Analytica AB i
Uppsala.

Lakemedel

Vattenprover spikades med isotopmaérkta standarder innan de extraherades med HLB
fastfaskolonner och eluerades med 5ml metanol f6ljt av 5ml aceton. Extraktet indunstades till
torrhet och aterlostes i 1ml metanol: vatten (1:1) och filtrerades in i LC vialer.

Hela organismer fran ekotoxikologiska tester (se Delstudie 3 for samtliga arter) frystorkades och
homogeniserades samt spikades med isotopmaérkta standarder innan de extraherades med
vatskeextraktion. Fiskmuskelprover homogeniserades och spikades med internstandard innan de
extraherades med vétskeextraktion. Extraktionen skedde i 3 omgangar, forst med surgjord
metanol:vatten 16sning (7:3) f6ljt av tva ganger med acetonitril. Extraktet indunstades till torrhet
och aterlostes i Iml metanol: vatten (1:1) och filtrerades in i LC vialer.
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Njure, lever och hepatopankreas fran fisk och kréafta homogeniserades och spikades med
isotopmarkta standarder innan de extraherades med 10ml acetonitril. Fettet extraherades med
hexan och avldgsnades. Provextraktet indunstades till torrhet och aterldstes i 1ml metanol: vatten
(1:1) och filtrerades in i LC vialer.

Gallvatskeprover fran fisk spikades med isotopmarkta standarder innan de extraherades med
vatske-vatskeextraktion i diklormetan och mattad saltlosning. Vattenfasen avldgsnades och den
aterstdende organfasen indunstades till torrhet. Extraktet aterlostes sedan i 1ml metanol: vatten
(1:1) och filtrerades in i LC vialer.

Proverna analyserades pa HPLC-MS/MS med en bifenylkolonn. Halten av lakemedel i proverna
uppskattades mot en kalibreringskurva och justerades for atervinning for varje &mne.

Hormoner

Vattenprover spikades med isotopmaérkta standarder och surgjordes till pH <4 innan de
extraherades med ENV+ fastfaskolonner och eluerades med 12ml metanol: metyl-tert-butyleter
(1:9). Extraktet indunstades till torrhet och aterlostes i 4ml metanol: etylacetat (2:8) och renades
sedan péa PSA fastfaskolonner. Extraktet indunstades till torrhet igen och aterlostes i 1,5 ml
metanol: vatten (1:1) och filtrerades in i LC vialer.

Proverna analyserades pa HPLC-MS/MS med en C18 kolonn. Halten av hormoner i proverna
uppskattades mot en kalibreringskurva och justerades for atervinning for varje &mne.

PFAS

Vattenprover spikades med isotopmarkta standarder innan de extraherades med WAX
fastfaskolonner och eluerades med 4ml metanol f6ljt av 4ml 0,1% ammonium: metanol-16sning.
Extraktet indunstades tills 1ml aterstod och 6verfordes till vial varpéa volymetrisk standard
tillsattes.

Muskelprover av fisk och kréfta homogeniserades och spikades med isotopmaérkta standarder
innan de extraherades med 2 X 5ml metanol. Extraktet indunstades till 1ml och renades med 25mg
tillsatt aktivt kol som sedan avldgsnades med centrifugering. Till extraktet tillsattes sedan
ammoniumacetatlosning for utfallning av ytterligare orenligheter som avlagsnades genom
centrifugering. Det renade extraktet 6verfordes sedan till LC vial.

Proverna analyserades pa HPLC-MS/MS med en C8 kolonn. Halten av PFAS i proverna
uppskattades mot en kalibreringskurva och justerades for atervinning som berédknats fran den
volymetriska standarden.

Fenoler

Vattenprover spikades med isotopmarkta standarder och surgjordes till pH <4 innan de
extraherades med metyl-tert-butyleter f6ljt av pentan i separertratt. Extraktet indunstades till
torrhet och aterlostes i 1ml metanol: vatten (1:1) och filtrerades in i LC vialer.

Proverna analyserades pa HPLC-HRMS med en C18 kolonn. Halten av fenoler i proverna
uppskattades mot en kalibreringskurva och justerades for atervinning for varje dmne.
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Effekttester

Jastceller (YES-test)

YES, eller yeast estrogen screen &r ett in-vitro screeningtest baserat pa modifierade jastceller som
undersoker Ostrogen aktivitet (se exempelvis Svenson et al. (2003)). Testet pavisar den totala
Ostrogena aktiveten i ett vattenprov, angivet som ekvivalenter av 17p-0stradiol. Till skillnad fran
att direkt méta koncentrationen av 173-0stradiol i ett vattenprov ger YES-testet en sammanvagd
bild av den Gstrogena aktiviteten - det vager alltsé in paverkan fran samtliga &mnen i provet med
Ostrogen aktivitet. De modifierade jastcellerna innehaller en human strogenreceptor kopplat till
en reportergen som producerar ett enzym som omvandlar den tillsatta firgindikatorn da
Ostrogenliknande &mnen binder till receptorn.

Vattenprover surgjordes med HCI till pH 3+0,1 innan de extraherades med ENV+ fastfaskolonner
och eluerades med 8ml aceton. Dimetylsulfoxid tillsattes till extraktet som sedan indunstades tills
all aceton evaporerats. Extraktet pytsades ut pa plattor med modifierade jédstceller samt
tillvixtmedium och fargindikator som inkuberades vid 30 °C i 3 dygn.

Plattorna analyserades med en spektrofotometer vid 540nm samt 620nm och effektkoncentrationen
av Ostradiolekvivalenter uppskattades mot en kalibreringskurva samt en positiv kontroll.

Humanceller

Provvatten koncentrerades 5000 ggr via fastfasextraktion och spaddes sedan minst 100 ganger
under analysen. Den slutliga koncentrationsfaktorn var darmed som hogst 50 ggr hogre jamfort
med ett okoncentrerat vattenprov.

Initialt testades proverna for cytotoxicitet for att utesluta sddan stor allméantoxisk paverkan att det
inte gér att mata specifika toxiska effekter i proverna. Darefter analyserades proverna i
spadningsserier om minst fyra koncentrationer, for varje analys.

Testerna genomfors pa odlade celler som modifierats for att medge métning av specifika toxiska
effekter. Det som miits ar i vilken utstrackning en viss receptor i cellen aktiveras. Storleken pa
aktiveringen motsvarar effekten fran samtliga amnen i ett prov som kan ge utslag for just den
specifika receptorn. De receptorer som undersokts ar dstrogenreceptorn (ER), androgenreceptorn
(AR) arylhydrokarbonreceptorn (AhR) samt oxidativ stress (Nrf2).

Effekten anges som en ekvivalent av en referenssubstans. For AhR-aktivitet dr referenssubstansen
2,3,7,8-tetraklorodibenzodioxin (TCDD), for ER-aktivitet 17B-dstradiol, for AR-aktivitet
dihydrotestosteron (DHT), for anti-AR-aktivitet hydroxyflutamid (OHF) och for Nrf2-aktivitet tertiir
butylhydrokinon (tBHQ).

For att avgora om ett prov inneholl &mnen som kan ge toxisk effekt undersoktes forst om nagon av
de analyserade koncentrationerna hade aktiviteter hogre dn en pa férhand bestaimd
detektionsgréns. Prover med aktivitet 6ver denna grans klassades som aktiva, och en aktivitet
angivet som ekvivalenter av referenssubstansen berdknades.

Dessa tester genomfordes av Biocell Analytica AB.
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FOroreningssituationen i recipienten

Provtagningsmetodik

Vattenprover

Analyser av mikrofdroreningar i vattenprover genomfdrdes fran totalt sju provpunkter:
inkommande avloppsvatten, utgadende avloppsvatten, uppstroms i Vallbyan, nedstroms i
Vallbyan, i sjdarna Syningen och Kundbysjon, samt i tvatteriet Textilias utgaende avloppsvatten
(Figur 2). Provpunkten uppstroms i Vallbyan valdes som referens till provpunkten strax
nedstroms reningsverkets upploppspunkt. Syningen valdes som referenssjo till Kundbysjon.
Denna rapport fokuserar pa provpunkterna utgaende, uppstroms, nedstrdoms, Syningen och

Kundbysjon.
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Figur 2 Omradeskarta med Rimbo ARVs utslippspunkt, tvitteriet (Textilia), uppstroms- och

nedstroms provpunkter samt sjoarna Kundbysjon och Syningen. Vattenytan inom
reningsverkets omrade dr en sedimentationsdamm. Inkommande och utgaende vatten

provtaget inne pa reningsverkets omrade.
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Vattenprover i utgaende vatten, uppstroms och nedstroms provpunkter togs pa méanadsbasis
mellan december 2021 och september 2022, med undantag for januari, juli och augusti (Tabell 4).
Vid varje provtagning analyserades lakemedel. I 6vrigt forekom viss variation i analyserna, mot
bakgrund av att genomgéng av delresultat visat pa att mindre frekvent provtagning gett tillracklig
underlag, samt av budgetmadssiga skil. Under provtagningsperioden varierade flodet i Vallbyan
enligt Figur 3, och verkets utgaende flode Figur 4. Flodet i Vallbyan ar reglerat, med ett minimum
pa 0,2 m¥/s, vilket syns i Figur 3.

Preliminar vattenféring och temperatur i Vallbyan (dec 2021-2022)
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Figur 3 Provtagningstillfillen (vatten) i relation till vattenféring och temperatur i Vallbyan (data:
SMHI vattenwebb).

Utslappsflode fran Rimbo ARV (dec 2021-2022)
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Figur 4 Provtagningstillfallen (vatten) i relation till utslippsflode fran Rimbo (data fran
reningsverkets egna matningar).
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Tabell 4 Provtagningsmatris for vattenprovtagningen. Uppdelat per provpunkt och dgmnesgrupp.

*december 2021. Ovriga manader under 2022.

maj | jun | jul | aug | sep ‘

Amnesgrupp | dec* | jan | feb |

Provpunkt

Nedstroms

Lakemedel

Hormoner

YES-test

Fenoler

X [ x| X

PFAS

Celltester

Uppstroms

Lakemedel

X [ X | X [X|X

Hormoner

YES-test

Fenoler

X | X | X [X | X

PFAS

Celltester

Utgaende

Lakemedel

X[ x| X | X

Hormoner

YES-test

Fenoler

PFAS

Celltester

XX | X | X

Inkommande

Lakemedel

Hormoner

YES-test

Fenoler

PFAS

Celltester

XKIXIXIX XXX XXX XXX X XX XXX XX | XXX

Textilia

Lakemedel

Hormoner

YES-test

Fenoler

PFAS

Kundbysjon

Lakemedel

Hormoner

YES-test

Fenoler

X [ X | X |[X

PFAS

Celltester

Syningen

Lakemedel

X | X | X | X | X

Hormoner

YES-test

Fenoler

XX | X[ X | X

PFAS

Celltester
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Vatten for analys av lakemedel, hormoner, YES-test och PFAS uttogs i 1-liters plastflaskor.
Fenolproverna uttogs i branda glasflaskor om 250-500 ml, alternativt teflonflaskor om 1 liter.
Stickprov i ytvatten togs for provpunkterna uppstroms, nedstroms, Kundbysjon och Syningen. For
inkommande avloppsvatten, utgdende avloppsvatten och Textilias utgdende vatten uttogs
samlingsprover pa veckobasis (veckoprover). I de fall stérre variationer i inkommande fléden
forelag under provtagningsveckan flodesviktades provmangderna for respektive dygn innan
samlingsprov blandades. Analyspaketet inkluderade 24 lakemedel (Tabell 5), tre hormoner, 19
olika PFAS, tre fenoler och sex effekttester (Tabell 6).

Tabell 5 Undersokta likemedel och deras terapeutiska effekt.
Substans | Terapeutisk effekt ‘
Atenolol Blodtryckssankande
Karbamazepin Antiepileptika
Ciprofloxacin Antibiotika
Citalopram Antidepressiv
Klaritromycin Antibiotika
Diklofenak Anti-inflammatorisk
Erytromycin Antibiotika
Flukonazol Antimykotika
Furosemid Diuretika
Ibuprofen Anti-inflammatorisk
Ketokonazol Antimykotika
Losartan Blodtryckssankande
Metotrexat Cytostatika
Metoprolol Blodtryckssankande
Naproxen Anti-inflammatorisk
Oxazepam Angestdampande/lugnande
Paracetamol Smartstillande
Propranolol Blodtryckssankande
Sertralin Antidepressiv
Sulfametoxazol Antibiotika
Tramadol Smartstillande
Trimetoprim Antibiotika
Venlafaxin Antidepressiv
Zolpidem Sémnmedel
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Tabell 6 Ingdende dmnen i varje amnesgrupp/kategori som undersokts, exklusive likemedel.
Hormoner Ostron (E1) 17p3-Ostradiol (E2) 17a-Etinyldstradiol (EE2)
PFAS PFBA PFUnDA PFNS

PFPeA PFDoDA PFDS

PFHxA PFBS PFUnDS

PFHpA PFPeS 6:2 FTS

PFOA PFHxS 8:2 FTS

PFNA PFHpS

PFDA PFOS
Fenoler Bisfenol A 4-n-nynolfenol 4-t-oktylfenol
Effekttester YES-test AR-aktivitet Anti-AR-aktivitet

Nrf-aktivitet ER-aktivitet AhR-aktivitet

Biotaprover

Utover vatten undersoktes ocksa fisk fran Kundbysjon och Syningen, samt signalkrafta fran
Vallbyan. Fisken analyserades for lakemedel i muskel, njure, lever och galla. Krédftorna
analyserades for lakemedel i stjartmuskeln och for PFAS i hepatopancreas, vilket ar ett organ som
kombinerar de funktioner som i manniska skots av lever och bukspottkdrtel.

Fiskeinsatser genomfordes i mitten av februari 2022 och i slutet av maj 2022. Fisket i februari
bedrevs fran isen med angeldon medan det i maj bedrevs med bottenstdende nét. Av den fangade
fisken preparerades individprover av muskel, lever, galla och njure. Undantaget ar sarv, dar njuren
analyserades som ett samlingsprov (Tabell 7). Kraftfisket genomfordes i september ca 200 m
uppstroms respektive ca 200 nedstroms reningsverkets uppslappspunkt i Vallbyan. Ett
samlingsprov fran uppstroms provpunkt bildades av fyra kraftor och tva samlingsprover fran
nedstroms provpunkt bildades av fem kréftor vardera.

Tabell 7 Provmatris f6r analyser av likemedel i fisk fran Syningen och Kundbysjon. Visar arter,

organ, fangstplats och antal individer/prover som analyserades.

Kundbysjon

Syningen

Gidda Gidda Abborre Sarv
Organ Muskel, lever, Muskel, lever, Muskel, lever,
Feb galla och njure galla och njure galla och njure
Antal analyser | 3 2 1
Organ Njure Njure Njure
Maj
Antal analyser |1 1 1*

*analyserades som samlingsprov av njure fran fem individer. Ovriga prover var individprover.

Resultat och diskussion — matningar i vatten

Ldkemedel

Resultaten avseende lakemedel redovisas som skillnader mellan Kundbysjoén-Syningen och
uppstroms-nedstroms i Vallbyéan, samt som jamforelse mot miljokvalitetsnormer for de lakemedel
dér sadana finns framtagna. Om en koncentration varit ldgre dn analysmetodens detektionsgréans
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(LOD) har koncentrationen satts till noll, for att i figurerna ge en tydligare bild av vilka ldkemedel
som detekterats. Samtliga primérdata redovisas i Appendix A.

Baserat pa matningarna i utgaende vatten presenteras inledningsvis en skattning av vilka mangder
av varje substans som arligen tillférs Vallbyan (Tabell 8). Mangderna berdknades genom att
multiplicera medelkoncentrationer i utgdende vatten med medelflédet av utgdende vatten pa

800 000 m?3/ar. Resultaten visar att som mest 1000 gram av en enskild substans (losartan) slapps ut
fran Rimbo ARV. Totalt skattas 6 500 gram av dessa 24 substanser na recipienten per ar.
Osékerhetsintervallet dr dock relativt brett (1 500 g, 12 000 g). Det bor ocksa namnas att
totalmdngderna endast inkluderar de 24 substanser som inkluderats i dessa analyspaket. I verkets
utgdende vatten finns naturligtvis flertalet andra lakemedel som bidrar till totalhalten. Mangderna
av ciprofloxacin och ketokonazol dr hogst osdkra pa grund av litet antal métningar. Inget
konfidensintervall berdknades f&r metotrexat eftersom fyra méatningar var <2 ng/L och ett férekom
som sparvarde, mellan 1-3 ng/L.

Tabell 8 Beriknade mangder (gram) likemedel som slapps ut i Vallbydn per ar fran Rimbo ARV.
Redovisat som snittmidngd samt nedre och 6vre grians baserat pa 95% konfidensintervall.
Om konfidensintervallets nedre grins varit negativ (<0) anges denna som noll i tabellen.
*endast baserad pa tvd, respektive ett matvarde.

Substans Medel Nedre grins ‘ Ovre grins ‘ Antal

(g) (g) (g) mitningar
Atenolol 47 17 76 6
Karbamazepin 110 62 160 6
Citalopram 100 23 180 6
Klaritromycin 43 6,4 79 6
Diklofenak 610 65 1200 6
Erytromycin 9,6 0 33 6
Flukonazol 84 23 140 6
Furosemid 810 160 1400 6
Ibuprofen 990 0 2500 6
Losartan 1000 350 1700 6
Metoprolol 810 350 1300 6
Naproxen 540 85 1000 6
Oxazepam 260 110 410 6
Paracetamol 36 0 110 6
Propranolol 43 9 78 6
Sertralin 22 6,5 38 6
Sulfametoxazol 290 95 490 6
Tramadol 200 90 300 5
Trimetoprim 46 18 73 6
Venlafaxin 300 26 580 6
Zolpidem 1 0 2,3 6
Ciprofloxacin* 110 0 1000 2
Ketokonazol* 60 1
Metotrexat 0,16 5
Totalt 6500 1500 12000
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Uppstroms och nedstroms provpunkt i Vallbyan

Koncentrationerna uppstroms i samtliga matningar var under LOQ, men férekom i vissa fall som
sparvdrden (se Appendix A-Tabell A:1). Nedstroms daremot detekterades olika lakemedel
frekvent (Appendix A-Tabell A:2). Berdkningar av variationskoefficient (CV) genomférdes for de
lakemedel som kunde detekteras i minst hélften av de atta métningarna (Tabell 7). Resultaten
visade pa CV-varden mellan 63 och 169%, vilket tolkas som generellt stor spridning i
koncentrationer. CV=100% innebar att den genomsnittliga spridningen (standardavvikelsen) &r lika
stor som medelvardet. Max- och minvardena visar ocksa tydligt pa att spridningen &r stor.
Exempelvis var maximal koncentration ibuprofen 610 ng/L medan minimum var <4 ng/L.

Tabell 9 Medelvirde och spridningsmatt for de likemedel som detekterades i minst hilften av de
atta proverna fran nedstroms provpunkt i Vallbyan.
CV (variationskoefficient) = 100*stdev/medel.

Substans Medel Min \Y ED Stdev CV (%)
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Atenolol 42 <2 10 3,2 75
Citalopram 99 <2 21 7,6 77
Diklofenak 65,8 11,7 210 76,2 116

Ibuprofen 159,5 <4 610 269,1 169

Losartan 95,8 22,1 330 100,8 105

Metoprolol 76,6 <6 170 73,4 96

Naproxen 439 11,0 88 27,0 62
Oxazepam 20,2 6,9 47 14,6 73
Sertralin 2,0 <2 41 1,2 63
Sulfametoxazole 34,1 <4 130 43,5 127
Trimetoprim 3,9 <2 10 3,0 77
Venlafaxin 27,6 <2 110 37,2 135

Det noteras, oavsett terapeutisk effekt (smartstillande, antibiotika etc), en tydlig
koncentrationsokning av ladkemedel i Vallbyan nar vattnet passerar reningsverkets utslappspunkt
(Figur 5-Figur 9). Det foreldg en stor sdsongsmaéssig variation, vilket till stor del forklaras av hur
vattenforingen och darmed den initiala utspadningen i Vallbyan varierar. Darutdver férekommer
ocksa skillnader i flode och lakemedelskoncentration i verkets utgaende vatten och dven en
slumpvis variation kopplat till provtagning och kemisk analys.

Hogst koncentrationer nedstroms i Vallbyan uppmattes i februari och september. Figurerna visar
tydligt att det inom varje funktionell grupp ar det vissa laikemedel som dominerar i recipienten:
den totala koncentrationen antibiotika bestar till storsta del av sulfametoxazol, de antidepressiva
domineras av venlafaxin och oxazepam och blodtrycksmedicinerna av losartan och metoprolol. I
gruppen smartstillande detekterades diklofenak och naproxen vid varje tillfdlle. Paracetamol och
tramadol detekterades bara i februari i nedstroms provpunkt. Av de lakemedel som undersoktes
men inte tillhor nagon av de ovan beskrivna terapeutiska grupperna detekterades furosemid i
hogst koncentrationer (Figur 9).

Summan av alla 24 undersokta likemedel gav, angivet som medel (min-max), baserat pa de sju
matningar som gjordes i respektive punkt: 10 (0-31) ng/L uppstroms och 502 (113-1500) ng/L
nedstroms. I snitt var alltsi koncentrationen av lakemedel ca 50 ganger hogre nedstroms jamfort
med uppstroms. Skillnaden mellan minimum (113 ng/L) och maximum (1500 ng/L) nedstréms
visar pa att koncentrationsskillnaderna nedstrdms i Vallbyan kan skilja 13-faldigt 6ver aret.
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Antibiotika
dec feb mar apr maj jun sep
120
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Ciprofloxacin
2 ol Erytromycin
g’ Klaritromycin
Sulfametoxazol
Trimetoprim
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Figur 5 Skillnad i antibiotika (ng/L) mellan uppstroms och nedstroms provtagningspunkt.
Antidepressiva lakemedel
dec feb mar apr maj jun sep
150 1
100 A
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=~ Oxazepam
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Figur 6 Skillnad i antidepressiva likemdel (ng/L) mellan uppstroms och nedstroms
provtagningspunkt.
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Blodtrycksmediciner

dec feb mar apr maj jun sep
500 -
400
3001 Atenolol
= Losartan
=)}
c Metoprolol
2001
Propranolol
100 1
I i B =_B T
F FE FE e
Figur7 Skillnad i blodtryckssinkande likemedel (ng/L) mellan uppstroms och nedstroms
provtagningspunkt.
Smartstillande
dec feb mar apr maj jun sep
750 A
Diklofenak
Ibuprofen
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Paracetamol
Tramadol
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Figur 8 Skillnad i smartstillande likemedel (ng/L) mellan uppstréms och nedstréms

provtagningspunkt.
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Ovriga
dec feb mar apr maj jun sep
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Figur 9 Skillnad mellan uppstroms och nedstroms provtagningspunkt avseende de undersokta

likemedel som inte tillhor de terapeutiska grupperna i Figur 5-Figur 8.

Kundbysjon och Syningen

Koncentrationerna i Syningen var, i alla tre prover som undersoktes, under LOD, med undantag
for trimethoprim vilken forekom som sparvarde (mellan LOD och LOQ) vid ett tillfélle (Figur 10). I
Kundbysjon forekom dock att lakemedel detekterades i kvantifierbara koncentrationer.

I Kundbysjon var det dock stor variation i de fyra prover som togs, och koncentrationernas storlek
kunde inte heller med enkelhet férklaras av de i Vallbyan. Totalkoncentrationerna av de 24
undersokta ladkemedlen, angivet som medel (min-max), var 170 (0-500) ng/L i Kundbysjon, vilket
jamfort med motsvarande nedstroms i Vallbyan pa 502 (113-1500) ng/L visar pé att koncentrationer
i Kundbysjon i snitt dr ca 3 gdnger ldgre dn i Vallbyén.

Vid provtagningen i februari var det ldga koncentrationer i Kundbysjon, samtidigt som
koncentrationerna nedstroms i Vallbyan var hoga (Figur 5-Figur 9). I december, da hogst
koncentrationer uppmaittes i Kundbysjon, var inte koncentrationerna nedstréms i Vallbyan sarskilt
hoga. Dessa resultat antyder att det mellan stickprov i olika provpunkter i samma recipientsystem
samma dag kan forekomma stor variation i vilka lakemedelskoncentrationer, som inte enbart kan
forklaras av spadning.

Resultaten visar ocksa att vilka enskilda substanser som detekteras varierar. I Kundbysjon i maj

och juni, nar totalkoncentrationerna var likartade, detekterades metoprolol, venlafaxin och
diklofenak i maj men inte i juni. I juni detekterades ibuprofen, men sa var inte fallet i maj.

27



Rapport B 2462 - Biologiska effekter av mikroféroreningar — Fallstudie Rimbo reningsverk

dec feb maj jun
500+ Citalopram
Diklofenak
400 - Ibuprofen
Klaritromycin
Losartan
300
Metoprolol
=
g’ Naproxen
200 A Oxazepam
Paracetamol
1004 Propranolol
Tramadol
Trimetoprim
0- 1 N N N =
| | | | | | | Venlafaxin
o & o & o & o
) ) ) S
SN SN N SN N SN N
+ %é‘ + gé‘ + %*Q +
Figur 10 Detekterade likemedel i Syningen och Kundbysjon. Bada sjoarna provtogs samtidigt i

februari, maj och juni. I december provtogs endast Kundbysjon. Koncentrationer <LOD
satta till noll. Sammantaget tre prover fran Syningen och fyra fran Kundbysjon.

Koncentrationer i relation till kemisk och ekologisk status
Maximalt tillatet &rsmedelvarde for inlandsytvatten finns framtaget for diklofenak, och maximal
tillaten koncentration for ciprofloxacin (HVMFS, 2019). Bada dessa ligger pa 100 ng/L.

En viktig kommentar &r att ciprofloxacin endast kunde métas i februari och september pa grund av
dalig atervinning i den kemiska analysen. I nedstrdoms och uppstroms provpunkt genomfordes tva
matningar i februari (2022-02-08 och 2022-02-15), samtliga med koncentrationer under
detektionsgransen (<20-<23 ng/L). Det innebar att det finns tre matvarden for ciprofloxacin
nedstroms och ett for Kundbysjon. Maximal tilldten koncentration 6verskreds inte i ndgon av dessa
matningar (Figur 11).

Bedomningsgrunden for arsmedelvéarde for diklofenak underskrids i Vallbyan och Kundbysjon.
Medel var 66 ng/L nedstroms i Vallbyan och 23 ng/L i Kundbysjon vilka underskrider gransvardet.
Medelvardesberdkningen antog halva LOD om koncentrationen var mindre &n LOD. Maximal
uppmiitt koncentration i dessa provpunkter var 83 ng/L i Kundbysjon och 210 ng/L nedstroms i
Vallbyan (Figur 12).
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Ciprofloxacin

feb sep
300
o
N
N
200
=
=)
<
I e o e
©
<
N
& S S S S
2 A
Figur 11 Koncentrationer av ciprofloxacin i vattenprover. Beddmningsgrund avseende maximal
tillaten koncentration pa 100 ng/L (HVMEFS, 2019) markerat med rod streckad linje.
Staplarna mirkta med matvirdet. Koncentrationer under LOD satta till noll.
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Figur 12 Koncentrationer av diklofenak i vattenprover. Bedomningsgrund avseende maximalt

tillatet arsmedelvirde pa 100 ng/L (HVMES, 2019) markerat med r6d streckad linje.

Staplarna mirkta med matvirdet. Koncentrationer under LOD satta till noll. Staplar f6r

uppstroms och nedstroms i februari avser medelvirde av tva matningar (2022-02-08 och
2022-02-15). Se Appendix A for primirdata.
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PFAS

Summamattet PFAS1 lag under bedémningsgrunden pa 90 ng/L (HVMES, 2019) i samtliga
maétningar i recipienten men dven redan i utgadende vatten (Figur 13). Daremot syns att
koncentrationen i utgdende vatten ar betydligt hdgre &n uppstréms i Vallbyan, vilket innebar att
det sker ett paslag av PFAS till Vallbyan fran reningsverket. Detta aterspeglas i att
koncentrationerna i snitt var nagot hogre nedstroms an uppstroms. Koncentrationen i utgaende
vatten var 41 (36-49) ng/L, nedstroms 10 (6-13) ng/L och uppstroms 8 (5-10). Ett t-test av skillnader
mellan nedstroms och uppstroms gav icke-signifikant resultat (p>0,05), men det &r utifran
koncentrationerna i utgdende vatten tydligt att ett visst tillskott sker.

SPFAS,;

Februari Mars April Juni

754

ng/L

254

N N e e

(\
)

Figur 13 Summa PFASu (PFBA, PFPeA, PFHxA, PFHpA, PFOA, PENA, PFDA, PFBS, PFHxS, PFOS,
6:2 FTS) i vattenprover. Rod linje markerar bedémningsgrund enligt HVMEFS (2019).

Fenoler

Samtliga fenoler var med marginal under respektive bedémningsgrund for arsmedel och
totalkoncentration i recipientvatten (Tabell 11). Koncentrationen nonylfenol lag omkring 32 ng/L i
utgdende vatten, och enstaka ng/L uppstroms, vilket indikerar ett visst tillskott fran verket.
Kundbysjon hade dock inte hogre koncentrationer av ndgon fenol i jamforelse med Syningen,
vilket tyder pa lag belastning av dessa &mnen fran Rimbo ARV. Koncentrationerna Kundbysjon
var i samtliga matningar under LOD eller som sparvarden, mellan LOD och LOQ.
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Tabell 10 Fenoler (ng/l). "<” avser <LOD. Sparvirden redovisas som LOD-LOQ. I utgaende anges de
datum mellan vilka veckoprov uttogs.

Provpunkt ’ Bisfenol A ’ Nonylfenol ‘ Oktylfenol
(ng/L) [ng/L] [ng/L]

21 mar - 27 mar 16 36 1-3

Utgaende - -
20 jun - 26 jun 17 28 7
2022-03-31 <4 3-10 <1

Uppstroms 2022-05-25 25 15 1-3
2022-06-28 2 <1 <1
2022-03-31 25 10 <1

Nedstroms 2022-05-25 <2 7 <1
2022-06-28 1-2 2,6 1-2

) 2022-05-25 14 1-5 1-3
Syningen 2022-06-28 2 <1 <1
2022-05-25 25 15 <1

Kundbysjon 2022-06-28 12 12 <1

Grinsvirde arsmedel 1600 300 100

(HVMEFS, 2019)

Grinsvirde maximal konc. 2700 2000

(HVMES, 2019)

Hormoner

E1 och E2 detekterades i flera fall i det utgadende vattnet (Tabell 12). Ddaremot syns inga tydliga
skillnader mellan uppstroms och nedstréms provpunkter. E1 och E2 uppmattes den 15e februari
som sparvarde respektive 6 ng/L uppstroms samtidigt som koncentrationer nedstréms var 7
respektive 6 ng/L. I 6vrigt lag koncentrationerna ndara LOD och LOQ varfor de anses de som
relativt osdkra, varfor de inte jamfors mot géallande bedomningsgrund enligt HVMES (2019). I
Kundbysjon och Syningen detekterades aldrig E2, men E1 fanns som sparvarde vid ett tillfalle.

EE2 var lagre an LOD i samtliga matningar vid samtliga provpunkter. Daremot utesluter inte det

att gransvardet pa 0,035 ng/L 6verskrids, i och med att LOD ar hogre dn detta. Notera att
matningarna av E2 till viss del aven férekommer i kommande avsnitt om effekttester.

31



Rapport B 2462 - Biologiska effekter av mikroféroreningar — Fallstudie Rimbo reningsverk

Tabell 11 Koncentrationer (ng/L) av hormonerna dstron (E1), 17B-6stradiol (E2) och 17 -
etinylostradiol (EE2) for varje provpunkt och provtagningstillfille. *imnet kan ej
detekteras, halt d4r under detektionsgriansen. ** amnet kan detekteras men ej kvantifieras,
halten dr mellan detektionsgrinsen (LOD) och kvantifieringsgriansen (LOQ). I utgaende
anges de datum mellan vilka veckoprov uttogs. Decemberprovet dr fran 2021, 6vriga 2022. I
decemberprovtagningen analyserades triplikat i utgaende. Dessa redovisas som medel

(min-max).
E1l E2 EE2
Provpunkt Provdatum LOD | LO
o (ng/L) (ng/L) (ng/L) Q
13 dec - 19 dec 21 (18-23) 16 (12-18) * 2 6
Utgaende
31 jan -6 feb 48 13 * 2 5
21 mar — 27 mar 16 x* * 2 6
18 apr — 24 apr ** * * 2 6
2021-12-20 * * * 2 6
Uppstroms 2022-02-08 * * * 2 6
2022-02-15 w* 6 * 2 5
2022-03-31 * * * 2 6
2022-04-29 xx * * 2 6
2022-05-25 x* * * 2 6
2021-12-20 * * * 2 6
Nedstroms 2022-02-08 * * * 2 5
2022-02-15 7 6 * 2 5
2022-03-31 x* * * 2 6
2022-04-29 xx * * 2 6
2022-05-25 x* x* * 2 6
Syningen 2022-02-15 * * * 2 6
2022-05-25 * * * 2 6
Kundbysjon 2021-12-20 xx * * 2 6
2022-02-15 * * * 2 6
2022-05-25 * * * 2 6
Bedémningsgrund
inlandsytvatten 0,4 0,035
(ng/L) (HVMFS,
2019)
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Sammanfattning

Matningarna av mikroféroreningar i recipient- och referensvatten visade pa ett tydligt tillskott av
flertalet lakemedel fran Rimbo ARV till Vallbyan och Kundbysjon samt ett mindre tydligt tillskott
av PFAS. Det var stor variation i lakemedelskoncentration mellan de olika provtagningarna — de
enskilda lakemedlen férekom i koncentrationer mellan under detektionsgréns och ndgra hundratal
ng/L i recipienten, vilket i en recipient med forhallandevis lag spadning av utgaende vatten ar att
forvanta, se exempelvis Viktor et al. (2021) dar koncentrationerna i recipienten ar hogre, pa grund
av allmént hogre koncentrationer i utgdende vatten och lagre spadning i recipienten.
Totalkoncentrationen av de 24 analyserade ldkemedlen var snitt 170 ng/L i Kundbysjon, 510 ng/L
nedstroms i Vallby&n och 10 ng/L uppstroms i Vallbyan. Det totala tillskottet frdn Rimbo ARV till
recipienten av de 24 ldkemedlen berdknades till 6 500 gram per ar. De hogsta koncentrationerna
nedstroms i Vallbyan uppmiaittes i prover fran vinter och hdst och de ldgsta under var och sommar.
Koncentrationerna av diklofenak och ciprofloxacin, for vilka det finns bedémningsgrunder, lag
under sina respektive maximala tilldtna medel- och maxkoncentrationer pa 100 ng/L. Diklofenak
var i snitt 66 ng/L och som mest 185 ng/L nedstréms i Vallbyan. Ciprofloxacin kunde endast métas
vid tre tillfdllen nedstroms i Vallbyan pa grund av analystekniska skal. Koncentrationen var i
samtliga tre matningar under detektionsgransen, som varierade mellan 23 och 5 ng/L.

Rimbo ARV forefaller ha minimal paverkan pa koncentrationer av fenoler i recipienten och
fenolkoncentrationerna var allmant laga, i en storleksordning omkring analysmetodens
detektionsgrans. Hormonerna E1 och E2 detekterades i utgaende vatten mellan 2-48 respektive <2-
16 ng/L, men inga tydliga skillnader i koncentration syntes mellan referens- och recipientvatten.
Som hogst uppmattes 7 ng/L E2 nedstroms i Vallbyan, men motsvarande prov uppstroms lag pa 6
ng/L. E2 kunde inte detekteras i nagot prov (<2 ng/L). Den 0strogena paverkan bedoms dessutom
bast via komplettering med effekttester (se avsnitt ”Effekttester”).

Sammantaget framkommer att Rimbo ARV inte bidrar betydande med fenoler och PFAS till
recipienten. Tillskottet av lakemedel fran verket ar daremot tydligt. Koncentrationerna fluktuerade
dock mycket under aret i recipienten vilket innebéar varierande exponering for akvatiska
organismer. I relation till bedomningsgrunder {6r diklofenak och ciprofloxacin var
koncentrationerna inte att anse orovackande hoga.

Effekttester

Ostrogen effekt

Risken for hormonstdrande effekter i recipienten kan utifran YES-testen och ER-aktiviteten
(analyserad av Biocell Analytica) bedémas enligt metod beskriven i NORMAN network & Water
Europe (2019). Metoden kategoriserar kvoten av uppmatt varde och ett effektbaserat triggervarde
(EBT) i nagon av kategorierna enligt Tabell 12. Denna kategorisering utgor fargkodningen i Tabell
13. EBT har hdamtats fran Neale et al. (2021) och anges ligga mellan 0,2-0,4 ng/L. Har har
medelvéardet (0,3 ng/L) anvants.
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Tabell 12 Rekommenderade atgirder vid olika grader av hormonstorande effekt i recipient. Oversatt
fran engelska i originalkdllan (NORMAN network & Water Europe, 2019).

Status | Rekommenderad atgard*

Uppmitt/EBT<1 Ingen atgard behovs

1 < Uppmatt/EBT <3 Kontrollera data, mat var tredje manad i ett ar och tills
uppmitt/EBT<1

3 < Uppmiitt/EBT < 10 Kontrollera data, omedelbar ny provtagning, kvantifiera vilka

amnen som leder till storningen. Mat var tredje méanad i ett ar
och tills uppmatt/EBT<1
10 < Uppmatt/EBT < 100 Allt ovanstaende plus utdkad kéllsparning. Aven méatningar i

inkommande avloppsvatten for att sékerstalla
sakerhetsfaktorernas osdkerhetsintervall kopplat till reduktion i
verket och spadning i recipient

Uppmiatt/EBT > 100

Resultaten visar pa att vattnet nedstréms i Vallbyan kan ha hormonstorande effekt, d& YES-testet i
februari resulterade i en effekt knappt sex ganger storre an EBT. Detta skulle da enligt de
rekommenderade atgdrderna motivera uppfdljande provtagning och kvantifiering av specifika
amnen. Efterfoljande prover visade genomgaende pa effekter under EBT. Vattnet i Kundbysjon
forefaller inte ha ndgon hormonstdrande effekt enligt YES-testen. Dock aterspeglar
provtagningarna i Kundbysjon var- och sommarforhallanden. Matningen uppstroms antyder att
hogre effekter kan forekomma under andra tidpunkter, men med tanke pa den ytterligare
spadning som sker ndr Vallbyan nar Kundbysjon ar det hogst troligt att ett februariprov i
Kundbysjon hade visat pa lagre effekt. Uppstroms vatten i Vallbyan och Syningen hade ingen
hormonstorande effekt i nagot prov. Notera att metoden ska anvidndas pa recipientvatten.
Utgédende vatten fran reningsverket har tagits med i tabellen endast for att ge en uppfattning om
effekten i det renade avloppsvattnet som slédpps ut i Vallbyan. De rekommenderade atgarderna for
klassningen i utgaende vatten behover alltsa inte genomforas.

ER-aktiviteten ddremot visade i flera fall pa 4-5 ganger hogre aktivitet an EBT i Kundbysjon och
nedstroms Vallbyan, vilket ar hogre 4n motsvarande YES-test. Dock var aktiviteterna i Syningen
och uppstroms i Vallbyan i samma storleksordning, vilket indikerar att Rimbo reningsverk inte
markant okar vattnets ER-aktivitet. Monstret, med generellt hogre resultat f6r den Ostrogena
effekten nér det méts som ER-aktivitet jamfort med YES-test, framkommer tydligt i Figur 14, som
visar att ER-aktivitet i samtliga prover fran uppstréms och nedstroms provpunkter var hogre dn
motsvarande YES-test. Den Ostrogena aktiviteten var i flera fall minst 15 gdnger hogre i testet av
ER-aktivitet jamfort med YES-testet. Daremot syntes inte det monstret i médtningarna av utgdende
vatten, dar YES-testet i ena métningen gav hogre resultat 4n motsvarande test av ER-aktivitet.
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Tabell 13 visar ocksa pa fordelen med att anvidnda effektester som komplement eller ersattning till
kemiskt uppmatta koncentrationer av E2. I referens- och recipientvatten kunde koncentrationerna
bara faststéllas vara <2 ng/L eller som osdkra sparvarden, nagonstans mellan detektions- och
kvantifieringsgrans, medan ER-aktivitet och YES-test gav hogre precision. I en sammanstallning
om in-vivo och in-vitro tester for hormonstorande effekter (Robitaille et al., 2022) ndmns dock ett
antal svagheter med YES-testen, varav ett ar att det har en betydligt hogre detektionsgréans an
tester baserade pa daggdjursceller. Just det argumentet var dock inte relevant vid métningarna vid
Rimbo ARV, eftersom testet utfort pa humanceller konsekvent gav hogre resultat &n YES-testets
detektionsgréns i de fall YES-testen inte kunde detektera ndgon aktivitet. Andra argument mot
YES-testen ar att de har ett ligre upptag av substanser jamfort med daggdjursceller och att det inte
kan skilja pa antagonister och agonister (forstirkande och hammande effekter).

Tabell 13 Resultat av YES-test och atgiardsklassning av eventuellt hormonstérande effekt, beriknad
som kvoten av uppmaitt effekt (E2 ekivalenter) av YES-test och effektbaserat triggervarde
(EBT) pa 0,3 E2-ekvivalenter (ng/L). Firgkodning enligt Tabell 12. *Om <0,1 har 0,05
antagits.

Maiénad | Uppmatt YES-test YES-test ER-aktivitet | ER-aktivitet

E2 (ng/L) (E2-ekv. Uppmitt*/EBT | (E2-ekv. Uppmitt/EBT
ng/L) ng/L)

Utgaende | Februari
Mars 2-6 11,0 2,0 6,6
Juni 0,19 22 7,3
Uppstroms | Februari <2 <01
Mars <2 <0,1 0,20
Maj <2 <0,1 14 45
Juni 0,73
Nedstroms | Februari 2-5 1,7 _
Mars <2 <0,1 0,32
Maj 2-5 <0,1 1,3 4,3
Juni <0,1 1,4 4,6
Syningen | Maj <2 <01 1,6 54
Juni 0,15
Kundbysjon | Maj <2 <01 1,8 59
Juni <0,1 0,61
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Figur 14 Jamforelse mellan tva celltester for 6strogen effekt: ER-aktivitet och YES-test, vid de

mattillfallen bada mitts samtidigt. Orangea staplar avser resultat under YES-testets
detektionsgrins pa 0,1 ng/L. ER-aktiviteten var aldrig under detektionsgrinsen.

Nrf2-, AR-, Anti-AR- och AhR-aktivitet

Inledningsvis kan ndmnas att de tester som Biocell Analytica genomfort (dven ER-aktiviteten i
foregaende avsnitt) ar relativt nya och ddrmed inte lika beprovade som andra metoder, exempelvis
YES-test eller biologiska tester pa zebrafisk, for att utvardera effekter fran avlopps- eller
recipientvatten. I en nyligen publicerad rapport utvirderades denna uppsattning tester,
genomforda av samma foretag, och slutsatsen var att de &r ett vardefullt verktyg for att undersdka
forekomsten av miljofarliga amnen i vatten och reningseffektivitet i konventionella reningsverk
eller pilotanliggningar (Holm & Onnby, 2022).

Resultaten for denna uppsattning tester, exklusive ER-aktivitet som redovisades i foregaende
avsnitt, visas i Tabell 14. Ur tabellen gors foljande observationer:

- Nrf2-aktiviteten var inte generellt hogre i recipientvatten jamfort med referensvatten.

- Anti-Ar-aktiviteten var konstant under detektionsgrans i referens- och recipientvatten.

- AR-aktiviteten var generell sett under detektionsgrans, med undantag for en matning i
nedstroms provpunkt.

- AhR-aktiviteten var i samma storleksordning i referens- och recipientvatten.
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Tabell 14

Resultat av effektester samt atgardsklassning av 6strogen effekt (ER-aktivitet). Berdknad
som kvoten av uppmitt effekt (E2 ekivalenter) och effektbaserat triggerviarde (EBT) pa 0,3
ng/L. Firgkodning enligt Tabell 12. I utgaende anges de datum mellan vilka veckoprov

uttogs.
Nrf2- Anti-AR AhR-
.. . AR-aktivitet ,,
Provpunkt Provdatum aktivitet aktivitet (ng/L) aktivitet
(ug/L) (ng/L) (ng/L)
21 mar - 27 mar 32 900 <0,031 5,8
Utgaende
20 jun — 26 jun 27 72 <0,004 11
2022-03-31 15 <400 <0,031 11
Uppstroms 2022-05-25 2,1 <300 <0,007 1,9
2022-06-28 <6,3 <69 <0,004 0,95
2022-03-31 15 <400 <0,031 0,88
Nedstroms 2022-05-25 <1,5 <300 <0,007 0,39
2022-06-28 <6,3 <69 0,0104 1,3
2022-05-25 3,9 <300 <0,007 0,29
Syningen
2022-06-28 <6,3 <69 <0,004 0,97
2022-05-25 <1,5 <300 <0,007 0,29
Kundbysjon
2022-06-28 <6,3 <69 <0,004 1,0

I den nyligen namnda undersokningen (Holm & Onnby, 2022) undersdktes sex svenska
avloppsreningsverk med samma uppsattning tester. En jaimforelse av aktiviteter i recipientvatten
vid den studien och foreliggande rapports métningar vid Rimbo ARV visas i Figur 15. Figuren
visar att AhR-aktiviteten vid Rimbo ARV lag nagot 6ver medianvérdet for samtliga 6vriga verk.
AR- och anti-AR gar inte att jamfora pa grund av stora skillnader i detektionsgrans samt att
aktiviteterna generellt var under detektionsgransen. ER-aktiviteten var i niva med Eskilstuna och
Uppsala, vars recipienter ocksa ar vattendrag eller vatmarksomraden, men hogre an Gévle och
Vastervik vars recipienter ar kustomraden. Aven Nrf2-aktiviteten var likartad mellan Rimbo,
Eskilstuna och Uppsala.

Sammantaget verkar recipienten till Rimbo ARV avvika nagot vad géller AhR-aktivitet, men i
Ovrigt ha likartade aktiviteter som &vriga. For mer detaljerad beskrivning av samtliga ARV i
jamforelsen och deras respektive recipient hénvisas till originalpublikationen (Holm & Onnby,

2022).
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Figur 15 Aktiviteter i madtningar vid Rimbo ARYV, fran denna rapport, samt sex andra ARVs fran

(Holm & Onnby, 2022). R6d streckad linje markerar median. Orangea staplar anger
aktivitet under LOD. Aktiviteten dr da satt lika med LOD. "Rimbo-Vall” =nedstréms
provpunkt i Vallbyan, "Rimbo-Kund” = Kundbysjon.

Sammanfattning

Den 6vergripande tolkningen ar att Rimbo ARV inte tydligt 6kar Nrf2-, ER-, AR-, anti-AR- eller
Ahr-aktivitet i och med att aktiviteterna var likartade i referens- och recipientvatten. I Vallbyan var
aktiviteterna foljande: Nrf2-aktiviteten lag mellan <1,5-15 ng/L nedstréms och 2,1-15 ng/L
uppstroms. Anti-AR aktiviteten var genomgaende under detektionsgréns i bade referens-och
referensvatten. AR-aktiviteten lag mellan <0,007-0,01 ng/L nedstréms och <0,004-<0,031 ng/L. AhR-
aktiviteten lag mellan 0,88-1,3 ng/L nedstroms och 0,95-1,9 ng/L uppstroms. ER-aktiviteten lag
mellan 0,32-1,4 ng/L nedstroms och 0,2-1,4 ng/L uppstroms.

Undantaget fran de likartade koncentrationerna nedstroms/uppstroms i Vallbyan YES-testet i
februari dar provet nedstroms hade flerfaldigt hogre ostrogen effekt pa 1,7 ng/L, jamfort med
provet uppstroms pa <0,1 ng/L E2-ekv. Detta var dock inget genomgaende méonster utan noterades
bara vid ett provtagningstillfdlle.
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Resultat och diskussion — matningar i biota

Lékemedel

I den forsta analysomgangen av fisk, dar lakemedel analyserades i muskel, njure, lever och galla
fran gddda och abborre, detekterades lakemedel i prover fran bade Kundbysjon och Syningen
(Figur 16). Resultaten visade pa att flest ldkemedel detekterades i njure av gadda. Av den
anledningen analyserades bara njure i den fisk som fangades i det uppfoljande fisket i maj (Figur
17). Sammantaget detekterades 11 av de 22 lakemedel som analyserad i njure av gddda, vid nagon
av de tva provtagningarna. Dessa var citalopram, metoprolol, propranolol, sertralin, tramadol,
venlafaxin, diklofenak, furosemid, ibuprofen, losartan och naproxen. Hogst koncentration var av
diklofenak (37 ng/g vv) i njure foljt av paracetamol i muskel (26 ng/g vv) och propranolol i njure
(20 ng/g vv). Samtliga dessa var i gadda fran Kundbysjon.

I fisken fran Syningen detekterades naproxen, atenolol och ibuprofen (Figur 16) samt citalopram
och venlafaxin (Figur 17). Citalopram venlafaxin, naproxen och atenolol som uppmattes som
sparvarde. Darav ar halterna osdkra.

Resultaten visar tydligt pa att lakemedelshalterna ar generellt sett hogre i fisken fran Kundbysjon
jamfort med fisk frdn Syningen. Detta syns framst vid jamforelse av halter i njure av gadda.
Resultaten pekar mot att njure av gddda har hogre halter i relation till andra organ och arterna
abborre och sarv. Dock analyserades bara ett prov av abborre respektive sarv vilket gor att den
slutsatsen dr hogst osaker.

I 6vrigt detekterades de inflammationshammande/smartstillande lidkemedlen diklofenak,
naproxen, paracetamol och ibuprofen. Utdver detta uppmattes dven furosemid och sertralin. I
kraftorna fran Vallbyan ddremot detekterades inga lakemedel - samtliga underséka &mnen hade
halter under detektionsgrénsen, se Appendix A-Tabell A:10.
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Figur 16 Detekterade likemedel (ng/g vatvikt) i muskel, lever, njure och galla, i tva giddor och en
abborre fran Kundbysjon, samt i tre gdddor fran Syningen. Av de tre giddorna fran
Syningen analyserades alla i muskel, men endast tva i lever, njure och galla. Fran fisket i
februari 2022.
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Figur 17 Detekterade likemedel (ng/g vatvikt) i njure fran en giddda och ett samlingsprov av fem

sarvar fran Kundbysjon, samt en giddda fran Syningen. Fran fisket i maj 2022. I sarvprovet

utgors stapeln av tramadol och venlafaxin (sparvirde). Stapeln av giddda fran Syningen

utgors av citalopram och venlafaxin (sparvirde).
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Att lakemedel aterfinns i fisk fran vattenomraden som i varierande grad mottar renat
avloppsvatten fran recipient ar inte ovanligt. I dar, floder och flodmynningar som ar recipienter till
ARVs har lakemedel detekterats i fisk (Alvarez—Muﬁoz et al., 2015; Brooks et al., 2005; Du et al.,
2014; Huerta et al., 2018; Ramirez et al., 2007; Schultz et al., 2010), men &dven i kust- och
havsomraden med hog spadning av avloppsvattnet har ldkemedel detekterats (Karlsson & Viktor,
2014; Vieno et al., 2017). I Vanern, Vattern och Mélaren undersoktes lever av abborre, och endast
fran Vittern galla av roding (Waldetoft et al., 2021). I totalt 10 prover kunde inga lakemedel
detekteras. Enskilda substanser som detekterats i ovan nimnda studier innefattar bland annat
diklofenak, citalopram, sertralin, oxazepam, karbamazepin, ciprofloxacin, ibuprofen och fluoxetin.
Storleksordningen pa halter av ldkemedel i fisk brukar vara mellan <LOD och enstaka ng/g.

Ofta analyseras fiskens muskel, plasma, lever eller hjarna. Njure ar inte lika vanligt
forekommande, och méatningar i gddda har inte hittats varfor métningarna till denna rapport ar
svara att jamfora mot litteraturen. Resultaten framstar dock varken som avvikande hoga eller
avvikande laga, eftersom nagra lakemedel detekterades i storleksordningen ng/g samtidigt som
flertalet var under detektionsgransen.

Figur 18 Isfiske med angeldon efter gidda i Syningen. Foto: Joakim Hallén, 2022-02-15.

PFAS

PFAS mittes i stjartmuskel i kréfta fran Vallbyan och i muskel av gddda och abborre fran
Kundbysjon (Tabell 15). Totalt analyserades 20 enskilda PFAS-dgmnen, varav de som inte redovisas
i tabellen finns i Appendix A — Tabell A:11. Resultaten visar pa ldga halter sett till gransvardet for
PFOS pa 9,1 ng/g vv (HVMFS, 2019) och de artspecifika gransvarden som galler fran och med 1
januari 2023 (European Commission, 2022). Dessa artspecifika gransvérden géller for de enskilda
varianterna och summan av PFASs. Mest informativt dr dock att jamfora mot antingen gransvarden
for PFAS: eller PFOS, eftersom PFOS vanligtvis utgdr majoriteten av XPFAS. i biota (Augustsson
et al., 2021). I kraftorna var den hogsta uppmatta halten XPFAS4 0,54 ng/vv medan gransvardet
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ligger pa 5,0 ng/g vv. Abborren och gdddan hade halter av ZPFASs strax under 1,0 ng/g vv medan
gransvardet ligger pa 45 respektive 8,0 ng/g vv.

Halterna var nagot hogre i kraftorna nedstroms reningsverket, vilket forefaller rimligt utifran den
tillforsel av PFAS som sker via verkets utgaende vatten (Figur 13), men det ar svart att faststalla
med tanke pa det ldga antalet prover. I fisken var halten PFOS 0,84-0,85 ng/g vv.

Tabell 15 PFAS (ng/g vv) i samlingsprover av stjartmuskel av signalkrifta fran Vallbyan och i gddda
och abborre fran Kundbysjoén. PFAS. innefattar PFHxS, PFOS, PFOA och PENA.
Prov | Organ ‘ PFOS ‘ PFOA | PFNA PFHxS | LPFAS: ‘
Kréfta uppstroms stjartmuskel 0,10 <0,13 0,09 <0,03 0,19
Kriafta nedstroms (A) stjartmuskel 0,34 <0,13 0,05 0,16 0,54
Kréfta nedstroms (B) stjartmuskel 0,23 <0,13 <0,04 0,09 0,32
Kundby abborre muskel 0,85 <0,13 0,05 <0,03 0,90
Kundby gadda muskel 0,84 <0,13 <0,04 <0,03 0,84
Gransvarde! 9,1
Gransvarde? krafta 3,0 0,7 1,0 1,5 5,0
Gréansvarde? abborre 35 8,0 8,0 1,5 45
Gransvarde? gadda 7,0 1,0 2,5 0,2 8,0

(HVMEFS, 2019). ?(European Commission, 2022)

Den Europeiska livsmedelssakerhetsmyndigheten (EFSA) faststdllde ar 2020 ett tolerabelt
veckointag (TVI) for ZPFASs, pa 4,4 ng/kg kroppsvikt (EFSA, 2020). Utifran uppmétta halter av
PFASs gar det ddarmed att berakna hur mycket fisk/krédfta som gar att ata innan TVI 6verskrids.

Berdkningen som har genomforts har antagit att personen som konsumerar fisken/kréaftan vager 70
kg och att en portion bestar av 150 gram fisk/krdfta. Dessutom har det kompenserats for den
mangd PFAS som intas via dricksvattnet. Det har antagits att dricksvattnet innehaller 4,2 ng/L
PFAS4 (Norrvatten, 2022) och att en person intar tva liter dricksvatten per dygn. Halten XPFAS4 har
antagits till medelvidrdet i abborren och gaddan, respektive medelvardet i kraftproverna nedstroms
reningsverket.

Resultaten (Tabell 16, Tabell 17) visar pa att konsumtion tva génger i veckan av fisk fran
Kundbysjon leder till ett intag motsvarande 104% av TVI, alltsa att det maximala intaget 6verskrids
marginellt. For krédftorna medges en storre konsumtionsméangd innan TVI 6verskrids, pa ca 4
portioner per vecka. Den generella riktlinjen fran Livsmedelsverket, satt med avseende pa
forekomst av kvicksilver, ar att egenfangad insjofisk konsumeras hogst en gdng per vecka. Fér den
som forsoker bli gravid, ar gravid eller ammar galler hogst 2-3 gdnger per ar.

Det kan ocksa namnas att tva fiskportioner i veckan fran av fisk fran Kundbysjon &r betydligt
storre mangder an vad motsvarande berdkning i ménga svenska vatten skulle ge, i och med att
PFAS-halterna i fisk dr hogre pad manga hall, framfor allt i urbana omraden och andra omraden
paverkade av punktkallor. I Vanern, Vittern och Mélaren ldg PFOS-halterna mellan 1,5-17 ng/g vv
i muskel fran abborre (Barthel Svedén & Olsson, 2021). I flertalet sjdar i Stockholmsomradet
overskrider halterna ofta gransvardet for kemisk status pa 9,1 ng/g vv (Pettersson, 2022) och
intagsberakningar av sidana halter resulterar i betydligt striktare kostrekommendationer.
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Gransvérdet for PFOS i abborre pa 35 ng/g vv overskrids endast i tydligt fororenade vatten, varfor
det i manga fall inte ar ett lampligt jamforvarde for att konstatera om halterna i abborre ar hoga
eller laga. Konsumtion av fisk med PFOS-halter 6ver 35 ng/g vv bor undvikas helt.

Tabell 16 Intagsberidkning avseende PFAS fran konsumtion av fisk frain Kundbysjon.
Antal PFAS. fran fisk | PFASs fran TVI for
fiskportioner (ng per vecka) dricksvatten (ng per person a 70 kg
per vecka vecka) (ng)
0,25 33 59 91 308 30
0,5 65 59 124 308 40
1 131 59 189 308 61
2 261 59 320 308 104
Tabell 17 Intagsberikning avseende PFAS fran konsumtion av signalkrifta fran Vallbyan,
nedstroms Rimbo ARV.
Antal portioner | PFASs fran PFAS: fran TVI for
krifta per vecka | krifta (ng per dricksvatten (ng person a 70
vecka) per vecka) kg (ng)
0,25 16 59 75 308 24
0,5 32 59 91 308 30
1 65 59 123 308 40
2 129 59 188 308 61
4 258 59 317 308 103

Sammanfattning

Matningarna i fisk visade pa att lakemedel forekommer i hogre halter i fisk fran Kundbysjon
jamfort med Syningen. Av de arter som undersoktes var halterna hogst i gidda. Av de organ som
undersOktes (muskel, lever, galla och njure) var halterna hogst i njure. I njure av gddda
detekterades sammanlagt 11 av de 22 undersokta lakemedlen vid minst ett av fisketillfdllena. Detta
indikerar att njure av gddda ar en bra matris for undersokning av forekomst av lakemedel i fisk.

Hogst halt av et enskilt lakemedel var diklofenak som detekterades i som mest 37 ng/g vv, foljt av
paracetamol (26 ng/g vv) och propranolol (20 ng/g vv). Litteraturen pad omradet gav stod for att
man kan forvénta sig att detektera ldkemedel i fisk fran recipienter till ARVs i ungefar de
storleksordningar som forekom hér. Den basta jamforelsen skulle dock goras mot njure av gadda
men nagra sadana matningar hittades inte i litteraturen.

I hepatopancreas av signalkréfta fran Vallbyan detekterades inga lakemedel. PEAS-halterna var att
betrakta som generellt laga, med PFOS pa 0,84-0,85 ng/g vv i abborre och gddda och 0,19-0,54 ng/g
vv i kréfta. Intagsberdkning baserat pd summan av PFAS.i fisk frdn Kundbysjon och krafta fran
Vallbyan visade att de kan &dtas mer dn en gang i veckan utan att tolerabelt veckointag (TVI) for
PFAS overskrids. De nyligen antagna griansvarden som finns avseende PFAS i fisk och kréfta
underskreds (European Commission, 2022). Gransvérdena for PFOS ligger pa 7, 35 och 3 ng/g vv i
abborre, gadda respektive krafta.
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Ekotoxikologiska riskkvoter

Ett satt att bedoma risken for paverkan av lakemedelsrester och andra @mnen pa vattenlevande
organismer ar att berdkna sa kallade riskkvoter, mellan antingen beraknad eller uppmatt
lakemedelskoncentration i vattnet och den maximala koncentration av samma substans dér inga
effekter pavisats vid ekotoxikologiska studier. Riskkvoterna kan alltsa beraknas pa tva olika satt:

e PEC/PNEC: Den beraknade kvoten betecknas PEC/PNEC i det fall en beraknad
ladkemedelskoncentration har anvénts. PEC (Predicted Environmental Concentration)
berdknas utifran uppmatt koncentration i utslappspunkten, i det hér fallet fran Rimbo
ARV, samt forvantad utspadning av respektive substans i recipienten. PNEC (Predicted
No Effect Concentration) beskrivs senare i detta stycke.

e EC/PNEC: EC/PNEC kan anvandas i det fall uppmatt koncentration funnits tillganglig for
det aktuella vattnet. EC (Environmental Concentration) dr den uppmatta koncentrationen i
recipienten. En sdakrare beddmning av den toxikologiska risken i vatten kan gdras om
analysresultat av amnet finns tillgangligt sa att riskkvoten EC/PNEC kan berédknas.

PNEC (Predicted No Effect Concentration) baseras pa NOEC (No Observed Effect Concentration),
som motsvarar den koncentration som &r gransen for nér toxiska effekter i den akvatiska miljon
har observerats. Till dessa varden tillimpas dven en sakerhetsfaktor som tar hansyn till
osdkerheten i de ekotoxikologiska studier som ligger till grund for NOEC. Sakerhetsfaktorn for
varje substans beror pa tillgangliga toxikologiska data. Enligt riskbeddmningsreglerna i REACH-
forordningen (ECHA guidance on chemical risk assessment; echa.europa.eu) ska sakerhetsfaktorer
tillampas enligt:

e  Sékerhetsfaktor 10: vid tre kroniska test vid tre olika trofinivaer.

o Sadkerhetsfaktor 50: vid ett akut test samt tva kroniska tester vid tre olika trofinivaer.

e Sakerhetsfaktor 100: tva akuta tester samt ett kroniskt test vid tre olika trofinivaer.

e  Sékerhetsfaktor 1000: tillampas i det fall kroniska tester saknas.

e Ivissa fall finns endast LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) tillgéangligt for
PNEC-bestamning och da tillkommer en faktor 2 for att kompensera for osékerheten.

Som underlag i den aktuella bedémningen anvinds data fran Sehlén et al. (2015) som
uppdaterades under 2019 inom forstudieprojektet vid Himmerfjardsverket (Agerstrand, 2019).

Riskkvoten EC/PNEC berédknas genom att dividera den uppmatta koncentrationen med PNEC.
Riskkvoten PEC/PNEC beréknas enligt:

_ ARV UT
"~ PNEC * Utspadning

PEC
Riskkvot (

PNEC)

I berdkningen av PEC har dven hansyn tagits till “bakgrundskoncentrationer” av de lakemedel
som detekterats uppstroms i Vallbyan.

Hog risk for oonskade effekter anses foreligga om riskkvoten ar 1 eller hogre. I intervallet 0,1-1 &r
risken mattlig, och en riskkvot <0,1 medfér en lag risk. Riskkvoterna har givits en fargkodning
enligt Tabell 18.
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Tabell 18 Riskklassning av PEC/PNEC och EC/PNEC.
0
<0,1 Lég risk
0,1-1 Mattlig risk
>1 Hog risk

Tabell 19 visar effektkoncentrationer (PNEC), relaterade osdkerhetsfaktorer, koncentrationer i
utgaende avloppsvatten fran Rimbo ARV samt berdaknade PEC och PEC/PNEC riskkvoter. I Tabell
20 redovisas motsvarande tabell men med uppmatta koncentrationer (EC). Alla uppmatta och
berdknade koncentrationer presenteras som medelvarden for samtliga provtagningstillfallen under
studien. PEC dr beraknat utifran medelvattenforing i den nedre delen av Vallbyan och
Kundbysjons utlopp (se avsnitt “Recipientforhallanden” tidigare i rapporten). Observera att for
zolpidem, ketoconazole och metotrexat finns inga tillgéngliga PNEC-viarden som bedémts vara
nog tillforlitliga. EC/PNEC redovisas inte for hormonerna pa grund av att dessa i hog utstrackning
underskridit analysmetodens detektions- och kvantifieringsgrans i recipientvattnet. PEC/PNEC
redovisas inte for EE2 pa grund av samma anledning.

Av resultaten framgar att fyra substanser dverskrider riskkvoten (1,0) i Vallbyan (nedstréms) samt
Kundbysjon: citalopram, oxazepam, dstron och ostradiol (Tabell 19). Diklofenak, furosemide,
sertraline (endast Vallbyan) och sulfametoxazol ligger inom den mattliga riskkvoten (0,1-1).
Berédknade kvoter ar lagre i Kundbysjon pa grund av en storre utspadning jamfort med Vallbyan.
Intressant &r att dven riskkvoterna for uppmatta koncentrationer (Tabell 20) till stor del foljer
detta, det vill sdga lagre kvoter i Kundbysjon jamfort med Vallbyan nedstroms. Av Tabell 20
framgar att uppstroms i Vallbyan, det vill sdga innan Rimbo ARV, dr samtliga riskkvoter laga for
de substanser som detekterats. Nedstroms reningsverket ger de uppmatta koncentrationerna hoga
riskkvoter for citalopram (110 i Vallbyan och 29 i Kundbysjon), diklofenak (1,3 i Vallbyéan) och
oxazepam (2,0 i Vallbyan och 1,0 i Kundbysjon). Den hogsta uppmatta riskkvoten erholls for
citalopram med 110 i Vallbyan. NOEC-vardet for citalopram baseras dock pa fa effektstudier och
det berdknade PNEC-véardet kommer darmed med en hog osékerhetsfaktor (2000).

Resultaten for de predikterade kvoterna (PEC/PNEC) och de uppmatta (EC/PNEC) var i hog grad
samstammiga géllande vilken riskkategori kvoten infoll i. Av de 20 substanser som
kategoriserades bade som predikterade och uppmatta kvoter i Vallbyéan, 6verensstimde
riskklassningen i 18 fall. De tva som inte matchade var klaritromycin och diklofenak. I bada fallen
var klassningen en riskniva hogre i uppmatt jamfort med predikterad. Klaritromycin hade "lag
risk” som predikterad men mattlig risk som uppmatt. Diklofenak hade mattlig risk som
predikterad men hog risk som uppmatt. Av de 12 substanser som kategoriserades bade som
predikterade och uppmaitta kvoter i Kundbysjon 6verensstamde riskklassningen i samtliga fall.

For hormonerna baseras berdknade PEC till stor del pa matningar som varit under analysmetodens
detektions-/kvantifieringsgrans. Har kan det darfor finnas motiv att d&ven utga fran riskbedomning
kopplat till genomforda effekttester av dstrogen paverkan (se avsnitt ”Effekttester” tidigare i
rapporten).
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Tabell 19 Tabellen visar PNEC (Predicted No Effect Concentration) med tillhérande
siakerhetsfaktorer (Sehlén et al., 2015; Agerstrand, 2019), utgaende koncentrationer fran
Rimbo, beriknade koncentrationer (PEC) nedstroms i Vallbyan (Vallbyan N) och
Kundbysjon samt beriknade riskkvoter for respektive substans och lokal (PEC/PNEC).

/N7

Gron fargkodning tolkas som lag risk, gul som mattlig risk och orange som hog risk. “n” ar

antalet mitningar som medelvirdet baseras pa.

Utgaende
Substans Rimbo
faktor
(ng/1)

Sikerhets-

n

PEC PEC
Vallbyan N | Kundbysjon
(ng/1) (ng/1)

PEC/PNEC | PEC/PNEC
Vallbyan N | Kundbysjon

Likemedelsrester
Atenolol 32 000 100 58,6 6
Karbamazepin 2500 10 140 6 6,1 49
Citalopram 0,075 2x1000 126 6 5,3 472
Klaritromycin 40 50 53,3 6 2,2 1,8
Diklofenac 50 2x10 762 6 34 28
Erytromycin 20 1000 12,1 6 0,5 0,4
Flukonazol* 15 000 SSD* 104 6 44 3,5
Furosemid 156 1000 1007 6 42 33
Ibuprofen 102 000 10 1239 6 52 41
Losartan* 7 800 100 1259 6 55 44
Metoprolol 2590 100 1014 6 44 35
Naproxen 15000 10 676 6 30 24
Oxazepam 10 2x50 326 6 14 11
Paracetamol 46 000 10 45 6 1,9 1,5
Propranolol 228 10 54,1 6 2,3 1,8
Sertralin 9,4 50 27,8 6 1,2 0,9
Sulfametoxazole 118 50 368 6 17 14
Tramadol* 170 000 1000 244 5 10 8,1
Trimetoprim 500 50 56,9 6 2,6 2,1
Venlafaxin* 3220 1000 377 6 17 14
Zolpidem ok - 1,26 6 0,053 0,042
Ciprofloxacin 64 50 132 2 5,5 4,4
Ketokonazol ok - 75,0 1 3,1 2,5 - -
Metotrexat ok - 0,40 5 0,017 0,013 - -

Hormoner
Ostron (E1) 0,08 100 21,5 1,7 1,6
Ostradiol (E2) 0,04 10 7,63 1,9 1,9

*Data fran CWPharma (inte kontrollerat).

**SSD (Species Sensitivity Distribution), det vill sdga ingen sakerhetsfaktor.

***Ingen aktuell bedomning av PNEC tillganglig.
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Tabell 20 Tabellen visar uppmitta koncentrationer (EC) i Vallbyan uppstroms Rimbo (Vallbyan U),
nedstroms i Vallbyan (Vallbyan N) och Kundbysjon samt beriknade riskkvoter for
respektive substans och lokal (EC/PNEC). Gron fargkodning tolkas som lag risk, gul som
mattlig risk och orange som hog risk. Berdkningarna utgar fran samma PNEC-virden som
redovisas i foregiende tabell. “n” dr antalet mitningar som medelvirdet baseras pa, for
nedstroms provpunkt i Vallbyan respektive Kundbysjon.

n n EC EC EC
Substans Vallby | Kundby | Vallbydan U | Vallbyan N | Kundbysjon \;Ea(ljllll))}lf\;iCU \Zl (ljl/ll:;iCN Kiig)bl\}f](;n
(ng/1) (ng/l) (ng/l)
Atenolol 8 4 * 3,13 *
Karbamazepin 8 4 0,250 3,25 *
Citalopram 8 4 * 8,48 2,18
Klaritromycin 8 4 * 5,13 0,495
Diklofenac 8 4 2,44 65,8 22,5
Erytromycin 8 4 * 0,250 *
Flukonazol 8 4 * 4,18 *
Furosemid 8 4 * 60,0 *
Ibuprofen 8 4 0,375 155 33,8
Losartan 8 4 2,87 95,8 35,8
Metoprolol 8 4 1,95 76,3 28,0
Naproxen 8 4 1,57 439 17,9
Oxazepam 8 4 * 20,2 10,4
Paracetamol 8 4 * 10,9 7,00
Propranolol 8 4 * 2,70 1,00
Sertralin 8 4 * 1,38 *
Sulfametoxazole 8 4 1,86 31,3 *
Tramadol 7 4 * 9,14 6,55
Trimetoprim 8 4 0,244 2,96 *
Venlafaxin 8 4 1,06 27,2 4,56
Zolpidem 8 4 * * * - - -
Ciprofloxacin 3 1 * * * - - -
Ketokonazol 2 1 * * * - - -
Metotrexat 7 3 * * * - - -

*Substans under analysmetodens detektionsgrans vid samtliga mattillfallen.
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Delstudie 2 — utvardering av
avancerad lakemedelsrening med
biologiska tester vid Rimbo ARV

Inledning

Syftet med denna studie var att med biologiska tester utvédrdera tva olika reningsmetoder for
lakemedelsrening vid Rimbo ARV. De biologiska tester som ingick i denna studie baserades pa
ekotoxikologiska tester fran tva olika trofiska nivaer fOr att representera vattenlevande organismer
i det mottagande akvatiska ekosystemet. De ekotoxikologiska testerna bestod av in vivo-tester med
zebrafisk och dammsnécka, dar effekter pa gen-, organism- och populationsniva utvarderades.
Zebrafisk (Danio rerio) dr en av de vanligaste arterna av fiskar som anvands for toxikologiska tester.
Till skillnad frdn inhemska svenska fiskarter som reproducerar sig en gang per ar reproducerar sig
zebrafisk flera ganger i veckan. Fran grupper av lekande zebrafisk kan darmed
reproduktionsutfallet studeras dagligen. Storre dammsnacka (Lymnaea stagnalis) ar ett ryggradslost
blotdjur (mollusk) som dr vanligt forekommande i vattensystem i Europa, Asien och Amerika, dvs
en valdigt relevant ekologisk art for svenska vattenmiljoer, dar storre dammsnécka ofta aterfinns i
hela landet, dock vanligast i Syd- och Mellansverige. In vivo-testerna med zebrafisk och
dammsnécka utfordes pa plats vid Rimbo ARV i en labutrustad forsékscontainer.

Material och metoder

Fisk- och snackexponeringar utfordes i en inredd 10 fots container. Fyra parallella linjer
forbereddes och belastades kontinuerligt med fyra olika forsoksvatten: Referensvatten utgjordes av
dagens utgdende avloppsvatten fran Rimbo ARV (UT); UT-vatten behandlat med granulerat aktivt
kol (GAC), respektive UT-vatten behandlat med ozon + sandfiltrering (OZ), samt aktivkolfiltrerat
kranvatten (KV) som utgjorde kontrollvatten. Provtagning av forsoksvatten skedde dven for analys
av cellaktivitet utford av BioCell Analytica AB (se metod Humanceller s.19). Alla forsoksvatten
tillfordes var sin 100-L féredelningstunna som fungerade som utjamningstankar i containern
(Figur 21). Luft tillférdes de behandlade vattnen i fordelningstunnorna for att dels driva av
eventuellt restozon och évermattnad av syrgas, dels for att lufta upp utgaende respektive
kolfiltrerat avloppsvatten for att sdkerstdlla att syrebrist inte paverkade organismer i forsdken.
Anlaggningen var varmeisolerad och mgjlighet fanns till uppvarmning, kylning och hog
luftomséttning. Temperaturen loggades i inom- och utomhusluft, i férdelningstankarna for
akvarierna och i varje enskilt akvarium.

Zebrafisk

Forsoksdesign

Den experimentella designen utgjordes av fyra forsoksvatten med tre replikat vardera. For varje
forsoksvatten anvéndes tre separata 60-liters akvarier déar grupper av vuxen zebrafisk exponerades
kontinuerligt under tre veckor i april-maj 2022. Sammanlagt bestod forsoksuppstillningen av 12
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akvarier med 10 zebrafiskar vardera vid start. Forsoksvatten fran de fyra férdelningstunnorna
leddes via ansluten PEM-slang, rostfria ror och silikonslang till vardera av de tre 60-
litersakvarierna. Flodet skedde genom sjalvtryck fran tunnorna och reglerades med kulventiler och
slangklammor till ett flode av ca. 0,1 L/min vilket gav en omsattning av totalvolymen i akvarierna
av 2,5-3 ggr/dygn. I 6verkant av akvarierna fanns borrade utloppshél med anslutet PEM-ror for att
leda vattnet via braddavlopp till utgdende avlopp i containern. I utloppen anvandes silplattor for
att forhindra att fiskarna skulle rymma. Varje akvarium var utrustat med termostatstyrd
doppvérmare for att halla temperaturen konstant vid ca. 25 °C och syresattning av vattnet skedde
genom externa luftpumpar (JBL Pro Air) som pumpade luft via silikonslang till keramiska
luftstenar nedsankta i vattnet. Drift av forsoksuppstdllningen skedde genom kontinuerlig
pumpning under en vecka innan forsoksstart for att sakerstalla systemfunktion.
Vattenkvalitetsparametrar (temperatur, pH, konduktivitet, syrehalt) méattes som stickprov men
temperaturen loggades kontinuerligt i forsoksakvarierna under férsoket. Daglig tillsyn skedde av
teknisk utrustning och fiskhélsa. Matning av fiskar skedde dagligen med kommersiellt flingfoder
(SeraVipan). Studien utfordes i enlighet med etiskt tillstand beviljat av Uppsala djurférsoksetiska
namnd (Dnr 5.8.18-02613/2022).

Figur 19 Forsokscontainer visande fordelningstunnor och
forsoksakvarier for zebrafiskstudier.

Utférande

Zebrafisk koptes genom Djurhobby Uppsala och holls under 1 manad pa akvatiska avdelningen pa
institutionen for biomedicin och veterindr folkhélsovetenskap, SLU, Uppsala, for att sakerstélla
god fiskhalsa och god reproduktiv status innan forsoksstart. Vid forsoksstart konssorterades
fiskarna baserat pa fenotypiska karaktdristika genom okulér besiktning. Grupper om fem
presumtiva honor och fem presumtiva hanar placerades sedan tillsammans i sammanlagt 12
plastpasar for transport till Rimbo ARV. Pasarna med zebrafiskar placerades i forsoksakvarierna
for acklimatisering av fiskarna till rddande vattenforhallanden. Fiskarna exponerades darefter
under sammanlagt tre veckor. Vid start av den tredje exponeringsveckan placerades zebrafiskarna
i vardera akvarie i rostfria natburar (18x20x20 cm) for studier av reproduktionsutfall. Under
nétburarna placerades glasformar i passande storlek for att samla upp dggen som sjonk genom
natet vid reproduktion. Reproduktionsutfallet studerades dagligen under en vecka i alla akvarier
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genom att skjuta den rostfria ndtburen at sidan och sifonera ut dggen fran glasformen. Aggen
placerades i 50-ml petriskalar av plast varefter de raknades och undersoktes i stereomikroskop
(Leica). Aggen klassificerades sedan som befruktade eller obefruktade. Reproduktionsforsoket med
zebrafisk utfordes med utgdngspunkt fran en standardiserad metod (OECD, 2012).
Reproduktionsutfallet normaliserades och berdknades per antal ingdende honor i varje
forsoksvattens replikat.

Beteendestudier och provtagning

Efter tre veckors exponering i forsoksvatten videofilmades fiskarna for studier av simbeteende
innan de provtogs. Beteendestudier utfordes genom att hava upp en fisk fran vardera
forsoksvatten och placera dem enskilt i 400-mL glasbégare innehallande tempererat kranvatten.
Glasbédgarnas sidor hade svarta manschetter {or att forhindra paverkan av yttre faktorer pa
beteende hos fiskarna. Glasbdgarna med fiskar placerades pa ljust underlag och videofilmades
under tio minuter med datoransluten webkamera. Videofilmerna lagrades pa dator.
Beteendeutvérdering skedde med fisk fran varje forsoksvatten samtidigt, dvs fyra fiskar filmades
samtidigt. Beteendestudier och paféljande provtagning skedde i ordning av replikat, dvs fisk fran
replikat 1 fran alla forsoksvatten provtogs forst och darefter replikat 2 foljt av replikat 3.
Videofilmer av zebrafisk utvdrderades avseende beteendeanalys av uppmatt simaktivitet, dar total
simdistans hos alla enskilda fiskar uppmattes under 10 minuter. Filmerna analyserades med
mjukvaran Noldus DanioVision avsedd for utvardering av simbeende hos fisk (Noldus,
Wageningen, Nederldanderna).

Efter videofilmning sovdes fiskarna i separata bégare innehallande narkosmedel MS222 (Tricaine
methanesulfonate-250 mg/l). Avlivning skedde sedan genom dekapitering och hjarndestruktion,
varefter vikt och langd maéttes. Kroppsindex (Body Condition Factor; BCF) beraknades som vikt
(g)/(langd (cm)”3) *100. Fiskarna klipptes dérefter upp i buken och levern dissekerades fram under
arbete i stereomikroskop (Leica EZ4D). Levern placerades i RNA-later (Invitrogen) for framtida
analys av genuttryck. Resterande fiskkropp placerades i 2-ml Eppendorfror innehallande
vavnadsfixativ (4% formalin) for histologiska studier av gonader. Provtagningen skedde under tva
pa foljande dagar. Zebrafiskar fixerade i formalin genomgick rutinmaéssig upparbetning for
histologiska studier. Fiskarna inbaddades i paraffin, paraffinblocken snittades med mikrotom och
snitt innehallande representativ 6versikt av gonader firgades med hematoxylin-eosin (HE-
fargning). Snitt av gonaderna undersoktes sedan genom ljusmikroskopi. Genom undersdkningarna
gjordes histologisk konsbestdmning till hane eller hona. Gonaderna utvarderades avseende
reproduktiv kénsmognad enligt Orn et al. (2016). Testiklar graderades subjektivt efter mangden
innehall av spermier, dédr avsaknad av spermier, lag andel spermier och hog andel spermier
klassificerades som omogen, under utmognad respektive fullmogen. Fér honor graderades
mognadsgraden baserat pa ovariets innehall av andel dgg med inkorporering av vitellogenin-
vesiklar enligt stardardiserad metod av Selman et al. (1993). Ovarier med avsaknad av dgg
innehallande vitellogenin-vesiklar, samt lag och hog andel dgg med vitellogenin-vesiklar
klassificerades som omogen, under utmognad respektive fullmogen.
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Dammsnacka

Forsoksdesign och utférande

Reproduktionsforsoket med snackor utfordes med utgangspunkt fran en standardiserad metod
(OECD TG 243) med vuxna snéckor av arten stor dammsnécka (Lymnaea stagnalis). Sndackorna kom
fran en laboratoriepopulation som hallits i flera generationer pa institutionen f6r biomedicin och
veterindr folkhélsovetenskap, SLU. I varje av 20 glasburkar (IKEA; 1,1 1) borrades ett 6 mm hal i
sidan sa burkarna holl en vattenvolym pa 0,7 1 och resterande vatten kunde rinna ut. Vatten
pumpades kontinuerligt in i burkarna med en peristaltisk slangpump (Ismatec) med 20 separata
slangar (en slang till vardera burk) fran de respektive fordelningstunnorna. Pumphastigheten var
0,2 I/timme vilket motsvarar ca 6 byten av totala vattenvolymen i burkarna varje dygn. For varje
exponeringsgrupp (KV, UT, OZ och GAC) pumpades vatten till fem burkar (Figur 20). Fem
snackor fordelades slumpvis till varje burk. Under forsoket matades sndckorna med ekologisk
bladsallad.

Figur 20 Forsoksuppstillning for dammsnacka.

Reproduktion och provtagning

Snéckorna exponerades for de olika forsdksvattnen under tre veckor. Dag 7, 14 och 21 samlades
alla aggkokonger in i Petriskélar. Antal aggkokonger i varje burk samt antal bra och defekta dgg i
varje dggkokong rdaknades med hjilp av en stereolupp. Reproduktionsutfallet normaliserades och
uttrycktes per antal levande individer vid lektillfallet. Forekomst av déda sndckor kontrollerades
regelbundet och plockades bort fran forsoket snarast. Vid dag 21 sdvdes snackorna i MS222 varpa
de vdgdes och mittes. Kroppsindex (Body Condition Factor; BCF) berdknades som vikt
(mg)/(langd (cm)”"3) *100. Snédckorna dissekerades och de &versta 4 mm av levern (ca 30-40 mg)
klipptes bort och sparades i RNA-later enligt tillverkarens anvisningar for vidare
genuttrycksanalyser.

Matning av genuttryck hos zebrafisk och dammsnacka

RNA isolerades fran leverprover med olika metoder for fisk och snackor. Pa prover fran snackor
anvandes NucleoSpin® RNA Plus-kit (Macherey Nagel) enligt tillverkarens protokoll. Efter RNA-
isolering behandlades proverna med rDNase (Macherey Nagel) f6ljt av NucleoSpin RNA Clean up
XS (Macherey Nagel) kit. En total volym pa 30 pl RNA-16sning erhélls och sparades i -80°C-frys. Pa
prover fran fisk 10stes leverprovet forst upp i Trizol/kloroform innan anvandning av NucleoSpin®
RNA Plus-kit (Macherey Nagel) enligt tillverkarens protokoll. En total volym pa 60 pl RNA-
16sning erholls och sparades i -80°C-frys. Fran RNA-1osningarna togs 2 ul for att bestimma RNA-
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integritet (RIN) och koncentration genom RNA ScreenTape-analys (Agilent Technologies, USA).
Prover som valts ut for studien hade ett RIN-varde mellan 8,1 och 9,9.

For en-stegs RTqPCR anvandes QuantiTect SYBR® Green PCR-kit (Qiagen) enligt tillverkarens
anvisningar till en total volym av 20 ul. Prover preparerades pa 96-hélsplattor (BioRad) med 5 ul
RNA utspatt till 1 ng/ul per brunn och hélls péa is. Alla prover analyserades i duplikat. gPCR-
reaktionerna utfdrdes pa BioRad CFX Opus 96 (BioRad) enligt f6ljande protokoll: omvand
transkription 50°C (30 min), denaturering 95°C (15 min) och 37 cykler av omvéxlande 94°C (15s),
54°-60°C beroende pa primer (30s) och 72°C (30s). Vid slutet av varje korning utfordes en slutlig
bestdimning av smaltkurvor for varje PCR-produkt for att sdkerstélla specifik produktamplifiering
och kontrollera primer-dimerbildning. De genuttryck som undersoktes finns beskrivna i Tabell 21.
Uttrycken for varje gen berdknades enligt Pfaff]l (2001) som relativt KV-gruppens medelvérde.

Tabell 21 Gener som analyserades pa zebrafiskar och sndckor samt de fysiologiska mekanismer som
dessa dr involverade i.

Fysiologi Mekanism Gen Gen snicka
zebrafisk
Oxidativ stress Nuclear factor erythroid 2- | Nrf2
related factor 2
Katalas Cat
Glutationperoxidas Gpx
Hormonreceptorer Nuclear hormone receptor Nr3d
Androgenreceptor Ar
Ostrogenreceptor Era
Fas-1 metabolism Cytochrome p450 1 Cyplal
Cytochrome p450 3 Cyp3a65 Cyp3a
Aggprotein Vitellogenin Vigl
Yolk ferritin YF
Metallmetabolism Metallothionein MT MT
Referensgener Ribosomal Protein L13a Rpl13a
Elongation factor EF

Statistiska analyser

Statistiska utrakningar gjordes med programmet Minitab® version 19.2. I de flesta fall anvandes
funktionen ”general linear model” (GLM). For snackorna testades varje métrespons mot faktorn
“behandling” (KV, UT, OZ och GAC) och for reproduktionen dven faktorn “vecka” samt
interaktionen “behandling*vecka”. For de flesta métresponserna pa fiskarna testades konen separat
for varje métrespons mot faktorn “behandling” For genuttrycken i fiskarna testades varje respons
mot faktorerna “behandling” och “kén” samt dven interaktionen daremellan: “behandling*kon”.
Signifikansnivén sattes till p<0,05 och i de fall dér signifikans erhélls i faktorn “behandling”
anvéndes Fisher LSD-metoden som post-hoc test for att avgdra vilka behandlingar som skilde sig
mot varandra. Fishers exact test anvéndes for att utvardera lekutfall samt totalantal befruktade
kontra obefruktade dgg hos zebrafisk.
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Resultat

Uppmatta vattenkemiska parametrar under forsoksperioden for zebrafisk och dammsnéackor visas
i Appendix B — Tabell B:1. Utetemperaturens medelvarde varierade under forsokets
genomforande 19 april-10 maj 2022 mellan +2 och +12°C.

Zebrafisk

Ingen mortalitet av zebrafiskar férekom under exponeringsperioden (Appendix B- TabellB:2).
Histologiska undersokningar av gonader visade att alla hanar och honor var fullt kénsmogna, dvs
hanar uppvisade hog forekomst av spermier i testiklar och honor hog férekomst av fullmogna agg
(Figur 21). Den histologiska kdnsbestamningen visade sammanlagt 65 honor och 55 hanar, dvs fem
honor fler 4n vad som okulart valdes fran start. Fordndrade kdnskvoter mot planerad
forsoksdesign aterfanns i alla forsoksvatten, med tva fler honor i KV och en i vardera UT, OZ och
GAC. Ingen statistisk skillnad foreldg mellan de fyra forsoksvattnen gillande uppmatt kroppsvikt,
kroppslangd eller kroppsindex for honor (Figur 22). Fér hanar var kroppsindex hogre i hanar i OZ
jamfort med UT och KV, men inga skillnader forelag for kroppsvikt eller kroppslangd (Figur 22).

Figur 21 Ljusmikroskopiska foton av histologiska snitt visande representativ testikelviavnad fran
hane (vinster) innehallande fullmogna spermier (mérkbla omraden), samt ovarie fran
hona (hoger) innehallande dgg i olika mognadsgrad inklusive fullmogna dgg
(rosafdrgade). Haematoxylin-eosin-firgning (HE).
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Figur 22

Kroppsliangd, kroppsvikt och kroppsindex hos zebrafisk kontinuerligt exponerade for
olika forsoksvatten under tre veckor. Data visar medelvirde + standardavvikelse av tre
replikat per forsoksvatten. KV=kranvatten, UT=utgaende avloppsvatten,
OZ=o0zonbehandlat UT, GAC= UT filtrerat genom granulerat aktivt kol.

Studier av reproduktionsutfall under tredje exponeringsveckan visade ingen skillnad i antal dagar
med dgglaggning for de olika forsoksvattnen (Appendix B-TabellB:2). Av 21 mdjliga dagar for
reproduktion (3 replikat a’ 7 dagar) skedde dgglaggning hos KV vid sammanlagt 21 dagar, UT 19

dagar, OZ 20 dagar, samt GAC 19 dagar. Antal lagda dgg per dag per hona uppvisade stor

variation oavsett forsoksvatten och replikat och varierade mellan 0 och 90 dgg. I genomsnitt lades
21-23 dgg per hona och dag i KV, UT och OZ, men i GAC var genomsnittet per dag ligre med 14
lagda dgg per hona. Den kumulativa dggldaggningen visade att GAC producerade farre dgg an KV,
UT och OZ, men utan statistisk skillnad (Figur 23 & Figur 24). Befruktningsfrekvensen var relativt
lika i alla forsoksvatten och inga skillnader uppmattes.

Figur 23
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Kumulativ dggliggning av befruktade dgg hos zebrafisk kontinuerligt exponerade for
olika forsdoksvatten under tre veckor. Data visar medelvirde + standardavvikelse av
kumulativt befruktade dgg per hona hos tre replikat av varje forsoksvatten dver sju dagars
reproduktion. KV=kranvatten, UT=utgaende avloppsvatten, OZ=ozonbehandlat UT, GAC=
UT filtrerat genom granulerat aktivt kol.
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Figur 24 Aggliggning hos zebrafisk kontinuerligt exponerade for olika forsoksvatten under tre

veckor. Data visar antal befruktade och obefruktade dgg hos de tre replikaten av
forsoksvatten (vinster), samt medelvirde hos olika forsoksvattnen (héger), beriknat per
antal ingdende honor under sammanlagt sju dagars reproduktion. KV=kranvatten,
UT=utgaende avloppsvatten, OZ=ozonbehandlat UT, GAC= UT filtrerat genom granulerat
aktivt kol.
Ingen skillnad foreldg mellan forsoksvatten i uppmatt total simdistans under forsdkets tio minuter,
vare sig for honor eller hanar (Figur 25). Den totala simdistansen hos bade honor och hanar i alla
forsoksvatten var relativt lika dar genomsnittlig total simdistans under tio minuter varierade
mellan 27-29 meter. Statistisk analys av riktningskoefficienten (k-vardet), dvs forandring av
simaktiviteten &ver tid, visade ingen skillnad mellan forsdksvattnen. Bade honor och hanar
uppvisade generellt lag simaktivitet vid beteendeforsokets start, vilken sedan kontinurerligt 6kade
under de forsta minuterna for att sedan né en relativ jamn simdistans 6ver tid hos alla
forsoksvatten (Figur 25).

Simdistans honor Simdistans hanar
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Ea E 250
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190 02 190 =01
170 —GAC 170 — GAC
150 150
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Min 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Min
Figur 25 Simbeteende hos honor (vinster) och hanar (hoger) av zebrafisk exponerade for olika

forsoksvatten. Data visar uppmatt simdistans under tio minuter efter tre veckors
kontinuerlig exponering. KV=kranvatten, UT=utgdende avloppsvatten, OZ=ozonbehandlat
UT, GAC=UT filtrerat genom granulerat aktivt kol.

Totalt analyserades genuttryck fran tva hanar och tva honor per replikat, dvs sex hanar och sex
honor per forsoksvatten. For alla genuttryck utom Ar samt referensgenen Rpl13 foreldg en skillnad
mellan honor och hanar. Det var fa skillnader i genuttryck efter forsoksvattenexponering, bade hos
hanar och honor. Ett undantag var uttrycket av metallotionein (MT), ddr KV hade hogre uttryck i
jamforelse med de andra forsoksgrupperna, bade f6r honor och hanar (Figur 26, Appendix B-
Tabell B:3). Dessutom var det lagre uttryck av Ar i GAC-gruppen jamfort med UT- och KV-
grupperna, dock ej jamfort med OZ-gruppen (Figur 26).
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Figur 26 Genuttryck relativt medelvirdet for respektive kontrollgrupp for zebrafisk respektive

dammsnicka exponerade for de olika forsoksvattnen (KV, UT, OZ och GAQC). Till vinster:
Zebrafisk, metallotionein (Mt) i honor (F) och hanar (M). Till héger dammsnéckor,
metallotionein (Mt). Skalan for genuttryck dr logaritmerad.

Dammsnackor

Temperaturerna pa vattnet i burkarna med snéckor holl sig i stort pa samma temperatur som i
inneluften i containern. Detta innebar att temperaturerna i vattnet paverkades till viss del av den
varierande temperaturen utomhus. Medeltemperaturerna i snédckornas vatten var dock relativt lika
mellan veckorna: 20,0; 19,8 och 20,7 °C under respektive vecka 1, 2 och 3. Temperaturerna mellan
de olika forsoksvattnen var lika.

Det forekom mortalitet i alla exponeringsgrupper (Figur 27). Aven om UT- och GAC-grupperna
hade farre 6verlevande an de andra var detta ingen statistiskt sdkerstalld skillnad. Totalt overlevde
60% av sndckorna i GAC-gruppen medan 92% overlevde i KV- och OZ-grupperna. Overlevnaden i
UT-gruppen lag pa 68%.
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Figur 27 Overlevnaden hos dammsnickor kontinuerligt exponerade for olika forsoksvatten under

tre veckor. Data visar medel och standardavvikelse av 6verlevnaden i fem replikat av
vardera behandlingsgrupp. KV=kranvatten, UT=utgaende avloppsvatten,
OZ=ozonbehandlat UT, GAC= UT filtrerat genom granulerat aktivt kol.
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Ingen skillnad forekom i vikt, langd eller BCF mellan de 6verlevande snédckorna i de olika vattnen
(Appendix B-Tabell B:4).

Aggproduktionen visade generellt stor spridning. Det var inga skillnader i antalet lagda dgg, antal
befruktade dgg (Figur 28) eller antalet lagda kokonger mellan grupperna. Det var heller ingen
skillnad i andel defekta dgg mellan de olika grupperna. Daremot dkade dgglaggningen generellt ju
langre forsoket pagick.

Ingen av de undersokta genuttrycken uppvisade nagon skillnad mellan snackor fran de olika
vattnen (Appendix B-Tabell B:4).
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Figur 28 Antal befruktade dgg/individ per vecka hos dammsnéackor under tre veckors kontinuerlig

exponering for olika forsoksvatten. Data visar spridningen inom fem replikat av vardera
behandlingsgrupp. KV=kranvatten, UT=utgaende avloppsvatten, OZ=ozonbehandlat UT,
GAC= UT filtrerat genom granulerat aktivt kol.
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Humanceller

Vid undersokningar med humanceller av vattenprover tagna under forsoksperioden for fisk och
sndckor detekterades generellt ldga nivaer av samtliga aktiviteter i utgdende vatten (UT). 1 OZ
uppmiittes ingen cellaktivitet och i GAC enbart laga aktiviteter av ER och AhR. Inget av proverna
uppvisade AR-aktivitet. For KV uppmaittes aktivitet for Nrf2 och anti-AR i liknande aktiviteter som
i UT, samt dven viss aktivitet av AhR.

Tabell 22 Uppmiitta aktiviteter i humana celltester av olika forsoksvatten.
Nrf2- Anti-AR AR- ER- AhR-
Provpunkt aktivitet aktivitet aktivitet aktivitet aktivitet
(ug/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
KV 11,3 105 <LOD <LOD 0,15
uT 8,59 121 <LOD 0,67 0,73
oz <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
GAC <LOD <LOD <LOD 0,13 0,12

Ekotoxikologiska riskkvoter med OZ och GAC

Enligt samma metod som i avsnittet “Exkotoxikologiska riskkvoter” berdknades kvoten
PEC/PNEC, likt Tabell 19, men med kompensation f6r den avskiljning av lakemedel som noterats
vid jamforelse av lakemedelskoncentrationer i utgdende samt efter extra behandling med OZ och
GAC (Tabell 23). Reningsgraderna erholls fran Bjorlenius (in prep.) pilotstudie av olika
reningsalternativ. Observera att tabellen endast inkluderar de substanser dar en reduktionsgrad
har rapporterats. Reduktion rapporterades inte f6r paracetamol och ciprofloxacin. Av resultaten
framgar att berdknade riskkvoter efter rening inte visar “hog risk” for ndgon substans fér bada
reningsmetoderna. Endast citalopram (OZ och GAC) och oxazepam (OZ) visar mattlig risk, ovriga
substanser visar lag risk efter applicerad rening pa utgaende avloppsvatten fran Rimbo ARV.
Samtliga substanser som hade mattlig eller hog risk med den konventionella reningen fick en lagre
riskklassning med OZ eller GAC. Citalopram sjonk fran hog till mattlig risk. Diklofenak,
furosemid, sertralin och sulfametoxazol (endast Vallbyan) sjonk fran mattlig till lag. Oxazepam
sjonk fran hog risk till mattlig risk med OZ och till lag risk med GAC.
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Tabell 23 Beriknade riskkvoter for nedstroms i Vallbyan (Vallbyan N) och
Kundbysjon for respektive substans (PEC/PNEC), med hénsyn till reduktion av utgaende
koncentrationer fran Rimbo efter rening med ozon (O3) samt aktivt kol (GAC). KONV
(konventionell) redovisar riskkvot utan extra rening, alltsa samma siffror som i Tabell 19.
Gron fargkodning tolkas som lag risk, gul som mattlig risk och orange som hog risk.
Berikningarna utgar frain samma PNEC-virden som redovisas i Tabell 19.

oz | GAC KONV

Substans Renings- PEC/PNEC  PEC/PNEC | Renings- PEC/PNEC PEC/PNEC PEC/PNEC  PEC/PNEC
grad (%) @ Vallbyin N Kundbysjon | grad (%) Vallbydin N Kundbysjon Vallbyan N Kundbysjon

Atenolol 97,0
Karbamazepin 98
Citalopram 99,3
Klaritromycin 89
Diklofenak 99,3
Erytromycin -
Flukonazol 71
Furosemid 99
Ibuprofen 68
Losartan 97
Metoprolol 98
Naproxen 97,3
Oxazepam 85,0
Propranolol 98
Sertralin 96,2
Sulfametoxazol 99
Tramadol 98,76
Trimetoprim 99
Venlafaxin 99,5

Diskussion

Syftet med denna studie var framst att utvirdera om avancerad avloppsrening baserat pa
ozonering eller kolfiltrering jamfort med konventionell rening forbéattrar biologiska funktioner i de
valda testorganismerna fisk och sndcka. Kranvattnet (KV) ska ses som en referens till att metodiken
fungerar optimalt snarare &n som en traditionell kontrollgrupp. Generellt sags inte nagra
betydande negativa effekter av utgaende avloppsvatten i ndgon av testorganismerna. Med mer
omfattande negativ paverkan av UT hade fordandringar av de uppmatta halsoparametrarna
troligen kunnat observeras tydligare efter avancerad rening med OZ och GAC.

Efter tre veckors kontinuerlig exponering sags inga betydande skillnader i kroppsléngd,
kroppsvikt eller kroppsindex (BCF) vare sig hos zebrafisk eller dammsnécka. Undantaget var
kroppsindex hos hanar exponerade f6r OZ dir nagot hogre kroppsindex uppmattes jamfort med
KV och UT, men ej jamfort med GAC. Resultaten indikerar en nagot forbattrad tillvaxt av hanar
under forsoksperioden i OZ, vilket kan bero pa olika faktorer, ex. battre nédrings- och kemisk
hélsostatus i OZ. Sammantaget visar de morfologiska matten hos fisk och snackor att
forsoksdesign och vattenkemin i de olika forsoksvattnen hade tillrackligt god status for att inte
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orsaka en negativ paverkan pa tillvaxt. Overlevnaden hos zebrafiskar var 100% déar ingen av de 120
fiskar som ingick i studien dog. For dammsnédckorna observerades en simre 6verlevnad i GAC &n i
KV. Det var dock ingen statistisk skillnad mellan de tre olika avloppsvattengrupperna UT, OZ, och
GAC, aven om overlevnaden hos GAC var lagst. Samtidigt som 6verlevnaden i GAC var relativt
lag sa var alla andra kroppsmatt hos dammsnéckorna opaverkade i jamforelse med alla andra
grupper. Nar snackor dor forsamras vattenkvaliteten i burken ganska snabbt om inte den déda
snédckan tas bort. Sannolikt paverkas vattnet mer negativt i de olika avloppsvattengrupperna i
jamforelse med det helt rena kranvattnet och detta skulle kunna forklara skillnaden i 6verlevnad
mellan KV och GAC. Mgjligen skulle detta ha kunnat avhjalpas med ett hogre genomflode av
exponeringsvatten.

Reproduktion

Reproduktion &r en viktig endpoint for att studera eventuell paverkan bade pa den enskilda
organismen och pa populationsniva. I avloppsvatten finns uppskattningsvis manga tusen olika
kemikalier. Manga av dessa kan ha en direkt pdverkan pa hormonella system hos djur, s& kallade
endokrinstorande kemikalier, och darmed péaverka bade konsutveckling och kénsmognad hos
individen och ddrmed dven reproduktion. Andra kemikalier i avloppsvatten kan genom negativ
héalsopaverkan indirekt paverka reproduktionen eller avkommans kvalitet. I denna studie skedde
lek med &dggldggning hos zebrafiskar i stort sett alla dagar hos alla ingaende férsdksvattens
replikat. Reproduktionen hos GAC berdknat pa total dggldggning per hona 6ver hela
forsoksperioden var ca. 40% lagre hos honor i GAC jamfort med UT, men ingen statistisk skillnad
forelag. Agglaggningen per dag varierade stort och stor variation forekom dven mellan olika
replikat, varfor statistiska skillnader dr svara att pavisa. I en tidigare studie vid Lindholmens
reningsverk (Norrtilje) med samma forsoksupplagg som i denna studie sags att OZ och GAC lade
sammantaget fler 4gg an UT (NVAA, 2022). Aven i en liknande studie fran Knivsta reningsverk
observerades forhojd dgglaggning i OZ jamfort med KV och UT (GAC utvarderades ej) (Pohl et al.,
2018). Resultaten fran denna studie med farre lagda dagg hos GAC &verensstimmer darfor inte med
tidigare studier. En minskad dggproduktion kan vara svar pa en foérsaimrad vattenkvalitet och
darmed forsamrad levnadsmiljo for fiskarna. Resultaten efter avancerad rening med GAC i denna
studie kan bero pa en relativ suboptimal milj6 for fisken, vilken resulterar i en forsamrad
reproduktion, jamfort med mer optimal vattenmiljo i de andra forsoksvattnen. I studierna med
dammsnéckor sags inga skillnader i reproduktionsframgang mellan de olika grupperna. En effekt
som noterades var att sndckorna i alla grupper reproducerade sig béttre och battre for varje vecka.
Moijligen kan detta till viss del bero pa att vattentemperaturen var nagot hogre den sista veckan,
vilket skulle kunna paverka denna typ av respons.

Simbeteende zebrafisk

I denna studie observerades inga skillnader i uppmatt simdistans eller simbeteende hos fiskar i de
olika forsoksvattnen. I tidigare studier fran Lindholmens reningsverk (NVAA, 2022) uppvisade
bade honor och hanar hos zebrafisk exponerade for OZ paverkan pé simaktivitet. Honor och hanar
skiljde sig i beteende 6ver tid, dar hanar genom hela analysperioden simmade kortare stracka per
tid dn de andra forsoksvattnen. Honor simmade kortare i borjan av perioden for att sedan simma
langre vid slutet av perioden. Liknande effekter observerades dven i zebrafisk exponerad for OZ
vid studie som utférdes vid Knivsta reningsverk, dar fiskar simmade kortare i borjan av
forsoksperioden (Pohl et al., 2018). Orsaken till det avvikande simbeteendet efter OZ-behandling i
de tva tidigare studierna &ar okdnd. I denna studie uppvisade inte fisk i OZ nagon skillnad i
simbeteende jamfort med de andra forsoksvattnen. Manga kemikalier som finns i avloppsvatten,
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inklusive lakemedel, har i labforsok enskilt visat sig paverka beteende hos fisk. I huvudsak
observeras dessa beteendeeffekter vid hogre koncentrationer dn de som dr uppmatta for lakemedel
i denna studie. I ett avloppsvatten forekommer daremot kemikalier samtidigt i en blandning varfor
den totala summan av alla ingdende kemikalier skulla kunna paverka beteendet. I denna studie
uppmattes en medelnedbrytning av analyserade likemedel till ca. 95% for OZ, jaimfort med ca.
70% for OZ vid studien fran Lindholmens reningsverk och 77% vid Knivsta reningsverk. Vid
jamforelse av totalhalt lakemedel efter OZ-behandling uppmattes i Rimbo 120 ng/L jamfort med
1421 ng/L i Knivsta- och 2858 ng/L i Lindholmen-studien. Ozon bygger pa sonderbrytning av
kemikalier till skillnad frén uppféngst av kemikalier som GAC. Vid sonderbrytning av enstaka
kemikalier kan det skapas nedbrytningsprodukter som dr mer toxiska &n sjalva modersubstansen.
Kemiska analyser visar minskningen av modersubstansen men sager inget om vilka
nedbrytningsprodukter som bildas. I OZ-behandlat vatten finns troligen rester av
nedbrytningsprodukter av kemikalier, dar det dven finns risk for att vissa av dessa &r giftiga och
dédrmed skulle kunna paverka beteende hos organismer. Var forskargrupp har i tidigare labférsok
visat att giftigheten av lakemedlet karbamazepin 6kar efter ozonbehandling beroende pa bildning
av specifika nedbrytningsprodukter av modersubstansen (Pohl et al., 2019). Den effektivare
nedbrytningen av modersubstanser och dess nedbrytningsprodukter, samt den lagre uppmatta
totalhalten av lakemedel i OZ i denna studie jamfort med de tva tidigare studierna vid Lindholmen
och Knivsta ar en trolig forklaring till skillnaden i pdverkan pa beteende hos zebrafisk mellan
studierna. Kemisk karakterisering av nedbrytningsprodukter vid ozon-behandling av vatten ar
viktigt for att sdkerstdlla en icke-giftig miljo i recipienten till reningsverk. Framtida labforsok bor
undersoka effekten av ozonering pa bade vanligt forekommande kemikalier i avloppsvatten och
dven ozon i sig, for att utrona ozonering som reningsmetod av kemikalier och darmed méjlig orsak
till beteendeforandringar och dven for dess méjliga miljopaverkan.

Genuttryck zebrafisk och dammsnacka

Matning av genuttryck &r en relativt effektiv metod som kan ge god forstaelse for hur
organismernas fysiologi har paverkats av en viss behandling. Metoden innebér att méatningar av ett
stort antal fysiologiska mekanismer kan fas fran varje individ och av ett valdigt litet vavnadsprov.
Anvandandet av genuttryck forutsatter dock att metoden &r ordentligt utprovad sé att man
sakerstaller att det ar ratt produkt som maéts och att métningen av denna kan kopplas till en
fysiologisk mekanism. Zebrafisken dr en mycket vanlig testorganism inom forskningsvarlden och
dess genuppsittning ar helt kartlagd (sekvenserad). Vidare har ett mycket stort antal gener
relevanta for toxisk paverkan undersokts bade i zebrafisk och i ndrbeslaktade arter. Detta gor att vi
kan anse att resultaten f6r genuttryck pé zebrafisk i denna rapport kan vara trovardiga och kan ge
en bra vagledning om eventuell pdverkan. Dammsnédckorna har inte samma bakomliggande
forutsattningar. Flera av generna i undersdkningen dr tidigare relativt etablerade medan andra har
tagits fram for denna undersokning baserat pa jamforelser av likheter med andra nérbeslaktade
arter. Alla de undersokta generna har klarat de grundlaggande kriterierna for sakerstallande vid
utveckling av denna typ av metod. Daremot &r inte kunskapen om fysiologin lika valstuderad hos
denna art. Det dr ddrmed svarare att sikert bedoma betydelsen dessa matningar har i denna studie.
Alltfor stor vikt ska darfor inte fistas i eventuella skillnader i genuttryck mellan snackorna i de
olika vattengrupperna utan de ska ses som en indikation pa att en fordndring skett.

Vad giller zebrafiskarna i denna studie sa var det skillnader i uttryck mellan honor och hanar fér
alla de understkta generna utom for Ar och referensgenen Rpl13. Detta &r inte konstigt da
fysiologin mellan konen skiljer sig. Exempelvis sags ca 5 000 gdnger hogre uttryck av vtgl i honor
jamfort med hanar i KV-gruppen. Det ar vanligt att man ser stora konsskillnader i vtgl, eller
motsvarande protein vitellogenin, da detta behovs f6r normal dggproduktion och darmed inte
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normalt finns i stora méngder hos hanar. Det var ddremot inga skillnader i uttryck av de flesta
analyserade genuttryck i jamforelser mellan fiskarna fran de olika vattengrupperna. Detta ger en
bild av att alla de olika avloppsvattnen har en bra kvalitet for fiskhélsa. Det enda genuttryck déar
skillnader sags mellan de testade behandlade avloppsvattnen var fér androgenreceptorn (Ar) dar
uttrycket var lagre i GAC-gruppen i jaimforelse med UT- och KV-grupperna, dock inte jamfort med
OZ gruppen. Denna effekt ar svar att forklara och relatera till uppmatta lakemedelshalter, speciellt
da KV har lagre halter och UT har hogre halter &n GAC i denna studie. Ett annat genuttryck dér
statistiska skillnader sags var for metallotionein (MT), som var hogre uttryckt i KV-gruppen
jamfoért med de andra grupperna. Detta har ingen paverkan i tolkningen av kvaliteten i de olika
avloppsvattnen men ger upphov till funderingar for innehallet av metaller i kranvattnet. MT &r ett
protein som dr inblandat i regleringen av metaller i kroppen. I regel kan man se hogre
koncentrationer av detta protein eller ett hogre uttryck av genen for detta, MT, vid exponering av
hoga koncentrationer metaller. Vi har i en liknande studie med motsvarande experimentell design i
Lindholmens reningsverk ocksa sett detta monster med hogre uttryck av MT i fiskar som
exponerats for kranvatten (NVAA, 2022). For sndckorna sags inga skillnader i uttryck mellan
vattengrupperna. Vi kunde saledes inte se samma hoga uttryck av MT hos snéckorna i KV-
gruppen som sags hos zebrafiskarna. Det var heller inga skillnader i uttrycket av EF mellan
sndckor i de olika vattengrupperna och darmed kunde det visas att denna gen var lamplig som
referensgen.

Sammanfattande beddomning

For miljoriskbeddmning avseende eventuell paverkan av likemedel pa vattenlevande organismer i
recipienten forekommer flera olika bedémningsmetoder. Dessa grundas i huvudsak pa uppmaétta
eller berdknade halter f6r enskilda @mnen i recipienten i relation till rapporterad toxicitet, t ex
riskkvoter ddr uppmiaitt halt divideras med den uppsatta gransnivan for amnet eller den
uppskattade nolleffektkoncentrationen (PNEC). Olika aktorer anvander olika modeller for
prioriteringar inom miljériskbeddmning av lakemedel. Inom EU:s Vattendirektiv finns ett fatal
lakemedel med foreslagna gransviarden upptagna pa bevakningslistan for 6vervakning.
Bedomningsgrunderna enligt vattendirektivet som ar inférda i Havs- och vattenmyndighetens
forfattningssamling (HVMES 2019) har juridisk tyngd varfor éverskridande av halter kraver
atgirder. De ldkemedel som dr upptagna som sérskilt fororenande &mnen (SFA) i nuvarande
HVMEFS (HVMES, 2019) ar antibiotikum ciprofloxacin och smaértstillande diklofenak, samt
Ostrogenhormonerna 17-a-etinyldstradiol (EE2) och 17-p-0stradiol (E2). Gransvéarden for
ciprofloxacin och diklofenak i inlandsytvatten dr 100 ng/L. I denna studie uppmattes laga ng/L-
halter for ciprofloxacin oavsett reningsmetod. For diklofenak uppmattes halter i UT vid en
medelkoncentration av 373 ng/L. Inberdknat en utspadningsgrad av ca. 10-50 ganger till
recipienten finns det risk att diklofenak kan overskrida gransvardet i recipienten och uppfdljande
analyser bor kontinuerligt goras for att sdkerstdlla koncentrationen i utloppsvatten och recipient. I
denna studie uppvisar bade OZ och GAC hog reningseffektivitet av lakemedel (>95%) och endast
ett fatal ldkemedel uppmattes i relativt 1ag halt efter avancerad rening. Inget av dessa lakemedel
overskred foreslagna PNEC-varden (Appendix B-Tabell B:1)). For vissa lakemedel uppmatta i UT
i denna studie indikerar PNEC-vérdet inberdknat utspadningfaktorn att det kan foreligga en risk
for negativ paverkan pa organismer i recipienten, av ex. citalopram, diklofenak, furosemid,
karbamazepin, sertralin, sulfametoxazol och venlafaxin. Flertalet av de ldkemedel som uppmatts i
denna studie tillhor samma terapeutiska ATC-grupp och har i vissa fall samma
verkningsmekanism. Av de ovan ndmnda ldkemedlen &r exempelvis citalopram, sertralin och
venlafaxin alla s.k. antidepressiva SSRI-preparat (selective serotonin re-uptake inhibitors) som okar
halten av serotonin i hjarnan. Riskbeddmning for recipienten bor dé baseras pa summa-
koncentration av verkningslika substanser snarare dn pa halter av individuella ldkemedel.
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Sammantaget ses generellt vaga resultat avseende biologiska effekter i denna studie, bade géllande
negativa effekter av konventionell rening och positiva effekter av avancerad rening med OZ och
GAC. Vid de tidigare studierna pa Lindholmens och Knivsta reningsverk observerades effekter av
ozon-behandlat avloppsvatten pa simbeteende hos zebrafisk vilket inte gjordes i denna studie.
Forklaringen ar troligen den effektivare ozon-reningen och liagre totalhalten av lakemedel i OZ i
denna studie. Totalhalten av lakemedel i OZ i denna studie var 10-20 ganger lagre &n i Lindholmen
och Knivsta under forsdksperioden for fisk och snickor. Aven totalhalten av ldkemedel i UT var
lagre i Rimbo jamfort med Lindholmen och Knivsta, med uppmatta halter av respektive 3 000, 8
000 och 6 400 ng/L. Vid jamforelse av utférda humana cellaktivitetstester vid Rimbo och
Lindholmens reningsverk visar resultaten att cellaktiviteter dr generellt betydligt lagre i Rimbo. I
vissa fall uppmaittes 100 géanger hogre cellaktivitet vid Lindholmen, vilket kan bero pa de generellt
hogre koncentrationerna av ladkemedel som uppmattes, samt dven av andra ingdende kemikalier i
vattnen. Sammantaget dr den effektiva reningen med ldgre totalhalterna en trolig forklaring till att
inga betydande biologiska effekter kunde pévisas i fisk och snéackor i denna studie, vilket dven
stods av lagre aktivitet i de utférda celltesterna. Givet utspadningsfaktor till recipienten i Rimbo
kan det antas att den akuta miljorisken for vattenlevande organismer ar lag, med undantag for
specifika lakemedel.

Med den kontinuerliga 6kningen av lakemedelskonsumption i samhallet och ddarmed den
kontinuerliga tillforseln av lakemedel till miljon ar framforallt den kroniska exponeringen av hég
betydelse. De kemiska analyserna under fisk- och snédckstudien baseras pa méatning av 24
lakemedel av de mer &n 1 000 aktiva lakemedelssubstanser som anvénds i Sverige. I denna studie
ges inga svar pa langtidseffekter av kronisk exponering for blandningar av lakemedel och andra
kemikalier i avloppsvatten. Populationer av vattenlevande organismer som lever hela eller delar av
sitt liv i recipienten till reningsverk dr kroniskt exponerade varfor langtidseffekter ar hogst
relevanta att studera. Vissa lakemedel och andra kemikalier kan dessutom bioackumuleras i
vivnad hos organismer vilket kan ge negativa hilsoeffekter senare i livet. Aterkommande studier
av ldkemedelsinnehall, bade i vatten och vattenlevande organismer, tillsammans med métning av
hélsoparametrar i vattenlevande organismer ar av hog relevans. Detta &r av speciell vikt vid
inférande av avancerade reningstekniker for lakemedelsreducering vid Rimbo ARV for att kunna
folja upp vattenforbéttrande atgarder.

Slutsatser:

¢ De biologiska undersdkningarna visade att bade fiskar och sndckor hade god hilsa
och normal reproduktion i UT och att detta inte férdandrades med avancerad rening i
form av OZ eller GAC. Det fanns dock indikationer pa forsamrad reproduktion hos
zebrafiskar i GAC-behandlat utgadende avloppsvatten.

e De uppmaitta lakemedlen under forsoksperioden med fisk och snackor reduceras i
stor grad av avancerad rening med bade OZ och GAC.

e Hos zebrafisk pavisades ett hogre uttryck av metallmetabolism i KV. Samma resultat
erholls vid studierna pa Lindholmens reningsverk dar samma ursprung av vatten
anvands. Fortsatta undersdkningar av kranvatten rekommenderas for att sakerstalla
orsaksamnen.

e For flertalet lakemedel uppmatta i nuvarande utgaende avloppsvatten (UT) indikerar
PNEC-vardet inberaknat utspadningfaktorn att det kan foreligga risk for langsiktig
negativ paverkan pa vattenlevande organismer i recipienten. Denna risk minskar
dock betydligt med tildgg av avancerad rening i form av OZ eller GAC.
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Delstudie 3 — Lakemedelsexponering i
Microcosmer

Inledning

Denna delstudie syftar till att studera upptag av nagra vanligt forekommande lakemedel och deras
eventuella akuta effekter vid exponering f6r hoga koncentrationer. Lakemedlen valdes for att fa ett
spektrum av de som oftast analyserats i utslappet fran Rimbo ARV och representerar olika typer av
humana terapier. Karbamazepin (antiepileptisk), citalopram (antidepressiv), diklofenak
(inflammationshammande), metoprolol (blodtryckssankande), sertralin (antidepressiv) och
venflaxin (antidepressiv) doserades i tva orealistiskt hga engangsdoser i olika karl for att fa en
bild av hur olika ladkemedel ackumuleras och paverkar de vattenlevande organismerna i ett
akvatiskt system under en manad. I en sadan studie ar det onskvart att flera olika
organismgrupper representerande olika delar av det akvatiska ekosystemet studeras. Djur som
normalt finns i Vallby&n och sjoarna nedstroms representerade ordningarna ringmask (Tubifex),
insekter (fjddermygglarv), kraftdjur (hoppkrafta och sétvattengrasugga) och amfibie (yngel av
vanlig groda) ingick i férsoken. De variabler som studerades var 6verlevnad, beteendeférandringar
och for kraftdjuren dven en indikation pa hur val de tva arterna reproducerat sig alternativt klonat
sig i de olika l6sningarna.

Metod

Foljande akvatiska sotvattenorganismer representerande djurgrupper som finns i Vallbyan har
nyttjats for studier av upptag och akuta effekter av sju olika lakemedel. Forsoken har genomforts
under 28 dygn. (Tabell 24).

Tabell 24 Undersdkta organismer i microcosmsystem.
Organism | Fodoval
Tubifex, slakte ringmask (Oligochaeta), art (Tubifex sp) | Rorbyggande vattenfiltrerare
Chironomid slakte fjiadermygglarv (Chironomid) art Véxtdelar och ej nedbrutet organiskt material
(Chironomus sp) (Herbivor/detrivor)
Snédcka (Lymnea stagnalis) Herbivor/betare
Hoppkréfta (Daphnia magna) Herbivor
Sotvattengrasugga (Asellus aquaticus) Detrivor
Yngel av vanlig groda (Rana temporaria) Herbivor/detrivor/carnivor
Husbyggande slandlarver (Tricoptera sp) Carnivor

Insamling av grodyngel, vattengrasuggor, sndckor och sldndlarver fran backar och skogsvatten
utan tillforsel av enskilda avlopp skedde 15-16/5 2022. Samarbetspartner GS Ekotox bistod med
startkulturer av kraftdjur (Daphnia magna). Tubifex och chironomider koptes i zooaffdr som levande
foder for akvariefiskar.

64



Rapport B 2462 - Biologiska effekter av mikroféroreningar — Fallstudie Rimbo reningsverk

Forsoksuppstallning

De olika organismerna fordelades pa olika 3 liters glasbdgare med spadvatten for kontroll innan
forsoksstart. Spadvatinet bestod av 50% naturvatten fran den lokal djuren var insamlade vid och
50% av det spadmedium som anvands i ekotoxikologiska forsok i enlighet med OECD guideline
229 (OECD, 2012). Forsoken genomfordes i ett tempererat utrymme med 13 °C fran start som
succesivt hojdes till 19 °C efter 4 veckors exponering. For att efterlikna dagsljus nyttjades Grolux©
och Flora© lysror med 12:12 h ljusregim som ljuskallor. 20 sma plantor av flytbladsvaxten Lemna
minor tillsattes till varje bagare for att ge betare som lever pa fastsittande alger lite extra mat samt
bidra till syresdttningen och NH4/NO2/NO3 reduktion. Vaxternas tillvéxt ger dven en indikation
om nagon fytotoxisk paverkan av ladkemedel kan detekteras. Losningarna luftades konstant via
glaskapilldrer och de abiotiska variablerna pH, NH4 och NO2 mattes regelbundet. Nar
organismerna acklimatiserats under en vecka startade exponeringen for ldkemedel i tva bagare:
Hog dos och Lag dos samt en kontroll som bestod av rent spadvatten med dimetylsulfoxid
(DMSO) motsvarande den hogsta totala koncentrationen tillsatt till varje bagare samt en kontroll
med rent vatten. De exakta mangderna framgar av Tabell 25. Forsoken startade den 30 maj och
avslutades 27-28 juni 2022. De olika ldkemedlen I6stes i dimetylsulfoxid (DMSO) och doserades vid
ett tillfalle till respektive glasbagare. Sammanlagt bestod forsdksdesignen av 4 olika forsoksbagare.
DMSO beddms vara det skonsammaste 16sningsmedlet for akvatiska organismer.

Till varje glasbagare tillsattes 3 snackor, 5 slandlarver, 15 grodyngel, 20 storre exemplar av
sotvattengrasuggor och 8 vuxna dafniehonor tillsammans med 20 nyfédda avkommor. For att fa en
viss reduktion av kvavehaltiga exkretionsprodukter fran djuren tillsattes 10 plantor av
flytbladsvaxten liten andmat (Lemna minor) vilken dven fungerar som en fytotoxisk indikator om
lakemedel i de tillsatta koncentrationerna paverkar tillvéxten hos en flytbladsvaxt.

Organismerna paverkar varandra och en viss predation kan uppsta nédr sa manga djur vistas i en
relativt liten volym som 3 liter. Grodynglen visade en god aptit pa att konsumera bade tubifex och
chironomider, s& grodynglen lyftes ur och placerades tillsammans i 4 egna mindre glasbdgare med
samma exponeringsforhallanden som tidigare. Grodynglen betade dven pa snéckornas skal och pa
husbyggarnas rorbyggen vilket skadade vissa individer.

Undersokta lakemedel

Stamlosningar bereddes genom att lidkemedel av p.a. kvalitét tillsattes till koncentrerad DMSO.
Doserna valdes med utgangspunkt fran de koncentrationer som tidigare uppmaitts i recipienten
och raknades upp med 10 och 100 ganger. De orealistiskt hoga doserna valdes for att erhalla en
snabb kraftig bioackumulering och for att kompensera for den relativt korta exponeringstiden (28
dygn). Dosering av ldkemedel skedde endast en gang for att fa en indikation hur en engangsdos
fordelas mellan olika organismer och mdjlighet att bestimma bioackumuleringsfaktorn av en given
mangd lakemedel.
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Tabell 25 Undersokta likemedel och de nominella koncentrationerna i bagarna vid forsoksstart.
Substans Stamlosning | La 0 Tillsatt mangd, Tillsdtt mangd, Hog
(ng/ub Lag (ug)
(ug)
Karbamazepin | 2,1 10 100 30 300
Citalopram 2,2 22 220 66 660
Diklofenak 4,1 150 1500 450 4500
Metoprolol 41 150 1500 540 5400
Sertralin 0,6 6 60 18 180
Venflaxin 0,64 19 190 57 570

Forsoksbetingelser

Dagliga kontroller av djurens status och regelbundna métningar av vattenkemi utfordes i de olika
glasbdgarna med ldkemedel och kontroller. Temperaturen under férsoksperioden framgar av Figur
2931. Glasbdgarna genomluftades under forsoksperioden dar de uppmatta syrekoncentrationerna
oversteg 70% i alla bagare vid alla mattillfallen. Uppmaétning av pH-vérdet visade 7,6-7,8 vid
forsoksstart. Pa grund av koldioxiden som frigors vid andningen sjunker pH-vardet sakta ned mot
5,8 som éar kolsyrans pKa-varde dar jamnvikt sker. Ingen 16sning uppvisade ett pH-vdrde under 7
vid ndgon maétning. Exkretionsprodukterna analyserat som NH4 och NO2 steg sakta under
forsokets gang. Under forsokens 3 forsta veckor uppmattes 0,1-0,25 mg/l NH4 i testlosningarna och
NO2 i intervallet 0,025-0,1 mg/1. I slutfasen av forsoket steg NH4 till 1,0 mg/l1 och NO2 till 0,6 mg/l.
Ingen dodlighet eller avvikande beteende registrerades hos ndgon forsoksgrupp s organismerna
tycks inte akut paverkade av de nagot forhojda NH4/NO2-vardena.

Temperatur C° under microcosmforsok

0 5 10 15 20 25 30
Antal dagar

Figur 29 Temperatur (C°) under forsoket.
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Resultat

Exponeringens paverkan pa de akvatiska
organismerna

Ringmaskarna (Tubifex) utvecklades val nér de flyttats till egen glasbagare och slapp predation av
grodyngel. Efter 28 dygn samlades de in och placerades omedelbart i frys. Detta géllde dven
fjadermygglarverna (Chironomider) vars numerar minskade ratt markant pa grund av predation
innan de flyttades till samma glasbagare som tubifex. Grodynglen véxte och utvecklade benanlag
under forsokets gang. Alla tillsatta yngel 6verlevde 28 dagar och samlades in och lades i frys for de
kommande analyserna. Ingen individ av grodyngel uppvisade ndgon avvikande morfologi eller
beteendeforandring. Hoppkraftorna (Dafnia) tillvaxte och forokade sig vél i alla undersokta doser.
Dijur for analys filtrerades av efter 14 och 28 dygn. Alla filtrerade dafnier raknades och samlades
ihop till ett prov/koncentration som frystes ned omedelbart for kommande analyser.
Sotvattengrasuggor (Asellus), uppvisade en positiv tillvéaxt liksom en god produktion av nauplier
(avkomma) i alla glasbdgare. Grodynglen prederade dven pé sniackor och rorbyggande slandlarver
sa vid forsokens avslutande var det s fa individer kvar att det var en otillrdcklig mangd for
analyser av lakemedel.

Reproduktion hos kraftdjur

I Figur 30 redovisas antalet kréftdjur som raknats vid exponeringens slut. Dafnierna dr uppdelade i
tva grupper med stora och sma individer. De stora representerar avkomma fran de forsta 20
individerna som tillsattes vid forsoksstart, vilka bendmns generation F1. Gruppen sma dafnier
representerar den andra generationen som betecknas F2 vilka fotts under forsokets gang. I
renvattenkontrollen och kontrollen med den hogsta dosen DMSO producerades 140 respektive 132
ungar i generation F1.  hogdosen med likemedel producerades 122 ungar under forsoket, vilket ar
i paritet med de undersokta kontrollerna. Det forsdksfel som uppstod nér en liten
vattensalamander av misstag kom med i lagdosbéagaren gor att reproduktionsvariabeln inte dr
relevant for jamforelser av antalet dafnieungar i lagdos.

Sotvattengrasuggorna véxer inte lika fort som dafnier men de fortplantar sig relativt snabbt och de
sma representerar den forsta generationen (F1) som f6tts under forsoken. De har en lingre
generationscykel dn dafnia sa ingen andra generationens djur hade fotts vid forsdken avslutande
efter 28 dygn.

Av de 25 halvstora sotvattengrasuggorna som tillsattes till de olika bagarna vid forsoksstart kunde
i stort sett alla aterfinnas vid brytningen av forsdket. De producerade i snitt 81 avkomma per
grupp dar djur som exponerats fér blandningar eller kontroller bedémdes producera likvardiga
antal avkommor.
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Figur 30 Antal kriftdjur vid exponeringens slut. HD=ho6g dos, LD=l1dg dos, DMSO=endast

I6sningsmedel, KO=kontroll. *lagt antal pga predation av vattensalamander.

Fytotoxicitet

Tillvaxten hos de plantor av andmat (Lemna minor) som tillsattes vid forsoksstarten framgar av
Figur 33. Plantorna gor att mangden exkretionsprodukter, fraimst ammoniak, reduceras i systemen
och minskar risken for forsoksfel orsakade av abiotiska faktorer.

De 10 plantor som forsdken startade med hade delat sig och i snittutvecklade 105 plantor per
béagare. Tillsatsen av 1osningsmedlet DMSO med eller utan lakemedel stimulerade tillvaxten och
mellan 108-115 plantor nybildades mot 86 plantor i rent vatten. Antalet blad per bégare var i
medeltal 43 vid forsokstart. Vid forsokens slut efter 28 dygn uppgick antalet i medeltal till 254 blad
per bagare. Aven for denna variabel stimulerades tillvaxten av DMSO, och kontrollen och Hog
dosen det lagsta antalet nybildade plantor och blad som rdknas vid exponeringens slut.
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Figur 31 Tillvixt hos Lemna minor. HD=h6g dos, LD=lag dos. DMSO=endast 16sningsmedel,

KO=kontroll.

Analyser av lakemedel

Grodorna uppvisade en jamn tillvéxt, lagdosen (LD) avviker nagot fran medelvardet pa2,4 g
(Tabell 26). Sotvattengrasuggorna uppvisar god tillvaxt och endast i DMSO-kontrollen fanns farre
djur. Med undantag for LD sa var det god tillvaxt pa dafnierna och det syns dven i avsnittet om
reproduktion under forsoksperioden. Tillvaxten hos exponerad tubifex var god och nédra nog
likvardig eller nagot béttre an for kontrollgruppen.

Tabell 26

Mingden organismer g vv /glasbégare (% av kontroll inom parentes) som samlades in fér
likemedelsanalyser vid exponeringens slut efter 28 dygn. HD=hog dos, LD=lag dos,
DMSO=endast 16sningsmedel, KO=kontroll. KI= konfidensintervall, beriknat f6r

medelvirdet.
Art ‘ HD ‘ LD ’ DMSO ’ KO ‘ Medel (g) ‘ 95% KI
Groda 2,49 (104) 2,09 (87) 2,65 (111) 2,39 2,40 0,38
Asellus 2,15 (139) 1,57 (101) 0,85 (55) 1,55 1,53 0,85
Dafnia 0,69 (164) 0,11)* 0,54 (129) 0,42 0,55 0,21
Tubifex 2,22 (88) 3,27 (129) 2,32 (92) 2,53 2,58 0,75

*av misstag samlades en liten vattensalamander in med de andra djuren. Denna individ gomde sig valdigt effektivt och

upptacktes forst vid forsokens avslutning. Salamandrar ar valdigt fortjusta i zooplankton, vilket &r forklaringen till de

relativt fa dafnier som kunde provtas fran denna dos.
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I Tabell 27 och Tabell 28 redovisas koncentrationen av ldkemedel som analyserades i respektive
organismgrupp efter 28 dygns exponering. De tillsatta méngderna till vattenfasen skiljer sig mellan
lakemedlen, sa médngderna visar mer pa skillnaden i upptag av olika ldkemedel i olika
organismgrupper an skillnader mellan olika ldkemedel.

Tabell 27 Analyserade koncentrationer (ng/g vv) av likemedel i akvatiska organismer som vistats 28
dygn i Hog dos.

Karbamazepin Sertralin Venlafaxin

Citalopram | Diklofenak

Metoprolol

Chironomid 256 1170 9920 464 1104 110
Tubifex 184 411 627 196 1960 104
Dafnia 285 3310 2450 3774 2527 649
Asellus 263 1050 1140 1315 1403 324
Groda 147 2480 930 4573 7674 775
Tabell 28 Analyserade koncentrationer (ng/g vv) av likemedel i akvatiska organismer som vistats 28

dygn i Lag dos. Koncentrationen i ligdosen dr en tiondel av den i hgdosen.

Karbamazepin | Citalopram | Diklofenak Metoprolol Sertralin Venlafaxin
Chironomid 122 141 704 150 25 26
Tubifex 28 30 24 16 280 2.8
Dafnia 42 216 163 96 145 1,1
Asellus 106 327 120 448 240 142
Groda 55 930 71 2480 1162 302

Alla de undersokta lakemedlen kunde aterfinnas i detekterbara koncentrationer i de olika
akvatiska organismerna som exponerats for lakemedel i bade hog och lag dos. Eftersom
vattenkoncentrationen varierade for de studerade lakemedlen hanvisas till Tabell 30 och Tabell 31
dér bioackumuleringsfaktorerna (BCF) for de olika lakemedlen redovisas.

Nagra lakemedel var detekterbara i valdigt laga koncentrationer i djuren som ingick i
kontrollgruppen (Tabell 29). Citalopram och metoprolol detekteras i Dafnia, Asellus och
grodyngel. De sistnamnda arterna ar insamlade i naturen dar sparmangder kan finnas i
vattensamlingarna. De hogsta detekterade mangderna av citalopram och metoprolol i grodyngel
utgor 1,3 respektive 0,9% av méngden analyserad i djuren som vistats i ldgdosgruppen. Inget
tydligt samband eller monster som indikerar bakgrundskontaminering syns for ovriga lakemedel
eller organismgrupper.
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Tabell 29 Bakgrundskoncentrationer (ng/g vatvikt) av likemedel analyserade i djuren som ingick i

kontrollgruppen.

Diklofenak Sertralin

Karbamazepin

Citalopram Metoprolol

Venlafaxin

Chironomid < < < < < <
Tubifex < < < 4,6 <
Dafnia < 6,7 3,3 59 < 1
Asellus < 11 49 <
Groda < 12 < 23 4,3 32

< ej detekterbara koncentrationer

Biokoncentrationsfaktorer

Biokoncentrationsfaktorer for upptag av lakemedel i de olika organismerna exponerade for hog
dos och lag dos berdknades pé analyserad méngd i samlingsprov (ng/g vv) av respektive art
dividerat med ursprungskoncentrationen tillsatt som engangsdos i vattenfasen (ng/L) (Figur 32).

Eftersom alla analyserade organismer exponerats under 28 dygn i samma glasbagare sa ar
koncentrationen av likemedel de utsatts for densamma for alla olika djur i forsoket. Beroende pa
olika kemisk-fysikaliska egenskaper hos lakemedel anrikas de i olika médngd i de undersokta
akvatiska organismerna. Den faktor som beddms styra upptaget mest ar fettloslighet (lipofilicitet)
matt som logKow (fordelningen mellan vatten/oktanol) av respektive lakemedel. Aven pKa-vardet
kan vara av betydelse nir det galler substanser som ar syror alternativt baser. Siffrorna till grund
for Figur 32 och logKow-viarden finns i Appendix C — Tabell C:1.

Om man studerar ovanstdende tabeller med utgadngspunkt pa specifika lakemedel sa visar de tva
doserna av karbamezepin en spridning i BCF-varden pa mellan 1.5 och 12 ggr hogre koncentration
i organismer jamfort med omgivande medium. Chironomider, Dafnia och Asellus uppvisar
likvardiga BCF-varden, i spannet 2,56-2,85 i hogdosen. Spridningen &r storre i den lagre dosen dér
BCF pa 12 respektive 10 berdknades for Asellus och Dafnia. Eftersom méangden dafnia som kunde
analyseras var liten i forhéllande till andra djurgrupper beroende pé trolig predation av
salamander bor vardet tolkas med forsiktighet. Substansen har lagt logKow-varde vilket indikerar
att den inte ar speciellt fettloslig och binds i mindre utstrackning till feta strukturer. Ovriga
egenskaper hos lidkemedlet indikerar ett ldgt upptag i de vattenlevande organismer som ingatt i
denna studie. Citalopram har betydligt hogre logKow (3,74) och dér biokoncentrationsfaktorn i
kraftdjur och grodyngel i lag dos varierar mellan 1,8 for tubifex och 15 f6r dafnier. BCF i lagdosen
visade pa ett annat monster med hogre ackumulering i fyra av fem organismgrupper jamfort med
hogdosen, upp till 42 ganger for grodynglen jamfort med 11 i hogdosen. I hogdosen har troligen
inte steady-state intrdtt 4n pga den korta exponeringstiden. Detta ladkemedel kan befaras anrikas i
groddjur och kréftdjur om det utgdende avloppsvattnet innehéaller detekterbara koncentrationer.
Diklofenak anrikas i mindre méngd i de olika organismerna och endast chironomider
(fjadermygglarver) och kréftdjuret Dafnia uppvisar hogre BCF-varden mellan 1,6 och 6,6. 1
resterande grupper berdknades BCF <1, dvs ingen bioackumulering sker. Eftersom diklofenak ar
en syra sa dr pH-vérdet i recipienten en viktig faktor att méta eftersom det avgor hur molekylen
beter sig. Detta &dr jamforbart med ammonium/ammoniak jaimnvikten ddr jonformen avgor hur
giftig molekylen &r for det akvatiska livet. Metoprolol anrikas inte i tubifex (ringmaskar),
chironomider eller i Aselleus (s6tvattengrasugga) dér lagre koncentration analyseras i djuren &n i
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omgivande medium. For 6vriga organismer dafnia och groda i hégdosen och Asellus och groda i
ldg-dosen anrikas metoprolol i intermedidr utstrackning mellan 2,5-3 gdnger. Undantaget ar
grodynglen som vistats i lag dos dar hela 16 ganger hogre koncentration analyserades i
organismerna jamfort med koncentrationen i vattenfasen. Sertralin som &r en kraftigt lipofil
substans anrikades i hogst utstrackning av alla undersokta lakemedel. Detta var férvantat och har
doserades laga doser till vattenfasen jamfdrt med tex. diklofenak och metoprolol. BCF-vérden for
tubifex, chironomider, dafnier och Asellus visade mellan 17-47 gangers anrikning i bada
koncentrationerna. For grodynglen 6versteg BCF 100 géngers anrikning i bada testade
lakemedelskoncentrationerna, med 128 och 194 ganger hogre anrikning jamfort med omgivande
medium. Venflaxin uppvisar en 1ag till intermediar anrikning i de akvatiska organismerna
chironomid, tubifex och dafnia exponerade for lag dos. Grodyngel och Asellus i bada doserna
ackumulerar mest substans och BCF-varden berdknades till mellan 4 och 16.

Citalopram Diklofenak Karbamazepin
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Figur 32 Beriknade biokoncentrationsfaktorer (BCF) baserat pa den analyserade miangden i

organismerna (ng/g vatvikt) dividerat med dosen likemedel tillsatt till vattenfasen (ng/L),
efter 28 dygns exponering for hog och lag dos.

Biokoncentrationsfaktorerna varierar en del mellan hog dos och lag dos. Generellt &r
biokoncentrationsfaktorn ldgre an férvantat i hogdosen eftersom likemedelskoncentrationerna i
vattenfasen ar 10 ganger hogre i denna dos. Detta kan ha flera forklaringar men troligt ar att
koncentrationen lakemedel sjunkit i forsokskarlen under forsoksperioden samt att ett stabilt
jamviktsforhallande (Steady-state) inte har intratt i hogdosen efter den relativt korta
exponeringstiden pa 28 dygn.

I ett forsok att bedéma vilka méngder lakemedel de undersokta organismerna anrikar, har en
ranking genomforts for att fa en bild av hur férdelningen ser ut mellan olika grupper (Tabell 30).
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Tabell 30

Upptagsmonster hos de olika organismerna genom en ranking av BCF-virdena (Hog dos,
HD och Lag dos, LD) dir siffran 1 dr den organism med lagsta anrikningen av aktuell
substans och siffran 5 dr den organism dir hogst koncentration har analyserats.

Karbamazepin

Citalopram

Diklofenak

Metoprolol

Sertralin

Venlafaxin

Chironomid HD=3, LD=3 HD=2,LD=2 | HD=5,LD=4 | HD=2, LD=2 HD=1,LD=1 | HD=2, LD=3
Tubifex HD=1, LD=1 HD=1,LD=1 | HD=1,LD=1 | HD=1, LD=1 HD=2,LD=2 | HD=1, LD=1
Dafnia HD=5, LD=5 HD=5,LD=4 | HD=4, LD=5 | HD=4, LD=3 HD=4, LD=4 | HD=4, LD=2
Asellus HD=4, LD=4 HD=3, LD=3 | HD=3, LD=3 | HD=3, LD=4 HD=3, LD=3 | HD=3, LD=4
Groda HD=2, LD=2 HD=4, LD=5 | HD=2, LD=2 | HD=5, LD=5 HD=5, LD=5 | HD=5, LD=5

Ringmasken tubifex dr den undersdkta organism som anrikar minst lidkemedel av de testade
organismerna vilket galler fér bdda doserna. Maskarna innehéller mest vatten och har lite feta
strukturer. Chironomiderna (fjadermygglarver) uppvisar ett hogre upptag av lakemedel jamfort
med maskarna, framfor allt diklofenak ddr den hogsta eller nast hogsta mangden kunde detekteras
for den djurgruppen. For 6vriga lakemedel hamnar méngderna pa en intermediér niva for denna
djurgrupp. De tva undersokta kraftdjuren dafnia och sétvattengrasugga skiljer sig ndr man
studerar rankingen av BCF-vardena. Asellus hamnar i snitt pa 3,33 poang jamfort med 4,08 for
dafnia. Dafnian far den hogsta podngen (5) vid fyra fall och det nést hogsta podangen 41 6 fall. I
grodynglen analyseras de hogsta koncentrationerna av metoprolol, sertralin och venflafaxin, det
géller for de bada undersokta doserna. Aven citalopram anrikas till héga koncentrationer i de bada
undersokta doserna. Daremot karbamazepin och diklofenak koncentreras i betydligt lagre mangd
an i tex. Dafnia och chironomider.

Doseringen av lidkemedel skedde som en engéngsdos till glasbdgarna. Den ackumulerade
maéangden i djuren kan didrmed jamforas med den totala mangden som tillsats av respektive
lakemedel. I Tabell 31 redovisas den procentuella férdelningen av de sex olika lakemedlen baserat
pad mangden aterfunnen i respektive prov som analyserats.

Tabell 31

Upptag i organismer % av tillsatt mingd likemedel i H6g dos under 28 dygn.

Substans Dafnia | Tubifex Asellus | Chironomid % av
tillsatt
dos

Karbamazepin | 0,65 1,3 1,22 1,88 0,20 300 5,25

Citalopram 3,2 0,4 2,4 1,05 1,14 660 8,19

Diklofenak 1,93 0,5 0,73 0,88 0,72 4500 4,76

Metoprolol 2,8 0,14 3,41 0,96 0,34 4500 0,17

Sertralin 12,1 9,4 36,5 6,65 5,25 180 70

Venlafaxin 2,67 0,42 3,1 1,32 0,45 570 1,39

Mangden substans som ackumulerades i de olika organismerna i forhallande till tillsatt mangd
varierade stort. Vissa lakemedel &r vattenldsliga tex karbamazepin, diklofenak, metoprolol och
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venflaxin vilket ger en lag bioackumuleringspotential. I detta f6rsok kunde mellan 1,39-5,25 % av
tillsatt méngd av de fyra ldkemedlen aterfinnas vid analys av organismerna. Sertralin som ar
fettloslig har hog fordelningskoefficient (log Kow) och binds latt till feta strukturer. For citalopram
med en intermedidr fettloslighet analyserades 8,19% av tillsatt mangd i organismerna efter 28
dygns exponering. 70% av tillsatt mangd av den fettlosliga substansen sertralin kunde aterfinnas i
de olika organismerna. Vidare var groda den organismgrupp som tog upp mest sertralin (Figur
33). Detta gdllde bade i hog- och lagdos. Man bor ha i minnet att analyserna har genomforts for att
spara de ursprungliga lakemedelsmolekylerna och inte nedbrytnings- eller omvandlingsprodukter.

Sertralin - hog dos Sertralin - lag dos

AN

m Groda m Asellus m Dafnia m Groda m Asellus m Dafnia
m Chironomid = Tubifex m Chironomid m Tubifex
Figur 33 Fordelning av sertralin i olika akvatiska organismer exponerade i microcosm fér hég och
lag dos.
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Sammanfattande diskussion och
slutsatser

I recipienten till Rimbo ARV maittes mellan december 2021 och september 2022 ett antal
mikrofororeningar i vatten och biota. Det genomfdrdes ocksa effekttester for bland annat dstrogen
aktivitet, biologiska tester med zebrafisk och dammsnécka, samt ett microcosmforsok dér arter
representerandes olika trofinivder exponerades for en blandning av olika lakemedel.

Mitningar av koncentrationer i vatten, saval i utgdende renat avloppsvatten som recipientvatten i
Vallbyéan och Kundbysjon, visar tydligt att verket bidrar med en tillforsel av ldakemedel, hormoner
och PFAS, men samtidigt att det, sérskilt for ldkemedel och hormoner, &r stor variation i hur hoga
koncentrationerna ar i utgdende vatten och i recipientvatten. I nedstrdms provpunkt varierade
totalkoncentrationen av de 24 analyserade ldkemedlen mellan 110 och 1500 ng/L. I Kundbysjon var
motsvarande <LOD och 500 ng/L. Att variationen ar stor ar att férvéanta i och med att
koncentrationerna i utgaende vatten av enskilda ldkemedel kan variera atminstone 10-faldigt
mellan olika tillfallen, samtidigt som flodet i Vallbyan varierar ungefarligen mellan 0,2 — 1,0 m3/s
mellan olika tider pa &ret. Baserat pa koncentrationer i utgdende vatten uppskattades att Rimbo
ARV arligen tillfor totalt 6 500 gram av de lakemedel som analyserats. Storst del av detta utgors av
losartan (1 000 g), ibuprofen (990 g), furosemid (810 g) och metoprolol (810).

Tillforseln av PFAS var marginell, och koncentrationerna LZPFAS11 i recipientvattnet var med
marginal under bedomningsgrunden pa 90 ng/L. Medelkoncentrationen uppstroms i Vallbyan var
8 ng/L. Nedstréms var den 10 ng/L. Aven koncentrationerna av fenoler var med marginal under
gransvardet for kemisk ytvattenstatus. For ciprofloxacin och diklofenak, de tvé lakemedel som har
bedomningsgrund enligt HVMES (2019), var koncentrationerna under maximala tillditna max- och
medelkoncentrationer.

Koncentrationen av 173-6stradiol var vid en méatning pa 7 ng/L nedstroms, men vid samma tillfalle
6 ng/L uppstroms, vilket antyder att huvuddelen av det som uppmattes nedstroms Rimbo ARV
redan fanns uppstréms om verket. I 6vrigt var koncentrationerna av denna substans lagre &n eller
omkring detektionsgrénsen pa 2 ng/L. I Kundbysjon var alla prover under detektionsgransen
vilket innebar att det inte gar att uttala sig om huruvida beddmningsgrunden for arsmedelvarde pa
0,4 ng/L overskrids, eftersom detektionsgransen ar hogre 4n denna. Samma resonemang géller for
17a-etinylostradiol som var under detektionsgransen pa 2 ng/L vid alla métningar i alla
provpunkter, men dar bedomningsgrunden ligger pa 0,035 ng/L. I ssmmanhanget kan ndmnas att
det ar vanligt forekommande att laboratoriernas detektionsgranser dr hogre an respektive
beddémningsgrund.

Risk for hormonstorande effekt i recipient avseende Ostron och 17p3-6stradiol skattades via
ekotoxikologiska riskkvoter, utifrdn uppmatta koncentrationer i utgdende vatten. Resultaten
visade pa att risk for hormonstorande effekt finns i Vallbydn och Kundbysjon. Detta motsags dock
till viss del av de Ostrogena effekttest baserat pa jastceller (YES) som genomfordes pa
recipientvatten. Vid ett av fyra mattillfallen nedstroms Rimbo ARV var koncentrationen sadan att
negativ paverkan kan foreligga, i 6vrigt var de under testets detektionsgrans pa 0,1 ng/L
Ostradiolekvivalenter/L. De tva métningarna i Kundbysjon visade pa lagre effekt an
detektionsgransen. Mojligen skulle effekten kunna vara hogre vid vinter- eller hostforhallanden —
endast var och sommar mattes. Utover YES-testet genomfordes ett annat celltest av dstrogen
paverkan av Biocell Analytica. Det testet visade i snitt pa hogre ostrogen aktivitet an YES-testet.
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Det var dock fallet att resultaten blev likvdrda i Kundbysjon och i referenssjon Syningen, samt i
nedstroms och uppstroms i Vallbyan, vilket indikerar att Rimbo ARV inte ndimnvart 6kar vattnets
Ostrogena effekt. De kemiska matningarna i utgaende vatten visar dock att ett tillskott sker (17f3-
Ostradiol mellan <2-16 ng/L i utgdende), men det forefaller inte stort nog for att resultera i
skillnader i 6strogen effekt mellan referens- och recipientvatten.

Riskkvoter i recipientvatten berdaknades aven for lakemedel, bade som skattade utifran
koncentrationer i utgaende vatten och utifran uppmatta koncentrationer i recipient. Resultaten
visade pa att risk for negativ paverkan pé vattenlevande organismer fran exponering av
citalopram, oxazepam och diklofenak foreligger. Dessa risker reduceras dock avsevart om verkets
utgdende vatten slutpoleras med antingen ozon eller GAC, vilket &r att forvénta i och med att
avskiljningen med dessa extra reningssteg for de flesta lakemedel dr atminstone 90%.

Matningar genomfordes ocksa i biota fran recipient- och referensvatten. Matningarna i fisk, har
gddda, abborre och sarv, visade pa forekomst av liakemedel, framforallt i gddda fran Kundbysjon.
Flest lakemedel detekterades i njure fran denna art. De ldkemedel som detekterades férekom i
storleksordningen enstaka till nagot tiotal ng/g vv, vilket stimmer val 6verens med tidigare
matningar i fisk fran recipienter till reningsverk (Viktor et al., 2021). Daremot hittades inga
matningar i njure av gddda i litteraturen, vilket forsvarar jamforelser. Halterna i fisk varierade
ocksa avsevart mellan de olika provtagningstillfdllena, vilket rimligtvis aterspeglar att det dven i
vattnet i Kundbysjon forekom stora skillnader mellan de olika proverna. Exempelvis var
diklofenak den substans som noterades i hogst koncentrationer i gadddans njure vid fisket i februari
(som mest 37 ng/g vv), samtidigt som diklofenak inte detekterades i gdddan fangad i maj (<0,1 ng/g
vv). I fisk fran Kundbysjon mattas ocksa PFAS i muskel fran gadda och abborre. Resultaten visade
pa generellt laga halter i relation till gransvardet f6r PFOS pa 9,1 ng/g vv i biota (HVMEFS, 2019)
samt nyligen antagna artspecifika gransvarden (European Commission, 2022). Halten PFOS i
abborren och gaddan lag mellan 0,84-0,85 ng/g vv. Gransvérdet for abborre ligger dock hogt, pa 35
ng/g vv PFOS, vilket gor att det i denna typ av utredningar inte anses som ett relevant jamforvarde
for att utrona vilka halter som &ar hoga respektive laga. I gddda ligger gransen pa 7,0 ng/g vv PFOS.
Lakemedels- och PFAS-analys i signalkrafta fran Vallbyan genomfdrdes ocksa. Ingen
lakemedelssubstans kunde detekteras i kraftans hepatopancreas och PFOS halten i dess
stjartmuskel var 0,19-0,23 ng/g vv. Gransvardet ligger pa 3,0 ng/g vv (European Commission,
2022). Sammantaget visar genomférda métningar av ladkemedel i biota att njure av gadda dr en
lamplig matris for undersokning av lakemedel. Denna slutsats forsvagas dock av att endast ett
prov av sarv respektive abborre analyserats och det inte hittats litteraturvarden som bekréftar eller
falsifierar detta. Resultaten pekar ocksa mot att halter av lakemedel i krafta kan forvéntas vara
under vanligt forekommande detektionsgrinser d&ven om de levt i en recipient till ett reningsverk
med endast mattlig utspadning av det utgaende vattnet.

Det microcosmforsok som genomfordes, dir ett antal organismer exponerades for tva olika doser
av sex utvalda lakemedelssubstanser visade inte pa nagra akuta toxiska effekter i form av
paverkan pé reproduktion och tillvaxt. Forsoket visade dock att olika organismer kan ha en stor
skillnad i upptag av likemedel frdn omgivande vatten, samt att vissa lakemedel tenderar att tas
upp i olika omfattning. Det bor ndmnas att koncentrationerna i det vatten som
forsoksorganismerna exponerats for var betydligt hdgre jamfért med vad som anses ekologiskt
relevant. Lagdosen hade koncentrationer i storleksordningen 6-150 pg/L, och hogdosen 10 ganger
hogre &n det. Aven i forsdket med sebrafisk och dammsnécka, som exponerats for utgaende
avloppsvatten samt utgdende behandlat med GAC och ozon, noterades inga tydliga negativa
effekter pa tillvaxt, reproduktion eller genuttryck hos de organismer som exponerats for det
utgaende vattnet.
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Vid jamforelse mellan genomforda delstudier framtrader en bild med i viss man motstridiga
resultat, dar berdknade riskkvoter visade att risk for negativa effekter pa akvatiska organismer i
recipienten kan forekomma pa grund av férhjda koncentrationer av dstrogena hormoner och
lakemedel, medan de genomforda akvarieférsoken inte gav stod for att negativa effekter
forekommer. Inte heller de dstrogena effektester som genomfordes gav stod for att det forekommer
skillnader i 6strogen effekt mellan referens- och recipientvatten. Att riskkvoterna, som utgar fran
predicted no effect concentration (PNEC), skiljer i forhallande till utforda tester med exempelvis
zebrafisk eller bottenlevande fauna ar dock i sig inte forvanande. Framtagandet av PNEC
(Agerstrand, 2019) baseras pa studier av olika typer av akvatiska organismer som beréknat 10
observed effect concentration (NOEC). PNEC berdknas sedan utifran NOEC och en sammanvagd
osdkerhetsfaktor (vanligtvis mellan 10-1000) som leder till att PNEC ofta blir betydligt ldgre &n ett
NOEC fran en enskild studie. I sin tur betyder det att &ven om negativa effekter inte noterats i en
studie vid koncentration X av ladkemedel Y pa en akvatisk organism s& kan PNEC for just det
lakemedlet &ndé vara flera tiopotenser under koncentrationen dér inga negativa effekter noterades.
De akvarieforsok som genomforts till grund f6r denna rapport dr dessutom korttidsstudier
undersokande akut toxicitet, medan de studier som foredras vid berdkning av PNEC ar
langtidsstudier undersokande kronisk toxicitet.

Slutsatser:

- De provtagningar som genomfdrdes mellan december 2021 och september 2022 visar att
organismer i Vallbyan och Kundbysjon exponeras for flertalet lakemedel, i nivaer
varierande mellan <LOD och nagra hundratal ng/L. Sddana nivaer beddms vara vanligt
forekommande i recipienter till ARVs med lag till mattlig spadning.

- Matningarna av lakemedel i biota visade pa ett varierande upptag. Det forekom stor
skillnad mellan olika arter, olika tidpunkter och olika organ. Underlaget var inte stort nog
for ndgra mer genomgaende statistiska analyser, men det framkom en indikation av att
njure av gddda ar en lamplig matris for att undersoka forekomst av lakemedel i biota. I
signalkrifta detekterades inga liakemedel, vilket indikerar att detta inte &r en lamplig
organism for att undersoka forekomst av lakemedel i biota.

- Tillskottet av fenoler och PFAS fran Rimbo ARV till recipienten bedoms som lagt eller
mattligt. PEAS-halter i fisk och krifta ligger langt under gallande saluforingsgransvarden.

- De ekotoxikologiska riskkvoter som berdknades visar pa att det forekommer risk for
negativ paverkan pa organismer i recipienten fran ett antal lakemedel. Denna risk

reduceras med tilldgg av avancerad rening i form av antingen ozon eller granulerat
aktiverat kol (GAC).

- Det akvarieférsok som genomfordes med zebrafisk och dammsnécka visade inte pa
negativ paverkan pa de exponerade organismerna. Detta visar att ekotoxikologiska
riskkvoter baserade pa koncentrationer i utgdende vatten och akvarietester med samma
utgaende vatten kan ge olika resultat, vilket forefaller rimligt utifrdn hur de olika
metoderna ar konstruerade.

- Det microcosmforsok som genomfordes visade pa stor variation i upptag av lakemedel i
olika organismgrupper och av olika lakemedel.
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- Viss risk for hormonstorande effekt i recipient kan férekomma i recipienten, baserat pa de
tre sdtt att mata detta som anvandes: kemisk analys av dstrogena hormoner, samt
effekttesterna YES och ER-aktivitet. Bilden &ar dock inte pa nagot sétt entydig, da de
Ostrogena hormonerna och den dstrogena effekten i flera fall var likartad i referens- och
recipientvatten.

- Irelation till effektester av Ostrogen effekt framstar kemisk analys som ett trubbigt
instrument, pa grund av att detektionsgranserna ofta dr hogre an bade
beddmningsgrunder och vanligt forekommande koncentrationer, vilket dr kant sedan
tidigare. Effektesterna & andra sidan visade pa i viss man olika resultat, med hogre
Ostrogen effekt i ER-test jamfort med YES-test.

- Den uppsittning effekttester baserade pa humanceller som anviandes (daribland ER-
aktivitet) dr en relativt ny och obeprévad metod som bedéms bidra med anvandbar
information vid utvérdering av ett vattens potentiellt negativa effekter pa akvatiska
organismer.

- Sammantaget ger utférda undersokningar och biologiska tester svagt stod for att det ar
motiverat att infora mer avancerad rening vid Rimbo ARV avseende studerade
mikrofororeningar. Den begransade miljonyttan med att infora avancerad rening vid
Rimbo ARV som resultaten pekar mot bor dven vigas mot annan miljo- och
klimatpaverkan som implementering och drift av den avancerade reningen medfor.

- Inom EU foreslas ett nytt sa kallat avloppsvattendirektiv, vilket kommer att stilla
strangare krav an vad som hittills gaillt avseende pa avskiljning av lakemedelsrester och
andra mikrof6roreningar. Det dr darfor viktigt att fler utredningar genomfors som kastar
ljus 6ver mikrofdroreningars eventuella ekologiska betydelse . Det forsoksuppldagg som
hér anvants, med upprepad provtagning 6ver en langre tidsperiod bade uppstréms och
nedstroms reningsverket, samt nyttjande av konventionella kemiska matningar, biologiska
tester och effekttester, bor vara anvandbart i framtida studier.
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Appendix A

Detta appendix redovisar kompletterande information till Delstudie 1.

Tabell A:1 Likemedelskoncentrationer (ng/L) vid uppstroms provtagningspunkt i Vallbyan. Tva
mitningar genomfordes i februari (8e och 14e).

Atenolol <3 <2 <2 <1 <5 <5 <5 <1
Karbamazepin <14 <23 <23 <21 <17 <17 <20 1-3
Ciprofloxacin - <20 <20 - - - - <5
Citalopram <2 <4 <4 <1 <3 <10 <10 <1
Klaritromycin <1 <2 <2 <2 <10 <10 <10 <3
Diklofenak <6 4-14 4-14 1-2 <5 <3 <5 <5
Erytromycin <4 <10 <10 <0.3 <10 <10 <10 <1
Flukonazol <7 <6 <6 <7 <8 <9 <9 <1
Furosemid <44 <12 <12 <13 <20 <9 <4 <12
Ibuprofen <22 <40 <40 3 <29 <4 <16 <13
Ketokonazol - <30 <30 -- -- - -- -
Losartan <7 <4 4-14 <4 <10 6-19 <10 1-2
Metotrexat - <4 <4 <2 <2 <2 <10 <1
Metoprolol <6 4-12 4-12 <4 <3 <3 <5 <2
Naproxen 1-6 2-7 2-7 <3 <8 <2 <5 <7
Oxazepam <9 <8 <8 <2 <3 <5 <5 <1
Paracetamol <26 <13 <13 <11 <7 <7 <5 <3
Propranolol <2 <0.5 <0.5 <5 <5 <5 <5 <1
Sertralin <2 <1 <1 <1 <1 <4 <3 <1
Sulfametoxazol <28 <26 <26 <5 <5 7-23 <10 <13
Tramadol <10 <15 <15 <15 <11 <11 <18 ---
Trimetoprim <3 1-3 1-3 <2 <5 <5 <2 <1
Venlafaxin <4 3-11 <3 <3 <3 <3 <4 1-2
Zolpidem <2 <1 <1 <3 <5 <5 <5 <1
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Tabell A:2 Likemedelskoncentrationer (ng/L) vid nedstréms provtagningspunkt i Vallbyan. Tva
matningar genomfoérdes i februari (8e och 14e).

dec feb mar apr ’ maj juni sep

2021 2022 A 2022 2022 2022 2022 2022
Atenolol <3 10 2-7 1-4 <5 <5 <5 8
Karbamazepin <14 <23 <23 <21 <17 <17 <20 26
Ciprofloxacin - <23 <23 -- -- - -- <5
Citalopram 8 21 19 4 <3 <10 <10 16
Klaritromycin 1-3 14 15 2-5 <10 <10 <10 3-10
Diklofenak 48 210 160 23 5-18 14 5-20 47
Erytromycin <4 <10 <10 <0.3 <10 <10 <10 1-3
Flukonazol <7 6-19 <6 <7 <8 <9 <9 21
Furosemid <44 60 46 <13 20-60 35 39 260
Ibuprofen <22 580 610 17 <29 <4 16-54 <13
Ketokonazol - <30 <30 - - - - -
Losartan 47 110 97 27 10-34 36 97 330
Metotrexat -— <4 <4 <2 <2 <2 <10 <1
Metoprolol 49 150 170 34 13 24 <5 170
Naproxen 32 88 72 54 8-28 11 26 50
Oxazepam 9-30 47 36 7 3-11 5-16 5-18 23
Paracetamol <26 59 13-44 <11 <7 <7 <10 <3
Propranolol <2 10 8 <5 <5 <5 <5 4
Sertralin <2 3 4 <1 1-2 <4 <3 1-4
Sulfametoxazol <28 26-86 130 <5 <5 <7 10-33 43
Tramadol <10 15-49 15-49 <15 <11 <11 <18 -
Trimetoprim <3 7 10 2-6 <5 <5 <2 3
Venlafaxin 4-20 45 38 3-10 <3 3-10 <4 110
Zolpidem <2 <1 <1 <3 <5 <5 <5 <1

Tabell A:3 Likemedelskoncentrationer (ng/L) i Rimbo ARVs utgaende vatten. Triplikat av samma

veckoprov i december.

dec 2021 A dec 2021 | dec 2021

B
Atenolol 99 85 99 96 66 13 22 60
Karbamazepin 160 150 150 110 150 17-58 210 180
Ciprofloxacin --- - - 220 - - - 43
Citalopram 300 280 240 200 110 56 29 88
Klaritromycin 25 26 29 100 47 <10 36 110
Diklofenak 1700 1700 1800 1400 580 120 400 340
Erytromycin 77 63 65 <10 <0.3 2 <10 1-3
Flukonazol 100 100 110 61 65 8-27 200 180
Furosemid 1900 2100 2100 690 370 150 1000 1800
Ibuprofen 2300 2100 2100 4500 370 29-96 370 13-44
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Ketokonazol --- - - 30-120 - - - ---
Losartan 1400 1300 1400 850 890 250 1700 2500"
Metotrexat - - - <4 <2 <2 <10 1-3
Metoprolol 1500 1600 1600 1400 840 270 510 1500
Naproxen 960 870 1100 590 1600 180 540 170
Oxazepam 640 550 540 470 200 70 340 300
Paracetamol 200 220 220 <13 11-36 <7 33 <3
Propranolol 110 130 110 75 70 5-20 5-20 38
Sertralin 53 52 44 50 28 22 39 11
Sulfametoxazol 730 710 690 560 200 69 270 400
Tramadol 340 370 340 210 260 81 320 ---
Trimetoprim 79 71 82 84 97 27 23 33
Venlafaxin 440 580 460 320 180 77 210 980
Zolpidem 2-5 2-5 2-5 1-4 <3 <5 <5 1-2
Tabell A:4 Likemedelskoncentrationer (ng/L) i Syningen.
feb 2022 maj juni

2022 2022
Atenolol <2 <5 <5
Karbamazepin <23 <17 <20
Ciprofloxacin <20 - -
Citalopram <4 <10 <10
Klaritromycin <2 <10 <10
Diklofenak <4 <3 <5
Erytromycin <10 <10 <10
Flukonazol <6 <9 <9
Furosemid <12 <9 <4
Ibuprofen <40 <4 <16
Ketokonazol <30 - --
Losartan <4 <6 <10
Metotrexat <4 <2 <10
Metoprolol <4 <3 <5
Naproxen <2 <2 <5
Oxazepam <8 <5 <5
Paracetamol <13 <7 <10
Propranolol <1 <5 <5
Sertralin <1 <4 <3
Sulfametoxazol <26 <7 <10
Tramadol <15 <11 <18
Trimetoprim 1-3 <5 <2
Venlafaxin <3 <3 <4
Zolpidem <1 <5 <5
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Tabell A:5 Likemedelskoncentrationer (ng/L) i Kundbysjon.

December | Februari | Maj Juni
(2021)
Atenolol <3 <2 <5 <5
Karbamazepin <14 <23 <17 <20
Ciprofloxacin - <20 - -
Citalopram 9 <4 <10 <10
Klaritromycin 1-3 <2 <10 <10
Diklofenak 83 <4 3-11 <5
Erytromycin <4 <10 10-40 <10
Flukonazol <7 <6 <9 <9
Furosemid <44 <12 <9 <4
Ibuprofen 100 <40 <4 16-
54
Ketokonazol --- <30 - -
Losartan 73 <4 25 45
Metotrexat --- <4 <2 <10
Metoprolol 84 <4 28 <5
Naproxen 54 <2 2-8 5-20
Oxazepam 9-30 <8 5-16 5-18
Paracetamol 26-30 <13 <7 <10
Propranolol 2-6 <0.5 <5 <5
Sertralin <2 <1 <4 <3
Sulfametoxazol <28 <26 <7 <10
Tramadol 10-42 <15 <11 <18
Trimetoprim <3 <1 <5 <2
Venlafaxin 4-20 <3 3-10 <4
Zolpidem <2 <1 <5 <5
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Likemedel (ng/g vv) i muskel i fisk fran Syningen och Kundbysjon. Fangad den 14-15
februari 2022. *halt under detektionsgrans (LOD). **halten dr mellan detektionsgransen
och kvantifieringsgransen (LOQ).

Substans Syningen | Syningen | Kundby | Kundby | Syningen | Kundby | LOD
Gidddal | Gidda2 | Gddda | Gadda | Gadda3 | Abborre
Muskel Muskel 1 2 Muskel 1
Muskel | Muskel Muskel

Atenolol * * 9.2 9.2 * * 1 3
Karbamazepin * * * * * * 13 44
Citalopram * * * * * * 5 16
Klaritromycin * * * * * * 2 7
Diklofenak * * * * * * 3 9
Erytromycin * * * * * * 7 22
Fluconazol * * * * * * 4 15
Furosemid * * * * * * 1

Ibuprofen * * * * * * 1 4
Losartan * * * * * * 8 26
Metotrexat * * * * * * 5 16
Metoprolol * * * * * * 2 7
Naproxen ** * * * * * 0 1
Oxazepam * * * * * * 3 10
Paracetamol * * * 26 * * 6 19
Propranolol * * * * * * 1 3
Sertralin * * * * * * 4 14
Sulfametoxazol * * * * * * 4 13
Tramadol * * * * * * 8 27
Trimetoprim * * * * * * 1

Venlafaxin * * * * * * 2

Zolpidem * * * * * * 1 4
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Likemedel (ng/g vv) ilever i fisk fran Syningen och Kundbysjon. Fangad den 14-15
februari 2022. *halt under detektionsgrans (LOD). **halten dr mellan detektionsgrinsen
och kvantifieringsgransen (LOQ).

Substans Syningen | Syningen | Kundby | Kundby
Giddda3 | Gidda2 | Gddda | Abborre
Lever Lever 1Lever | 1Lever
Atenolol * * * * 1 3
Karbamazepin * * * * 13 44
Citalopram * * * * 5 16
Klaritromycin * * * * 2 7
Diklofenak * * * * 3 9
Erytromycin * * * * 7 22
Fluconazol * * * * 4 15
Furosemid * * * * 1
Ibuprofen * * * * 1 4
Losartan * * * * 8 26
Metotrexat * * * * 5 16
Metoprolol * * * * 2 7
Naproxen * * * * 0 1
Oxazepam * * * * 3 10
Paracetamol * * * * 6 19
Propranolol * * * * 1 3
Sertralin * * * * 4 14
Sulfametoxazol * * * * 4 13
Tramadol * * * * 8 27
Trimetoprim * * * * 1 4
Venlafaxin * * * * 2 7
Zolpidem * * * * 1 4
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Tabell A:8 Likemedel (ng/g vv) i njure i fisk fran Syningen och Kundbysjon. Fangad den 14-15
februari 2022. *halt under detektionsgrans (LOD). **halten dr mellan detektionsgrinsen
och kvantifieringsgransen (LOQ).

Substans Syningen | Syningen | Kundby | Kundby | Kundby
Gidda2 | Giddda3 Abborre
Njure Njure 1 Njure
Atenolol * * * * * 1 3
Karbamazepin * * * * * 13 44
Citalopram * * * * * 5 16
Klaritromycin * * * * * 2 7
Diklofenak 18 14 37 33 * 3 9
Erytromycin * * * * * 7 22
Fluconazol * * * * * 4 15
Furosemid * * * 43 * 1
Ibuprofen * 4.5 * 12 * 1 4
Losartan * * * ** * 8 26
Metotrexat * * * * * 5 16
Metoprolol * * o o * 2 7
Naproxen * ** ** 11 * 0 1
Oxazepam * * * * * 3 10
Paracetamol * * * * * 6 19
Propranolol * * * * * 1 3
Sertralin * * * * * 4 14
Sulfametoxazol * * * * * 4 13
Tramadol * * * * * 8 27
Trimetoprim * * * * * 1 4
Venlafaxin * * * * * 2
Zolpidem * * * * * 1 4
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Tabell A:9 Likemedel (ng/g vv) i galla i fisk fran Syningen och Kundbysjon. Fangad den 14-15
februari 2022. *halt under detektionsgrans (LOD). **halten dr mellan detektionsgriansen
och kvantifieringsgriansen (LOQ).

Substans Kundby | Syningen | Kundby | Syningen
Gidda 2 | abborre

galla 1 galla

Atenolol * * * * 1 3
Karbamazepin * * * * 13 44
Citalopram * * * * 5 16
Klaritromycin * * * * 2 7
Diklofenak * * * * 3 9
Erytromycin * * * * 7 22
Fluconazol * * * * 4 15
Furosemid * * * * 1

Ibuprofen * * * * 1 4
Losartan * * * * 8 26
Metotrexat * * * * 5 16
Metoprolol * * * * 2 7
Naproxen * * * * 0 1
Oxazepam * * * * 3 10
Paracetamol * * * * 6 19
Propranolol * * * * 1 3
Sertralin * * * * 4 14
Sulfametoxazol * * * * 4 13
Tramadol * * * * 8 27
Trimetoprim * * * * 1 4
Venlafaxin * * * * 2 7
Zolpidem * * * * 1 4
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Tabell A:10 Likemedel (ng/g vv) i gddda fran Syningen, gddda och sarv fran Kundbysjon och
samlingsprov (4-5 individer) av hepatopankreas i krifta fran Vallbyan. Ett prov uppstroms
och tva nedstroms.

Syningen | Kundby | Kundby Upp Ned A Ned B
Krifta Krifta Krifta

(hepato) | (hepato) | (hepato)

Atenolol * * * * * * 0,2 0,5
Karbamazepin * * * * * * 0,2 0,7
Citalopram * * * * * * 0,3 1,1
Klaritromycin x* 5,7 * * * * 0,3 1,0
Diklofenak * * * * * * 0,3 1,1
Erytromycin * * * * * * 0,1 0,3
Fluconazol * * * * * * 01 03
Furosemid * * * * * * 0,2 0,5
Ibuprofen * * * * * * 0,5 1,5
Losartan * * * * * * 1,1 3,6
Metotrexat - - - - - - - -
Metoprolol * * * * * * 0,2 0,8
Naproxen * * * * * * 0,3 1,0
Oxazepam * 8,7 * * * * 0,5 1,7
Paracetamol * * * * * * 0,3 1,0
Propranolol * * * * * * 0,2 0,7
Sertralin * * * * * * 0,4 1,3
Sulfametoxazol * 20,0 * * * * 1,5 5,0
Tramadol * g * * * * 0,3 1,0
Trimetoprim * * * * * * 0,3 1,0
Venlafaxin * 1,0 1,0 * * * 0,3 0,9
Zolpidem * * * * * * 0,2 0,5
Venlafaxine x* 1,1 x* * * * 0,1 0,3
Zolpidem * * * * * * 0,2 0,5
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Tabell A:11 PFAS i stjartmuskel av krifta i Vallbyan, ett prov uppstroms och ett prov nedstroms, samt i
muskel av abborre och gddda frain Kundbysjon. Abborren dr samlingsprov av tre
individer. *Halt ldgre dn detektionsgrinsen (LOD).

Substans Krifta Krifta Krifta Kundby | Kundby LOD
uppstroms | nedstroms | nedstroms | abborre gddda
(A) (B)

PFPeS * * * * 0,02 0,06
PFHxS * 0,16 0,09 | * * 0,03 0,11
PFHpS * * * * * 0,06 0,19
PFOS 0,10 0,34 0,23 0,85 0,84 0,02 0,06
PFNS * * * * * 0,04 0,12
PFDS * * * * * 0,11 0,38
PFUNnDS * * * * * 0,02 0,06
PFDoDS * * * * * 0,07 0,23
6:2 FTS * * * * * 0,04 0,15
8:2 FTS * * * * * 0,09 0,29
PFOSA * * * * 0,35 0,01 0,04
PFHxA * * * * * 0,05 0,18
PFHpA * * * * * 0,07 0,23
PFOA * * * * * 0,13 0,44
PFNA 0,09 0,05 | * 0,05 | * 0,04 0,14
PFDA 0,09 0,23 0,14 0,33 0,26 0,08 0,27
PFUnDA 0,18 0,16 0,19 0,17 0,12 0,03 0,10
PFDoDA * * 0,17 | * * 0,04 0,14
PFTrDA * * * * * 0,03 0,10
PFTeDA * * * * * 0,03 0,09
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Appendix B

Detta appendix redovisar kompletterande information till Delstudie 2.

Tabell B:1 Vattenkemiska parametrar och likemedelshalter uppmaitta under férsdksperioden.
Uppskattade nolleffektkoncentrationer (PNEC) baseras pa rekommenderade virden for
sotvattensrecipient. Fér kustnara recipient bor tio gdnger ligre PNEC-virden beaktas.

Medel+SD | Medel+SD | Medel+SD | Medel+SD

Temperatur °C 26,4+1,0 25,9+0,2 26,4+0,7 26,6+0,4
Zebrafisk

Temperatur °C 20,2+0,51 20,2+0,51 20,2+0,38 20,2+0,38
Dammsnacka

Surhet pH 8,18+0,07 7,85+0,1 7,90+0,0 7,82+0,13
Konduktivitet puS/em | 282+2,3 749+38 745+31 737+31
TOC (Totalt mg 4,3* 8,1+3,0 8,5+0,6 7,4+5,8

organiskt kol) C/L

Léakemedel PNEC** | PNEC**
Atenolol ng/l <5 29+5,4 <5 <5 32000 150000
Ciprofloxacin ng/l <10 - - - 64 89
Citalopram ng/l <5 120+14 <3 <3 0,075 16000
Diklofenak ng/l <10 373+101 <5 <5 50 50
Erytromycin ng/l <20 2,4+1,1 <10 <10 20 200
Flukonazol ng/l <1 70+24 <8 <8

Furosemid ng/l - 303+116 <20 <20 156

Ibuprofen ng/l - 8,6+4,5 7,943 4,4+3,1 102000
Karbamazepin ng/l 4 | 12528 <17 <17 50
Ketoconazol ng/l <10 - - -

Klaritromycin ng/l <1 <30 <10 <10 120
Losartan ng/l <5 597+120 19+4,5 26+10,8 78000
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Metoprolol ng/l <5 46376 8,3+2,6 1,5+1,4 2590 8600
Metotrexat ng/l - 1,3+0,5 0,6+0,2 0,9+0,2
Naproxen ng/l - 137+82 2,6+1,7 42+21 15000 1700
Oxazepam ng/l <5 223+66 27+11,7 <3 10
Paracetamol ng/l <10 1,5+0,2 <7 <7 46000 134000
Propanolol ng/l <50 45+9 <5 <5 228 410
Sertralin ng/l <10 18+6,8 <3 <3 9,4 91
Sulfametoxazol | ng/l <5 164+85 <5 <5 118 600
Tramadol ng/l 8 | 157+37 <11 <11
Trimetoprim ng/l 1 | 102+26 <5 <5 500 100000
Venlafaxin ng/l <0,5 110+22 <3 <3 38,

42000
Zolpidem ng/l <0,5 <10 <5 <5
Summa 90 3067 120 61
lakemedel ng/L
Reningsgrad*** | % 95 97

*Data fran Norrvatten

** Rekommenderade PNEC-virden Agerstrand 2019

*** NORMAN Ecotoxicology Database — Lowest PNECs based on experimental data
****Medelreningsgrad berdknat per enskilt &mne
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Tabell B:2 Resultat for zebrafisk exponerad under tre veckor for olika forsoksvatten. For
mitresponser dar skillnader finns mellan grupper visas detta genom att grupper dar data ej
skiljer sig delar samma bokstav (* B).
Respons Enhet KV UT oz GAC
Medel+SD Medel+SD Medel+SD Medel+SD
Storlek/éverlevnad
Overlevnad % 100 100 100 100
Vikt honor mg 595 693 655 657
+72 +27 +24 +47
Vikt hanar mg 525 571 617 565
+22 *75 +33 +26
Léngd honor mm 36,6 37,8 37,8 37,8
+0,6 +0,9 +0,7 +1,0
Léngd hanar mm 36,3 37,1 36,6 36,0
+1,2 +1,3 +0,5 +0,9
BCF honor g*cm?*100 1,20 1,29 1,20 1,22
+0,11 +0,06 +0,04 +0,02
BCF hanar g*cm?*100 1,104 1,114 1,268 1,2048
+0,06 +0,10 +0,11 +0,08
Reproduktion
Lektillfallen Antal/21 lekdagar 21 19 20 19
Aggliggning dag Antal dgg/hona/dag 22 23 21 14
+9 *16 +18 +5
Agglaggning vecka Antal dgg/hona/vecka 151 159 145 95
-Total +41 +38 +34 27
Antal dgg/hona/vecka 140 127 114 76
+37 +28 +27 +21
-Befruktade dgg
Antal dgg/hona/vecka 11 32 31 19
+4 £10 +8 +7
-Obefruktade dgg
Simbeteende
Simdistans honor m/10min 27 28 28 27
*10 +7 +5 +11
Simbeteende honor k-varde 43 8,0 10,1 6,9
+4,7 +6,4 +14,0 +1,4
Simdistans hanar m/10min 29 27 28 28
+9 +9 +11 +10
Simbeteende hanar k-véarde 2,5 5,9 11,7 11,1
+5,5 +3,2 +7,0 +6,7
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Tabell B:3 Resultat f6r genuttryck hos honor och hanar av zebrafisk exponerade for olika
forsoksvatten. For mitresponser dar skillnader finns mellan grupper visas detta genom att
grupper dar data ej skiljer sig delar samma bokstav (4 B).

Log rel. genuttryck KV UT oz GAC
Medel+SD Medel+SD Medel+SD Medel+SD
Homnor
Rpl13a -0,057+0,35 0,056+0,26 0,012+0,27 0,12+0,090
Nrf2 -0,16+0,21 -0,25+0,15 -0,066+0,21 -0,11+0,14
Ar -0,093+0,424 -0,14+0,284 -0,37+0,1948 -0,36+0,248
Era 1,0+0,15 0,95+0,24 0,75+0,34 0,87+0,38
Cyplal -0,20+0,20 -0,21+0,23 -0,21+0,22 -0,22+0,16
Cyp3a65 -0,40+0,12 -0,66+0,41 -0,55+0,39 -0,97+0,54
Vigl 1,7+0,21 1,8+0,18 1,6+0,14 1,63+0,11
Mt -0,23+0,344 -0,70+0,268 -0,86+0,518 -0,60+0,258
Hanar
Rpl13a 0,057+0,16 0,12+0,18 0,083+0,070 -0,011+0,22
Nrf2 0,18+0,21 0,14+0,10 0,15+0,12 0,034+0,28
Ar -0,18+0,344 -0,10+0,18~ 0,34+0,2248 -0,56+0,568
Era -0,77+0,13 -0,97+0,24 -0,75+0,11 -0,84+0,29
Cyplal 0,20+0,19 0,18+0,22 0,16+0,24 0,008+0,31
Cyp3a65 0,38+0,24 0,3440,16 0,20+0,23 0,32+0,44
Vigl -2,0+0,96 -1,9+0,45 -1,8+0,57 -1,6+0,11
Mt 0,23+0,114 -0,33+0,478 -0,12+0,288 -0,36+0,528
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Tabell B:4 Resultat for dammsnéickor exponerad under tre veckor for olika forsoksvatten. For
mitresponser dar skillnader finns mellan grupper visas detta genom att grupper dar data ej
skiljer sig delar samma bokstav (* B).
Respons Enhet 194Y% UT (0)4 GAC
Medel+SD Medel+SD Medel+SD Medel+SD
Storlek/éverlevnad
Overlevnad % 92+11 68+30 92+18 60+37
Vikt g 2,08+0,11 2,10+0,29 2,10+0,29 1,86+0,19
Langd mm 30,9+1,1 32,2+0,44 32,6x1,7 31,0+1,1
BCF g*cm™*100 7,22+1,02 6,41+0,81 6,17+0,94 6,26+0,72
Reproduktion
Kokonger
Vecka 14 Antal/individ 1,8+0,20 0,80+0,40 0,64+0,43 0,87+0,56
Vecka 2B Antal/individ 1,4+0,69 1,9+0,23 1,5+0,51 2,4+0,57
Vecka 3 © Antal/individ 2,9+0,67 2,9+0,95 3,6+0,53 3,6+1,1
Agg
Veckal4 Antal/individ 98,1+17 53,3+31 35,0+28 47,7433
Vecka 2B Antal/individ 10854 131+14 110+30 166+34
Vecka 3 © Antal/individ 207+38 200+78 265+37 245+92
Daliga dgg
Vecka 1 Antal/individ 0,66+0,27 0,16+0,17 0,20+0,20 0,21+0,24
Vecka 2 Antal/individ 0,27+0,31 0,24+0,17 0,16+0,36 1,5+2,6
Vecka 3 Antal/individ 0,73+0,50 0,27+0,36 0,39+0,19 0,32+0,35
Log rel. genuttryck
EF 0+0,24 0,014+0,31 0,016+0,20 0,031+0,34
Cat 0+0,11 0,010+0,12 0,076+0,13 0,14+0,19
Gpx 0,011+0,30 -0,021+0,29 0,14+0,23 0,051+0,26
Nr3d 0,0022+0,11 0,11+0,088 0,11+0,13 0,048+0,17
Cyp3a 0,023+0,91 0,18+0,81 0,24+0,85 0,48+0,70
YF 00,20 -0,013+0,12 -0,027+0,12 -0,0006+0,12
MT 040,22 -0,081+0,26 -0,059+0,16 0,11+0,24
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Appendix C

Kompletterande tabell till Delstudie 3.

Tabell C:1 Beriknade biokoncentrationsfaktorer baserat pa dosen likemedel tillsatt till vattenfasen
(ng/L) dividerat med den analyserade mingden i organismerna (ng/g vatvikt) efter 28
dygns exponering fér hog och lag dos. Fordelningskoefficienten mellan oktanol/vatten
(Log Kow) anges som jamforelse.

Dos Karbamazepin | Citalopram | Diklofenak [ Metoprolol | Sertralin | Venlafaxin

Chironomid 2,56 5.32 6.6 0.31 327 0.58
Tubifex 18 187 0.42 0.13 184 0.55
Dafnia Hog | 2.85 15 1.63 252 42 3.42
Asellus 2.63 477 0.76 0.88 234 17
Groda 147 113 0.62 3.05 128 4.08
Chironomid 12,2 6.41 4.69 1 17 1.35
Tubifex 238 1.36 0.16 0.11 46.7 0.15
Dafnia ) 42 9.82 1.09 0.64 242 0.06
Asellus N ETY: 149 0.8 2.99 40 7.47
Groda 55 03 0.47 165 194 159
Log Kow 245 3.74 451 1.88 5.51 3.20
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