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Sammanfattning

Ostrogenhalten undersoktes i avloppsvatten och fran vatten nedstroms fran fyra reningsverk.
Vattenproverna undersoktes pa Eurofins laboratorium i Lidkoping. Nagot konstgjort dstrogen
hittades inte. Naturligt 6strogen som aven det paverkar konsbildningen fanns i méatbara
mangder. Det &r svart att besvara fragan om mangderna var sa pass stora att vidare atgarder ar
nodvandiga att utfora. Undersokningen gjordes majlig genom bidrag fran myndigheter och
organisationer.
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Inledning

1.1 Projekt i miljokunskapen pa Lagmansgymnasiet

I miljokunskapen pa Lagmansgymnasiet har det blivit en tradition att undersoka aar i Vastra
Gotaland. De forsta aren genomférdes noggranna undersokningar av Nossan nar det galler
narningsamnen, metallhalter, pH-varde och sa vidare. Tredje aret genomfordes ett jamférande
studium av sex aars fargvariationer samt erosionsstudier pa Lidan.

Avrets projekt handlar om dstrogenpéverkan och éstrogenundersékningar i tva &ar. Under
lasaret fick tva elever en utmarkelse for sitt projekt om hur konshildningen hos paddor
paverkas av 6strogen. Detta inspirerade till fortsatta undersékningar kring 6strogen i vara
narliggande vattendrag. Ingen annan myndighet eller vattenvardsforbund har haft planer pa att
undersoka Ostrogenhalten i Nossan.

1.2 Problem med dstrogen, Bakgrund

Undersokningar har visat att p-pillerrester i sjéar och vattendrag kan utrota fiskarter,
framforallt de med kort livslangd. Detta har bland annat visats i en kanadensisk studie utford i
en konstgjord testsjo. Djuren blev tvakonade eller sterila vilket gjorde att de utrotades. Dess
predatorer blev pa s sitt indirekt paverkade av Gstrogenrester. Aven groddjur har drabbats
med en feminisering pa grund av 6strogen. Fiskar drabbas varre (av lagre halter) an groddjur
da de hela tiden befinner sig i vattnet.

Ostrogenrester i utslappsvattnet kan renas med hjalp av nagot ombyggda basséanger i
reningsverk samt att vattnets omloppstid forlangs i luftningsbassangerna dar den biologiska
nedbrytningen sker. Den biologiska reningen i reningsverk spelar storsta rollen vid
nedbrytning av dstrogen.

1.3 Syfte och fragestéllningar

Kommer det skadliga mangder 6strogen ut fran narliggande reningsverk i Vara, Nossebro,
Herrljunga och Grastorp?

Att ta reda pa om det finns mycket 6strogen eller inte i utsldppen och hur mangderna &r i
vattendragen.

Informera om resultatet till berérda organisationer och myndigheter.



2. Andra undersokningar av ostrogenhalter och dess paverkan

2.1.1 Undersokningar pa fiskar

Fiskar har visats vara kansliga for dstrogener. En langre tids studium gjordes pa fiskarter i
Kanada under ledning av Karen Kidd. Under sju ar holls halter pa > 1 ng/L i en konstgjord sjo
i Lakes Area i nordvastra Ontario. Undersokningen visade att sa sma koncentrationer som 5-6
ng/L av etinylestradiol ledde till feminisering av hanar av arten amerikansk elritsa
(Pimephales promelas) och darmed forsvann 99% av dessa sma kortlivade fiskar, vilka lever
1- 4 ar, redan efter 1ar. Efter tva ar minskade aven antalet av de storre fiskarna vilka livnarde
sig pa de mindre fiskarna. Det finns fiskarter som ar annu kénsligare men de finns inte i
Nossan men de allra mest kénsliga &r fiskyngel. Det positiva var att nar etinylestradiol
forsvann aterhamtade sig fiskarna och 6kade i antal. Ekosystemet aterhamtade sig.

2.1.2 Undersokningar/paverkan pa groddjur

Cecilia Berg och Irina Petterson vid Uppsala universitet har i en rapport visat att groddjur ar
kéansliga for 6strogen. De har testat tva olika arter av grodor, vanlig groda (Rana temporaria)
och en liten tropisk grodart (Xenopus tropicals). De visade att dstrogenet orsakar konsbyte pa
groddjur redan vid mycket sma mangder som 18 ng/L.

Pa Lagmansgymnasiet genomfordes 2007 studier av 6strogenpaverkan pa vanlig padda (Bufo
bufo). Resultaten visade, att da det fanns rester av p-piller i vattnet paverkades konshildningen
hos paddorna, fler honor an hanar utvecklades. Da det fanns extra mycket p-pillerrester i
vattnet blev det endast honor och dessa blev ocksa storre.

2.1.3 Undersokningar pa olika vattenreningsverk och avloppsreningsverk

Undersokningar ar 2005 i tre vattenverk i Stockholm har visat att etinylestradiol finns i laga
halter i renat dricksvatten 0,4 ng/L.

Etinylestradiol hittades 1999 i utloppsvatten fran reningsverk i halter pa 4,5 ng/L. Detta
resulterade i 6strogeninducerande effekter hos regnbagslax nedstréms.

De hogsta halter man hittat & 1780 ng/L. Det ar vanligast att halterna varierar mellan 1 och
10 ng/L enligt uppgifter fran Lakemedelsverket.

Koncentrationer upp till 2,4ng/L har dven upptéckts i grund-och dricksvatten i Tyskland.

Konstgjort dstrogen har hittats i ett flertal sjoar och vattendrag i Europa med koncentrationer
pa 15 ng/L. | Venedig, Italien har man funnit konstgjort dstrogen i koncentrationer upp till
125 ng/L, i Kanada 44 ng/L och i USA 273 ng/L.



2.1.4 Beskrivning av Ostrogen

Fyra former av 6strogen undersoktes:

17a-etinylestradiol (P-pilleréstrogen)

17p-estradiol (naturligt 6strogen)

Estron och estriol (nedbrytningsprodukter av naturligt 6strogen).

For strukturformler se bilaga 1.

Styrkan i paverkan av dessa fyra varierar pa foljande sétt enligt Lotta Salste.
Estradiolets paverkan ar en halv till en tredjedel sa stor som etinylestradiol.
Estronets paverkan ar ca en tiondel av etinylestradiol.

Estriols paverkan ar mycket svag ca 1/300 av paverkan fran eninylestradiol.

2.1.5 Nedbrytning av 6strogen

Nedbrytningstiden for etinylestradiol &r betydligt langre an for estradiol, mellan 10-30 dagar
beroende pa forhallandena. Forhallandena i vattnet paverkar mycket. Ar vattnet klart,
temperaturen hog och om solen lyser pa vattnet paskyndas nedbrytningen. Estradiol bryts ned
pa nagra dagar till bl a estron och estriol. Nedbrytningen av éstrogener i avloppsreningsverk
ar beroende av uppehallstiden for vattnet i reningsverket, speciellt uppehallstiden for vattnet i
bassdngerna med de biologiska nedbrytningsstegen enligt Maria Pettersson.

2.2 Nossan och Afsan

2..1 Nossan _

Fig 1. Vy av Nossan utanfér Nossebro kommuns reningsverk.



Nossan ar en 100 km lang & med brunfargat vatten som flyter norrut och mynnar ut i Vanern.
En & som har 24 olika fiskarter. Den arten med kortast livscykel och darmed troligen mest
kénslig for ostrogenpaverkan ar gars. Denna fisk har en livscykel pa max sex ar.

Langs Nossan finns det flera samhé&llen som Annelund, Herrljunga, Nossebro och Gréstorp.
Dessa samhaéllen har olika typer av reningsverk vars vatten rinner ut i Nossan.

Vattenhastigheten har matts i Nossan vid Nossebro pa en stacka av 1,5 km. Tiden for
ytvattnet pa denna stracka var 64 min. Detta ger en hastighet pa 1,4 km/h. Men
totalhastigheten for vattnet ar nagot mindre &n ythastigheten darfér anvands ett ca-varde pa
1 km/h.

Med denna hastighet tar det upp till 20 timmar for vattnet att rinna fran Nossebro till Grastorp
och vidare knappt 4 timmar till Vanern. Det tar knappt 40 timmar fOr vattnet att rinna mellan
Herrljunga och Nossebro. Dessa tider visar exempelvis att 6strogenutsléapp i Nossebro skulle
kunna sparas vid Gréastorp och dstrogener fran Herrljunga skulle kunna upptéckas vid
Nossebro.

2.2.2 Afsan

Afsan ar en betydligt mindre & som mynnar ut i Lidan och vattnet fran Vara kommuns
avloppsreningsverk mynnar ut i Afsan. En & som mycket paverkad av det jordbrukslandskap
den rinner igenom. Vid provtagningstillfallet var vattenforingen betydligt hogre &n vad som
visas pa bild.

Fig 2. Vy av Afsan nedstréms Vara kommuns reningsverk



3. Avloppsreningsverk

Fig 3 Luftningsbassang, Vara avloppsreningsverk

3.1.1 Principer for ett reningsverk

1. Mekanisk rening: storre foremal som foljer med avloppet silas bort.

2. Kemisk rening: fosfatborttagning, har inforts pa manga reningsverk under senare tid i
borjan av processen och inte bara i slutet.

3. Biologisk rening: mikroorganismer arbetar med god tillgang pa syre for att bryta ned
organiska amnen sa att de inte gar vidare till sjon eller havet. Materialet omvandlas till
enkla vaxtnaringsdmnen, koldioxid och vatten. Denna biologiska rening ar den
viktigaste processen i hela reningsverket.

4. Kemisk rening: tillsattning av fallningskemikalier for att i forsta hand fa bort fosfat
fran avloppsvattnet.

5. Nitratreduktion: kan besta av att vattnet sakta far rinna genom en vatmark dar
denitrifikationsbakterier omvandlar nitrat till kvavgas eller speciella bassénger.

Efter att ha forsokt jamfora dessa olika reningsverk blir slutsatsen att alla avloppsreningsverk
ar olika sinsemellan.

3.1.2 Grastorps reningsverk

Ett traditionellt avloppsreningsverk med bassanger dar “aktiv slamanlaggning” finns, vilket
betyder att slam aterfors till den bilogiska nedbrytningsdelen for att 6ka forutséattningarna for
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mikroorganismerna att bryta ned. Detta har utfkats med ett kvévereningssteg dar
denitrifiering lagts som forsta steg for utnyttjande av det orenade vattnet som kolkalla.
Luftningsbassangen har en volym pa ca 600 m* men dar finns ocksé en atercirkulation av
vattnet vilket gor att tiden for vattnet i biologisk nedbrytning forlangs. Vattnet leds efter
anlaggning med bassédngerna genom den gamla biodammen som en “efterpolering” dér
ytterligare processer av vatmarkstyp sker.

Storleken ar sammanlagt 1501 m®, flodet genom verket var &r 2007, 63 m*/h vilket ger en
medeluppehallstid pa ca 24 timmar. Biodammen for “efterpolering” har en volym av ca 9000
m? vilket ger en uppehallstid pé ca 143 timmar.

3.1.3 Nossebro reningsverk

Ett reningsverk som skiljer sig fran det traditionella reningsverket. Allt finns under tak. Det
finns endast tva stycken anlaggningar av detta slag i Sverige.

Forst ar det snurrsilar med mekanisk rening. Sedan fors vattnet in i tva biorotatorer for den
biologiska nedbrytningen. Har finns det ett antal roterande skivor som ibland ar i vattnet och
ibland ovanfor. Genom dessa skivor blir det en extra stor yta som fungerar som féste for
mikroorganismerna. Dérefter sker en biosedimentation i spolvattenbassanger. Den kemiska
reningen sker i fyra stycken sandfilter och slutligen ytterligar ett sandfilter innan vattnet
slépps ut.

Den totala basséngstorleken ar ca 1000 m och flodet ar ca 1000m /dygn. Uppehallstiden for
vattnet i reningsverket ar ca 6 timmar.

3.1.4 Herrljunga reningsverk

| Herrljunga ar bassangerna som i flera andra fall forlagda under tak. Det finns tva
sedimentationsbassanger pa 500 m* och 800 m®. En luftningsbassang med biologisk
nedbrytning vilken &r pd 800 m? Det finns tre bassanger pa vardera 500 m>av vilka en hér till
slutsedimenteringen i slutsteget. Ett sandfang pd 50 m® i den mekaniska reningen finns ocksa.
Flodet &r 1200-1300 m*/dygn i Herrljunga reningsverk. Uppehallstiden &r ca 2,5 dygn.

3.1.5 Vara reningsverk

Vara reningsverk &r ett traditionellt reningsverk med basséanger utomhus.

Spaltbredden i den mekaniska reningen ligger pa 2 mm. Avrensat material som plastartiklar
tvattas innan det gar till forbranning.



Ett steg med kemisk rening finns i borjan och slutet av processen for att reducera fosfat med
hjalp av aluminiumsulfat genom flockning och fallning vilket sedan sedimenterar i tre stycken
sedimenteringsbassanger.

Den biologiska reningen bygger pa aktiv slamhantering vilket innebar att slam pumpas fran
sedimentationsbasséngerna till luftningsbassangen. Luftning sker for att optimera méngden
mikroorganismer vilka bryter ned organiska rester och toapapper.

Det finns inget krav att reducera kvaveforeningarna men via den biologiska reningen
reduceras kvaveforeningarna med 30 — 45 %. Kvaveforeningarna évergar till luftkvave.

Slammet som samlas upp fran den biologiska och kemiska reningen rétar i en rotkammare
och sedan avvattnas denna genom en centrifug till en TS (torrsubstans) pa 25 % vilket kan
anvandas till jordforbattringsprodukter. Metallhalterna i slammet haller sig under
naturvardsverkets gransvarden.

Flédet ar ca 4400 m®/dygn, total volym bassanger ar 2657 m>. Uppehallstiden for vattnet i
reningsverket ar ca 15 timmar. Luftningsbassangen ar pa ca 500 m°.

4. Metod

4.1 Provinsamling

Efter insamlandet av vattenprov, sammanlagt 10 st utférdes méatningarna pa Eurofins
laboratorium i Lidképing. Vattenprover togs pa utgaende vatten fran reningsverk och 20 m
nedstroms. Vid Grastorp togs tva extra prov, ett efter deras biodamm och ett i Nossan innan
utloppet i VVanern.

4.2 Analys pa Eurofins

Fig 4 Kromatografen &r den héga delen langre bort. Masspektrometern ar den avlanga delen.
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Blandstandard och mirkning: Forst gjordes en blandstandard av dstrogen bade naturligt
och konstgjort. Vattenproverna togs upp och namnen fordes in i ett protokoll dar &ven
I6sningar som anvéndes vid upparbetningen bokfordes.

Filtrering: Vattnet filtrerades i ett glasfiberfilter dar det renas fran partiklar. 500 ml av det
filtrerade vattnet mattes upp och halldes i nya flaskor. I filtrerna samlades smuts och
slampartiklar, vissa av dessa kan binda 0strogen men detta filtrerades bort. Det &r bara
Ostrogenhalten i vattnet som undersoktes. En internstandard tillsattes, ett etinylestradiol som
satt ihop med en kol-13. Sedan tillsattes en standard med etinylestradiol, estradiol, estron och
estriol i sex olika koncentrationsnivaer i dricksvatten, vilket anvandes som standardkurva for
kvantifiering.

En kolonn for uppsamling av amnen: En fast faskolonn aktiverades genom skéljning med
etylacetat, metanol och destillerat vatten. Vattnet sugs genom kolonnen dar alla &mnen som
inte ar i jonform fastnar. Kolonnen bestar av tusentals sma kulor vilket gor att ytan blir stor
och en mangd olika &mnen foérutom dstrogen fastnar. Exempelvis fastnar lakemedelsrester av
olika slag.

Torkning: Kolonnen torkades och eluerades (skéljdes) ut med metanol och etylacetat.
Torkades med kvavgas, bl&sningen/torkningen tog ca en timma. Aterstoden I6stes upp med
vatten och 5 % acetonitril och skakades i 20 sekunder vardera och éverfordes i vialerna
(smaflaskor). Inga luftbubblor fick finnas i vialerna nar locket lades pa.

Kromatograf och masspektrometer: Proven lades i analysordning i datorn. Forst kdrdes
standardena och sedan proven. Maskinen suger upp 15 pl ur vialerna. Forst ar det en
kromatograf som separerar de aktuella &mnena bland de hundratals olika substanser som
kunde vara med provet. Sedan fordes dstrogenerna in i en masspektrofotometer som méter
massan av dessa amnen i gasform. Ostrogenerna férgasades och forseddes med en elektron
var. Dérefter skedde en viss sonderslagning och dérefter mattes massan av dessa stora
fragment. P& detta satt detekterades det om det fanns nagra hormoner i vattnet och mangden
av dessa. Denna process tog hela eftermiddagen och halva natten och under nésta vecka
bearbetades vérderna i ett datorprogram.
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5. Resultat av 6strogenmiitningar

Véarden anges i ng/L (nanogram/Liter)

Plats Etinylestradiol | Estradiol | Estron Estriol | Etinylestradiol
Ekvivalenter

Ca virden

Herrljunga <0,1 3,2 24,2 <1 3,7

reningsverk

Herrljunga20 m | <0,1 <0,1 0,5 <1 0,05

efter reningsverk

Nossebro <0,1 4,2 41,2 51 5,8

reningsverk

Nossebro 20 m <0,1 <0,1 0,7 <1 0,07

efter reningsverk

Grastorp <0,1 0,3 3,9 <1 0,5

reningsverk

Grastorp efter <0,1 0,4 7,2 <1 0,8

damm

Grastorp 20 m <0,1 <0,1 1,0 <1 0,1

efter reningsverk

Grastorp Salstad | <0,1 <0,1 0,6 <1 0,06

Vara reningsverk | <0,1 1,5 56.9 54 6,3

Vara 20 mefter | <0,1 <1 0,7 <1 0,07

reningsverk
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6. Diskussion

Tidigare undersokningar har visat att 6strogenhalter varierar mycket men att de i regel ar
storre i stora stader och utomlands pa grund av storre befolkningskoncentrationer och samre
utspadning.

Inte pa ndgon plats upptacktes matbara koncentrationer av etinylestradiol (P-piller dstrogen)
vilket var ett mycket positivt resultat. Det fanns endast spar efter detta men det var svart att
kvantifiera. Det ar denna form av 6strogen som har storst paverkan nar det galler
konsbildningen hos fiskar och groddjur och darmed ocksa utrotningen av vissa kortlivade
arter.

Hogst halter av estradiol (naturligt 6strogen) upptacktes i Herrljunga och Nossebro
reningsverk.

Hogst halter av estron (nedbrytningsprodukt) upptécktes i utslappsvattnet i Vara och Nossbro
reningsverk men denna nedbrytningsprodukt paverkar inte lika mycket som etinylestradiol. |
utslappsvattnet ar det nagot hoga nivaer men utspadningen i Nossan &r effektiv. Samma sak
var det i Vara och Afsan trots en mycket mindre vattenforing i Afsan vilket var férvanade.
Det &r kanske beroende pa relativt hogt vattenflode.

Omréknat till etinylestradiol ekvivalenter var utsldppen hdgst i Nossebro och Vara.
Motsvarande var lagst i Grastorp, orsaken kan bero pa en atercirkulation av vattnet i den
biologiska reningsprocessen. Métningen efter dammen vid reningsverket gav en halt i samma
storleksordning. Darfor bor matningarna avspegla verkligheten och inte bara vara tillféalligt
laga varden.

Naturligt 6strogen och dess nedbrytningsprodukter fanns alltsa i varierande mangder i vatten
fran avloppsreningsverk. Dessa amnen kan lokalt ha en viss paverkan.

| Nossan, efter utslapp vattnet fran reningsverket i Grastorp, var det hogst halter av estron.
Det minskade sedan med 40 % ut mot VVanern. Estron fran Nossebro kan ocksa ha bidragit till
dessa halter.

Paverkan av estradiol och estron skulle kunna forekomma mycket lokalt.

Det ar tveksamt om paverkan pa ryggradslosa djur har ndgon betydelse. Sma kréftdjur som
daphnior forokar sig under sommarhalvaret genom partenogenes, jungfrufodsel.

7. Slutsats

Naturligt 6strogen fanns i varierande mangder. Mojligtvis kan detta bidra till en lokal paverkan.

Halten av estron i Nossan var hogst efter Grastorp, troligtvis beroende pa tillskott fran
Nossebro.

Enligt berakningen av etinylestradiol ekvivalenter var Grastorps reningsverk effektivast med
att bryta ner olika former av 6strogen.

Inga farliga halter av etinylestradiol (P-piller dstrogen) upptéacktes.
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8. Forsiktighetsprincipen och reningsverk

Vid ombyggnad av reningsverk rekommenderar vi att det sker pa sa satt att tiden for
avloppsvattnet i de biologiska reningsstegen folédngs. Detta gor att 6strogener men &ven andra
lakemedelsrester bryts ned effektivare. Pa lang sikt bor detta minska eventuell belastning pa
vattenekosystem.

9. Sponsorer

Detta arbete har mojliggjorts av generdsa bidrag fran foljande organisationer och myndigheter
och ett stort tack riktas darfor till dessa: Sparbanksstiftelsen i Skaraborg 10 000 kr,
Vattenmyndigheten i Géteborg 6000 kr, Unga Forskare 2000 kr, Grastorps kommun 3000 kr
och Vara kommun 2000 kr.
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P-pillerrester i sj0ar kan utrota fiskarter.
http://www.svd.se/nyheter/inrikes/artikel 882721.svd

Utsléapp far grodor att byta kon. http://www.fof.se/?id=074aPress

Reningsverk

Gréstorps reningsverk, Leif Kraft
Herrljunga reningsverk, Roland Larsson
Nossebro reningsverk, Tomas Hugosson

Vara reningsverk Stefan Tobiasson
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Bilaga 1 Strukturformler hos olika former av Ostrogen

Phamaceutical Structure Names (IUPAC, trivial names, trade names)

A 17P-estradiol, C H,,0

1eH2¢0% 1,3,5-Estratriene-3,17diol
17B-Estradiol
3,17[3-Dihydroxy-1,3,5(10)-estratriene
Dihydrofolliculin

B Estrone, C,H,,0, 1,3,5(10)-Estratrien-3-0l-17-one

3-Hydroxy-1,3,5(10)-estratrien-17-one
Folliculin

C Estriol, C,H,,0,

1,3,5(10)-Estratriene-3,160,17 B-triol
160l-Hydroxyestradiol

3,1601,173-Trihydroxy-1,3,5(10)-estratriene

D 170-ethynylestradiol, C,H,.0,
!

170-Ethynyl-1,3,5(1 0}-esxratﬁene-3.17ﬁ-dio|
19-Nor-1,3,5(10),170-pregnatrien-20-yne-3,17-diol
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Bilaga 2 Ex pa grafiska toppar vilket ger véarden pa dstrogen

Kromatogram for estradiol i Vara reningsverk

[

%]
¥

Kromatogram for estron i Vara reningsverk
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