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Effektbaserade analysmetoder dr ett nytt och kraft-
fullt saitt att detektera miljéfarliga kemikalier. Ana-
lyserna gérs i odlade celler, som gjorts kéinsliga fér
specifika effekter, till exempel hormonstérande eller
DNA-skadande effekter. Metoderna mater den totala
effekten av oonskade kemikalier i vatten — savdl
kéinda som okédnda @mnen, omvandlingsprodukter
och metaboliter samt cocktaileffekter. | detta White
Paper beskrivs hur sddana metoder kan anvéndas
som komplement till kemiska analysmetoder.
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Kemiska féroreningar i
vattenmiljoén...

Tiotusentals syntetiska kemikalier anvéinds i samhdllet idag. Vissa av
dessa har skadliga effekter p& miljén och ménniskors hélsa eller om-
vandlas till &mnen med skadliga effekter. Kunskapen om vilka dmnen
som har sddana hélso- och miljéfarliga egenskaper ér dock mycket
begrénsad (SOER, 2020).

Alla de kemikalier som anvénds i samhdillet riskerar att férorena
avloppsvattnet. Det handlar till exempel om Iékemedelsrester, hus-
hallskemikalier, industrikemikalier, kosmetika och hygienprodukter. D&
det renade avloppsvattnet i ménga fall sléipps ut i vattensystem som
ocksd anvénds for dricksvattenproduktion, kan det innebdéra en risk
for manniskors halsa ifall sédana héalsofarliga kemikalier inte aviags-
nas fréin vattnet under avloppsreningsprocessen.

Historiskt har avlioppsreningstekniker ofta fokuserat pé att minska
halterna av néringséimnen och patogena mikroorganismer i vattnet,
men mindre uppmdarksamhet har égnats &t kemiska féroreningar.
Under senare &r har detta omréde, och sdrskilt frdgan om léke-
medelsrester, fatt 6kad uppmadrksamhet.

For att undersdka hur mycket kemiska féroreningar som finns i
orenat avloppsvatten, hur effektivt de avskiljs i ett reningsverk och
hur mycket som sléipps ut i miljon anvénds idag kemisk analys, och
halter av vissa utvalda édmnen mats. Den stora begréinsningen med
den tekniken ér att den kraver att man pé férhand kénner till den
kemiska strukturen pé det dmne man vill studera och att deninte ger
ndagon information om okdnda édmnen eller den skadliga effekten av
hela blandningen, den sd kallade cocktaileffekten.

..men vad ska vi mata?

Ett stort antal internationella forskarrapporter har visat att de vél-
kéinda och oftast analyserade kemiska féroreningarna bara stdr for
en brékdel av de skadliga effekter som man kan uppméta i vatten-
prover. Upp till 99% av de toxiska effekterna orsakas av okénda kemiska
amnen eller cocktaileffekter som kan uppstd dé flera kemiska édmnen
verkar tillsammans.

For att f& en helhetsbild av vilka miljé- och hdalsofarliga kemikalier
som finns i vart avloppsvatten, och hur effektivt de avskiljs i avlopps-
reningsverket, behover vi nya analysmetoder.
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Effektbaserade metoder
mater hela isberget av
skadliga effekter och
inte bara isbergets

topp. Upp till 99% av de
skadliga effekterna av
kemiska féroreningar i

vattenprover har visat
sig komma frén okénda
dmnen eller cocktail-
effekter, vilka riskerar
att missas helt om man
férlitar sig enbart pé
kemisk analys.

En ny strategi: effektbaserade metoder

Under senare ar har det inom forskningen ut-
vecklats en ny strategi fér att méta halsofarliga
egenskaper hos kemikalier i vattenmiljén. Denna
strategi baseras pé att man mdater de biologiska
effekterna av alla hélsofarliga- och miljéfarliga
kemikalier i ett vattenprov. Effekterna av hélso-
och miljéfarliga kemikalier i proverna méts med
hjélp av laboratorieodlade celler, som modifierats
fér att kunna upptécka specifika toxiska effekter,
exempelvis hormonstérande effekter. Nér cellerna
exponeras for ett prov som innehdller kemiska
admnen som orsakar de specifika effekter som stu-
deras sé utsondrar cellerna ett signalprotein som
ar enkelt métbart. Genom att exponera cellerna
for t.ex. ett avloppsvattenprov och sedan méta
mdngden utséndrat signalprotein fér man snabbt
ett svar p&d om, och i vilken grad provet dr férore-
nat med kemikalier som ger skadliga effekter.

Med dessa metoder kan man méta effekterna
av blandningen av féroreningar i dricksvatten, den
sd kallade cocktaileffekten. Detta dr viktigt efter-
som upp till 95-99 % av vattenféroreningarnas
skadliga effekter kommer frén okénda dmnen som
viidag inte analyserar.

| revisionen av EU:s ramdirektiv for vatten (EU,
2013) ingick planer pé att inféra effektbaserade
metoder fér évervakning av vattenkvalitet fér
att forbdattra underlaget for beslut om atgdrder
(Brack et al., 2019). I juli 2020 beslutade Europa-
kommissionen att avbryta revideringen av direk-
tivet. Effektbaserade metoder kom dérférinte ini
lagstiftningen, men rekommenderas och anvénds
fér en mer effektiv dvervakning av ytvatten och
bedémning av reningseffekt i avioppsverk (Vol-
ker et al., 2019; Dopp et al. 2021). Naturvardsverket
rekommenderar anvéndning av effektbaserade
metoder fér métning av éstrogen aktivitet och
mutagenicitet (DNA-skada) vid testning av an-
laggningar for Ikemedelsrening i avloppsvatten.
De effektbaserade metoderna for att mdata éstro-
gen aktivitet i vatten har mycket hég kénslighet,
vilket &r nédvandigt for att kunna detektera 6stro-
gener i de koncentrationer som kan orsaka skad-
liga effekter i miljo. De effektbaserade metoderna
som BioCell Analytica erbjuder har en detektions-
gréns omkring 0,01-0,05 ng éstradiolekvivalenter/L.
For kemisk analys ér detektionsgréinsen for 6stra-
diol drygt 100 génger hogre.
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Vattenprov Fastfasextraktion

Férekomsten av toxiska kemikalier Koncentrerat vattenprov
i provet analyseras med hjélp av
odlade celler
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Méngden signalprotein analyseras Resultat sammanstdlls och analyseras

Vid effektbaserad analys koncentreras férst vattenprovet med fastfasextraktion, i likhet med hur prover ofta
koncentreras infér kemisk analys. Det koncentrerade vattenprovet analyseras sedan med hjélp av odlade

celler, for att mata férekomsten av kemikalier som kan orsaka olika typer av toxiska effekter.

Skapad med Biorender.com



ODLADE CELLER FOR ATT UPPTACKA MILJO-
OCH HALSOFARLIGA FORORENINGAR

Under senare &r har det utvecklats en ny strategi for
att méta hdlso- och miljéfarliga egenskaper hos kemi-
kalier och miljéprover. Med de nya metoderna mdter
man kemikaliernas skadliga effekter pd biologiska pro-
cesser i odlade celler istdllet for att méta deras toxiska
egenskaper i djurférsok.

Cellerna ar modifierade foér att pévisa specifika toxiska
effekter, till exempel p& hormonreceptorer (6strogena
och androgena) med hjalp av sé kallade reporter-
gen-tester. Nar cellerna exponeras for ett prov med
kemiska @mnen som orsakar de specifika effekterna,
sd aktiveras en reportergen och cellerna utséndrar ett
signalprotein. Ju mer provet innehdller av dmnen som
ger effekten, desto hégre blir signalen. DNA-skadande
effekter kan métas i celler genom att detektera bild-
ade mikrokarnor. Cellernas éverlevnad studeras som
ett allmdant matt pd toxicitet. Vid testerna anvands
referenssubstanser fér att éversétta de uppmatta
effekterna till halt av referenssubstansen, vilket méjlig-
gor en direkt jdmférelse med andra prov.

Den stora férdelen med dessa metoder dr att de
mater effekterna av alla hélso- och miljéfarliga kemi-
kalier i ett prov, istdllet for att mata halten av ett fétal
kemikalier. Detta ar viktigt eftersom upp till 99% av de
toxiska effekterna av kemikalier i miljén orsakas av
okanda kemikalier eller cocktaileffekter.

Det finns nu en rad effektbaserade metoder tillgéngliga
for att dvervaka vattenkvaliteten, t.ex. for att mata
hormonstérande, inflammatoriska och stressrelate-
rade effekter samt om vattnet innehdller dmnen som
kan orsaka DNA-skador, vilket i férlingningen riskerar
orsaka cancer eller paverka fortplantningsférmagan.



VILKA TYPER AV EFFEKTER KAN MATAS OCH VILKA AMNEN
KAN ORSAKA OLIKA EFFEKTER?

Effekter p& kénshormon-receptorer. Amnen kan aktivera eller
blockera éstrogen- och androgenreceptorn. Ostrogener och
androgener har ménga viktiga fysiologiska funktioner férutom for
reproduktionen ocksé for hjdrt-karl-, immun-, muskuléra- och nerv-
systemet. Exempel pd& kemiska féroreningar i vatten som pdaverkar
kénshormonreceptorer dr naturliga kénshormoner, p-piller, ldkeme-
del som anvénds vid brést- och prostatacancer, liksom véxtbasera-
de isoflavoner (s& kallade fytoéstrogener) och vissa plastkemikalier.

AhR-aktivitet (arylhydrokarbon-receptorn). Vid aktivering av

Ah-receptorn induceras metaboliserande enzym och effekten av
AhR-aktivering kallas ofta metabolisk aktivering. Ah-receptorn har
mdénga fysiologiska funktioner, sésom vid utveckling av olika organ-
system och vid reglering av inflammatoriska reaktioner. Ménga
toxiska émnen aktiverar Ah-receptorn, till exempel halogenerade
organiska miljéféroreningar, polycykliska aromatiska kolvéiten
(PAH:er), vissa pesticider och Iékemedel, och naturligt forekommande
&dmnen som indoler och stilbener.

Oxidativ stress. Oxidativ stress beror pd att reaktiva syreradikaler
bildats i 6verskott. Det ér en vanlig mekanism bakom olika typer av
toxiska effekter, t ex inflammatoriska effekter och cancer. Ménga tox-
iska @dmnen, t.ex. organiska miljégifter, pesticider, naturliga dmnen,
kan orsaka oxidativ stress. Oxidativ stress induceras éven av desin-
fektionsbiprodukter, som kan bildas vid vattenrening. Nérmare 700
s@dana desinfektionsprodukter har identifierats.

Genotoxisk aktivitet. Genotoxicitet eller DNA-skadande effekt dr en
allvarlig effekt, som kréiver omfattande testning och utredning vid
registrering av till exempel bek&dmpningsmedel, livsmedelstillsatser
och aromémnen. DNA-skada i kroppsceller kan leda till cancer och
andra sjukdomar och till reproduktionsstérningar om det drabbar
kénsceller.
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"ALTHOUGH MORE THAN 500 CHEMICALS WERE
ANALYZED, THE DETECTED CHEMICALS EXPLAINED:

TYPICALLY LESS THAN 10% OF THE MEASURED

BIOLOGICAL EFFECT...”

- Neale et al, Water Res X, 2020
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Tre exempel pd effektbaserade studier av
avloppsvatten — jamférelse med kemisk analys

arbetare (Neqle etal, 2017) anvdndes

B effektbaserade metoder for att analysera
toxiciteten i vattenprover frén vattendrag ddr
renat avloppsvatten slépps ut. Parallellt s& ana-
lyserades halterna av 400 k&dnda miljégifter. Nér
forskarna jdmférde den totala toxiciteten i prov-
erna med den toxicitet som man kunde férvénta
sig av de detekterade éimnena, visade det sig att
enbart 0,2-1,6% av de observerade toxiska effekter-
na kunde férklaras av dessa 400 &mnen. | storleks-
ordningen 99% av toxiciteten orsakades alltsé av
okénda kemikalier eller cocktaileffekter.
2 arbetare (Kénig et al., 2017) jamfordes

B toxiciteteniprover frén ett vattendrag

samtidigt som halterna av 276 kénda miljéférore-
ningar bestdmdes med kemisk analys. Aven har
sdg man att en mycket liten andel av viktiga tox-
iska effekter som observerades i vattenproverna
kunde férklaras av de detekterade féroreningarna.
Exempelvis for oxidativ stress, kunde bara enstaka

procent av den observerade toxiciteten férklaras
av de analyserade 276 féroreningarna. | en annan

1 I en forskningsstudie av Neale och med-

I en liknande studie av Kénig och med-

studie har Escher och medférfattare (Escher et al.,
2013) visat att enbart 0,1% av den observerade toxi-
citeten i form av oxidativ stress kunde férklaras av
de 269 kemikalier som haltbestéimdes i den studien.
3 2020) anvénde effektbaserade metoder
B for att undersdka reningseffektiviteten i
tio australiensiska avioppsreningsverk och analy-
serade samtidigt halterna av mer én femhundra
kéinda miljéféroreningar, inklusive ldkemedels-
rester. Det var stora skillnader i reningseffektivitet
mellan olika reningstekniker och ozonering var en
av de reningstekniker som hade hdgst effektivitet
i denna studie. Férfattarna rapporterade ocksd
att de mer an femhundra kemikalier som analy-
serades med kemisk analys enbart kunde férklara

enstaka procent av den observerade toxiciteten
fér de flesta typer av biologiska effekter.

Neale och medarbetare (Neqle etal.,

Dessa studier visar sammantaget att det inte
récker med att analysera halterna av enskilda
dmnen, om dn hundratals sédana, for att f& en
helhetsbild av de h&lso- och miljéfarliga kemiska
féroreningarna i ett prov.
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FIGUR 1.

Ostrogena effekter i aviopps-
vatten fran fem svenska
avloppsreningsverk (resultat
frén Lundqvist et al 2019)

Verk 1 Verk 2 Verk 3 Verk 4 Verk 5

. Inkommande . Utgdende

FIGUR 2.

Effekter av kemikalier som
kan aktivera Ah-receptorn,

i avloppsvatten fran fem
svenska avloppsreningsverk
(resultat fréin Lundqvist et al
2019)

Verk 1 Verk 2 Verk 3 Verk 4 Verk 5

. Inkommande . Utgdende

I en svensk studie (Lundqvist et al,, 2019) anvéndes en panel av effektbaserade metoder fér att underséka
hur effektivt bioaktiva kemiska féroreningar i avloppsvatten renades bort i fem avloppsreningsverk.
Studien visade att reningseffektiviteten i dessa fem verk var hég fér vissa av de toxiska parametrarna,
tex. 6strogena effekter (Figur 1) medan andra typer av effekter avskiljdes i léigre utstréickning, t.ex. AhR-
aktivitet (Figur 2).

En annan svensk studie pd renat avlioppsvatten, med utlopp i Géta dlv, visade hog aktivitet av dstrogen,
antiandrogen aktivitet, liksom pé& AhR (se faktaruta), som ger utslag for ett stort antal syntetiska och
naturliga kemiska dmnen (oskarsson et al., 2021).
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Stora investerings-
behov - ny teknik och
lakemedelsrester

VA-branschen och avloppsreningsverken stdr infor
stora investeringsbehov som t.ex. ny- och utbygg-
nad av reningsverk, investeringar i rérnétet och
inférandet av nya reningstekniker for att avidgsna
kemiska féroreningar. Stora satsningar gérs for att
minska férekomsten av miljéskadliga Iékemedel i
vatten (Svenskt Vatten, 2020). Nya tekniker och
material méste testas sd att de klarar av att avskilja
skadliga kemikalier fréin vattnet och inte heller
introducerar ndgra nya féroreningar. Detta for att
undvika kostsamma felinvesteringar. Idag base-
ras séidana utvarderingar framfoér allt p& kemiska
analyser av ett begrénsat antal &mnen. Detta ar ett
problem eftersom det finns stora kunskapsbrister
om vilka enskilda kemikalier som &r hélsofarliga.
Med effektbaserade metoder som komplement
kan man f& en samlad bild av hur effektivt en ny
beredningsteknik avlégsnar séval kénda som
tidigare okénda hélsofarliga édmnen ur vattnet. Det
finns flera exempel fréin forskningen dér man visat
hur effektbaserade metoder kan anvéndas for att
utvdrdera nya vattenreningstekniker.

Dopp och medarbetare (Dopp et al., 2021) har
rapporterat frén ett omfattande tyskt projekt, dar
effektbaserade metoder anvdnts for att utvardera
olika reningsmetoder fér organiska miljéférore-
ningar, inklusive ldkemedel i avloppsvatten. Ospe-
cifik toxicitet, 6strogena och genotoxiska effekter
uppmattes bade fére och efter rening. Som regel
minskade effekterna efter ozonbehandling, men
resultaten varierade med révattnets samman-
sdttning. Man konstaterade ocksd att den effekt-
baserade metoden fér att méta 6strogen aktivitet
i celler ar betydligt ké&insligare &éin kemiska metoder.

En genomgding av publicerade studier som an-

vént effektbaserade metoder fér att utvérdera

avloppsrening (Vélker et al., 2019) visar bland

annat att:

+ bdde ozon och aktivt kol effektivt minskar ospe-
cifika och ménga specifika toxiska effekter

« ozonbehandling kan ge upphov till toxiska om-
vandlingsprodukter, som vanligen minskar vid
efterbehandling

« Ostrogena effekter visserligen minskar efter
ozon eller aktivt kol, men att &terstéende halter
&ndad ar pd nivéer som kan ge miljoeffekter

+ det dr brist pd data om blockerande effekter pd
hormonreceptorer, trots att ménga lékemedel
verkar enligt en sddan mekanism

« Slutsatserna dr att ett véil sammansatt bat-
teri av effektbaserade metoder behodvs for att
utvardera reningseffektivitet och som underlag
for beslut om inférande av nya metoder efter
pilotprojekt.

Sammanfattning

Effektbaserade metoder, dér odlade celler an-
vénds for att upptécka toxiska féroreningar i
avloppsvatten, visar den totala effekten av séval
kéinda som okéinda @&mnen, omvandlingsproduk-
ter, metaboliter och cocktaileffekter. Metoderna
har en hég kénslighet och ér ett utmarkt komple-
ment till kemisk analys fér att undersoka fére-
komsten av toxiska féroreningar i vatten och for
att utvardera nya reningstekniker, exempelvis for
Iékemedelsrening.

Kontakta oss gdérna fér att diskutera hur
metoderna kan anvéndas i er verksamhet.

EXEMPEL PA HUR EFFEKTBASERADE METODER KAN ANVANDAS

- Analysera inkommande avloppsvatten
» Analysera renat avloppsvatten

« Utvardera reningseffektivitet fér miljé- och halsofarliga kemikalier av olika reningsmetoder
« Utvardera hur effektivt nya avloppsreningstekniker avléigsnar toxiska kemikalier

* Félja férandringar éver tid
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Forfattare

Detta White Paper har skrivits av Johan Lund-
qvist och Agneta Oskarsson. Agneta Oskars-
son ar professor em i livsmedelstoxikologi

vid Sveriges lantbruksuniversitet och Johan
Lundqvist é&r docent i molekyldr toxikologi vid
samma universitet. De har I&ing erfarenhet av
att utveckla och anvénda biologiska testme-
toder for att upptécka kemiska féroreningar

i vatten. Tillsammans har de startat BioCell
Analytica.
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Léstips

+ Bioanalytical Tools in Water Quality Assessment, bok av Beate Escher m.fl., IWA Publishing. Finns till-
génglig online: https://iwaponline.com/ebooks/book/832/Bioanalytical-Tools-in-Water-Quality-Assess-
ment

- Tracking complex mixtures of chemicals in our changing environment, artikel av Beate Escher mfl. i
tidskriften Science: https://www.science.org/lookup/doi/10.1126/science.cay6636
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