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Sammandrag

Endokrinstorande dmnen (EDC:s) s& som 0strogener har blivit ett stort problem da de anvinds
till stor del 1 ldkemedel och framfor allt preventivmedel vérlden dver. Reningssystemen lyckas
idag inte extrahera dessa amnen ur avloppsvattnet tillrickligt effektivt utan vattnet som
kommer ut fran reningsverken ér fortfarande férorenat och bidrar till forhdjda koncentrationer
dstrogen vid utloppen. Ostrogenet som oftast anviinds i preventivmedel idag dr det syntetiska
hormonet etinylestradiol, men pa senare ar har man hittat sitt att anvinda det kroppsegna 17§3-
estradiol istéllet vilket ska ge féarre biverkningar for kvinnorna som tar preparaten. Dessa
Ostrogener ser nigot olika ut och bryts dérfor inte ned pa samma sétt. Ur ett reningsperspektiv
kan det dérfor finnas olika fordelar och nackdelar i att ettdera dstrogenet anvinds i
preventivmedel. Syftet med den hér litteratursammanstillningen dr att beskriva en del av
forskningen inom rening av dstrogener som gjorts de senaste aren. Metoderna som diskuteras
ar UV-strélning, oligomerisering, adsorption till kolloidalt kol och "’liquid-liquid”-extraktion.
Naturliga och syntetiska Ostrogener har en viss skillnad i konformation men &r bada
miljovadliga. Den lilla skillnaden i struktur gor att de olika reningsmetoderna som diskuteras
har olika effektivitet pa naturligt och syntetiskt dstrogen, vilket betyder att flera metoder kan
behova kombineras for att skapa ett vilfungerande reningssystem.

Inledning

Allt som gér igenom véra avloppssystem hamnar i ett reningsverk. Reningsverken har system
for att avldgsna olika orenheter frin vattnet. Ut pa andra sidan strommar dock inte helt rent
vatten (Ternes ef al. 1999) utan manga dmnen, som inte gar att se med blotta dgat, foljer med -
avloppsvattnet ut i naturen. Detta leder till att vattnen vid reningsverkens utlopp fér en relativt
hog koncentration av dessa kemikalier. Manga av kemikalierna som reningsverken inte lyckas
fdnga dr Ostrogener (Ternes ef al. 1999), som éar sd kallade endokrinstdrande dmnen, eller
EDC:s (endocrine disrupting chemicals). Som namnet antyder kan de interagera med, och
stora, det endokrina systemet hos ryggradsdjur (Nationalencyklopedin 2014). Detta idr ett stort
problem. Fiskarna som lever i dessa vatten blir pdverkade pa ett direkt vis, och djur som é&ter
fiskarna blir paverkade indirekt.

EDC:s inkluderar sdvil naturliga som syntetiska dstrogener och dven sa kallade
xenoOstrogener, vilket dr &mnen som inte dr dstrogener men som har en dstrogen aktivitet. Det
kan vara antingen agonister eller antagonister (Vos et al. 2000) som binder till
ostrogenreceptorerna och foljaktligen stor det endokrina systemet. Bdde naturliga och
syntetiska Ostrogener anvinds i like- och preventivmedel. 17p-estradiol (E2) ér ett naturligt
Ostrogen som pé senare ar har borjat anvéndas i1 preventivimedel och uppges kunna ge férre
bieffekter i ménniskokroppen dn andra, syntetiska hormoner, om det kombineras med rétt
progestin(gulkroppshormon) (Mueck & Sitruk-Ware 2011). Anledningen till att man inte
anvént E2 tidigare &r att det bryts ned snabbt i kroppen och att man inte kunde hitta ett
passande progestin for att motverka de ojadmna blodningar som kvinnor i testgrupper drabbats
av(Shulman 2013). Ett hormon som har varit vanligare i preventivmedel ar etinylestradiol
(EE), ett syntetiskt Ostrogen som inte bryts ned lika snabbt i kroppen som E2 och dérfor varit



lattare att skapa fungerande preventivimedel av. Som pépekats tidigare har det syntetiska
hormonet dock gett en del oonskade biverkningar for manga kvinnor, vilket &r anledningen till
att man jobbat pd att gora ett skonsammare medel med det naturliga dstrogenet E2. Ett lyckat
preparat har nu tagits fram med antigonadotropiska NOMAC (nomegestrolacetat), som ir en
progesteronagonist (Mueck & Sitruk-Ware 2011). Detta hoppas man ska forbéttra
livskvaliteten for kvinnor som anvander hormonella preventivmedel.

Vildigt ménga kvinnor anvinder sig av p-piller som preventivmedel, 6ver 22 miljoner bara i
Europa (Skouby 2004), déarfor &r just p-piller dr ett viktigt amne att diskutera. Tyvirr
diskuteras till allra storst del endast de biverkningar som ménniskokroppen upplever och inte
till lika stor del den paverkan som p-pillrens innehall har pa djurlivet nér de tjdnat fardigt sin
verkan i vara kroppar. Bdde E2 och EE éterfinns i avloppsvatten och vid utlopp fran
reningsverk. E2 kan finnas i koncentrationer upp till ca 50 ng L', medan EE inte alltid
forekommer 1 méitbara koncentrationer (Desbrow et al. 1998). Oavsett dr koncentrationerna av
Ostrogen oftast forhdjda i dessa vatten.

Idag finns det inte ndgot effektivt reningssystem for att avldgsna dstrogener frén
avloppsvattnet dd reningsverken inte dr designade for att rena bort organiska spardmnen.
Vissa dmnen, som Ostrogener, gir emellertid att avldgsna till viss del (Janex-Habibi et al.
2009). Koncentrationerna mé minska under reningen av avloppsvattnet men dstrogenerna
forsvinner inte helt (Gabet-Giraud ef al. 2010). Detta gor att det ansamlas EDC:s vid utlopp
fran reningsverk vilket paverkar djurlivet i omgivningen. De péverkar reproduktion, beteende,
sexuell utveckling m.m. hos samhéllen i dessa vatten och dven omgivande terrestra omraden
(Lintelmann et al. 2003). T.ex. inducerar E2 och E1 vitellogenes (bildning av 4ggula) och
feminisering hos fisk (Rankouhi et al. 2004) och EE inducerar vitellogenes och feminisering
av hanar hos kndlskalleldja (Pimephales promelus) redan vid relativt laga koncentrationer,
vilket eventuellt kan leda till en kollaps av populationen (Kidd et al. 2007). Ostrogener som
EDC:s gor foljaktligen skada pa omgivningen och ndgot maste goras for att minska denna
paverkan.

Det finns olika sitt att angripa uppgiften. Man kan ténka sig att forsoka bilda ett nytt 6strogen
som blir inaktivt eller snabbt degraderar nédr det kommer ut ur kroppen, men ett mer
angreppsvanligt sétt dr kanske att forsoka bilda ett hallbart system for att rena avloppsvatten
fran dessa EDC:s och andra kemikalier med liknande egenskaper. I den hér studien vill jag
undersoka om det finns ndgra skillnader mellan hur det naturliga och det syntetiska dstrogenet
bryts ned som gor att ndgot av dem har en fordel i reningssyfte. Jag kommer dven att diskutera
olika uppkommande reningsmetoder ur de olika dstrogenernas perspektiv. I huvudtexten
nedan beskrivs nagra metoder som man skulle kunna utveckla, och kanske kombinera for att
astadkomma effektiva reningsmetoder.

P-piller
Kombinerade p-piller innehéller férutom dstrogen dven en form av progestagen

(gulkroppshormon) - oftast ndgot sorts progestin vilket dr en syntetisk form att det kroppsegna
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progesteronet (Streck 2009). Dessa hormonella preventivimedel ér tinkta att lura kroppen att
det r en graviditet pa gang genom att hélla en viss niva av dstrogen och progestin. Dessa har
en negativ feedback pé dgglossningen och frisdttningen av gonadotropinerna LH
(4gglossningsstimulerande hormon) och FSH (follikelstimulerande hormon) (Frye 2006).

Konshormoner, vilket inkluderar strogener, progesteron och androgener, bildas i endokrina
kortlar (testiklar och dggstockar). Frisldppningen av dessa kontrolleras av koncentrationen
konshormon som redan finns tillgéngligt i kroppen. Den negativa feedbackmekanismen
fungerar sa att 6strogenerna minskar friséttningen av GnHR (gonadotropinfrisédttande
hormoner) fran hypotalamus och gonadotropinerna LH och FSH frdn adenohypofysen
(Klaassen & Watkins III 2010). Allt 6strogen som finns i kroppen bryts inte ned dér, utan en
del 1amnar kroppen tillsammans med urinen.

Ostrogener

Ostrogen kommer ut via urinen till storst del i konjugerad form, antingen som
ostrogenglukoronider eller -sulfonider. Denna form gor att de dr mer vattenlosliga, men ocksa
hormonellt inaktiva, nir de lamnar kroppen (Andreolini ef al. 1987). Inaktiva dstrogener har
ingen Ostrogen effekt och fungerar dirfor inte som EDCs. Det betyder dock inte att
potentialen for dstrogen aktivitet gatt forlorad for dessa kemikalier (Ternes ef al. 1999).
Ternes et al. (1999) foreslér att dessa konjugerade former av dstrogenerna bryts i
reningsverkens aktiva slamprocess (beskrivs pé sida 6), vilket frislapper mer aktivt dstrogen
istdllet for att minska koncentrationen. I foljande tre stycken beskrivs de tre olika dstrogener
som diskuteras i denna uppsats - 17B-estradiol, 6stron och etinylestradiol.

17p-estradiol - ett naturligt dstrogen

Av de kroppsegna Ostrogenerna dr 17B-estradiol (figur 1) det huvudsakliga och mest potenta
hormonet (Fruzzetti & Bitzer 2010). E2 blir snabbt inaktiverat av enzymer i levern och ldmnar
sedan kroppen, mestadels i konjugerad form utan ndgon dstrogen aktivitet. Nar det kommer i
kontakt med mikrobiella organismer borjar dock en nedbrytningsprocess av det konjugerade
Ostrogenet som frisdtter aktivt E2 och indirekt metaboliten Ostron (Ternes et al. 1999).

Figur 1. Kemisk struktur hos 17f-estradiol,
omritad fran Li Puma ef al. (2010).



Ostron

Ett 6strogen som bor ndmnas ndr man talar om E2 dr 6stron (E1). Precis som E2 ér E1 ett
naturligt hormon och det dr den forsta nedbrytningsprodukten som bildas i nedbrytningen av
E2. Aven dstron har dstrogen potential och fungerar dérfor som en EDC, det #r dock av en
relativt intermedidr natur. Mao et al. (2009) tolkar det s& da att de i sina experiment endast
finner E1 dér det ocksa aterfinns E2. Detta indikerar att ndr E1 vél har bildats sa degraderas
det snabbt. Dessa tva naturliga Ostrogener har samma vattenloslighet men deras molekylérvikt
skiljer sig (tabell 1). Skillnaden i vikt beror pd att E1 bildas genom att E2 forlorar en vétejon
(figur 3) (Peter Guengerich 1990).

Tabell 1. Ostrogenernas molekylidrmassa och vattenloslighet (Ben Fredj et al., 2015).

Ostrogen Molekylirmassa (g mol™) Vattenloslighet (mg 1™') vid
20°C

E2 2724 13

El 270,4 13

EE (syntetiskt Ostrogen) 296,4 4,8

Etinylestradiol — ett syntetiskt 6strogen

Etinylestradiol (eller 17a-ethinylestradiol, figur 2), som hdadanefter kommer att hinvisas till
som syntetiskt dstrogen, bildas genom att en etinylgrupp adderas till C-17 hos 17p-estradiol.
Den dndrade formen har gjort EE léttare att anvinda i preventivimedel eftersom att den tillsatta
etinylgruppen saktar ned metabolismen av dmnet och ger det en 6kad halveringstid. Detta gor
att EE é&r tillgéngligt for biologiska mekanismer under en léngre period ar E2. Det gor dock
dven att levern hinner producera mer av de inaktiverande enzymerna i nérvaro av EE, vilket
kan ha negativa bieffekter hos anvéndare av preventivmedlet (Longcope & Williams 1975).

OH

Me

EE

Figur 2. Kemisk struktur hos etinylestradiol,
omritad fran Li Puma et al. (2010).

Det syntetiska Ostrogenet d4r mer hydrofobt &n E2 och El(se vattenloslighet i tabell 1). Det ar
allmént ként att hydrofoba material dras till varandra, vilket innebér att EE bor vara mer
bendget att adsorberas till organiska material &n de naturliga dstrogenerna.

Nedbrytning av Ostrogener
Pa grund av deras nagot olika kemiska strukturer bryts E2 och det syntetiska dstrogenet EE
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ocksa ned pé ndgot olika vis. Nedan beskrivs skillnaden mellan hur E2 och EE bryts ned och
hur nedbrytningen pdverkas av mikroorganismer.

Biodegradering under ljus — naturliga och syntetiska ostrogener

I vatten finns det fullt av mikroorganismer som tar upp och bryter ned dmnen i sin omgivning
och pa sitt och vis kan rena miljon de lever i. Bradley & Writer (2014) tittade pd hur biofilm
och sediment, insamlat nedstroms fran ett reningsverksutflode, paverkar mineraliseringen av
El, E2 och EE (som mirkts med '“C pa A-ringen, visas i figur 1) och hur mycket '*CO, som
ackumuleras. Alla tre molekyler fick jamforbara viarden vad det gillde mineralisering och
ackumulering av '“CO, under ljusa forhallanden, medan virdena for E1 och det syntetiska
Ostrogenet var liagre dn de for E2 under morka forhallanden, vilket tyder pd att
fotodegradering och/eller fotoaktivering i ljusa omrdden kan hjilpa biodegraderingen av
Ostrogener pa traven.

Mineraliseringen av E1 och EE visade sig effektivare under ljusa forhallanden &n i morker
medan ingen signifikant skillnad visade sig mellan ljus och morker nér det géller
mineralisering av E2 (Bradley & Writer 2014). Detta tyder pa att det finns en skillnad i hur
dessa molekyler tas upp och/eller metaboliseras i avloppsvatten.

Den hér sortens nedbrytning med hjilp av mikroorganismer kallas for en “aktivt slam”-
process och anvinds i reningen av avloppsvatten (Gabet-Giraud ef al. 2010).

Nedbrytning av 17p-estradiol

Hydroxylation17-estradiols forsta nedbrytningsprodukt dstron (E1) bildas genom att C-17
hos E2 oxideras (Peter Guengerich 1990) och hydroxylgruppen(-OH) p& den positionen
saledes overgar till en karbonylgrupp (dubbelbunden syreatom, figur 3).

Me O

Figur 3. Det forsta steget i nedbrytningen av E2, omritad frén Li Puma et al. (2010).

Biodegradering

De dstrogenmolekyler som inte bryts ned i kroppen kan metaboliseras av mikroorganismer i
vatten och sediment i reningsverken och vid deras utlopp. Studier har visat att E2 och
metaboliten E1 under morka forhéllanden bryts ned snabbare av mikroorganismerna an det

syntetiska Ostrogenet men att skillnaden mellan dem inte 4r méirkbar under ljusa férhéllanden
(Jurgens et al. 2002).



Nedbrytning av etinylestradiol

Den viktigaste nedbrytningsvégen for EE i ménniskor dr 2-hydroxylation, och den sker
huvudsakligen i levern. Hydroxylationen sker pa 163- och 6a-positionerna pd molekylen. Hos
EE sker det ingen 16a-hydroxilation, som det gor hos E2. Detta kan bero pé det steriska
hindret fran 17a-etinylgruppen hos EE. Det spelar antagligen ocksd in att 17-kolet, som hos
E2 oxideras och bildar E1, hos det syntetiska Ostrogenet ticks av en etinylgrupp. E1 dr ett
bittre substrat for 16a-hydroxilation dn E2 och det syntetiska EE, men eftersom att EE inte
kan bilda E1till lika stor del som E2 kan sa dr det mindre troligt att hydroxilation sker pa den
positionen hos det syntetiska 0strogenet (Peter Guengerich 1990).

I minniskokroppen katalyseras oxidationsreaktionerna av cytokrom P-450 11IA4 hos det
syntetiska Ostrogenet, vilket ar mycket likt (88 %) IIIAS som katalyserar oxidationen av E2
(Peter Guengerich 1990).

Biodegradering

Generellt har det syntetiska EE ldgre biodegraderingshastighet én bade E2 och E1(Bradley &
Writer 2014) under aeroba forhdllanden (Ternes et al. 1999). Det bryts séledes ned
langsammare av mikroorganismer i naturen och reningsverk, men skillnaden visade sig inte
vara statistiskt signifikant.

Dagens metoder for att rena avloppsvatten

Reningsverken idag ér i forsta hand designade for att avldgsna partiklar frén avloppsvattnet
och inte lika vdlutvecklade vad det giller rening fran kemikalier. I stegen som framstills
nedan minskar visserligen Ostrogenhalten i avloppsvattnet nédr det genomgér reningssystemet,

men det har visats att dstrogenkoncentrationerna vid reningsverkens utlopp trots allt ofta ar
forhojda.

Ett primért reningssteg

En del reningsverk anvinder en forberedande sedimenteringsprocess dir en kemisk
behandling, bestdende av jarnklorid med kalk och polymer, kan ingd. En sadan, sé kallad
fysikalisk-kemisk, behandling inducerar aggregeringen av kolloida partiklar och 6kar pé sa vis
sedimenteringen av de samma (Gabet-Giraud et al. 2010). Detta leder i sin tur till att en del
hydrofoba molekyler, som tenderar att adsorberas av kolloider, kommer att avlagsnas
tillsammans med de aggregerade kolloida pariklarna. Den kemiska tillsatsen i det priméra
reningssteget okar dstrogenernas avverkningsgrad med upp till 12 % for E1 och mellan 27 och
36 % for E2. I studien, som inkluderade 14 olika reningsverk i Frankrike, valde man att inte
rikna in det syntetiska Ostrogenet EE eftersom att det inte dterfanns i lika hg koncentration
som E2 och E1(Gabet-Giraud et al. 2010). De fann att olika temperaturer inte gav ndgon
signifikant skillnad i dstrogenernas avverkningsgrad. I de reningsverk dir den kemiska
behandlingen inte ingdr i det priméra reningssteget iakttogs ingen minskning av dstrogenhalt i
det priméra reningssteget (Gabet-Giraud ef al. 2010).



Sekundir biologisk behandling

Gabet-Giraud et al. (2010) gjorde mitningar i den biologiska reaktorn hos olika reningsverk,
under vintern nér reaktortemperaturen var mellan 9 och 15 °C och under host och var nir
temperaturen var runt 20-23 °C. Avverkningsgraden for E1 och E2 var ndgot hogre vid den
hogre temperaturen och vid den ldgre temperaturen visade sig avverkningsgraden mycket mer
varierande dn vid den hdgre, dir den var forhédllandevis konstant. Bland de reningsverk som
undersoktes under host och var, den varmare perioden, fanns de som var lagbelastade och de
som var mediumbelastade med aktiverat slam. Métningarna som gjordes i medium-reaktorer
visade en lidgre avverkningsgrad édn de som gjordes i lagbelastade reaktorer. Medium-
reaktorerna visade en viss minskning av E2, medan E1 koncentrationen dkade (Gabet-Giraud
et al. 2010). Det fenomenet har sin forklaring 1 att E1 bildas nér E2 bryts ned (Ternes et al.
1999). Nir ett nitrifierande biofilter, som finns i minga reningsverk for kvévereningens skull
(Hermansson et al. 2006), ingick i processen var avverkningsgraden av E2 och E1 emellertid
over 80 %. Mitningarna som gjordes i ldg-reaktorerna visade en avverkningsgrad som var
over 90 % for bade E2 och El. I 1ig-reaktorerna anvéndes inga biofilter (Gabet-Giraud ef al.
2010). Under reningsprocesserna forsvinner ca 80-90 % av Ostrogenerna som fanns i inflodet
men fortfarande har utflddesvattnet koncentrationer upp till 50-60 ng L™

Tertidr behandling

Eftersom att reningen av Ostrogener enligt matningarna Gabet-Giraud et al. (2010) gjorde var
sa pass effektiv redan efter den biologiska behandlingen gjorde de inga métningar av dem 1
sina tester av tertidra behandlingar.

Vattenrening

Det dr nodvéndigt att forsta strukturen och nedbrytningen av ostrogener for att forsta vad som
hénder under reningsprocessen. De konventionella metoderna for att rena vatten fran EDC:s ér
inte tillrdckligt vélfungerande (Cardinal-Watkins & Nicell 2011). Nedan beskrivs ndgra olika
studier frn de senaste aren, inriktade pa vattenreningsprocesser som kan vara mdjliga att
anvinda fOr att eliminera Ostrogener fran avloppsvatten.

Fotokatalytisk oxidation

Nedbrytningen av dstrogener kan skyndas péd med hjilp av UV-ljus och en katalysator. Detta
fenomen kallas for fotokatalytisk oxidation. Li Puma et al.(2010) undersokte
nedbrytningshastigheten hos bade de naturliga 6strogenerna E2 och E1 och det syntetiska EE
under belysning av UVA- och UVC-ljus. Ostrogenet utsattes for de olika sorternas strilning
och under tiden mittes koncentrationsindringen i fotoreaktorn. Man testade hur stralningen
paverkade reaktionen bade med och utan en katalysator nérvarande. Katalysatorn som
anvéndes var TiO,.

Béde UVA- och UVC-ljus paverkade nedbrytningen av alla testade dstrogener, men utan
katalysatorn visade sig UVC-ljuset vara det mest effektiva. Efter 180 minuters UV A-strélning
hade E2, E1 och syntetiska EE minskat, i angiven ordning, med 20, 49 och 25 %. Under
UVC-stralning var degraderingshastigheten signifikant hogre. Efter 180 minuter hade bade E2



och EE minskat med 60 %, medan E1 hade degraderats praktiskt taget totalt, med 98 %
minskning.

Med katalysatorn TiO; ndrvarande minskade alla 6strogenerna med liknande hastighet under
bade UVA- och UVC-stralning. I det fallet var UVA-ljuset det mest effektiva i degraderingen
av Ostrogenerna. Det var speciellt effektivt for degraderingen av det syntetiska dstrogenet.

Ligninasmedierad oligomerisering

Ett annat sdtt att rena vatten frén dstrogen dr ligninasmedierad oligomerisering. Mao ef al.
visade 2010 att enzymet ligninperoxidas (LiP), som bildas naturligt av den vita rétsvampen
Phanerochaete chrysosporium (Shah et al. 1992) kan transformera vissa syntetiska och
naturliga dstrogener, pé ett sddant vis att den Ostrogena effekten minskar, genom att inducera
oligomerisering av molekylerna. LiP foljer den “’klassiska peroxidaskatalysmekanismen”, dar
H,0, behdvs for att aktivera LiP genom att oxidera det med tva elektroner (Banci et al. 1999).
De anvinde sig dirfor av E2, HO; och LiP i reaktionen. Efter en timmes reaktionstid hade
koncentrationen E2 minskat med 39 % (Mao et al. 2010).

Resultatet frain HPLC:n (hoguppldsande vitskekromatografi) visade fem toppar. Fran
topparna kunde molekyldrvikter uttolkas vilka i sin tur kunde 6verséttas i dimerer och trimerer
av E2, och en liten del monomerer av E1. Molekylarvikterna rdknades ut med ekvation (1),
dér n = ett naturligt nummer, 2 eller 3 i detta fall (eftersom det handlar om dimerer och
trimerer), och M = molekyldrvikten av E2 (Mao et al. 2010).

Total molekylarvikt =nM - 2(n - 1) (D)

Det som hinder i reaktionen mellan E2 och LiP é&r att LiP oxiderar E2 och ger molekylerna
fria elektroner. I den oxiderade formen &r de mer reaktiva och bendgna att para ihop sin fria
elektron med en annan och pa sa vis bilda polymerer (Mao et al. 2009).

De testade ocksa vilken effekt veratrylalkohol (VA), som bildas av P. chrysosporium som en
sekundir metabolit i samband med att LiP bildas, kunde ha p4 reaktionen. Aven effekten av
naturlig organisk materia (NOM), som &r vanligt i fria vattenmassor, testades bade i samband
med VA och ensamt. Detta gjordes for att 4 en bittre forstaelse for hur reaktionerna faktiskt
sker i1 naturen (Mao et al., 2009; Mao et al., 2010).

Effekt av VA och NOM pd LiP-medierad oligomerisering

Nér VA inkluderades i reaktionen reducerades E2 koncentrationen med 90 % istillet for 39 %
vilket var fallet d& endast LiP var nirvarande (Mao et al. 2010). VA verkar fungera som en
katalysator genom att badde hindra inaktiveringen av LiP och samtidigt stimulera dess aktivitet
(Mao et al., 2009). I reaktionen med VA nérvarande hittade man dessutom en extra topp.
Molekyldrvikten som toppen representerade var 540 vilket tyder pa en produkt dir E2 och
Elhar bundits samman, enligt ekvation (1). Detta fenomen upptridde inte under négra andra
forhédllanden 4n nir VA var den enda extra tillsatsen.



Néar NOM var nérvarande tillsammans med VA sdg man inga E1-E2-kopplingar. Under dessa
forhallanden var minskningen av E2-koncentrationen dessutom endast 75 %. Denna
minskning av VAs effektivitet som katalysator tillskrivs att NOM konkurrerar med VA om att
binda till den aktiva positionen pd LiPs yta. Tillsatsen av endast NOM till reaktionen
minskade reduktionen av E2 fran 39 till 24 % (Mao et al. 2010).

Ostrogenets bindningsposition pd LiP

Mao et al. (2009) kunde se en stark korrelation mellan dstrogenets molekyléra volym och
affiniteten mellan substratet och enzymet och detta var den enda korrelation de kunde hitta for
att forklara dstrogenets bindning till LiP. En sadan korrelation talar for att 6strogenet inte
binder till LiPs yta, som VA gor, utan till en hdlighet i enzymet. Molekylens volym tenderar
enligt Mao et al. (2009) att vara en viktig faktor i den sortens bindning.

Kolloidal adsorption

Kolloidalt organsikt kol

Négot kolloidalt definieras som ett &mne som &r finfordelat i ett annat, men inte uppldst, och
dér partikelstorleken ligger ndgonstans i nanometer-/mikrometeromradet. Vikten som
kolloidalt organiskt kol har i adsorptionssammanhang har ldnge blivit forbisedd till f6rman for
andra loslighetsfaser (Nie et al. 2014).

Adsorptionsformagan hos kolloidalt organiskt kol

Nie et al. (2014) sdg en potential hos det kolloidala organiska kolet och samlade in
vattenprover med kolloidalt kol fran ett avloppspaverkat vatten. De mitte koncentrationen
adsorberat EDC savil som den kolloidala massan. De matte dven koncentrationen EDC i
andra 16slighetsfaser for att jimfora med den hos det kolloidala kolet. Méngden kolloidalt
organiskt kol visade en positiv korrelation till miljons dstrogenkoncentration vilket betyder att
det har en stor adsorptionsforméga for dstrogener, dér bade E1, E2 och EE ir inkluderade.
Denna forméga visade sig hogre for det kolloidala kolet &n for andra 16slighetsfaser (Nie et al.
2014).

”Liquid-liquid”-extraktion (LLE)

LLE é&r en vattenreningsmetod diar man anvénder sig av 16sningsmedlet
decametylcyclopentasiloxan (D5), dven kallat silikon, for att extrahera E1, E2 och/eller EE
fran ett vatten. Vattenlosningen och D5 blandades under 30 minuter, tills D5 var méttat pa
Ostrogen, och tillédts sedan att separera i tva faser. En HPLC-analys visade ett linjdrt samband
for varenda ett av de tre &mnena mellan jimvikten i D5 och vatten. Alltsd fordelades varje
Ostrogen pd samma vis i de tva faserna oavsett sin koncentration. E1 och syntetiska EE blev
till storre del fordelade i den organiska fasen (D5), medan E2 till storre del stannade kvar 1
vattenfasen. E1 var det &mne som till storst del gick over till den organiska fasen, vilket man
vill forklara med att det ensamma elektronparet pa dstronets karbonylgrupp kan interagera
med silikonatomerna i den organiska fasen. Forklaringen till EEs relativt hdga fordelning i D5
kan vara den hoga elektronegativiteten som dess alkyngrupp forser &mnet med (Ben Fred; et
al. 2015). Metodens effektivitet paverkas av tre olika faktorer; D5/vatten-kvoten, pH och
temperatur. Effekten av de tre faktorerna testades.
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Temperaturens pdverkan

Ben Fredj et al. (2015) kom fram till att extraktionen av dstrogenerna ur vattenfasen ar en
endotermisk reaktion och att en 6kad temperatur alltsé bor ge en 6kad distributionskoefficient
(K). Det betyder att mer av &mnet bor extraherats fran vattnet till den organiska fasen. Den
generella 6kningen var 1,89 %/°C for Kg1, 3,43 %/°C for Kg; och 2,83 %/°C for Kgg. Dessa
tester gjordes mellan 5-30 °C.

Andelen D5 i vattnet
D5/vatten-kvoten testades mellan 1:4 och 4:1. Det visade sig att ju mer D5 som anvidndes

desto effektivare extraktion. Procenthalten E1, E2 och EE som man lyckades extrahera dkade,
respektive, fran 38, 18 och 29 % i kvoten 1:4 till 94, 71 och 88 % i kvoten 4:1.

Hogt pH minskar effektiviteten

Inte forrdn ett sa hogt pH som dver 9,5 sdg man ndgon skillnad 1 distributionen av dstrogen i
de olika faserna, men nér pH var sdpass hogt borjade distributionskvoten minska, och vid ett
pH runt 12 var kvoten for bdde E1, E2 och EE néstan nere pa 0 (Ben Fredj et al. 2015). Detta
har sin forklaring i att molekylerna vid hogt pH forlorar protoner till de mangtaliga
hydroxidjonerna och i sin oxiderade form ar mer vattenldsliga 4n i den reducerade formen. Att
detta sker vid ett s& hogt pH beror pa att pK, for dessa &mnen ar sd hogt som ~10,7 (Ben Fred;
et al. 2015).

Diskussion

Att dstrogener &r starkt hormonstorande d&mnen ér vetenskapligt forankrat — de anses vara de
EDC:s som har storst dstrogen potential i avloppsvatten (Hamid & Eskicioglu 2012).
Reningen fran ostrogener i reningsverk har visat sig bristfallig, d& forhojda nivier av
Ostrogener ofta aterfinns vid reningsverksutlopp (Ternes ef al. 1999). Detta gir emot
uppfattningen som Gabet-Giraud et al. (2010) vill framhélla om att reningen fran dstrogener
ar nist intill hundraprocentigt effektiv redan efter den biologiska nedbrytningen (steg 2) och
att inga tertidra behandlingar darfor behovs. Enligt Gabet-Giraud ef al. (2010) var
koncentrationen av det syntetiska Ostrogenet sa 1ag att det inte var lont att undersoka dess
minskning i befintliga reningsverk. En anledning till dessa motstridiga resultat kan vara att
Gabet-Giraud et al. (2010) anvénde sig av en lidgsta matningsnivd som dr hog nér det géller
Ostrogener, eftersom Ostrogener har paverkan pa sin omgivning redan vid ldga
koncentrationer. For att gora réttvisa beddmningar av hur de olika dstrogenerna kan
elimineras behdver man ta hénsyn till deras skillnader.

Det syntetiska Ostrogenet, som ldnge anvints i p-piller, och det kroppsegna E2 som borjat
anvindas i en del preparat de senaste aren (Shulman 2013), har en del skilda egenskaper som
gor att de fungerar olika bra for olika syften. Att E2 dr kroppseget innebér att det antagligen ér
ndgot som har funnits med under en lang tid, under tiden som ménniskokroppen har
utvecklats. Kroppen kan hantera E2 béttre pa ett sétt som gor att preparat som innehéller det, i
kombination med ett bra progestin, ger farre biverkningar én preparat innehéllande det
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syntetiska Ostrogenet (Mueck & Sitruk-Ware 2011). En anledning till att E2 ger farre
biverkningar &r att det snabbare bryts ned i kroppen. Bland annat steriska hinder gor att det
syntetiska Ostrogenet inte paverkas pad samma sétt som E2 av de inaktiverande enzymerna som
bildas i levern (Peter Guengerich 1990), och det dr denna egenskap, att det &r tillgangligt for
biologisk aktivitet under en lidngre tid 4n E2, som har gjort EE sa pass anvéndbart 1
preventivmedel. Det var forst nyligen man lyckades ta fram ett preventivmedel med E2 som
Ostrogen, som inte gav testgrupperna okontrollerade mellanblodningar. Problemet hade varit
att hitta ett progestin som passade (Mueck & Sitruk-Ware 2011). Att minska biverkningarna
av preventivimedel &r sjdlvklart viktigt, men dven E2 ar ett strogen med starkt
endokrinstorande aktivitet. E2 paverkar, precis som EE, miljon som det kommer ut i pa ett
endokrinstorande sétt. Visserligen bryts E2 ned snabbare i kroppen dn EE, vilket bor gora att
mer Ostrogen hinner avverkas redan inuti kroppen och en mindre mingd extraheras. Det &r
oklart om ndgot av de tva dstrogenerna har en battre nedbrytning, renings- och miljomaissigt.
Alla olika dstrogener paverkas hur som helst av biodegradering.

Niér det giller biodegradering har bade E2, E1 och syntetiska EE jamforbara
nedbrytningshastigheter under ljusa férhdllanden, vilket indikerar att ljuset pa nagot vis
aktiverar eller inducerar den heterotrofa biodegradationen av dstrogenerna (Bradley & Writer
2014). Man kan spekulera kring om solens stralning hjélper till i oxidationen av dstrogenerna
genom att géra miljon mer reaktiv, eftersom att fotoner ér kdnda for att fa elektroner att
exciteras och hoppa i elektronskalen. En av metoderna som diskuteras, fotokatalytisk
oxidation, &r ljusberoende. I stort sett det enda som kréivs for fotokatalytisk oxidation dr en
katalysator och stralningsutrustning (Li Puma et al. 2010). Denna metod visade sig effektiv
for alla berdrda dstrogener, men allra mest for det syntetiska dstrogenet. Undersokningen
visade dock endast minskningen efter 180 minuter. Vad som skulle behdva undersokas vidare
ar hur mycket tid som skulle krdvas for att sdnka koncentrationen av ostrogen till noll, om det
ens dr mojligt med denna metod. Aven ligninasmedierad oligomerisering gav tillfredsstillande
resultat pa ca 90 % minskning av E2 nir VA fanns nérvarande.

Bindningen mellan LiP och substratet det katalyserar dr beroende av substratets molekyldra
volym. Eftersom LiP inte &r ett sdrskilt specificerat enzym - det kan interagera med en rad
olika &mnen - och E2 och det syntetiska EE har jimforbara volymer bor dven EE kunna
genomga en liknande process. Framtida forskning bor goras pa om sé ar fallet. Har bor
Ostrogenernas skillnader sédvil som likheter tas 1 beaktande. En av deras likheter &r
Ostrogenernas semihydrofoba egenskaper.

Ostrogeners benéigenhet att dras till organiska kolpartiklar har att géra med deras
semihydrofoba natur (Ben Fredj et al. 2015). Enligt undersdkningen av Ben Fred; ef al. (2015)
dras Ostrogener mer effektivt till storre partiklar, kolloider, &n till andra lslighetsfaser av
organiskt kol. Denna information skulle kunna anvéndas for att rena vatten fran liknande
hydrofoba kemikalier i ndgon slags sedimenteringsprocess. Exempelvis skulle man kunna
ldgga in en tillsats av organiska kolloidpartiklar i det priméra reningssteget och ddrmed sékra
det mesta Ostrogenet i sedimentet. Liknande metoder anvinds redan (Gabet-Giraud ef al.
2010), dér en kemisk tillsats inducerar aggregering av kolloida partiklar. Om dessa kolloida
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partiklar dr organiskt kol framgér inte i artikeln. Om sd inte ar fallet skulle det vara pé sin
plats att jimfora adsorptionsférméagan hos de olika kolloida partiklarna. Aven i “liquid-liquid
extraction” dr de semihydrofoba egenskaperna hos dstrogenerna viktiga.

Eftersom de naturliga 6strogenerna E1 och E2 har en hogre vattenldslighet (tabell 1) én
syntetiska EE (Ben Fredj ef al. 2015) blir ocksd metoden mindre effektiv for att extrahera E2.
For E1 fungerade metoden bra, trots att det har samma vattenldslighet som E2, vilket
antagligen beror pa att nir E2 degraderas till E1 blir ett ensamt elektronpar kvar pd dstronets
karbonylgrupp och detta elektronpar kan interagera med silikonet i den organiska
16slighetsfasen (Ben Fredj et al. 2015). Att temperaturen spelar in i denna rektion kan vara
problematiskt, d& temperaturen i reningsverk varierar beroende pa utomhustemperaturen
(Gabet-Giraud et al. 2010). En endotermisk reaktion kraver energitillforsel vilket kan vara i
form av viarme. Det skulle inte vara praktiskt om avverkningen av Ostrogener var tvungen att
minska avsevért under vinterhalvaret och véldigt energikravande om reningsverken skulle
behdva virmas upp till sommartemperaturer. Metoden har andra brister, som att det kan vara
opraktiskt och dyrt att anvénda for mycket 16sningsmedel i taget, samtidigt som man vill ha en
sa effektiv extraktion som mdjligt. Istdllet for att anvéinda en stor méngd D5 kunde det dérfor
vara praktiskt om det vore mojligt att rena 16sningsmedlet och anvinda det igen, och gora
upprepade extraktioner for att bli av med sa mycket dstrogen som mojligt (Ben Fred; et al.
2015).

Béde den kolloidala adsorptionen och LLE utnyttjar de hydrofoba egenskaperna hos
ostrogener. LLE visade sig minst effektivt for E2, som &r det 6strogen det finns mest av i
avloppsvattnet (Ternes ef al. 1999). For syntetiska EE var metoden véldigt effektiv. Det
positiva med metoden ir dess snabbhet. Aven om den skulle behdva utforas i fler steg sé tar
det endast 30 minuter innan den organiska fasen méttats med ostrogener (Ben Fred; et al.
2015) och &r redo att renas for att anvdndas igen. Hur denna rening av D5 skulle gé till
behover undersokas innan man kan uttala sig om metodens effektivitet.

Ostrogener i naturen kan inte endast tillskrivas like- och preventivmedelsanvindning. Bland
annat djurutfodringar har avloppsrester som innehéller hoga miangder EDC:s (Nie ef al. 2014).
Rening av vatten fran alla slags avlopp som kan innehalla EDC:s bor prioriteras hogt just pa
grund av att dessa dmnen dr storande for det endokrina systemet. Detta géller inte enbart fiskar
i avloppspaverkade vatten. Det kan dven paverka ménniskor, bland annat for att nér vi éter
fisk sé féar vi i oss de @mnen som ackumulerats i fisken. Eftersom att E2 4r det kroppsegna
Ostrogenet kommer det alltid att finnas i och komma ut ur véra kroppar. Om man maste
specialisera reningen sd dr det béttre att eliminera det ena Ostrogenet redan vid kéllan och
endast anvidnda E2 i preventiv- och ldkemedel i framtiden. Inte for att det skulle vara
skonsammare for miljon, utan for att gora reningsprocessen simplare och mer effektiv.

Tack

Tack till min handledare Tatjana Haitina som hjdlpt mig att strukturera uppsatsen, mina
opponenter Greta Nilén och Elin Ljunggren och till min vén Olivia Orback for stodet i
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vardagen och de viktiga kafferasterna.
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Naturliga och syntetiska dstrogener i avloppsvatten kraver uppdaterade

reningsmetoder: etisk bilaga
Ingrid Lekberg
Sjalvstiandigt arbete i biologi 2014

Den sjalviska manniskan
Vad #r viktigast? Ar det att vi minniskor har manga tillgingliga sitt att skydda oss mot
graviditet, eller dr det att vi inte forstor balansen i1 naturens ekosystem?

Ur den antropocentriska vinkeln kan man argumentera for att det funnits en problematik
med att kvinnor sjdlva inte kunnat kontrollera nér de ska bli gravida pé ett sidkert och
fungerande sitt, och att detta problem till stor del 16stes med att p-pillret uppfanns. Det
handlar om valméjlighet for kvinnor och pé sa vis kan p-pillret ses som en méansklig
rittighet som behovs for att ett jamstdllt samhélle ska vara mojligt. Man blir dock tvungen
att viiga fordelar mot nackdelar. Ar denna sexuella frihet viird de biverkningar som
kroppen utsétts for? For att kunna virdera risken mot nyttan méste man ocksa ta in det
biocentriska perspektivet dir det inte bara 4r mdnniskosamhaéllet som &r viktigt, utan dir
miljon och de ekosystem som vi paverkar med védra handlingar ar minst lika viktiga.

Virdet hos preventivmedel dr extrinsikalt; det ligger hos funktionen att forhindra
oonskade graviditeter. Det betyder att hormonpreparat skulle kunna bytas ut mot nagot
annat. Nu finns det faktiskt hormonfria preventivmedel — som kondom, pessar och
kopparspiral — men for att helt byta ut p-pillret miste man ersétta det med nagot som é&r
minst lika praktiskt och behdndigt. Man méste dven informera om att det finns andra
alternativ d4n hormoner.

Mycket forskning som handlar om att férbattra hormonella preventivmedel handlar endast
om att minska biverkningarna for médnniskor. Inte mycket ldggs pa att forbéttra preparaten
miljomaéssigt. Den delen forsdker man istéllet ta hand om genom att hitta metoder for att
rena avloppsvattnet frdn hormonerna.

Forskningsetik

Till den hér litteratursammanstéllningen har jag valt sa ny forskning som mojligt, nér jag
beskriver reningsprocesser som skulle kunna anvéndas i reningsverk i framtiden, eftersom
det 4r modern teknik som behovs for att gora det sa effektivt som mdjligt. Jag har anvint
mig av granskade artiklar och &ven tittat pa tidskrifternas “impact factor” for att forsoka
avgora om en artikel &r tillforlitlig. Vissa artiklar valde jag bort for att jag tyckte att vissa
testparametrar var orelevanta for fragestallningen.

I texten har jag refererat till artiklarna efter att jag har redogjort for deras resultat eller
anvéint mig av ett resonemang de for i sin diskussion. Referenser har anvints overallt dir
jag inte for egna resonemang eller tar upp ndgot allmént ként. Jag gor tydligt i texten nir
jag presenterar mina egna tankegéngar.

Jag har strivat efter att tacka forskningen kring dstrogenreningsmetoder som publicerats
de senaste aren, men jag dr medveten om att det &r 14tt att missa artiklar. Jag har insett att
jag valt en for bred fragestéllning for att kunna ticka forskningen pa det sitt jag hade velat
1 en uppsats av den har storleken, men jag har dock anvint flera sckmotorer och varierat
mina sokord for att forsoka tdcka s& manga relevanta studier som mojligt.
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