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Sammanfattning

Dagens reningsverk kan inte hantera de flesta likemedelsrester och andra mikroféroreningar
som kommer till reningsverket vilket resulterar i att de dterfinns i véra akvatiska miljoer.
Darfor pagar mycket forskning kring hur mikroféroreningar kan hanteras och avlagsnas innan
de kommer till recipienten. Detta arbetet &r indelat i en litteraturstudie samt en empirisk
undersokning. Syftet med arbetet har varit att undersoka hur reningsverken ser ut idag, varfor
de inte ar tillrackligt effektiva vid eliminering av ldkemedel och andra mikroféroreningar, om
mykoremediering (rening med hjélp av svamp) kan vara en mojlighet for avancerad rening av
lakemedelsrester i avloppsvatten samt vad konsekvenserna blir pd miljon pa grund av den
ineffektiva reningen i reningsverken. Vidare har syftet varit att underséka hur mycket av
enzymet lackas som kan utvinnas ur en viss méngd substrat koloniserat av ostronskivling
genom ett experiment. Resultatet visar att enzymet lackas, som utsondras av de
vitrotesvampar som anvinds vid mykoremediering, kan paverka strukturen/bryta ner flertalet
olika mikrofororeningar och oskadliggora dessa. Svampar kan dven hantera
mikrofOroreningar genom att absorbera eller adsorbera dessa och dédrmed frigora
avloppsvattnet frdn fororeningar. Substratet dr billigt och det krévs ingen extern energi
forutom fodan/substratet for svampen vilket ofta innebér doda véxtdelar. Experimentet visade
mingden lackas som producerades av ostronskivling och genom berdkningar kunde méngden
substrat som krévs (med bestdmd enzymaktivitet) for att hantera en kubikmeter avloppsvatten
berdknas. Studien visar att mykoremediering dr en metod som fortfarande ar under utveckling
men visar stor potential for att sa smaningom implementeras i reningsverken for avancerad
rening av avloppsvatten.



Abstract

Today’s wastewater treatment plants are unable to clean wastewater of most micropollutants,
including pharmaceuticals that pass the treatment plant. This results in the presence of these
substances in our aquatic environments. This essay is divided into two parts, a literature study
and an experimental analysis. The aim of this study was to investigate how wastewater
treatment plants operate, why they are inefficient at eliminating pharmaceuticals and other
micropollutants, if mycoremediation could be an effective method for advanced purification
of pharmaceuticals in wastewater and finally, what the consequences for the environment
caused by the ineffective purification in the treatment plants are. Further, the aim has been to
examine to what degree the enzyme laccase can be secreted from a specific amount of
substrate colonized by oyster mushroom through an experiment. The result indicates that the
enzyme laccase, secreted by the white rot fungi which are used for mycoremediation, has the
ability to alter or degrade the structures of different micropollutants, making them harmless.
Another way for fungi to handle micropollutants is to absorb or adsorb these from the
contaminated wastewater and thereby freeing the water from pollutants. The substrate is
cheap and the method requires no external energy except for the fungal feed which usually
consists of dead plant material. From the experiment we calculated the amount of laccase
produced by the oyster mushroom and the amount of substrate required to treat one cubic
meter of wastewater (while maintaining enzyme activity above a specific level). This study
shows that mycoremediation is a method which is still under development, although it
indicates that the implementation of mycoremediation into wastewater treatment plants for
advanced purification is not too far away.
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Inledning

Det sldpps idag ut manga olika typer av mikroféroreningar som en konsekvens av det
vardagliga livet. Nya svarnedbrytbara &mnen borjat anviandas 1 hogre utstrackning och de
traditionella reningsverken dr inte byggda for att hantera dessa. Rester fran flera olika typer
av produkter aterfinns dérfor i miljon. Sverige har en mycket bra och effektiv vattenrening
dér organiskt material och vixtniringsimnen tas bort och dr idag ett av de ldnder dér intensiv
forskning och utvecklingsarbete inom omradet pagar (Cimbritz et al. 2016). Trots detta &r
inte de svenska reningsverken tillrédckligt effektiva vid eliminering av mikrofororeningar.
Mikroplaster, ftalater, ldkemedel, flamskyddsmedel och fenolédra och hogfluorerade &mnen ar
ndgra av de mikrofororeningar som kan hittas i avloppsvattnet (Baresel ef al. 2017a). Dessa
dmnen ansamlas i akvatiska miljoer och effekten av dessa bade i 1aga koncentrationer och
over lang tid, samt effekten de olika substanserna ger tillsammans é&r relativt outforskat
(Sundin ef al. 2017). Skadliga effekter av mikrofororeningar har observerats pa djurlivet bade
i recipienter (avrinningsomride for renat avloppsvatten) och i laboratoriestudier och flera
studier som pédvisar mikrofororeningars skadliga effekter har publicerats. Exempelvis har en
studie visat att olika fiskarters fertilitet har paverkats av de syntetiska steroiderna
etinylestradiol och levonorgestrel vid mycket ldga koncentrationer (Cimbritz et al. 2016). En
annan studie som gjordes pa hanfiskar som holls i bur nedstroms frén ett engelskt reningsverk
visade att hanarna borjade producera ett protein som normalt endast dterfinns hos fertila

honor (Purdom et al. 1994).

En av de stora grupperna av fororeningar som slépps ut ér rester fran lakemedel. Likemedel
aterfinns 1 avloppsvattnet huvudsakligen pa grund av humankonsumtion och det finns idag
cirka 2000 aktiva lakemedelssubstanser pa marknaden f6r humanmedicin (Sundin ef al.
2017). Lakemedelsrester kommer till avloppsvatten via urin och avforing i form av
vattenldsliga metaboliter som méanniskan bildat i kroppen (Baresel et al. 2017b) och en hog
andel av de aktiva likemedelssubstanser som anvénds forvéntas hittas i avloppsvatten och i

vattenmiljon (Cimbritz ef al. 2016) pé grund av icke-effektiv rening i reningsverken.

Studier har visat att endast 25% av de likemedelsrester som aterfinns i avloppsvattnet
elimineras helt efter behandling i reningsverken och att ytterligare 25% elimineras endast till
viss del efter behandling i reningsverken. Det betyder att de resterande 50% av de

lakemedelsrester som finns i avloppsvattnet inte bryts ner med de klassiska metoder som



appliceras idag (Horsing et al. 2014). Processen att fa bort 1akemedelsrester ur avloppsvatten
kraver dessutom ett stort spektrum av reningsmetoder eftersom ldkemedel 4r en bred grupp

kemiska substanser med olika strukturer och egenskaper (Horsing et al. 2014).

Halten av ldkemedel i miljon runt recipienten beror pa flera faktorer, bland annat
vattenomsittningen i recipienten, méngden ldkemedel som slépps ut och de kemiska och
fysikaliska effekter ldkemedelssubstanserna har. Olika likemedel har olika egenskaper och
likemedel som bioackumuleras eller &r persistenta har sirskilt stor pdverkan. Amnen med
dessa egenskaper finns kvar véldigt 14nge i miljon och halter av bioackumulerande lakemedel

har hittats i bland annat musslor, fisk och sjofagel (Sundin et al. 2017).

Da reningsverken endast dr byggda for att hantera syreforbrukande dmnen, fosfor och kvive
krévs nu andra ytterligare metoder for att ta hand om de &mnen som blir kvar efter den
standardiserade reningen. Vi star infor ett stort problem d& mikroféroreningar som hamnar i
naturen paverkar miljon och organismer negativt pé flera sétt och i det hir arbetet kommer
anviandningen av svampsubstrat och hur enzymer (till exempel lackas) fran detta kan

anvindas for att rena avloppsvatten frén stabila foreningar som likemedel undersokas.



Syfte och fragestillning

Syftet med arbetet har varit att studera hur reningsverken ser ut idag samt underséka om
rening med hjilp av svamp, sé kallad mykoremediering, kan anvéndas som ett extra steg i
reningsprocessen for att bryta ner likemedelsrester i avloppsvatten. Vidare var syftet att
studera hur mycket av enzymet lackas som kan utsondras ur en viss mingd substrat, som

koloniserats av ostronskivling. Féljande fragestdllningar formulerades.

- Hur fungerar ett reningsverk idag och varfor dr de inte tillrdckligt effektiva vid
eliminering av lakemedelsrester?

- Kan mykoremediering vara anvéndbart i reningsverk for att eliminera
lakemedelsrester fran avloppsvatten?

- Vilka blir konsekvenserna av ineffektiv rening av avloppsvatten?

- Hur mycket av enzymet lackas kan utvinnas ur svampsubstrat som koloniserats av

ostronskivling?



Bakgrund

Hur fungerar ett reningsverk?

Ett vattenreningsverk renar avloppsvatten och reningsprocessen bestir vanligen av tre steg,
en mekanisk rening foljt av en biologisk rening och dérefter en kemisk rening. Avloppsvatten
innehaller mycket organiskt material och &r rikt pa kvédve och fosfor som maste avldgsnas for
att inte bidra till syrebrist och 6vergddning da vattnet slapps ut i naturen. Reningsverkens
utformning varierar beroende pa storlek och placering och nedan foljer en generell
beskrivning av hur reningen av avloppsvatten kan se ut. Beskrivningen ér baserad pa

rapporten 6766 frin Naturvardsverket (Sundin et al. 2017).

Mekanisk rening

I det forsta steget i den mekaniska reningen fors vattnet genom ett galler som befriar det
inkommande avloppsvattnet fran storre foremal sdsom papper, vatservetter, tamponger och
plast. Dérefter passerar vattnet ett sandfidng som fangar upp skadliga partiklar. En del
reningsverk har dven ett tredje steg, forsedimentering, dar kemikalier tillsdtts sa att
fororeningarna bildar ett slam som sedan sjunker till botten. Slammet transporteras sedan till

en slamfortjockare som avldgsnar vattnet frdn slammet.

Biologisk rening

I den biologiska reningsprocessen som sker i flera steg renas vattnet frin organiskt material
och kvédve med hjdlp av mikroorganismer. Mikroorganismerna bryter ner det organiska
materialet till koldioxid och vatten samt omvandlar kvive till kvdvgas. Under processen

bildas slam som sjunker till botten och detta transporteras sedan till en slamfortjockare.

Kemisk rening

Det sista steget i reningsprocessen, den kemiska reningen, dr utformad for att avldgsna fosfor
dé avloppsvatten innehéller mycket av detta. Kemikalier i form av jarnsulfat tillsétts vilket
gor att flockar bestdende av fosfor bildas pa vattenytan. Dessa sjunker sedan till botten.

Slammet fors sedan till en slamfortjockare.



Mikrofororeningar

Mikrofororeningar utgdr en stor, heterogen grupp av amnen med olika ursprung och de kan
betraktas som antropogena kemikalier som aterfinns i miljon i hogre utstrickning &n en
potentiell naturlig bakgrundsniva, dock i fortsatt 1dg koncentration (Kordas et al. 2016). I
avloppsvattnet varierar koncentrationen av dessa &mnen stort, men den dr vanligen mellan
nagra nanogram/liter till ndgra mikrogram/liter (Margot et al. 2015). Koncentrationen kan
dock vara bade betydligt hogre och liagre. Gruppen bestér bland annat av ldkemedel,
flamskyddsmedel, pesticider, biocider, mikroorganismer, ftalatestrar och hogfluorerade
dgmnen (PFAS). Det dr en grupp med dmnen som uppvisar flera olika egenskaper vilket

betyder att effekter av dessa i miljon ér svéra att forutspa (Cimbritz et al. 2016).

Vitrotesvampar

Vitrdtesvampar kategoriseras som de svampar som har férmégan att bryta ner lignin och
cellulosa och kan kénnetecknas av den ljusa fargen som kvarldmnas d4 ligninet bryts ner.
Ligninet bryts ner av extracelluldra enzymer som exempelvis lackas och olika peroxidaser
(Parenti et al. 2013). Vitrétesvampar anvinds ofta vid mykoremediering d4 enzymerna som
utsondras har 14g substratspecificitet och kan bryta ner ett stort spektra av organiska
molekyler (Pointing 2001). Produktionen av enzymet lackas &r en av anledningarna till

vitrétesvamparnas anvindning inom mykoremediering.

Lackas ar ett lignin-modifierande enzym som utsondras av vitrotesvampar. Pa grund av dess
laga substratspecificitet kan dock lackas dven péverka andra komplexa molekyler. (Rhodes
2014). Enzymet produceras av olika véxter, bakterier och svampar och har flera olika
biologiska funktioner, diribland detoxifiering, lignifiering och nedbrytning av komplexa

molekyler (Margot et al. 2013a).

Lackaser katalyserar oxidationen av flertalet aromatiska foreningar diar molekylért syre
anvinds som oxidationsmedel och det dr framforallt foreningar som fenoler och aniliner, som
har en elektrondonator-grupp, som oxideras. Det 4r dd& OH-gruppen pé fenolen, respektive

NH; -gruppen pa anilinen som oxideras.
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Lackas har visats paverka strukturen hos flertalet olika foreningar, déribland lakemedlet
diklofenak (Margot et al. 2013b) som har mycket 14g reningsgrad i de nuvarande metoder
som anvands da endast 10-20% avlédgsnas fran avloppsvattnet (Horsing ef al. 2014). Andra
fororeningar som lackas visats paverka dr det antiinflammatoriska ldkemedlet mefenamsyra

biociden triclosan samt plastadditivet bisfenol A (Margot et al. 2013Db).

9
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Material och metod

Litteraturundersokning
Litteraturstudien baseras delvis pé vetenskapliga artiklar inom omrédet som hittats genom
sokningar i databaserna Primo och Google Scholar samt olika rapporter fran

Naturvérdsverket och SVU (Svenskt Vatten Utveckling).

Experimentellt arbete
I forsoket undersoktes hur mycket enzym som kan ges av en bestimd méingd substrat.
Enzymet i frdga kan sedan anvéndas for att bryta ner vissa ldkemedelsrester. Forsoket

upprepades en ging.

Mikroorganismen och dess odling

I forsoket anvindes ostronskivling (Pleurotus ostreatus). Stammen koptes fran Mycelia
BVBA Belgien och anvinds for kommersiell produktion med bendmningen P. ostreatus
M2191 déar ympen var odlad pa vetekdrnor. Ett sigspansbaserat odlingssubstrat bestaende av
74% ségspan av al (2-4 mm), 24% vetekli samt 2% kalciumkarbonat, baserat pa torrvikt, har
anvants 1 forsoken. Substratet hade fuktighet av 65% och pastoriserades pa 65°C under 8 h
innan svampen inokulerades i en miangd av 10% (torrvikt/torrvikt). Det inokulerade substratet

odlades 1 22°C under 14 dagar. Efter denna tid hade svampen vuxit genom substratet (figur 1)

och substratet anvindes till forsGket som beskrivs nedan.

Figur 1: Substratet koloniserat av ostronskivling
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Extraktion av enzym

Substratet mixades med fosfatbuffert (pH 7), 50 g substrat till 100 ml buffert, under 15 s.
Darefter hdlldes mixen ner i en glaskolonn med en diameter av 2 cm och en hdjd av 40 cm.
Fosforbuffert tillfordes kontinuerligt, rann igenom substratet och samlades ihop i provror som
byttes var 10 min (figur 2). Extraktionen pagick mellan 0-250 minuter. Hojden av tillford
fosfatbuffert holls mellan 34-38 cm.

Foto: Hannah Davidsson

Figur 2: Kolonn med substrat samt buffert som samlas i provrér
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Analys

Maingden av enzymet lackas mattes med spektrofotometrisk metod pa vaglingden 468 nm
(figur 3) (Parenti et al. 2013) 6ver tid. Enzymaktiviteten berdknas som units (U) per liter (L)
thopsamlad buffert i varje provror enligt Lambert Beers lag. Den ihopsamlade buffertens

optiska densitet foljdes ocksé pa vaglingden 620 nm. Detta gjordes for att se om méngden

partiklar fran substratet som foljde med bufferten dndrades Gver tid.

Figur 3: Genomrunnen buffert vid olika tidpunkter (tidsenligt fran mork till ljus orange).
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Resultat

Metoder for att hantera mikrofororeningar

Da de nuvarande standardiserade reningsmetoderna i reningsverken inte renar vattnet till
fullo (Sundin et al. 2017) har andra metoder tagits fram for att eliminera mikrofororeningar.
Nedan foljer exempel pa ett antal metoder som anvénds. Dessa ldggs antingen till i ett sista
steg eller anvinds som kompletterande steg i den standardiserade reningen. De kan ocksa
kombineras med varandra for att uppna eftertraktad reningsgrad. Reningsgraden av just
lakemedelsrester varierar bland de olika metoderna, dock ar vissa metoder istillet mer

effektiva mot andra typer av mikrofororeningar.

Aktivt kol

Vid behandling med aktivt kol anvinds granulerat aktivt kol eller pulveriserat aktivt kol.

Granulerat aktivt kol (GAK) har en kornstorlek mellan 0,5-3 mm och kan rena vatten fran
organiska och oorganiska foreningar och den grundliggande principen &r att GAK adsorberar
fororeningar pa den aktiva kolytan. Kolet placeras i filterbdddar i ett separat reningssteg. Nar
kolet blivit mittat ersitt det med nytt for att bibehélla reningseffekten. Det forbrukade kolet
regenereras for att anvidndas pa nytt. GAK har visat sig vara mycket effektivt for nedbrytning
av ladkemedelsrester (Ternes et al. 2002). Kolet har stor yta for adsorption och &r dérfor
valdigt effektiv vid adsorbering av olika organiska foreningar (Xing et al. 2008). Problem
som kan uppsta vid anvindningen av aktivt kol vid rening &r om vattnet innehaller en hog
halt organiskt material och 16sta partiklar da dessa adsorberas fort till aktivt kol. Férloppet
medf0r att aktiviteten hos det aktiva kolet sdnks och adsorptionsformégan minskar vilket
betyder att GAK forbrukas snabbare. Vattnet som behandlas maste dérfor ha lag

fororeningsgrad.

Pulveriserat aktivt kol (PAK) bygger pd samma principer och tillsétts vanligen i det
biologiska steget i standard-reningen som ett kompletterande reningssteg (Baresel et al.
2017b). PAK avskiljs med slammet och kan dirfor medfora att slammet inte kan anvéndas
som gddningsmedel pé grund av fororeningarna som via kolet koncentreras i slammet
(Baresel et al. 2017a). Da PAK f6ljer med slammet kan det inte regenereras utan ar en

forbrukningsvara.
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Ozon

Vid behandling med ozon oxideras olika &mnen med hjélp av ozon och metoden &r en av de
mest anvianda vid rening av svarnedbrytbara substanser (Baresel et al. 2017b). Vid
behandlingen anvénds den direkta kemiska reaktionen av ozonmolekylen samt den indirekta
reaktionen med hydroxylradikaler for att specifika kemiska bindningar av de berdrda &mnena
ska brytas. Ozonering r en flexibel metod dér doserna av ozon kan kontrolleras, dock s&
kréver processen aktiv dvervakning. Ozonering kan anvéndas bade som sista steg i
reningsprocessen eller som ett mellanliggande steg mellan tva biologiska steg. En signifikant
nedbrytning av ldkemedelsrester har observerats, dock varierar den mangd ozon som behdver

tillsittas beroende pa vilken substans som ska elimineras (Cimbritz et al. 2016).

Membranfiltrering

Vid membranfiltrering fors vattnet genom ett finporigt membran och processen integreras
vanligen i standard-reningen i form av en membranbioreaktor. I en membranbioreaktor
kombineras biologisk rening och avskiljning av slam fran filtrerat vatten med hjilp av

membranfiltrering.

En typ av membranfiltrering som anvinds kallas ultrafiltrering och beroende pa storleken av
membranet kan partiklar och storre 16sta molekyler ner till en storlek pa cirka 10 nm
avskiljas. Metoden har god effekt mot bade partiklar, bakterier, patogener och mikroplaster
(Sundin ef al. 2017) men samre effekt mot &mnen I6sta i vattenfasen, vilket ldkemedel
vanligen ér. De flesta ldkemedel avskiljs dédrfor inte med membranfiltrering. Metoden
anvinds som kompletterande steg i standard-reningen eller i kombination med andra metoder

som till exempel aktivt kol.

Mykoremediering
Bioremediering innebér att man biologiskt renar vatten, luft eller jord fran fororeningar
(Mougin et al. 2009). Mykoremediering dr en typ av bioremediering dér reningen sker mer

hjilp av svamp. Svampar har formagan att paverka olika foreningar pa grund av sin
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biologiska aktivitet och kan dirfor anvéndas for att befria kontaminerade omraden fran
specifika komponenter beroende pa vilken art som tillférs. Mykoremediering adderas som ett
extra steg i reningsprocessen hos reningsverk for att eliminera specifika fororeningar.
Svampen utsondrar enzymer och dessa kan paverka strukturen hos flera foreningar, vilket
resulterar i att de kan brytas ner. En svamp som kan anvindas vid mykoremediering &r

ostronskivling.

Vitrétesvampar producerar flera olika extracelluldra enzymer pa grund av enzymernas
formaga att bryta ner lignin (Pointing 2001). Dessa enzymer har dock visats kunna paverka
andra foreningar 4n lignin, déribland flertalet mikrofoéroreningar, vilket betyder att svampen
kan etableras for att sanera mark eller vatten fran de fororeningarna. Sjdlva svampen
anvinder sig av olika metoder for att bryta ner foreningar och bland metoderna ingér
biodegradering och biosorption. Om dessa mekanismer anviands av médnniskan for att skapa

en produkt kallas det for bioconversion.

Biodegradering innefattar nedbrytningen av komplexa molekyler till mindre bestandsdelar
och forloppet dr mycket komplicerat att studera. Processen ska slutligen leda till fullstindig
mineralisering dér produkten bryts ner till exempelvis vatten, koldioxid, nitrat eller andra
oorganiska foreningar (Kulshreshtha et al. 2014). Det har gjort mycket studier kring
svampars formaga att bryta ner komplexa molekyler och i laboratorium har resultat visat att

enzymer frdn svampar kan oxidera svarnedbrytbara &mnen samt &ven bryta ner polymerer.

Biosorption innebér sorption (adsorption eller absorption) av foreningar/joner fran
avloppsvattnet till levande eller torkad biomassa som gors av svampmycel eller “spent
mushroom substrate” (SMS), vilket dr det jordlika material som &terstér efter att svampen har
odlats. Vid upptaget av fororeningar utnyttjas bioackumulering, dir foreningarna genom aktiv
metabolism transporteras in i cellen och i intracelluldra komponenter, i kombination med
biosorption dér fororeningar binder till biomassan vilket inte krdver metabolisk energi. Till
skillnad fran levande biomassa paverkas inte dod biomassa av flertalet yttre faktorer sdsom
pH, toxisk omgivning, niringsdmnen och temperatur, vilket ar varfor torkad biomassa ofta

anvinds (Kulshreshtha et al. 2014).

Bioconversion syftar till omvandlingen av avfall till en anvéndbar produkt. Nir processen

innefattar svamp syftar det till kultivering av svamp pa olika typer av industriellt avfall for att
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sanera detta samtidigt som svampen bildas som proteinrik kulinarisk produkt (Kulshreshtha
et al. 2014). Svamp som kultiveras pd industriellt avfall kan dock medfora att fruktkroppen
innehaller toxiska komponenter vilket betyder att dessa inte kan anvindas till mat. De toxiska
nivéerna av fororeningar beror pd hur dessa forsvinner fran substratet, biodegradering eller
biosorption (Cimbritz & Mattsson 2018). Om svampen innehdller enzymer som kan bryta ner
toxiska fororeningar kan substratet befrias fran dessa (biodegradering), vilket betyder att
fruktkroppen &r séker att dta. Forsvinner fororeningarna pa grund av biosorption betyder det

att foreningarna aterfinns i fruktkroppen som dé inte kan fortéras.

Mikrofororeningar i miljon pa grund av ineffektiv avloppsvattenrening

Dagens reningsverk dr idag framfor allt anpassade for att avldgsna syreforbrukande &mnen,
kvdve och fosfor och endast i lag utstrackning for de nya svarnedbrytbara &mnen som
kommer till reningsverken (Cimbritz ef al. 2016). Dessa fororeningar passerar till viss del
eller helt forbi de reningsmetoder som appliceras idag (Vasquez et al. 2014) och f6ljer sedan

med det renade vattnet till recipienten dér de kan bidra till stora negativa effekter.

Mikrofororeningarna uppvisar flera olika egenskaper och effekterna av dessa &mnen i miljon
ar ofta svéra att forutse och fororeningarna kan tillsammans skapa forstirkta, forminskade
eller helt andra effekter dn det enskilda &mnet (Sundin et al. 2017). Flera mikrofororeningar
skapar ldngvariga problem vid tillforsel i recipienter. Det finns exempelvis flera olika
fororeningar som bioackumuleras vilket betyder att de lagras i levande vdvnad, vanligen
fettvdvnad, hos olika organismer. Rester av ldkemedel har exempelvis hittats i bland annat
fisk, musslor och sjoéfagel (Sundin et al. 2017). Aven persistenta (Ianglivade) dmnen &r
sadana som lagras upp och stannar kvar i miljon under mycket lang tid. Dessa ér ofta
organiska, fettlosliga &mnen dér halveringstiden varierar frdn nagot &r till tiotusentals ar
(Sundin et al. 2017). Ett exempel pa ett persistent amne &r diklordifenyltrikloretan (DDT)
(Jones & De Voogt 1999) och for DDT ér halveringstiden i grundvatten cirka 31 &r (Dem
2004).

De mikrofororeningar som kommer till reningsverket dr ofta tillverkade for att vara stabila

och svarnedbrytbara vilket gor att flertalet fororeningar kan passera reningsverken utan storre

paverkan (Cimbritz ef al. 2016). Till skillnad fran ménga andra féroreningar som hamnar i
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miljon dr likemedel konstruerade for att paverka manniskokroppen péd nagot sitt. Det betyder
att chansen &r stor att andra organismer i miljon ocksé paverkas av dessa foreningar (Vasquez
et al. 2014) da organismernas hormoner, receptorer och enzymer kan likna minniskans
(Sundin ef al. 2017). En studie som behandlar reningsgraden av ldkemedel i reningsverken
har visat att cirka 25% av de ldkemedel som kommer till reningsverken reduceras nistan
fullstédndigt, 25% reduceras till viss del och for de resterande 50% kravs mer avancerade

reningsmetoder dn de som appliceras idag for att @mnena ska reduceras (Horsing ef al. 2014).

Det finns flera studier som visar pa olika mikroféroreningars negativa inverkan pa miljon.
Kontamineringen av sjar och vattendrag med kemiska komponenter dr bland de mest
kritiska miljoproblemen pé grund av de stora effekter fororeningarna kan ha pa miljon
(Sonune & Ghate 2004) och flertalet forskare har framfort att det &r viktigt att infora
avancerade reningssystem. Studier har visat hur fiskars fertilitet har paverkats av ldkemedel
och denna typen av studier lagger grund for betydelsen av inforandet av avancerad rening for

att skydda véra akvatiska miljéer (Cimbritz et al. 2016).

Lackas-produktion av Pleorotus ostreatus

Resultat av det utférda experimentet

Under de forsta 10 minuterna var kolonnen relativt 10st packad och hdjden av substratet var
ca 31 cm. Substratet packades ihop over tid och hdjden pé substratet i kolonnen var 24 cm
efter 50 min. Efter denna tid var packningsgraden relativt stabil och efter 100 min var

substrathdjden 23,5 cm och fordndrades inte.

Hastigheten, mdngd genomrunnen fosfatbuffert per tidsenhet, varierade med
packningsgraden. Under de forsta 10 min rann 21 ml igenom. Mellan 10-20 min rann 11 ml
igenom och mellan 20-30 min rann 9 ml igenom. Dérefter var hastigheten forhallandevis

stabil (30 - 250 min) och 1ag mellan 8,0-6,1 ml/10 min.

Lackasaktiviteten méttes i1 varje provror for att fa ett matt pd hur aktiviteten varierade over tid
(figur 4). Resultatet tar inte hansyn till att volymen buffert i provréren varierade utan ér
endast ett matt pa fordndringen av enzymaktiviteten dver tid. Variationen dr dock liten och

kan anses konstant efter 30 minuter.
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Provets optiska densitet mittes i varje provror for att fa ett matt pa hur den fordndrades over
tid (figur 5).

Berdkning av hur mycket substrat som skulle behdvas for en kubikmeter (1000L)
avloppsvatten dir enzymaktiviteten méste vara exempelvis éver 60 U/L for att uppna

tillfredstdllande reningsgrad. Enzymaktiviteten ar 6ver 60 U/L i 250 min. Vid 250 minuter

hade det runnit igenom 191,1 ml (0,1911 L). I kolonnen fanns 50 g (0,050 kg) substrat.

1000L

0,1911L x 0,050 kg = 262 kg substrat per 1000 L avloppsvatten

400
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Figur 4: Hur enzymaktiviteten av lackas fordndras éver tid
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Diskussion

Litteraturstudie

Syftet med arbetet har varit att undersdka hur reningsverken ser ut idag samt se om
mykoremediering dr ett bra alternativ som avancerad reningsmetod for att eliminera
lakemedelsrester fran avloppsvatten. Fragestéllningar utformades angéende reningsverkens
struktur och effektivitet samt kring de konsekvenser som bildas pa grund av ineffektiv rening
av mikrofororeningar. Som tidigare konstaterat i arbetet &r inte reningsverkens nuvarande
metoder tillrackligt effektiva for eliminering av likemedelsrester och orsaken till detta &r
framforallt att typen av fororeningar som kommer till reningsverken har forédndrats. Tidigare
behovde reningsverken endast hantera syreforbrukande dmnen, kvidve och fosfor och ar
déarfor byggda for att hantera just dessa (Sundin ef al. 2017). I takt med att fler
svarnedbrytbara substanser tillkom pd marknaden samt fordndringen av ménniskors
konsumtionsvanor har sammanséttningen av dmnen som kommer till reningsverken

fordndrats och det behovs nya metoder for att avldgsna dessa.

Tidigare har det varit svart att veta mdngden mikrofororeningar som aterfinns i avloppsvatten
pa grund av bristfilliga analysmetoder. Metoder for att detektera olika mikrofororeningar har
nu forbattrats vilket betyder att vi nu dr mer medvetna om mingden fororeningar som finns i
avloppsvattnet och kan konstatera att det 4r ett problem som behover hanteras. Dock ar
analysmetoderna for flera olika &mnen fortfarande inte tillrdckligt bra, eller saknas helt, och

det behovs mer forskning inom omrédet (Baresel et al. 2017a).

Med kemiska analyser kan alltsd méngden av olika likemedel bestimmas i avloppsvatten.
Hur enkelt olika &mnen kan analyseras varierar och det &r svérare att analysera olika &mnen i
avloppsvatten d@n i rent vatten (Cimbritz & Mattsson 2018). Studier har exempelvis visat en
hogre mangd lakemedel i utgédende avloppsvatten én i ingdende (Baresel et al. 2017b), vilket
tyder pa att metoder for analys inte &r fardigutvecklade. Orsaken till de férhdjda véirdena tros
bero pé att lakemedlet som konsumeras metaboliseras av levern genom att polédra konjugat
tillsétts pa fororeningarna for att géra dem mer vattenlosliga. Det leder till att ldkemedlet kan
elimineras frén blodet via filtrering i njurarna for att sedan avldgsnas med urinet. Nér dessa
sedan kommer till reningsverket bryter bakterier bindningen till konjugatet vilket leder till att
lakemedlet far sin ursprungliga form. D& analysmetoderna endast registrerar den ursprungliga

strukturen av ldkemedlet och inte dess metaboliter eller reaktionsprodukter verkar det som att
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mer likemedel har bildats under reningsprocessen, dn vad som kom till reningsverket. En
annan orsak som kan indikera ett hogre virde genom reningsprocessen dr miangden organiskt
material som finns i avloppsvattnet (Baresel ef al. 2017b). Organiskt material kan bland annat
paverka om ldkemedlet kan detekteras av mitinstrumentet genom att konkurrera om
joniseringsenergin. Konkurrensen kan leda till antingen jon-suppression eller jon-
forstiarkning. Vid jon-suppression visas en nedtryckning av signalen vid analys pa grund av
konkurrensen med det organiska materialet (Magnér ef al. 2017). Delar av det organiska
materialet sdnder andra signaler dn det undersokta ldkemedlet vilket gor att det uppfattas som
en mindre mangd ldkemedel i avloppsvattnet. Vid jon-forstarkning visar resultatet en hogre
méngd ldkemedel dn vad som egentligen finns i avloppsvattnet. Det organiska materialet
sander liknande signaler som likemedlet som undersoks och darfor verkar det som att det

finns mer av detta i avloppsvattnet (Baresel et al. 2017b).

Konsekvenserna av den icke-effektiva reningen &r ménga och som tidigare konstaterat i
arbetet finns det flera studier som visar ldkemedelsresters negativa inverkan pd miljon
(Purdom et al. 1994; Cimbritz et al. 2016; Sundin et al. 2017). Aven hir saknas det mycket
kunskap och fragan dr hur akvatiska miljoer som utsétts for 1dga koncentrationer av
lakemedel over lang tid paverkas. Tidigare studier har framforallt fokuserat péa akut toxicitet
déar &mnen orsakar sd stora ekologiska fordndringar att de direkt kan ses i miljon. Lakemedel
ar tillverkade som stabila foreningar och kan dérfor vara svarnedbrytbara. Det betyder att de
kan paverka andra organismer vars hormoner, enzymer och receptorer liknar minniskans
(Sundin ef al. 2017) nér de licker ut i miljon. Exponering for dessa substanser under en
langre tid kan resultera i bland annat beteendeforindring och hormonstérning hos organismer.
Likemedel i miljon riskerar dven att ge andra mer sekundira effekter da de kan lagras och

ackumuleras 1 biodata samt bidra till spridningen av antibiotikaresistens.

Likemedel och hormoner har dterfunnits i flera olika djur och studier har gjorts dar man kan
se hur dessa har paverkat organismerna negativt. Ett av de forsta exemplen pa negativa
effekter angéende ldkemedelsrester i akvatiska miljoer uppticktes av sportfiskare i England i
borjan av 1990-talet. Sportfiskarna fick endast upp honfiskar och flera av fiskarna visades
ocksa vara tvdkonade. Effekterna kunde kopplas till vattnets innehall av naturligt 6strogen
fran ménniskan samt det syntetiska dstrogenet etinylestradiol som finns i p-piller. Detta
syntetiska hormon har dven hittats i utter samt visats paverka utvecklingen av dggstockarna

hos groddjur (Pettersson & Berg 2007). Aven andra likemedel har visats ha en stark inverkan
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pa fiskar. Till exempel kan diklofenak orsaka cellférdndringar hos regnbdge och ibuprofen
kan péverka simaktiviteten hos mérlkréfta vid mycket ldga koncentrationer (Sundin et al.

2017).

Effekter fran andra ldkemedel har studerats i laboratorieforsok, exempelvis dar
koncentrationen av antidepressiva ldkemedel har varit densamma i forsoket som i recipienten.
I dessa forsok har antidepressiva ldkemedel visats paverka beteendet hos fiskar dar bland
annat abborrens benédgenhet att gdbmma sig for predatorer paverkats. Orsaker dér beteendet
hos arter fordndras kan medfora stora konsekvenser for ekosystemet, exempelvis om
fordndringen paverkar hur sdkandet efter foda utfors. Exempel dédr fodosok har paverkats ér
hos bldmussla, alger och kraftdjur dér betablockeraren propranolol &r orsaken till

fordndringen (Sundin et al. 2017).

Hoga koncentrationer av olika ldkemedel har hittats 1 bdde blamussla och sjofagel vilket tyder
pa att substanserna dven fors vidare i niringskedjan (Sundin et al. 2017). Eftersom vissa
lakemedel &r persistenta kan de bioackumulera i levande organismer och ansamlas darfor i
dessa. Amnena #r extremt svarnedbrytbara och spridningen av dessa imnen bor dirfor
minimeras. Det finns gransviarden som indikerar hur hog koncentration av specifika
fororeningar som tillats i avloppsvatten for ett fatal grupper av mikroféroreningar, till
exempel metaller och bekdmpningsmedel, men sddana griansvirden saknas for i princip alla
lakemedelssubstanser (Sundin et al. 2017). Gransvardena bestdms utifran riskerna med
fororeningarna och vid en koncentration som ligger under gransvérde ska &mnena inte ha

ndgra skadliga effekter pa den akvatiska miljon (Margot ef al. 2015).

Ett av de stora problemen som uppstér vid ineffektiv rening av ldkemedel dr bidraget till
spridningen av antibiotikaresistens. Nér antibiotika aterfinns i miljon, och i reningsverken,
kommer det uppsta multiresistenta bakterier. Det dr viktigt att dessa inte sprids.
Virldshélsoorganisationen (WHO) har klassat antibiotikaresistens som ett av de storsta hoten
mot virldshilsan. Detta pa grund av den minskade mojligheten for sjukvarden att bota
bakteriella sjukdomar. Kunskapen om potentiella hélsoeffekter for ménniskor pa grund av
utslapp av ldkemedel till miljon &r idag bristfdllig men spridning av multiresistenta bakterier

kommer med stor risk blir problematiskt for mdnniskans hélsa (Sundin et al. 2017).
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Aven om flertalet konsekvenser #r svéra att forutse pa grund av bristen pa kunskap kring
olika fororeningars effekter dver lang tid eller i kombination med andra &r det viktigt att
minimera de mikroféroreningar som finns utspridda i miljon. Om det har skett irreversibla
effekter pa ekosystemen kan det bli omdjligt att aterstélla dessa skador (Sundin et al. 2017).
Ostersjon ir ett sidant exempel dir skador som skett i det marina ekosystemet inte gér att
aterstdlla. Den stindiga algblomningen tros bero pa att en av de viktigaste toppredatorerna,

torsken, har fiskats ut (Osterblom et al. 2007).

Det pagér alltsd mycket forskning relaterat till rening av mikrofoéroreningar och vid
dekontaminering har flera studier pekat pa att mykoremediering kan vara en effektiv metod
for att rena bade mark och vatten fran flera olika fororeningar. Vid ett forsok som utfordes
tillfordes mycel fran ostronskivling till en jordyta kontaminerad av dieselolja. Efter fyra
veckor hade flera av de polycykliska aromatiska kolvétena (PAHs) konverterat till icke-
toxiska foreningar till 95% (Rhodes 2014). Svampar som kan bryta ner lignin har dven visats
vara mycket effektiva nedbrytare av bade klorerade persistenta bekdmpningsmedel samt
giftiga aromatiska fororeningar fran petroleum. Flera olika typer av giftiga firgdimnen har
dven visats reducerats med hjilp av mykoremediering (Kumar et al. 2018). I ett medium
kontaminerat med diklofenak hade nidrvaron av svamp reducerat méngden diklofenak med

95% pa 24 timmar (Esterhuizen-Londt et al. 2017).

Flera studier har visat att svampar framgéngsrikt har reducerat flertalet olika mikroférorening
ur bdde mark och vatten och undersékningar som gjorts visar att rening med enzymer (dir
mykoremediering ingér) dr en metod som &r under utveckling for att sedan appliceras i

reningsverken. Baresel et al. (2017) skriver:

“En kompletterande rening med enzymer kan bli ett alternativ som relativt enkelt kan
implementeras i olika reningsverk dd tillsats av enzymer kan ske pd olika stdllen i processen
och kan integreras med andra reningssteg. Skrdddarsydda enzymer som fokuserar pd
reningen av endast prioriterade likemedelsrester okar anpassningsmojligheten av

kompletterande rening till forutsdttningar och behov vid varje reningsverk.”

I flera reningsprocesser som idag implementeras i standard-reningen for att eliminera
lakemedelsrester paverkar slammet da mikroféroreningarna forsvinner fran avloppsvattnet

genom att exempelvis bli en féllning som sjunker och tillfors till slammet. Idag anvénds
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slammet frin reningsverken inom jordbruket for att terinfora naringssalter och mulldmnen.
Det betyder att reningsprocesser som paverkar slammet pé ett negativt sitt genom att
exempelvis tillfora likemedelsrester eller andra mikrofororeningar, inte ar ldmpliga (Baresel
et al. 2017a). Vid mykoremediering paverkas inte slammet da enzymerna som utséndras

endast gar mot specifikt avsedda substanser och oskadliggor dessa.

Mykoremediering kriaver ingen extern energi, forutom fodan som krévs for svampens tillvéxt
(Kumar et al. 2018) vilket ar ytterligare en fordel med mykoremediering. Flera av
vitrétesvamparna som kan anvindas inom mykoremediering dr basidiesvampar (Pointing
2001) och deras foda bestar framforallt av ruttnande och doda véxtdelar vilket &r valdigt
billigt om man ser processen ur ett kostnadsperspektiv. Det behdvs inte heller ndgon
efterbehandling efter svampen da svamp é&r en integrerad del i miljon (det tillkommer inga
toxiska komponenter eller imnen pa grund av anvéndningen av mykoremediering) (Kumar et

al. 2018).

Olika svampar kan anvindas for att eliminera olika typer av mikrofororeningar och de kan
anvéndas for olika &ndamal. Ostronskivling dr en svamp som kan anvindas for
mykoremediering, men den kan dven utnyttjas inom andra anvandningsomraden. En teori
som &r under utveckling ar att samtidigt anvdnda ostronskivling bade for rening av
kontaminerad mark, men ocksa for matproduktion (bioconversion). I en studie som gjorts
undersoks ostronskivlingens forméga att bade rena samt dess kulinariska egenskaper. Odling
av ostronskivling ger en mojlighet att kombinera matproduktion med rening av
miljofororeningar beroende pé vilken typ av fororeningar som behandlas. Svampar som
behandlar tungmetaller dér metallerna absorberas och hittas koncentrerade i svampen bor inte
konsumeras medan vissa organiska fororeningar i jorden kan brytas ner utan att kvarlamna
toxiska komponenter (Rhodes 2014). Det skulle betyda att ett falt som &r kontaminerat av den
typen av fororeningar, och inte kan anvindas for jordbruk, bade kan renas av svampen medan

det ocksa blir en skord av en proteinrik groda.

Experimentellt arbete
Ostronskivling (Pleurotus ostreatus) ar en svamp som skulle kunna anvindas for

mykoremediering da den bland annat producerar enzymet lackas som har visats kunna
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oxidera och detoxifiera flertalet olika mikrofororeningar (Margot et al. 2013b) och det ér

denna svamp som har anvénts i1 forsoket.

I reningsverk anvinds i1 det biologiska reningssteget en biofilm som bestar av
mikroorganismer. Vattnet passerar biofilmen och mikroorganismerna renar vattnet fran
framforallt organiskt material (Cimbritz & Mattsson 2018). En mgjlighet skulle kunna vara
om ett sadant biologiskt filter konstrueras dir vattnet silas igenom svampsubstrat. Processen
skulle d ske som ett sista steg i reningsprocessen da vattnet méste vara sd rent som mojligt
eftersom svampen endast paverkar vissa mikrofororeningar och inte andra typer av

fororeningar som finns i avloppsvattnet.

Innan substratet hade packats i kolonnen rann vattnet med hdgre hastighet men nér substratets
hade packats var hastigheten konstant vilket ar positivt. Det betyder att hastigheten inte

avstannar med tiden vilket 4r nddvandigt om substratet ska anvédndas i reningsverk.

I figur 4 visas hur enzymaktiviteten fordndras over tid for en bestimd méngd substrat vilket
betyder att man kan ridkna ut hur ofta substratet behover bytas ut for att processen ska
upprétthdlla en viss reningsgrad. Om man ténker sig att enzymaktiviteten ska vara 6ver 60
U/L, det vill sdga att man byter substratet ndr enzymaktiviteten gar under 60 U/L kan
mingden substrat som kréivs for att behandla en kubikmeter (1000 L) avloppsvatten berdknas
vilket visas i resultatet. Enligt detta forsoket skulle det behdvas ca 262 kg substrat for att
behandla en kubikmeter avloppsvatten om enzymaktiviteten ska vara dver 60 U/L. Mingden
substrat som skulle behdvas dr mycket hog, dock dr enzymaktiviteten betydligt hogre én 60
U/L 1 stort sétt hela tiden. Det betyder att man hade kunnat minska mingden substrat genom
att istéllet anvdnda flera mindre biofilmer med svamp efter varandra som byts ut vid olika
tidpunkter. Detta skulle leda till att den hoga enzymaktiviteten i nyligen utbytta filter
kompenserar for den ldgre enzymaktiviteten i dldre filter. Denna metod medfor att dldre filter
kan ha en enzymaktivitet som &r lagre 4n 60 U/L eftersom de nyligen utbytta har en
enzymaktivitet som &r 1dngt 6ver 60 U/L. Pa sa sétt kan kurvan for enzymaktiviteten jamnas
ut sa att den ligger precis dver 60 U/L 6ver en léngre tid vilket skulle minska
substratdtgangen. Exakt hur detta skulle ga till praktiskt ligger dock utanfor detta arbete. 60
U/L dr endast pahittade siffror och behdver egentligen inte dterspegla den verkliga

enzymaktiviteten som krivs for att upprétthalla en tillrickligt hog reningsgrad av olika
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mikrofororeningar, utan anvénds for att kunna berékna hur mycket substrat som eventuellt

skulle behdvas.

Eftersom substratet mixades avtar enzymaktiviteten med tiden. En mojlighet dr att inte mixa
substratet vilket skulle betyda att hyferna inte forstors. Dé skulle man eventuellt kunna byta
substratet mindre ofta men enzymaktiviteten skulle formodligen vara ldgre och det ar

enzymaktiviteten som &r eftertraktad.

Bufferten fick en orange-liknande férg efter att den runnit igenom kolonnen. Det tyder pé att
partiklar fran substratet f6ljde med bufferten vilket maste vidare undersdkas om processen
ska implementeras i ett reningsverk. Da skulle de svamprester eller trirester som foljde med
undersdkas om de &r skadliga pa négot sétt. Att partiklar f6ljde med kan dock bero pé att
filtret som fanns i kolonnen inte var tillrdckligt finporigt och sldppte igenom storre partiklar
fran substratet. Forsoket gjordes endast med en typ av filter och det &r mojligt att ett annat
filter skulle betyda att inga partiklar frdn substratet foljde med det renade vattnet. Som figur 5
visar sa sjonk buffertens optiska densitet med tiden vilket betyder att partiklarna som f6ljde

med vattnet dr begransade.

Slutsats

Av det jag har last framgar det att mykoremediering visar stor potential for att snart kunna
implementeras i reningsverk. Metoden ar dock fortfarande i forskningsstadiet och det kravs
mer kunskap inom omrddet. Det framgar exempelvis inte i litteraturen hur implementeringen
av svamp i reningsverken skulle gé till rent praktiskt, om den skulle odlas i reningsverket
eller om odlingen sker utanfor reningsverket och enzymer sedan extraheras och tillséttas.
Men med de positiva forskningsresultat som studier har gett kan man dock konstatera att
mykoremediering fungerar och flertalet mikrofororeningar kan elimineras med hjdlp av denna
metod. Det betyder att nir vi s& smaningom upptacker ett sétt for mykoremediering att
implementeras i reningsverken kommer detta leda till en minskad spridning av

mikrofororeningar i miljon.
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