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Sammanfattning

Projektets huvudmalsittning var att utreda huruvida de koncentrationer av  PFOS som
forekommer 1 Maélarens sediment utgdr en risk for biota. Dessutom var méilséttningen att
bestimma hur PFOS f6rdelar sig i olika matriser (olika typer av biologisk vdvnad, sediment
och vatten) samt vilka faktorer som i forsta hand styr upptaget i biota och hur saliniteten
paverkar upptaget och toxiciteten. Sediment insamlades fran tvd lokaler utanfor
rdddningsverkets skumsldckningsanldggning utanfér Rosersberg dér vi tidigare uppmatt hoga
halter PFOS 1 sedimentet. For att utreda lipiders betydelse for upptaget exponerades 3
sedimentlevande arter, sotvattengrasuggan Asellus aquaticus, vitmarlan Monoporeia affinis
samt daggmasksldktningen Tubifex tubifex, i intakta sedimentproppar frdan de PFOS-
kontaminerade stationerna samt for referenssediment fran Mailaren och Ostersjon.
Exponeringen utférdes med dels filtrerat genomstrommande sétvatten fran Mélaren och
brackvatten (6.5 %o) fran Ostersjon under 60 dagar. I en brackvattenserie exponerades dven
pungrakan Neomysis integer som ér ett frilevande rovdjur.

I ett fordelningsexperiment exponerades M. affinis och A. aquaticus for PFOS tillsatt i
vattenfasen (0, 50, 200 och 5000ug/L) och PFOS analyserades i de olika matriserna efter 6
veckors exponering da dven toxiciteten analyserades. For att bestimma toxiciteten av de
PFOS-kontaminerade sedimenten i anslutning till Rosersberg exponerades M. affinis under
sin reproduktionsstid for ytsediment fran de tvd lokalerna samt for kontrollsediment fran
Miilaren och Ostersjon. Aven denna experimentserie genomfordes med filtrerat sétvatten fran
Milaren och filtrerat brackvatten fran Ostersjon (40 m djup i Tviren).

Fordelningsexperimentet visade att PFOS tillsatt 1 vattenfas 1 hog grad lamnar vattenfasen och
binds till sedimentet men att hela processen dr ett jimviktsforhdllande dar PFOS vid liga
vattenkoncentrationer jamfort med hoga sedimenthalter troligtvis lacker ut fran sedimentet
och sprids till vattenfasen. Vi kunde inte hitta ett dos-respons forhdllande for
bioackumulationen av PFOS 1 de féltinsamlade PFOS-kontaminerade sedimenten och
resultaten antyder att vi fortfarande saknar i stort sett all viktig information om vilka faktorer
som styr bioackumulationen av PFOS i testorganismerna, varfor detta behover studeras mer
ingdende. Det finns dock vissa indikationer pa att lipidinnehéllet har betydelse for upptaget.
Vitmérlan visade sig vara betydligt kidnsligare for PFOS én t.ex sOtvattengrasuggan och &r
dven betydligt mer kinslig &n andra manga andra evertebrater. Vid exponering for de PFOS-
kontaminerade sedimenten i Rosersbergsviken paverkades vitmirlans reproduktion. Den
sexuella mognaden var forsenad hos bade hannar och honor och dgganlagen utvecklades inte
normalt vid forhallandevis ldga sedimentkoncentrationer. Orsaken till vitmirlans hoga
kénslighet skulle kunna bero pd dess hoga lipidhalt. PFOS och PFOA ér fettsyreanaloger och
associeras létt till plasmalipider och sdrskilt lipoproteiner och kan didrmed paverka
vitellogenesen (inlagring av lipoprotein i gonader). Projektet har dock genererat nya fragor.
Det har blivit &n mer uppenbart dn tidigare att vi fortfarande saknar vésentlig kunskap om hur
PFOS tas upp 1 biota samt hur och till vilka matriser bindningen sker.



Summary

Since the 1970s, there has been a steady increase in the use of fluorinated organic compounds
for a great variety of industrial products e.g. as refrigerants, surfactants, components of
pharmaceuticals, fire retardants, cosmetics, paper coatings and insecticides. Recent studies
have documented the occurrence of PFOS in fish, mammals, and birds from various parts of
the world. No evidence has been found for metabolic or environmental degradation of PFOS.
Comparatively high sediment concentrations were recorded outside a point source of fire-
fighting foam in a shallow semi-enclosed part of Lake Mélaren. The aim of the project was to
examine whether these concentrations negatively affect sediment-dwelling organisms. In
addition we wanted to estimate how PFOS distributes between biota, sediment and the water
phase and identify important factors that govern the uptake in biota and finally the influence
of salinity on the bioavailability and toxicity of PFOS..

Sediment was collected from two sites outside the point source of fire-fighting foam in
Rosersberg. Three sediment-dwelling species, i.¢., the isopod Asellus aquaticus, the amphipod
Monoporeia affinis and the oligochaete Tubifex tubifex were exposed in intact sediment cores
from PFOS-contaminated sites and references sites in Lake Mélaren and the Baltic proper in
order to examine bioaccumulation rate and the importance of lipids for bioaccumulation.
Filtered flow-through water from Lake Maélaren and the Baltic proper (6.5 %o0) were used in
the experiments conducted during 60 days. In the brackish-water series Neomysis integer, a
free-living crustacean, was also included.

To estimate the distribution of PFOS between different compartments M. affinis och A.
aquaticus were exposed to PFOS added to the water phase (0, 50, 200 och 5000ug/L). After 6
weeks exposure PFOS was analysed in the different matrices.

In order to investigate the toxicity of PFOS, the deposit-feeding amphipod M. affinis was
exposed to surface sediment from the PFOS-contaminated sites as well as reference sediments
in soft-bottom microcosms during the reproduction period which lasts for about 3 months. In
order to examine the influence of salinity on toxicity field-collected amphipod populations
from Lake Milaren and the Baltic proper were used in fresh-water and brackish-water
microcosm systems. Effects on sexual maturation, fertilization rate, fecundity and
embryogenesis were scored.

Results indicated that PFOS added to the water phase show high affinity to the sediment but
there is an equilibration process between water and sediment, resulting in leakage of PFOS
into the water phase during conditions with high sediment concentrations. This means that
PFOS shows comparatively high mobility and could be spread over large areas. We failed to
demonstrate any dose-response relationship for bioaccumulation of PFOS, illustrating the
limited knowledge regarding the factors governing bioaccumulation of PFOS in the test
organisms. There are some indications that lipids are important for bioaccumulation, but this
scientific field needs to be further investigated.

M. affinis showed higher sensitivity to PFOS than the isopod A. aquaticus and compared to
other invertebrates these amphipods are very sensitive. The reproduction was seriously
impaired. In comparatively low sediment concentrations sexual maturation of both males and
females were delayed or interrupted, and the oocytes didn’t develop normally, which resulted
in decreased fecundity. One reason to the high sensitivity of M. affinis could be the very high
lipid content. PFOS and PFOA are efficient fatty acid analoges and could be associated to



plasma lipids and particularly lipo proteins and thus affect the vitellogenesis (the
accumulation of lipo proteins in the gonads). Conclusively the project has revealed some new
knowledge but also generated new questions. It is quite obvious that we lack most of the

important knowledge bioaccumulation processes and specifically to which type of tissue
PFOS is bound to.



1. Inledning

PerFluorAlkylSubstanser (PFAS) innefattar bland annat hogfluorerade (perfluorerade)
organiska syror. Perfluoralkylsyror dr persistenta miljogifter som beskrivits av USEPA,
AMAP, OECD, EU svenska Naturvirdsverket och KEMI som prioriterade dmnen dér
vasentlig information saknas for riskbedomning och forslag till dtgarder. PFAS bestér av en
méngd perfluoralkylerade substanser som bryts ned till mer persistenta perfluorkarboxylater
dir slutprodukten PFOA é&r vanligast forekommande och perfluoralkylerade sulfonater dar
slutprodukten PFOS &4r dominerande i sediment och biologiska prover. I synnerhet
perfluoroktansulfonat (PFOS, C8F17S03-) har pa senare tid uppmérksammats pd grund av
extrem persistens i kombination med langvéga transport. Denna typ av d&mnen har ocksa
pavisats ge en lang rad biologiska effekter hos forsoksdjur, sdsom péverkan pé
levermetabolism och fettsyreomséttning samt reproduktionsstdrningar. Majoriteten av studier
har emellertid utforts pd daggdjur varfor kunskapen om effekter pa fisk och framfor allt
ryggradslosa djur dr mycket bristféllig. De senaste sex &ren har ITM pd uppdrag av
Naturvérdsverket studerat spridningen av dessa &mnen i den svenska miljéon och dérvid
konstaterat forhojda halter PFOS i bl.a. fisk och sediment fran Malaren och sillgrissledgg fran
St. Karlso, samt att utsldpp till miljon forekommer via reningsverk och deponier. Spridning
frdn en punktkilla har dven studerats vid Rdddningsverkets skola i Rosersberg, dir flera
perfluortensider licker ut 1 miljon och hdga koncentrationer har analyserats i ytvatten och
sediment.

PFAS liknar fettsyror, med en hydrofob, hogfluorerad kolsvans samt en starkt poldr sulfonyl-
och karboxylgrupp. Beroende pa den kraftiga ytspanningssidnkande effekten hos perfluorerade
tensider ar fordelningskoefficienten oktanol/vatten, K, inte ldmpligt att anvénda i
prediktionssyfte. PFAS uppvisar ett mycket avvikande fordelningsmonster 1 miljon beroende
den poldra komponenten samt tendensen att ackumulera pa fasgrinser (t.ex. luft-vatten).
Kolvitekedjor ér oleofila och hydrofoba medan perfluorerade kedjor dr bade oleofoba och
hydrofoba vilket teoretiskt borde forhindra ackumulation av PFAS till lipider. Trots detta
visar erfarenheten att lipidinnehdllet dr visentligt for biotillgdngligheten och PFOS tycks
biomagnifieras i ndringskedjan. Det dr dock oklart vilken roll lipider kontra proteiner spelar
for upptagsmekanismer.

Kunskapen om toxiska mekanismer for den grupp av substanser som PFOS tillhor dr dnnu
mer begrinsad, &ven om man vet att kommunikationen mellan celler stérs med efterféljande
effekter p& membrantransport och energimetabolism (Luebker et al 2002). Man har dven
konstaterat interferens med fettsyror och kolesterol hos diggdjur vid forhallandevis laga
koncentrationer av PFOS (Olsen et al. 1999; Anonymous 2000). Detta faktum samt att PFOS
binder till proteiner indikerar att det kan interferera med gulesécksproteiner och det finns skil
att tro att PFOS kan ackumulera i dgganlagen. Studier har visat att koncentrationerna av
PFOS ér hogre i fiskdgg an i fisklever, vilket innebér att kemikalien fors over till nésta
generation. Om PFOS kan interferera med fettsyror och dirmed paverka lipidmetabolismen
samt paverka kolesterolmetabolismen dven 1 kraftdjur kan det fa allvarliga konsekvenser for
reproduktionen eftersom ryggradslosa djur till skillnad fran ryggradsdjur inte kan syntetisera
kolesterol, som kréivs for syntesen av ecdysteroider. Ecdysteroider ér ett specifikt hormon som
styr bade tillvdxt och reproduktion hos bade kriaftdjur och insekter samt en del andra
ryggradsldsa djur.



PFOS har i standardiserade toxicitetstest visat moderat akuttoxicitet (NOECs spdnner mellan
3-94 mg/l) samt kronisk toxicitet (NOECs spdnner mellan 0.25-12 mg/l) {or bade
sotvattenfisk och marina fiskarter, kraftdjur, musslor och alger (3M 1984a; 3M 1999; 3M
2000). Tillganglig information for fisktoxiciteten &r huvudsakligen relaterad till
sOtvattensarter, dar effekter pd mortalitet, tillvixt, och klackningsfrekvens har observerats.
Kunskapen om reproduktionseffekter pa fiskar och ryggradslosa djur &dr obefintlig. I
reproduktionstester med kriaftdjur har marina pungriakor (mysider) visat sig vara dtminstone
en storleksordning kénsligare for PFOS dn Daphnia magna (3M 2000). Om denna skillnad
beror pa artspecifika skillnader eller pa att PFOS paverkas av vattnets salthalt och darfor beter
sig annorlunda och ger hogre toxicitet i marint vatten dr oklart. Det &r till stor del oként hur
exponering for PFOS beror av biotillginglighet 1 vatten med olika sammanséttning.
Vattenkemiska parametrar som salter, ammonium och ammonium-foreningar paverkar
l16sligheten och diarmed biotillgdngligheten och toxiciteten, vilket bor beaktas 1 designen av
experiment for att mojliggora riskbeddmning i olika miljoer.

Avsikten med projektet var 1 forsta hand att utreda huruvida de koncentrationer av PFAS som
forekommer i Milarens sediment utgdr en risk for biota. Eftersom den persistenta
slutprodukten PFOS forekommer 1 hogre halter 1 miljon 4n andra PFAS som slutprodukten
PFOA och dessutom dr den mest toxiska och persistenta kemikalien i gruppen har vi valt att
studera PFOS som en modellsubstans for hela gruppen PFAS som férekommer 1 vért
undersokningsomréde. PFOS ér dven den substans man hittar i hogre trofinivaer i
niringskedjan och dirfor anses biomagnifiera (Yamashita et al 2005).

Eftersom generell kunskap om hur PFOS fordelar sig i olika matriser och vilka faktorer som
styr biotillginglighet och toxicitet 4r mycket begransad var mélsittningen dessutom att dka
kunskapen om dessa processer. I ett forsta skede genomfordes laboratorieexponeringar med
olika sedimentlevande arter under standardiserade forhallanden for att kunna forklara olika
faktorers betydelse for nimnda processer. For att kunna fatta beslut om atgérdsinsatser och att
lampliga 4tgdrder kan genomfOras 1 rétt prioriteringsordning kravs ett sa gott
kunskapsunderlag som mojligt, vilket idag saknas for PFAS.

2. Fragestallningar som projektet forvantades besvara

Projektets Overgripande fragestallning: Utgor PFAS en risk for biota i de
sedimentkoncentrationer som foreligger pa lokaler i Stockholmsomradet?

1) Hur sprids/fordelar sig PFAS 1 den akvatiska miljon?

1.2) Hur stor del av tillford PFOS fordelas 1 sedimentfas respektive vattenfas och organismer
med varierande fodostrategi?

2) Vad betyder organismers fetthalt (lipidhalt) i organismer for upptaget av PFAS?

3) Vilka toxiska effekter kan vi forvédnta oss hos de olika testorganismerna med varierande
fodostrategi/levnadssitt och lipidinnehall?

4) Vad betyder saliniteten for upptaget och toxiciteten i organismer?



5) Spridning och forekomst av PFAS ur ett europeiskt perspektiv, Overensstimmer
erfarenheter frdn EU projektet Perforce dir ITM medverkat med resultat som genererats i
projektet?

3. Metodik for de olika delexperimenten

Ett antal olika experiment genomfordes for att kunna ge svar pa ovanstaende fragor.

Exponerings-  Provtagnings-  Replikat Ingéende Testad Test-variabler
tid, dagar tillfallen arter PFOS-
matris
A/Bioackumulations 60 3st efter 20,40 6 M. affinis, Sediment  PFOS I biota
experiment och 60 dagar A. quaticus,
T. tubifex,
N. integer
B/Fordelnings- 42 1 7 M. affinis, Vatten PFOS i biota,
experiment A. aquaticus sediment och
vatten
C/Toxicitets- 75 1 7 M. affinis Sediment  Reproduktions
experiment -variabler

Tabell 1. Beskrivning av de olika exponeringsserierna med PFOS tillsatt i vattenfas och
bundet till sediment.

3.1. A/ Bioackumulation av PFOS i sedimentlevande organismer
med varierande fetthalt.

Avsikten var att studera dels lipidhaltens (fetthaltens), dels salinitetens betydelse for
bioackumulation av PFOS. Sedimentlevande organismer med varierande lipidinnehall som
kan anpassa sig till bade sott och bréackt vatten anvindes i experimentet. Monoporeia affinis
(vitmirla) &r en detrituslevande maérlkrdfta med relativt hogt lipidinnehéll (20-30 % pa
torrviktsbasis). Vitmarlan intar sin foda i det 6versta sedimentskiktet men bioturberar ned till
ett par cm beroende pa syresituationen i sedimentet. Asellus aquaticus &r en
sOtvattensgrasugga men kan dven tala en hogre salinitet. Den &r systematiskt besldktad med
vitmédrlan men har ett betydligt lagre lipidinnehall (7-10 %), sotvattengrdsuggan gréiver inte
ner sig lika djupt 1 sedimentet utan befinner sig i det Gversta skiktet dar vitmérlan dven intar
sin foda. Tubifex tubifex ar en sedimentlevande oligochaet som é&r nérbesldktad med
daggmasken och forekommer i bade sjoar och vattendrag 6ver hela vdrlden men kan dven tala
hogre salinitet. Tubifex dter sediment och kan selektivt digerera bakterier men kan dven
absorbera molekyler genom kroppsviaggen. T. tubifex har ett extremt lagt lipidinnehall, ca 2
%. Den har extremt hog tolerans mot syrebrist och Overlever i miljoer med mycket ldga
syrekoncentrationer. T. tubifex bildar ror i sedimentet och kan féorekomma ned till flera dm
sedimentdjup. Neomysis integer ar en pungrika, ett pelagiskt rovdjur som forekommer i
framfor allt brackt vatten, och som anvindes i experimentet for att studera ev. upptag av
PFOS fran vattenfasen. Juvenila pungrakor har lagre lipidinnehall &r M. affinis (10-15 %) men
ligger betydligt hogre dn A. aquaticus.
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Insamling av
sedimentproppar 1
Rosersbergsviken och
| vatmark

Omra&desbeskrivning

Réaddningsverkets skola i Rosersberg har genom sin tidigare verksamhet lickt ut perfluorerade
tensider till en vatmark i anslutning till skolan och via vatmarken har dven Rosersbergsviken
kontaminerats. Ulf Jarnberg har under 2001 och 2002 analyserat PFOA och PFOS i bade
vatten och sediment pa ett antal provtagningspunkter (se bil 1). Forhdjda halter av bade PFOA
och PFOS kunde konstateras i bade vattenfas och sediment. Idag dr verksamheten stingd men
forhojda halter kvarstar av naturliga skél i omrddet. Vi har valt ut tva provtagningspunkter for
var studie, punkt 3 och 6 (se bilaga 1).

Metodik

Som kontrollsediment utvaldes en referensstation i Askdomradet i norra Eg. Ostersjon
(brackvattenlokal, ca 6.5 %o), och en fran Bjorkfjairden i Mélaren. Som PFOS-kontaminerat
sediment insamlades sediment frdn tvd lokaler vid Rosersberg, dir en
skumsldckningsanldggning medfort kontaminering av PFOS, dels fran en vatmark dels fran en
vik av Milaren (Rosersbergviken) utanfor vatmarken. Intakta sedimentproppar hdmtades pa
de olika stationerna och i sotvattenexponeringen anvandes vitmirlepopulationer fran
Bjorkfjarden i Mélaren, A. aquaticus samt T. tubifex. Sotvattengrasuggan insamlades fran
Kyrksjon i Sérmland och sjukdomsfria Tubifex inkdptes fran Tyskland. N. integer insamlades
fran en sandvik i Tviren. D4 vi inte lyckades adaptera Neomysis fran Ostersjon till sdtvatten
och trots otaliga forsok inte hittade nagra Neomysis i sotvatten utgick denna art i
sOtvattenexponeringen. [ brackvattenexponeringen anviandes vitmérlepopulationer fran
Ostersjon samt brackvattenadapterade A. aquaticus och T. tubifex. I en serie kontaminerade
sedimentproppar samt kontrollsediment exponerades dven N. integer for brackvatten. De
sedimentlevande organismerna med varierande lipidinnehall tillsattes sedimentpropparna som
kopplades till ett genomflodessystem innehallande filtrerat brackvatten (200 pm) samt
behandlat s6tvatten fran Milaren (vattnet dr renat via en serie kolfilter samt via glaskolonn for
att avlidgsna alla organiska kontaminanter). For varje testserie avsattes 6 replikat.
Bioackumulationsexperimentet péagick under 60 dagar. Dagslingden och temperaturen
anpassades till in situ forhallanden.
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Intakta sedimentproppar som kopplas till genomflédade
brack/sotvatten for studier av bioupptag av sedimentbundna
kontaminanter i sedimentlevande organismer

3.2. B/ Fordelningsexperiment.

Experimentuppstélining. For att bedoma hur PFOS fordelar sig
i mellan sedimentfas, vattenfas och organismer genomfordes
experiment med tvd sedimentlevande soOtvattenorganismer,
vitmérlan Monoporeia affinis och soétvattengrasuggan Asellus
aquaticus. Vitmérlan och kontrollsediment insamlades fran en
referensstation i Bjorkfjdrden 1 Milaren och sotvattengrasuggan
insamlades 1 en liten damm. Sedimentet sdllades genom 1mm
sall for att avldgsna makrofaunan (>1mm). Vatten, sediment och
M. affinis fran provtagningsplatsen analyseras for PFOS for att
bestimma bakgrundsvérdet och PFOS fordelning i félt. 40 ml av
det sdllade kontrollsedimentet fran Maélaren tillsattes
forsokskérlen (plastburkar 1L) och Overlagrades med behandlat akvarievatten fran Mailaren
(se ovan) till 900ml. PFOS tillsattes vattenfasen 1 3 koncentrationer 50 ug/L, 200ug/L och 5
mg/L. De valda halterna dr betydligt hogre dn de vi finner i miljon men har valts for att
underlétta studier éver hur PFOS fordelar sig i olika matriser samt for att erhalla klara
effekter, eftersom studier pa andra kriftdjur visade klara effekter forst vid dessa halter (Beach
et al. 2006, MacDonald et al. 2004. Sediment-vattenblandningen omrordes och fick sedan
jamvikta i cirka ett dygn innan djuren tillsattes. Till varje forsokskérl tillfordes 25 djur av
endera arten (M. affinis subadulter (1+), A. aquaticus, adulter) med en férmodad
konsfordelning 1:1. M. affinis inkuberades vid temperatur +4,5°C och A. aquaticusi +18°C,
bada i en for sdsongen naturlig ljusrytm. For varje organismtestserie avsattes 7 replikat.

Experimenten med M. affinis som &r relativt kédnslig for laga syrenivaer genomfordes
semistatiskt varvid vattnet byttes ut en gang per vecka medan A. aquaticus som &r relativt
tdlig mot ldga syrenivider genomfordes statiskt. Varannan vecka analyserades PFOS i
sediment och vattenfas och vid behov tillférdes PFOS till nominell vattenkoncentration. Varje
vecka bubblades Asellus-serierna med luft for att syresitta vattnet. Vid varje alternativt
vartannat bubblingstillfdlle provtogs sediment och vatten ur tvd forsokskérl/serie for att
analyseras for PFOS. Experimentet pagick i 6 veckor.

Biologisk analys. Efter exponeringen provtogs djur, sediment och vatten fran alla
forsokskérl/serie for PFOS-analys. Djuren sallades fram ur sedimentet och placerades i rent
vatten. M. affinis analyserades under stereomikroskop for sexuell utveckling och
befruktningsfrekvens. Fradn varje forsokskdrl omhéndertogs tre hanar samt tre honor for
histopatologisk preparation och resterande M. affinis konsseparerades och frystes in for analys
av PFOS.

Kylbedovade A. aquaticus konsbestimdes i stercomikroskop, och fran varje forsokskarl
omhéndertogs 3 hanar + 3 honor for histopatologisk preparering. Resterande A. aquaticus
frystes in for analys av PFOS.

Histologisk analys. Djuren fixerades i formalin. Hannar och honor fran de olika replikaten
separerades och efter dehydrering biaddades djuren in i paraffinklossar. Klossarna snittades i
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mikrotom och snitten fiargades i haematoxylin-Eosin. Slutligen bedomdes/studerades gonader
och hepatopankreas i ljusmikroskop m.h.a. bildanalys (LEICA systems). Syftet ar att kunna
identifiera patologiska forandringar pa cell, funktion och organniva.

3.3. C/ Effekter av PFAS-kontaminerade sediment fran Rosersberg.

Malséttningen var att utrona huruvida de koncentrationer som férekommer i delar av Mélaren
har en toxisk effekt pa bottenlevande organismer (Monoporeia affinis). Vidare ville vi
undersoka salinitetens betydelse for toxiciteten. Det finns praktiskt taget ingen information
om salinitetens betydelse forutom mycket spekulativa gissningar om hogre toxicitet i marina
miljoer eftersom man funnit kraftigare effekter av PFOS hos marina mysider (pungrikor) én
hos sétvattenlevande Daphnia magna. Eftersom olika djurgrupper och arter uppvisar relativt
stor skillnad i toxisk respons anser vi inte att detta ron ger ndgon indikation om salinitetens
betydelse och eftersom Stockholm omges av bade sott vatten fran Méalaren och brickt vatten
fran Ostersjon ansag vi det visentligt att jimfora upptaget och toxiciteten av PFOS dir samma
arter exponeras i bade sott och briackt vatten.

M etodik

Ytsediment (Oversta 2 cm) frdn referensstationer 1 sitvatten (Bjorkfjdrden i Méilaren och
Vagsfjarden, sj0 innanfor Gaviksfjdrden i1 Bottenhavet) och brackvatten (Gaviksfjirden i
Bottenhavet, och referensstationen i Askdomréadet) insamlades med hjdlp av bottenskrapa i
september. PFOS-kontaminerat ytsediment insamlades i Rosersbergsviken i Mélaren och
vatmark som tar emot ytvatten frdn skumsldckningsanldggning innan vattnet rinner ut i
Rosersbergsviken. Vitmaérlepopulationer frdn Mélaren, Askdomrddet, Gaviksfjdrden samt
Végsfjarden insamlades vid samma tidpunkt och transporterades under +4 grader till
laboratorierna i Studsvik och ITM i Stockholm. Analysresultaten betrdffande starthalter i
organismerna insamlade pa samma lokaler uppvisade mycket stor variation (Tabell 2). Av den
anledningen gjordes nya insamlingar frin samma station i Ostersjon vid olika tidpunkter for
att f4 en mer trovirdig bild av variationen 1 félt. Exponeringen skedde i sma
mjukbottenmodellekosystem (2L E-kolvar) med 3 cm sedimentlager och genomflodessystem,
(Sundelin 1983). Sediment och vitmérla (25 hannar och 25 honor) frdn respektive lokal
inkuberades under vitmaérlans reproduktionsperiod under ca 2.5 ménader. 7 replikat avsattes
for varje behandling. Dagsldngden och temperaturen anpassades till in situ forhallanden.

3.4. Kemisk analys.

Djur- och sedimentprover extraherades och upprenades enligt Powley et. al. (2005). Metoden
innebdr homogenisering i acetonitril foljt av upprening med aktivt kol (ENVI-Carb) och
slutbestimning med vétskekromatografi-masspektrometri (LC-MS/MS). Vattenprover
koncentrerades med fastfasextraktion (Hypercarb PGC-SPE) foljt av upprening med
jonparsextraktion (tetrabutylammonium, TBA) och slutbestimning med LC-MS/MS.
Analyserna med LS-MS/MS gjordes med en lagupplosande tandem-masspektrometer
(Quattro II, Altrincham U.K.) som anvédndes i dotter-jonmode (MRM) med helium som
reaktionsgas. Vistkekromatografin utfordes pa en C-18-kolonn (Discovery HS-C18 Scm x
2.1mm 3um partiklar, Supelco) med en Waters 2595 HPLC-pump. Losningsmedelsgradienten
pa kolonnen startade pa 40 % metanol (MeOH/H20, 2mM ammoniumacetatbuffert) och
slutade pa 95 % metanol (MeOH/H20, 2mM ammoniumacetatbuffert) efter 10 minuter. Hela
kromatografin slutférdes pa 25 minuter per prov. Kvantifiering gjordes mot en flerpunkts
kalibreringskurva baserad pé& standardlosningar av olika koncentration av PFOS
(perfluoroktansulfonat, K-salt, 98 %, Fluka) med korrigering for utbyte av tillsatt
internstandard (1802-PFOS, gava frdn 3M; John Butenhoff)
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3.5. Biologisk analys

Efter exponeringstiden analyserades levande vitmérlor under stereomikroskop. Den sexuella
mognaden hos hannarna bestimdes och kategoriserades till omogna och sexuellt mogna
hannar. Vitmirlehannen genomgér tre skalomsningar under kdnsmognaden och uppnér
sexuell mognad vid den tredje och har da utvecklat mycket langa antenner dér sma
kemoreceptorer utvecklas pd varje antennsegment. Dessa receptorer identifierar feromoner
som sénds ut av honan vilket 6kar mdjligheterna att kénen hittar varandra vid parningenen.
Honan examineras dven med avseende pa den sexuella mognaden genom att gonadernas
storlek bestdmdes under stereomikroskop och gonaderna som innehdller 4dgganlagen
examineras med avseende pa utvecklingsgraden hos friska kontra doda &dgganlag. I
sOtvattenexponeringen var reproduktionen senarelagd jimfort med vitmérlorna i
brackvattenexponeringen och fekunditeten baserades hédr pd antalet friska dgganlag/hona
medan fekunditeten i1 brackvattenexponeringen baserades pa befruktade dgg/hona. 1
brackvattenexponeringen utpreparerades dgg och embryon fran de levande honorna och
andelen 4gg med avvikande utveckling analyserades och olika typer av avvikelser som
missbildade, odifferentierade och doda dgg respektive embryon separerades (se Sundelin och
Eriksson 1998).

3.6. Statistisk analys

Vid normalférdelning och homogen varians av data avseende sexuell utveckling och
befruktningsfrekvens i M. affinis samt mortalitet i bada konen, anvindes en envigs-ANOVA
med Tukey post hoc test. Om data avvek fran normalférdelning eller homogen varians gjordes
en logit-transformering av data, och om de da f6ljde normalférdelning och homogen varians
anvinds de tester som beskrivs ovan. Forblev variansen inhomogen anvéndes Kruskal-Wallis
med efterfoljande parvisa jamforelser med Bonferroni-korrektion (fordelningsexperiment)
eller Mann-Whitney (toxicitetsexperiment med Rosersbergssediment)

4. Resultat

4.1. Bioackumulation frAn PFAS-férorenade sediment fran Malaren.

Det fanns en svag korrelation mellan sedimenthalter pd provtagningsplatsen och halter 1
faltinsamlade M. affinis vid tidpunkten for insamlandet infor experimentstart (Tabell 2). For
att kontrollera haltkoncentrationen gjordes ett flertal insamlingar av vitmérla frin samma
station i Eg. Ostersjon vid olika tidpunkter och halterna varierade med en faktor 4 vid de olika
tidpunkterna (Tabell 2). Fornyad analys av samma population gav emellertid koncentrationer
av samma storleksordning, vilket talar for att analysmetodiken fungerade men att halterna
varierar av orsaker som &r svarforklarliga.

Tabell 2. Koncentration av PFOSi vitmérla fran olika stationer i sttvatten och Ostersjon vid
olika tidpunkter. For PFOS halter i Rosersberg, se Tabell 3.

Bjorkfjarden, Hallsfjarden N15, Norra Gaviksfjarden, Vagsfjarden,

Maélaren Asko Bottenhavet Bottenhavet innanfor
Gaviksfjarden
Sedimenthalt, 1.9 0.8 Saknas data 1.6 0.5
ng/g

TOC % 34 5.7 Saknas data 2.3 3.7
2004,0kt 35 18, 15%*
2005,0kt 121 79.9 17 126 49.5
2006,jan 20

* 2 métningar
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Monoporeia hade i bioackumulationsexperimenten initialt forvanansvért hoga koncentrationer
som var ca 10-100 ganger hogre dn halterna i t.ex. Neomysis och i framfor allt Asellus dar alla
analyser utom en lag under detektionsgransen. I vatmarksserien efetr 60 dagar var det for fa
Overlevande vitmarlor for att mojliggora en kemisk analys. (Fig. 1, 2, Tabell 3).

Sotvattenexponering
140
120 A
—| —| O Start

% 100 199 m20D|
&S 80 1 040D
= 605 m60D|
(@]
S 40 -

20 A

O T T T —
M.affiinis A.aquaticus M.affinis A.aquaticus
Rosersbergsviken Vatmark

Figur 1. PFOS upptag i Monoporeia affinis, och Asellus aquaticus exponerade for PFOS
kontaminerade sediment fran Rosersbergsviken i Malaren samt for vatmark innanfor viken
som tar emot ytvatten fran skumslackningsanlaggning. Exponeringen utfordes i ett
genomfl 6dessystem med behandlat sotvatten i intakta sedimentproppar under 60 dagar.

Brackvattenexponering
140
120 O Start
- 100 m20D
= 40D
;% 80 60 D
o [ |
o 60
(=]
S 40
20
0
M. affinis N. integer A. aquaticus

Fig. 2. PFOSupptag i Monoporeia affinis, Neomysis integer och Asellus aquaticus
exponerade for PFAS- kontaminerade sediment fran Rosersbergsviken i Malaren som tar
emot ytvatten fran en skumslackningsanlaggning. Exponeringen utfordesi ett

genomfl 6dessystem med filtrerat brackvatten (6.4 %o) i intakta sedimentproppar under 60
dagar.
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Tabell 3. Koncentration av PFOS (ng/g vatvikt) i sttvattengrasugga (Asellus aquaticus) och
pungréka (Neomysis integer) efter exponering av sediment fran Rosersbergsviken samt
vatmark i anglutning till en skumslackningsanlaggning i Rosersberg. Exponering skedde i
bade sttvatten och brackvatten utom for Neomysis som endast exponerades i brackvatten.
Eftersom utbyte av standarden for Tubifex endast var mellan 1-16% ar dessa véarden €
tillforlitliga. PFOS- halter i sedimentet &r angivna i tabellen

Sotvattenexponering Brackvattenexponering

Dygns Asellus  Tubifex Asellus Tubifex Neomysis
cxponering

0 <1.0 11.9 <1.0 11.9 6.2
Roser shergsviken (5.2 ng/g PFOS, 4.8 % TOC)

20 <1.0 2.0 <1.0 73.2 13.5
40 <1.0 34.5 <1.0 7.3 10.2
60 <1.0 19 <1.0 23.2 6.3
Vatmark (72 ng/g PFOS, 18.3 % TOC)

20 3.3 26.6 <1.0

40 <1.0 1197 <1.0

60 <1.0 445 <1.0

Det fanns ingen klar koppling mellan sedimentkoncentration av PFOS i
bioackumulationsexperimentet och halter 1 organismerna, den 70 ginger hogre
sedimentkoncentrationen i vitmarken resulterade inte i forhdjda koncentrationer jamfort med
Rosersbergssedimentet. Déremot registrerades hogre sedimenthalter 1 vitméirla som
exponerats for PFAS-sediment jamfort med de olika referenssedimenten (Tabell 4).

Tabell 4. PFOS- halter ng/g vatvikt i Monoporeia affinisi de olika sedimentexponeringarna. Se tabell
for forklaring

M. affinis Vagsfjarden |Gaviksfjarden |Malaren AskO
Start 49.5 ng/g 126.9 121 79.9
60D i 28.3 63.7 31.3
Referenssediment, dir

djuren insamlats

20D 93.6 34.7
Rosersbergssdiment

20D i 95.1

Véatmarkssediment

40D 100 51
Rosersbergssediment

40D 88.8

Véatmarkssediment

60D i 95.5, 86, 85 54,77.2,73.3 69.7, 449
Rosersbergssediment 133(reproduktionsexp)

60D i

Vétmarkssediment

Trots att en skillnad i kroppshalt registrerades mellan de olika behandlingarna minskade
vitmarlans kroppskoncentrationer jamfort med startviarden 1 alla sedimentexponeringar utom i
en serie dir vi exponerade en vitmérlepopulation som insamlats 1 Vagsfjarden (en liten sjo
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innanfor Gavinsfjarden 1 Hoga kusten i Bottenhavet). Detta indikerar att den méngd PFOS
som initialt fanns i kontrollsedimenten lickte ut fran sedimentfasen och forsvann ur systemet
via det genomflodande vattnet (Fig. 1, 2). I serien dér vitméarlepopulationer fran Vagsfjarden
(vitmérlorna hade initialt betydligt ldgre kroppshalter dn vitmaérlor fran Gaviksfjarden i
Bottenhavet, Eg. Ostersjon och Milaren) exponerades for Rosersbergssediment okade
emellertid kroppskoncentrationerna (Fig. 3). I Tubifex fungerade inte analysmetodiken och
endast 1-16 % av utbytesstandarden dterfanns.

Rosersbergssediment

140
120
100 +

80 +

o start
60 m60D

40 +
20

ng/g vatvikt

Vagsfjarden Gaviksfjarden

Figur 3. Kroppskoncentrationer i Monoporeia affinis insamlade i Vagsfjarden och
Gaviksfjarden efter 3 manaders exponering i ett genomfl 6dessystem for sediment fran
Roser sbergsviken.

4.2. Fordelning mellan vatten, sediment och biota samt toxicitet for
Asellus och Monoporeia av PFOS tillfort i vattenfas.

En mycket stor del av tillsatt PFOS ackumulerade i sedimentfasen, vilket indikerar att
sedimentet kan innebdra en riskfaktor for sedimentlevande organismer. Sedimenthalterna i
testserien med M. affinis var betydligt hogre dn i serien med A. aquaticus (Fig. 4), vilket
antyder att vitmdrlans bioturberande levnadsmonster har bidragit till att PFOS till hogre del
forts ned i1 sedimentfasen. Metodiken for analyser av PFOS i vatten &r &dnnu ej tillforlitlig
varfor vi inte kan uttala oss om det exakta férdelningsmonster och goéra en budget.

20
18 O M. affinis

16 W A. aquaticus
14 A
12 4
10 1

ug/kg vatvikt

,_I_l

0 50 200 5000
PFOS tillsatt i vattenfas ug/L

ON B~ O

Figur 4. Fordelningsexperiment. Sedimentkoncentrationer efter 6 veckorstillforsel av PFOSI
I mikrokosmer med Monoporeia affinis och Asellus aquaticus. Observera att
sedimentkoncentrationer i M. affinis-serien 5000 pg/L ar 137 ug/kg vatvik (7 ganger hogre
halter ani Asellus serien.
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Hogre upptag av PFOS registrerades i M. affinis @n i A. aquaticus (Fig. 5). Aven de toxiska
effekterna av PFOS var kraftigare for M. affinis dn for A. aquaticus (Fig. 6). I forsoksserien
dar M. affinis exponerades for 5 mg PFOS/L dog samtliga individer medan 6verlevnaden i
200pg/L, 50 pg/L och kontrollen var 32, 87 respektive 86 %. Exponering for 50pg/L
resulterade saledes inte i ndgon forhdjd dodlighet. I serien med A. aquaticus var dverlevnaden
100 % 1 samtliga koncentrationer (Fig. 6).

Upptag av PFOS efter 6 veckors exponering
4500
4000 @ M. affinis
3500 B A. aquaticus T
3000 -
£ 2500
>
D 2000 l
[@)]
< 1500 -
1000
500
0 T
K 50 200 5000
PFOS tillsatt i vattenfas ug/L

Figur. 5 Fordelningsexperiment. Upptag av PFOSi M. affinis och A. aquaticus efter 6
veckors exponering for PFOStillsatt i vattenfas.

120
100
80
60 |
40
20 |

0 [

Oug/L 50ug/L 0,2mg/L 5mg/L
PFOS

o M. affinis

W A. aquaticus

Overlevnad %

Figur 6. Fordelningsexperiment. Overlevnad av M. affinis och A. aquaticus
I mikrokosmer med varierande tillsatser av PFOSi vattenfasen.
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Andelen sexuellt mogna hannar visade dos-responssamband med ldagst andel mogna hannar 1
200ug/L (Fig. 7). Eftersom hannarna visade hogre kidnslighet @n honorna foréndrades
forhallandet honor/hannar och &kade med okad dos. Aven medelvikten i de olika
behandlingarna visade ett dos-responsforhillande (Fig. 8). Inga histologiska skillnader
noterades pad honornas dgganlag. Vi bedomer dock att den histologiska analysen inte ger
samma kéanslighet som en okuldr analys eftersom en degenererad gonad inte gér att identifiera
vid histologisk analys, formodligen beroende pa att lipidernas struktur inte &r skonjbar (Fig
9). Vid den histologiska analysen noterades forekomst av muskelparasiter av
mikrosporidietyp (Fig. 10). Eftersom mycket fa djur inkluderades i den histologiska analysen
forsvarades forutséttningarna att erhalla signifikanta skillnader och en icke signifikant 6kning
av parasitinfektionen noterades i serien med PFOS. Parasitinfektionen som forsvarar M.
affinis rorelsemonster &r letal for vitmérlan.

70
60 - T
50
40 - T

30 T
20 -
10 —

% Sexuellt mogna hannar

0 pg/L 50ug/L 0,2mg/L
PFOS Conc.

Figur 7. FOrdelningsexperiment. Andelen sexuellt mogna hannar
Monoporeia affinis i de olika testserierna med PFOStillsatt i vattenfasen

12

10 T T

mg vatvikt
(o)}

0 pg/L 50 pg/L 200 pg/L
PFOS

Figur 8. FOrdelningsexperiment. Medelvikten hos Monoporeia affinis
efter 6 veckors exponering for PFOStillsatt i vattenfasen.
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Fig. 10. Muskelparasit av mikrosporidietyp hos M.
affinis, Normal muskel till htger

Fig. 9 Histologiskt heldjurssnitt av M. affinis,

4.3. Toxicitet av féororenade PFAS sediment fran Méalaren.

I sedimentet frdn vatmarken som ligger direkt utanfér rdddningsverkets
skumslidckningsanldggning var mortaliteten 1 det nidrmaste total medan ingen forh6jd
mortalitet registrerades i sedimentet fran Rosersbergsviken. Trots att det inte gick att beskriva
ett dos- responsforhéllande mellan koncentration 1 sediment och upptag i1 vitmérlan
registrerades signifikanta effekter pa vitmérlans reproduktion i de PFAS kontaminerade
sedimenten. I den hogsta koncentrationen (vatmarkssedimentet) var mortaliteten mycket hog
vilket medforde svérigheter att studera subletala reproduktionseffekter. Resultaten visade
signifikanta effekter av PFAS-kontaminerat sediment fran Rosersberg vid en jamforelse med
sediment fran Bjorkfjirden 1 Maélaren. Fekunditeten (levande é&gganlag/hona) 1
sOtvattenexponeringen var lagre (p<0.05) i PFOS- kontaminerat sediment fran Rosersberg. |
brackvattenexponeringen registrerades inga negativa effekter pa fekunditeten (levande
dgg/hona) som var hogre i sedimentet frin Rosersberg én i Ostersjdsedimentet (Fig. 11),
troligtvis pa grund av hogre naringsinnehall.

Fekunditet Ezr(;ﬂs” Fig 11. Fekunditet (agg/hona) hos M.
40 - - affinis exponerad for PFAS kontaminerat
. sediment fran Roser sbergsviken under
§ 30 2.5 manader i genomflédande
5 T brackvatten kontra sotvatten.
9;, 20 = T
§10
0
Brackvatten Sotvatten
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Sexuell mognad hos bade hannar och honor, paverkades negativt (p<0.05)(Fig 12 och 13a)
och andelen honor med degenererade gonader var hogre i sedimentet fran Rosersberg
(p<0.01)(Fig 13 b). I brackvattensserien observerades inga negativa effekter av det PFAS
kontaminerade sedimentet med avseende pd sexuell mognad hos hannar och honor samt
andelen honor med degenererade gonader men en forhdjd andel honor med avvikande
embryoutveckling registrerades 1 sedimentet fran Rosersberg vilket illustrerar kénsligheten for
denna variabel (Figur 14).

100
80
60
40
20

%

Sexuell mognad hos hannar
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Omogna

m Mogna

|

Kontroll BV PFOS BV Kontroll SV

PFOS SV

Fig. 12. Andelen mogna kontra sexuellt mogna hannar av M. affinis i PFOS kontaminerat
sediment frén Rosersbergsviken under 2.5 manaders genomfl 6dande brackvatten (BV) kontra
sbtvatten (SV)

Honor med outvecklade gonader
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80 m PFOS
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Fig 13 a, b. Andelen Monoporeia affinis honor med outvecklade/gonader ( till vanster) och
honor med degenererade gonader (till hoger) efter 2.5 manads exponering for sediment fran
Roser shergsviken under genomflédande brackvatten kontra sétvatten.
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Fig. 14. Antal honor M. affinis med
embryon som utvecklat olika typer av
misshildade embryon samt 4gg och
embryon med membranskador. M.
affinis exponeradesi brackvatten for
kontrollsediment fran Malaren
(s6tvatten), Vagsfjarden
(sotvattensediment) vid Hoga kusten
och Gaviksfjarden (brackvatten) i
Bottenhavet samt PFAS kontaminerat
sediment fran Roser sbergsviken.
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5. Diskussion

Trots PFAS starkt poldra karaktdr visade sig PFOS binda till sedimentfasen, vilket bekréftar
tidigare studier (Higgins et al. 2005). I fordelningsexperimentet ackumulerades till sedimentet
ca 70 % av PFOS tillsatt i vattenfasen. I EU projektet Perforce diar ITM deltagit konstaterades
ocksa att PFOS binds till sedimentet medan karboxylatsyran perfluorooktanat (PFOA
C7F15COO-) har storre bendgenhet att fordela sig till vattenfasen. Fordelningskoeffecienten
sediment/vatten dr ca 9-10 for PFOS, men <1 for PFOA, vilket tyder pé att sediment &r en
sinka for PFOS, men att det relativt 1att fordelas till vatten om jamvikten forskjuts (de Voogt
2006). I en japansk studie, dir man forsokt utreda sedimentets betydelse for upptaget av
PFOS och PFOA i néringskedjan, erholls betydligt hogre koncentrationer av PFOS i t.ex. fisk
och marina dédggdjur 4n bentos (ostron, musslor, krabbor och sandmask) medan
koncentrationer av PFOA var nagot hogre i bentos men av samma storleksordning som for
organismerna hogre upp 1 niringskedjan. Sedimenthalterna i dessa studier var emellertid inte
sdrskilt hoga varvid man antog att vattenfasen spelade en storre roll for upptaget (Nakata et al.
2006). Det dr mojligt att den oenighet rorande PFOS bindning till sedimentet illustrerar att vi
annu inte till fullo forstatt de sedimentkemiska processerna for PFAS.

Inom Perforce projektet har man analyserat PFAS i avloppsvatten samt slam fran reningsverk
vid ndgra europeiska stiader 1 Holland, Storbritannien och Sverige. Stockholm och Alingsés
fick representera Sverige. I en internationell jamforelse ligger Stockholm relativt hogt med
PFOS-halter 1 slam pé ca 60 ng/g och ca 120 ng/L 1 avloppsvatten. Endast Amsterdam ligger
hogre dn Stockholm medan holldndska Nijverdal ligger ndgot lagre. Alingsés reningsverk som
bara tar emot hushéllsavloppsvatten har mycket lagre nivaer. PFOS utgdr den storsta andelen
av de undersokta PFAS dmnena. Genom att analysera halterna i inkommande vatten med
utslédppsvattnet fir man en uppfattning om hur mycket som elimineras i reningsprocessen.
Reningsverken har mycket begransad formaga till att avldgsna PFAS och framfor allt PFOS
varfor en stor del sldpps ut i omgivande vatten (Vogt et al 2006). Detta innebér att PFAS 1
urbana omraden som Stockholm sprids till bade vattenfasen genom mycket ofullstindig
rening med avseende pd PFOS 1 avloppsvattnet frin reningsverken samt till terrestrisk miljo
genom slam frén reningsverk. Halterna &r jamforbara med de vi uppmatt i vatmarken utanfor
Rosersberg, varfor det dr mojligt att halterna utanfor Rosersberg inte dr att betrakta som en
“hotspot” och jamforbara halter kan kanske forekomma i &ven andra omraden i
StorStockholms recipienter. Vara resultat dar vi studerat faltkontaminerade PFOS
sediment indikerar att PFOS aven lacker ut ur sedimentet och spridstill évriga delar av
den akvatiska miljon. Matningar i olika matriser blir sdledes an viktigare an for andra
persistenta organiska foreningar for att prediktera bioackumulation och
biotillganglighet med efter foljande toxicitet samt for att kunna gora spridningsmodeller.

5.1. Osékerhet i analysprocessen

P& grund av svérigheter med analyserna 1 biota var det inte mojligt att skapa en modell
baserad pa lipiders betydelse for upptaget. Den mycket hdgre bioackumulationen i M. affinis
jamfort med A. aquaticus talar dock for att lipidinnehallet har en betydelse for upptaget. I en
ndringsvivsstudie frdn Lake Ontario analyserades de hogsta koncentrationerna av samtliga
analyserade PFAS i Diporeia sp (en mycket nédra sldkting till vitmérlan med jamforbara
lipidhalter) jamfort med Mysis relicta och flera fiskarter som nors, alewife (en liten
strommingsart) och forell (Martin et al. 2004). Endast simpa hade hogre halter 4n Diporeia.
Att den art som stér ldgst ned 1 ndringskedjan uppvisade de hogsta kroppshalterna var mycket
forvanande da man forvintat sig att PFAS skulle biomagnifieras i niringskedjan och man



22

antog att det var det sedimentlevande mdnstret som resulterade 1 de hdga halterna. Denna
forklaring kdnns dock relativt osdker d& man for det forsta r oense om sedimentets betydelse
som sdnka och kélla for PFOS och att vi 1 vara studier anvént oss av sedimentlevande
organismer med varierande lipidinnehall och erhallit mycket hogre kroppskoncentrationer 1
vitmirlan trots att dven Asellus och Tubifex 4r sedimentlevande. Aven om PFAS kemiska
struktur inte talar for en bindning till lipider utan istéllet binds till proteiner (Jones et al. 2003)
finns studier som visar att PFOS foljer lipiderna. Studier av en masart (Larus hyperboreus)
visade hogre halter i 4gg jamfort med hjdrna och lever (Verrault et al. 2005) dven om de
hogsta koncentrationerna analyserades i plasman. PFOS har dessutom visat sig att framfor allt
associera till serumlipider och d& framfor allt lipoproteiner (Newsted 2007) vilket innebér att
PFOS kan vara en betydelsefull inhibitor till vitellogenesen (inlagringen av lipoprotein).

Sedan nagra ar analyserar ITM PFAS i sillgrissla frdn Stora Karlsé. Man har kunnat gora en
tidsserie genom att analysera bankade prover. Det visade sig att halterna dkat kraftigt sedan
70-talet och sillgrisslan har bland de hogsta halterna av PFAS som nigonsin uppmiitts i faglar
(upp till 1000 ng/g vatvikt) och merparten av PFAS éterfinns 1 dggen vilket ytterligare antyder
att PFAS foljer lipoproteinerna. Detta medfér dven att PFOS kan elimineras ur
moderorganismen men avkomman (4gg och embryon) tar emot hdgre koncentrationer av
PFOS. Aven om vi inte lyckats gora en modell 6ver lipiders betydelse for bioackumulation av
PFOS, tyder vara resultat tillsammans med tidigare rapporterade studier pd att lipidinnehall
har en visentlig betydelse for upptaget

Ett problem vid tolkningen av vara resultat rorande lipiders betydelse ar emellertid att
vitmérlan initialt uppvisade forhdllandevis hoga koncentrationer och att dessa minskade under
exponeringen samt att M. affinis, A. aquaticus och T. tubifex ej insamlades pa samma lokal. I
fordelningsexperimentet didr PFOS tillsattes 1 vattenfasen visade resultaten samma monster
med mycket hogre koncentration i vitmirla jimfort med sotvattengrasugga. 1 Perforce
projektet analyserades dven PFAS i torsk frin Ostersjon, Nordsjon och Fladen. Trots att
sillgrisslan och vitmilan har forhillandevis hdga halter och Ostersjon betraktas som ett
fororenat innanhav har torsklever frin Ostersjon betydligt lidgre halter (10 ng/g) én torsk fran
Nordsjon (21 ng/g) (de Voogt 2006). .

Resultaten antyder och styrks av internationella rapporter (de Voigt 2006) att vi
fortfarande saknar i stort sett all viktig information om vilka faktorer som styr
bioackumulationen av PFOS | testor ganismer na.

Det framgar ocksa att trots att en etablerad analysmetodik anvidndes i projektet, kan nya
matriser stélla till problem vid extraktionsforfarandet, vilket hér visade sig genom att vi inte
lyckades fa tillbaka en acceptabel méangd av utbytesstandarden vid analyserna av Tubifex.
Resultaten frdn den fOrsta internationella interkalibreringen for PFAS-dmnen visade dven pa
en dalig overensstimmelse mellan de ingdende laboratorierna for analyserna i biota och
vatten. ITM och det norska institutet NILU lag emellertid bra till vid en jamforelse.

5.2. Vitmarlan ar forhallandevis mycket kanslig for PFOS

Toxiciteten for M. affinis i fordelningsexperimenten var avsevirt hogre dn for A. aquaticus.
Informationen om toxicitet av PFAS for evertebrater 4r mycket begridnsad men de fa studier
som finns visar att vitméarlan dven vid en jamforelse med andra arter dr forhéllandevis kanslig.
M. affinis tycks vara mer kénslig for PFOS an hinnkraftan Daphnia magna (Cladocera) som
anvinds frekvent i1 standardiserade toxicitetstester. 48-h LCsy for D. magna ligger mellan 59
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och 130 mg/L PFOS (Beach et al. 2006). Hogre 48-h LC-50 pa 130mg/L respektive 169 mg/L
(medel toxicitet) for D. magna och D. pulicaria rapporteras av Boudreau et al. (2003).
Mysiden Mysidopsis bahia, har ett 96h LCs pa 3.5 mg/L och for fjadermyggan Chironomus
tentans lag 1 ett livscykeltest LC-50 for mortalitet pd 45 pg/L medan EC50 for tillvéaxt
rapporterades till 27.4ug/L (MacDonald et al. 2004) vilket ligger ndrmare M. affinis som i var
studie har ett LCsp mellan 50 och 200 pg/ L efter 6 veckors exponering.

Sedimentkoncentrationer som forekommer i1 méinga urbana omréden resulterade i
reproduktionseffekter nér vitmérlan exponerades for PFAS-kontaminerade sediment frin
Rosersberg. Mortaliteten paverkades inte medan reproduktionseffekter i form av forsenad
sexuell mognad hos hannar och honor samt effekter pa vitmirlans dgganlag medforde okad
andel degenererade dgganlag. Fekunditeten som av forklarliga skl sjunker nér dgganlagen
dor paverkades i sedimentet fran Rosersbergsviken. Resultaten visar pa subletala effekter vid
betydligt ldgre koncentrationer &n vad som tidigare rapporterats. En forklaring skulle kunna
vara vitmérlans osedvanligt hoga lipidhalt. Bdde PFOS och PFOA har visat sig vara
fettsyreanaloger till fettsyror av linoleic- och a-linolenic typ. Dessa fettsyror dr flerométtade
med > 20 kolatomer. De har visat sig vara vésentliga for tillvéixt och reproduktion i bade
planktoniska och bentiska hoppkriftor samt 1 andra bentiska evertebrater. (Brett and Miiller-
Navarra 1997, Norsker and Stottrup 1994, Ederington et al. 1995, D’ Abramo & Sheen 1993,
Vanderploeg et al. 1996). Fleromittade fettsyror dr dven vasentliga for membranstabilitet hos
kallvattendjur som vitmérlan (Chapelle 1986) och PFOS anses resultera i membraneffekter
vid koncentrationer som inte paverkar andra funktioner (Hu et al. 2003). Det saledes inte
osannolikt att trots att vi inte kan se nagot dkat upptag av PFOS vid exponeringen for de
kontaminerade sedimenten dr det mgjligt att vitmarlan ar sdrskilt kédnslig for kontaminanter
som paverkar vitellogenesen (inlagringen av lipoprotein) da fettsyreanaloger som PFOS och
PFOA ersitter fettsyrorna.

5.3. Det ar inte troligt att andra kontaminanter har orsakat effekterna
pa M. affinis

Hypotetiskt dr det mojligt att andra kontaminanter forekommit i de fororenade sedimenten. Vi
har dock analyserat PAHer samt tungmetaller i sedimenten och inte funnit ndgra forhdjda
halter av PAHer (se bilaga 2) som skulle kunna forklara effekterna. Samtliga
tungmetallkoncentrationer forutom Cd ligger pa bakgrundsvarden medan Cd var ndgot forhojt
1 sedimentet fran Rosersberg (2.4 mg/kg) (se bilaga 3). Halterna ar emellertid betydligt lagre
4n i t.ex Arstaviken dir vi analyserat exakt samma variabler hos vitmirlan utan att se ndgra
effekter pa sexuell mognad hos vare sig hannar eller honor (Sundelin et al. 2000). I denna
studie registrerades heller inga effekter pa befruktningsfrekvens och inga honor med
degenererade gonader observerades, varfor vi maste dra den slutsatsen att de forhdjda PFOS
halterna i sedimenten har orsakat effekterna pd vitmérlan gonadutveckling. Kadmium har i
tidigare studier aldrig visat sig paverka oogenesen (utvecklingen av dgganlag) utan ger i forsta
hand upphov till missbildade embryon.

Vara studier ar sé vitt vi vet den fOrsta i sitt slag ddr man exponerat samma arter for samma
sediment under bade genomflodande brackvatten och sotvatten, vilket ger mer trovérdiga
resultat 1 beddmningen av salinitetens betydelse for toxiciteten av PFOS. Resultaten visar
entydigt att toxiciteten minskar vid exponering for brackvatten, vilket dr en mycket viktig
information 1 riskbeddmningen av PFOS i miljon.
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6. Slutsatser

1.

Resultaten visar att sedimenten som kontaminerats frdn skumslédckningsanldggningen
fran Rosersberg ger effekter pa vitmérlans reproduktion i form av forsenad sexuell
utveckling och skador pa vitmérlans dgganlag. Resultaten &r sa vitt vi vet de forsta
studier som genomforts med faltkontaminerade PFAS-kontaminerade sediment varfor
det dr svart att jamfora med tidigare studier men eftersom PFOS jamviktar till
vattenfasen har man ofta jamfGrbara halter 1 bade vatten och sediment och vid den
jamforelsen har vi funnit effekter pa vitmérlan vid betydligt ldgre koncentrationer dn
tidigare och sedimenthalterna som resulterat i effekter &r mycket relevanta for manga
urbana omraden. Darfor visar de toxiska resultaten vid forhallandevis laga
koncentrationer att vitméirlan kan vara sirskilt drabbad 1 PFAS kontaminerade
omraden. Med tanke pa halterna avloppsvatten och slam fran reningsverk dér halterna
ar jdmforbara med vatmarken utanfér Rosersberg finns risk att Mdlaren utsétts for en
diffus och okontrollerad spridning av PFAS.

Effekterna var betydligt kraftigare 1 s6tvatten frdn Milaren &n i brackvatten (6.5 %o).
Aven dessa studier dr sa vitt vi vet de forsta realistiska studierna dér man anvént sig av
samma arter for att utreda salinitetens betydelse for upptaget och toxiciteten av PFOS.

Trots att vi svarat pa huvudfrigan “huruvida PFOS utgdr en risk i den akvatiska
miljon runt Stockholm” har resultaten frén projektet genererat fler fragetecken ar klara
svar. Kunskapen om vilka faktorer som styr bioackumulationen av PFAS ér bristfillig
och behover studeras mer ingaende. I projektansdkan soktes dven for att genomfora en
nédringsvavsstudie i den akvatiska miljon for att kunna 6ka kunskapen om hur PFAS
fordelar sig mellan olika trofindvaer under sdsongen. Detta delprojekt inrymdes
emellertid inte inom projektet och ansdkningar till Carl Tryggers stiftelse och Formas
gav inget positivt resultat. Med facit i hand kan vi bara konstatera att det
svéarforklarliga bioackumulationsmonstret forhoppningsvis kunde ha blivit mer
begripligt efter en sddan studie. Ytterligare insatser behdvs &dven for att fa
analysmetodiken att fungera for fler matriser. Skilet till att analyserna for Tubifex
misslyckades édr oklart och andra extraktionsforfaranden skulle behova testas. Detta
rymdes emellertid inte inom tids- och budgetramen for detta projekt utan kriaver
utokade forskningsmedel.

Den stora variationen for PFOS koncentrationer i fdltinsamlade populationer av
vitmérla av samma arsklass (1+) frdn samma lokal indikerar att PFOS-koncentrationer
1 sedimentet antingen dr mycket varierande inom ett mycket lite omrade eller att
sedimentet har en begransad betydelse for upptaget och att vattenkoncentrationerna ar
varierande och pulserande. Skélet till att vitmérlan ackumulerar forhallandevis hoga
koncentrationer (en faktor 10 jamfort med Neomysis och en faktor 100 jamfort med
Asellus) ér inte klarlagt. Monstret stimmer emellertid mycket vdl 6verens med studier
frdn andra omréden och den troligaste forklaring vi kan se ar att vitmérlan innehaller
mycket hoga lipidhalter. Detta innebdr att vitmirlan som dr en nyckelart och viktig
fodoorganism for ménga fiskarter i bdde Ostersjon och véra storre sjdar under hogsta
kustlinjen kan bidra till att PFOS biomagnifieras kraftigare upp i naringskedjan.
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7. Atgarder och Ansvar

Halterna i vatmarken utanfor Rosersberg dr forhdllandevis hoga och ligger ca 150 ganger
hogre dn sedimenthalter som uppmatts i Stockholms skdrgard (de Voogt 2006) dir halterna
okat fran 0.2 -1.3 ng/g vatvikt sen 1990. Aven om halterna har minskat i sedimentet i viken
utanfor vatmarken ar det sannolikt att vatmarken fortséatter att lacka PFOS till Milaren. Vi har
saknar information om hur djupt ned i sedimentet vi kan hitta forhojda halter av PFAS, men
dven om endast ytskiktet dr fororenat &r det stora volymer som &dr fororenade.
Vétmarksomrédet dr ca 6 ha varfor det sannolikt &r orealistiskt att sanera hela omrddet.

Aven om PFOS i vdra experiment visat sig pdverka vitmérlans reproduktion ser vi inte hur
man kan ytterligare kan éatgdrda fOroreningskéllan. Skumsldckningsanldggningen vid
Rosersberg dr stingd och vidare utslipp till viken ar stoppade. Eftersom PFOS binds till
sedimentet men samtidigt jimviktar mot vattenfasen ar det sannolikt att de forhojda
sedimenthalterna kommer att minska i och med att PFOS lacker ut till vattenfasen men storre
omraden kan tdnkas bli fororenade, sérskilt med tanke pa att forhéllandevis hoga halter finns i
reningsverkens avloppsvatten. Detta dr dock inte vart specialomrdde varfor vi avstar att
presentera nagra atgiardsforslag.

Anvindningen av PFOS har i princip upphort dven om det fortfarande saknas ett forbud men
PFOS ér slutprodukten i omvandlingen av mindre persistenta PFAS varfor man bor folja
haltférdndringen av PFAS 1 miljon. Det skulle dven vara vérdefullt att studera toxiciteten av
slam frén t.ex. reningsverk 1 Stockholm. Idag analyseras PFOS i sillgrissledgg men med tanke
pa starkt varierande halter i olika organismer bor ev. fler organismer samt sediment och vatten
inkluderas. Inom Perforce projektet har man ansett att trots att PFOS i sedimentfasen
jamviktar med porvattenfasen dr det vérdefullt att folja fordndringen i1 sedimenthalterna
eftersom pagdende studier i Stockholms skdrgard visar en kontinuerlig Okning av
sedimenthalterna. Ett problem med PFOS och andra PFAS é&r dock att spridningsmonstret ar
oforutségbart.

Tidigare studier har visat en relativ méttlig toxicitet av PFAS och PFOS anses vara den mest
toxiska foreningen men om registrerade effekter verkligen orsakas av PFOS finns all
anledning att vara mycket restriktiv i anviindandet av perfluorerade kemikalier. Aven om nya
forskningsron inte 16ser redan befintliga problem vill vi dndd podngtera behovet av mer
ingdende forskning om vilka faktorer som styr biotillgéinglighet och till vilka matriser PFOS
binds. Analysmetodiken dr dnnu ej fullt utvecklad och manga fragetecken behover klargoras.
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Bilaga 1

Data pa PFOS fran Rosersbergsomradet

Rosersbergs slott

N\ ¥
'\.\\
Gibrak_/ -
D SN e .
™ [8) Rosersbergsuviken Bathamn

(1

AR NG N

Ruinstaden

Kartan visar provtagningsplatser vid undersokningen som gjordes 2001-2002.

Inom det svarta omradet finns hirdgjorda ytor som avvattnas till en branddamm (1) dér
vattnet samlas upp och petroleumprodukter avskiljs innan vattnet leds vidare till en mindre
bick som infiltreras genom vatmarksomradet. (1) provtogs vid 6 tillfdllen. Platserna (3) och
(4) ligger ca 100, respektive 200m ut i vatmarksomradet som bestar av vattenpolar, grastuvor
och en del myrliknande mark. Proverna (3) och (4) togs som samlingsprover fran flera
punkter tvirs dver vatmarken pa ca S0m linje. (5) togs omedelbart intill strandkanten. Till
vénster om vitmarken rinner en & som kommer frdn Oxundasjon. Troligen ndr inte
fororeningsplymen dit pga hojdskillnader, men vi tog aldrig prover fran den sidan.

Point number type sampling time
Pond (1) water autumn 2001& 2002
Ditch 10 m downstream (1) 2) water autumn 2001
100m into wetland 3) water autumn 2001
200m into wetland 4) water autumn 2001
Shore %) water autumn 2001
Leisure boat harbour (6) water/sed  spring 2002
Centre of cove (7) water/sed  spring 2002
Gibraltar, outer point () sed spring 2002
Resultat:

Surface water PFOS ng/l  PFOA ng/l

(1) Pond (011030) 0,2 0,04

020114 (no training) 2,1 0,04



kvl

kv2

kv3

kv4

(2) Ditch (011030)

(3) 100m into wetland (011030).

(4) 200m into wetland (011030).

(5) Shore (011030)

(6) Leisure boat harbour (spring 02)
(7) Centre of cove; 0-2 cm (spring 02)
(7) Centre of cove; 20 cm (spring 02)

Sediment

(6). Leisure boat harbour (spring 02)
(7) Centre of cove (spring 02)

(8) Gibraltar, outer point (spring 02)

0,84
1,7
0,65
1,0
0,3
0,4

1
0,05
0,05
0,06
0,03

6,5ng/g
1,Ing/g
<0,05ng/g

29

0,005
0,04
0,09
0,05
0,04
0,03
0,03
<5ng/l
<2ng/1
2,5ng/1
<Ing/l

<0,05ng/g
<0,05ng/g
<0,05ng/g

Jamfort med referenssjo ar sedimentvardena for PFOS 100x forhdjda och 10x hogre én
Stockholms innerstad. Vattenvérden for referenssjo
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Bilaga 2
PAH-halter i sediment

PAH-halter i sediment hdsten 2005, mg/kg TS, analyser utférda av AB Analytica, Taby
som ar ackrediterade for analysen

ELEMENT Askd Vagsfi1 Vagsfij2 Vatmark R--bergsvik Malaren  Gaviksfj
TS_105°C 27.20 23.50 18.80 20.80 26.20 24.70 61.80
naftalen 0.02 0.03 0.04 0.07 0.03 0.03 0.01
acenaftylen <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002
acenaften <0,002 0.00 0.00 <0,005 0.00 0.00 <0,002
fluoren 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 <0,002
fenantren 0.01 0.02 0.02 0.04 0.02 0.01 0.00
antracen <0,002 0.00 0.00 0.01 0.00 <0,002 <0,002
fluoranten 0.02 0.04 0.03 0.04 0.03 0.02 0.00
pyren 0.01 0.03 0.02 0.06 0.03 0.02 0.00
"bens(a)antracen 0.01 0.02 0.01 0.02 0.02 0.01 <0,002
~krysen 0.01 0.02 0.02 0.03 0.02 0.01 0.00
"bens(b)fluoranten 0.03 0.05 0.05 0.04 0.02 0.02 0.00
"bens(k)fluoranten 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 <0,002
bens(a)pyren 0.01 0.02 0.01 0.03 0.02 0.01 <0,002
~dibens(ah)antracen 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 <0,002
benso(ghi)perylen 0.03 0.06 0.02 0.06 0.02 0.02 <0,004
Aindeno(123cd)pyren 0.04 0.08 0.04 0.03 0.03 0.02 0.01
summa 16 EPA-PAH 0.22 0.41 0.29 0.45 0.25 0.19 0.03
~PAH cancerogena 0.12 0.23 0.16 0.16 0.11 0.09 0.01

PAH 6vriga 0.10 0.18 0.13 0.29 0.14 0.10 0.02
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Bilaga 3

Metallhalter i sediment hdsten 2005, mg/kg TS, analyser utférda ab AB Analytica, som ar
ackrediterade for analysen, analyspaket MC1

ELEMENT
TS
As
Ba
Be
Cd
Co
Cr
Cu
Fe
Hg
Li
Mn
Mo
Ni
P
Pb
Sr
\%
Zn
TOC

Asko
16.0
9.2
118.0
1.6
0.4
13.3
55.3
44.8
40700.0
<1l
35.1
879.0
0.5
36.9
1370.0
34.6
71.4
63.3
161.0
5.7

Malaren
14.1
8.8
146.0
2.0

0.2
15.2
53.0
38.5
43800.0
<1
37.8
1790.0
0.6
40.2
1540.0
26.7
34.0
67.8
163.0
3.4

R-bergsvik
22.9
6.3
69.5
1.2

25
22.7
334
66.2
20000.0
<1
16.8
1270.0
<0,4
39.7
995.0
17.3
24.8
28.0
229.0
4.8

Vatmark
23.6
20.2

156.0
1.4
1.0

16.2
36.0
62.5

46400.0
<0,9
27.4

698.0
2.6
27.4
1850.0
31.7
48.6
52.4
810.0
18.3

Gaviksfj
32.2
30.3

134.0
0.8
0.6

31.0
37.2
25.0
37900.0
<1
24.1
4110.0
10.2
49.2
1730.0
21.4
53.6
53.5

140.0
2.3

Vagsfj
15.3
42.9

234.0
1.4

0.6
255
47.2
36.4
69700.0
<1
30.6
4940.0
8.4
42.6
2730.0
315
34.3
62.8
198.0
3.7
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Bilaga 4

Ordlista

Biomagnifikation = Nér halterna av ett miljogift 6kar i ndringsvaven

Biotillganglighet = Ett matt pa i vilken grad en kemikalie bioackumuleras i organismen. Det
finns ett antal olika prediktionsmodeller for att bestimma biotillgdnglighet men det enda sékra
sdttet dr att analysera halter av respektive kemikalie i organismen.

Biotur bation = Nér sedimentlevande organismer griaver i sedimentet (antingen for att skaffa
foda eller for att soka skydd) sdger man att de bioturberar sedimentet. Pa detta sétt fors syre

ned i sedimentet och nedbrytning och omvandlingen av organiskt material paskyndas

Hepatopankreas = Ett specifikt organ som finns hos kréftdjur, en kombination av lever och
bukspottkortel

In situ = P4 platsen, anvénds ofta for att beskriva den plats dér t.ex. faltinsamlade
testorganismer lever i vilt tillstand.

NOEC = No effect concentration

Oocyter = Agganlag
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