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Sammanfattning

Tva slakten av kréftdjur: Nitocra spinipes och Gammarus oceanicus resp zaddachi
exponerades for sukralos 1 ekotoxikologiskt relevanta koncentrationer i kroniska tester. Vi
arbetade utifran foljande hypoteser: skalomsning hos kraftdjur stors av hoga halter sukralos i
omgivande vatten samt att sukralos inte biokoncentreras i exponerade organismer.
Langtidsexponering resulterade 1 hogre dodlighet hos juvenila gammarider. Sukralos syntes
inte paverka skalomsningstiden f6r de adulta honorna i ett pre-copula experiment. Inga tecken
pa biokoncentrering kunde mérkas. Exponeringen av Nitocra resulterade i att de djur som
exponerats for de ldgre koncentrationerna av sukralos var langre jamfort med kontrolldjuren
medan for individer exponerade for de hogre koncentrationerna minskade langden med
Okande sukraloskoncentration. De kortaste individerna aterfanns i den positiva kontrollen och
hade exponerats for 50 pg/L lindan. RN A-innehéllet varierade mellan exponeringarna och den
var lagst 1 500ug/L och hogst 1 5000 pg/L exponeringen Vi fann ddremot inget signifikant
samband mellan RNA-innehéll och tillvixthastighet hos Nitocra. Detta kan mgjligen vara en
effekt av sukralosexponering, eftersom linjira responser fran tidigare experiment har noterats.
Inga skillnader avseende medelutvecklingstiden var signifikanta. Renat avloppsvatten fran
Henriksalsverken inneholl relativt hoga koncentrationer sukralos liksom ytvatten fran tre
reningsverksrecipienter.

Summary

Two crustacean genus, Nitocra spinipes and Gammarus oceanis resp zaddachi were exposed
to sucralose at ecotoxicologically relevant concentrations in chronic tests. Four weeks
exposure resulted in increasing lethality with increasing concentrations in juvenile
gammarideans. Sucralose did not influence the time for shell shedding of females in the pre-
copula experiment. No sign of bioconcentration of sucralose in gammarideans could be
detected. The exposure of Nitocra resulted in increased length for the individuals exposed to
the lower concentrations, while the response was reduced at higher concentrations. The
shortest individuals were found in the positive control where they were exposed to 50 pg
lindane/L. The content of RNA varied between exposures, but no significant correlation
between RNA-content and growth rate was detected. This finding could be an effect of
sucralose exposure, since a linear response has been found in other studies. Treated sewage
from Henriksdals sewage treatment plant contained relatively high concentration of sucralose
as did surface water from three recipients.

Bakgrund och syfte

Sukralos (”Splenda”) dr ett syntetiskt s6tningsmedel godkidnt som livsmedelstillsats i Sverige.
Sukralos dr en triklorerad sockermolekyl som ar 600 ganger sitare dn socker (figur 1).
Substansen ér vattenloslig samtidigt som den dr mycket stabil. Sukralos tal upphettning samt
sura och basiska miljoer, vilket gor att det kan anvédndas i exempelvis bakning eller i
produkter med lang héllbarhet. Den passerar kroppen oférandrad, vilket gor den 1 princip
kalorifri. Dess stabilitet gor att den dven passerar reningsverkens alla reningssteg relativt
intakt. Sukralos har hittats 1 hoga halter 1 avloppsvatten (ca 5 pg/L) och recipienter (ca 0.5
ng/L) (Brorstrom-Lindén et al. 2007). Uppskattningsvis slédpps ca 7 ton sukralos ut i
recipienter runt om i Sverige. Sukralos finns 1 4000 produkter "worldwide”.
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Figur 1. Sukralos

I dagslédget finns endast ett fatal publicerade rapporter som har pavisat toxiska effekter pa
organismer orsakade av sukralos (tex Griece & Goldsmith 2000), varfor den anses sdker som
livsmedelstillsats. Eventuella ekotoxikologiska langtidseffekter dr inte utredda, men sukralos
stabilitet 1 vattenmiljon gor den till en potentiell POP. Socker dr en viktig signalsubstans i
naturen, och om man fér kraftigt 6kade halter av ett s6tningsmedel kan det fa ovéntade
effekter. Det finns emellertid ndgra studier som indikerar genotoxicitet (Sasaki et al. 2002),
reducering av tarmfloran samt 6kning av membratransportproteiner hos ratta (Abou-Donia et
al. 2008) och en okad forekomst av migrdananfall hos personer med anlag for migran (Bigal &
Krymchantowski 2006). Sukralos orsakar kompetitiv inhibering av enzymer som skoter
sukrostransport i vaxter (Reinders et al. 2006). I insekter har man funnit samband mellan
andra sockerarter och vissa typer av feromoner (Pankiw & Page 2003). Det finns manga typer
av feromoner, men de mest kdnda &r de som anvénds i samband med parbildning och
reproduktion. En méingd substanser, som t ex naftalen, har visat sig stora parbildningen hos
akvatiska kraftdjur (Krang 2007). Ett sétt att méta parbildning hos vissa typer av kraftdjur ar
anvéndning “’pre-copula”-bildning/separation, for vilket testmetoder har utarbetats av bl a
Pascoe et al. (1994). Detta visar att sukrosmetabolismen kan bli himmad dven i andra
organismer. Skalomsning hos kraftdjur kan tdnkas vara en mekanism som kan storas, da
glukos ar inblandad vid tillverkning av kitin som i sin tur bygger upp skalen (Becker et al.
2000). Malen med detta projekt var att undersoka om sukralos biokoncentreras i exponerade
organismer genom att exponera vattenlevande kraftdjur for sukralos samt att utreda &mnets
toxicitet genom att studera effekter pa skalomsning, parbildning samt en langtidsstudie av
mortalitet. Vi analyserade dven ett utgdende avloppsvatten fran ett modernt reningsverk samt
ytvatten fran tre reningsverksrecipienter



Hypoteser
Skalomsning hos kraftdjur stors av hoga halter sukralos i omgivande vatten.

Signalsystem hos vattenlevande organismer paverkas av hoga halter sukralos 1
omgivande vatten.

Sukralos biokoncentreras inte 1 exponerade organismer.

Material och metoder
Provtagning och analys av avlopps-, recipient- och exponeringsvatten
Provtagning

Renat avloppsvatten fran ett reningsverk och ytvatten fran tre reningsverksrecipienter
insamlades och analyserades med avseende pé sukralos. Foljande reningsverk eller
reningsverksrecipienter ingick i studien:

Henriksdalsverket tar emot avloppsvatten fran ca 690 000 personekvivalenter (p.e.). Rening
sker med galler/sandfang, kemisk fallning med forsedimentering, biologisk rening med
fordenitrifikation och eftersedimentering samt sandfilter. Det renade avloppsvattnet leds ut i
nirheten av Waldemarsudde.

Kippalaverket tar emot avloppsvatten fran ca 520 000 p.e. och har en liknande
reningsprocess som Henriksdalsverket. Det renade avloppsvattnet leds ut 1 Halvkakssundet.

Tjustviks reningsverk renar avloppsvatten fran ca 10 500 p.e. Reningsmetoden dr SBR-
teknik (satsvis biologisk rening): Galler/sandfang , kemisk fallning, biologisk rening,
kvéaverening, slutfillning med polyaluminiumklorid samt efterféljande sedimentering. Det
renade vattnet leds ut i Baggensfjérden.

Fran Henriksdalsverket insamlades renat avloppsvatten med flodesproportionell provtagning
under tre dygn, 080303-05 och frystes 1 vintan pé analys.

Ytvatten fran recipienterna insamlades 071207 och frystes 1 vintan pa analys.
Henriksdalsrecipienten: (Waldemarsudde: N 59 19,06" E 18,06,12")
Képpalarecipienten: (Halvkaksundet N 59,21,31 E 18,14,42)
Tjustviksrecipienten: (Baggensfjarden N59 17,56 E 18,19,22)

Exponeringsvattnen insamlades och frystes i1 véntan pé analys.



Extraktion och upprening:

Tva replikat analyserades av varje vattenprov. Till utgdende avloppsvatten (100 mL) och
recipientvatten (1 L) adderades 62.8 ng surrogatstandard (sukralos-D6). Vattenproverna
extraherades med fastfasextraktion (SPE): Oasis HLB 60 mg 3cc (Waters corp.) aktiverad
med 2 mL metanol (Lichrosolv, Merck) och 2 mL H,O f6re applicering. Efter extraktionen
tvittades SPE kolonnerna med 0.5 M ammoniumhydroxid (Fluka) varefter sukralos eluerades
med 2.5 mL metanol. Eluatet koncentrerades till 200 pL fore analys.

Kromatografi och detektion:

Bestamningen av sukralos gjordes med LC/MS-MS. Separationsenheten var en Waters
Alliance 2695 kopplad till Quattro II triple quadropol masspektrometer (Waters corp.).
Separationskolonnen var en 150 mm x 2.1mm Hypersil BDS C18, 3um. Volymen som
injicerades var 5 pL. En linjar gradient anvéndes: 80% vatten: 20% metanol till 60% vatten:
40% metanol pd 7 minuter. Denna blandning behdlls 1 7 minuter innan kolonnen
konditionerades infor ndstkommande injektion. Flodet var 0.2 mL/min. Detektionen gjordes
med multiple reaction monitoring (MRM) med samma jon detekterad i1 forsta och tredje
quadropolen. Transitionerna var: 419 — 419,421 — 421 and 427 — 427, cone voltage 40 V,
collision energy 10 eV och dwell time 0.75 s i positive mode. Transitionerna motsvarar
sukralos (35)+ Na, sukralos (35,37)+ Na och sukralos -D6 (35,37)+Na.

Kvantitering och QA/QC:

Var fjarde injektion var en standard med kénda méngder sukralos och sukralos-D6. Dessa
anvéndes till enpunktskalibreringar. For varje prov anvéndes den standard for kvantitering
som lag ndrmast provet. En kalibreringskurva (5 punkter fran 0.25 ng till 5 ng injicerad
mingd gav R” = 0.99) visade att alla prover 1g inom det linjira omrédet. Instrumentets
detektionsgrans var 60 pg injicerad miangd. Metoden provades i en interkalibrering anordnad
av IVL i samarbete med NORMAN, dir tvd avloppsvatten och tva recipientvatten
analyserades av 7 st laboratorier. Resultatet visade att metoden hade tillfredsstéllande
noggrannhet och precision.

Gammarider — forstudie

Denna pilotstudie gjordes for att testa kemisk analysmetodik, val av organism samt om tillsats
av bldstang som foda paverkade upptaget av sukralos. Vi valde att arbeta med féltfangade
kraftdjur fran blastangsbailtet pa grund av deras storlek, som mojliggdr upptagsstudier, rikliga
tillgdng samt att de ar vattenlevande. Vi valde mellan arter av sldktena Gammarus och
Idothea. Sex individer per akvarium av vardera Idothea baltica och Gammarus sp.
exponerades separat i1 400 mL vatten med en sukraloskoncentration av 500 pg/L under en
vecka. Till hélften av akvarierna tillsattes blastang som foda. Pilotstudien resulterade 1 att
Gammarus zaddachi och G. oceanicus valdes framfor Idothea som organsim. Tva individer
som fatt foda och tvd som inte fatt féda extraherades i metanol och analyserades med
UPLC/QToF.



Gammarider - pre-copula experiment

Ursprungligen planerades en studie for att underséka om sukralos paverkar den kemiska
signaleringen som skulle gora att hannar och honor skulle fa svarare att hitta varandra.
Forstudien visade dock att med den begriansade forsoksuppstillning som lag inom ramen for
detta projekt, hade paren inga problem med att omedelbart finna varandra. Vi beslutade da att
undersoka var andra hypotes, att sukralos paverkar skalomsningen, dven péa de vuxna
gammariderna. Hos gammariderna fangar hannen honan och haller henne till dess att hon
skalomsar och dr mottaglig for befruktning. Vi ville dirfor testa om tiden frn pre-copula
bildning till befruktning paverkades av sukralos. Nyblivna (mindre &n 24 timmar) pre-copula
par av > 80% G. zaddachi placerades 1 testbdgare med 400 mL testvatten. Paren
kontrollerades sedan dagligen och vi noterade nir honorna blev befruktade. Genom att vi
behdvde nybildade par pagick experimentet kontinuerligt till dess att vi hade sju replikat av
varje koncentration, 0,5; 5; och 500 png/L samt en kontroll.

Gammarider - langtidsexponering

For att testa den kroniska toxiciteten, exponerades nyfodda juveniler av G. zaddachi for
testvatten under 28 dagar. Gravida honor fick g enskilt i burkar med naturligt brackvatten till
dess att avkomman var fodd. Honan artbestimdes och 1 de fall att dar honan var av rétt art och
att antalet juveniler var minst 20 startades en serie. Varje serie bestod av ett replikat av varje
testkoncentration, 4 st 0,5; 5; och 500 pg/L samt en kontroll. Varje replikat bestod av 5
juveniler i 20 mL testvatten samt en liten bit av algen Ceramium tenuicorne, som foda och
skydd, i varje biagare. Vattenbyte utfordes tva gdnger per vecka och algerna fornyades tva
ganger under experimentets gdng. Experimentet startades kontinuerligt och pagick till dess vi
hade 8 replikat. Antalet 6verlevande juveniler efter 28 dagar rdknades.

Nitocra - akuttoxicitet

96-h akuttest med Nitocra spinipes: Adulta djur, tagna fran tre veckor gamla odlingar,
exponerades i provror 1 10 mL testvatten under 96-h i morker vid 22+1°C.
Sukraloskoncentrationerna var 8, 40, 200, 1000, 5000 & 10000 pg/L samt en kontrollserie.
Tre replikat med 10 djur i varje exponerades i kontrollserien samt i den hogsta
koncentrationen, i resterande koncentrationer anvéndes tva replikat med 10 djur vardera. Efter
96-h listes forsoket av och antal doda djur rdknades i1 varje provror.

Nitocra — utvecklingsforsok

Nitocra spinipes exponerades for sukralos 1 olika koncentrationer under 2 veckors tid (= 8
skalomsningar). Under denna tid f6ljdes djuren individuellt, och observerades med vilken
hastighet djuren utvecklades, om eventuell dédlighet och eller problem med skalémsning
foreldg. Da testet var klart analyserades djurens ldingd och RNA-innehall for att kontrollera
den somatiska tillvixten. Som positiv kontroll anvdndes 50 ug lindan/L. Nauplii, mindre &n
24 h gamla, exponerades 1 270 pL testvatten 1 96-hélsplattor 1 morker vid 22+1°C.
Sukraloskoncentrationerna var 0.005, 0.5, 500 och 5000 pg/L samt en kontrollserie. Varje
serie inneholl 40 replikat, ett djur per brunn med 10 brunnar pé varje platta (totalt 4 st 96-
halsplattor anvéndes). Fran dag fem och framat forekom en daglig tillsyn av djuren dér
utvecklingsstadiet noterades. Nar djuren kommit i copepoditstadie tre (CIII) konserveras de



for RNA-maétning alternativt lingdmétning (forutbestimt) genom att konservera dem i RNA-
later respektive glutaraldehyd. Genom ldngdmaétning och utvecklingstiden (till CIII)
berdknades dven tillvéxthastigheten. De djur som konserverats placerades i rumstemperatur
en vecka for att sedan placeras i kyl 1 invdntan pa RNA-analys. Analysen utfordes 1 ett sterilt
rum for att undvika kontaminering av annat RNA. Fyra slumpvis valda djur fran varje
behandling placerades 1 eppendorfror innehallande extraktionsbuffert och behandlades med
ultraljud och skakning. RNA- och DNA-standarder for jamforelse forbereddes dven infor
analysen. Till analysen anvédndes en svart 96-halsplatta dar 60 pl uppslutning pipetterades per
brunn. Tva métningar utférdes pa varje individ. Till alla dessa brunnar tillsattes 60 ul av
fargadmnet Ribogreen for infargning av bade RNA och DNA. Direfter inkuberades plattan i
morker 1 5 min varefter fluorescensen maéttes. Fluorescensen som uppmattes kom béade fran
RNA och DNA. Ddrefter tillsattes 5 ul RNase till varje brunn for att eliminera allt RNA,
varefter fluorescens uppméittes igen. Genom att subtrahera fluorescensen erhélls ett varde for
enbart RNA, som sedan anvéndes for att berdkna miangden RNA per djur. Langden kunde
matas genom att djuren placerades i mjolksyra pé ett objektsglas och fotograferades i
mikroskop. Genom bildprogrammet Leica IM50, image manager (Leica DMIL) langdméttes
carapax och totallingden berdknades sedan med hjilp av en kvot mellan carapax och
kroppsldngd bestdmd genom métning av 24 kontrolldjur.

Resultat

Halter i avlopps- och recipientvatten

Det renade avloppsvattnet fran Henriksalsverken inehdll 11 pg sukralos/L. Ytvattnet fran
Waldemarsudde innehd6ll 0,17 pg/L, fran Halvkakssundet 0,18 pg/L och fran Baggensfjarden
0,11 pg/L.

Exponeringskoncentrationer

Gammarider

Nominell (ng/L) 0.5 5 500

Meiitt (pg/L, mv) 0.3 4.2 470

Nitoaa

Nominell (ng/L) 0.005 0.5 5 500 5000

Mitt (ug/L, mv) <0.2 0.9 4.4 470 4400




Gammarider

Gammariderna i forforsoket visade inga tecken pa biokoncentrering. Tillsats av blastang
paverkade inte upptaget av sukralos i kraftdjuren. Huvudforsoket gav dessvérre inga
tillforlitliga resultat pa grund av analystekniska orsaker.

Langtidexponeringen av nyfodda gammarider resulterade 1 en signifikant trend (figur 2), dvs
att en hogre koncentration sukralos medférde hogre dodlighet for juvenila gammarider
(Jonckeere-Terpstras test p < 0,05). Vi jaimforde dven antalet 6verlevande 1 den hogsta
koncentrationen och kontrollen med hjilp av Mann-Whitneys test varvid ’borderline”
signifikans erholls. Sukralos syntes inte paverka skalomsningstiden for de adulta honorna 1
pre-copula experimentet, som visade att sukralos under dessa betingelser inte paverkade
antalet dagar fran pre-copula bildning fram till dess att honan var befruktad. Inom
experimentet varierade medelantalet dagar mellan 4 och 4.9.

Overlevande n
w
1

0 0,5 5 500

Sukralos pg/L

Fig. 2 Medelantal 6éverlevande juveniler av Gammarus zaddachi exponerade fér sukralos under 28
dagar. Data redovisas som medelvarde av 8 replikat +SD.

Nitocra

Akuttestet med adulta individer av Nitocra visade inte pd nagon toxicitet.

Exponeringen av juvenila Nifocra resulterade 1 att djuren exponerade for de lagre
koncentrationerna av sukralos var langre jamfort med kontrolldjuren medan for individer
exponerade for de hogre koncentrationerna minskade langden med 6kande
sukraloskoncentration (figur 3). De kortaste individerna &terfanns i den positiva kontrollen
och hade exponerats for 50 pg/L lindan. RNA innehéllet varierade mellan exponeringarna och
den var lagst 1 500ug/L och hogst 1 5000 ug/L exponeringen Vi fann daremot inget signifikant
samband mellan RNA-innehéll och tillvixthastighet, eller mellan RNA och kroppslangd. Vi
fann ej heller ndgot samband mellan medelutvecklingstid for olika copepoditstadier (figur 4).
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11

Diskussion

De relativt hoga halter sukralos som uppmiéitts 1 renat avloppsvatten och ytvatten ér en f6jd av
Okad anvédndning av sukralos i konsumentprodukter. Stabila &mnen som anvénds i1 hushéllen
hamnar forr eller senare i ytvatten via reningsverken. Det &r nagot forvanande att
sukraloshalterna dr sa pass hoga, utspddningen av det renade avloppsvattenet fran
Henriksdalsverken ér blott 100 ggr. Utanfor Waldemarsudde slédpps dven det renade
avloppsvattent frin Bromma reningsverk ut. Det dr svart att forklara att dessa halter ar i
samma storleksordning som i1 Baggensfjiarden, vars reningsverk behandlar avloppsvatten fran
endast drygt 10 000 personer. Dessa resultat bekréftar dock de undersokningar som IVL
gjorde 2007.

Langtidsstudien pa nykldckta gammarider visade tecken pa att hogre sukraloskoncentrationer
Okar mortaliteten. Inga tidigare studier har visat effekter pd mortaliteten men det ar for tidigt
att dra nagra vidare slutsatser efter ett begrinsat forsok. Resultatet bor dock utredas vidare. Vi
fann en stimulans av ldngdtillvixten hos Nitocra vid ldgre koncentrationer men den avtog vid
exponering for de hogsta koncentrationerna. Denna typ av hormesiseffekt, dvs en stimulans
vid 1ag dos dr vanlig vid exponering for t ex ldkemedel (Beckon et al. 2008). Tidigare studier
(Saiz et al. 1998) har visat pa ett linjart samband mellan tillvixthastighet och RNA-innehéll i
djuren, vilket vi inte fann i1 denna studie. En mgjlig trend kan skonjas, 6kande RNA-innehéll
vid 6kande sukroloskoncentration. Smé organismer med hogt innehéll av RNA kan tdnkas
investera sin energi i ndgot annat dn tillvaxt, till exempel stressrelaterade proteiner (Korsloot
et al. 2004). Nagra skalomsningseffekter kunde inte beldggas varken hos gammarider eller
Nitocra. Analys av exponerade gammarider visade inga tecken pa biokoncentrering i
organismerna, vilket var ett forvéntat resultat, men det skulle behdva upprepas.

Slutsatser

Denna forstudie visade att sukralos inte biokoncentreras i gammarider, vidare att hos nyfodda
gammarider 6kar mortaliteten med en 6kande koncentration av sukralos. Resultaten kunde
inte pavisa nagra skalomsningseffekter hos gammarider eller Nitfocra. Bristen pa samband
mellan RNA/langd resp RNA/tillvixthastighet kan vara indikationer pa stress. Detta dr en
forstudie, och det vore intressant att gora en utvidgad beteendestudie hos kraftdjur, dels for att
se om formégan att hitta varandra infor parningen kan storas av hoga sukraloskoncentrationer,
och dels om fodosokning kan forsvéras av 6kade sukraloshalter. Bristen pa samband mellan
RNA-innehall och tillvixt bor utredas vidare, eftersom det kan vara ett tecken pa stress.
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