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Vatten som buteljerades under 1990-talet fran fem vattenverk i Sverige har jamférts med nytagna
prover fran samma vattenverk. Forskarna anvande fyra olika metoder som visar biologiska effekter
av dven 1aga halter kemiska &mnen, metoder som ar vardefulla for det fortlopande arbetet med

att sdkerstilla hog dricksvattenkvalitet. Analysen indikerar att vattenkvaliteten i samtliga fall har
forbattrats sedan 1990-talet.

Bottled water from five waterworks in Sweden taken during the 1990s have been compared with
newly taken samples from the same waterworks. Four different biological effect-based methods
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Forord

Nir en av forfattarna till denna rapport fick lyssna pa en redogorelse om projektet
SafeDrink och om att det gick att mata biologiska effekter av amnen i dricksvatten ocksa
vid 1aga halter, blev han nyfiken. P4 sitt kontor hade han buteljerat dricksvatten fran
1990-talet frin en ldng rad olika vattenverk. Skulle det gé att analysera dem och jamf6ra
med nutida vatten frin samma vattenverk och pé sa satt se om dricksvattenkvaliteten
blivit battre eller simre sedan 1990-talet? Biologiska effekter kan mitas med hogre
upplosning an traditionell GC-MS eller HPLC-MS. Den planerade idén om att mata
fraimmande dmnen i dricksvatten som SVU beviljat en del medel till styrdes om till
att anvianda biologiskt effektbaserade metoder. Kontakter etablerades, medel for att
bekosta analyserna beviljades fran andra alerta finansidrer och vattenprover fran fem
vattenverk samlades in.

Denna rapport visar att det gar att gora effektbaserade métningar och jaimforelser
mellan olika vatten fran olika ar. Vattenverkens personal i Eskilstuna, Helsingborg,
Kalmar, Karlskoga och Ume# tackas for att ha hjalpt till med provtagning av vatten-
proverna 2020. Magn. Bergvalls stiftelse, Svenskt Vatten Utveckling, samt Sydvatten
och Sweden Water Research har finansierat studien.

Studien ir i sin helhet presenterad pa engelska i: Lundqvist, J., Persson, KM. &
Oskarsson, A. Glass-bottled drinking water: a time capsule to study the historic presence
of hazardous chemicals using effect-based methods. Environ Sci Eur 33, 34 (2021).
https://doi.org/10.1186/s12302-021-00476-0

Kenneth M Persson, forskningschef, Sydvatten AB
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Sammanfattning

Vatten som buteljerades under 1990-talet fran fem vattenverk

i Sverige har jamforts med nytagna prover fran samma vatten-
verk. Forskarna anvande fyra olika metoder som visar biologiska
effekter av dven laga halter kemiska amnen, metoder som ar
vardefulla for det fortlopande arbetet med att sakerstalla hog
dricksvattenkvalitet. Analysen indikerar att vattenkvaliteteni
samtliga fall har forbattrats sedan 1990-talet.

Under slutet av 1980-talet borjade svenska bryggerier marknadsfora buteljerat vatten
som om det hade hogre kvalitet &n traditionellt kranvatten. Personalen vid manga kom-
munala vattenverk svarade med att ta fram egna buteljerade produkter for att manifes-
tera att kranvatten ar minst lika gott som flaskvatten. I en samling av buteljerade kran-
vatten pa Lunds tekniska hogskola fanns 41 olika vattenverk representerade. Forskare
fran LTH och fran forskningsprojektet SafeDrink slog sig samman for att undersoka
dricksvattnets kvalitet i fem av de 30 ar gamla flaskorna och jamfora med dricksvatten
fran motsvarande vattenverk ar 2020.

Traditionellt brukar fororeningsbelastning undersokas genom att varje kemiskt amne
analyseras separat. Den sammantagna effekten avde &mnen som finnsi ett prov framgar
da inte av analysen. Metoder som visar biologiska effekter pa laboratorieodlade celler
kan komplettera analysen och ge en totalbild av alla ingdende kemikalier i ett prov och
de toxiska effekter de orsakar, det som kallas cocktaileffekten. Sddana metoder kan ocksa
uppticka laga halter av imnen som kan ha negativ hilsoeffekt.

Nir biologiska effekter mits anvinds modifierade celler frin ddggdjur for att kunna
uppticka och mita specifika oonskade effekter. Nar cellerna exponeras for amnen som
orsakar de speciella effekterna s utsondrar de sérskilda proteiner. Proteinerna méts och
ger ett snabbt svar pd om provet ar fororenat av hilsofarliga kemikalier. Forskargruppen
studerade forekomsten av Amnen som kan aktivera fyra olika receptorericellen: 1) AhR-
receptorn som aktiveras av manga olika toxiska &mnen, 2) androgenreceptorn (AR)
som aktiveras av manliga konshormonsliknande d&mnen, 3) dstrogenreceptorn (ER)
som aktiveras av kvinnliga konshormonsliknande &mnen, samt 4) Nrf2-receptorn som
maéter Amnen som kan ge oxidativ stress i cellen.

Samtliga tio analyserade dricksvatten, bade historiska prover och prover frdn hosten
2020, uppvisadelag eller ingen biologisk aktivitet for AhR och ER, och ingen aktivitet for
AR eller Nrf2. De nytagna proverna visade samtliga pa lagre aktivitet for AhR och ER &n
de historiska proven. Analysen indikerar séledes att vattnets kvalitet i samtliga fall hade
forbéttrats sedan 1990-talet. Det finns flera mojliga forklaringar till dessa skillnader.
Révattenkvaliteten och dricksvattenberedningens effektivitet néar det giller att avskilja
AhR-aktiverande d&mnen kan ha forbattrats, men det kan inte heller uteslutas att de
buteljerade vattenproverna hade fororenats under buteljeringsprocessen.

Mgjligen har det forebyggande arbetet med att minska kemikaliebelastningen i sam-
hillet burit frukt, men det krivs givetvis flera undersokningar for att faststélla om sa ar
fallet. Generellt sett 4r det lovande att effektbaserade bioanalyser kan anvéndas for att
indikera férekomsten av dven ldga halter av bioaktiva kemiska féroreningar i dricks-
vatten, och det ar viardefullt att fortlopande anvinda effektbaserade metoder for att
sikerstalla hog dricksvattenkvalitet.
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Summary

Bottled water from five waterworks in Sweden taken during the 1990s and five newly
taken samples from the same waterworks taken in the autumn of 2020 have been ana-
lyzed using four different effect-based biological methods to investigate whether the
water’s chemical composition has changed in about 30 years. The samples were con-
centrated by solid phase extraction and then diluted with cell medium in the effect-
based assay. The final concentration factor tested was at most 50 times higher than an
unconcentrated water sample.

Biological effect-based methods are useful since they can measure also low levels of
substances in drinking water that can have a negative health impact. Four different bio-
logical effect-based methods were used which measure changes of four different biolog-
ical effects. The first is induction of metabolic activity measured by the aryl hydrocarbon
receptor (AhR). The second is the activity of male sex hormone-like substances measured
with the androgen receptor (AR). The third is the effect of female sex hormone-like
substances measured with the estrogen receptor (ER). The fourth is substances that can
cause oxidative stress for the cell which is measured with Nrf2 (nuclear transcription
factor erythroid 2-related factor 2). The results were used to calculate bioequivalent
concentrations (BEQ) of reference substances that were analyzed simultaneously. The
reference substances used were 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) for AhR activ-
ity measurement, 17p-estradiol (E2) for ER activity measurement, dihydrotestosterone
for AR activity measurement, hydroxyflutamide for anti-AR activity measurement and
tertiary butylhydroquinone for Nrf2 measurement.

All analyzed waters, both historical samples and samples from the autumn of 2020,
showed low biological activity for AhR and ER and no activity for androgenic or antian-
drogenic activity or induced oxidative stress. The tests from 2020 all showed lower
activity for AhR and ER compared with the historical tests. The analysis indicates that
the water quality regarding the four biological activities examined has improved in all
cases since the 1990s.

There are several possible explanations for these differences; the raw water quality
may have improved and the efficiency of the drinking water treatment to remove AhR-
activating substances may have improved, but it can also not be ruled out that the bottled
water samples were contaminated during the bottling process.

It is possible that the preventive work to reduce the chemical load in society has
borne fruit. Of course, several investigations are required to unequivocally determine
whether this is the case. Effect-based bioanalyses seem to be valuable tools to be used
for indicating presence of even low levels of bioactive chemical contaminants in drink-
ing water and we believe that it is valuable to continuously use effect-based methods to
control drinking water quality.
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1 Bakgrund

Vattenprover dr skrymmande och brukar hillas ut i avlopp efter genomforda analyser.
Darfor finns sillan nagra sparade historiska prover tillgédngliga. Vissa andra prover
sparas, sdsom sedimentprover, geologiska och andra mineralprover, prover av biolo-
giskt material eller medicinska prover, men ytterst sallan vattenprover.

Under slutet av 1980-talet borjade svenska bryggerier marknadsfora buteljerat
vatten som om det hade hogre kvalitet &n traditionellt kranvatten. Det accentuerades
av Sveriges planerade intrdde i EU, da den europeiska mineralvattenregleringen
inlemmades i svenskt regelverk (80/777/EEG). Personalen vid minga kommunala
va-verk blev provocerade av denna marknadsaktivitet och flera svarade med att ta fram
egna buteljerade produkter, ibland i samband med nagot jubileum, ibland i samband
med en stadsfestival for att manifestera att kranvatten ar minst lika gott som flaskvatten.
En del av flaskorna har hittat fram till avdelningen for teknisk vattenresurslira pA LTH,
dir detisamlingen finns totalt 41 olika vattenverk fran Sverige representerade (bild 1.1).

Flaskorna pa bild 1.1 4r historiska prover fran i huvudsak 1987 till 1999 som fortjanar
viss uppmirksamhet. De dr ndmligen tidsprover fran hur vattnet sag ut pa 1980- och
1990-talen. Urbanisering och befolkningsokning 6kar det ménskliga fotavtrycket.
Kemikaliepolitik och skirpta regler om kemikaliehantering bor minska riskerna for
utslapp och nedsmutsning. Med hjalp av tidsproverna kan fragan om vattnet blivit
battre eller samre de senaste 30 aren studeras.
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Bild 1.1
Vattenarkivet med flask-
vattenprover pa LTH.



2 Gar det att mita den samlade
fororeningsbelastningen i ett
vattenprov?

Kemisk analysteknik utvecklas stindigt. Ett exempel ar forekomst av bekdmpnings-
medel i vatten. Nar den svenska dricksvattenkunggrelsen faststilldes 1989 (Statens
livsmedelsverks kungorelse om dricksvatten, SLV FS 1989:30) fanns beskrivet att dricks-
vatten inte fick innehélla bekdmpningsmedel eller bekdmpningsmedelsrester. Nagon
specifik halt angavs inte initialt, men 1993 definierades ett dricksvatten som fritt frin
bekampningsmedel, om halten understeg 0,1 ug/1 for enskilt &mne och summa <0,5
pg/1 for samtliga bekdmpningsmedel. Dessa halter var rapporteringsgrinser, det vill
sdga den grians dir ddvarande analysmetodik gav en tillforlitlig gréans vid vilken halten
kunde rapporteras sikert. Halter 6verstigande dessa grianser gjorde att dricksvattnet
klassades som otjanligt.

Sedan tidigt 1990-tal har metodutvecklingen gatt framét inom den analytiska kemin.
Ett illustrativt exempel ar utvecklingen for analys av bekdmpningsmedel. For niarva-
rande kan bekdmpningsmedel rapporteras vid halter ned mot 1 ng/1. Bekimpningsmedel
mats i dricksvatten och spar av bekdmpningsmedel hittas numera regelmaissigt i alla
lan i Sverige (cirka 10% av grundvattenproverna fran dricksvattenverk som inkommit
till Vattentaktsarkivet tagna under 2012 hade spar av bekdmpningsmedel). Kemiska
bekdmpningsmedel kan pé olika sitt hitta ner i grundvattnet. Det vanligaste bekadmp-
ningsmedel som patriffas i mark och grundvatten dr BAM, en nedbrytningsprodukt
av det tidigare vanliga ograsmedlet diklobenil som forr ingick i bekdmpningsmedel
mot vixtlighet pa till exempel grusplaner och banvallar, men som sedan 1989—90 &r
forbjudet.

Andra amnen som kommer fran mansklig verksamhet dr16sningsmedel, rengorings-
medel, slickmedel, byggmaterial, likemedel, farger, med flera kemikalier fran industri-
och konsumentanvandning. Alla dessa &mnen sprids i miljon och kan férorena yt- och
dricksvatten. Arbetet med att minska okontrollerad spridning av antropogena dmnen
har pagéatt i 6kande omfattning i Sverige sedan tillkomsten av Statens Naturvardsverk
1967 och stodmyndigheter inom miljéomradet som Kemikalieinspektionen. Pa euro-
peisk niva utvecklades arbetet da EU:s kemikalielag Reach (Registration, Evaluation
and Authorisation of Chemicals) — Europaparlamentets och radets forordning (EG) nr
1907/2006) traddeikraft den 1juni 2007. Reach har inneburit en rad olika forandringar
for tillsynen bade nér det giller vad tillsynen ska omfatta och vilka tillsynsobjekt som
berors.

Riksdagen angeri sitt generationsmal for miljopolitik att “till nista generation ldmna
over ett samhille dar de stora miljéoproblemen ar 16sta, utan att orsaka 6kade milj6- och
hélsoproblem utanfor Sveriges granser.” Vad géller miljokvalitetsmalet ”Giftfri miljé” ar
Kemikalieinspektionen central myndighet och i sin bed6mning 2019 sager myndigheten
att detta mal inte nés till 2020. For vissa miljogifter minskar halterna i miljon, medan
andra dmnen okar. For manga dmnen saknas kunskap om hilso- och miljoeffekter. Allt
storre kemikalie- och varuproduktion 6kar spridningen av farliga &mnen. Kraftfulla
insatser behovs for att farliga Amnen ska ersattas av alternativ. Lagstiftningen och fore-
tagens arbete behover utvecklas for att fa giftfria kretslopp. Det behovs béttre strategier
for att kunna prioritera vilka &mnen som 4r mest angelidgna att tgérda.

Traditionellt brukar fororeningsbelastning undersokas genom att varje kemiskt
amne analyseras separat och halterna rapporteras var for sig. Den eventuellt ssmman-
tagna effekten av de Amnen som finns i ett prov framgar inte av den kemiska analysen.
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Effektbaserad analysi celler innebar ett kompletterande sétt och ger en totalbild av alla
ingdende kemikalier i ett prov och de toxiska effekter som de kan orsaka, den si kallade
cocktaileffekten. For vissa viktiga toxicitetseffekter har det visats att 90—99 % av den
toxiska effekten i ett prov kommer fran okdnda dmnen, alltsé andra &mnen dn de som
analyserats kemiskt. Okdnda &mnen kan vara antropogena eller naturligt forekommande
och effekter av dessa kan ocksé bero pa samverkanseffekter av flera &mnen som ingér
i provet. Specifika kemiska analyser kan pa sa satt kompletteras med effektbaserade
analyser, aven om det inte alltid d4r mojligt att peka ut vilken specifik forening som
orsakar en toxisk effekt.

I projektet SafeDrink, eller mera formellt Formasprojektet Integrerad kemisk och
toxikologisk metodik for detektion av hélsofarliga kemiska dmnen i dricksvatten, Dnr
2012-02124, utvecklades bland annat en integrerad kemisk-biologisk metodik for for-
battrad detektion av toxiska kemikalier i dricksvatten. Vattenprover med hog volym
(upp till 10 liter) eller exponerade passiva provtagare behandlades och koncentrerades
till extrakt med lag volym (~ 1 ml) for analys med masspektrometri (LC-MS / MS och
LC-HRMS) och cellbaserade bioanalyser. Ett batteri bioanalyser utvecklades for att
undersoka toxiska aktiviteter i extrakten. Aven ett programverktyg for val av relevanta
farliga &mnen som kunde misstiankas forekomma i dricksvatten utvecklades (SusTool).
Effekter av vattenbehandlingsmetoder inklusive effekterna av 16st organiskt kol stu-
derades experimentellt och screening genomfordes i faltstudier i Vombsjon, Fyrisan,
Mailaren, Vanern och Goéta élv, samt i vattenverk vid dessa ravattentakter.

Arbetet med att forsta hur frimmande kemiska &mnen ror sig i miljon sysselsét-
ter forskare i hela virlden. I SafeDrink-projektet analyserades upp till 163 organiska
kemiska d&mnen i ravatten och dricksvatten fran 8 svenska dricksvattenverk (Troger et al.
2018;2020). I dricksvattnet detekterades 27 Amnen, i halter frén mindre in 1 ng/1till 54
ng/l. Samma prover som analyserades kemiskt testades med de bioanalyser som beskrivs
nedan. Bioanalyserna visade pa aktivitet som inte kunde forklaras med férekomsten av
de enskilda &mnen som detekterades i vattnet (Rosenmai et al. 2018; Oskarsson et al.
2021). Effekterna beror alltsa pa forekomst av hittills okdinda &mnen i dricksvattnet.

Pé Livsmedelsverket har utarbetats en ny férenklad metod, baserad pé viatskekroma-
tografi och masspektrometri, for kemisk analys av 9o utvalda kemikalier avsedda som
indikatorer pd kemisk férorening av dricksvatten (Karki et al. 2020). Metoden anvandes
for att studera ra- och dricksvatten frin 9o svenska dricksvattenverk. Detekterade halter
var lagre an i studier fran andra lander. Vanligast forekommande var likemedlen kar-
bamazepin och tramadol (medianhalter upp till 0,6 ng/1 dricksvatten). Karbamazepin
fannsi31 % av testade ytvattenverk och 67 % av testade verk med artificiell infiltration.
Machado och medarbetare redovisar i en artikel (2016) resultatet av hundra dricksvat-
tenprover frin 22 brasilianska delstaters residensstdder samt négra naturliga kallor
med artesiskt vatten som analyserats med hjalp av vatskekromatografi och masspek-
trometri (LC-MS / MS). Prover samlades in under juni till september 2011 och 2012.
Studien omfattade grupper av kinda problematiska &mnen inklusive hormonliknande
amnen, mjukgorare, herbicider, konserveringsmedlet triklosan och koffein. Koffein,
triklosan, atrazin, fenolftalein och bisfenol A fanns i minst ett av proven samlade i de
tva provtagningskampanjerna. Koffein och atrazin var de mest upptiackta imnenaibéde
dricks- och révatten.

Det finns motsvarande exempel fran andra delar av varlden men parallellt pagar arbe-
tet att implementera Reach eller andra kemikalieverktyg i full skala, s& utvecklingen ar
inte enbart dyster. Men i en 6versikt om frimmande kemiska &mnen i dricksvatten kon-
staterar Livsmedelsverket att fortsatt kartlaggning och kunskapsinhdmtning behovs for
ménga parametrar, som ldkemedelsrester, nanopartiklar, urlakning frin material i kon-
takt med dricksvatten och desinfektionsbiprodukter. Desinfektionsprodukter kan bildas
danaturliga organiska &mnenivattnet reagerar med klorforeningari vattenverken. Mer
dn 700 olika desinfektionsprodukter aridentifierade idag. Sporadiskt forekommer rester
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av bekimpningsmedel, PCB, dioxin, flamskyddsmedel, ftalater, bisfenol A, triklosan,
nonylfenol, trikloretylen, tetrakloretylen och klorfenoler som féroreningar i allméant
dricksvatten. Halterna ar oftast mycket 1aga, forutom for tri- eller tetrakloretylen dar
hogre halter (milligramniva) observerats. Halsoeffekterna av dessa amnen varierar, fran
carcinogena effekter till effekter pa fortplantningen inklusive hormonstérande, immu-
nologiska effekter samt ackumulerande egenskaper. Dock dr halternaidricksvatten avde
analyserade &mnenai de flesta fall alltfor 1dga for att ge upphov till ndgon reell hilsorisk.
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3 Metod

Debiologiska effekterna av hélsofarliga kemikalierivatten kan métasilaboratorieodlade
diaggdjursceller, som modifierats for att kunna upptécka specifika oonskade effekter,
exempelvis hormonstérande effekter. Nar cellerna exponeras for ett prov som innehéller
kemiska dmnen som orsakar de specifika effekter som studeras, s& utsondrar cellerna
specifika protein vilka blir en signal pa hur starkt cellen reagerar. Dessa proteiner kan
mitas enkelt. Genom att exponera cellerna for t.ex. ett dricksvattenprov och sedan
mita mangden utsondrat protein erhalls ett svar snabbt pa om, och i vilken grad provet
ar fororenat med hélsofarliga kemikalier. En rad sddana effektbaserade metoder har
utvecklats, som miter grundliggande fysiologiska och hilsorelevanta effekter, sdsom
cellernas tillvaxt och stress-péslag, 6strogena och androgena effekter, och skador pé
arvsmassan. Som komplement till de kemiska analysmetoderna fungerar dessa biolo-
giska effektbaserade cellanalyserna vil for att méta skadliga &mnen och 4mnen som i
kombination kan ge negativa hilsoeffekter.

I denna studie har vi studerat forekomsten av amnen som kan aktivera arylhydro-
karbonreceptorn (AhR), 6strogenreceptorn (ER), androgenreceptorn (AR) samt orsaka
oxidativ stress (Nrf2). De olika toxiska effekterna kan beskrivas enligt féljande:

Aktivering av aryl hydrokarbonreceptorn

Aryl hydrokarbonreceptorn (AhR) har blivit sarskilt uppmarksammad for att den akti-
veras av manga toxiska dmnen, sérskilt av tetraklorodibenzodioxin (TCDD), varvid
metaboliserande enzym induceras (bl a cytokrom P450-enzym). Darav har effekten av
AhR-aktivering kommit att kallas metabolisk aktivering. Ah-receptorn har emellertid
manga olika fysiologiska funktioner och aktiveras av bade kroppsegna och fraimmande
kemiska dmnen. Viktiga funktioner dar AhR ingér dr vid utveckling av olika organsystem
ochvid reglering avinflammatoriska reaktioner. AhR aktiveras av ett mycket stort antal
skilda &mnen, sdsom halogenerade organiska milj6fororeningar, polycykliska aroma-
tiska kolviten, vissa pesticider och lakemedel, och naturligt forekommande Amnen som
indoler, stilbener och metaboliter av tryprofan.

Aktivering av 6strogenreceptorn (ER)

Amnen kan aktivera (agonistisk aktivitet) eller blockera (antagonistisk aktivitet) 6stro-
genreceptorn. Kénshormoner, sdsom 0strogener, har ménga viktiga fysiologiska funk-
tioner exempelvis for reproduktionen. Amnen som efterliknar eller blockerar konshor-
moner klassas som hormonstérande &mnen. I denna studie har undersékts om proverna
innehaller imnen som kan aktivera dstrogenreceptorn.

Aktivering av androgenreceptorn (AR)

Amnen kan aktivera (agonistisk aktivitet) eller blockera (antagonistisk aktivitet) andro-
genreceptorn. Konshormoner, sdsom androgener, har manga viktiga fysiologiska funk-
tioner exempelvis for reproduktionen. Amnen som efterliknar eller blockerar kénshor-
moner klassas som hormonstérande &mnen. I denna studie har undersokts om proverna
innehéller amnen som kan aktivera respektive himma androgenreceptorn.

Oxidativ stress

Manga toxiska &mnen, t.ex. organiska miljogifter, pesticider, metaller, naturliga amnen,
kan orsaka oxidativ stress. Oxidativ stress beror pa bildning av reaktiva syreradikaler i
overskott och obalans i cellernas forméaga att ta hand om dessa. Det dr en vanlig meka-
nism bakom olika typer av toxiska effekter, t ex inflammatoriska effekter, fosterskador
och cancer. En viktig faktor som reglerar cellernas forsvarssystem vid oxidativ stress ar
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Nrf2 (nuclear transcription factor erythroid 2- related factor 2). Vid induktion av oxidativ
stress uppregleras Nrf2, vilket kan anvindas som markor vid bioanalys av vattenprovers
innehall av Amnen som orsakar oxidativ stress.

Tio vattenprover har analyserats med effektbaserade metoder av Biocell Analytica
Uppsala AB. Proverna koncentrerades 5000 ganger med hjilp av fastfasextraktion och
spaddes sedan 100 ganger eller mer med cellmedium under den effektbaserade ana-
lysen. Den slutliga koncentrationsfaktor som testats var alltsd som hogst 50 génger
hogre dn ett okoncentrerat vattenprov. Proverna har initialt testats for cellviabilitet
(cytotoxicitet), for att utesluta koncentrationer som kan orsaka ospecifik toxicitet som
paverkar cellerna pa ett sa negativt sitt s att det inte gar att mita specifika toxiska
effekter. Proverna analyserades direfter i spidningsserier om fyra koncentrationer for
respektive analys. Resultaten anvandes for att berdkna bioekvivalenta koncentrationer
(bioequivalent concentrations, BEQ). BEQ-virdet beskriver den observerade effekten
uttryckt som en koncentration av en referenssubstans som ar analyserad samtidigt.
Om ett vattenprov har ett BEQ-virde om 10 pg/1 betyder det alltsa att den biologiska
aktiviteten i provet motsvarar den aktivitet som 10 pg/1 av referenssubstansen skulle
orsaka. BEQ-virdet berdknas for att kunna jamfora aktiviteten mellan prover och mellan
studier. Referenssubstanserna ar 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) fér AhR-
aktivitet, 178-estradiol (E2) for ER-aktivitet, dihydrotestosteron (DHT) for AR-aktivitet,
hydroxyflutamid (OHF) for anti-AR-aktivitet och tertidr butylhydrokinon (tHBQ) for
Nrf2 (oxidativ stress).

METOD

1



4 Resultat

Flaskvatten fran fem vattenverk i Sverige buteljerade och kolsyrade under 1990-talet
analyserades med hjilp av de effektbaserade metoderna. Motsvarande prover fran de
fem vattenverken togs ut under oktober manad 2020 for jamforelse mellan kvaliteten
for cirka 30 ir sedan och nuvarande. Resultaten frin analyserna redovisasitabell 4.1. De
exakta datum nar flaskvattnet tappats har inte gatt att klarlagga fullstindigt. Umevattnet
tappades till invigningen av ombyggnaden av Forshaga vattenverk 13 januari 1995.
Kalmarvattnet tappades i samband med firandet av 600-arsjubileet av Kalmarunionen
1997, Eskilstunavattenflaskan ar mérkt bast fore 1997-03-15, vilket indikerar en tappning
cirka ett r tidigare, Helsingborgsvattnet och Karlskogavattnet dr odaterat. Karlskoga
Energi och Miljo AB bolagiserades fran kommunen 1995. Helsingborgs va-verk gav ut
en historik om va-verket 1997.

AhR-aktivitet ER-aktivitet AR-aktivitet Anti-AR-aktivitet Oxidativ stress
ng/1 pg/ pg/ pgh pgh
(TCDD-ekvivalenter) (E2-ekvivalenter) (DHT-ekvivalenter) (OHF-ekvivalenter) (tBHQ-ekvivalenter)
Detektionsgrans Detektionsgrians Detektionsgrins Detektionsgrins Detektionsgrians
0,12 ng/1 2,1pgh 29 pg/ 65 ng/l 5,6 pgl/l

Helsingborg | 0,61 8,2 Inaktivt Inaktivt inaktivt

flaskvatten

Helsingborg | 0,13 2,7 Inaktivt Inaktivt Inaktivt

2020

Eskilstuna 1,06 Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt

flaskvatten

Eskilstuna 0,29 Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt

2020

Kalmar 0,52 16,3 Inaktivt Inaktivt Inaktivt

flaskvatten

Kalmar 2020 | 0,26 Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt

Karlskoga 0,42 Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt

flaskvatten

Karlskoga Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt

2020

Umed 0,16 Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt

flaskvatten

Umea 2020 Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt Inaktivt

Avtabell 4.1 framgar att samtliga analyserade dricksvatten uppvisade lagre aktivitet for Tabell 4.1

AhR och ER jamfort med de historiska proven. Analysen indikerar att vattenkvaliteten
avseende de fyra undersokta biologiska aktiviteterna i samtliga fall forbattrats sedan
1990-talet. Inget av vattenproverna uppvisade androgen eller antiandrogen aktivitet
eller inducerade oxidativ stress.
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5 Diskussion

Hanteringen av flaskvattnen ari stort okdnd, men vattnet har tappats pa flaska pa annat
tappstille dn i vattenverket. Det innebar att vattnen har transporterats, som regel i en
tankbil, fran vattenverket till tappstillet. Pa tappstillet har 33 cl standardglasflaskor
normalt sett skoljts ur med vattnet, och tappats med kolsyrat vatten, varpa en kapsyl
forslutit flaskan. Transporten, glasflaskan, kolsyran och kapsylen kan ha tillfort fram-
mande dmnen till vattenprovet. Flaskorna har direfter lagrats i vixlande dagsljus (som
regel stdende i en bokhylla) fram till att de hamnade i LTH:s vard. P4 LTH forvaras de
iett glasat forradsskép i korridor, dir inget direkt solljus nér in, men vil dagsljus. Det
iriefterhand inte mojligt att kontrollera vad i provet som kommer fran vattnet och vad
som kan vara kontaminering pa grund av buteljeringsprocessen, utan proverna far tas
for vad de ar. De nya proverna samlades in i oktober manad 2020 tack vare vattenverk-
spersonalens hjilp. De provtogs som stickprov i sterila vattenprovtagningsflaskor av
mirke VWR (sterile water sampling bottles, catalog no VWRI331-0269) och skickades
med post till laboratoriet i Uppsala. Dar packades proven upp och férvaradesifrys vid -20
°C fram till analystillfillet. For att kontrollera att inte plastflaskorna lackte Amnen som
kunde paverka resultatet fylldes en vattenprovtagningsflaska med Milli-Q-vatten i tolv
timmar, varefter detta vatten behandlades med fast-fasextraktion for att anrika eventu-
ella lackande dmnen. Fast-fasextraktet undersoktes diarefter med en anrikningsfaktor
om 50 med hjilp av de fyra cellbaserade analysmetoderna. Ingen statistisk signifikant
effekt frin plastflaskan kunde detekteras i ndgon av de anvinda metoderna (mitt som
Student”s t-test).

Trots den osidkerhet som hanteringen av de buteljerade proverna utgor, kan likval
nagra observationer goras. Sammanfattningsvis kan det konstateras att viinte uppmatte
nagra effekter som tyder pa forekomst avnagra dmnen som dr androgena, anti-androgena
eller orsakar oxidativ stress, varken i de buteljerade proverna eller i de vattenprover som
samlats under 2020. Vi detekterade Ostrogen aktivitet i tre av tio prover, men det ar
vart att pdpeka att de uppmatta aktiviteterna ar laga. Ah-receptoraktivitet detekterades
i flertalet av de analyserade proverna. Aven om skillnaderna mellan proverna inte r
dramatisk, ser vi konsekvent att de buteljerade proverna har hégre aktivitet for AhR dn
motsvarande vattenprov samlat 2020.

For AhR dr det svart att jamfora med andras resultat, eftersom inte alla anvinder
TCDD som referenssubstans och olika cellinjer kan ocksé ge olika resultat. I en just
publicerad studie detekterades AhR-aktivitet i storleksordningen 1—2 ng/l1 TCDD-
ekvivalenter (Oskarsson et al. 2021). I en dnnu opublicerad studie har vi uppmatt AhR-
aktivitet i rent dricksvatten till ca 0,1-0,2 ng/1 (TCDD-ekvivalenter). De aktiviteter vi
uppmatt hir ar alltsa inte onormalt héga. Ur exponeringssynpunkt dr det 6nskvirt att
na sa laga halter som mojligt i dricksvatten. De i var studie uppmatta halterna orsakar
troligtvis inga negativa effekter pa hélsan, men det ar lampligt att f6lja upp dem med
jamna mellanrum.

For AR- och ER-aktiviteterna finns ett mindre antal &mnen som oftast forklarar en
ganska stor andel av effekterna. Det handlar frimst om naturliga konshormoner samt
om vissa lakemedel. For AhR och oxidativ stress ar det mer komplicerat, dir ett stort
antal &mnen har potentialen att aktivera dessa mekanismer. For AhR &r det dioxiner,
PCB:er och PAHer som man i forsta hand tanker pd, men det finns ett stort antal andra
dmnen, naturliga och syntetiska, som ocksa kan aktivera denna receptor.

Resultaten fran studien visar att vi kan uppmata effekter for 6strogen aktivitetivissa
prover och for Ah-receptoraktivitet i de flesta prover. Konsekvent ser vi hogre aktivitet i
flaskvattnet an i motsvarande "nytt” kranvatten. Det finns flera méjliga férklaringar till
dessa skillnader; ravattenkvaliteten kan ha forbéttrats och dricksvattenberedningens
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effektivitet att avskilja AhR-aktiverande amnen kan ha forbattrats, men detkan inte heller
uteslutas att de buteljerade vattenproverna férorenats under buteljeringsprocessen.
Det kan vara virt att nimna att det i arbetet med det reviderade dricksvattendirektivet
fanns ett forslag pa gransvirde for 6strogena &mnen pa 1 ng/1 6stradiol-ekvivalenter
(E2-ekvivalenter). Det blev inte ett faststillt gransvarde i det slutliga direktivet (EU
2020), men beta-Ostradiol ar uppsatt pa den sé kallade bevakningslistan, vilket innebar
att halterna ska foljas upp. Aven om vi kan uppmiita effekter sa ligger alltsd dessa, for
ER-aktiviteten, tydligt under den gransvirdesniva som diskuterats i direktivarbetet, i
storleksordningen 100 ganger ligre dn EU-forslaget. For Ah-receptoraktivitet finnsinte
négot motsvarande gransvirde.

Bioanalyser ar anvandbara verktyg for att uppticka kemiska hot i dricksvatten for
att skydda konsumenter fran exponering for farliga kemikalier. Eftersom dricksvatten
ar vart viktigaste livsmedel bor det 6vervakas sorgfalligt avseende farliga &mnen. Som
faststéllts i EU: s nya dricksvattendirektiv kommer ett riskbaserat tillvigagangssatt
dir bioanalys kombineras med kemisk analys (effektriktad analys) 6ka noggrannhe-
ten avseende forekomst av kemikalier i dricksvatten som orsakar toxiska effekter. For
ER-aktiviteten i1 dricksvatten finns ett storre antal studier (som redovisas i Oskarsson
et al. 2021) som visar pa effekter i storleksordningen 0.01-1 ng 6stradiolekvivalenter
per liter och nagra studier som visar pa effekter i storleksordningen 1-5 ng/1 (se dven
Neale och Escher 2019). I ytvatten har det rapporterats hogre halter, sarskilt ytvatten
som ar paverkat av utslapp av renat avloppsvatten. I en studie pavisades halter i stor-
leksordningen 100-200 ng/1 f6r orenat avloppsvatten och i storleksordningen 5-10
ng/1{or renat avloppsvatten. De rapporterade halterna i proverna enligt tabell 1 handlar
om pg/l. Det kan ocksa noteras att analyskansligheten for 6stradiol ar betydligt hogre
nar den biologiska effekten méts an i kemisk analys, i storleksordningen 100 ginger
(Oskarsson et al. 2021).

Resultaten fran denna studie indikerar att forekomsten av bioaktiva kemiska foro-
reningar i dricksvattnet minskat 6ver tid, med avseende pa de fyra grupper bioanalyser
som anvints i denna studie. Den ldgre aktiviteten i proverna samlade 2020 jamfort
med de buteljerade proverna skulle kunna bero pa ldgre halter avkemiska féroreningar
i ravattnet och/eller forbattrad reningseffektivitet i dricksvattenverken, &ven om vi
inte kan utesluta mojligheten att de buteljerade proverna pa néagot sétt fororenats vid
buteljeringen eller paverkats avden langalagringstiden. M6jligen har det forebyggande
arbetet med att minska kemikaliebelastningen i samhaéllet burit frukt. Det krévs givet-
vis flera undersokningar for att entydigt faststilla om sa ar fallet. Dock ar det generellt
sett lovande att effektbaserade bioanalyser kan anvandas till att indikera forekomst
av dven laga halter av bioaktiva kemiska féroreningar i dricksvatten och vi anser att
det ar vardefullt att fortlopande anvinda effektbaserade metoder for att sikerstilla
hog dricksvattenkvalitet. For branschen som helhet dr det ocksa viktigt att fortlopande
undersoka dricksvattenkvaliteten och kommunicera denna med abonnenterna, efter-
som de behover fa saklig information om vilken vattenkvalitet de exponeras for via
sitt dricksvatten (Montelius, 2018). Effektbaserade métningar kan hjélpa till att belysa
vilken kvalitet dricksvattnet har.
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