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SAMMANFATTNING

| dag finns inga specifika centrala regler for vilka krav som bér
stallas pad material som anvénds i den allmdnna dricksvatten-
forsérjningen frén toxikologisk-hygienisk synpunkt. Planverket
kraver dock att material i fastighetsinstallationer skall vara
bedémt ur hygienisk synpunkt av Livsmedelsverket for att erhalla
typgodkannande. P& Livsmedelsverket tillampas darfor nu en
bedomning dels utifran uppgifter om materialets sammansattning,
dels utifran gjorda urlakningstester. Tidigare gjordes dessa
bedémningar pd Statens miljomedicinska laboratorium, dar &ven ett
forslag till forfarande vid urlakningstester utarbetades. |
sammanhanget diskuterades biologiska testmetoder, som &r fordel-
aktiga genom att en effekt av den samlade komplexa blandningen av
urlakade &mnen kan studeras. Eftersom eventuella urlakade &mnen
forekommer i laga halter, men samtidigt nar manga manniskor under
lang tid via dricksvattnet ar forekomst av cancerframkallande
amnen viktigt att studera. Foreliggande undersdkning har utforts
for att utréna om ett bakteriologiskt mutageni citetstest, det s k
Ames-testet, ar l&mpligt att anvanda i sammanhanget.

Under de senaste aren har flera undersokningar utforts dar
koncentrat av vattenprover har undersokts med avseende pd muta-
genicitet i Ames test och i nagra fall andra mutageni citets-
tester. Olika metoder har anvants for att koncentrera vatten-
proven. Ingen metod ger fullstédndig ansamling av de organiska
fororeningarna. Med en polymer adsorbent, XAD, ansamlas sannolikt
endast en liten del av allt organiskt material i vatten, &ven om
genomsnittligt 75-80% utbyte av enskilda organiska &mnen har
rapporterats. Trots detta har saddant XAD-koncentrat uppvisat
mutagen effekt i Salmonella-bakterier. Undersotkningar av dricks-
vatten har visat att ravattnet kan innehdlla mutagena forore-
ningar som till stor del tas bort i reningen, men att det bildas
mutagena foreningar vid klorering av renvattnet, framst sadana
som &r di rektmutagena med SalLmonella-stammen TA 100.

| foreliggande undersdkning har vi lakat ur rdr av polyeten med
hég och 13g densitet (PEH och PEL), tvarbunden polyeten (PEX),
polyvinylklorid CPVC), glasfiberarmerad polyester (GAP) och
glasfiberarmerad epoxi samt jarnror invandigt belagda med asfalt,
cement eller polyuretan (PUR). Dessutom har gummipackningar av
eten-propen-gummi  (EPDM), butylgummi och styren-butadiengummi
undersokts. Som jamforelse har ocksad dricksvatten undersokts,
dels fran natet och dels vattenverket.

Roren (inre yta 60-360 dm-) har lakats ur under 3%3 dygn med
dels klorerat, dels oklorerat destillerat vatten (ca 15-30 1).
Vattnen har sedan koncentrerats genom tre pd varandra foljande
adsorptioner pa XAD-4/8 vid pH 6, 12 respektive 2. XAD-kolonnerna
eluerades med aceton, som torkades med hjalp av molekylsiktar,
indunstades och lostes upp i dimetylsulfoxid (DMSO). Dessa
koncentrat testades separat och sammanslagna med Salmonella-
stammarna TA 98 och TA 100 med och utan tillsats av metabolise-
rande enzymer.



Urlakning med oklorerat vatten med GAP-ro6r av tva til lverkningar
samt de tre typerna av EPDM-gummi gav ett entydigt mutagent
extrakt enligt tilldmpade kriterier. GAP-rér av en tredje till-
verkning gav svag mutageni ci tet, liksom en omgang PVC-rér. Annu
Iégre mutageni citet detekterades ocksa i tva fall med koncentrat
fran en omgang PEIH- och PEX-slang, som dock kan ha varit slump-
massiga resultat. Urlakningsvattnen fran de O6vriga materialen
asfalt, cement, PEL och epoxi var ej mutagena.

Urlakning med klorerat vatten gav hogre mutagenicitet med GAP-
réren och mutageni citet detekterades ocksa fran cement-, PUR- och
PVC-roéren. En lag mutagenicitet fran asfalt- och PEX-ror kan ha
varit slumpméssiga resultat. PEH- och PEL-extrakten var negativa.

Koncentrat av klorerat vattenledningsvatten uppvisade en mutage-
nicitet per liter vatten av samma storleksordning eller stdérre &n
fran rormaterialen. Roren lakades dock ur under 3 dygn, medan den
genomsnittliga uppehallstiden i ett normalt vattenledningsnat ar
ca 1/2 dygn. | praktiken skulle darfor roérmaterialens bidrag av
mutagena amnen i de flesta fall utgdra en betydligt lagre andel.

Att resultaten med Ames test pa rorextraktsn i flera fall var
svarbedomda berodde pa att en "snav” metod anvants for statistisk
signifikansprovning. Endast extrakten fran ett GAP-ror samt
EPDM-packningarna var kraftigt mutagena. Mutageniciteten fran
detta GAP-ror kvarstod &ven efter 4 urlakningar. Testning av
enskilda komponenter gav ej upplysning om vad som foérorsakade
mutageniciteten.

Oklorerat extrakt fran GAP-, PEL-och PUR-rér undersoktes ocksa
med avseende pad mutagenicitet i daggdjursceller. GAP-extraktet
var sannolikt, men ej entydigt, mutagent i detta testsystem,
medan PEL- och PUR-extrakten var negativa.

Akut cellLtoxicitet undersoktes ocksa i cellkultur av humant
ursprung pd Uppsala cytotoxikologi ska laboratorium. Extrakt fran
GAP-réren var mer toxiska an fran de ovriga undersokta rormate-
rialen.

Att goéra Ames test pa urlakningsvatten &r relativt sett en
okénsligare metod &n kemisk analys for detektion av enskilda
mutagena substanser och fordrar att man utgar fran mycket storre
mangder material. Trots detta rekommenderar vi att metoden
tillampas som ett komplement till fysikalisk-kemisk testning,
eftersom urlakningsvattnet kan innehdlla en komplex blandning av
amnen, vars samlade mutagena effekt kan studeras utan att kemisk
identifiering av alla ingdende &mnen behéver goras. En i vissa
avseenden modifierad och nagot forenklad version av den anvéanda
testmetodi ken foreslas, vars detaljer framgar av rapporten.

| princip bor inga mutagena &mnen tilldtas lakas ur fran roi—
material till dricksvatten. Med den fdéreslagna testmetodi ken kan
en mutagenicitet pd 10 revertanter per dm* exponerad yta beddmas
utgbra vad som med rimlig sdkerhet kan detekteras. 10 revertan-
ter/dmn® efter tredje urlakningen foreslds darfor som gransvarde
under de givna betingelserna. Om de undersokta materialen beddms
enligt detta forslag skulle endast GAP-rér med en tillverknings-
metod, som enligt uppgift ej Léngre till&mpas, underkénnas.



1 FORORD

Olika material anvands i ror for dricksvatten-distribution, och
flera alternativ till de vanligaste materialen &r aktuella vid
nybyggnation, renovering av gamla ledningar, invandig bekl&dnad
av cisterner etc. Det kan vara svart att avgéra om ett visst
material &r lampligt att anvanda, med tanke pa eventuell urlak-
ning av toxiska é&mnen till vattnet. | flera fall har olika
material givit upphov till lukt- och smakproblem. Anvandningen av
olika material ar daligt reglerad i dag betraffande hygienisk-
toxikologiska synpunkter.

I denna rapport ldmnas inledningsvis en beskrivning av de anvis-
ningar som finns inom omrddet samt de forslag till krav pa
beddmningsunderlag och testforfarande som utarbetats. Harvid har
aven biologisk testning foreslagits som ett l&mpligt komplement
till kemisk-fysikalisk undersotkning av vatten som varit i kontakt
med ett visst material. Foreliggande studie har utférts for att
undersoka om ett bakteriologiskt mutageni citetstest med formaga
att forutséga potentiellt cancerogena effekter, Ames Salmonella-
/mikrosomtest, &r en lamplig testmetod for detta anvandnings-
omrade. En diskussion och beskrivning av Ames-testet och andra
toxicitetstester kommer darfor att redovisas tillsammans med ett
kortfattat referat av de undersokningar som utforts med mutagen-
testning av dricksvatten utomlands. Aven olika metoder for
koncentrering av vattenprover kommer att diskuteras. Huvuddelen
av rapporten beskriver de resultat som erhallits med vald metodik
nar nagra olika rormaterial undersokts. | de avslutande delarna
diskuteras relevansen av resultaten samt lamnas forslag till hur
ett standardiserat ur lakn ingsforfarande kan kompletteras med
biologiska test.

Undersokningen har bedrivits under en tvaarsperiod med stod fran
Byggforskningsradets program "Halsoskydd i byggnader”. Till stod
vid undersokningens genomfdorande har en referensgrupp anlitats.
Denna har bestatt av UIf Ahlborg, Statens miljomedicinska labora-
torium; Ann-Christine Albertsson, Institutionen for polymer-
teknologi pa Tekniska hogskolan; Leif Busk, Livsmedelsverket; Jan
Hjort, Stockholms VA-verk; 3engt Hultman, Vatten- och Avlopps-
verksforeningen (VAV); Nils Lindblad, VAV tidigare Planverket
samt Eva Sandberg, Livsmedelsverket. Inom gruppen har arbetets
upplaggning och delresultat diskuterats. Deltagarna har l&ast och
lamnat synpunkter pa féreliggande slutrapport.



2 HYGIENISKA KRAV PS MATERIAL SOM ANVA'NDS | DRICKSVATTEN-
DISTRIBUTIONEN

For instalLlLationer i allmdnna vattenledningar behovs inte nagot
godkénnande av materialet ur h/gienisk synpunkt. | tveksamma fall
kan samrdd forekomma mellan kommunens gatu- och halsovards-
kontor. Svensk materialstandard finns for rér av gjutjarn (med
in- och utvandigt korrosionsskydd, t ex asfalt), stal, galva-
niserat jarn, harddragen koppar, polyeten, polyvinylklorid (PVC)
och asbestcement. Asbestcement anvénds dock inte langre vid
nyanldggningar sedan man uppmarksammat problemet med utldsning av
asbestfibrer till vattnet. | materialkraven for polyeten och PVC
star att materialet inte far avge lukt, smak eller farg till
vattnet eller innehdlla &mnen som kan l6sas i vatten i sadan
mangd att vattnets anvandbarhet som dricksvatten minskas i
kemiskt, bakteriologiskt eller annat avseende. PVC far dessutom
inte ldsa ut mer &n vissa angivna mangder bly och tenn vid
urlakning. Trots materialstandarden har det forekommit att
polyetenrér ger kraftig smak och lukt &t vattnet. Orsaken till
detta dr inte helt klarlagd. Vad géller andra rormaterial eller
invandiga korrosionsskydd sa kan hygienisk-toxikologi sk bedémning
av materialet goras av central myndighet efter forfragan fran
tillverkare eller anvandare via Vatten- och Avloppsverksfore-
ningen eller Statens planverk. En sadan bedodmning innebar dock
inget godkannande. Liknande bedomningar gjordes tidigare pa
Statens miljomedicinska laboratorium (SML) och numera pa Livs-
medelsverket.

For vatteninstallationer i fastigheter skall enligt svensk
byggnorm anvéndas material som inte medfor att halsofarliga &mnen
utloses till vattnet. For att erhalla Planverkets (frivilliga)
typgodkénnande kréver Planverket numera att materialet skall vara
bedomt ur hygienisk synpunkt av Livsmedelsverket (galler fdrutom
ror och ytbeldggningsmaterial dven t ex armaturer, packningar och
rorkopplingar).

Erfarenheten visar att det ar mycket svart att gora toxikologiska
bedémningar endast grundade pa den information som tillverkaren
lamnar om ingdende komponenter. Darfor har forslag utarbetats om
att komplettera 'skrivbordsbeddémningen™ med urlakningsforsok dar
materialet undersdks under standardi serade laboratoriebetingelser
(Victorin 1981, Victorin 1982, SML 1982). Detta fdrslag innebar
att tre pd varandra foljande urlakningar utfoéres med destillerat
vatten under vardera 3 dygn. Vattnet fran den férsta och tredje
urlakningen fran ror undersoks med avseende pa de generella
parametrarna lukt, srnak, farg och grumlighet samt mingd organiskt
material. Dessutom foreslds specifika undersokningar pad toxiska
amnen eller andra amnen som far véaljas med utgangspunkt fran
materialets sammansdttning. Forslag till bedémning av resultaten
har ocksad lamnats.

Detta forslag till ur lakningsforfa rande bygger bl a pad erfarenhe-
ter fran Tyskland och Holland dar man arbetat mest med detta
problem. For narmare beskrivning av forfarandet i Tyskland och
Holland samt forhallandena i andra lander hanvisas till tidigare
sammanstallningar (Victorin 1981 och 1982).



For att goéra de bedomningar som behévs for erhdllande av Plan-
verkets typgodkdnnande kraver numera Livsmedelsverket, fdrutom
fullstandig innehédllsdeklaration av produkten, att urlaknings-
forsok gors enligt némnda forslag (Livsmedelsverket 1984).

En svarighet vid toxikologisk bedémning i allmanhet, och av
ingdende ingredienser i plaster i synnerhet, &ar bristen pad bra
toxikologisk dokumentation. Dessutom tillkommer svarigheten att
t ex beddma eventuella forstarkningseffekter av enskilda substan-
ser. Vidare kan det vara svart att avgora vilka amnen som bor
véaljas ut for kemisk analys i samband med urlakningsforsok. Ett
alternativ eller komplement till toxikologisk bedémning av
enskilda substanser &r att gora biologiska tester med det ur-
lakade vattnet, varvid en effekt av den samlade komplexa bland-
ningen av urlakade &mnen kan studeras. Eftersom de &mnen som
eventuellt lakas ur fran vattenledningsror forekommer i ldga
halter, men & andra sidan kan na manga manniskor under lang tid,
ar amnen som kan ge kroniska effekter de som i forsta hand maste
beaktas ur halsosynpunkt. Sadana amnen kan vara t ex tungmetaller
eller allergiframkal lande &mnen. Cancerframkallande &mnen bedoms
dock som mest intressant att undersoka i biologiska test. Cancel

framkallande &mnen bor inte fa lakas ur frén materialet, eftersom
aven l3ga doser anses innebara en viss okad cancerrisk. Darfor
har i det namnda forslaget inkluderats mgjligheten av att anvinda
ett bakteriologiskt mutageni ci tetstest, det s k Ames Salmonella-
/mikrosomtestet, som har formdga att detektera mutagena och
darmed potentiellt cancerogena effekter.



3 BIOLOGISKA TESTMETODER
3.1 Valda metoder for projektet

Under de senaste 10-15 aren har medvetenheten okat om att cancel—
framkallande &mnen i var miljo inverkar pad forekomsten av olika
cancerformer hos befolkningen. Darfor har flera testmetoder
utvecklats for att detektera t ex cancerframkallande miljoféro-
reningar. Dessa s k korttids-tester har det gemensamt att de ar
kéansliga samt snabbare och billigare an konventionella cancer-
studier pd djur, vilka omfattar djurets hela levnad. Korttidstes-
terna bygger pd teorin att en mutation i en cells arvsmassa, DNA,
ar den initiala handelsen i den process som leder fram till
cancer. Det mutageni citetstest som fatt storst spridning &ar det
s k Ames-testet, som utnyttjar Salmonellabakterier som testorga-
nism (se beskrivning nedan). Det ar en god kvalitativ 6verenskom-
melse (c:a 80%) mellan utfallet i Ames test och heldjurscancei—
test for en lang rad &amnen som verkar som cancerinitiatorer.
Nagot generellt kvantitativt samband finns dock inte. Det &r inte
sakert att starkt mutagena dmnen i Ames test ar starkt cancer-
framkallande eller tvart om. S k promotorer, som verkar pa ett
senare stadium i cancerprocessen, kan inte detekteras med muta-
geni ci tetstest. Ames-testet ar okansligt for t ex cancerframkal-
lande metaller. Metoden ar relativt snabb och billig, och anvands
rutinméassigt pd SML’s laboratorium. Detta mutagentest anvindes
for samtliga understkta prover i projektet.

Eftersom det inte finns nagon absolut korrelation mellan mutage-
nicitet i Ames test och cancerogenicitet méaste resultatet fran
Ames test kompletteras med andra data for att kunna vara mer an
en indikation p& cancerrisk. Mutageni citetstest med daggdjurs-
celler har rekommenderats for wverifiering av resultaten med
bakterier. Vidare testning kan vara t ex studium av kromosom-
paverkan in vitro. Négon sdker uppskattning av cancerrisken for
manniska xan dock anda inte goras, eftersom den experimentet la
testsituationen i viktiga avseenden skiljer sig fran den reella,
t ex vad galler upptag, distribution och utsdndring av amnet i
kroppen. For att wverifiera resultaten med nagra utvalda prover
har vi satt upp ett testsystem, sorn vi tidigare inte hade nagon
erfarenhet av, i vilket man studerar mutationer i s k V79 ham-
sterceller. Det ar en betydligt mer tids- och kostnadskravande
metod 4n Ames testet. Metoden anvands rutinmassigt pa Wallenberg-
laboratoriet vid Universitetet i Stockholm.

Den akuta giftigheten hos ett &mne kan klassas genom att man
noterar vid vilken dos en testorganism dor av behandling under
standardiserade betingelser. S k LDjg-forsok (Lethal Dose, dodlig
dos, for 50% av djuren) anvands t ex vid utprovning av lakemedel,
bekampningsmedel, livsmedelstillsatser m m. Vanligen anvands mdss
eller rattor. Viss information om relativ giftighet kan ocksa
erhdllas genom att behandla cellkulturer under standardiserade
bet ingelser.

Det har ansetts Onskvart att kunna beddma den generella akuta
toxiciteten hos vattenproverna. P& Uppsala cytotoxikologiska
laboratorium anvéands ett celltoxicitetstest som utnyttjar humana
celler (s k HeLa celler). Ett prov fran varje rormaterial undei—
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soktes dar med detta standardiserade testsystem. | samband med
mutageni ci tet stesterna med V79-celler gjordes &ven toxXicitets-
testning av dessa prover. Grov uppskattning av provens toxicitet
gentemot bakterier erholls aven i samband med Ames-testningen.

3.2 Metodbeskrivningar for anvanda biologiska tester
3.2.1 Ames test

| detta test, som utvecklats av professor Ames i USA (Ames et al,
1975), utnyttjas speciella stammar av bakterien Salmonella
typhimurium, som ar speciellt k&nsliga for mutagena amnen efter-
som de har en lattgenomtranglig cellvdgg samt saknar repara-
tionsenzymer for DNA-skador. Bakterierna ar defekta for histidin-
syntes och kan darfor inte tillverka aminosyran histidin. Nar en
atermutation (reversion) intraffar i den aktuella histidin-genen
kan bakterien anyo tillverka histidin och darigenom vaxa ut p3
histidinfritt medium. Spontant reverterar ungefar 1-5 bakterier
av 10 miljoner (varierar mellan olika bakteriestammar) och man
studerar i testet en 6kning av mutantfrekvensen efter behandling
med mutagena &amnen.

For att upptiacka indirekta mutagener, dws sadana som maste
métaboliseras for att bli aktiva, si tillsatts ett homogenat av
rattlever, s k S9-fraktion. Denna &r rik pad skilda metabolise-
rande enzymer. Leverhomogenat (S9) frdn Sprague Dawley rattor
anvandes. Rattorna hade forbehandlats genom injektion av 500
mg/kg av en PCB-blandning, Aroclor 1254, fem dagar foére avliv-
ningen. S9-blandning framstalldes till varje fors6k av 0.1 ml
S9/ml, magnesiumklorid, kaliumklorid, glukos-6-fosfat, NADP och
natriumfosfat, pH 7.4. | undersdkning av direktverkande mutagena
amnen anvandes fosfatbuffert i stallet for S9-blandning

Mutagentestet utfordes med plattingjutningsmetoden enligt Ames
et al (1975). Proverna testades med Salmonella-stammarna TA 93
(frame-shift mutant) och TA 100 (basparsubstitutionsmutant).
Bakterierna odlades upp i naringsbuljong vid 37°C i 15 timmar
fore varje forsok.

I 2 ml minimal toppagar med en sparmangd biotin och histidin
tillsattes vid 45°C 0.1 ml bakteriekultur (1-2 x 10° celler),
testsubstans (O, 10, 20, 53, 100 pl) och 0.5 ml S9-blandning (50
pi S9) eller 0.5 ml fosfatbuffert, pH 7.4. Blandningen halldes
over minimal glukos agarplattor (2 plattor/dos). Antalet muterade
bakterier (revertantkolonier) réknades efter 2-3 dagars (i de
flesta fall 65 timmar) inkubering vid 37°C.

For varje prov uppritades en dos-responskurva for vardera TA 98 *
S9 och TA 100 = S9, dar varje punkt utgjordes av medelvardet av
antalet revertanter pd de tvad parallella plattorna. Med hjalp av
linear regression genom minsta kvadratmetoden beréknades dos-
responskurvans lutning, dar antalet revertanter pa varje platta
behandlas som ett enskilt varde. Toxiska doser uteslots vid
berdkningen. Provets mutagenicitet (revertanter/pl) angavs av
regressionslinjens lutning. For att avgdra om provet ska anses
som mutagent eller ej anvandes kriteriet att regressionslinjens
lutning med 99% sannolikhet skall vara skild frdn noll. For denna



hypotesprévning berédknas lutningens spridning med hjalp av den
s k residualvariansen, som ar ett matt pd punkternas spridning
runt regressionslinjen. Konfidensinterval let beréknas och hypo-
tesprovningen gors. med hjalp av t-test (Lindstrom, Medicinsk
statistik). Berékningarna gjordes med hjalp av ett dataprogram
som tagits fram av Torsten Rehn och Sune Pettersson, dd anstallda
vid SML.

Bakteriestammarna kontrollerades med avseende pd karaktaristiska
genetiska markodrer enligt Ames et al (1975). Som positiva kon-
troller anvandes enstaka doser av 2-nitrofluoren for Salmonella
TA 93 och TA 100 utan S9-tillsats samt &aven metylmetansulfonat
(MMS) for TA 100. For indirekta mutagener anvandes bens(a)pyren
for badde TA 98 och TA 100 (med S9O-tillsats).

3.2.2 V79-mutagenicitetstest

iill skillnad mot Ames-testet som detekterar atermutati oner i en
gen, sd iakttas har s k "forward"-mutationer (framatmutationer).
I mutagenicitetstestet med V79-celler (lungceller fran kinesisk
hamster) mats mutationer i den gen som kodar for enzymet hypox-
antin-guanin fosforibosyltransferas (HGPRT). Detta enzym gor det
mojligt att ateranvanda fria puriner for nukleinsyrasyntes genom
att HGPRT katalyserar fosforibosylering av hypoxanthin och
guanin. Om normala celler exponeras for en purinanalog, 6-tio-
guanin (6-TG), sd fosforibosyleras 6-TG och inkorporeras i
nukleinsyrorna, varvid cellerna dor. Muterade celler med inaktivt
HGPRT tar daremot inte upp 6-TG, utan utnyttjar i stallet de novo
syntesvagen for att syntetisera nukleosider. Harigenom overlever
de 6-TG-behandlingen. Fér att detektera indirekta mutagener kan
testsystemet kompletteras med tillsats av leverhomogenat, S9, pa
motsvarande satt som i Ames-testet.

Den metodik som beskrivits av Jenssen (1984) tillampades. Erfa-
renhet frdn anvandning av V79-mutagenicitetstest har samman-
fattats av Bradley m fl (1981). V79-cellerna odlades i modifierad
essential medium (MEM) med Earle's salt berikad med vissa till-
satsdmnen (penicillin/streptomycin, glutamin, natriumpyruvat,
icke essentiel la aminosyror) samt 10% serum. | termostaten holls
5% COj~atmosfar och 37°C.

Forsbken startades genom att satta 5 x 105 celler till vardera
6-8 plattor (6 cm), en for varje dos, i 5 ml MEM-medium. Nasta
dag byttes mediet till 4 ml HBSS+/Hepes (Hank's balanced salt
solution med Hepes buffert). Efter 30 min tillsattes testamnet i
olika koncentrationer, positiv kontroll (MMS) och negativ kon-
troll (DMSO0). Efter 4 timmar avbrdts behandlingen och saltlos-
ningen byttes ut till nytt odlingsmedium.

For att forhindra kontaktinhibering och metaboliskt utbyte mellan
muterade och icke muterade celler nar de vaxer for tatt saddes
cellerna om tvA ganger under expressionstiden som var 7 dagar.

Cellerna lossades héarvid frélj plattorna med trypsinbehandling och
1,5 x 10b celler sattes ut pa 9 cm plattor med 2 plattor per dos.



Toxiska effekter pi grund av behandlingen med testsubstans
studerades genom att dagen efter behandlingen i samband med
omsaéttning av cellerna inokulera 3 plattor per dos med 100 celler
vardera. Efter en vecka fixerades kolonierna med metanol och
raknades.

Sju dagar efter behandlingen plboérjades selektering av mutanter.
1 x 105 celler och odlingsmedium innehdllande 6-TG (1 mg/ml)
sattes till 9 plattor (9 cm) for varje dos. Samtidigt utsattes
100 celler/platta (3 plattor per dos) for testning av klonings-
effektivitet (cellernas formaga att ge upphov till kolonier).
Plattorna avlastes efter en veckas inkubering efter fixering och
fargning av cellkolonierna. Antalet muterade celler relaterades
till den procentuella kloningseffektiviteten, och mutantfre-
kvensen angavs alltsl som antalet muterade celler per 105 koloni-

bi Idande celler.

3.2.3 Celltoxicitetstest/MIT-24

MIT-24 (Metabolic Inhibition Test) (Ekwall, 1933 a,b) utfordes pa
Uppsala cytotoxikologiska laboratorium. De celler som anvénds
harror ursprungligen frdn en human livmodertumoér. De har anvants
for att testa drygt 400 kemikalier (Ekwall 1983). HelLa-cellerna
odlas kontinuerligt pad glasflaskor i Parker's medium.

| testet anvands mikrotiterplattor som har 96 stycken 0.5 ml
fordjupningar. Till varje fordjupning tillsatts 0.1 ml medium,
0.1 ml prov (2 identiska spadningsserier med 8 spadningssteg pa
1:5 anvandes for vara prover) och 0.1 ml Hela-cel(suspension.
Kontrollerna innehéller bara celler och medium. Kulturerna
forsluts med paraffin och plastfiim. Plattorna odlas i 37°C i 7
dagar.

Efter 24 timmar avlases plattorna i mikroskop. Spolformade celler
uppkommer nar cellerna borjar vaxa. Enbart runda celler indikerar
total hamning av utvaxt.

Efter 7 dagar analyseras toxicitet genom pH-férandring i mediet
(indikator fenolrott). Violett farg (pH 8.5) anses betyda total
inhibition, réd (pH 7.5) delvis inhiberade celler och orange (pH
6.5) opaverkade celler.

3.2.4 Toxicitetstest/Ames

I toxicitetstest med Salmonella TA 100 anvadndes Nutrient agar-
plattor, dar saval muterade som omuterade bakterier vaxer ut. For
vissa prover gjordes 10" spadning av en Overnattskultur av
bakterierna i 0.9% NaCl-lbsning. Av denna behandlades 0,1 ml pa
samma satt som i Ames-testet. Kolonierna réknades efter 48
timmars inkubering i 37°C och den procentuella avdédningen
noterades for de testade doserna.



bakgrunds-

I mutagentestet enligt Ames studerades regelmaéassigt
vaxten av icke-muterade bakterier i stereomikroskop. Dalig bak-
Dos-responskurvornas ut-

grundsvaxt indikerar toxiska effekter.
seende ger ocksd upplysning om toxiska effekter nar kurvan bdjer

av vid hoga doser.



4 UNDERSOKTA MATERIAL, METODER FOR URLAKNING OCH AN-
RIKNING AV VATTENPROVER SAMT LITTERATURDATA ANGSENDE
MUTAGENICITETSTESTNING AV VATTEN

4.1 Undersdkta material

De material som valdes for undersokning i projektet var foljande
(se tabell 1): ror av polyeten med hég och lag densitet (PEH,
PEL), tvarbunden polyeten (PEX), polyvinylklorid (PVC), jarnror
invandigt belagda med asfalt, cement och polyuretan (PUR) samt
ror av glasfiberarmerad polyester (GAP) och glasfiberarmerad
epoxi. Dessutom undersoktes fem olika gummipackningar. Som
kontroll undersdktes anvanda Iim (Tangit- och silikonlim).
Vanligt vattenledningsvatten samt det destillerade vattnet
undersoktes ocksa.

4.2 Urlakningsforfarande

Som urlakningsvatten anvdndes dels destillerat vatten, dels
klorerat destillerat vatten som forsatts med natriumhypoklorit
till en total halt aktiv klor av 1 mg/l Cl12- En eller flera
urlakningar om vardera 3 dygn i rumstemperatur gjordes med varje
materi al.

Fore urlakningen skoéljdes materialproven med kranvatten under
1-2 timmar. Darefter skoljdes de med dest vatten.

50 m av PEH, PEL och PEX-réren urlakades. Vattnet pumpades fran
en vattenflaska innehallande 5-10 | vatten (tackt med svart
skynke), genom slangen och tillbaka till flaskan igen (Se figur
1). Pumpen och flaskan kopplades ihop med en bit PEH-slang (10
cm) och tatades med silikonlim.

Tre delar PVC-ror, totallangd 8 m, hopkopplades med PVC-hdrnkopp-
lingar. For limning anvandes for PVC avsett Tangit-lim. For att
kunna ansluta PVC-roren till flaskan och pumpen anvédndes PEH-
slangbitar.

For urlakningen av PEH-, PEL-, PEX- och PVC-ror fylldes systemet
med vatten (totalt ca 15-25 1). Vattnet cirkulerade med ett flode
av 12,5 I/min.

Betraffande de grovre roren sa forslots rorens andar med alumi-
niumskivor som limmades fast med silikonlim. Sidoplatarna var
forsedda med kranar for pafyllning och avtappning av vattnet. 1-3
m ror (asfalt, cement, epoxi, GAP, PUR) urlakades med 10 |
vatten. Roren roterades med hjalp av tvd gummiringar i ett for
andamalet uppbyggt stativ (se figur 1). Jarnréren belagda med
asfalt, cement och PUR roterades 10,6 varv/min; epoxirdren 7,0
varv/min och GAP-réren 3,1 varv/min.

Tangit-lim och silikon, vilka anvandes for tatning av rorsyste-

men, testades separat. Prover bereddes genom att ett skikt av
limmet stroks ut pa inre vaggen av en glasbagare (Tangit 2,3 dm2,

silikon 2,7 dm2). Bé&garen fylldes med 1 | dest vatten som om-
rordes med hjalp av magnetomroérare.



Gummipackningar, som anvidnds for wvattenror, undersoktes ocksa.
Packningarna klipptes i smé& bitar, vilka fick std& i 1 | dest
vatten under omroérning.

4.3 Metoder for koncentrering av vattenprover

Det finns flera tédnkbara satt for att koncentrera vattenprover. |
princip kan man skilja mellan att avlagsna vattnet och att
avskilja organiska &mnen frdn wvattnet. Olika metoders for- och
nackdelar har sammanfattats av bl a Jolley (1981).

Koncentrationsmetoder innefattar t ex Vakuumdestillation, frys-
torkning och omvand osmos. Dessa metoder fordrar sarskild appara-
tur, och kan vara ohanterliga for stora volymer vatten. Med de
tvd forstnamnda metoderna forloras flyktiga amnen vid koncent-
reringen. Alla tre metoderna har den nackdelen att oorganiska
salter ocksd anrikas vilket kan ge upphov till ett koncentrat
som &r toxiskt vid efterfoljande biologisk testning.

Organiska &mnen kan isoleras fran vattnet med olika metoder,
sdsom gas-"'stripping", I6sningsmedelsextraktion och adsorption
pd aktiverat kol, polymer adsorbent eller jonbytare. S.k.
"stripping" har anvéants i stor utstrackning for analys av flyk-
tiga foreningar i vatten, t ex trihalometaner. En inert gas
blases did over eller genom vattenprovet och for med sig flyktiga
amnen som sedan ansamlas pd en adsorbent. Extraktion med 16s-
ningsmedel ar en relativt specifik metod, genom att olika amnes-
klasser kraver olika betingelser for att extraheras. Om inte
sarskild apparatur anvands for kontinuerlig extraktion sa ar
metoden hanterlig endast fér mindre vattenvolymer. Adsorption pa
aktiverat kol &r en vanlig metod for wvattenrening. Manga &mnen
kan dock fastna s& hart att de sedan inte lossnar vid efterfol-
jande eluering med ldsningsmedel. Aven kemiska omvandlingar kan
ske pd kolet (Kopfler et al, 1977). Ett problem med jonbytare &r
att elueringsmedlet pd ndgot satt maéste anrikas med avseende pé
organisk substans.

Den polymera adsorbenten Amberlite XAD (tillverkare Rohm och
Haas) avskiljer olika klasser av organiska amnen fran vatten.
Junk et al (1974) redovisar ett genomsnittligt utbyte pa 78% nar
110 amnen av olika typer undersodktes. Alla analyser gjordes med
gaskromatografi. XAD finns i tvd olika typer. Styren-divinyl-
bensen polymer (XAD-2 och XAD-4) har hog affinitet for icke-
polara, hydrofoba, amnen. Akrylester polymer (XAD-7 och XAD-8)
ar tner effektiv for polara, hydrofila, dmnen dan XAD-2 och XAD-4.
XAD-4 och XAD-8 har mindre kornstorlek &n XAD-2 och XAD-7. En
noggrann genomgdng av dessa och andra organiska polymerers
egenskaper har gjorts av Dressier (1979). Rossum och Webb (1978)
har systematiskt jamfort XAD-2, -4, -7 och -8 enskilt och i
kombination med avseende p& adsorption av 13 olika vattenforore-
ningar. En kombination av lika delar XAD-4 och XAD-8 befanns ge
det basta utbytet (i genomsnitt 76%).

Eftersom framst odissocierade organiska amnen adsorberas pd XAD,
s& kan utbytet av t ex organiska syror okas genom att surgora
vattnet fore adsorptionen (Junk et al 1974). Basiska amnen borde
pd motsvarande satt adsorberas béattre efter alkalisering av
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vattnet. Noordsij et al (1983) har foreslagit adsorption bade vid
pH 2, 7 och 9 for isolering och identifiering av organiska &mnen
och toxikologisk testning. Gaskromatografisk analys av 17 olika
organiska amnen visade att lipofila &@mnen adsorberades till
80-100% pa XAD-4 vid pH 7. Svagt hydrofila amnen adsorberades
till 50-100% vid pH 2 (Noordsij et al 1983). Langt ifran alla
naturligt férekommande organiska amnen adsorberas pad XAD. S& t ex
passerade ca 90% av humusinnehdllet i kallvatten igenom XAD-2 vid
neutralt pH, uppmatt genom fargméatning (Carlberg, 1982). Maéatning
av totalt organiskt kol, TOC, i vatten fOre och efter adsorption
pd XAD-2 har ocksd visat att huvuddelen passerar igenom. Detta
har foranlett Tye et al (1981) i England att ej rekommendera XAD
for isolering av mutagena amnen. Kool et al (1981a) har dock
visat att lika mycket mutagena amnen isoleras med denna metod som
med frystorkning, trots den laga totala adsorptionen av organiskt
material. Lattflyktiga amnen fastnar i viss utstrackning, men gar
sannolikt forlorade i efterfoljande behandling. En annan nackdel
med XAD-2 &ar att polymeren slapper smd mangder aromatiska kolva-
ten, vilket har havdats go6ra metoden olamplig for analys av

sparmangder (< ! ppb) av organiska &mnen i vatten (Care et al

1982).

4.4 Metoder anvénda vid mutageni citetstestning av vatten-
prover samt erhallna resultat (Litteratursammanstall-
ni ng)

De senaste aren har flera forskargrupper presenterat resultat
frAn undersokningar av mutagenicitet i ravatten, dricksvatten och
avloppsvatten. Sammanstéllningar finns gjorda av Loper (1980) och
Alink (1982).

En forskargrupp i USA (Loper et al 1973) har anvant den kanske
mest avancerade metoden for koncentrering och fraktionering av
stora mangder vatten (flera tusen liter), ursprungligen utvecklad
av Kopfler et al (1977). Genomsnittligt utbyte anges till 36%
enligt TOC-analys. Metodens forsta steg ar omvand osmos vid olika
pH och olika membran. De bada uppkomna koncentraten extraheras
med pentan vid pH 7 och metylenklorid vid pH 7 och pH 2. Reste-
rande vattenfas (pH 2) adsorberas sedan pad XAD-2. Subfraktioner
framstalls genom extraktion med I6sningsmedel av olika polaritet.
Mutagenicitet i Ames test pavisades i nagon eller nagra fraktio-
ner av dricksvattenprov frdn sex olika stader, dar mutagenici-
teten i de flesta fall var oberoende av metaboliserande system.
Aven s k transformationstest med BAL3/3T3 celler in vitro var
positivt (Lang et al, 1980).

Gruener (1978) har i ett arbete anvant destination vid Ilagt
tryck och tdg temperatur av delvis renat avloppsvatten, vilket
blev mutagent i Ames test efter ozonering. Sadant vatten har i
ett annat arbete koncentrerats 1 000 ggr med omvand osmos
(Gruener och Lockwood 1979). Koncentratet var mutagent i V79
hamsterceller endast efter metabolisk aktivering samt gav &aven
upphov till cellular transformation i humana Ilungfibroblaster.
Frystorkning har anvants for koncentrering i ett senare arbete av
Gruener och Lockwood (1980) som med denna metod koncentrerade
dricksvatten frdn New Orleans | 000 ggr. Koncentratet var muta-
gent i V79 hamsterceller, endast efter metabolisk aktivering.

2-S5



Aven Forster och Wilson (1981) och Abdelghani et al (1982) har
med denna koncentrationsmetod detekterat mutagener i dricks-
vatten. Frystorkning har ocksd anvants av Packham et al (1981) i
England. Forfattarna anger "hdg" mutageni citet med flodvatten pa
Salmonella bade med denna metod och XAD-adsorption. Kool et al
(1981a) har jamfort frystorkning med XAD-4/8 adsorption, och
funnit att XAD ger ett minst lika mutagent koncentrat, trots att
endast en liten del av allt organiskt material fastnar pa kolon-
nen (< 10%).

Extraktion med Idsningsmedel har anvants i tva arbeten. Marouka
och Yamanaka (1980) extraherade 10-20 | fororenat sjo-och flod-
vatten samt grundvatten med dietyleter. Grundvattnet var inte
mutagent pad Salmonella varken utan eller efter klorering. Sjo-
vattnet var mutagent endast efter klorering och utan metabolisk
aktivering (Salmonella TA 100). Flodvattnet var mutagent med och
utan metabolisk aktivering (framst med Salmonella TA 98). Effek-
ten okade efter klorering. Grabow m fl (1981) extraherade 5 x 20
I dricksvatten, flodvatten och renat avloppsvatten med diklor-
metan vid neutralt pH, pH 2 och pH 12. Denna metod jamfordes med
adsorption pad XAD-2, efterfoljt av XAD-7. Sett utifrAn resultatet
frAn samtliga 29 vattenprover gav extraktionsmetoden i de flesta
fall ett battre utbyte av mutagena &mnen &n XAD-adsorptionen.

Schwartz m fl (1979) har koncentrerat 30 | ravatten och 60 |
dricksvatten fran tre olika stader i USA genom adsorption pa
kolonner fyllda med polyuretanskum. Eluaten testades i konventio-
nellt Ames test. Samtidigt testades okoncentrerade vattenprover
pa ett annat s&att genom att 1-20 ml inkorporerades direkt i
bottenagarn i Ames-testet. Med okoncentrerade vattenprover fran
tvAd av staderna pdavisades mutagenicitet med Salmonella TA 100,
men ej med TA 98. Denna studie ar av sarskilt intresse for
BFR-projektet eftersom en o6kning av direktmutagena &mnen iakttogs
i vattnet vid tappstalle pd natet jamfort med prov taget pa
vattenverket. Polyuretanextrakten var ej mutagena med TA 100, men
daremot var ett prov frdn distributionsnatet mutagent med TA 98
efter metabolisk aktivering (ej med okoncentrerat vattenprov).
Resultaten tolkades av forfattarna som att distributionsnatet
ger upphov till mutagena &mnen i vattnet, antingen genom reak-
tion mellan klor och organiska amnen, mikrobiologisk vaxt eller
urlakning fran rorledningsmaterial och tankar. Amnena bedémdes
vara av tva olika klasser, dels troligen lagmolekylara polara
direktmutagena &amnen som inte fastnar pa polyuretanskum dels
hogmolekylara opolara indirekt mutagena amnen som kan anrikas pa
polyuretan.

Baird et al (1980) har anvant ett kombinerat system bestdende av
en anjonbytare, en katjonbytare och tva& XAD-kolonner (XAD-2 och
XAD-7). Extrakt fran 100 | renat avloppsvatten var mutagent,
framst med TA 98.

ovriga forskargrupper har anvant sig av koncentrering genom
adsorption pd XAD, i ett fall efter fraktionering efter molekyl-
vikt med ultrafiltrering (Fallon och Fliermans 1980). Vad galler
undersokningar av dricksvatten sid har sadana utforts i USA av en
forskargrupp (Glaz et al 1978, Chriswell et al 1979 och Grimm-
Kibalo et al 1981). De har anvant XAD-2 i serie med Filtrasorb
200 (aktiverat kol) eller enbart XAD-4. | ett senare arbete har



ocksd Loper et al (1982) anvant enbart adsorption p& XAD (2/7) i
stallet for den tidigare refererade metoden med omvand osmos i
kombination med ldsningsmedelsextraktion och XAD-adsorption
(Loper et al 1978). | Canada har en grupp (Nestmann et al 1979,
1982; Williams et al 1982) p& motsvarande satt undersokt dricks-
vattnet i flera stader efter adsorption pd XAD-2. Undersékningar
av dricksvatten efter adsorption pd XAD-2 &ar d&ven gjorda i
Grekland (Athanasiou och Kyrtopoulos 1983) och Sydafrika (van
Rossum et al 1982). | det senare arbetet jamfordes forst adsorp-
tion pd XAD-2, aktivt kol samt svaga respektive starka katjon-
och anjonbytare. Endast XAD-2 gav ett mutagent extrakt. Undersok-
ningar av dricksvatten i Holland har gjorts av tvd forskar-
grupper, dar den ena (van der Gaag 1982) anvint adsorption pé
XAD-4 och den andra anvadnt en kombination av XAD-4 och XAD-8
(Koot et al 1981b, 1981c; 1982, Zoeteman et al 1982, Kool et al
1984).

En slutsats av resultaten frdn undersdkningar av mutageni ci tet i
dricksvatten med Ames test ar att fororenade rdvatten kan uppvisa
mutagen effekt pd Salmonella TA 98 och TA 100, framst av sadana
amnen som fordrar metabolisk aktivering. Denna mutagenicitet
minskar vid reningen p& vattenverket. | stallet kan som foljd av
kloreringen uppkomma direktmutagena amnen som i de flesta fall ar
mest aktiva med TA 100. Att klorering ger upphov till direktmuta-
gena foreningar har dven visats i laboratorieskala genom Kklo-
rering av vatten (Cheh et al 1980, Maruoka och Yamanaka 1983) och
klorering av humusamnen (Meier et al 1983). Cheh et al (1980)
visade att deklorering av dricksvattnet med sulfit kraftigt re-
ducerade den mutagena aktiviteten.

Betraffande mutagentestning med andra organismer &an Salmonella-
bakterier har som tidigare namnts Gruener och Lockwood (1980)
visat att koncentrerat dricksvatten fran New Orleans varit muta-
gent med V79 hamsterceller efter metabolisk aktivering. Vattnet
fran New Orleans samt fyra andra amerikanska stader har vidare
undersokts av  Loper et al (1978) och Lang et al (1980) vilka
visade att vattenkoncentraten gav cel Itransformation in vitro
(BALB/3T3 celler). Bull et al (1982) har undersokt samma vatten-
prover som Lang et al (1980) i hudpenslingsférsok pa mdoss, varvid
signifikant 0©kning av frekvensen hudtumdrer uppkom med ett av
vattenkoncentraten. XAD-extrakt frdn Atens dricksvatten indu-
cerade systerkromatidutbyten och kromosomabberationer av kroma-
tidtyp i CHO-celler forutom mutation i Salmonella (Atanasiou och
Kyrtopoulos 1983). Harutdover har DeMarini et al (1982) gjort
mutagenicitetstester med okoncentrerat eller 10 ggr koncentrerat
dricksvatten med hjalp av sporer frdn mdgelsvampen Neurospora
crassa, med jastsvampen Saccaromyces cerevisiae och med véaxten
Zea mays. Inga mutagena effekter pavisades. Ravatten var i ett
okoncentrerat vattenprov mutagent med Zea mays. Endast detta
vattenprov var mutagent pd Salmonella (TA 1536 + S9) efter 250
géngers koncentrering. Ett annat arbete av samma grupp (Heartlein
et al 1981) har visat mutagen effekt med Salmonella TA 98 och TA
100 med samma ra- och renvatten, insamlat senare och betydligt
kraftigare koncentrerat (med XAD-2).

Inga enskilda amnen har hittills kunnat identifieras som ansva-
riga for mutageniciteten i klorerat dricksvatten (Loper 1980,
Chriswell 1979, Kool et al 1982). Enligt Kool et al (1982) finns
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mutageni ci teten framst bland svagt polara, icke-flyktiga &amnen
och kan darfor enligt forfattarna inte vara klorerade alifatiska
estrar, vilket foreslagits av Tabor och Loper (1980). Dricks-
vattnet i Cincinatti, USA, har koncentrerats med omvand osmos
enligt den metod som refererats tidigare (Loper et al 1978,
Kopfler et al 1977). Pentan- och metylenkloridextrakten slogs
ihop och avvattnades. Ett dietyleterextrakt av detta koncentrat,
som var mutagent i Ames test, fraktionerades vidare och analyse-

rades med gaskromatografi-masspektrometri. Sa& mycket som 460
olika organiska foreningar identifierades, de flesta i halter
motsvarande mindre &n 10 ppb i ursprungsvattnet (Coleman et al
1980).

Nagra forskargrupper har undersokt olika faktorers betydelse for
utbytet av mutagena substanser vid adsorption pad XAD. Chriswell
et al (1979) undersokte kolonner med 16 olika adsorbenter paral-
lellt for koncentrering av dricksvatten. Materialen var Amberlite
XAD-2, -4, -7 och -8, Duolite S-761 (en fenol-formaldehydabsoi—
bent), Duolite L-863 som liknar XAD-2 och XAD-4, tre typer av
anjonbytare samt sju olika typer av aktiverat kol. Ingen muta-
genicitet pavisades med anjonbytarna eller aktiverat kol. XAD-4
gav det hogsta utbytet efter eluering med dietyleter. Van Rossum
et al (1982) som anvant XAD-2 anger att en andra adsorption pa
XAD-7 gav lagre mutagenicitet an en andra adsorption pad XAD-2.
Kool et al (1981 a och b) konstaterar att, enligt deras resultat,
XAD-2 och en kombination av XAD-4 och XAD-8 ger ungefar samma
resultat. Med XAD-4/8 visades att huvuddelen av de mutagena
amnena i flodvatten absorberas vid neutralt pH och endast en
mindre det vid efterfoljande adsorption vid pH 3. Ingen ytterli-
gare mutagenici tet erholls efter pafoljande adsorption vid pH 10.
I en senare studie visades att mutagena &mnen som adsorberas vid
pH 2-3 forekommer ocksd i dricksvatten (Kool et al 1982). Van der
Gaag et al (1982) erholl mer mutagenicitet vid adsorption pa
XAD-4 vid pH 2 &an vid pH 7.

Ett flode av vattenprovet genom XAD-kolonnen av 2-4 baddvolymer
per minut rekommenderas av Kool et al (1981a) som optimalt for
adsorptionen, medan van der Gaag et al (1982) rekommenderar 1
baddvolym/min.

Betraffande eluering av XAD-kolonnen med olika I6sningsmedel har
aceton och DMS0 jamforts och befunnits likvardiga, medan dietyl-
eter endast eluerade ut en mindre det (< 2050 av den bundna
mutagena aktiviteten (Kool et al 1981a, b, c").

Nagon systematisk jamforelse mellan olika l6sningsmedel for
eluering av XAD i samband med mutagenicitetstestning har annars
inte patraffats i litteraturen. Kool och medarbetare (1981, 1982,
1984) har anvant DMS0 (eller aceton), van der Gaag och medarbe-
tare (1982) etanol foljt av cyklohexan/etanol blandat. Loper och
medarbetare (1978) etanol, Marouka och Yamanaka (1980, 1983) samt
Glaz och medarbetare (Glaz et al 1978, Chriswell et al 1979,
Grimm-Kibalo et al 1981) eter och i det senaste arbetet eter
foljt av etanol, Nestmann och medarbetare (Nestmann et al 1979,
1982, Williams et al 1982) samt Athanasiou och Kyrtopoulos (1983)
hexan/aceton blandat, Fallon et al (1981) aceton foljt av eter,
Cheh (1980) aceton foljt av metylenklorid samt Hartlein och
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medarbetare (Hartlein et al 1980, DeMarini et al 1982), Neeman
(1980), Grabow et al (1981), Rappaport (1979) och van Rossum et
al (1982) enbart aceton.

4.5 Den koncentrationsmetod som anvants i projektet

Efter saval praktiska som teoretiska oOverviaganden valdes XAD for
anrikning av eventuella mutagena foreningar i urlakningsvattnen.
Det storsta utbytet bedémdes kunna uppnds med en 1:1 blandning av
XAD-4 och XAD-8. For att i mojligaste man &aven anrika polara
foreningar gjordes adsorptionen forst vid urlakningsvattnets pH-
varde (ca 6), sedan p& en ny kolonn efter hojning av vattnets
pH-varde med NaOH till 12 och slutligen genom en tredje kolonn
efter sankning av pH-vardet med HCI till 2.

Fore anvandning tvattades XAD-kornen 10 ggr med 0,1 M NaOH och
10 ggr med 0,1 M HCI, foljt av destillerat vatten tills neutrali-
sering erhallits, och skoljdes sedan med metanol. Efter tvatt-
ningen foljde Soxhletextraktion under vardera 16-24 h med metanol
och aceton. XAD:n tvattades sedan med metanol och forvarades i
metanol i rumstemperatur (modifierad metod enligt Noordsij et al
1983).

20 ml XAD-4/8 packades i glaskolonner (1,2 x 25 cm). Efter tvatt
med dest vatten fick urlakningsvattnen rinna igenom med sjalv-
tryck i kylrum vid 15°C (flode 5-30 ml/min). Varje adsorption tog
1-2 dygn (sammanlagt allts& 3-6 dygn for de tre olika pH-adsorp-
tionema for varje vattenprov).

Det mesta av vattnet i kolonnerna blastes ut med kvavgas. Kolon-
nerna eluerades sedan med 60 ml aceton (flode 10-20 ml/min).
Eluatet torkades med 30 g molekylsiktar (3 2) (Merck) under 2-3
timmar, filtrerades genom pappersfilier och industades pa rota-
tionsindunstare vid 30°C. Indunstningen fortsatte med kvavgas vid
37°C till nastan torrhet. Proverna fran varje pH-fraktion spaddes
upp till 1 ml med DMSO och foérvarades vid -20°c for mutagenici-
tets- och toxicitetstester. Den forsta omgangen av PEH-slang samt
den forsta urlakningen av forsta omgangen PEX-slang lakades
endast ur vid pH 6. Den andra urlakningen av fdrsta omgangen
PEX-slang samt den forsta omgangen POR- och PVC-rér lakades
endast ur vid pH 6 och pH 2 (ej pH 12). Dessa enstaka pH-fraktio-
ner spaddes till 2 ml och testades enbart separat.

Extraktet frdn limmen och gummipackningarna koncentrerades pa 10
ml XAD-4/8, endast vid pH 6. Koncentreringen fortsattes som ovan.

Se figur 2 for sammanfattning av extraktions- och koncentra-
tionsforfarandet.
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5 RESULTAT FRSN UNDERSOKNING AV DE OLIKA MATERIALEN MED
AMES TEST

Varje ror Lakades ur med dels vanligt destillerat vatten, dels
klorerat sadant (1 mg/l totalt aktivt klor vid urlakningens bor—
jan). Av GAP-roren testades tre olika tillverkningar. PEH, PEX,
PUR och PVC skaffades hem vid tva olika tillfallen och testades
tvd ganger med dest vatten. Extrakt fran en eller flera urlak-
ningar testades med Salmonella TA 98 och TA 100 med doserna O,
10, 20, 50 och 100 )il (200 pl i nagra fall). | bilagan, figur
3-19, presenteras forsoksresultaten i form av kurvor dar medel-
vardet av antalet revertanter p3 de bada parallella ptattorna ar
avsatta for varje dos av sammanslaget extrakt fran XAD-adsorp-
tionerna vid pH 6, 12 och 2 (1 ml extrakt av vardera). Fo6r den
forsta omgangen av PEH- och PEX-slangar samt PUR- och PVC-rér som
lakades ur med destvatten testades bara de enstaka pH-fraktio-
nerna separat (2 ml extrakt av pH 6 och pH 2 fraktion). GAP-réren

testades bade avseende sammanslaget extrakt och i tva fall de
enstaka pH-fraktionerna (1 ml vardera av pH 6, pH 12 och pH 2
fraktioner). | nagra fall koncentrerades extrakten fran det andra

urlakningsvattnet till 0,5 ml av vardera pH-fraktionen (1,5 ml
sammanslaget prov i stallet for 3 ml).

De kurvor som enligt regressionsanalys har en lutning som med 99%
statistisk sannolikhet ar skild frAn noll (se avsnitt 3.2.1) ar
heldragna, medan de icke-signifi kanta har streckats. | vissa fall
har den hoégsta dosen (100 pl) givit misstankt toxiska effekter.
Regressionslinjen har dd berdknats bade med och utan den dosen.
Resultaten har sammanfattats i tabell 2 och 3 dar statistiskt
signifikanta resultat har angetts dels som antalet revertanter
per pl extrakt, dels efter omrakning som antalet revertanter per
dm® exponerad yta av materialet. Nedan diskuteras resultaten
material for material. Eventuella toxiska effekter pa Salmonella
bakterierna kommenteras ocksa.

51 Asfatt (Figur 3)
5.1.1 Destillerat vatten

Ingen mutagen effekt pavisades med det forsta urlakningsvattnet.
Med dosen 100 pl var extraktet nagot toxiskt med TA 100 utan S9
(30% overlevnad). Det andra urlakningsvattnet dubbelkoncentre-
rades och testades ocksd for mutagenicitet. Inte heller di pavi-
sades nagon mutageni ci tet.

5.1.2 Klorerat destvatten

En svag, men signifikant, mutagenicitet erholls med det forsta
urlakningsvattnet med TA 98 utan S9, men var inte signifikant vid
upprepad testning. Med dosen 100 pl var extraktet svagt toxiskt
med TA 100 utan S9 (50% overlevnad). Det andra urlakningsvattnet
var inte mutagent. Vi betraktar det positiva resultatet fran det
forsta urlakningsvattnet som mojligen beroende pd en slumpmassig
fordelaktigt liten spridning av punkterna runt regressionslinjen
(vid forsta testningen med TA 98 utan S9, se figur 3).
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5.1.3 Kommentarer

Asfalt har en ospecificerad sammansattning, som kan tankas slappa
polyaromatiska kolvaten (PAH) till vatten. Flera PAH ar cancero-
gena och mutagena.

Bens(a)pyren, som ar en starkt mutagen PAH ger tydligt utslag i
Ames-testet for 1| pg per platta med TA 98 eller TA 100 med S9-
ti llsats (tabell 4). Med den anvanda statistiska metoden skulle
dock sannolikt aven 0,2 pg per platta som hoégsta dos ge signifi-
kant mutagenicitet utifrAn en dos-responskurva. Eftersom ingen
mutagehicitet erholls med dosen 100 pl per platta skulle detta
betyda att provet (3 ml extrakt) totalt innehdll mindre an ca
6 pg 3(@)P. Om roret varit helt fyllt skulle det (tabell 1)
innehalla 16 | vatten, vars koncentration d& skulle vara mindre
an 6:16 = 0,37 pg/l 3(a)P, vilket allts& ar metodens detektions-
grans. Varldshalsoorganisationen,(WHO, 1984) rekommenderar 0,01
pg/l B(a)P som hygieniskt gransvarde for dricksvatten. Den
genomsnittliga uppehadllstiden i ett normalt vattenledningsnat kan
uppskattas till ca 1/2 dygn (Jan Hjort, Stockholms VA-verk, pers
kommunikation). 1 urlakningsforsoken &ar uppehalistiden 3 dygn.
For en mera rattvis jamforelse med situationen i ett distribu-
tionsnat bor darfor siffran 0,37 pg/l B(a)P divideras med 6,
vilket ger den teoretiska koncentrationen efter 1/2 dygns ur-
lakning, 0,06 pg/l B(a)P. Med hénsyn tagen till aktuella floden
och yta:volymforhallanden i faktiska rorledningsnat skulle halter
av en storleksordning som motsvarar det hygieniska gransvardet
0,01 pg/l kunna detekteras (se vidare tabell 7 samt diskussion i
avsnitt 8 och 10). Diskussionen visar att den anvdnda testmeto-
diken har en lagre kanslighet an kemisk analys for att spara
vissa enskilda &amnen. Kansligheten kan dock, atminstone vad
galler bens(a)pyren, anses tillfredsstallande med tanke pa att
testsituationen ar extrem jamfort med forhallandena i ett rorled-
ningsnat .

5.2 Cement (Figur 4)
5.2.1 Destillerat vatten

Liksom for asfaltroret pavisades ingen mutagenicitet vid urlak-
ning med dest vatten. Det oklorerade vattnet var inte heller
toxiskt for bakterierna.

522 Klorerat destillerat vatten

Det klorerade vattnet var signifikant mutagent med TA 98 bade med
och utan S9-tillsats. Det klorerade vattnet var starkt toxiskt
utan S9 med TA 100 i dosen 100 pl (1,5% o©verlevnad) och toxiskt
aven i dosen 50 pl (17% overlevnad). Med S9 var dosen 100 pl
ocksd nigot toxisk (31% Overlevnad).

Det andra klorerade urlakningsvattnet dubbelkoncentrerades och
gav dd fortfarande signifikant mutagenicitet med TA 98 med S9.
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523 Kommentarer

Eftersom mutagenicitet pavisades d&dven i det andra klorerade
urLakningsvattnet bedbmer vi att det undersdkta cementroret
verkligen lakade ur amnen som i samband med kloreringen bildade
mutagena produkter av den typ som ger upphov till s k frameshift
mutationer. Resultatet var ovantat, och vilka dessa amnen kan ha
varit vet vi inte.

5.3 Glasfiberarmerad epoxi (Figur 4)

Dessa ror undersoktes pa uppdrag av en lakemedelsindustri som
anvander sadana i sin tillverkning och allts& inte for dricks-
vattendi st ri bution. Undersokningen faller sdledes egentligen
utanfor projektets ram, men resultaten anges anda har eftersom de
kan ha visst intresse. Urlakningen gjordes endast med destvatten.
Ingen signifikant mutageni ci tet pavisades.

5.4 Glasfiberarmerad polyester (GAP) (Figur 5-9)
54.1 Tillverkningssats nr 1 (A) (Figur 5-8)
54.1.1 Destillerat vatten

Det destillerade vattnet var starkt mutagent med TA 100 utan
S9-tillsats, men daremot inte mutagent med S9-tillsats. 100 pl
dosen var utifrAn dosresponskurvorna mdojligen toxisk pa TA 100
med S9. Den andra urlakningen gav ett ndgot mindre mutagent
extrakt med TA 100 utan S9 &n det forsta urlakningsvattnet.
Mutageni ci tet detekterades ocksd med TA 100 med S9 om 100 mikro-
litersdosen uteslots, som mojligen var ndgot toxisk. Med det
tredje urlakningsvattnet testades saval de enskilda pH-fraktio-
nerna som sammanslaget prov pa TA 100 utan S9. Endast det forsta
extraktet, frdn absorptionen pd XAD vid pH 6, var mutagent och
motsvarade ungefar mutageni ci teten i det sammanslagna provet, som
var lagre an frAn de tva forsta urlakningarna. En fjarde urlak-
ning under tre dygn gjordes ocksd med samma ror. Detta vatten
anvandes for att undersboka om ordningsfoljden pd XAD-adsorptio-
nerna vid olika pH-varden &r av betydelse for i vilken fraktion
mutageniciteten pavisas. Darfor gjordes adsorptionerna i omvand
ordning mot i samtliga andra fall, namligen forst vid pH 12,
sedan pH 2 och sist pH 6. Det visade sig att den hdégsta mutageni-
citeten erholls vid den forsta adsorptionen, vid pH 12, och
resten i nasta adsorption, vid pH 2. Detta resultat tillsammans
med resultatet frdn den tredje urlakningen visar att den eller de
mutagena amnen som lakades ur frdn materialet huvudsakligen
fastnade vid den fOrsta adsorptionen oberoende av pH. Detta
indikerar att mutagenerna inte varit nagra starka syror eller
baser utan relativt opotara &amnen. For detta material hade det
darfor varit tillrackligt att gdra endast en XAD-absorption vid
neutralt pH. Huruvida detta galler aven for O6vriga material ar
dock svart att uttala sig om, eftersom endast Iag eller ingen
mut ageni ci tet pavisades fradn dem och eftersom man inte har nagon
kunskap om vilka mutagena &mnen som kan lakas ur fran olika
materi al.
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Det sammanslagna extraktet fran det fjarde urlakningsvattnet var
tner mutagent &an fran det tredje urlakningsvattnet. Aven om det
forsta urlakningsvattnet var mest mutagent s& tyder darfor inte
resultaten pad nagon snabb avklingning i urlakningen av mutagena
substanser.

54.1.2 Klorerat destvatten

Till skillnad mot urlakningen med oklorerat vatten, si& var
extraktet av det klorerade vattnet fran forsta urlakningen
mutagent med badda bakteriestammarna bade med och utan SO-ti llsats
(med TA 98 + S9 efter uteslutning av 100 Jil dosen). Den hoégsta
aktiviteten var dock aven i detta fall med TA 100 utan S9, hdogre
an det med oklorerat vatten. Aven pafoljande tv& urlakningar var
starkt mutagena med TA 100 utan S9. Fran det andra urlaknings-
vattnet undersdktes de enskilda pH-fraktionerna separat. Endast
den forsta adsorptionen, vid pH 6, gav ett mutagent extrakt.

Proven visade ingen hdg bakterietoxi citet. Klordoseringen var i
dessa fors6k 2 mg/t Cl2- 1 nedan refererade fors6k med andra
GAP-ror var klordoseringen dock bara 1 mg/l Cl2 i likhet med test
pa ovriga material.

5.4.2 Tillverkningssats nr 2 (3) (figur 9)

Eftersom det forsta GAP-roret gav ett sd mutagent urlaknings-
vatten erholls ett nytt ror for testning fran fabriken. Tillverk-
ningen uppgavs vara densamma men med langre efterhardningstid vid
hégre temperatur. Har kan dock anmarkas att det forsta roret stod
pd laboratoriet i tre manader innan det undersoktes.

54.2.1 Destillerat vatten

Tvd urlakningar gjordes med destillerat vatten. Statistiskt
signifikant, men lag, mutagenicitet erholls med TA 100 med S9-
ti llsats i bada urlakningarna samt med TA 100 utan S9 i forsta
urlakningen.

5.4.2.2 Klorerat destvatten

Det forsta urlakningsvattnet var mutagent med TA 100 utan S9. Lag
mutageni ci tet erhdlls aven med TA 98 med S9 tillsats. Det andra
urlakningsvattnet var dock endast mutagent med TA 100 med S9-
tillsats. Denna skillnad i resultat mellan forsta och andra
urlakningsvattnet kan vi inte forklara, och forséken kunde heller
inte upprepas eftersom extrakten gatt at vid forsta testningen.
Inga bakterietoxiska effekter kunde ses utifrAn dos-respons-
kurvornas utseende.
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5.4.3 Ti Uverkningssats nr 3 (C) (figur 9)
5.4.3.1 Destillerat vatten

For att undersbka om en viss ingrediens vid tillverkningen av
GAP-roren fororsakat den mutagena effekten specialtillverkades
ror med modifierad sammansattning. P4 grund av en skada vid
transporten kunde endast ett ror undersbkas (med oklorerat
des tvatten).

Urlakningsvattnet var mutagent med TA 100 utan S9 och med TA 98
utan S9.

544 Kommentarer

I urlakningsforsdoken erholls den hoégsta mutageniciteten med
Salmonella TA 100 utan metaboliserande system (S9), forutom vid
ti Uverkningssats C, dar ndgot hogre mutagenicitet erholls med TA
98 utan S9. Resultaten pekar i forsta hand pad forekomst av
relativt opolara, neutrala, direktmutagena &mnen som ger upphov
till punktmutationer (i tillverkningssats 3 &ven frame-shift-
mutationer). Kloreringen gav upphov till mutagena &amnen eftersom
mutageniciteten med TA 100 utan S9 var hégre i de klorerade é&n de
oklorerade urlakningsvattnen, och dessutom mutageni citet detekte-
rades med TA 98.

Kemiska analyser av urlakningsvatten fran likadana GAP-ror som
testades har har pavisat styren och ftalsyra (Eva Willquist,
Willquist Konsult AB, persontig kommunikation). Dessa &amnen kan
dock inte ha fororsakat mutageniciteten, eftersom styren endast
ar mutagent efter metabolisk aktivering och ftalsyra inte ar
mutagent. Ames test utfordes darfor pd tre av de ingdende ingre-
dienserna, namligen hardaren som ar en organisk peroxid , accele-
ratorn (koboltoktalat) samt antiskummedlet (polymetylsiloxan).
Resultaten redovisas i figur 22 och 23. Hogre doser av héardaren
och acceleratorn an de som redovisas testades ocksd, men dessa
var toxiska for bakterierna. Hardaren visade en svag men signi-
fikant mutageni ci tet gentemot Salmonella TA 98 utan S9-tillsats.
Medelvardet fran forsta och andra testningen var 0,1 revertan-
ter/nl, vilket motsvarar ca 0,1 rev/pg av hardaren. Peroxiden ar
alltsd endast svagt mutagen med de anvanda testbakterierna. Den
kan i varje fall inte ha wvarit upphovet till den pavisade muta-
geniciteten i urlakningsvatten fran GAP (A) och (3) roren,
eftersom mutageni citet dar endast pavisades med Salmonella TA
100. Urlakningsvattnet frdn GAP (C) roret var dock svagt mutagent
med TA 98 utan S9-tillsats. Denna mutagenicitet, medelvarde 0,69
rev/yl extrakt motsvarar 0,69 x 3000 : 196 = 10 revertanter per
liter vatten om roret varit helt fyllt. Mutageniciteten skulle
allts& kunna bero pd hardaren om denna anvants i detta material,
forutsatt att héardaren kan ténkas urlakas till en koncentration
av 100 yg/l vatten i ett fyllt ror.

Det gar inte att utifrAn vara resultat siga vad som orsakade
mutageni ci teten frin GAP-réren. Troligen har dock mutageni ci teten
samband med hardaren, eftersom en effektivare hardning, roér B,



gav mycket Lagre mutagenicitet an det forst undersokta roret (ror
A). En Langre uthardningstid, motsvarande den som anvants for ror
B, tiLLampas enLigt tiLLverkaran numera vid framstalLLningen.

EventueLLa probLem med GAP-rér har uppmarksammats i samband med
att en Langre huvudLedning instalLLerades i GorvalLnverkets distri-
butionsomrade (kommunerna norr om StockhoLm). Vattnet hade en
specieLL Lukt som dock inte med sékerhet kunde hanfoéras tiLL den
nyanLagda Ledningen. Gaskromatografi sk analLys pa vattnet fore och
efter Ledningen visade att ett fLertaL &amnen tiLLfOrdes vattnet i
Ldga halter fran LedningsmateriaLet (ca 5-10 ng/L). Halterna av
etylL-, metyL-, och trimetyLbensen, xyLen, toLuen och styren var
vid forsta provtagningen hoégre (mer &an 50 ng/L). Vid foérnyad
provtagning ca 1 vecka senare var hatterna av xyLen och tuLuen ca
50 ng/L, och ©oOvriga tiLLforda fororeningar farre, och i Lagre
koncentration é&an vid den forsta provtagningen (Per cricsson,
Gorvalnverket, personLig kommunikation).

55 PoLyeten med hég densitet (PEH) (Figur 10)
551 DestilLLerat vatten

Tvd omgangar av PEH-sLang testades. Den forsta urLakades tva
ganger med destvatten med XAD-adsorption endast vid pH 6. Varken
forsta elLlLer andra urLakningsvattnet var mutagent. Nasta omgang
sLang behandLades pa& samma satt som Ovriga material, med tre pa
varandra folLjande XAD-adsorptioner vid pH 6, pH 12 och pH 2. Det
sammansLagna extraktet var svagt mutagent med TA 98 + S9. Ingen
mutagenicitet pavisades dock nar det andra urLakniingsvattnet
testades efter dubbelLkoncentrering tiLL 1,5 mL. Viss toxisk
effekt iakttogs pa bakteriestammen TA 100 utan S9 tiLLsats.

55.2 KLorerat destiLLerat vatten

Det kLorerade destiLLerade vattnet (dos 2 mg/L CL2) var inte
mutagent, och inte helLLer bakterietoxiskt.

553 Kommentarer

Eftersom den Laga mutagenici teten i forsta okLorerade urLaknings-
vattnet var just ovanfér gransen tiLL signifikans, och det
dubbelLkoncentrerade andra urLakningsvattnet ej var mutagent,
bedémer vi att mutageniciteten kan ha berott pd en sLumpmassigt
god anpassning tiLL dos-responskurvan (se figur 10). L&ckage av
mutagena admnen misstanktes inte frdn detta material &ven om
probLem med Lukt och smak p& vatten i polLyetenrér emellLandt har
rapporterats (PEH och PEL).

5.6 PoLyeten med L3g densitet (PEL) (figur 11)
Ingen mutagenicitet elLlLer bakterietoxicitet pavisades, varken

efter urLakning med destvatten elLlLer kLorerat destvatten. Det var
helLLer inte forvantat (se stycket ovan).
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57 Tvarbunden polyeten (PHX) (figur 12 och 13)
5.7.1 Destillerat vatten

Tvd omgangar slang testades. Det forsta urlakningsvattnet fran
den forsta slangen absorberades pad XAD endast vid pH 6. Det andra
ur lakni ngsvattnet adsorberades p& bade pH 6 och pH 2. Ingen av
dessa enskilda pH-fraktioner var mutagen.

Urlakningsvattnet frAn den andra omgangen slang som testades hade
en 1&g, pd gransen signifikant, mutagenicitet med TA 98 + S9. Det
andra urlakningsvattnet var dock inte mutagent. Inga bakterie-
toxiska effekter iakttogs.

57.2 Klorerat destvatten

Endast den andra omgangen slang urlakades. En svag, pa gransen
signifikant, mutagenicitet erholls med TA 98 utan S9. Dd det
andra urlakningsvattnet dubbelkoncentrerades och testades erholls
ingen mutagenicitet. Inga patagliga bakterietoxiska effekter

iakttogs.

5.7.3 Kommentarer
Eftersom den mutagenicitet som pavisades i tva fall var mycket
lAg och just ovanfor gransen till signifikans bedémer vi inte

vattnen som mutagena, trots den statistiska signifikansen som kan
ha berott pd en slumpmaéassigt val anpassad dos-responskurva (se
figur 13). De &amnen som kan vara intressanta ur toxikologisk
synpunkt vid tillverkning av PEX-ror &ar dels den organiska
peroxid som anvands som initiator for fornatningen, dels anvand
antioxidant.

5.8 Polyuretanbelagda jarnror (PUR) (Figur 14 och 15)
5.8.1 Destvatten
Tvd olika omgangar ror undersoktes. | det forsta fallet gjordes

XAD-adsorptionen endast vid pH 6 och pH 2 och de enskilda pH-
fraktionerna testades separat. De var ej mutagena. Med den andra
omgangen ror gjordes XAD-adsorptionerna vid pH 6, 2 och 12 och
extrakten slogs ihop. Av misstag kom sedan extrakten fran forsta
och andra urlakningsvattnet att slas ihop. Detta testades dels
ined de vanliga doserna, dels med dubbla doser tvd ganger (DMSO-
extrakt gar inte att dunsta in). | intet fall pavisades nagon
mutageni ci tet. Inga patagliga bakterietoxiska effekter kunde ses
utifrAn dos-responskurvornas utseende.

5.8.2 Klorerat destvatten

Fran forsta omgangen ror testades det forsta och andra urlak-
ningsvattnet samtidigt. Det andra, men inte det forsta urlak-
ningsvattnet visade mutagen aktivitet pd bade TA 98 och TA 100
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med och utan metabolisk aktivering. Kvarvarande extrakt rackte
endast till upprepad testning med en bakteriestam for konfirme-
ring av resultaten. TA 98 anvandes for det forsta urlaknings-
vattnet och TA 100 for det andra. Vid denna upprepade testning
blev det fOrsta extraktet svagt mutagent, men daremot inte det
andra.

Den andra omgangen ror testades pa samma satt som med det oklo-
rerade vattnet med ett sammanslaget prov fran forsta och andra
urlakningsvat tnet med dubbla doser. L&g mutagenicitet erhélls vid
forsta testningen med TA 100 + S9. Vid upprepad testning erholls
ingen signifikant mutagenicitet med denna bakteriestam, men
daremot med en svag effekt med TA 98 + S9, Inga patagliga bak-
terietoxiska effekter kunde ses utifrAn dos-responskurvornas
utseende.

5.8.3 Kommentarer

De svaga, men statistiskt signifikanta mutagena effekter som i
tvd fall erholls endast vid en av tva testningar, kan vara
exempel pd att den anvanda metoden for att berdkna statistiskt
signifikant mutagenicitet ar for "snav" med hansyn till osaker-
heterna i den biologiska metodiken (se kurvorna i figur 14 och 16
samt vidare diskussion under punkt 8). Sammantaget beddmer vi att
de PUR-ror som vi testat inte gav mutagent urlakningsvatten med
destvatten, men daremot mojligen med klorerat destvatten.

PUR-rérens lamplighet for drieksvattendistribution har varit
omdebatterad sedan lukt och smak, sarskilt pad klorerat vatten,
iakttagits efter kontakt med PUR-ror. (Halsovardskontakt nr 2,
sid 28-29, 1981 och nr 4, sid 7-12, 1981; Kommunaktuellt nr 20,
sid 10-11, 10/6, 1982).

Efter s k stripping, d& flyktiga &amnen i vattnet ansamlas genom
genombubbling av vattnet, har klorbensen och andra aromatiska
kolvaten pavisats i urladningsvatten fran PUR-ror (ej sakert
samma tillverkning som i foOreliggande undersokning. Analysen
gjordes med hjalp av gaskromatografi-masspektrometri och halterna
angavs till ungefar 1 ug/l klorbensen och ungefar 5 pg/l aroma-
tiska kolvaten. Samtidigt undersdkta segjarnsror, asfaltbelagda
ror och betongbelagda ror gav ej detekterbara halter av flyktiga
organiska foreningar, medan PVC-rér gav laga halter (< 1 ng/l) ej
identifierbara komponenter (Eklund et al 1978). Aven senare
utféorda gaskromatografiska analyser har visat pa utlackage av
organiska amnen frdn PUR-ror. Minst 19 olika icke-polara, latt-
flyktiga alifatiska och aromatiska kolvaten detekterades i en
halt av minst 0,1 ug/l, men identifierades ej. Halsovardskontakt
nr 4, sid 12, 1981, Tibor Nemeth, Goteborgs VA-verk, pers kommu-
ni Kition).

PUR framstalls i princip genom reaktion mellan en isocyanat och
en polyalkohol. Eventuellt ©verskott av isocyanat ger i vatten
motsvarande primar aromatisk amin. Primara aromatiska aminer har
ocksd pavisats i urlakningsforsok med PUR-rér (Baumann och Marek
1980). Tva isocyanater som anvands vid PUR-framstalining, toluen-
diisocyanat (TDI) och 4,4'-metylendifenylisocyanat (MDI) har
visats vara mutagena med Salmonella TA 98 och TA 100 efter
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metabo Lisk aktivering. Resultaten misstanktes bero pa isocyana-
ternas hydrolysprodukter, 2,4-toluendiamin och 4,4'-metylendi-
anilin (Andersen et al 1980). Vi vet inte om dessa isocyanater
anvands vid framstallning av de undersékta PUR-roren.

| ett utldtande frdn SML (SML 1983) s&igs att det samlade under-
lagsmaterialet inte medger en toxikologisk beddmning av PUR-be-
lagda dricksvattenrdr, varfor man begar vissa specificerade komp-
letteringar. Materialet undergar for narvarande fornyad bedomning
p& Livsmedelsverket.

Eftersom inga kemiska analyser gjordes samtidigt med vara muta-
genforsbk gar det inte att direkt jamfora resultaten med de
kemiska analysresultat som redovisats ovan. Om mutagena &amnen
funnits i vAart urlakningsvatten i en koncentration som motsvarar
0,1-1 i-ig/l vardera i ett fyllt ror och ansamlats kvantitativt pa
XAD-koLonnerna sa skulle extraktet allts&d innehélla 24 x 01 =
2,4 till 24 x 1 = 24 pg av amnet. Av 3-ml-extraktet anvands 100
pl dvs 0,1 ml som hogsta dos i Ames testet. Denna dos skulle i
rakneexemplet innehalla (2,4 till 24) x 0,1 : 3 = 0,08-0,8 pg av
amnet. Endast f& kénda mutagener ar s& starkt mutagena att de ger
tydligt utslag i Ames test i s& l4g dos. Detta riakneexempel
belyser den biologiska metodens relativa okanslighet jamfort med
avancerad kemisk analysmetodik. Ett negativt Ames test med den
anvanda metodiken innebar alltsd inte total avsaknad av mutagena
&mnen i wvattnet.

5.9 Polyvinylklorid (PVC) (Figur 17 och 18)
5.9.1 Destillerat vatten

Tvd omgdngar av ror undersoktes. Urlakningsvattnet fradn den
forsta omgangen adsorberades pa XAD endast vid pH 6 och pH 2, och
pH-fraktionerna testades separat. pH-6 fraktionen var ej mutagen
varken fran forsta eller andra urlakningen. pH 2-fraktionen var
dock mutagen méd TA 100 med och utan S9-ti llsats fran forsta
urlakningen men ej fran den andra.

Urlakningsvattnet frdn den andra omgdngen ror testades pa det
standardiserade sattet med adsorption vid pH 6, 12 och 2 och
hopslagning av extrakten. Ingen mutagenicitet péavisades varken
fran forsta eller andra urlakningen.

5.9.2 Klorerat vatten

Endast den andra omgéngen ror lakades ur med klorerat vatten. P
gransen signifikant mutageni citet uppkom med TA 98 och TA 100
utan S9-tillsats fradn den forsta urlakningen. Det andra urlak-
ningsvattnet gav ingen mutagenicitet.
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5.9.3 Kommentarer

I de fall mutageni eitet registrerades i forsta urlakningsvattnet
var nasta urLakningsvatten inte mutagent. Endast det fOrsta roéret
gav en effekt som tydligt oOversteg osakerhetsintervallets nedre
grans (pH 2 fraktion, TA 100 -S9). De Ovriga mutagena proverna
var just pa gransen statistiskt signifikanta.

Det mutagena &mne som i forsta hand kan misstankas lakas ur fran
PVC-roér ar monomeren, vinylklorid. Vinylklorid &ar cancerogent.
Det ar en flyktig gas som i hoga luftkoncentrationer ar mutagent
i Ames test. Med den anvanda metoden for anrikning av vattenpro-
verna och plattingjutningsmetoden for Ames test kan man dock inte
rakna med att f& ndgon effekt av eventuellt urlakad vinylklorid.

5.10 Gummipackningar (Figur 19)

Betraffande metoder for urlakning och testning se avsnitt 4.2 och
4.5. Av de fem gummipackningarna gav de tre EPDM (etenpropen)-
materialen ett mutagent urlakningsvatten. Packningar har i prak-
tiken en mycket liten yta exponerad for vattenledningsvatten
jamfort med rorledningsmateri alet.

5.11 Dricksvatten (Figur 20)

Som jamforelse med resultaten fran urlakningsforsoken koncentre-
rades 20 | vattenledningsvatten och testades pa samma satt. Vid
forsta tillfallet togs vattnet pa laboratoriet p& Karolinska
institutet, Solna (troligen vatten fran vattenverket pa Lovon).
XAD-adsorpti onerna gjordes endast vid pH 6 och pH 2 och testades
separat (2 ml av vardera extrakt). PH 2 fraktionen var mutagen
med bade TA 98 och TA 100 utan S9-ti llsats samt visade lagre
mutagenicitet med TA 93 efter metabolisk aktivering. Ett ar
senare togs ett nytt prov pd laboratoriets dricksvatten. XAD-ad-
sorptionen skedde nu vid pH 6, pH 12 och pH 2 och det sammanlagda
extraktet (3 ml) testades. Mutagenicitet pavisades endast med TA
100 med metabolisk aktivering. Enligt uppgift hade man vid denna
tidpunkt andrat kloreringsforfarandet sd att en mindre mangd klor
doserades. Ett samtidigt taget prov i annan del av Storstockholm
som forsorjs med vatten frdn Gorvéalnverket var mutagent med TA 98
badde med och utan S9-tillsats samt med TA 100 med S9 tillsats.
Tvad prover togs sedan pd Stockholms vattenverk pd Lovon nar tva
olika kloreringsforfaranden tillampades, dels 1adg dos av enbart
klor, dels hoégre dos av klor med samtidig ammoniaktillsats. X det
senare fallet bildas kloraminer som &r mycket mindre reaktiva &n
fritt klor. Vattnet med den laga klordoseringen var mutagent med
TA 98 med och utan SO9-tillsats. Bagge vattnen var mutagena med TA
100 med S9 tillsats.
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5.12 Kontroller (Figur 21)
5.12.1 Destillerat vatten

Vid tva tillfallen undersdktes laboratoriets destvatten pa samma
satt som destvattnet efter urlakning. 20 | vatten koncentrerades.
I forsta fallet (A) gjordes XAD-adsorptionen endast vid pH 6 och
pH 12 och fraktionerna testades separat. | andra fallet (B)
gjordes XAD adsorptionen vid pH 6, pH 12 och pH 2 och det samman-
slagna extraktet testades. Bade rent destvatten och klorerat
destvatten undersoktes vid det senare tillfallet. Ingen mutageni-
citet pavisades.

5.12.2 Silikon-lim och Tangit-lim

Silikon anvandes for att timma sidoplatarna pa roren vid urlak-
ningen samt for att tata anslutningarna till pumpen vid urlakning
av slangarna. Tangitimmet anvandes for att skarva PVC-rordelar.
Betraffande urlakning och testforfarande, se avsnitt 4.2 och 4.5.
Ingen mutageni ci tet pavisades.

5.12.3 Positiva kontroller

Som positiva kontroller anvéndes de direktmutagena &mnena metyl-
metansulfonat (MMS) och 2-nitrofluoren (2-NF) for TA 100 och TA
98 respektive. 3ens(a)pyren (B(a)P) anvandes som indirekt mutagen
for bada bakteriestammarna med S9-tillsats. En sammanstallning av
resultaten frdn 11 olika testningstillfallen presenteras i tabell
4, tillsammans med de samtidigt registrerade spontana mutations-
frekvenserna. Den spontana mutationsfrekvensen vid Ovriga test-
tillfallen framgar av figurerna 3-23.
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6 MUTAGENICITETSTESTNING MED V79 HAMSTERCELLER
(HGPRT-LOCUS)

6.1 Resultat

DMSO-koncentratet fran urlakning med destillerat vatten av
PEL-slang, andra omgangen PUR-rér (B) samt forsta omgangen
GAP-ror (A) testades tva ganger, endast utan tillsats av metabo-
liserande system, S9. Metodiken angavs i avsnitt 3.2.2. Prelimi-
nara toxicitetstester visade att doser upp t o m 70 yl kunde
tillsattas per platta utan akuttoxiska effekter av DMSO-extrakt
frAdn PEL och PUR. Extraktet frdn GAP-réor var dock s starkt
akuttoxiskt att endast doser upp t o « 10 pl per platta kunde
anvandas for mutagenicitets test. Aven 10 pl dosen var sd toxi skt
att en stor andel celler dog av behandlingen.

I tabell 5 presenteras resultaten som antalet muterade celler per
105 kolonibildande behandlade celler. Dessutom anges toXiciteten
som andelen Overlevande celler jamfort med nollprovets nar samma
antal levande celler satts ut pad odlingsplattor dagen efter
behandling.

Som positiv kontroll anvandes det direktmutagena &amnet metyl-
metansulfonat (MMS). En dos testades samtidigt med undersokt prov
och dessutom gjordes ett forsok med olika doser. Samtliga doser
tillsattes Iosta i 10 pl DMSO. Antalet muterade celler med de
spontana mutanterna frandragna var genomsnittligt 4,3 + 1,3
(S.D.) per 101 celler frdn fem forsok med dosen 100 pg MMS per
platta (4 ml medium) och 15,3 + 4,4 frAn tre forsok med dosen 200
pg oer platta. Resultatet fran dos-responsforsoket framgar av
tabell 5.

6.2 Diskussion av resultaten

Som framgar av tabell 5 varierade den spontana mutationsfrek-
vensen relativt mycket fran forsok till forsok. Eftersom vi inte

forsokt selektera bort mutanter i cellodlingarna var dessutom
spontanfrekvensen relativt sett hoég. Detta gér att metodikens
kanslighet inte var optimal i forsoken.

Resultaten fran testning med PEL- och PUR-extrakten antyder inte
nidgon mutagen effekt.

GAP-extrakten kunde inte testas i lika hdoga doser som de andra pa
grund av stark toxicitet gentemot cellerna. Aven den hogsta
testade dosen, 10 pl extrakt per platta, gav kraftiga akuttoxiska
effekter och paverkade oOverlevnaden (se tabell 5). Om man bortser
frAn den dosen sd indikerar resultaten en mutagen effekt av
extraktet, eftersom 5 pl dosen gav en ungefar fordubblad muta-
tionsfrekvens i bada forsoken. Eftersom de tva lagre doserna
endast gav positivt dos-responssamband i det ena forsoket gar det
dock inte att med sékerhet uttala sig om huruvida den indikerade
mutagena effekten ar signifikant eller ej.

Med signifikanstestning enligt Kastenbaum (1970) kan man bedoéma

hur manga mutationer som minst ska upptrada i en behandlad grupp
i forhallande till summan av mutationer i den behandlade och
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obehandlade gruppen for att 6kningen ska vara signifikant jamfort
med resultatet i obehandlad grupp. Mutationsfrekvenserna forut-
satts i testet vara Poisson-fordelade. Applicerat pd 5 pl dosen i
mutationsforsoken med GAP-extrakt ger detta test att antalet
mutanter borde vara minst 15 per 105 celler i det forsta forsdket
och minst 12 per 1(P celler i det andra forsdket vid signifikans-
nivan a = 0,05. Det andra, men inte forsta forsdket, gav saledes
enligt detta test en signifikant o©6kning av mutationsfrekvensen
med dosen 5 pl (tabell 5).

Sammanfattningsvis tyder alltsa resultaten pa att GAP-extraktet
var mutagent i detta testsystem, &ven om resultaten inte var
entydiga. Forsoket med MMS gav inte heller nagot klart dos-res-
ponssamband for de laga doserna. Det ar dock visat tidigare att
MMS inte ger linjart dos-responssamband for laga doser med det
anvanda testsystemet (Jenssen, personligt meddelande). De enstaka
testade doserna, 100 och 200 pg MMS/platta, gav som namnts ovan
(punkt 6.1) genomgdende mutationsfrekvenser overstigande noll-
provets.



7 CYTOTOXICITET MIT-24
7.1 Resultat

Ett extrakt frdn varje material, urlakat med dels oklorerat och
dels klorerat vatten, testades fOr toxicitet med humana HelLa-
celler. Undersdkningarna gjordes pa Uppsala cytotoxikologiska
laboratorium med den metodik som beskrivits i avsnitt 3.2.3. De
spadningar som gav 50% inhibition av celltillvaxten efter 1 och 7
dygns inkubation har angivits i tabell 6. Eftersom proverna var
I6sta i DMSO, och DMSO ar toxiskt i sig sjalvt, ska resultaten
jamforas med DMSO0:s egentoxicitet.

7.2 Diskussion av resultaten

De flesta proverna hade en toxicitet i narheten av DMS0:s och en
liten o©kning eller minskning jamfért med DMSO:s toxicitet tol-
kades av Ekwall (1984) som mojligen beroende pad synergistiska
eller antagonistiska effekter mellan &mnen i koncentraten och
DMSO, eller ocksd enbart beroende pa normal testvariation.
Asfaltroret visade toxisk effekt med oklorerat vattenkoncentrat
efter 24 tim men inte efter 7 dygn. Eftersom inte heller det
klorerade vattnet visade nagon toxicitet bedémdes den noterade
toxiciteten kunna vara en artefakt.

Extrakten fran alla tre GAP-roren var dock cytotoxiska. Att
extrakt frdn GAP-roren var cytotoxiska i detta testsystem med
humana celler ar intressant med tanke pa att saddant extrakt ocksa
var avsevart mer cytotoxiskt an PEL- och PUR-extrakten gentemot
V79 hamsterceller. GAP-extrakten var dock inte mera toxiska é&n
andra extrakt gentemot Salmonella-bakterierna. Extrakten fran
klorerade urlakningsvatten var inte mer toxiska an oklorerade.

Sambandet mellan cytotoxicitet och mutagenicitet ar inte Kklar-
lagt, men enligt Ekwall (1984) kan det finnas ett sadant for en
stor grupp av kemikalier som ger hoég celltoxici tet genom protein-
bindning intracellulart. Hog cytotoxicitet skulle daremot inte
motsvaras av mutagen verkan for den grupp av kemikalier som ej
gar in i celler och darfor ger sin hoga toxicitet genom membran-
skador.
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3 DISKUSSION AV ERHHLLNA RESULTAT

Som framgatt av avsnitt 5 sd har bedémningen av resultaten med
Ames test i vissa fall varit vansklig, nar mutageniciteten varit
strax Over gransen for statistisk signifiions och kanske inte
vari t. reproducerbar. Detta beror pa den kansliga statistiska
metodiken som anvants for att avgéra om ett prov &ar mutagent
eller ej. Om t ex de bagge parallella plattorna for varje dos
visar likartat antal revertanter s& minskar spridningen i mate-
rialet jamfort med om antalet skiljer sig ovanligt mycket, och
darigenom Okar sannolikheten att den framréaknade regressions-
linfjens Iutning blir signifikant skild frAdn noll (a = 0,01). Hur
val dos-responskurvans punkter ligger samlat runt regressions-
linfjen samt antalet punkter avgér hur stort konfidensintervallet
blir. Konfidensintervallets granser for 99% sannolikhet har
darfor angivits i tabell 2 for att ge en uppfattning om osakerhe-
ten i den berdknade mutageni ci teten (regressionslinjens lutning).

Ames et al (1975) rekommenderar ett betydligt mer okansligt
kriterium fOr att avgdra om ett prov &ar mutagent, namligen att
antalet revertanter ar minst fordubblat jamfort med den spontanta
mutationsfrekvensen. Detta ar naturligtvis en betydligt sakrare
metod om man will vara viss om att endast "sanna" mutagener
bedéms som mutagena. Daremot oOkar med ett sadant beddmningskri-
terium risken fOr att svaga mutagener undgar upptackt, speciellt
i komplexa blandningar dar toxiska effekter kan godra det omdgijligt
att testa hoga doser. P4 SML har anvants regressionsanalys med
signifi kanstestning for att bestimma ett provs mutagenicitet i
andra sammanhang (Victorin och Ahlborg 1982, Victorin m fl 1983),
men vi har hittills inte stallts infor sd svara problem med att
bedoma resultaten som i denna undersdkning.

Om man forst ser pd resultaten fran urlakning av de olika mate-
rialen med oklorerat destvatten (tabell 2, 3) si gav GAP-roret av
forsta tillverkningen (A) ett kraftigt mutagent urlakningsvatten,
aven efter fyra pad varandra foljande urlakningar, med Salmonella
TA 100 utan S9-tillsats (metabolisk aktivering). De tre gummi-
packningarna av EPDM-gummi gav ett kraftigt mutagent urlaknings-
vatten med TA 100 efter SO9-tillsats. GAP-roret av tredje till-
verkningen (C) gav ett klart mutagent urlakningsvatten med TA 98
och TA 100 utan S9. GAP-roret av andra tillverkningen (B) gav lag
mutageni ci tet med TA 100 bade efter forsta och andra urlakningen.
Den laga mutagenicitet som pavisades i ett fall vid urlakning av
PVC-ror ar mer diskutabel, eftersom det andra urlakningsvattnet
ej var mutagent och inte heller den andra omgangen PVC-ror. Den
ldga mutagenicitet som erholls i tvd fall med PEU- och PEX-slang
kan mojligen ha berott pd liten spridning av punkterna runt
regressionslinjen just vid de testtillfallena, o©ovriga material,
asfalt, cement, epoxi, PEL och PUR gav icke-mutagena urlaknings-
vatten.

Urlakning med klorerat destvatten gav en 6kad mutagenicitet
jamfort med oklorerat destvatten med GAP-roren (A och B), da
mutagener uppkom som ocksd detekterades med Salmonella TA 98.
Cement-, PUR- och PVC-réren gav upphov till lag mutageni citet som
ej fanns i oklorerat urlakningsvatten. Den ldga mutagenicitet som
detekterades i klorerat urlakningsvatten fran asfalt- och PEX-ror
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bedéms som mdjligen beroende pa en liten spridning av punkterna
runt regressionslinjen just i de proverna. Endast de klorerade
urlakningsvattnen fran PEH och PEL var icke-mutagena. Sammantaget
tyder resultaten pad att klorering kan ge upphov till bildandet av
mutagena produkter med amnen som lakas ur fran olika rormaterial.
Att sa kan ske i naturligt, humusinnehallande vatten &r som namts
i avsnitt 4.4 redan visat. Klorering av det anvdnda destvattnet
gav ej upphov till mutagenicitet (figur 21).

Av de undersdkta rormaterialen var det endast den forsta till-
verkningen av glasfiberarmerad polyester (GAP-A) som gav ett
kraftigt mutagent urlakningsvatten. Detta extrakt var ocksa
sannolikt, men ej entydigt, mutagent i V 79 hamstercellsystemet.

Den hogsta ej toxiska dosen var i det testsystemet 5 yl av
GAP-extraktet per 4 ml medium och gav ungefar en fordubbling av
den spontana mutationsfrekvensen. | Ames-testet var den hdgsta

dosen 100 yl per 2,5 ml toppagar. Denna dos gav ungefar en
fordubbling av den spontana mutationsfrekvensen och var alltsa
aven enligt kriterierna enligt Ames (1975) mutagen. Den positiva
kontrollen MMS gav genomsnittligt ungefar en fordubbling av den
spontana mutationsfrekvensen med 100 yg per 4 ml medium i V 79-
systemet i de fyra fall denna enstaka dos testades, men inte sa
hég mutageni citet i dosresponsforsdket som redovisas i tabell 5.
Mer &n en fordubbling erholls med 50 yg per 2,5 ml toppagar i
Ames-testet (tabell 4). Dessa resultat utgdr visserligen ett
litet underlag for jamforelser, men pekar pa att Ames-testet i
varje fall inte &ar okansligare an V 79 hamstercel Isystemet for
kédnda direktmutagener. Den starka cytotoxiciteten av GAP-extrak-
tet med daggdjurscellerna jamfort med Salmonella bakterierna
forhindrade att tillrackligt hoga doser testades i V 79-systemet.
ned tanke pd detta anser vi att det visserligen ej entydiga
resultatet i V 79 cellsystemet i varje fall inte talar emot, utan
snarare bekraftar den erhallna mutageniciteten i Ames test. De
tvd andra extrakten (PEL och PUR), som undersoktes i bada test-
systemen var ej mutagena i nagot av dem.

Det &ar ocksd intressant att notera att GAP-extrakten skilde sig
frAn ovriga extrakt genom att vara starkt cytotoxiska pa humana
HeLa celler i MIT-24-testet.

X tabell 3 har mutageni citeten i Ames test relaterats till den
exponerade ytan. Pa detta satt erhdlles en jamforelse mellan de
olika materialens benadgenhet att slappa mutagena amnen. Av de
olika undersokta rormaterialen stapper GAP(A)-réren mest mutagena
amnen per ytenhet.

I det forslag till urlakningsforfarande for kemisk-fysikali sk
testning som tagits fram pad SML (SML 1982) och som tillampas av
Livsmedelsverket i samband med hygienisk bedémning av rormate-
rial, rekommenderas att urlakningen goérs med ett konstant yta:-
volymforhallande pd 1:1 cm/ml (= 10:1 dm2/1) och att i annat
fall resultaten raknas om sd att de motsvarar detta yta:volymfor-
hallande. Detta berakningssatt ger allts&d en jamforelse per
ytenhet mellan olika material. De tyska anvisningarna (Franck och
Muhlschlegel, 1979) innebar att urlakningen anges som mg av amnet
per m* och dag. Man har dar infort fyra olika beddmningsklasser,
dar behallare tillAts slappa 4 ganger mer av amnet, utrustnings-
detaljer och fogmassor 6 ggr och elastiska packningsmaterial och
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Um 50 ggr mer &an vad som tillats fran ror. Ett nytt danskt
forslag till testforfarande kommer att likna det svenska forutom
avseende vattentemperatur (60°C) och kontakttid (24 tim). Aven
har rekommenderar man yta:volymforhdllandet 1:1 (cm”/ml) (jydsk

teknologisk institut, 1984).

| de f3 lander dar man hittills gett ut generella anvisningar
eller forslag till anvisningar har man sadledes stallt samma krav
pi urlakning per ytenhet fran alla rormaterial, oavsett vilken
dimension roéren tillverkas 1.

I tabell 1 har angivits de olika undersokta rdrens yta:volym-
forhallande i dm-/dm”. Inget av dem har forhallandet 10:1 och som
framgar varierar forhallandet frdn 0,8 for det grovsta roret
(GAP) till 33 for det smalaste (PEL). Detta innebar att det i ett
ledningsnat fordras avsevart mycket langre uppehallstid for en
viss volym vatten i en grov ledning for att uppnd samma koncent-
ration av urlakade amnen som i en klen ledning av samma material.
For att fA en uppfattning om hur lang uppehdlistiden kan vara i
huvud- respektive distributionsledningar har Jan Hjort pa Stock-
holms VA-verk tagit fram siffror som belyser detta for tva olka
vattenledningsnat, Stockholms och Kungsors. | Stockholm &r den
genomsnittliga uppehéallstiden i ledningsnatet 15,4 timmar, varav
88% av tiden ar i huvudledningar (0 > 200 mm). Den genomsnittliga
uppehalistiden ar allts& ca 7 ggr langre i huvudledningar an i
di stributionsledningar i Stockholm. | t ex Kungsoér, som har ett
for landet mer typiskt ledningsnat an Stockholm, s& &r den genom-
snittliga uppehallstiden 8,8 tim, varav ca 40% &ar i huvudled-

ningar. Den ur urlakningssynpunkt mest intressanta parametern ar
forhallandet mellan yta och producerad vattenméngd (dm”* per dm”

per dygn, dm* « d/dm”). Detta forhdllande har raknats fram for
dels huvudledningar, dels distributionsledningar i samma vatten-
ledningsnat med normal stromningshastighet och i ett tankt fall
dar vattnet Dblir stillastdende i 3 dygn (se tabell 7). Det

framgar att en genomsnittskonsument i Stockholm som dricker 1 |
vatten/dygn tar emot utlackande &mnen fran 0,43 dm” ledningsyta

medan motsvarande siffra i Kungsor &ar hogre, 0,89 dm”. i Stock-
holm harror det mesta frdn huvudledningar, medan det motsatta
galler i Kungsor. | det tankta fallet med stillastdende vatten i
3 dygn skulle exponeringen bli storre fran distributionsled-
ningarna an frAn huvudledningarna i bagge staderna. Totalt skulle
exponeringen,bli ca 15-20 ggr storre an vid rinnande vatten.

Det har havdats att mindre stranga krav kan stallas pa vattenled-
ningsror som endast anvands i grova ledningar, vilket t ex ar
fallet med GAP-ror. Enligt ovan refererade berakningar ar detta
dock inte sjalvklart eftersom i vissa fall (t ex Stockholm)
vattnet kan ha den langsta uppehdllstiden i huvudledningar, och
dar aven fa den storsta exponeringen frdn rOrmaterialet per
producerad vattenmangd.

Nar mutageniciteten i vara forsok anges som antal revertanter per
liter vatten (vid fyllt ror) Dblir resultatet med GAP-rér av
ungefar samma storleksordning eller lagre an de andra, mer
osakra, resultaten fran o6vriga material (tabell 8).



I undersokningen ingick ocks8 testning av packningsmaterial. De
undersdkta packningarna av EPDM-gummi gav ett starkt mutagent
urlakningsvatten (tabell 2, 3, 8). Packningar har dock en mycket
liten kontaktyta gentemot vattenvolymen i ett ledningsnat. Om de
tyska anvisningarna for urlakning av kemiska amnen tillampas, som
tilliter 50 ggr hogre urlakning fr&n packningar an fran ror, blir
mut ageni ci tetenfrAn EPDM-materialen nr 1, 2 och 3 endast 3,4, 1,6
respektive 5,4 om antalet revertanter per dm"* divideras med 50.
Dessa siffror &ar av samma storleksordning eller lagre &n urlak-
ningen av mutagena &amnen fr&dn de undersokta roren.

Urlakningsvattnens mutagenicitet kan jamféras med vad som kan
detekteras i vanligt vattenledningsvatten. | vara undersokningar
koncentrerades 20 liter. Extraktens mutagenicitet (tabell 2) har
raknats om till antal revertanter (med mest kanslig bakteriestam)
per liter vatten i tabell 8 och varierar mellan 50 och 110
revertanter/l1. | en jamforelse med den mutagenicitet som de
undersdkta materialen som mest har gett upphov till efter omrék-
ning till fyllt ror, framgdr att vattenledningsvattnens mutageni-
citet var av samma storleksordning eller hoégre an vad som detek-
terats i urlakningsforsoken (tabell 8). Den genomsnittliga
uppehalistiden i ett normalt vattenledningsnat kan dock uppskat-
tas till ca 1/2 dygn (@Jan Hjort, Stockhholms VA-verk, pers
kommunikation) jamfort med 3 dygn som anvants i urlakningsfor-
soken. For en mera rattvis jamforelse med den faktiska situatio-
nen i ett distributionsnat har darfor antalet revertanter/1 for
de olika materialen i tabell 8 dividerats med 6, vilket ger den
teoretiska mutageniciteten efter 1/2 dygns urlakning (under
forutsattning att urlakningen sker linjart med tiden). Denna
mutageni citet ar genomsnittligt frAn de olika materialen ca 10

ggr lagre &an vad som detekterats i vattenledningsvatten. Det
maste i sammanhanget pdpekas att kvantitativa jamfoérelser mellan
mutagenicitet i dricksvatten och urlakningsvatten, liksom mellan

urlakningsvatten fran olika slags material, inte kan anvandas som
en motsvarande jamforelse av de olika provens cancerogenicitet
(amfor avsnitt 3.1).

Vattenfororeningar som kan folja med ravattnet till det fardiga
dricksvattnet har, tillsammans med oo6nskade reaktionsprodukter
frin kloreringen, diskuterats som en mdjlig cancerrisk for
konsumenterna. Amerikanska epidemiologiska undersokningar tyder
pd att sddana fororeningar mdojligen har ett samband med forhojd
risk for cancer i tarm och/eller urinbldsa. Tidigare fokuserades
intresset mot forekomst av s k trihalometaner, framst kloroform
vilken kan pavisas i relativt hdoga halter i klorerat dricks-
vatten. Kloroform ar cancerframkallande i djurforsdk. En samman-
fattning av de flesta epidemiologiska studierna och studier o6ver

kloroforms toxicitet finns sammanstallt och diskuterat i en
SML-rapport (Victorin 1980). Kloroform i de halter som normalt
forekommer i svenska dricksvatten beddomdes medféra en mycket

liten cancerrisk.

De undersokningar som p& senare ar gjorts avseende mutageni ci tet
i dricksvatten och som refererats i avsnitt 4.4 har visat att det
vid kloreringen bildas andra amnen &n kloroform och som framkal-
lar mutationer i Salmonella. | den sammanstallning som gjorts av
Loper 1980 anges att mutageniciteten i de refererade undersok-
ningarna varierat mellan 20 och 2000 revertanter per liter. 3ade

39



bildningen av kloroform och bildningen av oidentifierade muta-
gener beror med storsta sannolikhet dels av mangden organiskt
material i vattnet, dels av klordosen, varfor bildningen kan
minimeras genom god rening av vattnet och en optimal klordose-
ring. Vara resultat visar dock att aven vatten av hdg kvalitet
med 1&g klordosering uppvisar mutageni ci tet gentemot Salmonella-
bakteri er.

Det finns med nuvarande kunskaper ingen mojlighet att utifrAn de
mutagenicitetsdata som producerats i denna och andra undersok-
ningar kunna bedéma om, och i sd& fall i vilken utstrackning,
konsumtion av vattnet medfér en o©6kad cancerrisk. Sjalvklart bor
dock alla tillskott av mutagena foreningar undvikas om det éar
mojligt och detta inte medfor andra oOkade risker. Med tanke pa
risken for smittspridning via dricksvatten boér i de flesta fall
dricksvatten kloreras eller eventuellt desinficeras pad annat
satt. Kloreringen bor ske pad ett optimalt satt si att bildningen
av oonskade klorerade foreningar minimeras. Tillskott av mutagena
amnen fr&n rorledningsnatet kan undvikas med ratt materialval.
For att undvika att material installeras som kan avge mutagena
eller andra toxiska amnen till vattnet boér darfér en forprovning
ske frin hygienisk synpunkt.

Att olampliga material kan paverka vattenkvaliteten starkt
illustreras t ex av en rapport frAn staden Falmouth i Massachu-
setts, USA, dar upp till 13 mg/l tetrakloretylen pavisats i
dricksvattnet till foljd av vinylbelagda asbestcementrér. Spoi-
ling under 24 timmar av en ledning dar halten var 1,5 mg/l sankte
halten till 0,056 mg/l, dock ej till det av EPA foreslagna
gransvardet 0,040 mg/l. Halten steg dock snabbt igen efter
avslutad spolning. Resultaten tydde pa att tetrakloretylen
fortsatte att lakas ur aven efter fem ar (Wakeham m fl 1980).

Urlakningsforsok dar kemisk analys gors av urlakningsvattnet ar
sannolikt i de flesta fall en kansligare metod for att detektera
urlakning av specifika, kanda, mutagena &mnen &n vad mutagentest
ar. Det kan dock vara svart att veta vilka amnen det ar motiverat
att leta efter, och det kan &aven i vissa fall Dbli frdga om
komplicerade analysmetoder. Darfér &ar mutagentestning av ett
koncentrat av vattnet ett vardefullt komplement till kemisk
analys av enstaka amnen for att ge en uppfattning om den mutagena
effekten av den komplexa blandning av amnen som kan tankas lakas
ur frdn rorledningsmaterial.

I var undersokning gav glasfiberarmerad polyester och packningar
av EPDM-gummi upphov till ett kraftigt mutagent koncentrat av
urlakningsvattnen. Detta visar att den anvdnda metodiken for
urlakning, koncentrering och mutagentestning kan anvandas for
anrikning och detektering av mutagener i urlakningsvatten fran
rorledningsmaterial om de mutagena amnena férekommer i tillr&ack-
ligt hdg koncentration. Resultaten med 6vriga material var dock i
flera fall svartolkade beroende pa den "snava" metoden som
anvants for att avgdra om ett prov ar signifikant mutagent.
Detektionsgransen for mutageni ci tet varierade dessutom mellan de
olika materialen, dels eftersom mangden material avgjordes pa
grund av praktiska skal, dels darfor att extrakten var olika
toxiska for bakterierna.
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I var undersbkning har varje material endast undersokts i fabri-
kation fran en tillverkare. Resultaten kan darfor inte sigas vara
generella och representativa for andra tillverkningar av samma

materi al.

| kommande avsnitt sammanfattas erfarenheterna fran denna under-
sbkning i form av rekommendationer vid ett eventuellt standardi-
serat urlakningsforfarande, dar ocksda de undersokta materialen

bedomes.
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9 REKOMMENDATIONER VID STANDARDISERAD MUTAGENICITETS
TESTNING AV RORMATERIAL

Det forslag till urlakningsforfarande och kemisk-fysikalisk
testning som tagits fram av SML (1982) bor enligt var mening
tilampas vid hygienisk beddémning av roérmaterial etc samt komp-
letteras med mutagenicitetstestning. Endast testning med Salmo-
nellabakterier (Ames test) rekommenderas, eftersom mutagenici-
tetstestning med daggdjursceller bedéms vara alltfor tids- och
kostnadskravande i forhallande till sitt extra informationsvéarde
i detta sammanhang. Daremot kan det vara motiverat att ockséa
komplettera den kemisk-fysikaliska undersékningen med ett enkelt
cytotoxicitetstest, som det som anvants i denna undersdkning.

Eftersom urlaknings- och koncentrationsforfarandet ar utrymmes-
kravande och innebar hantering av stora och tunga ror kan det
vara lampligt att detta gors pa ett for andamalet avsett labora-
torium. Det behodver inte vara det samma som utfor Ames-testet.
Med tanke pa vikten av standardisering vid denna typ av tester
bor endast ett fatal laboratorier anvisas av ansvarig myndighet.

9.1 Material

Metoden ar tillamplig for samma typer av material som ar aktuella
for kemisk-fysikal i sk testning, framst slangar och ror, ytbehand-
lingsmaterial och packningar. Armaturer beddéms inte kunna testas
praktiskt (for liten exponerad yta). Materialet bor, liksom for
kemisk-fysikal i sk testning, vara representativt for hur det
anvands i praktiken, dar t ex ror om mojligt tas slumpmassigt ur
den I6pande produktionen och ytbehandlingsmateri al eventuellt kan
appliceras pa provplattor.

Eftersom metodiken &ar betydligt mer arbetskravande for mutageni-
citetstestning an for kemisk-fysikalisk testning undersdks endast
tva parallella prover i stallet for tre fran varje material,
vilket rekommenderas vid kemisk-fysikalisk analys.

Mangden material bor vara minst 100 dm* for slangar och ror,
minst 25 dm* for ytbehandlingsmateri al som anvdnds i vattenresei—

voarer och minst 10 dm* for packningar o dyl. Med tanke pa den
biologiska metodens relativa okanslighet rekommenderas att sa
stor mangd som mojligt anvands.

9.2 Forbehandling

Materialen skoljs med vattenledningsvatten under 3-4 timmar och
sedan med destillerat vatten.

9.3 Urlakning

Som urlakningsvatten anvénds destillerat eller avjoniserat

vatten. Vi rekommenderar att &aven en urlakning gors med klorerat
destillerat vatten (1 mg/l CIj) eftersom klorerat vatten i de
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flesta fall givit hogre mutagenicitet i var undersdkning, och
ungefar halften av alla vattenledningsvatten i praktiken klo-
reras .

Urlakningsvattnet bér hallas i cirkulation. Lampligen kan vattnet
pumpas igenom mindre slangar och rodr, medan stdrre rodr roteras
med minst 10 liter vatten i. Behandlade plattor och packningar
far lakas ur i karl av inert material dar vattnet cirkuleras med
hjalp av omrorning.

Urlakningen gors 3 ganger, vardera under 3 dygn i rumstemperatur.

9.4 Koncentrering av vattnet

Vi rekommenderar att i forsta hand endast det fOrsta urlaknings-
vattnet koncentreras och testas. Den tredje urlakningen gors
endast i det fall mutagenicitet pavisas i det forsta urlaknings-
vattnet .

Koncentrering genom adsorption pad XAD-4/8 rekommenderas. XAD-
adsorptionen kan lampligen automatiseras genom att pumpa vattnet
med konstant flode genom kolonnnen. Om 20 ml tvattad 1:1 bland-
ning av XAD-4/8 anvénds ar ett lampligt flode 20-40 ml/min. | Vvar
undersdkning gjordes tre pa varandra foljande XAD-adsorptioner
vid pH 6, 12 och 2. Enligt resultaten bor dock adsorptionen vid
pH 12 kunna uteslutas. Vi rekommenderar att den foOrsta adsorp-
tionen gors efter justering av vattnets pH till 7. En extra
adsorption gors sedan pad ny XAD-kolonn efter det att vattnets pH
sankts till 2.

Det mesta av vattnet bldses ur kolonnerna med kvavgas, varefter
de elueras med minst 60 ml aceton (flode 10-20 ml/min). Eluaten
slds samman, torkas med molekylsiktar (38) och indunstas vid
hogst 30°C till nastan torrhet varefter koncentratet spads till
2,0 m med dimetylsulfoxid (DMSO), varefter det fodrvaras vid
-20°C.

9.5 Ames test

Salmonellastammarna TA 98 och TA 100 anvénds med ocn utan till-
sats av metaboliserande system (S9). For att utnyttja provet
maximalt gors endast tva parallella plattor per dos. Testningen
utféres med plattingjutningsmetoden enligt Ames et al (1975). "led
den foreslagna adsorptionen och koncentreringen erhalles ett mer
koncentrerat prov an i vara undersokningar. Den hogsta dosen
foreslas darfor minskas fradn 100 pl till 75 pl per platta.
Doserna O, 10, 25, 50 och 75 pl ar jamnare fordelade &an de vi
anvant (O, 10, 20, 50 och 100 pl) vilket ar en fordel vid regres-
sionsanalysen. Hed dessa doser racker 2 ml provet for ett uppre-
pat Ames test med ndgon av de anvianda bakteriestammarna. Upprepat
Ames test rekommenderas i de fall mutagenicitet pdavisas. For att
kunna upprepa testningen med bada bakteriestammarna med och utan
SO9O-tillsats atgar drygt 2,5 mi.
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Provets mutagem’ citet anges som antalet revertanter/pl genom att
berdkna regressionslinjens Ilutning i det fall lutningen med 99%
sannolikhet ar skild frAn noll. For att provet skall bedémas som
mutagent bor resultatet med nagon bakteriestam vara reproducer-
bart vid den upprepade testningen.

9.6 Bedbmning av resultaten

For att ett material skall anses laka ur mutagena amnen till
vattnet bor tvd paratlellt undersokta materialprover ge ett kon-
centrat frAn oklorerat eller klorerat destvatten som &r mutagent
med nagon bakteriestam med eller utan S9 tillsats 4&dven vid
upprepad testning. Som vid kemisk-fysikalisk testning beddms
resultatet frdn den tredje urlakningen, eftersom en snabbt
overgdende urlakningseffekt maste anses vara av mindre betydelse
frAn halsosynpunkt och kan motverkas med kraftig genomspolning
innan en ny vatteninstallation tas i bruk. Hur hég mutageni citet
som skall tillAtas maste avgoras av den ansvariga myndigheten.
Livsmedelsverket. Den principiella utgdngspunkten bor vara att
inga mutagena &mnen ska lakas ur till dricksvattnet. | praktiken
betyder det att mutageniciteten skall underskrida detektions-
gransen for den anvdnda metoden. Tied den statistiska metod som
anvants for att avgdra om ett prov i Ames test ar mutagent eller
ej, har den lagsta pavisade mutageniciteten i var undersotkning
varit ca 0,15 revertanter per pl extrakt (tabell 2), dvs 0,15 x
3 000 = 450 revertanter/extrakt. 0Om mangden material som urlakats
varit 100 dm2 (minsta rekommenderade mangd) blir den nedre
gransen for vad som kan pavisas 450:100 = 4,5 revertanter/dm?2
exponerad yta. 1 de flesta fall var dock detektionsgransen i Var
undersdkning betydligt hégre an 0,15 revertanter/pl. 10 revertan-
ter/dm ar troligen en rimlig uppskattning av den foreslagna
metodens detektionsgrans, och foreslds av den anledningen kunna
anvandas som gransvarde for vad som kan tillAtas lakas ur under
de givha betingelserna.



10 DISKUSSION AV FORESLAGET GRANSVARDE SAMT BEDOMNING AV
UNDERSOKTA MATERIAL

Den eventuella 0©Okade cancerrisk som rorledningsmaterial kan
medfora for konsumenten &ar sannolikt liten. Eftersom manga
manniskor berors maste den kollektiva risken dock beaktas. Det
foreslagna gransvéardet, 10 revertanter/dm2 &ar i forsta hand ett
uttryck for principen att inte onodigtvis 6ka manniskors belast-
ning med mutagena amnen. Det gar inte att utifrAn mutagentestning
berdkna den eventuella cancerrisk som ett rormaterial med denna
urlakning kan medféra. Med det foreslagna laga gransvardet for
mutageni citet i Ames test, tillsammans med kemisk analys, minime-
ras dock denna risk.

Néar ké&nnedom saknas om vilka &mnen det &ar som fororsakar mutage-
niciteten i ett prov kan mutagenicitetsdata heller inte anvéndas
for att jamfora olika provers eventuella carcinogenicitet. Med
denna reservation kan det andock ha visst intresse att goéra vissa
j amforelser.

For att fA en uppfattning om vad 10 revertanter/dm2 i urlaknings-

forsok kan motsvara i ett ledningsnat hanvisas till tabell 7, dar

det framgar att mangden rorledningsyta per producerad vattenmangd
genomsnittligt i Stockholm &r ca 0,5 dm2 « d/I och i Kungsor ung

1.0 dm" d/l. Den senare siffran ar troligen mer representativ
for landet. Om 10 revertanter/dm2 under 3 dygns kontakttid forut-

satts motsvara 3,3 revertanter/dm2 och dygn, s& skulle ett led-

ningsmaterial med denna urlakning teoretiskt ge 3,3 revertanter/|
genomsnittligt i Kungsor och 1,7 revertanter/1 i Stockholm.

Detta kan t ex jamforas med det tidigare namnda (avsnitt 5.1.3)

hygieniska gransvardet for bens(a)pyren i dricksvatten fran WHO
(WHO, 1934) som ar 0,01 pg/l och baserat pd cancerrisk. Bens(a)-
pyren har i fyra laboratorier givit en genomsnittlig mutagenici-

tet pd 90 resp 245 revertanter/pg med Salmonella TA 98 resp TA
100 (Victorin och Ahlborg, 1982). 0,01 pg/l bens(a)pyren motsva-
rar alltsd ungefar 1-3 revertanter/l, vilket ar av samma stor-
leksordning som det teoretiska bidraget fran rérledningsmateri al,
som har en urlakning av mutagena amnen vid det foreslagna grans-
vardet. Jamforelsen ar naturligtvis mest relevant for asfaltror,
som kan misstankas laka ur just bens(a)pyren.

Om vattnet blir stdende under 3 dygn i en andledning med inre
diametern 100 mm (yta:volymforhallande 4 dm2/dm”) skulle bidraget
frAn rormaterialet kunna bli 10 * 4 = 40 revertanter/l. Vattnet i
smala ror i en fastighet skulle under motsvarande forhallanden

kunna erhalla 10 « 20 = 200 revertanter/l om inre diametern ar 20
mm (yta:volymforhallande 20 dm2/1).

Stockholms vattenledningsvatten har som jamforelse enligt vara
matningar en mutageni citet motsvarande ca 50-100 revertanter/1,
troligen till storsta delen harrorande fran kloreringsprodukter.

Om de undersdkta materialen bedoms enligt det foreslagna grans-

vardet sd konstateras att foljande material i nagon testning
avgivit mer an 10 revertanter/dm2 (Tabell 3): Cementror urlakat

med klorerat vatten, GAP(A)-ror urlakat med klorerat och oklore-
rat vatten, GAP(C)-ror urlakat med oklorerat vatten, PUR-ror
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urlakat med klorerat vatten samt EPDM-gummipackningarna urlakade
med oklorerat vatten. Vardet for cement héarror dock fran 1:a
urlakningen. 2:a urlakningen gav < 10 rev/dm2, vilket sannolikt
ockséd skulle galla for en 3:e urlakning. Mutageniciteten fran
PUR-roret var e reproducerbar vid upprepad testning. 3ade
asfalt- och PUR-roren uppfyller darfor kraven. Om de tyska
anvisningarna tillampas som godk&nner 50 ggr storre urlakning
fran packningar an fran ror, sid uppfyller ocksdé EPDM-packningarna
kraven. Betraffande GAP-roren sa skulle GAP(A) ej godkannas.
GAP-roren tillverkas dock numera enligt uppgift pd samma satt som
GAP(B). Detta material uppfyller kraven. GAP(C) specialtill-
verkades for var undersdkning och finns ej i produktion. Dubbel-
provet pd det 1:a urlakningsvattnet fran GAP(C)-roret understeg
10 rev/dm2, varfor aven detta material uppfyller kraven.
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Tabell 1. Undersdkta material

Material Langd Inre Exponerad Volym vid Yta/volym
(m) diameter yta fyllt ror forhallande vid
(cm) (dm'-) (?S fyllt ror (dm~")

Asfalt 2,0 10 63 16 4,0
Cement 2,5 10 80 20 4,0
Epoxi 2,1 19 125 60 2,1
GAP 1,0 50 157 196 0,8
PEH 50 2 314 16 20
PEL 50 1,2 189 57 33
PEX 50 2,3 361 23 17
PUR 3,0 10 94 24 4,0
PVC 8,0 5,6 141 20 7,1

GUMMIPACKNINGAR

EPDM-gummi, fabr nr i 13
EPDM-gummi, fabr nr 2 28
EPDM-gummi, fabr nr 3 7,1
Buty Igummi 7,0
Styren-butadi en-

gummi 15
PVC-lim,

Tangit 2,3
Silikon-

lim 2,7
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Tabell 2. De olika extraktens mutagenicitet berdknat utifrdn regressionslinjens
lutning (revertanter/jil koncentrat) med konfidensintervallgrénserna angivna for
signifikansnivan 1%. De testade enskilda pH-fraktionerna frén PEH, PEX, PUR och
PVC samt fran forsta testningen av kranvatten ar koncentrerade till 2 ml.
Enstaka pH-fraktioner fran GAP-roéren ar koncentrerade till 1 ml prov. d&vriga
prover ar hopslagna pH-fraktioner till 3 ml, dar varje fraktion alltsd spads 3
ggr, om inte annat anges, c-tecknet betyder att extraktet inte var statistiskt

mutagent. - betyder att extraktet inte testats med rubricerad bakteriestam.
Undersokt material Revertanter/pl koncentrat__
TA 98 TA 100
-39 +59 -S9 +59
ASFALT
Asfalt, 1:a urlakning < < < <
Asfalt, 2:a urlakning
koncentrerat till 1,5 ml < < -
Asfalt + Cl, 1:a urlakning 0,19+0,14 < < <
dubbelprov <
Asfalt + ClI, 2:a urlakning < < < <
CEMENT
Cement, 1:a urlakning < < < <
Cement + CI, 1:a urlakning 0,35+0,17 0,15+0,10 < <
Cement + CI, 2:a urlakning, < 0,25+0,17 -
koncentrerat till 1,5 ml
GLASFIBERARMERAD EPOXI, < < < <
1:a urlakning
GLASFIBERARMERAD POLYESTER
(GAP)
GAP, tillverkningssats nr 1 (A)
GAP TA), TTa urlakning < < 2,1240,55 <
GAP (A), 2:a urlakning < < 1,41+0,34  0,59+0,55a
GAP (A), 3:e urlakning - - 0,81+0,30 -
GAP (A), pH 6 fraktion - 2,51+0,50
GAP (A), pH 12 fraktion “ - < -
GAP (A), pH 2 fraktion - < -
GAP (A), 4:e urlakning - - 1,35+0,23 -
GAP (A), pH 12 fraktion - - 3,63+2,04 -
GAP (A), pH 2 fraktion - - 0,78+0,33 -
GAP (A), pH 6 fraktion - - < -



forts.
Unders6kt material Revertanter/pl koncentrat
TA 100
-S9 +S9 -S9

GAP (A) + CI, 1:a urlakning 0,65+0,20 0,9Q+0,47a 2,74+0,34
GAP (A) + CI, 2:a urlakning < < 2,29+1,14°
GAP (A) + ClI, oH 6 frakt. 0,50+0,33b <« 5,17+1,08b
GAP (A) + CI, pH 12 frakt. < < <
GAP CA) + Cl, pH 2 frakt. < < <
GAP (A) + CI, 3:e urlakning 0,51+0,15 < 2,31+0,57
GAP, tillverkningssats nr 2 CB),
lang uthardningstid
GAP (B), 1:a urlakning < < 0,37+0,32
GAP (B), 2:a urlakning < < <
GAP (B) + CI, !:a urlakning < 0,13+0,12 0,54+0,34
GAP (B) + CI, 2:a urlakning < < <
GAP, tillverkningssats nr 3 (C)
GAP (C), l:a urlakning 0,96+0,30a < 0,56+0,30

dubbelprov 0,41+0,09 - 0,32+0,20
POLYETEN (PEH)
PEH, forsta omgang slang (A)
PEH (A), 1:a urlakning,

pH 6 fraktion < < <
PEH (A), 2:a urlakning,

pH 6 fraktion < < <
PEH (A) + CI, 1:a urlakning < < <
PEH, ny omgang slang (B)
PEH (B), 1:a urlakning < 0,19+0,13 <

PEH (3), 2:a urlakning,
koncentrerat till 1,5 ml <

POLYETEN (PEL)
PEL, 1:a urlakning <
PEL + CI, 1:a urlakning <

PEL + CI, 2:a urlakning <

56

0,79+0,16

NN NN

1,32+1,25a

0,23+0,19
0,24+0,20
<

0,49+0,31



forts

Under-sokt material

TVARBUNDEN POLYETEN (PEX)
PEX, forsta omgang slang CA)

PEX (A), 1:a urlakning,
pH 6 fraktion

PEX (A), 2:a urlakning,
pH 6 fraktion
pH 2 fraktion
PEX, ny omgang slang (B)
PEX (B), 1:a urlakning

PEX (B), 2:a urlakning

PEX (B) + CI, 1:a urlakning
PEX (B) + CI, 2:a urlakning,
koncentrerat till 1,5 ml

POLYURETAN (PUR)
PUR, forsta omgang ror (A),

PUR (A), 1:a urlakning
pH 6 fraktion
pH 2 fraktion
PUR (A) + CI, 1:a urlakning
dubbelprov

PUR (A) + CI, 2:a urlakning
dubbelprov

PUR, ny omgang ror (B)

PUR (3) l:a + 2:a urlakning,
dubbla doser
dubbelprov

PUR (B) + CI, l:a + 2:a
urlakning, dubbla doser
dubbelprov

POLYVINYLKLORID (PVC)
PVC (A), forsta omgang ror

PVC (A), 1l:a urlakning
pH 6 fraktion
pH 2 fraktion

Revertanter/uL koncentrat

TA 98

-s9 +S9 -s9
< < <

< < <

< <

< 0,14+0,14 <

< < -
0,17+0,16 < <

< <

< < <

< < <

< < <
0,15+0,10 <

0,20+0,15 0,27+0,26  0,25+0,16

<

< < <

< < <

< < <

< 0,15+0,09 <

< < <
< < 0,42+0,30

57

TA 100

+S9

0,42+0,15
<

0,21+0,17
<

<
0,44+0,43



forts.

Undersokt material

PVC (A), 2:a urlakning,

pH 6 fraktion
pH 2 fraktion

PVC, ny omgang rér (B)

PVC (B), 1:a urlakning
PVC (B), 2:a urlakning

pvC (B) + CI, 1:a urlakning

PvC (B) + CI, 2:a urlakning

GUMMIPACKN INGAR
EPDM-gummi, fabr nr 1
EPDM-gummi, fabr nr 2
EPDM-gummi, fabr nr 3

Butylgummi
Styren-butadiengummi
DRICKSVATTEN

Kranvatten, Stockholm
Apri | -82

pH 6 fraktion
pH 2 fraktion

Kranvatten, mars -83
Stockholm
Jarfalla

Vattenverksvatten
0,07 mg/1 Clj
0,3 mg/l CI2 + NH3

KONTROLLER

Kontroll, dest vatten (A)
pH 6 fraktion
pH 2 fraktion

Kontroll, dest vatten (B)
Kontroll, dest vatten (B) + Cl

Si likon-1im

PVC-1im, Tangit

® Om 100 pl dosen utesluts vid berdkningen.
b Dosen 100 pl ej testad.

Revertanter/pl koncentrat
TA 98 TA 100
-S9 +59 -39
< < <
< < <
< < <
< < <
0,24+0,24 < 0,33+0,31
< < <
< < <
< < <
< < <
< < <
< < <
< < <
0,33+0,24 0,17+0,14 1,12+0,56
< < <
0,31+0,05 0,22+0,21 <
0,22+0,17 Q,22+0,14 <
< < <
< < <
< < <
< < <
< < <
< < <
< < <

58

+S9

5,48+2,43a
2,22+1,82a
1,88+0,54a

<

N

0,37+0,27
0,33+0,32

0,35+0,33
0,37+0,26



Tabell 3. Forenklad sammanstallning av erhdllna resultat, dir muta
geniciten uttrycks som antal revertanter per ytenhet (dm2) efter
urlakning med dels destillerat vatten, dels klorerat destvatten. For
varje material har endast medtagits den hogsta detekterade mutageni-
citeten vid ndgon testning for varje bakteriestam. c-tecknet betyder
att ingen mutageni ci tet pavisades i extraktet.

Undersékt material Revertanter/dm2 exponerad yta

TA 98 TA 10U
-S9 +S9 -S9 +S9
Asfalt < < < <
Asfalt + CI 9,0a < < <
Cement < < < <
Cement + Cl 13 5,6 < <
Epoxi N < < <
GAP (R) < < 41 11
GAP (A) + CI 12 7 52 25
GAP (B) (lang uthard-
ningstid) < < 7,1 4,6
GAP (B) + CI < 3,4 10 9,4
GAP (C) 18 < 1 <
PEH < 1,8a < <
PEH + CI < < < <
PEL < < < <
PEL + CI < < < <
PEX < 1,2a < <
PEX + CI 1,4 < < <
PUR < < < <
PUR + CI 6,4 8,6 8,0 14
PVC < < 6,0 6,3
PVC + CI 51 < o<
EPDM-gummi nr 1 < < < 420
nr 2 < < < 79
nr 3 < < < 270
Buty Igummi < < < <
Styren-butadiengummi < < < <

a) Mutageni citeten mojligen beroende pd en slumpmassigt fordelaktigt
liten spridning av punkterna runt regressionslinjen (se figur 3, 10
och 13 samt tabell 2).
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Tabell 4. Positiva kontroller. Medelvardet (X) och spridningen (SD) av
antalet revertanter per platta vid olika testningstillfallen (n) med

direkta mutagenerna 2-nitrofluoren (2-NF) och metylmetansulfonat (MMS)
samt den indirekta mutagenen bens(a)pyren (B(a)P). Tre plattor per dos
anvandes vid varje tillfalle. De spontana rnutationsfrekvenserna anges

ocksa.

n X SD
TA 98-59 10 23 6
2-NF, 2 pg 6 2325 647
2-NF, 1 pg i 710 -
2-NF, 0,2 pg 3 157 46
TA 93+S9 10 35 13
B(a)P, 2 pg 6 226 109
B(a)P, 1 pg 4 124 20
TA 100-S9 11 93 16
MMS, 50 pg 5 341 221
2-NF, 2 pg 2 999 102
2-NF, 1 pg 4 337 116
TA 100+S9 10 98 24
B(a)P, 2 pg 6 835 286

B(a)P, 1 pg 4 299 67
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Tabell 6. Approximativa IC50 (inhibitory cone 50%) for vattenkoncent-
rat losta i DMSO, testade pd HeLa-celler i MIT-24 systemet. Alla
testade rorextrakt ar fran forsta ur lakningen, utom det oklorerade
vattnet fran GAP(A) som ar fran det fjarde urlakningsvattnet. Fran

Ekwall (1984).

Prov

DMSO

Klorerat destvatten

Vattenledningsvatten,

Stockholm 1983

GAP A
GAP A, CI

GAP B
GAP B, CI

GAP C

PEX A
PEX A, CI

PEL
PEL, CI

PUR A
PUR A, CI

PVC A
PVC A, CI

Cement
Cement, CI

Asfalt
Asfalt, ClI

24 h 1C50
vol% DMSO

2,0
1,1

7-dygns 1C50
vol% DMSO

1,3
0,89

Anmérkningar

synergism?

synergism?

synergism?

antagonism?

synergism?
synergism?

synergism?
antagonism?

synergism?
synergism?

antagonism?

synergism? och antagonism? anger varden ndra DMSO:s egentoxi ci tet, vid
vilka det ej kan uteslutas att de lésta substanserna bidrar till att
variera DMSO-toxici teten ndgot. Samma forskjutningar fran DMSO-toxi-
citeten kan ocksd vara normal testvariation.
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Tabell 7. Exponerad rorledningsyta (dm*) per producerad vattenmangd (dm”~/dygn)
i tvd olika vattenledningsndt. Berdkningar framtagna av Jan Hjort, Stockholms
VA-verk.

Exponerad rorledningsyta per producerad vattenmangd Cdm® » d/dm™)

I huvudledningar | distributions- Totalt i nétet
(0 > 200 mm) ledningar
(0 < 200 mm)
Vid normal strdmnings-
hastighet
Stockholm 0,29 0,19 0,48
Kungsor 0,22 0,67 0,89
Om vattnet blir
stillastaende i
3 dygn
Stockholm 1,56 7,35 8,91

Kungsor 4,53 9,09 13,62
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Tabell 8. Starkt forenklad sammanstallning av erhallna resultat med Ames test,
dar mutageniciteten uttrycks dels per ytenhet av materialet (revertanter/dm2),
dels per volym vatten (revertanter/l) vid fyllt ror. Det mest mutagena extrakt
som erhallits vid ndgon urlakning med nagon bakteriestam med eller utan So-

ti llsats har anvénts for oerdkningarna (se tabell 2 och 3). Antalet revertanter
per liter anges ocksd efter division med 6, vilket ger den teoretiska mutageni-
citeten efter 1/2 dygns urlakning (genomsnittlig uppehallstid i ett normalt
vattenledningsnat). Yta- volymforhdllande for olika ror (tabell 1) anges ocksa.
<-tecknet betyder att ingen mutageni ci tet pavisades i extraktet. De undersokta
dricksvattnets mutageni citet anges ocksd, dar den bakteriestam som givit den
hdgsta mutageniciteten anvénts for berdkningarna.

Undersokt Revertanter/dm2  yta/volym- Revertanter/l Teoretisk muta-
material exponerad yta forhal lande vatten vid genicitet efter
(dm-1) fyllt ror 1/2 dygns urlak-
ning
(revertanter/1)
Asfalt < 4,0 < <
Asfalt + Cl 9,0a 4,0 36a 6,0a
Cement < 4,0 < <
Cement + Cl 13 4,0 52 8,7
Epoxi < 2,1 < <
GAP (A) 41 0,8 33 5,5
GAP (A) + ClI 52 0,8 42 7,0
GAP (B) 7,1 0,8 5,7 0,95
GAP (B) + CI 10 0,8 8,0 1,3
GAP (C) 18 0,8 14 2,3
PEH 1,8 20 36a 6,0a
PEH + CI < 20 < <
PEL < 33 < <
PEL + CI < 33 < <
PEX 1,2a 17 20a 3,3
PEX + CI 1,4a 17 243 4,0a
PUR < 4,0 < <
PUR + CI 14 4,0 56 9,0
PVC 6,3 7,1 45 7,5
PVC + CI 7,0 7,1 50 8,3
Kranvatten
Stockholm 82, -83 110, 55
Jarfal la 50
Vattenverket, Lovo 52, 55
Gummipackningar

uPDM 1, 2, 3 420, 79, 270
Butyl, styren-
butadien <

a) Mutageniciteten mojligen beroende pd en slumpmissigt fordelaktigt liten
spridning av punkterna runt regressionslinjen vid testning av extraktet.



BILAGA 2: Figurer 1-23
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Figur 1n Anordning for urlakning av slangar och ror. Vattnet pumpas
igenom slangarna med hastigheten 12,5 liter/min. Réren roteras 3-10
varv/min (ej helt fyllda).



URLAKNING

Destvatten

Klorerat
destvatten

KONCENTRERING
Adsorption
pH 6
pH 12
pH 2

Eluering

Torkning

Indunstning

Uppldsning,
forvaring

67

10-20 L vatten

3-50 m ror (kontaktyta
60-360 dm2)

3%3 dygn

XAO 4/3 (20 nml)

Fléde 5-30 ml/min

Aceton (60 ml)

Flode 10-20 ml/min
Molekylsiktar, 3S (30 @)

Rullindunstare
Kvavgas

I DMSO (dimetylsulfoxid)

1 ml koncentrat av vardera pH-fraktion

Figur 2. Principschema for anvant urlaknings- och koncentrations-

forfarande.
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200r REVERTANTER 200t REVERTANTER
X TA -
X 1A gg+gg X woa.s
X IA 100 - S9 X 1A 119180 t gg
* IA 100 ¢ S9 * A 100 ¢ S9
50 100 50 100
ASFALT 1:A URLAKNING  MIKROLITER ASFALT 2:A URLAKNING  MIKROLITER

KONC. TILL 1.5 ML

200r REVERTANTER 200t REVERTANTER
PR
TA 100 X 1A t
TA 100 + 59 * 1A %88 + ggl
100
.......... * X
MIKROlIf)I(')I'ER 50 100
ASFALT CL 1:A URLAKN ASFALT CL 1:A URLAKN MIKROLITER
DUBBELPROV

200t REVERTANTER

X TA 98 - 9
X IA- 98 + S9
X IA 100 - S9
bl IA 100 + S9

100

* %

50 100

ASFALT CL 2:A URLAKN  MIKROLITER

Figur 3, Mutagenieitet i koncentrat av oklorerat och klorerat dest-
vatten fran asfaltbe'nandlade jarnror. Varje punkt anger medelvardet av
antalet revertanter pd tva parallella plattor vid tillsats av olika
doser extrakt. Heldragen linje anger att den berdknade regressions-
linjen ar signifikant skild fran noll.
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200t revertanter 200t REVERTANTER

X TA RR - S9 TA 98
X IA- RH + S9

X IA 100 - S9 TA 100
* A 100 + S9 TA 100

IX=——-
50 100 100
MIKROLITER
CEMENT 1:A URLAKNING  MIKROLITER CEMENT CL 1:A URLAKN
200t REVERTANTER 200t revertanter
TA 98 X TA 98 - SR
TA 98 X IA 98 + SR
TA 100 X A 100 - SR
TA 100 + 59 * TA 100 + sa
100)f *
[T 2 N S—
50 100
CEMENT L 2. A URLakn  MIKROLITER EPOXI 1A URLAKNING MIKROLITER

KONC TILL 1.5 ML

Figur 4. Mutagenicitet i koncentrat av oklorerat och klorerat dest-
vatten frAn cementbehandlade jarnror och oklorerat destvatten fran ror
av glasfiberarmerad epoxi. Varje punkt anger medelvardet av antalet
revertanter pa tva parallella plattor vid tillsats av olika doser
extrakt. Heldragen linje anger att den berdknade regressionslinjen ar

signifikant skild fran noll.
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400 REVERTANTER 400 REVERTANTER

GAP A 1:A URLAKNING MIKROLITER GAP A 2:A URLAKNING  MIKROLITER

400t REVERTANTER 400t REVERTANTER

MIKROLITER
GAP A 4:E URLAKNING MIKROLITER

GAP A 3:E URLAKNING

Figur 5- Mutagenicitet i koncentrat av oklorerat destvatten fran fyra
p4 varandra foljande urlakningar av ror av glasfiberarmerad polyester
(GAP), forsta tillverkning (A), Varje punkt anger medelvardet av
antalet revertanter pad tva parallella plattor vid tillsats av olika
doser extrakt. Heldragen linje anger att den berdknade regressions-

linjen ar sigifikant skild fran noll.
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400 REVERTANTER 400 REVERTANTER

_* PH 12

MIKROLITER
GAP A MIKROLITER GAP A 3:E URLAKN

JMFR OLIKA PH-FRAKT.

PH 12

400 REVERTANTER

PH 2

GAP A 4 :E URLAKNING MIKROLITER

JMFR OLIKA PH-FRAKT.

Figur 6. Jamforelse mellan mutagenicitet med Salmonella TA 100 utan S9
T extrakt frAn fyra urlakningar av GAP-rér (A) med oklorerat dest-
vatten. Dessutom jamforelse mellan de olika enskilda fraktionernas
mutagenicitet frAn XAD-adsorption vid olika pH-varden. | det forsta
fallet gjordes adsorptionerna i ordningen pH 6, pH 12, pH 2 och i det
andra fallet i ordningen pH 12, pH 2 och pH 6. Varje punkt anger
medelvardet av antalet revertanter pa tva parallella plattor vid
tillsats av olika doser extrakt. Heldragen linje anger att den berak-
nade regressionslinjen ar signifikant skild fran noll.
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400 REVERTANTER 400 REVERTANTER

100

GAP A CL 1:A URLAKN ~ MIKROLITER GAP A CL 2:A URLAKN ~ MIKROLITER

400 REVERTANTER

GAP A CL 3:E URLAKN MIKROLITER

Figur 7. Mutagenicitet i koncentrat av klorerat vatten fran GAP-ror
(An Varje punkt anger medelvardet av antalet revertanter pa—Ev!
parallella plattor vid tillsats av olika doser extrakt. Heldragen
linje anger att den beraknade regressionslinjen ar signifikant skild
frAn noll.
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400t revertanter

20Gt REVERTANTER

F-A/
NS
/
100 X TA 98 - S9
X 1A 98 t S9
X IA 100 - S9
* 1A 100 ¢ 59
——><
100 50 100
MIKROLITER
GAP A CL 2:A URLAKN MIKROLITER GAP A CL 2:A URLAKN
PH 6 FRAKTION PH-12 FRAKTION

200t REVERTANTER

\
*
100 Vo K

X TA 98 -5S9
X TA 98 +59
X TA 100 -S9
e TA 100 *S9

.

.X.
50 100

GAP A CL 2:A URLAKN MIKROLITER

PH-2 FRAKTION

Figur 8- Jamforelse mellan de olika enskilda pH-fraktionernas muta-
genici tet fran det andra urlakningsvattnet med klorerat vatten fran
GAP-ror CA). XAD-adsorptionerna gjordes i ordningen pH 6, pH 12 och pH
2. Varje punkt anger medelvardet av antalet revertanter pd tva paral-
lella plattor vid tillsatts av olika doser extrakt. Heldragen linje

anger att den berdknade regressionslinjen ar signifikant skild fran
noll.

6—S5
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200t revertanter 200t REVERTANTER
TA 98 TA 98 - S9
TA 98 TA 98
TA 100 TA 100
TA 100 TA 100
e — -
100 100
MIKROLITER MIKROLITER

GAP B 1:A URLAKNING GAP B 2: A URLAKNING

200t REVERTANTER 200t REVERTANTER
TA 98
+ S9
TA 100 TA 100
TA 100 TA 100 + 59
100
GAP B CL 1:A URLAKN MIKROLITER CL 2:A URLAKN MIKROLITER
200t REVERTANTER
TA 100
JA 100 + 59
GAP C 1:A URLAKN MIKROLITER GAP C 1:A URLAKN MIKROLITER

DUBBELPROV

Figur 9, Mutagenictet i koncentrat av oklorerat och klorerat dest-
vatten frAn GAP-ror av tillverkningssats (B) samt oklorerat destvatten
frAn tillverkning (C). Varje punkt anger medelvardet av antalet
revertanter pd tva parallella plattor vid tillsats av olika doser
extrakt. Heldragen linje anger att den berdknade regressionslinjen ar
signifikant skild frAn noll.



200t revertanter

X TA 90
X 1A 90
X IA 100
* IA 100

100.U
1F

PEH A 1:A URLAKNING
PH-6 FRAKTION

200t REVERTANTER

PEH B 1:A URLAKNING

200 REVERTANTER

100

Ealiall i EEREEREE

PEH A CL I:A URLAKN.

Figur 10. Mutagenicitet i

+
+

S9
TA 100 + S9

50

MIKROLITER

100
MIKROLITER

100
MIKROLITER
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200t revertanter
X TA 90 - 59
X IA- 9H + 59
X IA 100 - S9
* IA 100 + S9
e —% *
F— << =—=== %
50 100
PEH A 2:A URLAKNING MIKROLITER
PH 6 FRAKTION
200t REVERTANTER
X TA 90 - S9
X IA- 9h + S9
X 1A 100 - S9
* IA 100 + S9
100
--------- X
3F - R X
50 100
MIKROLITER

PEH B 2:A URLAKNING
KONC. TILL 1.5 ML

koncentrat av oklorerat och klorerat dest-

vatten frAn polyetenrodr, PEH. Oet oklorerade vattnet fran forsta

omgang slang PEH (A), adsorberades pad XAD endast vid pH 6. Varje punkt
anger medelvardet av antalet revertanter pa tva parallella plattor vid
tillsats av olika doser extrakt.

Heldragen

nade regressionslinjen ar signifikant skild fran noll.

linje anger att den berak-



200t revertanter

X TA 98 - S9
X TA 98 + S9
X IA 100 - S9
* 'A 100 + S9
*
*
N S ====»#
50 100
PEL 1:A URLAKNING MIKROLITER
200 REVERTANTER
X TA 98 - S9
X TA 98 + S9
X IA 100 - S9
> 1A 100 + S9
2
looék
X- =Xmmmmmmmm
X
K _ ke Kk —— X — — =X
i X—X- —— X- — " -
50 100
MIKROLITER

PEL CL 1:A URLAKNING

Figur 11 .

Mutagenic i tet i

200 REVERTANTER

76

X TA 98 - S9

X TA 90 ¢ S9

X IA 100 - S9

* TH 100 + S9

/T
B . X
ke oz x

50 100

PEL CL 2:A URLAKNING  MIKROLITER

koncentrat av oklorerat och klorerat dest-

vatten fran polyetenror, PEL. Varje punkt anger medelvardet av antalet
revertanter pa tva parallella plattor vid tillsats av olika doser

extrakt.
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200 REVERTANTER
TA  ofl
1A HH

:
1A Kill - S9
+

X
X
X
> 10U

loo3"

S0 100
PEX A 1:A URLAKNING MIKROLITER
PH 6 FRAKTION
200 REVERTANTER
X TA O9R - S9
X A O9H ¢ S9
X IA 10 - S9
* 1A 1UU * eexe
loos*
jl=—%=% e e X = -
50 100
PEX A 2:A URLAKNING MIKROLITER
PH 6 FRAKTION PEX A 2.4 URL

Figur 12. Mutagenicitet i koncentrat av oklorerat destvatten fran ror
av tvarbunden polyeten, PEX. Urlakningsvattnet frAn denna forsta
omgang slang (A) adsorberades pa XAD endast vid pH 6 (forsta urlak-
ningsvattnet), respektive pH 6 och pH 2 (andra urlakningsvattnet).
Varje punkt anger medelvardet av antalet revertanter pd tva parallella
plattor vid tillsats av olika doser extrakt.
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200 REVERTANTER

X Tfl 98 - S9
X 1A 98 ¢ S9
X 1A 100 - 59
¢ 1A 100 + 59
100
O *
X X
50 100
PEX B 2: A URLAKNING MIKROLITER
200t REVERTANTER 200t REVERTANTER
TA 98
TA 90 N
T 190 a so PN T
' + IA 100 + S9
100
R a— .
v e
50 100
PEX B CL 2.-A URLAKN MIKROLITER

PEX B CL 1:A URLAKN
KONC TILL 1,5 ML

Figur 13. Mutagenic itet i koncentrat av oklorerat och klorerat dest-
vatten fran PEX-slang fr&n andra omgangen slang (B). Varje punkt anger
medelvardet av antalet revertanter pa tva parallella plattor vid
tillsats av olika doser extrakt. Heldragen linje anger att den berak-
nade regressionslinjen ar signifikant skild fran noll.



200t revertanter

X TA 98 -
X 1A 98 e S9
X 1A 101) -
+ 1A 100 +

N
1007, .
X

PUR A 1:A URLAKNING MIKROLITER
PH 6 FRAKTION
200t REVERTANTER
X TA 98 - S9
X IA 98 + S9
X IA 100 - S9
* IA 100 + S9
_ *
1003L - ¢
-— X
-X
3=
50 100
PUR A CL 1:A URLAKN MIKROLITER
200t REVERTANTER
TA 98
TA 100
TA 100 + S9
100
MIKROLITER

PUR A CL 2:A URLAKN
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200t revertanter

X TA 98 - S9
X 1A 98 + S9
X IA 100 - S9
* IA 100 + S9
00,k X
je m —_—
e e T T ===--#
SO 100
MIKROLITER

PUR A 1:A URLAKNING
PH-2 FRAKTION

200t REVERTANTER

TA 98
TA 98
TA 100
TA 100

MIKROLITER
PUR A CL 1:A URLAKN
DUBBELPROV

200t REVERTANTER

TA 98 -
98 +
IA 100 - S9
IA 100 +

* XXX
>

100

50 100

PUR A CL 2:A URLAKN MIKROLITER

DUBBELPROV

Figur 14. Mutagenicitet i koncentrat av oklorerat och klorerat dest-
vatten fran polyurethanbehandlade jarnror (PUR), forsta omgangen ror
(A). Det forsta urlakningsvattnet adsorberades bara pa XAD vid pH 6
och pH 2. Varje punkt anger medelvardet av antalet revertanter pa tva
parallella plattor vid tillsats av olika doser extrakt. Heldragen
linje anger att den beraknade regressionslinjen ar signifikant skild
fran noll.
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200 REVERTANTER

X Tt 96 -S9'
X Tft 98 ¢ S9
X Tft 100 - 59
s Tit 100 +S9
X
= X
50 100 150 200
PUR B 1:A 2:A URLAKN MIKROLITER
OUBBEL DOS
200t REVERTANTER
X TA 98 - S9
X TA 98 + S9
X TA 100 - s9
* TA 100 + S9
50 100 150 200
MIKROLITER

PUR B 1:A 2:A URLAKN
DUSBELOOS OCH -PROV

Figur 15. Mutagenicitet i koncentrat av okLorerat destvatten frin
PUR-ror, andra omgangen CB). Hopslagna extrakt fran forsta och andra
urlakningen har testats med upp till dubbla doser jamfort med ©vriga
fors6k. Varje punkt anger medelvardet av antalet revertanter pa tva
parallella plattor vid tillsats av olika doser extrakt. Heldragen
linje anger att den beraknade regressions linjen ar signifikant skild
fran noll.



REVERTANTER

TA 90
TA 98 + 59
TA 100
TA 100 + 59

PUR B CL 1:ft 2:A URL
DUBBELOOS OCH -PROV

200t REVERTANTER

TA 96 + S9
TA 100
TA 100 + 59

PUR B CL 1:A 2:A URL
DUBBEL DOS

Figur 16. Mutagenicitet

r&r, andra omgangen (B).
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200
MIKROLITER

200
MIKROLITER

koncentrat av klorerat destvatten fran PUR-
Hopslagna extrakt fran forsta oen andra

urlakningen har testats" med upp till dubbla doser jamfort med Ovriga
forsok. Varje punkt anger medelvardet av antalet revertanter pa tva
parallella plattor vid tillsats av olika doser extrakt. Heldragen
linje anger att den berdknade regressionslinjen ar signikant skild

fran noll.



200t revertanter

X
X
X
*

"
IA 110 - S9
WU+

50 100

PVC A 1:A URLAKNING MIKROLITER
PH-6 FRAKTION

200t REVERTANTER

100

* XXX

Yir

PVC A 2: A URLAKNING

+
TA 100 - 99
+

SX- — e %

e -- -

50 100
MIKROLITER

PH-6 FRAKTION

Figur 17, Mutagenicitet i

200t REVERTANTER

TA 98

TA 100
TA 100 f S9

PVC A 1:A URLAKNING
PH-2 FRAKTION

200t REVERTANTER

X TA 98 - s9
X IA- 9H + S9
X A 100 - 29
* IA 100 ¢ S9
B i —

50

PVC A 2:A URLAKNING
PH-2 FRAKTION

82

100
MIKROLITER

100
MIKROLITER

koncentrat av oklorerat destvatten fran

PVC-ror, forsta omgangen ror OO. XAD-adsorptionerna gjordes endast
via pH 6 och pH 2. Varje punkt anger medelvardet av antalet revei—
tanter pd tva parallella plattor vid tillsats av olika doser extrakt.

Heldragen

kant ski ld frAn noll.

linje anger att den oerédknade regressionslinjen ar signifi-
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200 REVERTANTER 200t revertanter

- X TA 98 - S9
§ T/ﬁ aa + gg X TA 98 + S9
> IA lim - S9 X IA 100 - S9
* IA 100 + S9 * IA 100 + S9
TotfL y 100 V' [ —— *
m. ., .
- ' o *
N _
z K -X
- Xr - X _—
__________ X- 1-X-
50 100 50 100
MIKROLITER
PVC B 1:A URLAKNING MIKROLITER PVC B 2: A URLAKNING
200t revertanter 2CC’ REVERTANTER
* x ta 98 - S9
TA 98 X TA 98 + S9
TA 100 X TA 100 - S9
TA 100 + 59 > TA ICC + S9_
r AN "
iccr IKr *m -
i v
~ e =
R ] I
100 "50 4 ~" Too
MIKROLITER

PVC A CL 1:A URLAKN

PVC A CL 2:A URLAKN

Figur 18. Mutagenicitet i koncentrat av kLorerat destvatten fran

PVC-ror“(A) samt oklorerat destvatten frAn andra omgangen rér PVC (B).
Varje punkt' anger medelvardet av antalet revertanter pad tva parallella
plattor vid tillsats av olika doser extrakt. Heldragen linje anger att
den berdknade regressionslinjen &ar signifikant skild fran noll.
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REVERTANTER
t
[\
REVERTANTER [ +-
| s
TA 90 - S9 |
TA 98 ¢ S9 ”
TA 100 - S9
TA 100 *
-\ -
—\
X TA 98 - S9
X 98 + S9
X TA 100 - S9
» TA 100 + S9
it*
DS
k-yX-
100 100
MIKROLITER
BUTYL-GUMMIPACKN STYREN-BUTADIEN MIKROLITER
GUMMI-PACKNING
REVERTANTER REVERTANTER
TA 98
TA 98 + S9
TA 100 - S9
i—
MIKRC}I?IEI)'ER 100
EPDM-GUMMIPACKNING 1 EPDM-GUMMIPACKNING 2  MIKROLITER
REVERTANTER
TA 98 - S9
TA 98
TA 100
TA 100
- -XZ
MIKROLITER

EPDM-GUMMIPACKNING 3

Figur 19. Gummipackningar. Mutageni eitet i koncentrat av oklorerat
destvatten dar materialen lakats ur. XAD-adsorptionerna gjordes endast
vid pH 6. Varje punkt anger medelvardet av antalet revertanter p§ tva.
parallella plattor vid tillsats av olika doser extrakt. Heldragen
linje anger att den beraknade regressionslinjen ar signifikant skild

fran noll.
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REVERTANTER
TA 90
TA 100
200t REVERTANTER
TA 100
100 100
KRANVATTEN-82,STHLM MIKROLITER KRANVATTEN-82.STHLM MIKROLITER
PH-6 FRAKTION PH-2 FRAKTION
200t REVERTANTER 200t REVERTANTER
‘ne -
100 100
MIKROLITER
KRANVATTEN-83.STHLM MIKROLITER KRANVATTEN-83
JARFALLA
200t REVERTANTER 200 REVERTANTER
TA 100
100 100
MIKROLITER
VATTENVERKSVATTEN MIKROLITER VATTENVERKSVATTEN
0.07 MG/L CL2 0.3 MG/L CL2 + NH3

Figur 20. Mutagenicitet i koncentrat av dricksvatten. Kranvattnet som
undersdktes 1982 adsorberades pd XAD endast vid pH 6 och pH 2.
Stockholmsprovet fran 1983 togs pa samma stalle. Vattenverksvattnen
togs samtidigt pd utgdende vatten efter olika kloreringsforfaranden.
Varje punkt anger medelvardet av antalet revertanter pa tva parallella
plattor vid tillsats av olika doser extrakt. Heldragen linje anger att
den berdknade regressionslinjen &ar signifikant skild fran noll.
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200t revertanter 200t revertanter

X TA 98 - S9 X TA 98 - 59
X 1A 9H + S9 X 1A 9H + S9
X IA 100 - S9 X IA 100 - S9j
4 IA 100 + S9 a4 IA 100 + S9
100.- a
r K== =*= *
L _ =X~ )
T e
50 100 50 100
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Figur 21. Kontroller. Mutagenicitet dels i koncentrat av destvatten
vid tva olika tillfallen, dels av urlakningsvattnet frdn anvanda lim

(XAD-adsorption endast vid pH 6). Varje punkt anger medelvardet av
antalet revertanter pad tva parallella plattor.
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Figur 22. Mutageni citetstest av den hédrdare som anvinds vid fram-
stallning av GAP-ror. Varje punkt anger medelvardet av antalet rever
tanter pa tre parallella plattor vid tillsats av olika doser, motsva
rande mangden ospatt prov. Heldragen linje anger att den berédknade
regressionslinjen ar signifikant skild fran noll.
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Figur 23. Mutagenicitetstest av den accelerator och det anti skummedel
som anvénds vid framstallning av GAP-ror. Varje punkt anger medel-
vardet av antalet revertanter pd tre parallella plattor vid tillsats
av olika doser, motsvarande méangden ospéatt prov (acceleratorn var dock

10%-ig).
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