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WPLYW WSTEPNEGO UTLENIANIA DWUTLENKIEM
CHLORU NA MUTAGENNOSC WODY MODELOWEJ

Badania prowadzono na 9 wariantach wody modelowej dezynfekowanej chlorem po wstgpnym
utlenieniu dwutlenkiem chloru. Do testu Salmonella przeprowadzanego na szczepie testowym TA100
wprowadzano acetonowe ekstrakty wod modelowych o réznej zawartosci OWO i amoniaku. Wraz ze
wzrostem stezenia tych parametréw wzrastatlo w wodzie st¢zenie chloropochodnych takich jak: AOX
i kwasy chlorooctowe oraz mutagenne dzialanie organicznych zanieczyszczen wody w testach
przeprowadzanych bez aktywacji metabolicznej. Jedynie woda o zawartoSci OWO na poziomie
2,0 gC/dm® niezaleznie od stezenia amoniaku (0,1; 0,5; 1,0 gNHz/dm®), zaréwno w testach
z aktywacjg metaboliczng jak i bez niej, nie wykazywata wiasciwo$ci mutagennych.

1. WSTEP

W wodach powierzchniowych i infiltracyjnych, ktére sa w coraz wigkszej ilosci
ujmowanie na cele wodociaggowe, zamiast wod podziemnych, systematycznie wzrasta
zawarto$¢ zanieczyszczen chemicznych 1 bakteriologicznych. Niedostateczne
usuwanie tych, zdecydowanie niekorzystne dla zdrowia konsumentow, zanieczyszczen
w trakcie procesdw oczyszczania wody wymusza stosowanie duzych dawek
dezynfektantow, gdyz nadrzednym celem procesu uzdatniania jest otrzymanie wody
wolnej od zanieczyszczen mikrobiologicznych [1,2].

Dezynfekcja wody, zawierajacej naturalne i antropogeniczne zwigzki organiczne,
utleniaczami chemicznymi, generuje powstawanie licznych, nie do konca poznanych
ubocznych produktow, ktore cechuje aktywnos¢ biologiczna, w tym rakotworcza.
Najwigksza ich ilo§¢ powstaje w wyniku dezynfekeji chlorem [3,4]. Dlatego tez tak
intensywnie wprowadzane sa inne metody dezynfekcji, jak chociazby wstepne
zastosowanie dwutlenku chloru przed wtasciwym chlorowaniem.
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2. METODYKA BADAN

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych na 9 wariantach
wody modelowej dezynfekowanej chlorem po  wstgpnym  utlenieniu
dwutlenkiem chloru w dawce 0,4 mgClO,/dm?, zgodnie z krzywa zapotrzebowania
wody na chlor.

Woda modelowa preparowana byta z wody wodociagowej doczyszczonej na weglu
aktywnym i1 z wody bogatej w naturalne, rozpuszczone zwigzki humusowe,
pochodzacej z Wielkiego Torfowiska Batorowego w takich proporcjach, aby
zawartoé¢ OWO wynosita: 2,0; 4,0; 6,0 mgC/dm®. Do wéd o ustalonym OWO
dodawano roztwoér chlorku amonowego, tak aby st¢zenie amoniaku wynosito: 0,1; 0,5;
1,0 mgNHs/dm®. Woda wodociagowa zastosowana w badaniach to woda
powierzchniowa pobierana z rzeki Otawy i oczyszczana w Zakladzie Uzdatniania
Wody ,,Mokry Dwor” we Wroctawiu w procesach koagulacji i filtracji na ztozach
piaskowych a nastgpnie dezynfekowana.

W oparciu o wyniki wczesniejszych badan przeprowadzonych w ramach grantu
Nr 7T09D 02721 [5], zat¢zanie probek wody prowadzono w uktadzie szeregowym
przy uzyciu zywic Amberlite XAD, o réznej zdolnosci adsorpcyjnej i wyznaczonej
doswiadczalnie kolejnosci: XAD 16, 7 i1 2. Przez zestaw kolumn filtrowano probke
wody o objetos¢ 10 dm® a zaadsorbowane na zywicach zwiazki organiczne
ekstrahowano acetonem. Nastepnie uzyskane ekstrakty poddawano badaniom
bioindykacyjnym.

Ocene mutagennego dziatania frakcji organicznej ekstrahowanej z wody

modelowej przeprowadzono za pomocg testu Amesa [6] na szczepie testowym
Salmonella typhimurium TA100. Szczep ten wykrywa obecnos¢ mutagenéw
typu podstawienia pary zasad. Badania prowadzono bez udzialu oraz
celu metabolicznej  aktywacji  promutagenéw  przy  zastosowaniu  frakcji
mikrosomalne S9 pochodzacej z watroby szczura aktywowanej Aroclorem 1254,
Do testu Salmonella wprowadzano zwigzki znajdujace si¢ w probie wody
zageszcezonej do wspotczynnika koncentracji rownego: 1000, 800, 600, 500, 400, 300,
200, i 100, co odpowiadato objetosci wody od 10 do 100 cm?®. Kazdy test byt
wykonywany w pigciu powtdrzeniach.
W analizie wynikdw, uzyskanych testem Salmonella, okre$lano wspotczynnik
mutagennosci (MR). Za wynik pozytywny dla danej préby wody uznawano kazdy
przypadek pojawienia si¢ co najmniej dwukrotnie wyzszej od spontanicznej rewersji
indukowanej tzn. gdy MR byl wiekszy badz rowny 2.

W badanych wodach modelowych po procesie ich zat¢zania, oznaczano zawarto$¢
zwiazkoéw chloroorganicznych (AOX) i kwaséw chlorooctowych (HAA), w tym
kwasu mono-, di- i tri- chlorooctowego. Metody analityczne obejmowaty oznaczenia:
ogolnego wegla organicznego (OWO) przy uzyciu aparatu Shimadzu TOC 5050;
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chloru metoda jodometryczng [7], chlorowanych zwigzkéw organicznych jako AOX
wedlug metody Nanocolor Test 0-07, Macherey-Nagel, kwaséw chlorooctowych
(HAA) wedtug procedury USEPA 522.2 z wykorzystaniem chromatografu gazowego
Shimadzu 17 A.

3. OMOWIENIE WYNIKOW

Celem badan byto ustalenie zalezno$ci pomigdzy zawarto$cig w wodzie modelowej
OWO, stezeniem amoniaku i stosowana dawkag dwutlenku chloru i chloru,
a powstajacymi po procesie dezynfekcji wtornymi zanieczyszczeniami wody (AOX,
kwasami chlorooctowowymi: MCIAA, DCIAA, TCIAA) wraz z oceng ich aktywno$ci
biologicznej.

Dawka normalna chloru stosowana w badaniach rosta wraz ze wzrostem
zawartosci OWO i stezenia amoniaku od wartosci 2,25 do 14,0 mgCly/dm?® (rys. 1).
Udziat D; w dawce normalnej wynosit od 44 do 90 % i rowniez wzrastat wraz ze
wzrostem OWO i amoniaku natomiast udziat D, byt od 10 do 56 % i nie wykazywat
takiej zaleznosci.

. Dawka normalna chloru w zaleznosci od OWO i amoniaku
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Rys. 1. Dawka normalna chloru zastosowana do chlorowania wody modelowej wstgpnie utlenione;j
dwutlenkiem chloru

Dezynfekcja wody modelowej spowodowata wytworzenie pochodnych chlorowych
zwigzkoéw organicznych. W wodzie modelowej po jej zatezaniu stwierdzono wzrost
stezenia AOX od 47 ugCl/m® do 244 pugCl/m? (rys. 2).

Natomiast suma kwaséw chlorooctowych w wodzie modelowej po jej zat¢zeniu
wynosita od 23,8 pgClim? (dla najnizszej zawartosci OWO 1 stezenia amoniaku) do
91,6 pgCl/m*® (dla najwyzszej zawartosci OWO i stezenia amoniaku). SteZenia
kwasow mono-, di- i tri-chlorooctowego w wodzie modelowej wzrastalo wraz ze
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wzrostem zawartosci OWO 1 stezeniem amoniaku od wartoéci 5,6 ngCl/m® (TCIAA)
do 36,8 pgCl/m® (MCIAA) (rys. 3). Po procesie zatezania udzial sumy kwasow
chlorooctowych w absorbowalnych halogenowych zwigzkach organicznych wynosit

srednio 39 % (35-51%).
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Rys. 2. Absorbowalne halogenowe zwigzki organiczne powstate po dezynfekcji wody modelowej
chlorem i wstgpnym utlenieniu dwutlenkiem chloru

HAAw zaleznosci od OWO i amoniaku po zatezeniu prébki
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Rys. 3. Suma kwaséw chlorooctowych (mono-, di-, tri-chlorooctowych) powstatych po dezynfekcji wody
modelowej chlorem i wstgpnym utlenieniu dwutlenkiem chloru
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Przebadanie testem Salmonella dziewigciu rodzajow ekstraktow wody modelowej
dezynfekowanej chlorem po wstepnym utlenieniu dwutlenkiem chloru pozwolito
stwierdzi¢, przy jakich parametrach OWO i amoniaku, mozna spodziewac si¢
obecnosci w wodzie do picia zanieczyszczen o potencjalnych wiasciwosciach
mutagennych.

W testach prowadzonych z aktywacjg metaboliczng jak i bez niej z ekstraktami wody
modelowej o zawartosci wegla organicznego na poziomie 2,0 mg/dm® w przypadku
trzech stezen amoniaku: 0,1; 05 i 1,0 mgNHS/dm3 nie uzyskano wartosci
wspolczynnika mutagennosci powyzej 2,0 (rys. 4b). Wyniki MR na poziomie
jednosci, uzyskane w tych testach, Swiadcza o tym, iz przy takich parametrach wody
nie powstaja produkty posrednie dezynfekcji zdolne do ingerencji w materiat
genetyczny komarek bakteryjnych.

W przypadku wody modelowej zawierajacej ogdlny wegiel organiczny na poziomie
od 4,0 do 6,0 mgC/dm® niezaleznie od stezenia amoniaku, wahajacego si¢ od 0,1 do
1,0 mgNHs/dm?®, badane ekstrakty wykazywaly potencjalne wiasciwosci mutagenne
w testach przeprowadzanych bez aktywacji metabolicznej (rys. 4a).

Warto$¢ wspoétczynnika mutagennosci zwigkszata si¢ wraz ze wzrostem zawarto$ci
ogolnego wegla organicznego i stezeniem amoniaku. Jedynie wyniki uzyskane dla
wody modelowej dla OWO= 4,0 mgC/dm® i amoniaku 0,5 mgNHz/dm® nieznacznie
odbiegaja od ogoblnej tendencji zaobserwowanej w toku badan.

Dla ekstraktu chlorowanej wody modelowej o zawartosci OWO na poziome
4,0 mgC/dm? i stezeniu amoniaku 0,1 mgNHs/dm® wartos¢é MR byta wigksza od 2 dla
wspotczynnika koncentracji 1000. Przy tym samym stgzeniu zwigzkOw organicznych
i stezeniu amoniaku 1,0 mgNH,/dm® zaobserwowano wyniki dodatnie testu Amesa
w dwdch najwyzszych zat¢zeniach wody 800X i 1000x.

W wariancie wody modelowej wstepnie utlenianej i dezynfekowanej chlorem
0 zawartos$ci ogolnego wegla organicznego réwnego 6,0 mgC/dm i stezeniu amoniaku
na poziomie 0,1 mgNHs/dm® dodatnie wyniki testu Amesa uzyskano tylko
w przypadku zatezenia 800x. W badaniach ekstraktow wody zawierajacej najwicksza
ilos§¢ OWO rowna 6,0 mgC/dm® i przy stezeniu amoniaku na poziomie
0,5 mgNH3/dm?® mikrozanieczyszczenia wody dla zatgzen 800x i 1000x wywolywaty
efekt mutagenny w badaniach przeprowadzanych bez frakcji S9. Dla zawarto§ci OWO
na poziomie 6,0 mgC/dm?® i stezenia amoniaku 1,0 mgNHa/dm?®, uzyskano wyniki
dodatnie testu dla wspotczynnika koncentracji wody w granicach od 400x do 1000x.
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MR Woda modelowa badana przy uzyciu szczepu TA 100 bez frakcji mikrosomalnej $9-mix
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Rys. 4a,b. Wspétczynnik mutagenno$ci MR mikrozanieczyszczen wody modelowej dezynfekowanej
chlorem dla ogélnego wegla organicznego — OWO réwnego 6,0; 4,0; 2,0 mgC/dm? i trzech réznych
stezeh amoniaku, odpowiednio: 0,1; 0,5; 1,0 mgNHa/dm?

Ekstrakty wod modelowych zawierajacych OWO na poziomie 4,0 i 6,0 mgC/dm?® nie
wykazywaly dzialania mutagennego w testach przeprowadzanych z aktywacja
metaboliczng. Prawdopodobnie enzymy mikrosomalne frakcji S9-mix powodowaty
przeksztalcenia w strukturze zwigzkow, przez co nie wykazywaly one charakteru
mutagennego.
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4. PODSUMOWANIE

Ze wzgledu na to, iz procesom uzdatniania poddawane s3 glownie wody
powierzchniowe, chlorowanie ich prowadzi do powstawania ubocznych produktéw
dezynfekcji o potencjalnych wlasciwosciach mutagennych i kancerogennych, mimo ze
zastosowano wstgpne utlenienie wody modelowej dwutlenkiem chloru.
Przeprowadzone badania wykazaly, iz dawki normalne chloru rosty wraz ze wzrostem
zawartosci OWO i st¢zeniem amoniaku. Rosngca wraz ze wzrostem stgzenia OWO
i amoniaku dawka normalna chloru powodowata z kolei przyrost stgzenia AOX.
Stezenie poszczegdlnych kwaséw chlorooctowych (mono-, di- i tri-chlorooctowego)
rowniez wzrastato wraz ze wzrostem zawarto$ci OWO i stezeniem amoniaku.

Badania wykonane testem Salmonella z wykorzystaniem szczepu testowego TA100
| prowadzonego zaréwno w obecnosci frakcji mikrosomalnej jak i bez niej, na
acetonowych ekstraktach wody modelowej dezynfekowanej chlorem o rdznej
zawartosci OWO 1 amoniaku, pozwolily na oceng potencjalnych wlasciwosci
mutagennych mikrozanieczyszczen wody zar6wno o charakterze mutagenow
bezposrednich jak i posrednich typu podstawienia pary zasad. Wartos¢ wspoétczynnika
mutagennosci (MR), dla badanych ekstraktéw wod, zwickszala si¢ wraz ze wzrostem
zawarto$ci ogolnego wegla organicznego i stezenia amoniaku. Dla wody modelowej
0 zawartosci OWO na poziomie 4,0 i 6,0 mgC/dm3 dodatnie wyniki testow uzyskano
jedynie w badaniach przeprowadzanych bez aktywacji metabolicznej (obecnosé
mutagenéw bezposrednich). Najwigksze warto§ci MR zaobserwowano dla wody
zawierajacej najwyzsze stezenia badanych parametrow (OWO =6,0 mgC/dm?,
amoniak =1,0 mg NHs/dm?®). Testy Salmonella przeprowadzone z aktywacja
metaboliczng na tych ekstraktach daly negatywne rezultaty, co $wiadczy
0 niewystepowaniu w badanych wodach zwigzkow o charakterze promutagendw.

Z kolei woda modelowa o zawartoéci wegla organicznego na poziomie 2,0 gC/m?,
niezaleznie od st¢zenia amoniaku, nie wykazywata potencjalnych wiasciwosci
mutagennych.
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THE INFLUENCE OF PRELIMINARY OXIDATION THE CHLORINE DIOXIDE ON
MUTAGENICITY MODEL WATER

Chlorine-disinfected model water after preliminary oxidation the chlorine dioxide in 9 variants was
used in investigations. Acetone extracts from model water samples of different TOC and ammonium
content were applied in the Salmonella assay in TAL100 test strain. The higher concentration of those
parameters, the higher concentration of such chlorine derivatives as AOX and chlor(o)acetic acids in
water, and the stronger mutagenic activity of organic water pollutants observed in tests conducted without
metabolic activation. Only water that contained less TOC than 2.0 g/dm?, irrespective of the ammonia
concentration (0.1; 0.5; 1.0 g NHy/ dm®), did not show mutagenic effects in tests conducted either with or
without metabolic activation

434



