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STRESZCZENIE

W rozprawie podjeto zagadnienia zwigzane z monitoringiem mikrozanieczyszczen
organicznych obecnych w wodzie przeznaczonej do spozycia. Dokonano oceny przydatnosci
urzadzen z membrang polprzepuszczalng (SPMD), bedacych przykltadem probnikow
pasywnych, do poboru probek wody wodociggowej pochodzacych z réznych etapow
uzdatniania do analiz toksycznosci i genotoksyczno$ci zawartych w nich mikrozanieczyszczen
organicznych. W tym celu SPMD zostaly zamontowane w Zaktadzie Uzdatniania Wody
,Mokry Dwor” pod Wroctawiem. Probki pobierano przez okres jednego roku, w cyklach
miesiecznych, w czterech punktach: wejscie wody surowej, strumien wody bezposrednio przed
ozonowaniem, zbiornik wody czystej oraz u odbiorcy uzdatnionej wody. Po uptywie kazdego
miesigca SPMD byly wymieniane na nowe. Po 0czyszczeniu membran w laboratorium zwiagzki
w nich zatrzymane byty ekstrahowane heksanem, po czym odparowywane i poddawane
dalszym analizom. Przy pomocy HPLC okreslono wystepowanie i stezenie Wybranych
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych, a dzieki GC lotnych zwigzkow
organicznych oraz pestycydow chloroorganicznych. Wraz z postgpem procesu uzdatnia
st¢zenie analizowanych mikrozanieczyszczen znaczaco malato. Stwierdzono zdecydowanie
wyzsze stezenia wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych w okresie jesienno-
zimowym w stosunku do wiosenno-letniego, z kolei najwyzsze stezenie pestycydow
chloroorganicznych zaobserwowano latem. Roéwnolegle wykonano analize toksyczno$ci
mikrozanieczyszczen obecnych w probkach za pomocag testu Microtox oraz analize
genotoksycznoS$ci za pomocg testow SOS-Chromotest oraz UMU-Chromotest. Dla wiekszos$ci
probek zarowno poziom toksycznosci jak 1 genotoksycznosci malat wraz z postgpem procesu
uzdatniania wody lub pozostawat niezmieniony. Pomi¢dzy sumg stezen wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych a genotoksycznoscig probek oraz pomiedzy suma stezen
pestycydéw chloroorganicznych a toksycznos$cia wody wykazano dodatnie korelacje.
Prezentowane wyniki badan wskazuja, Zze urzadzenia z membrang potprzepuszczalng moga by¢
efektywnym narzedziem do zatgzania in-situ probek wody przeznaczonej do spozycia, w ktorej
mikrozanieczyszczenia wystepuja w bardzo niskich stgzeniach. Przygotowane w ten sposob
probki postuzyly do skutecznej oceny jakosci biologicznej probek wody przy ich bardzo mate;j
objetosci  wybranymi testami bioindykacyjnymi (Microtox, SOS-Chromotest, UMU-

Chromotest).



WYKAZ SKROTOW

2-AA — 2-aminoantracen

4-NQO — 1-tlenek 4-nitrochinoliny

ChZO - chlorowane zwiazki organiczne

Cwa— (ang. time-weighted average concentration) srednia wazona w czasie warto$¢ stezenia

DMSO — dimetylosulfotlenek

ECso — (ang. effective concentration) stezenie skutecznie wywotujace okreslong reakcj¢ u 50% badanej populacji
FMN — mononukleotyd flawinowy

FMNH:2 — zredukowany mononukleotyd flawinowy

GC-MS — (ang. gas chromatography—mass spectrometry) chromatografia gazowa ze spektrometrig mas
Hex — heksan

HPLC — (ang. high-performance liquid chromatography) wysokosprawna chromatografia cieczowa
IARC — (ang. International Agency for Research on Cancer) Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
IF — (ang. induction factor) wspotczynnik indukcji

Kow — wspotczynnik podziatu oktanol-woda

Kw — wspotczynnik podziatu trioleina-woda

LDso — (ang. lethal dose) dawka $miertelna wywotujace $mier¢ 50% badanej populacji

LZO — lotne zwiazki organiczne

MIF — (ang. maximum induction factor) maksymalny wspotczynnik indukcji

MX — 3-chloro-4-(dichlorometylo)-5-hydroksy-2(5h)-furanon

ONPG - orto-nitrofenylo-p-galaktozyd

PCB — polichlorowne bifenyle

PCDDs — polichlorowne dibenzo-p-dioksyny

PCDFs — polichlorowne dibenzofurany

PCO - pestycydy chloroorganiczne

POCIS — (ang. polar organic chemicals integrative Sampler) zintegrowany probnik polarnych zwigzkéw organicznych
PRC — (ang. performance reference compounds) wydajnosciowe zwigzki odniesienia

SPMD — ( ang. semipermeable membrane devices) urzadzenie z membrana potprzepuszczalng

TCDD - 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioksyna

THM - trihalometany

TU — (ang. toxic unit) jednostka toksyczna

TZO — trwale zanieczyszczenia organiczne

UPD — uboczne produkty dezynfekcji

WHO — (ang. World Health Organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia

WWA — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne

ZUW - zaktad uzdatniania wody



WSTEP

Woda przeznaczona na cele konsumpcyjne nie tylko musi by¢ pozbawiona szkodliwych
substancji, ale tez powinna zawiera¢ sktadniki korzystne dla zdrowia. Dlatego wymagania
w stosunku do jej jakosci niezmiennie rosng (Gromiec i in., 2014; WHO, 2011). Na jakosc¢
zdrowotng wody wodociggowej wpltywa zarowno jej czystos¢ mikrobiologiczna, jak i rodzaj
oraz ilo$¢ obecnych w niej zwigzkéw chemicznych. Wsrod chorob wywolywanych spozyciem
zanieczyszczone] wody dominujg te powodowane przez patogenne drobnoustroje, jednak
ostatnimi czasy obserwuje si¢ rosngcg ilos¢ chordéb wystepujacych na skutek dziatania
chemicznych mikrozanieczyszczen antropogenicznych, pochodzacych gidwnie z przemystu
i rolnictwa (Gromiec i in., 2014). Ze wzgledu na toksyczny i mutagenny potencjal zwigzki
te mogg stanowi¢ zagrozenie dla konsumentéw. Jednakze wplyw mikrozanieczyszczen
na zdrowie cztowieka jest trudny do jednoznacznej interpretacji, poniewaz choroby ktore
wywolujg, czesto ujawniaja si¢ dopiero po wielu latach narazenia (Cantor, 1997; Cantor, 2008,
Sciacca i in., 2009).

W celu zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego konieczne jest przeprowadzanie
proceséw uzdatniania wody przeznaczonej na cele spozywceze (Kowal i in., 2007). Niestety,
nie wszystkie szkodliwe zwigzki chemiczne udaje si¢ podczas nich usungé. Co wigcej, podczas
procesu dezynfekcji wody powstaja produkty uboczne o potencjale toksycznym
lub genotoksycznym (Alloula, 2014; Fan i in., 2014; Farré i in., 2013, Guzella i in., 2004,
Guzella i in. 2006; Jin i in., 2016; Nawrocki, 2005; Richardson, 2003, Rincoén-Bedoya i in.,
2013). W zwigzku z tym, proces dezynfekcji wody przeznaczonej do spozycia powinien by¢
doktadnie kontrolowany. Stale ulepszane metody oczyszczania wody poprzez modyfikowanie
procesow i usprawnianie uktadéw technologicznych niestety nie zapewniaja catkowitego
utrzymania stabilnos$ci chemicznej i biologicznej wody wprowadzanej do sieci wodociggowe;j
(Kowal i in., 2007). Powoduje to, ze jakos¢ wody u odbiorcy jest czesto gorsza niz jakos¢ wody
wprowadzanej do sieci wodociggowej, gdyz moze ona ulec wtérnemu zanieCzyszczeniu

w systemie dystrybucji (Rosenmai i in., 2018).

Duzym wyzwaniem jest fakt, Ze cho¢ juz nawet niewielka ilo§¢ mikrozanieczyszczen
powoduje powazne konsekwencje, to ich detekcja przy niskich stgzeniach jest niezwykle
trudna. Konieczne jest wiec dopasowanie techniki pozwalajacej na zatezenie obecnych
w probkach srodowiskowych mikrozanieczyszczen, tak aby byly wykrywalne podczas analiz

chemicznych i biologicznych. Obecnym "waskim gardlem" przy wykonywaniu testow



biologicznych sa wtasnie problemy z zat¢zeniem zwigzkdéw, ktore majg by¢ poddane analizom.
Wszystkie czynnosci zwigzane z etapem przygotowania probki w istotny sposdb moga wptynaé
na koncowy wynik analizy, dlatego dobor wlasciwej metody poboru jest niezwykle wazny.
Klasyczne metody wymagaja transportu duzych ilosci wody z miejsca poboru do laboratorium,
co stwarza problemy logistyczne. Powoduje to, iz w ostatnich latach zwickszyla
si¢ popularno$¢ probnikoéw pasywnych, w tym urzadzen zawierajacych membrang
potprzepuszczalng (ang. Semipermeable Membrane Devices- SPMDs), ktore umozliwiaja
koncentracj¢ mikrozanieczyszczen juz w miejscu poboru probek (Alvarez, 2013; Chepchir i in.,
2017; Cranor i in., 2005; Ellis i in., 2008, Esteve-Turrillas i in., 2008; Kim i in., 2014, Lu i in.,
2002, Marrucci i in, 2013; Miége i in., 2015; Vrana i in., 2005).

Wykrycie oraz identyfikacja substancji obecnych w wodzie wodociggowej w oparciu
o analize chemiczng jest kosztowna i wymaga zastosowania nowoczesnych technik
analitycznych. Ponadto, sama analiza chemiczna nie powinna by¢ podstawg do prognozowania
biologicznych skutkéw, jakie mikrozanieczyszczenia moga wywotywaé u organizmow
zywych. Stad tez istnieje konieczno$¢ zastosowania w kontroli jakosci srodowiska wodnego,
obok metod analitycznych, badan bioindykacyjnych. W badaniach tych kluczowa pozycje
zajmujg bakteryjne testy krotkoterminowe in vitro (Alexopoulos i in., 1999; Halmi i in., 2014;
Han i in., 2016; Ke i in., 2007; Kusamran i in., 2003; Lah i in., 2005; Macova i in., 2011;
Traczewska, 2002; Zegura i in., 2009).

Powstato wiele prac na temat mozliwosci zastosowania urzadzen z membrang
polprzepuszczalng w srodowisku wodnym (Moring, 1997; Paulik i in., 2016; Vrana i in., 2005;
Vrana i in., 2002; Wang i in., 2016; Wang i in., 2014; Zimmerman i in., 2000), natomiast
brakuje literatury opisujacej zastosowanie SPMD w przypadku monitoringu wody
przeznaczonej do spozycia oraz mozliwosci ich zastosowania w zaktadach uzdatniania wody.
Co wiecej, istnieje tylko kilka prac opisujacych zmiany stezenia wielopier§cieniowych
weglowodoréw aromatycznych oraz pestycydow chloroorganicznych na réznych etapach
uzdatniania wody (Gilli i in., 2005; Nowacka i in., 2013; Nowacka i in., 2014; Nowacka i in.,
2015a; Nowacka i in., 2015b; Kong i in., 2016; Rad i in, 2017; Valickova i in., 2013;).
W zwigzku z powyzszym postanowiono W tym Kierunku przeprowadzi¢ badania, ktore opisano

W niniejszej rozprawie.



1. MIKROZANIECZYSZCZENIA W SRODOWISKU WODNYM

Postepujaca industrializacja wptywa na coraz wicksza degradacje srodowiska, w tym
srodowiska wodnego, do ktérego przedostaje si¢ coraz wigcej mikrozanieczyszczen. Migracja
w $rodowisku oraz dluga zywotno$¢ powoduja, ze obecnos¢ mikrozanieczyszczen stwierdza
si¢ takze na obszarach niezagospodarowanych przez cztowiecka. Wody powierzchniowe
charakteryzuja si¢ zdecydowanie wigkszym poziomem zanieczyszczen w stosunku
do podziemnych, jednak niepokojace jest, ze problem coraz szerzej dotyka rowniez tych
drugich. Obecno$¢ mikrozanieczyszczen zakldoca rownowage biologiczng i hamuje procesy

samooczyszczania wod (Swiderska-Broz, 1993).

Mikrozanieczyszczenia moga wystepowaé w Srodowisku wodnym w iloSciach
od sladowych do znaczacych. Jednakze, nawet w niskich stezeniach nie nalezy ich lekcewazy¢,
poniewaz zdecydowana wigkszo$¢ z nich moze by¢ bezposrednio lub posrednio szkodliwa dla
organizméw zywych, a poprzez bioakumulacje w tkance tluszczowej po dlugotrwalej
ekspozycji osiggac niebezpieczne stezenia (Achour i in., 2017; Amdany i in., 2014; Guan i in.,
2017).

1.1. ZRODLA MIKROZANIECZYSZCZEN W WODZIE

Do gléwnych zrodet mikrozanieczyszczen w wodach naturalnych naleza: opady
atmosferyczne ciekte 1 state, Scieki oraz splywy obszarowe. Wody powierzchniowe
w poréwnaniu do wod podziemnych sg bardziej bezposrednio 1 w zdecydowanie wiekszym
stopniu narazone na skutki migracji mikrozanieczyszczen. Naturalng bariere przed wnikaniem
mikrozanieczyszczen do wod podziemnych stanowig gleba i warstwa wodono$na, a takze
przebiegajace w nich procesy samooczyszczania. Za te procesy nalezy uznac filtracje, sorpcje,
wymian¢ jonowa, strgcanie 1 wspoOlstragcanie, a takze naturalny rozpad i zjawiska
biochemicznego rozktadu. Wszystkie te procesy przyczyniaja si¢ do zmniejszenia st¢zenia tych
zwigzkow, a takze opOznienia szybkosci migracji, co dotyczy przede wszystkim
mikrozanieczyszczen, ktére ulegaja sorpcji. Jednakze w przypadku wysokiego poziomu
zanieczyszczen gleby 1 warstwy wodonosnej, skutki migracji beda obserwowane po znacznie

krotszym czasie.

Mikrozanieczyszczenia przedostaja si¢ do wod powierzchniowych wraz z opadami
atmosferycznymi, opadami stalymi, $ciekami oraz ze sptywami obszarowymi z powierzchni

zlewni. Stezenia mikrozanieczyszczen sa funkcja wielkoSci i1 zanieczyszczenia opadow

8



atmosferycznych, poziomu uprzemystowienia i zaludnienia zlewni, fadunku zanieczyszczen
wymytych i sptukiwanych ze zlewni oraz wprowadzonych do wod ze $ciekami. Do wod
powierzchniowych mikrozanieczyszczenia trafiaja gléwnie w postaci rozpuszczonej (tak jak
w przypadku wod podziemnych) oraz w postaci asocjatow z ciatami statymi splukanymi
ze zlewni. Zrodta i drogi przemieszczania sie mikrozanieczyszczen w $rodowisku wodnym

przedstawiono na Rysunku 1.

Produkeja
Pestycydy, wielopierscieniowe ‘
weglowodory aromatyczne, Dystrybucja
farmaceutyki etc. ‘
Uzytkowanie/Utylizacja

v v v

Gospodarstwa domowe/ Szpitale Przemyst Rolnictwo/ Hodowla zwierzat =

¢ +

Oczyszczalnia sciekow P Skiadowisko smieci l— Gleba =
A

0 ot poiomone B

Wody gruntowe

v

F W %

Zaktad uzdatniania wody

i

Rys. 1. Zrodta i drogi przemieszczania si¢ mikrozanieczyszczen w $rodowisku wodnym (Pathak i in., 2020)

Stezenia mikrozanieczyszczen w wodach powierzchniowych oraz podziemnych
sa wprost proporcjonalne do poziomu zanieczyszczen obszaru, na ktérym si¢ znajduja. Nalezy
jednak mie¢ na uwadze, ze ze wzgledu na duzg trwato$¢ w srodowisku, mikrozanieczyszczenia
moga migrowac na znaczne odleglosci, w zwigzku z czym, ich obecno$¢ stwierdza si¢ rowniez

na terenach niezagospodarowanych przez cztowieka (Swiderska-Bréz, 1993).



1.2. RODZAJE MIKROZANIECZYSZCZEN

Gléwny podziat mikrozanieczyszczen obecnych w wodzie wyrdéznia dwie grupy:
organiczne i nieorganiczne. W wodach powierzchniowych ujmowanych na cele komunalne
zidentyfikowano ponad dwa tysigce zwigzkow organicznych, do ktérych zalicza si¢ naturalne
zwiazki organiczne (stanowigce pozostatosci przemian chemicznych i biologicznych zwigzkow
obecnych w biomasie organizméw wodnych i ich metabolitow) a takze zwiazki organiczne
pochodzenia antropogenicznego, w tym substancje szczegoOlnie ucigzliwe dla srodowiska,
oporne na biodegradacje, takie jak wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA),
pestycydy chloroorganiczne (PCO), polichlorowane bifenyle (PCB), dibenzofurany (PCDFs)
i dibenzo-p-dioksyny (PCDDs) (Fawell i in. 2007; Swiderska-Broz 1993).

Do grupy mikrozanieczyszczen nieorganicznych, wystepujacych w  $rodowisku
wodnym, zalicza si¢ przede wszystkim metale cigzkie oraz przedostajace si¢ z powietrza
radionuklidy, wystepujace w popiotach lotnych emitowanych z elektrowni spalajacych wegiel

brunatny.

W przypadku wod poddawanych uzdatnianiu, stosuje si¢ dodatkowo podziat
na mikrozanieczyszczenia pierwotne (obecne w wodzie przed procesami uzdatniania, ktorych
nie udalo si¢ usung¢) oraz wtorne (powstajace jako produkty metabolizmu zwigzkow
pierwotnych lub uboczne produkty dezynfekcji). Grupa mikrozanieczyszczen wtérnych
obejmuje wiele zwigzkow chloro- i bromoorganicznych, w tym trihalometany, stanowigce

szczegblne zagrozenie.

1.2.1. Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) to grupa niebezpiecznych
zwigzkow organicznych, ktore charakteryzuja si¢ tendencja do bioakumulacji i dtugim okresem
pottrwania w $Srodowisku. Skladaja si¢ z dwoch lub wigcej skondensowanych pierscieni
aromatycznych bez podstawnikow, zwigzanych w uktadzie liniowym, skupionym lub
katowym. Wigkszo$¢ z nich wystepuje w postaci bezbarwnych, biatych lub jasnozéttych ciat
statych (Rengarajan i in., 2015). Za trzy gtéwne rodzaje zroédet WWA w Srodowisku uznaje sie:
pirogeniczne, petrogeniczne i biologiczne. Pirogeniczne WWA powstaja w wyniku niepetnego
spalania materiatow organicznych (np. wegla, drewna, oleju) w wysokiej temperaturze
i w warunkach pirolitycznych. Petrogeniczne WWA tworza si¢ w wyniku przetworstwa ropy

naftowej. Za WWA pochodzenia biologicznego uznaje si¢ te, powstate w wyniku syntezy przez
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niektore bakterie 1 rosliny lub powstate podczas rozktadu materii organicznej (Abdel-Shafy

i in., 2016).

WWA sa w wigkszosci emitowane przez przemyst petrochemiczny, cieptownie,
przetworstwo wegla, ogrzewanie domow weglem i olejami opatowymi, a takze ruch drogowy
(Uher i in., 2016). Szacuje si¢, ze w Polsce ponad 80% obecnych w powietrzu WWA pochodzi
ze spalania paliw kopalnych, ale istotng role w procesie ich powstawania odgrywaja takze
transport oraz przemyst energetyczny i produkcyjny, ze szczegélnym uwzglednieniem

produkcji asfaltu.

Cziowiek nigdy celowo nie syntetyzowat wielopierscieniowych weglowodordow
aromatycznych. Pojawiaja si¢ one w Srodowisku jako niepozadane produkty uboczne
dziatalno$ci antropogeniczne;j. Istniejg jednak rowniez celowe zastosowania WWA, chociazby
jako zwigzki posredniczace w produkcji farmaceutykow, produktow fotograficznych lub

rolniczych, materialow smarujacych i tworzyw termoutwardzalnych (Abdel-Shafy i in., 2016).

Oprécz wspomnianych, istniejg takze naturalne zrodta WWA, do ktorych nalezg pozary
lasow, wulkany, erozja skat osadowych zawierajagcych weglowodory ropopochodne,
wydobywanie gazu ziemnego, procesy rozpadu oraz procesy metaboliczne niektorych
mikroorganizmow glebowych 1 alg morskich. Jednakze poziom WWA powstajacych
w procesach naturalnych jest wielokrotnie nizszy niz zanieczyszczen generowanych w wyniku
dziatalnosci cztowieka (Abdel-Shafy i in., 2016; Sadowska 1 in., 2000). Wielopier§cieniowe
weglowodory aromatyczne wytwarzane sg rowniez podczas spalania drzew, szczegolnie
iglastych, palenia tytoniu, a takze w trakcie obrobki termicznej zywnosSci, np. podczas
wedzenia, grillowania i smazenia. Do zywnos$ci mogg przedostawac si¢ rowniez przez wode,
glebe 1 powietrze. Oznacza to, z2 WWA trafiajag do organizmu nie tylko droga oddechowa.
W Polsce $rednia dzienna dawka WWA pobierana wraz z zywnoscig wynosi 3078 ng, podczas
gdy dla krajow UE to 1729 ng (Rusin i in. 2014). Pewne grupy zawodowe sa szczegodlnie
narazone na WWA z racji wykonywanej pracy, np. hutnicy aluminium, pracownicy rafinerii
ropy naftowej, robotnicy pracujacy przy piecach koksowniczych, w odlewniach stali oraz

pracownicy zajezdni autobusowych.

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, ze wzgledu na niska rozpuszczalno$é
I wysokie powinowactwo do czastek statych, rzadko wystepuja w wodzie w wysokich
stezeniach, natomiast mogg przedosta¢ si¢ do srodowiska wodnego przez $cieki komunalne

I przemystowe, wycieki oleju lub opady atmosferyczne (mokre oraz suche osadzanie si¢ czastek
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i oparéw). Ponadto moga by¢ wyplukiwane przez wody deszczowe z nawierzchni drég
I zanieczyszczonej spalinami atmosfery (Sadowska i in., 2000). Glownym zrodiem
zanieczyszczenia WWA w wodzie wodociggowej sg rury wykonane ze smoty weglowej lub
powloki bitumiczne w komunalnych systemach doprowadzania wody, uzywane do ochrony rur

przed korozja (Sciacca i in., 2009).

Obecne w $rodowisku wodnym WWA ulegajag naturalnym procesom degradacji
w wyniku utleniania chemicznego, fotooksydacji, rozktadu z udziatem bakterii 1 grzybow oraz
transformacji biologicznej dokonywanej przez bakterie, grzyby 1 zwierzgta. Stopien degradacji

zalezy od rodzaju mikrozanieczyszczen, obecnosci utleniaczy oraz warunkow swietlnych.

Niektore wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne uznane sg za czynniki
mutagenne lub teratogenne, w zwigzku z czym stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia
organizmow zywych, w tym ludzi (Abdel-Shafy i in., 2016; Igwe i in., 2015; Rengarajan i in.,
2015; Sadowska i in., 2000; Srogi 2007; Sun i in., 2017). WWA s3 jednym z najsilniejszych
czynnikéw rakotworczych w $rodowisku. Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
(IARC- ang. International Agency for Research on Cancer) klasyfikuje poszczegblne WWA

jako:
e rakotworcze dla cztowieka (grupa 1),
e prawdopodobnie rakotworcze dla cztowieka (grupa 2A),
e mozliwie rakotworcze dla cztowieka (grupa 2B),
e niezaklasyfikowane jako rakotworcze dla cztowieka (IARC, 2010).

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) za najgrozniejsze uznata sze$é nastepujacych WWA:
benzo(a) piren (BaP), benzo(k)fluoranten (BKF), benzo(b)fluoranten (BbF), fluoranten (FI),
indeno(1,2,3-c,d)piern (IP) oraz benzo(g,h,i)perylen (BghiP). Warto zauwazy¢, ze zwigzki te
moga nabywaé wilasciwosci rakotwoérczych dopiero w wyniku aktywacji metabolicznej
w zywych organizmach. Obserwuje si¢ nowotwory skory, watroby, ptuc, nerek bedace efektem
ekspozycji na wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (Franco i in., 2003). Najbardziej
znanym sposrod WWA jest benzo(a)piren. Zwigzek ten moze przedosta¢ si¢ do organizmu
zarowno przez uktad oddechowy podczas palenia lub wdychania zanieczyszczonego powietrza

atmosferycznego, jak i przez przewod pokarmowy z jedzeniem i woda (Rengarajan i in., 2015).

W  wodzie wodociggowej najczesciej wystepujacym  wielopierscieniowym

weglowodorem aromatycznym jest fluoranten (WHO, 2011). Zgodnie z zaleceniami Swiatowej
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Organizacji Zdrowia st¢zenie Szes$ciu najgrozniejszych WWA w wodach powierzchniowych
nie powinno przekracza¢ 200 ng/L, a benzo(a)pirenu 10 ng/L. W stabo zanieczyszczonych
wodach powierzchniowych suma ich stezen powinna mieséci¢ si¢ w przedziale 50-250 ng/L,
natomiast w silnie zanieczyszczonych wodach powierzchniowych osigga wartosci 1000 ng/L.
Suma stezen WWA w niezanieczyszczonych wodach gruntowych zwykle miesci si¢ w zakresie
0-5 ng/L, natomiast w zanieczyszczonych mogg przekracza¢ 10 pg/L. Typowy zakres sumy
stezen WWA w wodzie przeznaczonej do spozycia wynosi okoto od 1 do 11 ng/L (WHO,
2011).

1.2.2. Pestycydy

Pestycydy to grupa zwigzkéw chemicznych uzywanych do niszczenia owadow
(insektycydy), chwastow (herbicydy), grzybow (fungicydy), bakterii (bakteriocydy) oraz
gryzoni (rodentycydy). Wiekszo$¢ pestycydow ma zdolno$¢ niszczenia szerokiej gamy
organizméw, ale niektore sg opracowywane przeciwko okreslonym szkodnikom lub
patogenom. Dziatanie tych zwigzkéw polega na zaktdcaniu fizjologicznej aktywnosci

organizmu docelowego, prowadzac do dysfunkcji i obnizonej witalnosci.

Wiasciwosci pestycydow, takie jak wysoka lipofilowos¢, bioakumulacja, dlugi okres
poéltrwania i potencjat transportu na dalekie odlegtosci, zwickszajg ryzyko zanieczyszczenia
powietrza, wody i gleby, nawet po wielu latach od zastosowania. Badanie przeprowadzone
przez Pimentel’a wykazato, ze tylko niewielki procent (0,3%) stosowanych pestycydow trafia
do szkodnika docelowego, podczas gdy 99,7% trafia do srodowiska (Pimentel, 1995). Wedlug
badania Swiatowej Organizacji Zdrowia 80% wszystkich pestycydow jest wykorzystywanych

przez kraje rozwijajace si¢ (Veil, 1990).

Naduzywanie lub niewltasciwe stosowanie pestycydéw wptywa niekorzystnie na stan
srodowiska. Pestycydy maja negatywny wplyw na wiele gatunkéw wodnych i ladowych,
zwlaszcza poprzez duza zdolno$¢ do akumulacji w tkance tluszczowej. Mieszkancy
ekosystemdéw wodnych, takie jak mikroorganizmy, bezkrggowce, rosliny i ryby sa szczeg6lnie
narazone na dziatanie pestycydow (Castillo i in., 2006; De Lorenzo i in., 2001; Frankart et al.,
2003; Grande i in., 1994; Liess i in., 2005).

Organochloryny to grupa zwiazkow chlorowanych szeroko stosowanych jako
pestycydy, ktére naleza do klasy szczegdlnie ucigzliwych zanieczyszczen organicznych

o wysokiej trwatosci w S$rodowisku. Insektycydy bazujace na organochlorynach byly
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z powodzeniem stosowane w zwalczaniu malarii i tyfusu, ale zostaly zakazane
w wigkszosci krajow rozwinigtych (Aktar i in., 2009). Statystyki przegladowe dotyczace
wykorzystywanie roznych pestycydow pokazuja, ze 40% wszystkich stosowanych pestycydow
nalezy do klasy chemikaliéw chloroorganicznych (Gupta, 2004). Ze wzgledu na niski koszt
i potrzebe zwalczania roéznych szkodnikoéw, insektycydy chloroorganiczne, takie jak
dichlorodifenylotrichloroetan (DDT), heksachlorocykloheksan (HCH), aldryna i dieldryna
naleza do najczgsciej stosowanych pestycydow w rozwijajacych si¢ krajach Azji (Gupta, 2004;
Lallas, 2001 ).

Podstawowymi cechami pestycydoéw chloroorganicznych sg wysoka trwatos¢, niska
polarno$¢, niska rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz wysoka rozpuszczalnos¢ w tluszczach
i rozpuszczalnikach organicznych. Pestycydy chloroorganiczne moga przedostaé sie
do $rodowiska miejscowo, w zwigzku z ich powszechnym stosowaniem oraz poprzez
zanieczyszczone odpady wyrzucane na wysypiska i zrzuty z jednostek przemystowych, ktore
syntetyzuja te zwiazki chemiczne. Jedng z podstawowych cech organochloryn jest ich trwato$¢,
definiowana jako okres pottrwania w wodzie dluzszy niz dwa miesigce lub sze$¢ miesigcy
w osadach glebowych. Pestycydy chloroorganiczne moga przylega¢ do gleby i powietrza,
zwiekszajac w ten sposob szanse na wysoka trwatos¢ w srodowisku 1 sg identyfikowane jako

czynniki chronicznego narazenia dla zwierzat i ludzi. (Jayaraj i in., 2016).

Najczesciej stosowanym pestycydem w praktyce rolniczej jest
dichlorodifenylotrichloroetan (DDT), ktory jest uznawany za umiarkowanie niebezpieczny,
charakteryzuje si¢ wysoka stabilnoscia i okresem pottrwania 2—15 lat (Augustijn-Beckers i in.,
1994). Stosowanie DDT jest obecnie zabronione przez wiele panstw, ale niestety w wielu
krajach rozwijajacych si¢ zakaz ten jest tamany poprzez nielegalne jego stosowanie. Dotyczy
to rowniez endosulfanu, insektycydu, ktory jest wysoce niebezpieczny. Jego okres pottrwania
wynosi piec¢dziesiat dni. Powszechnie wykorzystuje si¢ go przy produkcji orzechéw nerkowca

(Quijano, 2002).

Pestycydy chloroorganiczne sg grupa zanieczyszczen spotykang zar6wno w wodach
powierzchniowych jak i ptytkich wodach gruntowych (na wsiach bedacych czgstym zrédlem
wody do picia), a rzadziej glebinowych. Czas przebywania pestycydow w srodowisku wodnym
jest rozny 1 zalezy od ich trwatosci. Stwierdzono istnienie korelacji migdzy czasem
wystepowania maksymalnych st¢zen pestycyddow w wodach powierzchniowych a okresem

wzmozonych czynno$ci agrochemicznych oraz sptywu wod roztopowych, bedacych gtéwnym
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sposobem transportu w wigkszosci trudno rozpuszczalnych pestycydow. Ponadnormatywne

ilosci pestycydow musza by¢ usuwane z wody przeznaczonej na cele spozywcze.

Z wtasciwego 1 racjonalnego stosowania pestycydow ptyna bezsprzeczne korzysci,
w tym przede wszystkim zwickszenie efektownos$ci produkcji zwierzgcej 1 roslinnej. Wydaje
si¢ wiec, ze obecnie niemozliwe jest catkowite wyeliminowanie tych $rodkow ochronnych
z produkcji rolniczej. Niestety, pozostatosci pestycydow moga stanowié istotne zrodio

zanieczyszczenia czynnikow srodowiskowych, takich jak powietrze, woda i gleba.

Wsroéd drog narazenia ludzi na dziatanie pestycydow wymienia si¢: wdychanie
powietrza, spozycie zywnosci 1 wody oraz wchtanianie przez skore. Glowng drogg narazenia
na te substancje jest zywno$¢, ze wzgledu na zwielokrotnienie ich ilo$ci na kazdym kolejnym
poziomie tancucha pokarmowego. Szacuje si¢, ze ponad 90% spozycia pestycyddéw nastgpuje
z pozywienie (Gourounti i in., 2008). Poniewaz zwigzki te sa dobrze rozpuszczalne
w thluszczach, najwyzszy ich poziom stwierdza si¢ w rybach, migsie 1 nabiale. Inng droga
narazenia jest dlugotrwata 1 regularna absorpcja przez skor¢ produktow kosmetycznych
zawierajacych zwiazki chloroorganiczne. Ze wzgledu na wysoka rozpuszczalno$¢ w ttuszczach
I powolny rozktad, zwigzki chloroorganiczne ulegajg bioakumulacji w ludzkim organizmie
I mogg by¢ wykrywane w tkance ttuszczowej, kKrwi oraz mleku kobiet karmigcych. Pomiary
obcigzenia organizmu zwigzkami chloroorganicznymi i ich metabolitami sg dobrymi
wskaznikami narazenia i pomagajg w ustaleniu zwigzku miedzy narazeniem a skutkami

zdrowotnymi.

Zaobserwowano, ze u wegetarian stwierdza si¢ znacznie nizszy poziom pestycydow
w poréwnaniu z osobami spozywajacymi produkty pochodzenia zwierzecego. Ponadto
mieszkancy krajow rozwinigtych (Ameryka Polnocna i Europa Zachodnia) maja ich nizszy
poziom niz mieszkancy krajow rozwijajacych sig¢, prawdopodobnie odzwierciedlajac rdznice
w narazeniu (Gourounti i in., 2008). Na negatywne skutki dziatania pestycydow sa narazeni
przede wszystkim ludzie zawodowo zwigzani z ich produkcja, magazynowaniem oraz
dystrybucja, a takze rolnicy. Niepokojacy jest fakt, ze niektore badania wykazuja powiazanie

pomiedzy ekspozycja rodzicow na pestycydy a wystepowaniem nowotwordéw u ich dzieci.

Rosna obawy, ze zwigzki chloroorganiczne wywieraja wiele toksycznych skutkow dla
zdrowia populacji ludzi i dzikich zwierzat. Efekty toksyczne obserwowane u ludzi obejmuja
zaburzenia w ukladzie rozrodczym kobiet i mezczyzn, bezptodnos¢, powstawanie

nowotworow, toksyczno$¢ rozwojowa, neurotoksyczno$¢ i immunotoksycznos$¢. Dioksyny,
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a zwlaszcza TCDD, sg znanym czynnikiem rakotworczym dla ludzi. Wigkszo$¢ efektow, ktore
wywotuja, moze wynika¢ ze zdolnosci tych zwigzkéw do zmiany poziomu niektdrych

hormonéw, enzymdw, czynnikoéw wzrostu oraz neuroprzekaznikéw (Gourounti i in., 2008).

1.2.3. Chlorowane zwigzki organiczne

Sposrod bardzo duzej liczby chlorowanych zwigzkoéw organicznych (ChZO)
najdoktadniej zostalty zbadane polichlorowane bifenyle, ktore wystepuja w Srodowisku
na skutek dziatalno$ci gospodarczej czlowieka. Ich obecno$¢ stwierdza si¢ przede wszystkim
w wodach powierzchniowych, jednakze coraz czgsciej wykrywane sg réwniez w wodach

podziemnych (Swiderska-Broz, 1993).

Polichlorowane bifenyle sg syntetycznymi produktami chlorowania bifenylu. Do grupy
PCB zalicza si¢ 209 zwigzkéw o roznej liczbie (1-10) 1 rozmieszczeniu atomoéw chloru
w pierscieniach aromatycznych. PCB zostaly po raz pierwszy zsyntetyzowane w laboratorium
w 1881 r. Zaczgto je masowo produkowac do uzytku komercyjnego w 1929 r. Polichlorowane
bifenyle sa powszechnie stosowane w kondensatorach (np. lamp jarzeniowych),
transformatorach, wymiennikach ciepta, jako ptyny hydrauliczne, oleje smarowe,
plastyfikatory farb, klejow, kitdow oraz tworzyw sztucznych. Osoby zwigzane zawodowo
z wytwarzaniem produktow tego typu sg wiec szczegdlnie narazone na dziatanie PCB

(Gourounti i in., 2008; Sadowska i in., 2000).

PCB stanowig trwale zanieczyszczenia organiczne (TZO lub POPs, z ang. persistent
organic pollutants) ze wzgledu na ich stabilnos¢ chemiczna, lipofilowo$¢, a co za tym idzie
zdolno$¢ do bioakumulacji w $rodowisku. Z tego powodu i ze wzgledu na ich potencjalny
szkodliwy wptyw na ludzi i dzika przyrode, ich produkcja i wykorzystanie sg zakazane lub
surowo ograniczone w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie i Europie Zachodniej od p6znych lat
70 (Gourounti i in., 2008).

W $rodowisku wodnym stwierdzono obecno$¢ okoto 60 zwiazkéw z grupy
polichlorowanych bifenyli. Ze wzgledu na niskg rozpuszczalnos¢ w wodzie i tatwos¢ sorpcji
na czastkach statych, ich stezenia w wodzie s3 zazwyczaj niskie. W wodzie najczesciej
stwierdza si¢ obecno$¢ 3- i 4-chlorodifenyli, natomiast w zawiesinach, osadzie dennym oraz
organizmach wodnych najczesciej wystepuja 5-, 6- oraz 7-chlorodifenyle. Ze wzglgedu na duza
lotnos¢ oraz podatno$¢ na degradacje zwigzki zawierajace jeden lub dwa atomy chloru

wlasciwie nie wystepuja w srodowisku wodnym (Kracik i in., 2013).
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Do zanieczyszczenia srodowiska wodnego przez PCB dochodzi przede wszystkim na
skutek zrzutu S$ciekow przemystowych. Okres pottrwania polichlorowanych bifenyli
w $Srodowisku jest dlugi, poniewaz tylko w niewielkim stopniu ulegaja biodegradacji. Ich
podatno$¢ na biodegradacje maleje wraz ze wzrostem liczby atomow chloru w czasteczce.
Ponadto, ze wzgledu na hydrofobowy charakter odktadaja si¢ w tkance tluszczowe;j
organizméw zywych, co prowadzi do akumulacji tych zwigzkéw w tancuchu pokarmowym.
Narazenie cztowieka na PCB jest spowodowane ich obecnoscig w powietrzu (poprzez skore

i uktad oddechowy) a takze w pozywieniu i wodzie do picia.

Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC) zaklasyfikowata polichlorowane
bifenyle jako substancje rakotworcze, nie mniej jednak stopien ich szkodliwosci jest jednak
zréznicowany w zaleznosci od rodzaju PCB. Polichlorowane bifenyle ulegaja przemianom
w srodowisku, w zwigzku z czym, w zaleznos$ci od panujacych warunkéw, moga przeksztatci¢
sie w zwigzki mniej lub bardziej toksyczne. Ekspozycja na PCB moze skutkowa¢ zwigkszeniem
zachorowalno$ci na nowotwory trzustki, czerniaka skoéry oraz prowadzi¢ do zaburzen
hormonalnych. Zwiazki grupy polichlorowanych bifenyli wykazuja aktywno$¢
immunosupresyjng, co oznacza obnizenie odporno$ci organizmu, a w konsekwencji

zwigkszenie podatnosci na infekcje, szczegdlnie grzybicze i wirusowe (Sadowska i in., 2000).

Oproécz polichlorowanych bifenyli w wodach powierzchniowych wystepuja réwniez
inne zwigzki nalezace do chlorowanych zwigzkow organicznych (ChZO), w tym
1,4-dichlorobenzen oraz tetrachloroeten. Niektore chlorowane zwigzki organiczne cechujg si¢
duza trwato$cig oraz wysoka rozpuszczalnoscia, w zwigzku z czym moga przenika¢ do wod
podziemnych. Wsréd nich dominujg di-, tri- oraz tetrachloroeten, dichlorobenzen,

alkilobenzeny oraz izomery p-nonylofenolu.

Kolejng grupa ChZO, ktére moga wystepowaé zarowno w wodach powierzchniowych
jak i podziemnych sa trihalogenometany (trihalometany, THM-y) ,,pierwotne”. Ich Zrodtem
moga by¢ m.in. $cieki poddawane chlorowaniu. Ich st¢zenia sa zwykle odwrotnie
proporcjonalne do natgzenia przeptywu wody. Najwyzsze stezenia THM-O6w stwierdza si¢
zwykle w wodach rzek przeptywajacych przez wysoko uprzemystowione obszary (Swiderska-

Bréz, 1993).

17



1.2.4. Uboczne produkty dezynfekcji wody

Podczas uzdatniania wody przeznaczonej na cele konsumpcyjne niezbedne jest
zastosowanie dezynfekcji w celu wyeliminowania zagrozenia mikrobiologicznego.
Dezynfekcja wody metodami chemicznymi polega na dawkowaniu do niej silnych utleniaczy,
dlatego tez podczas dezynfekcji wod zawierajacych zwiazki organiczne i nieorganiczne
rownolegle do tego procesu przebiegaja procesy przemiany zwigzkow organicznych
I nieorganicznych. Niestety, stosowane $srodki dezynfekujace (najczesciej chlor, ditlenek chloru
lub ozon) mogg reagowac z obecnymi w wodzie zwigzkami chemicznymi, co moze prowadzi¢
do powstania wielu innych niebezpiecznych substancji, okreslanych jako uboczne produkty
dezynfekcji (UPD).

Ze wzgledu na wysoka skutecznos$¢ 1 niski koszt najbardziej rozpowszechniong metoda
dezynfekcji wody jest chlorowanie za pomocg chloru gazowego. Najlepiej poznang grupg
ubocznych produktow chlorowania sg trihalometany (THM). Przy ich tworzeniu powstaje
szereg innych zwiazkow chloroorganicznych (np. chlorofenole), co wplywa znaczaco
na pogorszenie wtasciwosci organoleptycznych wody. Proces ich tworzenia trwa do momentu
wyczerpania jednego ze sktadnikéw reakcji: chloru lub substancji organicznej. Im gorsza jest
jakos¢ wody poddawanej dezynfekcji chlorem, tym wigcej moze powstawaé szkodliwych

trihalometanow (Nawrocki 2005; Zbiec i in., 1999).

W procesie dezynfekcji zamiast chloru gazowego coraz czesciej stosuje si¢ ditlenek
chloru. Pozwala on wyeliminowaé¢ tworzenie si¢ szkodliwych trihalometanéw. Wada

stosowania dwutlenku chloru jest ryzyko powstawania chloranéw i chlorynow.

Alternatywa lub uzupehlieniem dezynfekcji wody z wykorzystaniem chloru i jego
zwigzkow jest zastosowanie ozonu. Ozon jako czynnik dezynfekujacy stosuje si¢ wowczas, gdy
zawodzi chlorowanie z powodu tworzenia chlorowych pochodnych zwigzkéw organicznych
lub zwigzkow nadajacych wodzie smak i zapach. Ozonowanie wyraZnie poprawia wlasciwosci
organoleptyczne spozywanej wody. Ozon utlenia obecne w wodzie mikrozanieczyszczenia,
zard6wno nieorganiczne jak i organiczne. Proces ozonowania wod jest przyczyna utleniania
jednego z naturalnych ich sktadnikow, tj. bromkoéw, w wyniku czego powstaja bromiany.
Na podstawie badan toksykologicznych zostaly one zakwalifikowane do potencjalnych
kancerogenow, czyli do zwigzkow zwiekszajacych ryzyko zachorowania na nowotwory
(Nawrocki 2005; Zbie¢ i in., 1999). Znaczaca wada ozonu, jako dezynfektanta jest jego mata

trwalos¢, w zwigzku z czym ozonowana woda pozostaje aseptyczna jedynie przez krotki czas.
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Uboczne produkty dezynfekcji wody moga charakteryzowaé sie¢ wilasciwosciami
toksycznymi, mutagennymi oraz kancerogennymi (McGregor 1987; Kenneth 210; Zbe¢ i in.,
1999). Przy stosowaniu chloru czasteczkowego lub zwigzkow chloru powstajg substancje
chloroorganiczne o witasciwosciach genotoksycznych (Koivusalo 1998). Do zwigzkow
uznawanych za mutagenne zalicza si¢ m.in.: 3-chloro-4(dichlorometylo)-5-hydroksy-2(5H)-
furanon (MX), bromoetan, dibromoetan, bromochloroacetonitryl, dichloroacetonitryl,
1-bromobutan, bromochlorometan, bromodichlorometan, 1,2,-dichloroetan, bromoform.
Z kolei ozon, powoduje utlenienie zlozonych zwigzkéw organicznych i powstawanie nowych

szkodliwych substancji.

Konieczne sg dalsze badania w celu okreslenia efektow dziatania ubocznych produktow
dezynfekcji wody. Jednakze niezaleznie od tego powinno si¢ dgzy¢ do zmniejszania ich
stezenia w wodzie. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze podejmowane dziatania nie powinny

zmniejsza¢ skutecznosci dezynfekcji wody.

1.3. USUWANIE MIKROZANIECZYSZCZEN Z WODY

Jednym ze sposobdw przenoszenia szkodliwych mikrozanieczyszczen do organizmu
cztowieka jest ich zaggszczanie w tancuchu pokarmowym. Ponadto méwigc o catkowitej ilosci
mikrozanieczyszczen wchtanianych przez cztowieka drogg pokarmowa nalezy uwzglednic
réwniez ilosci spozywane wraz z wodg. W celu zminimalizowania zagrozen dla zdrowia
cztowieka, niezbedne jest, aby w maksymalnym stopniu usuwaé¢ mikrozanieczyszczenia

z wody przeznaczonej do spozycia.

Mikrozanieczyszczenia wystepujace w wodzie uzdatnionej mozna podzieli¢ na dwie
grupy: pierwotne oraz wtorne. Te, ktore byly obecne w wodzie jeszcze przed procesami
uzdatniania, a ktorych nie udato si¢ usung¢ w ich trakcie, okreslane sg jako zanieczyszczenia
pierwotne, natomiast te powstajace jako produkty metabolizmu zwigzkéw pierwotnych lub
uboczne produkty dezynfekcji okre§lane sa mianem mikrozanieczyszczen wtornych. Nalezy
podkresli¢, ze zardbwno jedne jak i drugie nie pozostaja bez wptywu na zdrowie konsumenta

wody.

W zrodtach wody przeznaczonej na cele komunalne, st¢zenia mikrozanieczyszczen
podlegaja roznym wahaniom. W przypadku, gdy sa one wyzsze niz dopuszczalne, zachodzi
konieczno$¢ usuwania ich w procesach uzdatniania. Niestety, mikrozanieczyszczenia czgsto

sa mato podatne na usuwanie podczas konwencjonalnych proceséw uzdatniania wody,
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w zwigzku z czym ich obecnos¢ w wodach powierzchniowych znaczaco komplikuje uktad
technologiczny uzdatniania wody, a czasami wrecz wyklucza korzystanie z tych zasobow.
Ponadto niektore zanieczyszczenia organiczne, jak na przyktad kwasy humusowe, oprocz tego,
ze komplikujg procesy uzdatniania wody, s3 prekursorami toksycznych substancji

powstajacych podczas chlorowania (Kowal i in. , 2007; Swiderska-Bréz, 1993).

Wiasciwosci, a takze stezenia mikrozanieczyszczen powoduja, ze usuwanie ich z wody
jest zwykle problematyczne i wymaga zastosowania ztozonych uktadow technologicznych.
Dobér poszczegdlnych procesow jednostkowych, a takze ich kolejnos¢ w uktadach uzdatniania
wody, zalezy glownie od rodzaju usuwanych zwigzkow. W wodzie surowe] wiekszos¢
mikrozanieczyszczen wystepuje w postaci asocjatow z zawiesinami, co implikuje koniecznos¢
catkowitej eliminacji zawiesin z uzdatnianej wody. W tym celu stosuje si¢ nastepujace procesy:
sedymentacja, koagulacja oraz filtracja. Duzo wiekszym wyzwaniem jest jednak usuwanie
mikrozanieczyszczen rozpuszczonych w wodzie, poniewaz tradycyjnie stosowane procesy
jednostkowe moga okaza¢ si¢ niewystarczajace. Jedng ze skutecznych metod eliminacji
zanieczyszczen nieorganicznych jest ich stracanie lub wspoélstracanie, a nastepnie usuwanie
wytrgconego osadu. Dobrym sposobem moze by¢ takze koagulacja. W celu usuwania metali
ciezkich oraz radionuklidow stosuje si¢ wymiang jonow3a, jednakze zastosowanie tej techniki
skutkuje usuwaniem jonéw niezbednych do wtasciwego funkcjonowania organizmu ludzkiego.
Do procesow zmniejszajacych zawartos¢ zarowno mikrozanieczyszczen nieorganicznych jak
1 organicznych nalezy zaliczy¢: sorpcje na weglu aktywnym, infiltracje a takze procesy
membranowe. Metoda, ktora pozwala na niszczenie domieszek organicznych, jest utlenianie

chemiczne (Swiderska-Broz, 1993).

Duza réznorodno$¢ mikrozanieczyszczen organicznych, ich zrdéznicowana trwalo$¢
i podatno$¢ na usuwanie sprawiaja, ze eliminacja tych zwiazkow w procesie uzdatniania wody
jest szczegdlnie ucigzliwa. Ponadto produkty posrednie, ktore powstajg na skutek niepetnego
utleniania tych mikrozanieczyszczen, moga by¢ nawet bardziej niebezpieczne niz zwiazki
wyjsciowe. W uktadach technologicznych powinno si¢ wigc stosowaé przede wszystkim
techniki pozwalajace na usuwanie mikrozanieczyszczen, a dopiero w ostatecznosci procesy ich
niszczenia, w tym utlenianie chemiczne. W procesie uzdatniania wody niezwykle wazna jest
takze kolejnos¢ poszczegdlnych proceséw jednostkowych, w zwigzku czym utlenianie
chemiczne, jesli juz jest konieczne, powinno by¢ stosowane po procesach usuwania

zanieczyszczen organicznych, natomiast przed sorpcja na weglu aktywnym. Pozwala
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to na usunigcie powstalych posrednich produktéw utlenienia oraz chlorowanych zwigzkow

organicznych.

Konwencjonalne uktady technologiczne do uzdatniania wody czesto okazuja sie
niewystarczajagce do osiagni¢cia zadawalajagcego poziomu eliminacji mikrozanieczyszczen,
poniewaz zwigzki te charakteryzujg si¢ zréznicowang podatno$cia na usuwanie. W zwigzku
z tym, standardowe procesy uzdatniania wody uzupelnia si¢ o dodatkowe, zwykle selektywne

procesy jednostkowe, ukierunkowane na konkretny typ zanieczyszczen (Kowal i in., 2007).

1.3.1. Usuwanie WWA

Stopien usuwania wielopierscienionych weglowodoréw aromatycznych w tradycyjnie
stosowanych systemach uzdatniania wody jest zréznicowany i zalezy od ich rodzaju i st¢zenia,
a takze od wykorzystywanych procesow jednostkowych. Najtatwiejsze do usunigcia

sg te frakcje WWA, ktore sorbuja si¢ na zawiesinach, poniewaz sg usuwane wraz z nimi.

Procesem, ktory pozawala na obnizenie zawartoSci WWW jest filtracja powolna,
podczas ktorej nastepuje biologiczna degradacja mikrozanieczyszczen. Filtracja powolna jest
procesem bezreagentowym, charakteryzujacym si¢ do$¢ duza skuteczno$cig. Pozwala
na zmniejszenie zawarto$ci rowniez innych mikrozanieczyszczen. Do bezreagentowych
procesoOw usuwania WWA nalezy zaliczy¢ rowniez infiltracje, ktérej efektywnos¢ zalezy
od stezenia tych mikrozanieczyszczen w wodzie poddawanej infiltracji, sposobu infiltracji,
a takze czasu pasazu wody w gruncie oraz jego zdolnos$ci oczyszczajacych. Znacznag
komplikacjg przy usuwaniu wielopierscienionych weglowodoréw aromatycznych jest
zmienno$¢ ich stezen w wodach powierzchniowych na skutek zmieniajacych si¢ warunkéw
atmosferycznych w cyklu rocznym. Rzutuje to na uzyskiwang efektywno$¢ obnizania

zawartoS$ci tych mikrozanieczyszczen.

Skutecznymi metodami usuwania WWA sg rdwniez sorpcja na weglu aktywnym oraz
utlenianie ozonem lub ditlenkiem chloru. Préby usunigcia benzo(a)pirenu za pomoca chloru
wykazaly, ze mozna byto osiggna¢ wysoka redukcje zawartosci tego WWA, ale po bardzo
dhugim czasie utleniania (Swiderska-Broz, 1993). Ozon jest znacznie skuteczniejszym

utleniaczem (Butkovi¢ i in., 1983).

Poniewaz istnieja jednak przypuszczenia, ze produkty utleniania wielopierscienionych
weglowodoréw aromatycznych moga tatwo reagowac z chlorem i by¢ toksyczne, zaleca sie,

aby po utlenieniu przeprowadza¢ sorpcje na weglu aktywnym. Z uwagi na fakt, ze WWA
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w $rodowisku wodnym sa w duzej mierze adsorbowane na naturalnych zawiesinach
I biosorbentach, sorpcja na weglu aktywnym, procesy membranowe i utlenianie chemiczne
powinny by¢ poprzedzone odpowiednio przeprowadzonym: koagulacja, sedymentacja
i filtracja (Kowal i in. , 2007; Swiderska-Broz, 1993). Procesy te zapewniaja usuniecie z wody

znacznych ilosci WWA razem z ich no$nikami.

1.3.2. Usuwanie pestycydow

Pestycydy sa grupa zwigzkow, ktéra jest do$¢ skutecznie sorbowana przez glebe,
jednakze sezonowo, wraz ze sptywami powierzchniowymi, trafiaja one do wod
powierzchniowych, a czasem nawet przenikajg do wod podziemnych. Infiltracja w stawach
infiltracyjnych przyczynia si¢ do znacznego obnizenia stezen tych mikrozanieczyszczen.
Dzieje sie to za sprawg sorpcji, ktora zachodzi w osadzie dennym oraz w zakolmatowanym
dnie stawu infiltracyjnego. Infiltracja jest szczegdlnie skuteczna w przypadku usuwania
dichlorodifenylotrichloroetanu (DDT). Stopien usuwania pestycydow poprzez infiltracje moze
by¢ niewystarczajacy w przypadku, gdy ujmowana woda powierzchniowa lub gleba beda

ZNnaczgco zanieczyszczone tymi zwigzkami.

Bardzo skuteczng metodg usuwania pestycydow z wody jest sorpcja na weglu
aktywnym. Efektywnos¢ sorpcji pestycydow moga jednak zmniejsza¢ wystepujace w wodzie
kwasy humusowe, ktore dziataja jako konkurencyjne sorbaty, a ponadto moga tworzyc

z usuwanymi mikrozanieczyszczeniami hydrofilowe, trudnosorbowalne zwigzki kompleksowe.

Koagulacja jest procesem, ktory pozwala na uzyskanie wysokiego stopnia usuwania
pestycydow hydrofobowych, jednakze jest nieskuteczna w przypadku zwigzkow
hydrofilowych. Skuteczno$¢ usuwania pestycydow mozna zwigkszy¢ stosujac bardzo duze
dawki koagulantow. Koagulacja jest znacznie bardziej efektywna w przypadku pestycydow

karbaminianowych i chloroorganicznych niz fosforoorganicznych (Swiderska-Broz, 1993).

Kolejnym procesem, branym pod uwage w przypadku konieczno$ci usuwania
pestycyddéw, jest utlenianie chemiczne. Dla wigkszo$¢ pestycydow skuteczno$¢ procesu
zwigksza si¢ wraz ze wzrostem dawki utleniacza i czasu kontaktu. W wodach przeznaczonych
do oczyszczania mamy zwykle do czynienia z mieszaning pestycydow z roznych grup,
w zwigzku z czym wybor odpowiedniego utleniacza, ktory zapewni bezpieczny rozktad tych
zwigzkow, jest skomplikowany. Kolejnym utrudnieniem jest konieczno$¢ zapewnienia

odpowiednio dlugiego czasu kontaktu wody ze zwigzkiem utleniajagcym, co w standardowych
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uktadach technologicznych, ktérymi dysponuja zaklady uzdatniania wody jest prawie
niemozliwe. Co wigcej, stosowanie duzych dawek utleniaczy skutkuje ryzykiem powstawania
toksycznych produktow ubocznych. W zwiagzku z tym, proces utleniania chemicznego nie jest

zalecany do usuwania pestycydow.

Usunigcie niektorych pestycydow jest mozliwe przy zastosowaniu wymiany jonowej,
zwykle na zywicach syntetycznych. Duzg skuteczno$¢ usuwania pestycydow mozna uzyskac
stosujgc procesy membranowe. Wpltyw na sprawnos¢ procesu ma przede wszystkim $rednica

oraz masa czasteczkowa usuwanych pestycydow oraz rodzaj stosowanych membran.

Niezaleznie od metody, ktora zostanie wybrana w celu eliminacji pestycydow z wody
przeznaczonej do spozycia, bezsprzeczna jest koniecznos¢ wilaczenia do uktadow uzdatniana

procesu sorpcji na weglu aktywnym (Kowal i in. , 2007; Swiderska-Broz, 1993).

1.3.3. Usuwanie chlorowanych zwigzkow organicznych

Chlorowane zwigzki  organiczne, W tym bifenyle, jako ,pierwotne”
mikrozanieczyszczeniach wystepujag w wodzie zwykle w niskich stezeniach, nie mniej jednak
ich usuwanie w procesie uzdatniania jest bardzo ktopotliwe. W zwigzku z tym, w uktadach
technologicznych uzdatniania wody, ktora jest zanieczyszczona ChZO, niezbedne jest wlgcznie
dodatkowych procesoOw. Rodzaj procesu oraz jego efektywnos$¢ zalezg przede wszystkim

od wilasciwosci usuwanych chlorowanych zwigzkéw organicznych.

Procesem, ktory zapewnia dos¢ duza skuteczno$¢ usuwania domieszek lotnych jest
intensywne napowietrzanie wody, poprzedzone utlenianiem chemicznym, co zwigksza
efektywnos$¢ usuwania ChZO. W tym procesie najczesciej wykorzystywanym utleniaczem jest
ozon, ktory stosuje si¢ w srodowisku alkalicznym lub razem z nadtlenkiem wodoru, badz
promieniami UV. Czgsto stosuje si¢ takze nadtlenek wodoru dodawany do wody poddanej

dziataniu promieni UV (Kowal i in., 2007).

Procesem wspierajacym usuwanie z wody potlotnych i nielotnych ChZO jest infiltracja
w stawach infiltracyjnych, poprzedzajaca dtugotrwaty pasaz wody w gruncie, co umozliwia
sorpcje¢ tych mikrozanieczyszczeh. W przypadku niewystarczajacej skutecznosci infiltracji,
w celu pozbycia si¢ nielotnych ChZO do procesu uzdatniania nalezy wiaczy¢ sorpcje na weglu
aktywnym oraz utlenianie. Efektywnos¢ tych proceséw zalezy jednak od rodzaju usuwanych
zanieczyszczen oraz dawek sorbentu i utleniacza. Stopien usuwania polichlorowanych bifenyli

zwigksza si¢ rowniez w procesach koagulacji, sedymentacji oraz filtracji przez ztoze piaskowe.
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Podobnie jak w przypadku pestycydow, duza efektywno$¢ usuwania ChZO mozna
osiggng¢ w procesach membranowych. Pozwalaja one na usunig¢cie zaro6wno ChZO
,pierwotnych” jak i ,,wtornych”. Zastosowanie membran wykorzystywanych w procesie
odwréconej osmozy zapewnia ponad 95% skutecznosci usuwania chlorowanych zwigzkoéw
organicznych. ChZO, pojawiajace si¢ na skutek prowadzonych proceséw uzdatniania (wtérne),
usuwane sg takze w procesie sorpcji oraz intensywnego utleniania. Nie mniej jednak produkty
chlorowania zwigzkéw organicznych zdecydowanie trudniej usung¢ niz ich prekursory.
Dlatego tez zaktady uzdatniania wody powinny dazy¢ do catkowitego usunigcia prekursoréw
ChZO z wody przed procesem chlorowania. W przypadku konieczno$ci przeprowadzenia
wstepnego utleniania powinno si¢ zastosowac utleniacz inny niz chlor, np. ditlenek chloru lub

ozon (Kowal i in. , 2007; Swiderska-Broz, 1993).
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2. METODY OCENY TOKSYCZNOSCI I GENOTOKSYCZNOSCI

W $rodowisku wodnym znajduje si¢ wiele czynnikdw o potencjalnym dziataniu
toksycznym lub genotoksycznym, w tym mutagennym oraz kancerogennym. Detekcja oraz
identyfikacja substancji obecnych w wodzie, szczegolnie wodociggowej, w oparciu o analize
chemiczng jest kosztowna i wymaga zastosowania nowoczesnych technik analitycznych. Sama
analiza chemiczna nie powinna by¢ podstawa do prognozowania biologicznych skutkéw jakie
moga wywota¢ mikrozanieczyszczenia, na organizmy zywe. Stad tez istnieje konieczno$¢
zastosowania w kontroli jakosci Srodowiska wodnego, obok metod analitycznych, badan
bioindykacyjnych. Niezwykle przydatnym narzedziem jest analiza epidemiologiczna, ktora
daje mozliwos¢ poréwnania zachorowalnosci oraz umieralnosci na r6zne choroby, szczegolnie
nowotwory ztosliwe, w populacji ludzi zyjacych w zblizonych warunkach. Niewatpliwg wada
takiej analizy jest jednak bardzo dtugi czas, potrzebny na uzyskanie miarodajnych rezultatow.
Zwykle wynosi on nawet 20-30 lat. Ponadto, powodzenie tej metody moze zalezeé
od odpowiedniego doboru grupy kontrolnej, ktéra musi by¢ odpowiednio liczna oraz powinna
wystrzegac si¢ czynnikdéw potencjalnie zaktocajacych wyniki, w tym palenia papierosoOw oraz
korzystania z innych uzywek, a takze rdéznic w diecie pokarmowej. Analiza epidemiologiczna
powinna by¢ wiec uzupetniona krotkoterminowymi testami toksycznosci i genotoksycznosci,
a takze dlugoterminowymi testami na zwierze¢tach doswiadczalnych. Nie mniej jednak
mozliwosci wykorzystywania w tym celu zwierzat sg ograniczone. Po pierwsze, moze budzi¢
to watpliwos$ci natury etycznej, a ponadto ogromna liczba nowych substancji wprowadzonych
do $rodowiska cztowieka zdecydowanie utrudnia caty proces. W zwiazku z tym, kluczowa
pozycje wsrdd badan bioindykacyjnych zajmujg testy krétkoterminowe, ktore umozliwiajg
detekcje potencjalnych kancerogenow, a takze wstepng oceng ich szkodliwosci przy

zastosowaniu prostych organizmow testowych.

Testy krotkoterminowe sg stosunkowo niedrogie 1 do$¢ proste do przeprowadzenia.
Ich najwigksza zaleta jest krotki czas potrzebny do wykonania do$wiadczenia, a takze

mozliwo$¢ szybkiej estymacji wynikow.
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2.1. OCENA TOKSYCZNOSCI

Celem badania toksycznosci jest uzyskanie informacji o wlasciwosciach toksycznych
substancji, tak aby mozna bylo odpowiednio oceni¢ zagrozenia jakie stwarza dla zdrowia
i srodowiska. Zapotrzebowanie na informacje o toksycznosci w celu zapewnienia racjonalnej
podstawy regulacji czynnikow srodowiskowych stale wzrasta. Jednocze$nie pojawia si¢ coraz
wigcej technologii I metody testowania. Testy toksycznosci moga pomoc w ustaleniu, czy
stezenia zanieczyszczen w danym S$rodowisku sg wystarczajaco wysokie, aby wywolaé
niekorzystne skutki dla organizméw oraz pozwala na oceng ich wplywu na przezycie, wzrost,

reprodukcje, zachowanie 1/lub inne cechy tych organizmow.

W s$rodowisku organizmy sg narazone na dzialanie roznorodnych mikrozanieczyszczen
rownoczesnie. W testach prowadzonych nad mieszaninami zwigzkoéw zaktada si¢ z reguty ich
dzialanie addytywne 1 przyjmuje si¢, ze toksyczno$¢ mieszaniny zwigzkoéw powinna byc¢
przyblizona do sumy toksycznosci jej sktadnikéw. W rzeczywistosci czesto wystepuje zjawisko
interakcji, czyli wzajemnego oddzialywania zwigzkéw chemicznych (dzialanie skojarzone),
ktorego wynikiem jest modyfikacja dziatania zwigzkow aktywnych, na ktére narazony jest
organizm. Dzialanie skojarzone moze mie¢ charakter synergizmu, czyli wspoétdziatania
czynnikéw, ktorego efekt jest wigkszy niz suma efektow dzialania czynnikdéw pojedynczych.
Przeciwstawne dzialanie dwoch lub kilku zwiazkow chemicznych ostabiajacych lub

znoszgcych efekt toksyczny okresla si¢ mianem antagonizmu (Traczewska, 2011).

Szybkie testy toksycznosci opracowano do oceny szkodliwego wptywu substancji
chemicznej w roznych stezeniach na wybrane organizmy w jak najkrotszym czasie.
Toksycznosc¢ ostra jest definiowana jako widoczne, szkodliwe skutki wywolane w organizmie
przez dang substancj¢ w trakcie ekspozycji. Zazwyczaj szybkie testy toksycznosci polegaja
na okresleniu liczby osobnikéw, u ktorych stwierdza si¢ reakcje¢ na dzialanie danej substancji
chemicznej. Ma tu zastosowanie parametr LDso (ang. lethal dose) jako do$wiadczalnie
oszacowana dawka wywotujaca $Smier¢ 50% osobnikéw badanej populacji oraz LC50 (ang.
lethal concentartion) do okreSlenia st¢zenia (np. w powietrzu, wodzie, czy glebie)
powodujacego analogiczny efekt. Testy te mozna réwniez stosowaé do okreslenia stgzenia
wywotujacego efekty inne niz $mieré¢ osobnikow, definiowanego jako ECso (ang. effective
concentration), czyli stgzenie skutecznie wywotujace okreslong reakcje fizjologiczng u 50%

badanej populaciji.
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Testy toksycznosci ostrej umozliwiaja uzyskanie informacji dotyczacych
oddziatywania na organizmy zwigzkow chemicznych, mieszanin substancji, S$ciekow,

odciekow i wod przeznaczonych do spozycia przez ludzi (Traczewska, 2011).

W celu okreslenia toksyczno$ci zanieczyszczen wody, w tym wody przeznaczonej
do spozycia, bardzo popularne sa przesiewowe testy z wykorzystaniem mikroorganizmow.
W testach tych stosowane sg rdézne gatunki bakterii, a toksyczno$¢ badanych substancji ocenia
si¢ np. na podstawie pomiaru bioluminescencji (Aliivibrio fischeri- znany wcze$niej pod nazwa

Vibrio fischerii) lub inhibicji wzrostu (Pseudomonas putida).

2.1.1. Microtox

Microtox jest testem pozwalajgcym okresli¢ toksyczno$¢ ostrg. Jako organizm testowy
wykorzystywany jest szczep Aliivibrio fischeri (znany wczesniej jako Vibrio fischerii),
nalezacy do grupy bakterii luminescencyjnych. W systemie transportu elektronéw u tych
bakterii lucyferaza katalizuje utlenienie mononukleotydu flawinowego. Efektem jest
luminescencja $wietlna tychze bakterii mierzona fotometrycznie. W warunkach normalnych
komorki bakterii zuzywaja 20% energii na §wiecenie, a w obecno$ci zwigzkow wysoce

szkodliwych dla mikroorganizméw ich luminescencja zanika.

Podstawg bioluminescencji, czyli wytwarzania §wiatta przez zywe organizmy, jest
reakcja utleniania zwigzku zwanego lucyferyng przez enzym- lucyferaze. Reakcja przebiega

nastepujaco:

FMNH2 + RCHO + 02 — FMN + RCOOH + H20 + hv (490nm).

Lucyferaza taczac si¢ z kofaktorem FMNH», przy pomocy tlenu, przeksztatca aldehyd
w kwas thuszczowy, a sama ulega wzbudzeniu przechodzac na poziom wyzszy energetycznie.
W wyniku utleniania powstaje czgsteczka w stanie wzbudzonym, oksylucyferyna, ktorej
przejscie do stanu podstawowego wigze si¢ z emisjg Swiatta (Swiatlo o dtugosci fali 490 nm,
zielono-niebieskie). Kofaktor zostaje utleniony do FMN. Istnieje hipoteza, ze enzymatyczny
proces prowadzacy do produkcji kwantéw S$wiatta mogl ewoluowac¢ jako mechanizm
detoksykacji reaktywnych form tlenu. Bakterie wykazujace bioluminescencj¢ posiadajg zestaw
genow nazwany operonem Lux. Bioluminescencja bakterii Aliivibrio fischeri, jest $cisle

zwigzana z gestoscig ich populacji. Komorki bakterii emitujg §wiatto w wyniku syntezy biatek
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kompleksu lucyferazy, kodowanych przez pig¢ genow strukturalnych luxCDABE, ktore
sg cze$cig operonu luxICDABE. Gen kodujacy biatko regulatorowe LuxR jest transkrybowany
w odwrotnym kierunku niz przylegajace do niego geny operonu luxICDABE. Ekspresja genu
kodujacego biatkowy kompleks lucyferazy jest kontrolowana przez dwa bialtka regulatorowe
LuxI i LuxR. Pierwsze z nich jest syntaza odpowiedzialng za syntezg autoinduktora acyl-HSL,
drugie za$ rozpoznaje czasteczke sygnatowa w wyniku czego nastepuje potaczenie LuxR
z HSL. Powstaly kompleks LuxR/HSL ma réwniez zdolno$¢ laczenia si¢ z genem luxR.
Powoduje to powstanie systemu kontroli negatywnej, ktory w warunkach silnej indukcji moze

hamowac¢ nadmierng biosynteze¢ biatek z operonu luxICDABE (Wegrzyn i in., 2002).

Bakterie luminescencyjne emitujg swiatto, gdy znajdujg si¢ w optymalnym dla siebie
srodowisku. Jezeli szkodliwe substancje sa obecne, luminescencja si¢ zmniejsza. Im wyzszy
jest stopien toksycznosci, tym mniejsza jest ilo$¢ $wiatla emitowanego przez bakterie. Bakterie
te sg najbardziej] rozpowszechnionymi organizmami emitujagcymi $wiattlo w obszarach
morskich, a takze w srodowiskach stodkowodnych 1 ladowych. Organizmy te nalezg do bakterii
Gram-ujemnych, zakwalifikowanych jako beztlenowce fakultatywne. Najczesciej stosowane

gatunki to Aliivibrio fischeri i Vibrio harveyi (Girotti i in., 2008).

Obecnie Microtox jest najczesciej stosowanym, a jednoczesnie najlepiej poznanym
dostepnym na rynku biotestem wykorzystujagcym bakterie bioluminescencyjne jako element
aktywny. Stanowi on uzyteczne narzedzie wykorzystywane do oceny stopnia zanieczyszczenia
wadd, osadow dennych i gleb. Laczy w sobie zalety technik bioindykacyjnych z precyzja analizy
instrumentalnej, przez co znalazl wiele zastosowan. Jako przykltady mozna wymienié:
monitorowanie stanu wod podziemnych, badanie odciekéw ze skladowisk, oznaczanie
toksycznosci gleby i osadéw, monitorowanie przebiegu procesOw oczyszczania $ciekow
miejskich 1 przemystowych, wstepne oznaczanie toksyczno$ci $ciekow dostarczanych
do oczyszczalni, monitorowanie przebiegu procesu uzdatniania wody do celow spozywczych,

a takze kontrolg $ciekéw na poszczegdlnych etapach oczyszczania.

Bakterie Aliivibrio fischeri sg dostgpne handlowo w formie liofilizowanej. Po hydratacji
posiadajg lekko uszkodzong S$ciang komorkows, przez co tatwiej wchtaniajg substancje
toksyczne. Ich wrazliwo§¢ na zwiazki organiczne jest kilkakrotnie wigeksza niz bakterii

pochodzacych ze $wiezej hodowli.
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2.2. OCENA GENOTOKSYCZNOSCI

Oceny genotoksycznosci dokonuje si¢ przede wszystkim na podstawie obecnosci
mutacji genowych, aberracji chromosomowych, uszkodzen lub zaburzen naprawy DNA,
a takze powstawania adduktow pod wplywem dzialania badanego zwiazku. Jezeli analizowany
zwigzek tworzy trwate wigzania z DNA, uznaje si¢ go za czynnik mutagenny, zagrazajacy

organizmom zywym. Przyklady testow w zaleznosci od efektu, ktory wykrywaja

przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Podziat krotkoterminowych testow genotoksycznosci w zaleznosci od wykrywanego efektu

Salmonella typhimurium

e Test recesywnej letalnosci
na muszkach Drosophilia
melanogaster

na erytrocytach ssakow

Test wykrywajacy aberracje
liczbowe w organizmach
eukariotycznych (Drosophilia
lub komorki somatyczne

Testy wykrywajace mutacje Testy wykrywajace aberracje Testy wykrywajace uszkodzenia
genowe chromosomowe lub zaburzenia naprawy DNA
e Test Amesa na bakteriach e Test mikrojadrowy e Test na nieplanowang synteze

DNA (np. w pierwotnej

hodowli hepatocytow szczura)

e Test wymian chromatyd
siostrzanych w komorkach
somatycznych in vitro i in vivo

ssakow)

o Test wykrywajacy aberracje
strukturalne w komorkach
nabtonkowych zarodkéw
i ptuc chomika chinskiego

Niestety, zaden z obecnie dostgpnych krétkoterminowych testoéw pojedynczo nie
spetnia kryteriow idealnego systemu oceny genotoksycznosci. Ich powtarzalnos¢ i doktadnosé
czgsto s3 niewystarczajace do jednoznacznego wyciggania wnioskow. Ponadto testy
charakteryzuja si¢ zrdznicowanym poziomem odpowiedzi w zalezno$ci od badanych
substancji. Poniewaz dokladny sktad probek Srodowiskowych czgsto jest nieznany,
dopasowanie testu, ktory okaze si¢ najlepszym wyborem moze by¢ trudne. W zwigzku z tym
preferuje si¢ systemy ztozone z kilku testéw pozwalajace na identyfikacj¢ réznych czynnikow

mutagennych.

Badania krétkoterminowe powinny by¢ wykorzystywane tylko do wstepnej oceny
zwigzkéw chemicznych Iub ich mieszanin, w tym probek $rodowiskowych. Na podstawie
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uzyskanych rezultatéw powinno si¢ decydowac o przeprowadzeniu bardziej skomplikowanych

analiz.

Testy krotkoterminowe moga by¢ wykonywane zarowno w warunkach in vivo jak
I invitro. Do przeprowadzenia testow wykorzystuje si¢ roznorodny material biologiczny. Moga

to by¢ zarowno komorki bakteryjne, jak i komorki ssakow, w tym ludzkie.

Oceng genotoksycznego dzialania zwigzkéw chemicznych najczesciej przeprowadza
si¢ przy zastosowaniu krotkoterminowych testow bakteryjnych. Testy te zwykle maja
doktadnie okreslong wiarygodnos¢. Zastosowanie bakterii w testach genotoksycznos$ci
ma wiele zalet. Bakterie cechujg si¢ bardzo prostag budowa, a ich pojedyncza czasteczka DNA
jest fatwo dostgpna dla zwigzkéw chemicznych. Ze wzgledu na czeste podziaty, ktorym ulegaja
te jednokomorkowe organizmy, w krotkim czasie mozna uzyska¢ miliony komorek
bakteryjnych. Procesy genetyczne i biochemiczne zachodzace u bakterii sg bardzo doktadnie
poznane, dzigki czemu mozliwe jest celowe wyhodowanie specjalnych szczepdw, ktore beda
wrazliwe na  dzialanie  zwigzkow  potencjalnie = genotoksycznych.  Pozwolito
to na skonstruowanie wielu szczepow bakteryjnych charakteryzujacych si¢ zwickszong
przepuszczalnoscig blony komorkowej dla czgsteczek o duzej masie. W klasycznych testach
stosowane sg szczepy bakterii, ktore posiadajg celowo wprowadzone mutacje w specyficznych
genach. Nalezy zwr6ci¢ uwage na fakt nieposiadania przez bakterie zdolnosci do aktywacji

metabolicznej substancji chemicznych, ktorg z kolei posiadajg komorki zwierzece.

Jesli chodzi o ocene genotoksyczno$ci probek pochodzacych ze srodowiska wodnego,
jedna z najczeSciej stosowanych metod jest bakteryjny test Salmonella, zwany inaczej
od nazwiska jego tworcy testem Amesa (Lah i in., 2005; Lv i in., 2015; Traczewska, 2011,
Trusz-Zdybek, 2009). Oprocz testu Amesa stosuje si¢ takze inne testy pozwalajace na oceng
genotoksycznosci, w tym: SOS-Chromotest, Test Umu, Vitotox, Mutatox oraz test oparty na
bioluminescencji szczepu Vibrio harveyi (Czyz i in., 2000; Czyz i in; 2002 Czyz i in., 2003;
Kusamran i in., 2003; Macova i in., 2011). W wielu przypadkach stwierdzono korelacj¢
pomigdzy wynikami tych testow z wynikami uzyskanymi w tescie Amesa (Madill i in., 1999;
Ruiz iin, 1997; Shen i in., 2003) .
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2.2.1. Mutatox

System Mutatox wykorzystuje bakterie luminescencyjne Aliivibrio fischeri (dawniej
Vibrio fischeri) w celu wykrywania czynnikow genotoksycznych. Test wykrywa substancje
dzialajace niekorzystnie na struktur¢ DNA poprzez pomiar $wiatla emitowanego przez
specjalnie wyselekcjonowane bakterie luminescencyjne. Czas przeprowadzenia testu wynosi
od 16 h do 24 h. Wykorzystywane szczepy pozbawione sg zdolno$ci swiecenia (Podgorska i in,
2007). Substancje mutagenne powoduja przywrocenie tej zdolnosci, inaczej niz w systemie
Microtox, gdzie wynik byt okre§lany na podstawie redukcji ilosci produkowanego §wiatta przez
organizmy testowe. System Mutatox moze by¢ uzywany w badaniu probek srodowiskowych,
ktore sg podejrzewane 0 posiadanie potencjatu genotoksycznego. Glowne zastosowania
to okre$lanie genotoksycznosci chemikaliow, wody, S$ciekow, ekstraktow z osadow
sciekowych, $ciekdw z procesOw lugowania 1 materialdéw niebezpiecznych, monitoringu wod
w celu ochrony zrédet wody przeznaczonej do spozycia i bytowania organizméw. Moze tez
by¢ wykorzystywany do badan istniejgcych 1 nowych chemikaliow i ich mieszanin, oceny
ryzyka biologicznego skazen, ktore maja wpltyw na srodowisko wodne oraz oceny osadow
scieckowych w celu wyboru metody i zakresu unieszkodliwiania (Madill i in., 1999; Wegrzyn
i in., 2003)

2.2.2. Test Vibrio harveyi

Szczegbdlnym przypadkiem sg zanieczyszczenia mutagenne w Srodowisku morskim,
poniewaz wystepujag one tam w bardzo niskich stezeniach. Do oceny ich dziatania zostat
opracowany szybki i tani test biologiczny, wykorzystujacy zmutowane bakterie morskie Vibrio
harveyi A16, niezdolne do emisji $wiatla. Szczep posiada mutacje w genie IuxE, a pod
wplywem dziatania mutagenu jest w stanie odzyska¢ zdolno$¢ emisji $wiatla. Organizm ten jest
halotolerancyjny, a takze tatwy i bezpieczny w hodowli w warunkach laboratoryjnych,
poniewaz nie jest patogenny dla czlowieka (Graindorge, 2001). Badania prowadzone
z udziatem V. harveyi po ich kilkugodzinnej inkubacji z réznymi mutagenami w probce osadu
morskiego wykazywaly znaczny wzrost luminescencji. Najlepsze rezultaty osiagni¢to juz
po 4 godzinach, co wskazuje na mozliwos¢ szybkiego stwierdzenia obecnosci mutagenu
w badanej probce. Otrzymane przez badaczy wyniki wykazuja powigzanie wzrostu poziomu
luminescencji ze wzrostem stezenia mutagenu. Podobne rezultaty osiggni¢to wykorzystujac test

do wykazania obecno$ci mutagenow skumulowanych w tkankach roslinnych (Czyz i in., 2000;
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Czyziin., 2002; Czyz i in., 2003; Podgodrska i in. 2006; Podgorska i in. 2007a, Podgorska i in.
2007Db).

2.2.3. SOS-Chromotest

W tescie SOS-Chromotest wykorzystywany jest szczep bakterii Escherichia coli.
Bakterie te posiadajg system naprawy DNA nazywany odpowiedzig SOS. Uruchomienie tego
systemu oznacza, ze mialo miejsce uszkodzenie DNA. Jezeli na komorki bakterii zadziata
czynnik mutagenny lub genotoksyczny, moze pojawic si¢ sygnat wywotujacy odpowiedz SOS

(Quillardet, 1982; Quillardet, 1985).

Ten test kolorymetryczny opiera si¢ na indukcji genu, ktéry jest kontrolowany przez
ogoblny represor systemu SOS (naprawy DNA) u specyficznego mutanta Escherichia coli PQ?7.
W tym szczepie gen B-galaktozydazy (lacZ) znajduje si¢ pod kontrolg operonu genu sfiA, ktory
nalezy do systemu naprawy SOS. W zwigzku z tym, po indukcji uszkodzenia DNA
spowodowanego przez srodki genotoksyczne, ulega ekspresji nie tylko gen sfiA, ale takze lacZ.
W konsekwencji produkt genu lacZ, B-galaktozydaz¢, mozna wykry¢ za pomocg testu
kolorymetrycznego, ktory zapewnia posredni pomiar uszkodzen DNA zdolnych
do indukowania uktadu naprawczego SOS. Dodatkowo, pomiar przewodzacej produkcji
fosfatazy alkalicznej w E. coli PQ37 mozna wykorzysta¢ jako wskaznik niespecyficznej
toksycznos$ci (Mersch-Sundermann et al. 1996). Test SOS-Chromotest posiada szereg zalet,
takich jak fatwo$¢ wykonania, krotki czas analizy, zastosowanie tylko jednego szczepu
testowego, wysoka powtarzalnos$¢ i tatwa kwantyfikacja wynikow. Test SOS-Chromotest moze
by¢ wykorzystywany w analizie genotoksyczno$ci srodowiska wodnego (Alloula, 2014; Kocak
i in., 2010).

2.2.1. UMU-Chromotest

UMU-Chromotest jest krotkoterminowym testem bakteryjnym, w ktorym wykorzystuje
si¢ szczep Salmonella typhimurium TA1535. Opiera si¢ na zdolnosci czynnikow
uszkadzajagcych DNA do indukowania ekspresji operonu umu. W polaczeniu z genami
indukowalnymi uszkodzeniem recA, lexA 1 umuD, gen umuC jest zaangazowany
w mutagenez¢ bakteryjng nazywang procesem naprawy SOS. W tescie tym wykorzystuje si¢
fuzj¢ operondéw, umieszczajac operon lac (odpowiedzialny za wytwarzanie -galaktozydazy-

biatka, ktore rozktada laktozg) pod kontrolg biatek zwigzanych z umu, Indukcja genu UmuC
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pofaczonego z genem lacZ mierzona jest poziomem aktywnosci wewnatrzkomorkowej

B-galaktozydazy (Podsiadty, 1999).

Przeprowadzenie prostego testu kolorymetrycznego jest mozliwe poprzez dodanie
analogu laktozy, ktory jest rozkladany przez B-galaktozydaze, dajac barwny zwigzek, ktéry
mozna zmierzy¢ ilo$ciowo za pomocg spektrofotometrii. Stopien wybarwienia jest posrednig
miarg wytwarzanej -galaktozydazy, ktéra sama w sobie jest bezposrednio zwigzana z iloscia
uszkodzen DNA. Procedura testu zostata skodyfikowana zgodnie z normg ISO 13829 ,,Jako$¢
wody — Oznaczanie genotoksycznosci wody i $ciekow przy uzyciu testu Umu”. Czulos¢ testu
UMU-Chromotest jest porownywalna z testem Amesa, a jego specyficznos$¢ jest wieksza
od innych znanych i stosowanych do $rodowiska wodnego testow bakteryjnych (Vincent-
Hubert i in., 2017; Nie i in, 2016; Shen i in., 2003; Takanashi in., 2009). Bardzo duzg zaleta
testu jest mozliwo$¢ miniaturyzacji i ograniczenia do minimum ryzyka subiektywnej
interpretacji wynikow (Podsiadty, 1999). Ze wzgledu na liczne zalety test UMU-Chromotest
znalazl zastosowanie w badaniach genotoksycznosci wody, w tym wody przeznaczonej

do spozycia (Dizer i in., 2002; Jin i in., 2016, Nie i in, 2016, Takanashi in., 2009).
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3. METODY POBIERANIA PROBEK

Na catym $wiecie prowadzonych jest wiele badan i programéw, ktérych celem jest
monitorowanie obecnosci zanieczyszczen srodowiskowych, a takze okreslenie trendow w ich
dystrybucji oraz zmian stgzen w zalezno$ci od réznych czynnikow. Nawet niewielka ilo$¢
mikrozanieczyszczen moze by¢ szkodliwa dla organizméw zywych, jednak ich detekcja przy
niskich stezeniach jest niezwykle trudna (Dévier i in., 2011). Odpowiedni dobér metody poboru
probek 1 zatezenia wystepujacych w nich zwigzkéw, ktore umozliwig wiarygodng oceng stanu

badanego srodowiska jest wigc duzym wyzwaniem.

Pobieranie probek srodowiskowych jest uznawane za najwazniejszy etap kazdej
procedury analitycznej, poniewaz btedy popelnione na tym etapie nie moga zostaé
skorygowane podczas ich dalszej analizy. Istnieje wiele metod pobierania probek, a ich wybor
zalezy od charakteru analitow oraz zakresu stezenia, w ktorym wystepuja. W najprostszych
przypadkach probka (np. wody lub powietrza) analizowana jest bezposrednio na miejscu lub
w laboratorium po pobraniu jej do odpowiedniego pojemnika. Jednakze z nielicznymi
wyjatkami w takich przypadkach analiza ogranicza si¢ jedynie do zidentyfikowania giéwnych
zwigzkoéw znajdujgcych sie¢ w materiale. W zdecydowanej wigkszosci przypadkow konieczne
jest wykonanie dodatkowych operacji na probce przed oznaczeniem analitow lub
wykorzystaniem jej do testow biologicznych. Operacje te zazwyczaj obejmujg izolacj¢ analitu
z matrycy 1 jego wstepne zat¢zenie, co korzystnie wplywa na poprawe czutosci metody.
Konieczna moze by¢ rowniez zmiana matrycy, w ktorej obecny jest analit, na taka, ktora jest
wiasciwa dla aparatury stosowanej do ostatecznej detekcji. W zwigzku z tym wiele procedur
przygotowania probek, zwlaszcza w przypadku analizy $ladowych sktadnikéw w ztozonych

matrycach (np. probki srodowiskowe lub biologiczne) obejmuje wiele czasochtonnych etapow.

Techniki izolacji 1 wzbogacania organicznych mikrozanieczyszczen obecnych

w $rodowisku wodnym mozna podzieli¢ na dynamiczne i pasywne.

3.1. DYNAMICZNE METODY POBIERANIA PROBEK

W celu pobierania i ekstrakcji mikrozanieczyszczen ze sSrodowiska wodnego najczescie]
stosuje si¢ metody dynamiczne (aktywne). ,,Dynamiczne pobieranie probek” odnosi sie
do metod, ktore wymagaja fizycznej interwencji lub zewngtrznego naktadu energii, co oznacza,
ze przeptyw strumienia analizowanej wody przez medium zatrzymujace odbywa si¢ w sposob

wymuszony. rzypadku tak pobieranych probek wo o zat¢zania zwykle stosuje si¢
y y. W przypadk k pobi ych probek dy d zani ykl je si
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ekstrakcje rozpuszczalnikami organicznymi (tj. ekstrakcja ciecz-ciecz) lub ekstrakcje do fazy
statej (SPE), ktora pozwala ograniczy¢ zuzycie rozpuszczalnika. Powszechne jest réwniez
stosowanie adsorpcji na zywicach XAD. Dynamiczne metody pobierania probek zapewniaja
wiarygodne dane, jednak dotyczg one tylko jednego punktu lub stosunkowo krotkiego
przedziatu czasowego. Wyraznie kontrastuje to z czasem ekspozycji na mikrozanieczyszczenia

wigkszosci organizmow (Ohe i in., 2004).

3.2. PASYWNE METODY POBIERANIA PROBEK

Klasyczne metody generuja problemy logistyczne, gtdéwnie ze wzgledu na koniecznos¢
pobierania i transportowania do laboratorium znacznych ilosci wody w celu przygotowania
probek 1 oznaczenia interesujagcych nas analitéw, a przy tym zajmuja duzo czasu,
sg pracochtonne i1 kosztowne. W zwigzku z powyzszymi ograniczeniami, poczawszy od 1987
roku (Sodergren, 1987), duzg popularnos¢ zyskaty probniki pasywne (Emelogu i in., 2013; Gilli
i in., 2005; Karacik i in., 2013; Kim i in., 2014; Metcalfe, i in., 2014; Mueller i in., 2011,
Sabaliunas i in., 2000).

Urzadzenia tego typu umozliwiaja koncentracj¢ zwigzkOw w miejscu pobierania
probek, przy czym charakteryzuja si¢ bardzo prosta budowa. Sktadaja si¢ z fazy odbierajace;,
w ktorej zatrzymywany jest analit oraz membrany, czyli fazy ograniczajacej, ktora umozliwia
selektywny transport zwigzkow chemicznych. Na skutek rdznicy potencjaldow chemicznych
analitow w medium zatrzymujgcym 1 $rodowisku, w ktorym umieszczony jest probnik,
nastepuje swobodny przeptyw masy przez membrane, stanowigcg integralng cze$¢ probnika,

do fazy odbierajacej (Gorecki i in., 2002; Shi i in., 2014).

ZASADA DZIAL ANIA

Anality sg wychwytywane i zatrzymywane w odpowiednim medium w pasywnym
probniku, bedacym faza odbierajaca. Moze to by¢ rozpuszczalnik, reagent lub porowaty
adsorbent. Faza odbierajaca jest wystawiona na dziatanie fazy wodnej. Wymian¢ migdzy
pasywnym probnikiem a fazag wodna mozna opisaé za pomoca réwnania kinetycznego

pierwszego rzedu:

k
Cs(t) — Cy (1 — eket)
k;
gdzie:
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C¢(t) — oznacza stezenie analitu w probniku w czasie ekspozycji t,
Cy — oznacza stezenie analitu w §rodowisku wodnym,

ki 1 ko — oznaczaja stale szybkoS$ci pobierania i uwalniania

Probniki pasywne charakteryzuja si¢ matymi gabarytami, nie wymagaja zrodla
zasilania, a takze zmniejszajg zuzycie drogich i toksycznych rozpuszczalnikow organicznych.
Dodatkowa zaleta probnikdéw tego typu jest mozliwos¢ tatwego wyznaczenia sredniej wazone;j
W czasie warto$ci st¢zenia interesujgcych nas substancji. Najczesciej stosowanymi probnikami
pasywnymi sg urzadzenia z membrang potprzepuszczalng (SPMD) (Lu 1 in., 2002; Marruci 1
in., 2013) oraz Polar Organic Chemicals Integrative Sampler (POCIS) (Alvarez, 2013; Bayen
et al., 2014; Ibrahim i in, 2012; Morin i in., 2012).

Tabela 2. Zalety i wady probnikéw pasywnych (Goérecki i in., 2002; Shi i in., 2014)

PROBNIKI PASYWNE

ZALETY WADY

e Prosta budowa i niewielkie wymiary urzadzen e  Wplyw czynnikdéw srodowiskowych

(biofouling, temperatura, natezenie przeptywu)

o Eliminacja zewnetrznych zrodet zasilania na efektywnosé akumulacji

Ograniczenie iloci zuzywanych e Niewielka wrazliwos$¢ probnikow na chwilowe

rozpuszczalnikow organicznych wahania stezeh

e Mozliwos¢ oznaczenia $rednich wazonych o Koniecznos¢ kalibracji probnikéw w celu

w czasie stezefi analizowanych zwigzkow okreslenia szybkosci pobierania analizowanych

zwiazkow przez probnik

e Narazenie na wandalizm w miejscu

zamontowania probnikow
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3.2.1. Urzadzenia z membrana pélprzepuszczalna

BUDOWA | ZASADA DZIALANIA

Urzadzenia z membrang potprzepuszczalng (ang. Semipermeable Membrane Devices-
SPMDs) sa przeznaczone do zatezania hydrofobowych zwigzkéw organicznych obecnych
w probkach wody Iub powietrza (Huckins i in., 1992; Huckins i in., 1995). Zostaly
zaprojektowane tak, aby odwzorowywac¢ bioakumulacje zwigzkow organicznych w tkance
tluszczowej organizmow, przy zastosowaniu powtarzalnej matrycy (Lu i in., 2002). SPMDs
zawierajg neutralny lipid o duzej masie czasteczkowej (>600 Da), najczesciej trioleing,
otoczony cienkg (75- 95 um) folig z polietylenu o matej gestosci (LDPE). Polietylenowa
membrang uznaje si¢ za nieporowaty, jednak przypadkowe ruchy termiczne fancucha
polimerowego powoduja tworzenie sie chwilowych poréw o maksymalnej $rednicy 10 A
(Lu i in., 2002). Membrany te, nasladujac membrany biologiczne, umozliwiajg selektywna
dyfuzj¢ rozpuszczonych niskoczagsteczkowych zwigzkow organicznych, a tym samym ich
kondensacj¢ w trioleinie. Zasad¢ dziatania urzadzenia z membrang poOtprzepuszczalng

przedstawiono na Rysunku 2.

membrana
LDPE

75- 95 ym grubosci

pory

lipid (trioleina)

czasteczki
mikrozanieczyszczen

SPMD

Rys. 2. Zasada dziatania urzadzenia z membrana potprzepuszczalng (Huckins i in., 2006)
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Trioleina zostata zastosowana w SPMD z kilku powodéw. Po pierwsze, dla danego
zwigzku organicznego istnieje $cisty zwigzek pomiedzy warto$cig wspdtczynnika podziatu
trioleina- woda (Kw) a warto$cig powszechnie dostgpnego wspotczynnika podziatu oktanol-
woda (Kow) (Huckins i in., 1993). Po drugie, duza masa czasteczkowa trioleiny (>800 Da)
znacznie zmniejsza przepuszczalno$¢ membrany polietylenowej (Lu i in., 2002). Ponadto,
trioleina wysokiej czystosci jest dostepna komercyjnie (Sabaliinas and Sodergren, 1997).
W celu odzyskania zwigzkéw zatrzymanych w lipidzie stosuje si¢ ekstrakcje

rozpuszczalnikami organicznymi.

ZASTOSOWANIE W MONITORINGU SRODOWISKA WODNEGO

Poczawszy od 1990 roku urzadzenia z membrang potprzepuszczalny staly sig
powszechnie wykorzystywane w monitoringu wod. Technika wykorzystujaca SPMD ma duze
znaczenie przy szacowaniu zagrozenia zwigzanego z ekspozycjg na dziatanie zanieczyszczen,
poniewaz pozwala uzyskiwa¢ S$rednie, wazone w czasie, stezenia zanieczyszczen
rozpuszczonych i przyswajalnych biologicznie dla diugich okresow czasu. Membrany
polprzepuszczalne zawierajace trioleing znajduja zastosowanie przy ekstrakcji hydrofobowych
zwigzkoéw niepolarnych, takich jak wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (Karacik
i in., 2013; Marrucci i in., 2013; Mueller i in., 2011; Pazdro, 2002), chlorowane pestycydy
(Karacik i in., 2013) czy polichlorowane bifenyle (Kim i in., 2014, Karacik i in., 2013, Marrucci
i in., 2013). Zestawienie zwigzkéw chemicznych, zatrzymywanych w SPMD przedstawiono w
Tabeli 3. Uzyskane dzicki SPMD ekstrakty poddaje si¢ dalszym analizom, zar6éwno
chemicznym jak i biologicznym (Bustamante i in., 2013; Goodbred i in., 2009; Petty i in., 2000;
Sabalitinas and Sodergren, 1997).

Opisywana technika sprawdzita si¢ przy analizie probek wody réznego pochodzenia,
w tym ze $rodowiska morskiego (Chang i in., 2015; Che¢ i in., 2006; Marrucci i in., 2011;
Pazdro, 2002; Prest i in., 1995), rzek (Kim i in., 2014; Mueller i in., 2011; Liao i in., 2006)
jezior oraz oczyszczalni $ciekow (Esteve-Turrillas i in., 2008; Gourlay-Francé i in., 2008;
Stuer-Lauritsen i in., 2000). Dlugotrwate prowadzenie monitoringu wod przy zastosowaniu

SPMDs umozliwia ocen¢ zmian zachodzacych w nich na przestrzeni lat (Mueller i in., 2011).

Dzigki potaczeniu urzadzen z membrang potprzepuszczalng oraz bioanaliz mozliwe jest
okreslenie potencjatu toksycznego i genotoksycznego badanych prébek srodowiskowych

(Buschini i in., 2008; Sabalitinas i in., 2000). Skuteczno$¢ metody wykazano dla
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krotkoterminowych testow biologicznych wykorzystujacych zjawisko bioluminescencji
bakteryjnej szczepoéw Aliivibrio fischeri (Sabalitinas and Sodergren, 1997) m. in. przy tescie
Microtox™ (ocena potencjatu toksycznego) (Gillii in., 2005) oraz Vibrio harveyi (ocena
potencjatu mutagennego) (Che¢ i in., 2006). Prowadzono réwniez badania nad mozliwoscia
wykorzystania ekstraktow otrzymanych przy pomocy SPMD w powszechnie stosowanym
tescie Amesa, jednak uzyskiwane w ten sposob stgzenia potencjalnych mutagenéw okazaty si¢
niewystarczajagce do wywolania mutacji szczepu Salmonella typhimurium (Gillii in., 2005;

Sabalitinas and Sodergren, 1997).

Zastosowanie urzadzen z membrang polprzepuszczalng jako narzedzia
do oceny ekologicznych skutkow wprowadzenia do srodowiska organicznych zanieczyszczen
pochodzenia antropogennego zdaje si¢ by¢ obiecujace, zwazywszy na obecny problem
z okresleniem skutkow dlugotrwate; ekspozycji na wystepujace w  wodzie
mikrozanieczyszczenia organiczne. SPMDs zawierajgce trioleing mogg by¢ stosowane
w zastepstwie, jak rowniez jako uzupetnienie analiz wykonywanych przy uzyciu organizmow
wskaznikowych do okreslenia biodostgpnosci mikrozanieczyszczen w $rodowisku wodnym.
Dane literaturowe dowodzg, ze stosowanic SPMDs moze by¢ przydatne w monitoringu
organicznych mikrozanieczyszczen wody (Kodi i in., 2009; Moring, 1997; Miége i in., 2015;
Miége i in., 2012; Paulik i in., 2016; Vrana i in., 2005; Vrana i in., 2002; Wang i in., 2016;
Wang i in.,, 2014; Zimmerman i in., 2000). Zainteresowanic naukowcow urzadzeniami
z membrang polprzepuszczalng nie maleje 1 wcigz trwajg prace nad modyfikacjami metody,
dostosowaniem jej do specyficznych srodowisk, a takze pozwalajace znalez¢ nowe mozliwosci

zastosowania (DeVita i in., 1998, Klugarova i in., 2013; Setkova i in., 2005; Wenzel i in., 2004).
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Tabela 3. Przyktady zwiazkow zatrzymywanych w membranie SPMD

PESTYCYDY CHLOROORGANICZNE

WWA | ICH POCHODNE

+ Heksachlorobenzen (HCB)

» pentachloroanizol (PCA)

« alfa-benzenoheksachlorek (a-BHC)
* Lindane

* beta-benzenoheksachlorek (b-BHC)
* heptachlor

+ delta-benzenoheksachlorek (d-BHC)
* Dacthal

* Oksychlordan

* Epoksyd heptachloru

« trans-chlordan

« trans-Nonachlor

*0,p'-DDE

« cis-chlordan

* Endosulfan

*p,p'-DDE

* Dieldrina

*o0,p'-DDD

* Endryna

» cis-Nonachlor

*0,p'-DDT

*p,p'-DDD

* Endosulfan-11

*p,p'-DDT

» Siarczan endosulfanu

* p,p'-metoksychlor

* Mirex

« Naftalen

* Acenaftylen

« Acenaften

* Fluoren

* Fenantren

* antracen

* Fluoranten

« Pirenej

* Benz[a]antracen

* Chryzen

* Benzo[b]fluoranten

* Benzo[k]fluoranten

* benzo[a]piren

* Indeno[1,2,3-cd]piren
« Dibenzo[a,h]antracen

* Benzo[g,h,I]perylen

* bifenyl

« dibenzofuran

* Cl-naftaleny

* C2-naftaleny

* C3-naftaleny

» C4-naftaleny

* 1-metylonaftalen

* 2-metylonaftalen

« 2,6-dimetylonaftalen

* 2,3,5-trimetylonaftalen
 C1-fluoreny

» C2-fluoreny

» C3-fluoreny

« 1-metylofluoren

« dibenzotiofen

» Cl-dibenzotiofeny

» C2-dibenzotiofeny

» C3-dibenzotiofeny

« Cl-fenantreny/antraceny
» C2-fenantreny/antraceny
» C3-fenantreny/antraceny
» C4-fenantreny/antraceny
* 1-metylofenantren

« C1-fluoranteny/pireny
» Cl-chryzeny

» C2-chryzeny

» C3-chryzeny

» C4-chryzeny

* benzo[e]piren

KONGENERY PCDD/PCDF

INNE

2,3,7,8-tetrachloro-dibenzo-p-dioksyna

* 1,2,3,7,8-pentachloro-dibenzo-p-dioksyna

* 1,2,3,4,7,8-heksachloro-dibenzo-p-dioksyna
+1,2,3,6,7,8-Heksachloro-dibenzo-p-dioksyna
* 1,2,3,7,8,9-Heksachloro-dibenzo-p-dioksyna
* 1,2,3,4,6,7,8-heptachloro-dibenzo-p-dioksyna
* Oktachloro-dibenzo-p-dioksyna

« 2.3,7,8-tetrachlorodibenzofuran

* 1,2,3,7,8-pentachlorodibenzofuran

* 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran

« 1,2,3,4,7,8-heksachlorodibenzofuran

» 1,2,3,6,7,8-heksachlorodibenzofuran
2,3,4,6,7,8-heksachlorodibenzofuran
«1,2,3,7,8,9-heksachlorodibenzofuran

* 1,2,3,4,6,7,3-heptachlorodibenzofuran

» Oktachlorodibenzofuran

« alletryna

« Chlorpiryfos
* Diazynon

* Fenwalerat
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4. TEZA ROZPRAWY

Kierujac sie przestankami literaturowymi sformutowano nastgpujace tezy pracy:

1. Urzqdzenia z membrang polprzepuszczalng mogq by¢ skutecznym narzedziem
do zatezania probek wody in-situ w celu oceny jakosci biologicznej wody przeznaczonej
do spozycia, w ktorej mikrozanieczyszczenia organiczne wystepujg w bardzo niskich

Stezeniach.

2. Zastosowanie wybranych testow bioindykacyjnych (Microtox, SOS-Chromotest, UMU-
Chromotest) pozwala zminimalizowac objetos¢ probki niezbednej do okreslenia jakosci
biologicznej probek wody zatezonych przy pomocy urzqdzen z membrang

polprzepuszczalng.
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5. CELE | ZAKRES BADAN

Glownym celem przedstawionych badan byta ocena przydatnosci urzadzen z membrang

polprzepuszczalng do poboru probek wody wodociagowej pochodzacych z réznych etapow

uzdatniania do analiz toksycznosci i genotoksycznosci zawartych w nich mikrozanieczyszczen

organicznych. Wyodrebniono nastgpujace cele jednostkowe:

1. Okreslenie wplywu procesow uzdatniania na stezenie w wodzie wodociggowej
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA) lotnych zwigzkoéw
organicznych (LZO) oraz pestycydow chloroorganicznych (PCO).

2. Ocena zmienno$ci wystepowania i stezenia wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA), lotnych zwigzkow organicznych (LZO) oraz pestycydow
chloroorganicznych (PCO) w zaleznos$ci od pory roku.

3. Analiza toksyczno$ci 1 genotoksycznosci mikrozanieczyszczen —obecnych

w probkach.

Zakres badan obejmowat:

Pobor probek wody w Zaktadzie Uzdatniania Wody ,,Mokry Dwor” z jednoczesnym ich
zat¢zeniem in-situ przy pomocy urzadzen z membrang poltprzepuszczalng przez okres
jednego roku z comiesieczng wymiang membrany w czterech punktach:

A. Doplyw wody surowej,

B. Strumien wody w rurze tuz przed ozonowaniem,

C. Zbiornik wody czystej,

D. Woda po przejsciu przez system dystrybucji.
Okreslenie wystgpowania i stgzenia wybranych wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA), lotnych zwiazkéw organicznych (LZO) oraz pestycydow
chloroorganicznych (PCO) w probkach wody pochodzacej z roznych etapow uzdatniania.
Analize toksycznos$ci mikrozanieczyszczen organicznych obecnych w prébkach za pomoca
testu Microtox.
Analize¢ genotoksyczno$ci mikrozanieczyszczen organicznych obecnych w probkach
za pomocg testow SOS-Chromotest oraz UMU-Chromotest.
Okreslenie korelacji pomiedzy stezeniem wybranych mikrozanieczyszczen a toksyczno$cia
I genotoksycznoscig probek.
Ocene zmiennosci wystepowania 1 stezenia wielopier§cieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA), lotnych zwiazkéw organicznych (LZO) oraz pestycydow
chloroorganicznych (PCO) w zaleznos$ci od pory roku.
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6. MATERIALY I METODY

6.1. POBIERANIE PROBEK

Pobor probek przeprowadzono przy wspotpracy z MPWiK S.A., Centrum Nowych
Technologii. Probki do analiz pobierano od Lutego 2016 do Stycznia 2017 w Zaktadzie
Uzdatniania Wody "Mokry Dwoér", zlokalizowanym na Dolnym Slasku w okolicach

Wroctawia, ktory zasilany jest woda z rzeki Otawy.

Urzadzenia z membrang potprzepuszczalng (SPMD) o standardowej konfiguracji
(dlugosé: 91,4 cm, szerokos¢: 2,5 cm, grubos¢ membrany: 70-95 um, 1 ml trioleiny o 99%
czystosci) z firmy ExposMeter AB (Tavelsjé, Szwecja) przymocowano do metalowych
chwytakow, tak aby zapewni¢ maksymalng powierzchni¢ adsorpcyjng i1 umieszczono
w perforowanych pojemnikach ze stali nierdzewnej (Rysunek 3). Tak przygotowane urzadzenia

zamontowano w Zakladzie Uzdatniania Wody.

Rys. 3. Montaz urzadzenia z membrang potprzepuszczalng
A: na chwytaku, B: w perforowanym pojemniku

W pierwszej potowie roku (luty-czerwiec) probki byty pobierane w trzech miejscach:
A- pompownia ,,Czechnica” bedaca wejsciem wody surowej,
B- rurociag jako strumien wody bezposrednio przed ozonowaniem,
C- zbiornik wody czystej, w ktorym znajduje si¢ woda po kompletnym uzdatnieniu.

Nastepnie, aby rozszerzy¢ zakres badan, w drugiej potowie roku (lipiec-grudzien)

zdecydowano si¢ doda¢ czwarty punkt:
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D- strumien biezacej wody z kranu jako punkt odpowiadajacy uzdatnionej wodzie po przejsciu

przez system dystrybucji.

Uktad technologiczny stosowany w zaktadzie uzdatniania wody ,,Mokry Dwor” przedstawiono
na Rysunku 4. Charakterystyke miejsc pobierania probek opisano ponizej w Tabeli 4. Niestety,
ze wzgledu na problemy technologiczne, ktore pojawily si¢ podczas badan, konieczne byto

zrezygnowanie z punktu B, poczawszy od wrze$nia 2016.

Po miesigcu przebywania w wodzie urzadzenia z membrang zastgpowano nowymi,
w zwigzku z czym kazda membrana reprezentowata stan wody w danym miesigcu. Wyjatek
stanowity membrany oznaczone ,,III-IV”, ktore z powodu problemow technicznych w ZUW
pozostawiono w wodzie przez osiem tygodni. Montowano po dwie membrany na kazdy punkt
pobierania probek. Dodatkowo, w trakcie montazu przy kazdym punkcie pomiarowym
wystawiano na ekspozycje rowniez srodowiskowe membrany kontrolne, majgce na celu oceng
wplywu adsorpcji hydrofobowych zwigzkow z powietrza w trakcie instalacji urzadzen.
Szczegotowy opis pobieranych probek zawarto w Tabeli 5.

A 4 Woda surowa
] 2 2 2
ocre ek,
L4 9
OSADNIK SEDYMENTACJA
L 4 9
FILTRY PIASKOWE FILTRACIA
B — 0 »
KOMORA OZONOWANIA OZONOWANIE
L 4 9
e I e
9 9
C ¢ ZBIORNIK WODY CZYSTEJ DEZYNFEKCJA
¥ ] |
D - Woda uzdatniona
po przejsciu przez system dystrybucji

Rys. 4. Uktad technologiczny stosowany w Zaktadzie Uzdatniania Wody “Mokry Dwor”, z wybranymi
punktami pobierania probek (A-D)
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Tabela 4. Charakterystyka punktow pobierania probek

. . . Oznaczenie
Miejsce pobierania
ek stosowane Charakterystyka
robe
P W opisie wynikéw
Miejscem, w ktorym rozpoczyna si¢ proces uzdatniania wody
w zakladzie ,Mokry Dwor”, jest pompownia ,,Czechnica”,
zasilana woda powierzchniowa, bez zadnego wstgpnego
POMPOWNIA oczysz.czama,. z rzekf O{aw. Rzeka ma fﬂugosc 99. km,
“CZECHNICA”: a p0W|erthn|a Z|EWT?I wynosi 1167_,4 km? Zrodlo rzeki lezy
. A na Przedgorzu Sudeckim na wysokosci okoto 315 m n.p.m. Skiad
wejscie wody . o . . . ,
. wody w rzece Otawie jest silenie zalezny od por roku i warunkow
surowej L , .
atmosferycznych. Woda charakteryzuje si¢ wysoka zawarto$cia
rozpuszczonych zwigzkdéw organicznych, koloidéw 1 zawiesin.
W przeciwienstwie do wod infiltrowanych lub gruntowych,
zawiera niewielka ilo$¢ mineratow, takich jak mangan i zelazo.
Strumien wody opuszczajacy filtry piaskowe jest pozbawiony
zawiesin, zarowno tych doptywajacych w wodzie surowej, jak
i tych powstatych podczas procesu koagulacji. W wodzie natomiast
RUROCIAG: dalej znajduja si¢ rozpuszczone zwigzki organiczne, wplywajace
woda po filtracji na na smak i za.pach. Aby skut'ecznie usuan: jena ﬁl.trach weglowych,
. . stosowane jest ozonowanie, ktore zwicksza biodegradowalnosé
filtrach piaskowych, B o . o . .
) zwigzkow organicznych, rozbijajac je na mniejsze czasteczki.
bezposrednio przed . .
) Powstate podczas ozonowania uboczne produkty dezynfekcji
dezynfekejg ozonem (ozonowanie nie jest stosowane w uktadzie w celu dezynfekcji
strumienia) sg adsorbowane na ztozu weglowym (przez pierwszy
okres jego eksploatacji) lub rozktadane przez biomas¢ w ztozu
(przez kolejny okres pracy filtra).
W zbiomiku wody czystej znajduje si¢ strumien po catkowitym
uzdatnieniu oraz dezynfekcji dwutlenkiem chloru. Woda ta spetnia
ZBIORNIK WODY wymogi stawiane wodzie przeznaczonej do spozycia, zgodnie
CZYSTEJ: c z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia. Dawka $rodkow
woda po catkowitym dezynfekujacych dozowanych przed zbiornikiem wody czystej
uzdatnieniu musi by¢ odpowiednio duza, by uniemozliwi¢ wtome
zanieczyszczenie w sieci wodociggowej. Ze zbiornika woda jest
bezposrednio pobierana i pompowana do sieci wodociggowej.
Pomimo ciagltego ulepszania metod uzdatniania wody
STRUMIEN (modyfikacja proceséw 1 uktadéw technologicznych) nie ma
BIEZACEJ WODY gwarancji chemicznej oraz biologicznej stabilnosci wody
W KRANIE: D wplywajacej do systemu zaopatrzenia w wodg (Kowal i in. 2007).

woda po przejsciu
przez system
dystrybucji

Powoduje to, ze jako$¢ uzdatnionej wody po przejsciu przez
system dystrybucji do odbiorcy czgsto rézni si¢ od jakosci wody
opuszczajacej zaklad uzdatniania z

zanieczyszczenia.

powodu ponownego
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Tabela 5. Stosowane w rozprawie oznaczenia probek wraz z opisem

Stosowane
. Opis probki
oznaczenia
Odparowany n-heksan, w ilosci odpowiadajacej zastosowanemu rozpuszczalnikowi
Hex w trakcie dializy (probka wykonana w celu sprawdzenia wptywu potencjalnych
zanieczyszczen obecnych w rozpuszczalniku)
Probka wykonana z czystej, nieuzywanej membrany SPMD, poddana czyszczeniu
0K i dializie w identycznych warunkach jak probki srodowiskowe (wykonana w celu
sprawdzenia wptywu potencjalnych zanieczyszczen obecnych w membranie przed jej
uzyciem)
A Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- wejscie wody surowej, pobierana w lutym
2016
B Probka pochodzaca z punktu B: rurocigg, pobierana w lutym 2016
Inc Probka pochodzaca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana w lutym 2016
HI-IV A Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- wejscie wody surowej, pobierana w marcu
i kwietniu 2016
I11-1V B | Probka pochodzaca z punktu B: rurociag, pobierana w marcu i kwietniu 2016
HI-IV C Probka pochodzaca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana w marcu i kwietniu
2016
VA Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- wejscie wody surowej, pobierana w maju
2016
VB Probka pochodzaca z punktu B: rurociag, pobierana w maju 2016
vC Probka pochodzaca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana w maju 2016
VI A Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- wejscie wody surowej, pobierana w czerwecu
2016
Vi B Prébka pochodzaca z punktu B: rurocigg, pobierana w czerwcu 2016
viC Probka pochodzaca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana w czerwcu 2016
VI A Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- wWejscie wody surowej, pobierana w lipcu
2016
VIl B Probka pochodzaca z punktu B: rurocigg, pobierana w lipcu 2016
VIiIC Prébka pochodzaca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana w lipcu 2016
VII D Probka pochodzaca z punktu D: woda po przejsciu przez system dystrybucji, pobierana
w lipcu 2016
VIILA Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- Wejscie wody surowej, pobierana W sierpniu
2016
VIl B Prébka pochodzaca z punktu B: rurociag, pobierana w sierpniu 2016
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VIIIC

Probka pochodzaca z punktu C:

zbiornik wody czystej, pobierana w sierpniu 2016

Probka pochodzaca z punktu D:

woda po przejsciu przez system dystrybucji, pobierana

VIII D
w sierpniu 2016
IX A Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- wejscie wody surowej, pobierana we
wrzesniu 2016
IXC Prébka pochodzaca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana we wrzesniu 2016
IX D Prébka pochodzaca z punktu D: woda po przejsciu przez system dystrybucji, pobierana
we wrzesniu 2016
X A Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- wejscie wody surowej, pobierana W
pazdzierniku 2016
XC Probka pochodzaca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana w pazdzierniku 2016
X D Probka pochodzaca z punktu D: woda po przejéciu przez system dystrybucji, pobierana
w pazdzierniku 2016
X1 A Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- Wejscie wody surowej, pobierana
w listopadzie 2016
XIC Probka pochodzaca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana w listopadzie 2016
X1 D Probka pochodzaca z punktu D: woda po przejsciu przez system dystrybucji, pobierana
w listopadzie 2016
X1 A Probka pochodzaca z punktu A: pompownia- Wejscie wody surowej, pobierana w grudniu
2016
Xl c Probka pochodzgca z punktu C: zbiornik wody czystej, pobierana w grudniu 2016
XI1 D Probka pochodzaca z punktu D: woda po przejsciu przez system dystrybucji, pobierana

w grudniu 2016
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6.2. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZ

Po uptywie miesigca od montazu SPMD byly wyciagane z wody 1 transportowane
w chtodzonych pojemnikach do laboratorium, gdzie przeprowadzano czyszczenie mechaniczne
i chemiczne, zgodnie z zaleceniami producenta. Wszystkie stosowane rozpuszczalniki byty
czysto$ci analitycznej. Membrany zostaly umieszczone w strumieniu biezace] wody
i energicznie wyszorowane migkka szczoteczkg. Nastepnie SPMD zanurzono w mieszaninie
1M HCI, wody oraz n-heksanu, po czym przemywano kolejno wodg, acetonem
I izopropanolem. Po oczyszczeniu wykonano dializ¢ zgodnie z procedurg SOP E-15 (Schaefer
et al., 2009), i dobrg praktykg SPMD (Alvarez, 2010a). Kazdg SPMD umieszczono osobno
w szklanym, szczelnie zamykanym stoiku, w ktorym znajdowato si¢ 130 ml n-heksanu
I umieszczono w temperaturze 18°C na 18 godzin. Po uptywie tego czasu dializat z kazdej
SPMD przelano do osobnych szklanych butelek, a do stoikow wlano dodatkowe 130 ml
rozpuszczalnika 1 kontynuowano inkubacj¢ przez kolejne 8 godzin. Po inkubacji zlgczono oba
dializaty dla kazdej probki, a nastgpnie kazdy z nich podzielono na trzy rowne czgsci, tak aby
mogly one postuzy¢ do réznych analiz. Nastepnie n-heksan zostal catkowicie odparowany
na rotacyjnej wyparce prozniowej (57°C, 500 Pa, 130 rpm), a kolbki z ekstraktami
przechowywano w temperaturze -10°C do czasu przeprowadzenia analiz. Jednakowe procedury
przeprowadzono dla srodowiskowych membran kontrolnych oraz fabrycznie nowej,
nieuzywanej membrany. W celu oceny wplywu rozpuszczalnika, n-heksan w iloSci
odpowiadajgcej ilo$ci uzytej na jedng membran¢ wlano do kolb okrggtodennych i réwniez

odparowano.

6.3. ANALIZY CHEMICZNE

6.3.1. Analiza iloSciowa wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych

Analize obecnosci 1 1iloSci szesnastu wielopier§cieniowych weglowodoréw
aromatycznych w pobranych probkach wody z réznych etapéw uzdatniania wykonano przy
wspotpracy z Zaktadem Szkodliwosci Chemicznych 1 Toksykologii Genetycznej (Instytut

Medycyny Pracy i Zdrowia Srodowiskowego, Sosnowiec).

Suche ekstrakty zalano 4 ml cykloheksanu, nastepnie odparowano do sucha
w atmosferze azotu i zalano 1 ml acetonitrylu. Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne

(WWA) oznaczono technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja
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fluoroscencyjng na chromatografie cieczowym AT 1200 firmy Agilent Technologies
z detektorem fluoroscencyjnym oraz detektorem spektrofotometrycznym DAD. Liste

analizowanych zwigzkéw wraz z ich wybranymi wlasciwosciami przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Lista analizowanych szesnastu wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych oraz ich wybrane
wlasciwosci

Rozpuszczalno$¢ w

Zwiazek Skrot Ncu;;ir M(g/mol)® Log Kow®  wodzie (25°C) Kancerogenno$¢é®
(ng/L)
Acenaften Ac 83-32-9 154 4.33 3900000 3
Acenaftylen Ace 208-96-8 152 4.07 3930000 -
Antracen A 120-12-7 178 4.54 73000 3
Benzo [a] antracen Bl[a]A 56-55-3 228 5.91 14000 2B
Benzo [a] piren B[a]P 50-32-8 252 6.35 3800 1
Benzo [b] fluoranten B[b]F 205-99-2 252 5.78 1200 2B
Benzo [g, h, i] perylen B[g,h,i]P 191-24-2 276 6.9 260 3
Benzo [K] fluoranten BIK]F 207-08-9 252 6.2 550 2B
Chryzen Chr 218-01-9 228 5.61 2000 2B
Dibenzo [a, h] antracen  D[a,h]A 53-70-3 278 6.86 500 2A
Fluoranten Flu 86-73-7 202 5.22 260000 3
Fluoren Fl 86-73-7 166 4.18 1980000 3
Indeno [1,2,3-c, d] piren I[c,d]P 193-39-5 276 6.75 62000 2B
Naftalen N 91-20-3 128 3.37 31700000 2B
Fenantren Phe 85-01-8 178 4.46 1290000 3
Piren Pyr 129-00-0 202 5.3 135000 3

oznaczenie numeryczne przypisane substancji chemicznej przez amerykanska organizacje Chemical Abstracts Service (CAS),

b masa czgsteczkowa

¢ Wspbtczynnik podziatu woda-oktanol (Huckins et al. 1999)

4Wedhig Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (IARC): Grupa 1 - substancje rakotworcze dla cztowieka, Grupa 2B -
substancje mozliwie rakotworcze dla cztowieka, Grupa 3 — substancje niemozliwe do zaklasyfikowania jako rakotworcze dla

cztowieka (IARC, 2010)
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Odczynniki, roztwory i materialy:

— acetonitryl o czystosci do HPLC

— cykloheksan o czystosci do HPLC

— azot sprezony o czystosci 5.0

— woda o czystosci do HPLC

— mieszanina wzorcow WWA (EPA 610 PAH Mix; Supelco)

Aparatura i przyrzady:

— chromatograf cieczowy AT 1200 firmy Agilent Technologies z detektorem
fluorescencyjnym

— taznia ultradzwickowa

Warunki pracy chromatografu cieczowego:

rozdzial na kolumnie chromatograficzne;j:

Zorbax Eclipse PAH 5,0 um; 150x4,6 mm firmy Agilent Technologies

—  objetos¢ nastrzyku 10 pl
— elucja gradientowa acetonitryl/woda

e 50:50 1min

e 100:0 16 min

e 100:0 25 min

e 50:50 30 min
— temp. kolumny: 30 0C

— czas trwania analizy: 30 minut
— przeplyw fazy ruchomej: 1 ml/minute

— Parametry detektora fluorescencyjnego dt. fali Ex 229 nm; dt. fali Em. 400 nm

Najmniejsze stezenia WWA jakie mozna oznaczy¢ wedlug opisanej metody (najnizsze
stezenia z zakresu krzywej kalibracyjnej) sa umieszczone w Tabeli 7.Doktadnos¢ metody
z analizy Certyfikowanego Materiatu Odniesienia (SRM 1975) wyrazona jako procent odzysku

wartosci oczekiwanej wynosi 75,2-99,5%. Metoda opracowana w oparciu o:

» NIOSH 5506 Polynuclear Aromatic Hydrocarbons by HPLC (NIOSH 5506, 1998);

> ,.Podstawy i Metody Oceny Srodowiska Pracy” (Opracowanie zbiorowe, 2000);

» PN-Z-04240-5:2006  ,,Ochrona  czysto$ci  powietrza: Badania  zawartosci
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych” (173. PN-Z-04240-5, 2006).
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Tabela 7. Granica wykrywalnosci i granica oznaczalno$ci wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
oznaczanych na chromatografie cieczowym AT 1200 firmy Agilent Technologies z detektorem
fluorescencyjnym

Granica )
Zwinzek Skrot stosowany wykrywalnosei Granica oznaczalnoSci
w tabelach [ug/mil]
[ug/ml]
Naftalen N 0,033 0,100
Acenaftylen Ace 0,067 0,200
Acenaften Ac 0,033 0,100
Fluoren FI 0,007 0,020
Fenantren Fen 0,003 0,010
Antracen A 0,003 0,010
Fluoranten Flu 0,007 0,020
Piren Pyr 0,003 0,010
Benzo[a]antracen B[a]A 0,003 0,010
Chryzen Chr 0,003 0,010
Benzo[b]fluoranten B[b]F 0,007 0,020
Benzo[K]fluoranten BIK]F 0,003 0,010
Benzo[a]piren B[a]P 0,003 0,010
Dibenzo[a,h]antracen D[a,h]A 0,007 0,020
Benzo[g,h,i]perylen B[g,h,i]P 0,007 0,020
Indeno[1,2,3-c,d]piren 1[1,2,3-c,d]P 0,003 0,010

6.3.2. Analiza ilosciowa pestycydéw chloroorganicznych i lotnych zwigzkow

organicznych

Suche ekstrakty w kolbkach okragtodennych rozpuszczono w pentanie. Scianki
przemywano dwiema porcjami rozpuszczalnika o objetosci 1,5 ml oraz jedng o objetosci
1 ml. Rozpuszczone ekstrakty przeniesiono ilosciowo do 5 ml kolbek miarowych
i uzupeliono pentanem do kreski. Roztwor rozdzielono na dwie probki i poddano analizie
na zawarto$¢ szesnastu pestycydow chloroorganicznych (Tabela 8) metoda chromatografii
gazowej z detektorem WECD oraz dziewieciu lotnych zwigzkow organicznych (Tabela 9)

metoda chromatografii gazowej z detektorem MS.
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Tabela 8. Wybrane pestycydy chloroorganiczne

Rozpuszczalnos¢é
. Numer , Log . cxd
Zwiazek CAS® M(g/mol) Koo w wodzie (25°C) Kancerogennos$¢
B (ng/L)
Aldryna 309-00-2 364,91 3,01 20000 2A
alfa-endosulfan 59-98-8 406,93 4,74 320000 Brak danych
alfa-heksachlorocykloheksan
319-84-6 290,83 3,80 2000000 2B
(alfa-HCH)
33213-65-9
beta-endosulfan 406,93 3,83 320000 Brak danych
beta-heksachlorocykloheksan
319-85-7 290,83 3,78 200000 2B
(beta-HCH)
delta-heksachlorocykloheksan
319-86-8 290,83 4,14 31400000 2B
(delta-HCH)
. 60-57-1
Dieldryna 380,91 5,40 186000 2A
Endryna 72-20-8 380,91 5,20 230000 3
Epoksyd heptachloru 1024-57-3 389,30 5,40 350000 Brak danych
delta-heksachlorocykloheksan
) 58-89-9 290,83 3,72 7300000 1
(Lindan) (gamma-HCH)
118-74-1
Heksachlorobenzen (HCB) 284,77 5,73 4700 2B
76-44-8
Heptachlor 373,32 6,10 - 2B
Izodryna 465-73-6 364,91 6,75 14000 Brak danych
Dichlorodifenylodichloroetan
, 72-54-8 320,03 6,02 160000 3
(p. p'—DDD)
Dichlorodifenylodichloroetylen
, 72-55-9 318.02 6,51 40000
(p. p'— DDE)
Dichlorodifenylotrichloroetan
, 50-29-3 354,48 6,91 25000 2A
(p, p'— DDT)

2p0znaczenie numeryczne przypisane substancji chemicznej przez amerykanska organizacje Chemical Abstracts Service (CAS)

® masa czasteczkowa
¢Wspolczynnik podziatu woda-oktanol (Huckins et al. 1999)

4Wedtig Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (IARC): Grupa 1 - substancje rakotwoércze dla cztowieka, Grupa 2B -
substancje mozliwie rakotworcze dla czlowieka, Grupa 3 — substancje niemozliwe do zaklasyfikowania jako rakotworcze dla
cztowieka (IARC, 2010)
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Tabela 9. Wybrane lotne zwiazki organiczne

Rozpuszczalnosé
Numer Log
Zwigzek M(g/mol)® w wodzie (25°C) Kancerogenno$¢®  Tur
CAS? Kow®
(ng/L)

Trichlorometan 67-66-3 119,37 1,97 7950000000 2B 61,2
Bromodichlorometan 75-27-4 163,82 2,00 3968000000 2B 90,0
Dibromochlorometan 124-48-1 208,28 2,16 2700000000 3 120,0
Tribromometan 75-25-2 252,73 2,40 3100000 3 149,1
1,2-Dichloroetan 107-06-2 98,95 1,48 8600000000 2B 83,5
Benzen 71-43-2 78,11 2,13 1790000000 1 80,1
Tetrachloroeten 127-18-4 165,83 3,40 206000000 2A 1211
Tetrachlorometan 56-23-5 153,82 2,83 793000000 2B 76,7
Trichloroeten 79-01-6 131,38 2,61 1280000 1 87,2

2oznaczenie numeryczne przypisane substancji chemicznej przez amerykanska organizacje Chemical Abstracts Service (CAS)

P masa czgsteczkowa

¢ Wspdlczynnik podziatu woda-oktanol (Huckins et al. 1999)

4Wedtig Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (IARC): Grupa 1 - substancje rakotwoércze dla cztowieka, Grupa 2B -
substancje mozliwie rakotworcze dla cztowieka, Grupa 3 — substancje niemozliwe do zaklasyfikowania jako rakotworcze dla
cztowieka (IARC, 2010)

Jako granic¢ oznaczalno$ci dla obu grup oznaczanych zwigzkdéw przyjeto najnizszy
punkt na krzywej kalibracyjnej. W przypadku pestycydow chloroorganicznych wynosit on 5,0
ng/ ml (25 ng w probce), natomiast dla zwigzkow lotnych 0,4 pg/ ml (2 ug w probee).

Identyfikacja pestycydow (potwierdzenie) przeprowadzono wedtug zalecen EN-EN

ISO 6468:2002 stosujac dwie rézne kolumny chromatograficzne:

e Kolumna DB-35MS (30mx0,250x0,25um)
e Kolumna HP-5MS (20mx0,180x0,18um).
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6.4. ANALIZY BIOLOGICZNE

Ze wzgledu na opisane wczesniej liczne zalety testow krdotkoterminowych, w tym
przede wszystkim niewielkg ilos¢ probki wymagang do przeprowadzenia testu oraz krotki czas
analizy, w celu okreslenia jakosci biologicznej prébek wody zdecydowano si¢

na przeprowadzenie testow Microtox, SOS-Chromotest oraz UMU-Chromotest.

Suche ekstrakty w kolbkach okraglodennych, uzyskane po odparowaniu
rozpuszczalnika na etapie przygotowania probek, rozpuszczono w DMSO. Scianki
przemywano dwiema porcjami rozpuszczalnika o objetosci 2,0 ml oraz jedng o objgtosci
1,0 ml. Rozpuszczone ekstrakty podzielono do analiz biologicznych: 2,5 ml zostato
wykorzystane w tescie toksycznosci ostrej Microtox, 6x360 ul w tescie genotoksycznosci

UMU-Chromotest oraz 6x10 ul w tescie genotoksycznosci SOS-Chromotest.

6.4.1. Analiza toksycznosci testem Microtox™

Analiza przy uzyciu Microtox™ Basic Test zostata przeprowadzona dla wszystkich
probek srodowiskowych, a takze dla membran kontrolnych i zastosowanych rozpuszczalnikow
(DMSO, n-heksan), zgodnie z zaleceniami producenta (Gaudet i in., 1994). Do badan
wykorzystano komercyjnie dostepny szczep bakterii Aliivibrio fischeri (producent: Modern
Water). Dla kazdej probki (ekstrakty rozpuszczone w DMSO) wykonano 14 podwojnych
rozcienczen wykorzystujac 2% roztwor NaCl w wodzie dejonizowanej jako rozcienczalnik,
ktory stanowit rowniez probe kontrolng. Probki we wszystkich rozcienczeniach umieszczono
w szklanych kuwetach ochtodzonych do temperatury 15°C. Nastepnie do kuwet dodano 10 pl
roztworu bakterii. Intensywnos$¢ luminescencji byta mierzona przy zastosowaniu Microtox™

Model 500 Analyzer po 0-, 5- i 15-min czasie ekspozyciji.

Do obliczen stopnia inhibicji emisji $wiatla badanych organizmoéw zastosowano

nastepujace rownania:
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G,

x1
1+ G; 00

% inhibicji =

gdzie:
Rt— korekta dla kazdej inhibicji spowodowanej probka kontroli negatywnej (préba §lepa)

lco, let- maksymalna ilo$¢ $wiatta wykryta w kontroli negatywnej odpowiednio po czasie

poczatkowym 0 oraz po czasie t

Iso, Ist -ilo$¢ $swiatla wykryta w prébce wody odpowiednio po czasie poczatkowym O oraz

po czasie t

Gt — stosunek utraconej luminescencji po czasie t do pozostatej w czasie t, CO mozna

przeksztatci¢ w % inhibicji.

Koncowe wyrazenie toksycznosci badanych probek przedstawia si¢ jako ECsp,
co oznacza Efektywne Stgzenie (ang. Effective Concentration) probek, ktore zmniejsza emisjg
$wiatta organizmow testowych o 50%. Oblicza si¢ je z regresji liniowej wykresu logarytmu
stezen oraz procentu inhibicji. W prezentowanych wynikach uzyskane wartosci zostaly
wyrazone jako ilos¢ trioleiny z membran SPMD mg/ml badanej probki, powodujaca spadek
emisji $wiatlg o 50%. Nastepnie wyliczono ekwiwalent toksycznosci okreslony jako 1/ECsy,
co zostalo wykorzystane w reprezentacji graficznej przedstawionych danych. Powszechnie
stosuje si¢ rowniez jednostki toksyczne TU (ang. Toxic Unit), bedace wartoscig 1/ECso
pomnozong przez 100, jednakze jako ze w przeliczeniu na ilo$¢ trioleiny [mg/ml préobki]
pozbyto si¢ juz wyrazenia %, W tym przypadku TU jest odpowiada parametrowi 1/ECso [mg

trioleiny/ml probki].

Toksycznos¢ probek mozna réwniez wyrazi¢ jako Vix (Koci i in., 2003), co jest
rozumiane jako objeto$¢ rozcienczalnika, ktéra jest wymagana do rozcienczenia wszystkich
substancji toksycznych zaabsorbowanych w jednej membranie w trakcie jednego dnia
przebywania w wodzie, aby osiggna¢ wybrane stezenie, w tym wypadku ECso. Im wyzszy Viox
tym wieksza ilo§¢ absorbowanych substancji toksycznych, a tym samym wigksze
zanieczyszczenie probki. Zalezno$¢ definiuje réwnanie:

1
mXECSOXd

Vtox(SO) =

gdzie:
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m — stezenie ekstrahowanych membran, wyrazone jako liczba membran w ml
rozpuszczalnika (DMSQO) (szt/ml),
ECs5y — efektywne stgzenie probki, ktore zmniejsza emisj¢ $wiatta organizméw
testowych o 50%
d — czas przebywania SPMD w wodzie (dni).

6.4.2. Analiza genotoksycznosci testem SOS-Chromotest

Test SOS-Chromotest przeprowadzono zgodnie z wytycznymi producenta
(Environmental Bio-detection Products Inc., Ontario, Kanada) na 96-mikrodotkowych
jalowych, jednorazowych ptytkach. Jako ze wiele zwigzkéw chemicznych pozostaje
nieaktywnych az do przetworzenia przez odpowiedni system aktywacji metabolicznej, analize

wykonano w dwoch wariantach:
1) bez aktywacji metabolicznej (-S9),

2) z aktywacjg metaboliczng przy zastosowaniu frakcji post-mitochondrialnej
pochodzacej z watroby szczura (S9), traktowanej $rodkiem indukujacym
enzymy Aroclor 1254 (+S9).

W dniu poprzedzajacym planowang analize odpowiednio przygotowano bakterie poprzez
przeniesienie w sterylnych warunkach medium wzrostowego do fiolki, w ktorej znajdowaty sie
liofilizowany szczep Escherichia coli. Bakterie inkubowano przez 15 godzin w temperaturze
37°C.

Dla kazdej probki $rodowiskowej, probek kontrolnych oraz zastosowanych
rozpuszczalnikdbw w objetosci 10 pl/dotek przygotowano siedem podwdjnych rozcienczen
w trzech powtoérzeniach. Analizy prowadzono w obecnosci pozytywnej i negatywnej proby
kontrolnej. W przypadku testu prowadzonego bez aktywacji metabolicznej kontrolg pozytywna
byt 1-tlenek 4-nitrochinoliny (4-NQO) w stezeniu 1 pg/mlijego szes¢ podwojnych rozcienczen
w dwoch powtdérzeniach. Negatywna kontrolng byt rozcienczalnik W przypadku testu
prowadzonego z aktywacja metaboliczng kontrolg pozytywna byt 2-amino-antracen (2-AA)
W stezeniu 1 pg/ml 1 jego sze$¢ podwojnych rozcienczen w dwoch powtorzeniach. Kontrolg
negatywng byl rozcienczalnik (DMSQO). Do wszystkich dotkéw zawierajacych material testowy
dodawano po 100ul hodowli bakteryjnej i inkubowano przez 2 h w t temperaturze 37°C.
Po tym czasie do dotkéw dodawano substrat fosfatazy alkalicznej w obecnoéci niebieskiego

chromogenu, a zmiana nate¢zenia barwy zwigzana z aktywnoscig enzymu [B-galaktozydazy
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mierzona byta w spektrofotometrze mikroptytkowym (TECAN Magellan™). Wykonywano
pomiar absorbancji przy dtugosci fali 600 nm dla oznaczenia aktywnos$ci enzymatycznej oraz
420 nm dla okreslenia zywotnosci bakterii. Pomiar absorbancji wykonano w czasie t=0 i t=90

min od dodania substratu fosfatazy alkalicznej, po dodaniu roztworu zatrzymujacego reakcje.
Na podstawie pomiarow absorbancji dla wszystkich probek we wszystkich

analizowanych stezeniach wyznaczono wspotczynnik indukcji- IF (Induction Factor):

_B—gal
G

IF

gdzie:
B — gal- aktywnosc¢ B-galaktozydazy:

A6OOS B A6OOB
A600N - A6OOB

B —gal =

Ago0oS - absorbancja probki dtugosci fali 600 nm
Ago0B - absorbancja probki slepej (blank) przy dtugosci fali 600 nm

AgooN- absorbancja kontroli negatywnej przy dtugosci fali 600 nm

G -Wspolczynnik wzrostu bakterii:

_ Ayp0S — Agp0B

G =
A420N - A4-ZOB

A420S - absorbancja probki przy dtugoscei fali 420 nm
A420B - absorbancja probki slepej (blank) przy dtugosci fali 420 nm

A 470 N- absorbancja kontroli negatywnej przy dtugosci fali 420 nm.

Jako ze genotoksyczne dziatanie zwigzkow chemicznych hamuje wzrost bakterii
I ekspresj¢ enzymatyczng, nalezalo rowniez dobra¢ warto$¢ przezywalnosci organizmow
testowych, ponizej ktorej probka jest zbyt cytotoksyczna, a wyniki uznawane s za niewazne.

Zgodnie z sugestig producenta testu do potwierdzenia wyniku dodatniego wymagany byt
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wskaznik przezywalnosci (ang. Survival Rate) wynoszacy 80%, ktory zostat obliczony dla
wszystkich probek we wszystkich testowanych st¢zeniach na podstawie wzoru:
A0S

Wspoétczynnik przezywalnosci % = —ON X 100%
420

W prezentacji wynikow genotoksyczno$¢ badanych probek zostala wyrazona jako
wspotczynnik MIF, oznaczajacy maksymalny wspotczynnik indukcji uzyskany dla danej
probki (ang. Maximum Induction Factor). Probki uznawane sg za genotoksyczne, gdy
MIF>1,5.

6.4.3. Analiza genotoksycznosci testem UMU-Chromotest

Test UMU-Chromotest przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta
(Environmental Bio-detection Products Inc., Ontario, Kanada), bazujagcymi na normie ISO
138929. W tescie wykorzystano 96-mikrodotkowe jatowe, jednorazowe ptytki. Analogicznie

jak w przypadku testu SOS-Chromotest analize wykonano w dwoch wariantach:
1) bez aktywacji metabolicznej (-S9),

2) z aktywacjg metaboliczng przy zastosowaniu frakcji post-mitochondrialnej
pochodzacej z watroby szczura (S9), traktowanej S$rodkiem indukujacym

enzymy Aroclor 1254 (+S9).

W dniu poprzedzajacym planowang analize przygotowano bakterie przenoszac
w sterylnych warunkach medium wzrostowe do fiolki, w ktorej znajdowat si¢ liofilizowany
szczep Salmonella typhimurium. Bakterie inkubowano przez 15 godzin w temperaturze 37°C.
Dla kazdej probki srodowiskowej, probek kontrolnych oraz zastosowanych rozpuszczalnikow
w objetosci 360 pl/dotek przygotowano cztery podwdjne rozcienczenia w trzech
powtdrzeniach. Analizy prowadzono w obecnosci pozytywnej i negatywnej proby kontrolnej.
W przypadku testu prowadzonego bez aktywacji metabolicznej kontrola pozytywna byt
1-tlenek 4-nitrochinoliny (4-NQO) w stezeniu 1 ug/ml, natomiast w przypadku testu
prowadzonego z aktywacja metaboliczng kontrola pozytywna byt 2-amino-antracen (2-AA)

w stezeniu 1 pg/ml. Dla obu wariantdow negatywna kontrolng byl rozcienczalnik (DMSO).

Do wszystkich dotkéw zawierajacych materiat testowy dodawano po 70 pl hodowli
bakteryjnej i inkubowano przez 2 h w t temperaturze 37°C. Po inkubacji przeniesiono po 30 pl

z kazdego dotka na nowe ptytki, ktore zawieraty 270 ul medium wzrostowego z dodatkiem
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glukozy w kazdym dotku. W celu obliczenia wzrostu bakterii wykonano pomiar absorbancji
przy dlugosci fali 600 nm, po czym kontynuowano inkubacj¢ w 37°C przez 2h i ponownie
zmierzono absorbancj¢ probek. Nastepnie przeniesiono 30 ul z kazdego dotka na nowa plytke,
ktora zawierata 120 pl B-buforu, po czym do dotkéw dodawano 30 pul ONPG (galaktozyd
o-nitrofenylu) w obecnosci buforu fosforanowego i wymieszano. Ptytki inkubowano przez 30
min do zaobserwowania zo6ltej barwy, po czym dodano roztwor zatrzymujacy reakcje.
Aktywnos¢ B-galaktozydazy mierzono w spektrofotometrze mikroptytkowym (TECAN
Magellan™) przy dhugosci fali 420 nm.

Na podstawie pomiarow absorbancji dla wszystkich probek we wszystkich
analizowanych st¢zeniach wyznaczono wspoétczynnik indukcji- IF (Induction Factor):
Us

IF=—
G

gdzie:
U - aktywno$¢ B-galaktozydazy (jednostki wzgledne)

— A4ZOS - A4ZOB
57 AgaoN — Ayz0B

Ay,0S - absorbancja probki przy dtugosci fali 420 nm
Ay,0B - absorbancja probki slepej (blank) przy dtugosci fali 420 nm

A420N- absorbancja kontroli negatywnej przy dtugosci fali 420 nm.

G -Wspoélczynnik wzrostu bakterii:

_ AgooS — A0 B

G =
A600N - A6OOB

AgooS - absorbancja probki dtugosci fali 600 nm
AgooB - absorbancja probki slepej (blank) przy dtugosci fali 600 nm

AgooN- absorbancja kontroli negatywnej przy dtugosci fali 600 nm
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W poréwnaniu z testem SOS-Chromotest, w przypadku testu UMU-Chromotest dla
potwierdzenia wyniku dodatniego wystarczajacy jest nizszy wskaznik przezywalnosci (ang.

Survival Rate) wynoszacy 50%.

Analogicznie jak w przypadku SOS-Chromotest, w prezentacji wynikow
genotoksyczno$¢ badanych probek zostata wyrazona jako wspotczynnik MIF, oznaczajacy
maksymalny wspotczynnik indukcji uzyskany dla danej probki (ang. Maximum Induction
Factor). Za genotoksyczne uznawano probki, dla ktorych wspotczynnik MIF przekraczat

wartos¢ 1,5.
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7. WYNIKI I DYSKUSJA

7.1. WIELOPIERSCIENIOWE WEGLOWODORY AROMATYCZNE

Wyniki oznaczenia iloSciowego szesnastu wybranych wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych w prébkach wody pochodzacej z roznych etapow uzdatniania
zestawiono w Tabeli 10. Od warto$ci uzyskanych dla poszczegdlnych probek odjeto wartosci

uzyskane dla odpowiadajacych im srodowiskowych membran kontrolnych.

Wyniki uzyskane dla n-heksanu, zastosowanego do przygotowania probek do analizy
(przeptukiwanie membran, dializa, rozpuszczanie analitow), pokazuja, ze nie miat on zadnych
dodatkowych zanieczyszczen, a jego wpltyw na wyniki byt znikomy. Podobne wnioski mozna
wyciggna¢ na podstawie analizy wynikow otrzymanych dla czystych membran procesowych
(proces blank membranes), ktore przeszly takie same procedury jak membrany zastosowane
do poboru probek. To pokazuje, ze badany material nie zostal zanieczyszczony podczas

przygotowywania probek do analizy.

W analizowanych probkach stwierdzono obecno$¢ 12 z 16 analizowanych
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Przedstawione wyniki wskazuja,
7ze najczeSciej wystepujacymi WWA  byly fenantren 1 piren, ktore wykryto
w prawie wszystkich probkach, co moze by¢ zwigzane z ich bardzo wysoka rozpuszczalnoscig
w wodzie. Obecnos¢ tych zwigzkow stwierdzono we wszystkich probkach wody surowe;j
pobieranych w punkcie A oraz w wigkszosci probek z punktow B (rurocigg) i D (woda
u odbiorcy). W zbiorniku wody czystej (punkt C) zwykle wystepowaly w bardzo niskich
stezeniach, czgsto na granicy wykrywalnosci. Z kolei najwyzsze wartosci stezenia stwierdzono
w przypadku fluorantenu, jednak byt on obecny tylko w wodzie surowej 1 na poczatkowych
etapach procesu uzdatniania. Wraz z postepem procesu uzdatniania nastgpowato jego catkowite

usunigcie, co zaobserwowano w catym okresie prowadzenia badan.

Sume¢ stezen wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (3 WWA)
przedstawiono na Rysunku 5 i wynosita od 0,869 do 9,982 ug/SPMD dla punktu A; 0,521 -
3,914 pg/SPMD dla punktu B; 0,000 - 0,168 pug/SPMD dla punktu C i 0,325 - 0,667 pug/SPMD
dla punktu D. Migdzy punktami A 1 B spadek sumy stezen WWA jest niezauwazalny, podczas

gdy obnizenie st¢zenia jest widoczne migdzy punktami B i C, po dezynfekcji ozonem.
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Tabela 10. Stezenia wielopierScieniowych weglowodoréw aromatycznych oznaczanych ilosciowo [png/SPMD]

S:é“lf‘lfize”ie Efnﬁ ST”["Z‘]" A ActFl Ace B[aJA B[alP B[bIF BlghilP BKIF Chr D[ah]A Flu I[cdlP N  Phe Pyr IWWA® Z7WWA¢
Hex - - - - - - - - - - - - - 0024 0026 0050 0,000
0 K - - - - - - - - - - - - - 0096 0024 0120 0,000
A 33 45 |0018 - - 0145 - 0054 - 00240178 2114 0,020 0,148 0,980 0,818 4,499 0,569
B 33 44 - - - 0283 - 0035 - 0010 0,163 1957 0010 - 0412 1044 3914 0501
nc 33 49 - - - - - 0028 - - 0060 - - 0080 - 0168 0028
H-IVA |64 86 - - - 0260 0078 0100 - 0076 0,342 1,800 0,054 - 0390 1,104 4204 0910
HI-IVB |64 85 - - - 0320 0020 0088 - 0072 0,346 1212 0030 - 0000 0642 2730 0876
H-IVC |64 86 - - - - - - - - - - - - 0000 0032 0032 0,000
v A 27 174 - - - 0122 0020 0069 - 0045 0,121 1150 0,035 - 0202 0431 2195 0412
v B 27 168 - - - 0077 - 0127 - 0058 014 1012 0022 - 0101 0228 1765 0424
v C 27 168 - - - - - 0011 - - 0013 - - 0083 0029 0136 0024
VI A 31 213 - - - 0140 0029 0100 - 0,059 0,142 1173 0047 - 0158 0544 2392 0517
VI B 31 213 - - - 0044 - 0179 - 0047 0122 0210 0032 - 0086 0213 0933 0,424
VI C 31 212 - - - - - - - - - - 0059 0025 0084 0,000
VIl A 35 222 - - - 0024 - 0102 0020 0,019 0,041 0444 0048 - 0046 0125 0869 0,234
VII B 3B 223 - - - 0019 - 0051 0000° - 0035 0321 0014 - 0000 0081 0521 0,119
Vil C 3B 224 - - - - - - 0000 - - - - 0,00 0,000 0000 0,000
VIl D 35 250 - - - 0048 - - 0000 - - - - 0000 0277 0325 0,048
VILA |28 208 - - - 0411 0014 0133 0056 0,044 0,092 0581 0031 - 0126 0385 1573 0425
VInB |28 207 - - - 0026 - 0091 0045 - 0,058 0506 0015 - 0048 0203 0992 0,190
Villc |28 204 - - - - - - 0039 - - - - 0,000 0,000 0039 0,000
VIND |28 250 - - - 0051 - - 0046 - - - - 0063 0265 0425 0,051
IX A 40 165 - - - 043 0031 0,212 0079 0,061 0,109 0,709 0,039 0,278 0,257 0557 2475 0,873
IXC 40 169 - - - - - - 0030 - - - - 0016 0010 0056 0,000
IXD 40 250 - - - 0087 - - 0062 - - - - 0109 0429 0687 0,087
X A 3% 82 |0167 - - 0108 - 0108 0081 0,021 0,080 1,206 0,014 2,172 1,767 0605 6329 2503
X C 36 85 - - - - - 0020 0062 - - - - 0044 0012 0138 0,020
X D 36 250 - - - 0082 - - 0040 - - - - 0027 0364 0513 0,082
X1 A 32 38 |0254 - - 0,200 0,026 0,056 0048 0,024 0,148 3,066 0,019 2,349 2,104 1688 9,982 2,822
X1 C 2 41 - - - - - 0027 0029 - - - - 0024 - 0080 0027
X1 D 32 250 - - - 0075 - - - - - 0024 - 0092 0374 0565 0,099
X1 A 36 11 |0091 - - 0141 - 0043 0066 0,013 0,103 1,951 0,013 0,000 0,996 0832 4249 0,313
11 C 3% 15 - - - - - - - - 0,000 - - 0000 - 0000 0,000
X11 D 36 250 | 0013 - - 0061 - - 0056 - - - - 0084 0400 0614 0,061
& — nie wykryto

®0,000: dla probek, w ktorych stezenie WWA bylo < stezenie w probkach kontrolnych

©y WWA: Suma wszystkich wykrytych WWA
ISWWA: Suma 7 WWA z grupy 1 i 2B klasyfikacji IARC: B[a] A, B[a] P, B [b]F, B[K]F, Chr, I[c,d]P,N
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Catkowita sume stezen rakotworczych i potencjalnie rakotworczych WWA (3 7WWA)
przedstawiono na Rysunku 6 i wynosita od 0,234 do 2,822 ug/SPMD dla punktu A,
0,119 - 0,876 ug/SPMD dla punktu B, 0,000 - 0,028 pg/SPMD dla punktu C oraz
0,048 - 0,099 ug/SPMD dla punktu D. St¢zenie benzo [a] pirenu (najbardziej niebezpiecznego
sposrod analizowanych WWA) miescito si¢ w zakresie 0,000 - 0,078 pug/SPMD dla punktu A,
0,000-0,020 pg/SPMD dla punktu B. Z kolei w punkcie C i D benzo [a] pirenu nie wykryto

w zadnej probce.

12

10

)]

SWWA [pg/SPMD]
H

N

0 - I - I iy I | I | I ,l | | | _. | .
IX X Xi Xl

1l n-v \ vi Vi viii

HA "B mCHED

Rys.5. Suma stezen wszystkich wykrytych WWA [ug/SPMD] w probkach wody z réznych etapow uzdatniania
(A: przepompownia - doptyw wody surowej; B: rurocigg - strumien wody tuz przed ozonowaniem; C: zbiornik
czystej wody, D- biezaca woda w zlewie laboratoryjnym) w okre$lonych miesiacach.
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Rys. 6. Suma stgzen WWA z grupy 1 i 2B klasyfikacji IARC (3.7 WWA) [ug/SPMD] w probkach z réznych
etapow uzdatniania wody pitnej (A: przepompownia - wejscie wody surowej; B: rurociag - strumien wody tuz
przed ozonowanie; C: zbiornik czystej wody, D- woda biezgca w zlewie laboratoryjnym) w poszczegolnych
miesigcach.
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W wodzie surowej (punkt A) dominujacym zwiazkiem byt fluoranten, ktorego obecnos¢
stwierdzono w kazdej probce. We wszystkich probkach z catego roku pobranych w punkcie A
wykryto rowniez benzo[a]antracen, benzo[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten, chryzen,
indeno[1,2,3-cd]piren, fenantren i piren. Zawarto$¢ poszczegdlnych WWA w wodzie surowej
przedstawiono na Rysunku 7. Mozna zauwazy¢, ze duzy wptyw na catkowita sume¢ Y WWA
ma naftalen, ktory wykryto w czterech probkach z punktu A, przy czym w probkach
pochodzacych z pazdziernika i listopada (XA, XIA) byly to znaczne ilo$ci. Zwiazek ten zostat
jednak catkowicie usuniety juz w poczatkowym etapie procesu uzdatniania wody, w zwigzku

z czym nie wykryto go w probkach pochodzacych z innych punktow poboru.

12
Pyr
10 Phe
mN
a
> 8 M [c,d]P
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l I B[a]A
0 B N mA
1A In-1v A VIIA VIII A IXA XA XIA XA

Rys. 7. Stezenie WWA [g/SPMD] wykrytych w prébkach wody z punktu A (przepompownia - doptyw wody
surowej) w okreslonych miesiacach.

W  przypadku probek uzdatnionej wody pobieranej u odbiorcy (punkt D)
zaobserwowano wzrost stezenia niektorych WWA w stosunku do prébek pochodzacych
ze zbiornika wody czystej w stacji uzdatniania wody (punkt C). We wszystkich analizowanych
probkach z punktu D pojawit si¢ piren i benzo[a]antracen, a takze fenantren i benzo[g,h,i]
perylen, ktore wykryto w wigkszosci probek, za$ indeno[1,2,3-cd]piren i antracen tylko
w probkach pochodzacych z jednego miesigca, odpowiednio w XID i XIID (Rysunek 8).
Co ciekawe, fluoranten, ktory jest najczesciej wykrywanym WWA w wodzie przeznaczonej
do spozycia (WHO, 2011), nie zostal wykryty w zadnej probce z punktu D. Dwa sposrod

wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych zidentyfikowanych w punkcie D
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(benzo [a] antracen i indeno [1,2, 3-cd] piren) sg potencjalnie rakotworcze (grupa IARC 2B),

jednakze ich st¢zenia byly na tyle niskie, ze nie powinny by¢ powodem do niepokoju.
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Rys. 8. Stezenie WWA [ug/SPMD] wykrytych w probkach wody z punktu D (woda uzdatniona po przejsciu
przez system dystrybucii), w poszezegélnych miesiacach.

Istnieje tylko kilka publikacji, z ktérymi mozna porownac¢ wyniki pomiaru stezeh WWA
na roznych etapach uzdatniania (Gilli i in., 2005; Nowacka i in., 2013; Nowacka i in., 2014;
Nowacka i in., 2015a; Nowacka i in., 2015b), w tym tylko jedna z nich opisuje wyniki uzyskane
przy zastosowaniu wurzadzen z membrang polprzepuszczalng (Gilli i in., 2005).
We wspomnianej publikacji Gilli i in. przedstawiajg wyniki pomiaru stezeh WWA, uzyskane
przy zastosowaniu chromatografii gazowej ze spektrometria mas (GC-MS). Stezenie
mikrozanieczyszczen wyrazone zostalo jako pg/mg trioleiny. W badaniach wykazano znaczacy
spadek stezenia poszczegdlnych WWA (w okresie badan wynoszacym trzy miesiace)
w uzdatnionej wodzie, w stosunek do wody surowej, co odpowiada punktom A i C
w prezentowanej pracy. Zmiana wyniosta 0,488 z 7,811 w pazdzierniku 2002 r., 0,928 z 3,864
w listopadzie 2002 r. oraz 0,821 z 257,043 w grudniu 2002 r. Z kolei badania przeprowadzone
przez Nowacka 1 in. wykazuja duze wahania stezen WWA na réznych etapach uzdatniania
wody. W rezultacie stezenie sumy Y WWA w uzdatnionej wodzie (81,56 ng/L) w stosunku
do wody surowej (96,31 ng/L) nie jest znaczaco nizsza. Ponadto mig¢dzy punktami
reprezentujagcymi wode¢ surowg i uzdatniong znajdowato si¢ rowniez wiele dodatkowych
punktéw poboru probek (po kazdym etapie procesu oczyszczania). Mozna zauwazy¢ bardzo
duze réznice stgzen WWA w zaleznos$ci od etapéw uzdatniania wody oraz zastosowanych

procesow. Nalezy zauwazy¢, ze w badaniu zastosowano inng metode poboru probek niz
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w niniejszej pracy. Pobrany zostat 1 1 wody z kazdego punktu, po czym przeprowadzono
ekstrakcje do fazy statej, a nastgpnie analiz¢ GC-MS w celu ustalenia stezenia WWA. Ponadto
nalezy doda¢, ze badanie to przeprowadzono jednokrotnie w sezonie zimowym, w zwigzku
z czym autorka sugeruje przeprowadzenie podobnych badan rowniez w innych porach roku
(Nowacka i in., 2013). W dalszych badaniach Nowacka koncentruje si¢ na procesie koagulacji,
wykazujac duza korelacje miedzy rodzajem zastosowanego koagulantu a skutecznos$cig
usuwania poszczegdlnych WWA. Proces koagulacji przeprowadzono w warunkach
laboratoryjnych po jednorazowym pobraniu probki z zaktadu uzdatniania wody po procesie
ozonowania w sezonie letnim (Nowacka i in., 2015b) i jesiennym (Nowacka i in., 2015a).
Wydajnos¢ usuwania bylta rézna dla poszczegdlnych WWA, a spadek stezenia sumy ) WWA
wynosit 44,4% (Nowacka i in., 2015b) i 46,4% (Nowacka i in., 2015a) dla najbardziej
skutecznego koagulantu.

Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie wskazuja na znaczne roéznice sumy stezen

>WWA w wodzie surowej w probkach pobieranych w roznych porach roku (Rysunek 9).
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Rys. 9. Porownanie $redniej sumy stezen > WWA w probkach wody surowej (punkt A) dla réznych por roku

Do obliczenia $redniej wartosci stezenia dla zimy wzigto pod uwage probke IIA i HI-IVA,
probki VA, VI A dla wiosny, VIIA, VIIIA i IXA dla lata oraz XA, XIA i XIIA dla jesieni.
Najwyzsze Srednie stezenie uzyskano jesienig (6,853 ng/SPMD), a najnizsze latem (1,639
ug/SPMD). Zaktad uzdatniania wody zlokalizowany jest na bardzo duzym obszarze miejskim.
W zwigzku z tym prawdopodobna przyczyng tak wysokich wartosci stgzen WWA w okresie
jesienno-zimowym moze by¢ zwigkszone stgzenie produktéw spalania w atmosferze w tym

okresie wynikajace z sezonu grzewczego.
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Zblizone rezultaty dotyczace zmian stgzenia WWA w wodach powierzchniowych
w zalezno$ci od pory roku uzyskal Amandy i in., ktory rowniez pobieral probki przy
zastosowaniu SPMD. Badania dotyczyly probek wody z rzeki Crocodile River w Republice
Potudniowej Afryki. Najwyzsze $rednie stezenie sumy > WWA stwierdzono zimg i wynosito
2,117 ug/SPMD, kolejno jesienig (1,450 pug/SPMD) i latem (0,984 nug/SPMD), a najnizsze
wiosng (0,905 pug/SPMD). Tak wigc rowniez w tym przypadku $rednie stezenie sumy WWA
okazato si¢ by¢ wyzsze w przypadku sezonu jesienno-zimowego w poréwnaniu z wiosenno-
letnim, nie mniej jednak rdznica nie byla az tak wyrazna jak w przypadku wynikow
opisywanych w niniejszej rozprawie. Nalezy mie¢ na uwadze, ze w opisywanym przez
Amandy’ego regionie panuja zupetnie inne warunki klimatyczne, w zwigzku z czym powody
zmian stezenia roOwniez sg inne. Autor jako potencjalng przyczyng wysokich stezeh WWA
odnotowanych w okresie zimowym wskazuje niski poziom opadoéw, co powoduje drastyczny
spadek poziomu wody w rzece, a tym samym zwigkszenie udzialu procentowego uzdatnionych
$ciekow z oczyszczalni w Johannesburgu odprowadzanych do rzeki Crocodile River, z ktorej
pobierano analizowane probki. Drugim czynnikiem moggcym wedlug autora wplyngé
na zwigkszenie stezenia WWA w okresie zimowym jest spadek temperatury na badanym

obszarze, co z kolei ogranicza ich ulatnianie (Amandy i in, 2014).

Podobng korelacje¢ sezonowg dla wod powierzchniowych wykazal rowniez Kafizadeh,
badajac probki wody z rzeki Soltan Abad (Iran), dla ktorych st¢zenia byly nastepujace: 12,64
ng/L jesienig, 9,54 ng/L zima, 8,55 ng/L wiosng i 4,720 ng/L latem. Autor wspomina, ze efekt
ten mozna przypisa¢ warunkom klimatycznym, efektowi fotooksydacji, ulatnianiu si¢
1 wysokiej degradacji podczas gorgcego sezonu (Kafizadeh, 2015). Zupehie inne wyniki
uzyskali Karyab i1 Pan, ktérzy wykazali, ze calkowite stgzenia WWA wzrastaja latem

w poréwnaniu do zimy (Karybab i in., 2013; Pan i in., 2015).

Przedstawione wyniki wyraznie wskazuja, ze podczas procesu uzdatniania wody, ktory
jest stosowany w opisanym zaktadzie uzdatniania wody, wielopier§cieniowe weglowodory
aromatyczne sa usuwane w bardzo wydajny sposob. We wszystkich analizowanych miesigcach
wraz z postgpem procesu oczyszczania ilo§¢ kazdego z WWA wykrytych w probkach spadta,
w wigkszosci przypadkéw nawet ponizej granicy oznaczalnosci metody analitycznej. Liczba,
ztozonos¢ 1 stezenia WWA sg zroznicowane z kazdym miesigcem. We wszystkich rozwazanych
miesigcach wraz z postgpem procesu uzdatniania stezenie kazdego wykrytego WWA spadto,
w wigkszosci przypadkow nawet ponizej granicy wykrywalnosci metody analitycznej. Niestety

po przejsciu przez system dystrybucji stezenie niektorych WWA nieznacznie wzrasta.
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Przedstawione dane wskazuja, ze w okresie jesienno-zimowym wystgpuje znaczny wzrost
stezenia WWA w stosunku do okresu wiosenno-letniego, nie mniej jednak wniosek ten nalezy

ograniczy¢ jedynie dla badanego regionu.

SZACUNKOWE STEZENIE WWA W WODZIE

Do obliczenia $redniej wazonej w czasie wartosci stezenia  (Crwa)
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych oraz pestycydoéw chloroorganicznych
w wodzie wykorzystano arkusz kalkulacyjny Microsoft Excel stworzony przez Alvareza
(Alvarez, 2010b). Narzedzie to wykorzystuje oryginalne modele przenikania zwiazkow przez
SPMD oparte na kinetyce pierwszego rzgdu. Kalkulator ten moze by¢ uzywany tylko wtedy,
gdy w SPMD nie zostaly zastosowane tak zwane PRC (ang. Performance Reference
Compounds) bedace wydajnosciowymi zwigzkami odniesienia 1 jest on ograniczony
do substancji chemicznych, dla ktorych czestosci probkowania zostaly wyprowadzone
eksperymentalnie (Alvarez, 2010b). Wspomniany arkusz kalkulacyjny wykorzystuje modele
wczesnej] absorpcji, w ktorych kazda faza krzywej absorpcji chemicznej (liniowa,
krzywoliniowa i rOwnowagowa) jest opisana za pomocg oddzielnych rownan. Na podstawie
statej Kspmp 1 okresu pobierania probek oblicza si¢ teoretyczny okres pottrwania (ti2) 1 okresla
si¢ ktory model jest odpowiedni do obliczen (Alvarez, 2010a). W przypadku prezentowanych
badan wartos$ci Kspmp zaczerpnigto z publikacji Huckins’a (Huckins 1 in., 1999). Modele
wykorzystywane w kalkulatorze sg szeroko opisywane w literaturze (Anderson i in., 2008;
Booij i in., 1998; Luellen i in., 2002; Rantalainen i in., 2000; Vrana i in., 2002). Zostaly one

podsumowane i szczegdtowo opisane przez Huckins’a (Huckins i in., 2006).

Wyniki obliczen $redniej wazonej w czasie wartosci stezenia (Ctwa), wyrazonej w ng/L,
dla wszystkich wykrytych WWA (z wylaczeniem naftalenu, dla ktorego brak doniesien
literaturowych umozliwiajacych wykonanie obliczen) przedstawiono w tabeli 11. Jednakze
nalezy mie¢ na uwadze, Ze sg to jedynie wartosci szacunkowe obliczone na podstawie danych
eksperymentalnych uzyskanych przez innych autorow, wigc ich interpretacja powinna mieé
charakter jedynie pogladowy. W zwiazku z tym dyskusja wynikéw przeprowadzona
W niniejszej rozprawie odnosi si¢ przede wszystkim do wynikéw wyrazonych w pg/SPMD,
co bylo rowniez zasugerowane przez recenzenta w czasopiSmie ,.Science of The Total
Environment”, gdzie ukazaly si¢ opisywane wyniki stezen WWA (Pogorzelec i in., 2018). Nie
mniej jednak og6élny trend zmian stezenia wielopierscieniowych weglowodorow

aromatycznych w zaleznos$ci od etapu procesu uzdatniania oraz wahania sezonowe dla obu
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sposobow przedstawienia wynikoOw pozostajg zbiezne. Zgodnie w wytycznymi WHO w stabo
zanieczyszczonych wodach powierzchniowych suma stezen WWA powinna miesci¢ si¢
w przedziale 50-250 ng/L, natomiast Typowy zakres sumy stezen WWA w wodzie uzdatnionej
przeznaczonej do spozycia wynosi okoto od 1 do 11 ng/L (WHO, 2011).

Tabela 11. Stezenia wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych oznaczanych ilosciowo [ng/L]

Srzé"balfize"ie E‘anﬁ STre[‘jEi]a A B[aJA B[P B[bJF BghiP BKIF Chr  Flu IcdlP Phe  Pyr EWWA® S6WWA?
A 33 45 | 0171 181 - 0767 - 0321 2023 22347 0275 13439 7,291 48464 5217
nB 33 44 . 3573 - 0497 - 0134 1852 20687 0138 5650 9305 41836 6,194
Inc 33 49 - - - 0398 - - - 0634 0000 1007 - 2129 0398
M-IV A 64 8.6 - 1693 0522 0732 - 0524 2004 4856 0384 6870 2563 20147 5859
-1V B 64 85 - 2083 0134 0645 - 0496 2027 3270 0213 0000 1490 10358 5598
m-vc 64 8.6 ; ; - - - - - - - 0000 0074 0074 0000
vV A 27 174 - 1883 0258 1128 - 0625 1318 13889 0463 2344 4605 26512 5675
v B 27 168 - 1188 - 2075 - 0806 1525 12222 0291 1,172 2436 21715 5885
v C 27 168 - - - 0180 - - 0142 - - 0963 0310 1504 0321
VI A 31 213 - 1882 0326 0142 - 0714 1347 12339 0541 1973 5062 24326 4952
VI B 31 213 - 0591 - 2547 - 0560 1158 2209 0369 1074 10982 10499 5234
VIC 31 212 - - - - - - - - - 0737 0233 0970 0,000
VI A 3B 222 - 0187 - 1214 0343 0131 0238 1132 0429 0687 0260 4621 2,199
VI B 3B 223 - 0148 - 0607 0000° - 0203 0818 0125 0000 0169 2070 1,083
VI C 3B 224 - - - - 0000 - - - - 0000 0000 0000 0,000
VI D 3B 250 - 0314 - - 0000 - - - - 0000 0577 0951 0374
VI A 28 208 - 1652 0174 2006 1250 0590 0966 6,766 0395 1492 30966 19348 5874
VIl B 28 207 - 0387 - 1434 1005 - 0609 5893 0191 0568 2001 12178 2,621
VI1I C 28 204 - - - - o081t - - - - 0000 0000 0871 0,000
V111 D 28 250 - 0497 - - 098 - - - - 0864 1797 4144 0497
IXA 0 165 - 1490 0270 2338 1234 0572 0802 57,780 0348 3,607 4017 72457 5820
IXC 40 169 - - - - 0469 - - - - 0225 0072 0765 0,000
IX D 40 250 - 0593 - - 0960 - - - - 1698 0976 4226 0593
X A 36 8,2 1663 1250 - 1406 1776 0257 0833 11,686 0177 25115 4943 49,106 3924
X C 36 85 - - - 0260 1360 - ; ; - 0625 0098 2343 0260
X D 3% 250 - o6 - - 0667 - ; ; - 0407 0773 2468 0621
X1 A ) 38 2364 2604 0348 0820 1184 0331 1734 33423 0270 28470 15515 87,063 6,108
XI C ) 41 - - - 039% 0716 - ; ; - 0325 - 143 039
X1 D 2 250 - 0639 - ; ; ; ; - 0234 1332 2219 4424 0874
X1 A 36 11 0906 1632 - 0560 1447 0159 1073 18905 0,164 14,156 6797 45800 3,588
X1 C 36 15 ; ; ; ; ; ; - 0000 - 0000 - 0000 0,000
X11 D 36 250 | 0146 0462 - - 0933 - ; ; - 1267 0849 3658 0462

a” — nie wykryto

®0,000: dla probek, w ktorych stezenie WWA byto < stezenie w probkach kontrolnych

€Y WWA: Suma wszystkich wykrytych WWA z wyjatkiem naftalenu

9S6WWA Suma 6 WWA z grupy 11 2B klasyfikacji IARC: B [a] A, B [a] P, B [b] F, B [k] F, Chr, 1 [c, d] P
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7.2. PESTYCYDY CHLOROORGANICZNE

Przy pomocy chromatografii gazowej z detektorem pECD w badanych ekstraktach
wykazano obecno$¢ 6 z 16 analizowanych pestycydow chloroorganicznych. W tabeli 12
przedstawiono wartos¢ stezenia analitow dla poszczegdlnych probek, uwzgledniajac jedynie
te zwiazki, ktérych obecno$¢ stwierdzono przynajmniej w jednej probce. Od wartosci
uzyskanych dla poszczegélnych probek odjeto wartosci uzyskane dla $srodowiskowych

membran kontrolnych.

Tabela 12. Stezenia wybranych pestycydow chloroorganicznych oznaczanych ilosciowo [ug/SPMD]

Oznaczenie Aldryna beta-HCH delta- Endryna gamma-HCH Heptachlor YXPCO
probki HCH (Lindan)
Hex 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1A 0,000 0,000 0,000 0,172 0,000 0,000 0,172
1B 0,000 0,000 0,000 0,118 0,000 0,000 0,118
Inc 0,000 0,000 0,000 0,075 0,000 0,000 0,075
In-1v A 0,000 0,000 0,039 0,320 0,000 0,085 0,444
1-1v B 0,000 0,000 0,000 0,225 0,000 0,030 0,255
Ii-1v C 0,000 0,000 0,000 0,165 0,000 0,000 0,165
VA 0,000 0,000 0,000 0,135 0,000 0,035 0,170
VB 0,000 0,000 0,000 0,100 0,000 0,020 0,120
vVC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
VIA 0,000 0,160 0,000 0,300 0,000 0,065 0,525
VI B 0,000 0,000 0,000 0,065 0,000 0,000 0,065
VIC 0,000 0,000 0,000 0,040 0,000 0,000 0,040
VIIA 0,055 0,308 0,043 1,365 0,065 0,060 1,896
VII B 0,011 0,000 0,000 0,465 0,000 0,015 0,491
VIl C 0,000 0,000 0,000 0,015 0,053 0,000 0,068
VII D 0,000 0,000 0,000 0,265 0,000 0,000 0,265
VIIIA 0,000 0,235 0,000 0,650 0,053 0,125 1,063
VIl B 0,000 0,000 0,000 0,600 0,000 0,110 0,710
Vil C 0,000 0,000 0,000 0,375 0,000 0,030 0,405
VIl D 0,000 0,000 0,000 0,460 0,000 0,035 0,495
IXA 0,000 0,085 0,000 0,210 0,000 0,290 0,585
IXC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,135 0,135
IXD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,055 0,055
XA 0,000 0,221 0,000 0,305 0,053 0,160 0,739
XC 0,000 0,000 0,000 0,035 0,000 0,125 0,160
XD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,100 0,100
XIA 0,000 0,000 0,000 0,120 0,000 0,205 0,325
XIC 0,000 0,000 0,000 0,050 0,000 0,120 0,170
XID 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,115 0,115
XITA 0,000 0,000 0,000 0,100 0,000 0,110 0,210
XIlC 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,000 0,015
XD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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Podobnie jak w przypadku analizy wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych wyniki uzyskane dla n-heksanu, zastosowanego w przygotowaniu probek
do analizy oraz dla czystych membran procesowych (ang. process blank membranes) wskazuja,

ze badany materiat nie zostat zanieczyszczony przed przeprowadzonymi analizami.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nalezy stwierdzi¢, ze najczesciej wystepujacym
pestycydem byta endryna, ktérej obecnos¢ stwierdzono we wszystkich probkach pochodzacych
z punktu A (doptyw wody surowej) oraz z punktu B (rurociag), a takze w wigkszosci probek
pochodzacych z punktu C (zbiornik wody czystej) 1 tylko w dwoch probkach z punktu D
(biezaca woda w zlewie laboratoryjnym). Nalezy jednak podkresli¢, ze wraz z postepem
procesu uzdatniania stezenie endryny sukcesywnie spadato, cho¢ nie zawsze do zera. Stezenie
endryny w wodzie u odbiorcy w probkach VII D oraz VIII D, jest zdecydowanie wyzsze niz
w probkach pochodzacych ze zbiornika wody czystej (punkt C) pobieranych w tym samym
czasie, co wskazuje na wtdrne zanieczyszczenie tym pestycydem w trakcie transportu wody
do odbiorcy w sieci wodociggowej. Najwyzsze stezenie endryny odnotowano dla probki VII A
i wynosito ono 1,365 ug/SPMD. Endryna stosowana jest jako insektycyd oraz rodentycyd.

Drugim najczesciej pojawiajgcym si¢ pestycydem byt heptachlor (insektycyd), obecny
we wszystkich probkach z punktow A i B, z wyjatkiem probek II A, IT B 1 VI B. W probkach
z punktéw C 1 D wystepowal on od lipca do listopada witgcznie (probki VII C-XI C oraz VII D-
XI D). Dla wszystkich probek odnotowano sukcesywny spadek stezenia tego pestycydu
na kolejnych etapach uzdatniania. W odroznieniu od endryny, w zadnej z probek nie
stwierdzono znaczgcego wzrostu stezenia heptachloru pomiedzy punktami C i D. Najwyzsze

stezenie heptachloru odnotowano dla probki IX A i1 wynosito ono 0,290 pg/SPMD.

Pozostate pestycydy pojawiaty si¢ zdecydowanie rzadziej i w wiekszosci przypadkow
zostaly wykryte jedynie w punkcie A, co wskazuje, ze w procesie uzdatniania zostaty one
catkowicie usunigte. Jedyny wyjatek stanowi gamma-HCH (lindan), ktérego st¢zenie w probee
VII C wyniosto 0,053 pug/SPMD, przy stezeniu w wodzie surowej (probka VII A) wynoszacym
0,065 pg/SPMD.

Sume¢ stgzen wszystkich wykrytych pestycydow chloroorganicznych (3 PCO)
przedstawiono na Rysunku 10 i wynosito od 0,172 do 1,896 ug/SPMD dla punktu A, 0,065 -
0,710 pg/SPMD dla punktu B, 0,000 - 0,405 pg/SPMD dla punktu C 1 0,000 - 0,495 pg/SPMD

71



dla punktu D. Stezenie poszczegdlnych PCO [ug/SPMD] wykrytych w probkach wody
z punktu A przedstawiono na Rysunku 11.
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Rys. 10. Suma stezen wszystkich wykrytych PCO [ug/SPMD] w probkach z roznych etapoéw uzdatniania wody
(A: przepompownia - doptyw wody surowej; B: rurociag - strumien wody tuz przed ozonowaniem; C: zbiornik
czystej wody, D- biezaca woda w zlewie laboratoryjnym) w okre$lonych miesigcach.
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Rys. 11. Stezenie poszczegdlnych PCO [ug/SPMD] wykrytych w probkach wody z punktu A (przepompownia -
doptyw wody surowej) w okreslonych miesiacach.

Jedynie w nielicznych publikacjach podjeto zagadnienie wptywu procesow uzdatnia
wody na stezenie opisywanych pestycydow chloroorganicznych (Valickova i in., 2013; Kong
iin., 2016; Rad i in, 2017). Kong i in. prowadzili badania w zaktadzie uzdatniania wody Jiubin
w YiXing (Chiny), ktory jest zasilany woda z gornego dorzecza Taihu. W publikacji opisano

wyniki analizy obecnosci osiemnastu pestycydow chloroorganicznych. Dwa razy w miesigcu

72



przez okres trzynastu miesigcy (Czerwiec 2014 - Lipiec 2015) pobierano po 2,0 L wody
w dwoch powtorzeniach z czterech punktow: (1) wejscie wody surowej, (2) woda po procesie
sedymentacji, (3) woda po filtracji oraz (4) woda uzdatniona. W celu zatgzenia analitow probki
poddawano ekstrakcji do fazy cieklej, po czym odparowywano na rotacyjnej wyparce
prézniowej. Nastepnie przeprowadzono oznaczenie ilosciowe PCO metoda chromatografii
gazowej ze spektrometriag mas. W wodzie surowej stwierdzono obecno$¢ dziesieciu
analizowanych pestycydow chloroorganicznych o relatywnie wysokich st¢zeniach, natomiast
wartosci stezen pozostatych o$miu byly bardzo niskie, lub nie zostalty wykryte. Dominujacym
pestycydem byt beta-HCH, a jego $rednie stg¢zenie wynosito 290,8 ng/L. Kolejnymi czesto
pojawiajagcymi si¢ zwigzkami byt heptachlor, ktorego Srednie stezenie wynosito 56,1 ng/L oraz
gamma-HCH (45,6 ng/L). DDE, DDD oraz DDT byly wykrywane czesto, natomiast
wystepowaty w niskich stezeniach. Kong i in. zbadali rowniez wptyw procesow uzdatniania
na stezenie sumy PCO oraz poszczegolnych zwigzkéw. Autorzy wykazali, ze efektywnos¢
usuwania dla sumy st¢zen XPCO wynosita ponizej 10% dla procesu sedymentacji i 8% dla
procesu filtracji. W przypadku dezynfekcji nie stwierdzono znaczacego wplywu procesu
na sume¢ stezen XPCO. Dominujacym pestycydem sposréd wykrytych w wodzie uzdatnione;j
byt beta-HCH, ktorego $rednie stezenie wynosito 200,8 ng/L, co wskazuje na jego bardzo duzy
wplyw na catkowitag sume stgzen XPCO w wodzie uzdatnionej. Najefektywniej usuwanym
sposrod badanych pestycydéw okazat si¢ by¢ heptachlor, ktorego stezenie spadato $rednio
o 31,8%, osiagajac $rednig warto$¢ 22,5 ng/L w wodzie uzdatnionej. Podsumowujac, Kong
1 in. podkreslaja fakt niesatysfakcjonujacego poziomu usuwania pestycydow
chloroorganicznych w trakcie procesu uzdatniania wody w zaktadzie, w ktorym pobierano

probki oraz wskazuja na konieczno$¢ uzupetnienia procesu o techniki umozliwiajace skuteczne

usuwanie PCO (Kong i in., 2016).

Rad i in. réwniez przeanalizowali wplyw proceséw uzdatniania wody na st¢zenie
wybranych pestycydow chloroorganicznych. Miejscem poboru probek byl zaktad uzdatniania
wody w Ahvaz (Iran), ktory jest zasilany woda z rzeki Karun. Probki pobierano przez okoto
miesigc o roznych porach dnia w trzech punktach: (1) wejscie wody surowej, (2) woda
po koagulacji, (3) woda po filtracji- w petni uzdatniona. Wszystkie probki pochodzace z danego
punktu zostaty nastepnie potaczone i w objetosci 2,5 1 przetransportowane do laboratorium,
gdzie 250 ml uzyskanej mieszaniny poddano trzykrotnej ekstrakcji z uzyciem n-heksanu,
a nast¢pnie odparowano na rotacyjnej wyparce prozniowej. Nastepnie przeprowadzono analize¢

ilosciowg dwunastu wybranych PCO (aldryna, alfa-HCH, beta-HCH, delta-HCH, gamma-
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HCH, dieldryna, alfa-endosulfan, beta-endosulfan, heptachlor, metoksychlor, op’- DDT, pp’-
DDT) przy zastosowaniu chromatografii gazowej z detektorem p-ECD. Dominujacymi
zwigzkami, ktore wykryto w probkach wody pochodzacej ze wszystkich etapow, byly
heptachlor, metoksychlor oraz delta-HCH. Autorzy wykazali, spadek stezenia wszystkich
pestycydow chloroorganicznych w probkach wody po procesie uzdatniania w zakresie
od 19,4% dla heptachloru do 83,5% dla aldryny. Dla sumy stezen wszystkich wykrytych
pestycydoéw spadek stezenia wynosit 49,3%. Analizujac wplyw procesow jednostkowych,
autorzy wykazali, ze koagulacja okazata si¢ by¢ szczeg6lnie skuteczna w przypadku usuwania
alfa-HCH, prowadzac do 77,3% redukcji. Wysoki stopien redukcji uzyskano rowniez dla
heptachloru (42,8%), aldryny (42,8%) oraz alfa-endosulfanu (41,4%). Co ciekawe, stezenie
metoksychloru wzrosto po procesie koagulacji o 44,3%. W przypadku pozostatych zwigzkow
poziom redukcji po procesie koagulacji wynosit od 5,2% do 27,2%. Z kolei filtracja okazata si¢
by¢ najbardziej efektywna w usuwaniu gamma-HCH (lindan), beta-endosulfanu i aldryny,
doprowadzajac do obnizenia ich st¢zenia odpowiednio o 81,8%; 75,2% i 71,2%. W przypadku
heptachloru i alfa-HCH odnotowano wzrost stezenia po procesie filtracji o odpowiednio 40,9%

i 7,6%. Stezenie pozostatych pestycydoéw spadato w zakresie od 15,0% do 60,5%.

Valickova i in. w swoich badaniach przeprowadzonych w warunkach laboratoryjnych
koncentrujg si¢ na procesie adsorpcji na réznych ztozach, m.in na weglu aktywnym. Analizie
przy zastosowaniu chromatografii gazowej z detektorem pu-ECD poddano pig¢ pestycydow
chloroorganicznych:  heksachlorobenzen (HCB), heptachlor, lindan (gamma-HCH)
heksachlorobutadien (HCBD) oraz pentachlorobenzen (PeCB). Najwyzsza skutecznos$é¢
usuwania w procesie adsorpcji na weglu aktywnym stwierdzono dla HCBD- 64,5%, kolejno
dla heptachloru- 60,5%, HCB- 59,9%, PeCB- 57,0% i lindanu- 56% (Valickova i in., 2013).

Nalezy mie¢ na uwadze, ze kazdy z autorow przedstawia uzyskane rezultaty W nieco
inny sposob, w dodatku w zadnej z przedstawionych pozycji literaturowych nie wykorzystano
urzadzen z membrang potprzepuszczalng w celu zatezenia zwigzkow obecnych w probkach
wody pochodzacych z réznych etapéw uzdatniania, przez co bezposrednie pordwnanie

z wynikami prezentowanymi w niniejszej rozprawie nie jest mozliwe.

Analizujac sezonowa zmienno$¢ sumy stezen Y PCO w wodzie surowej, nalezy dostrzec
znaczacg réznice pomiedzy wynikami uzyskanymi latem (VII-IX) a pozostatymi porami roku,

co zobrazowano na Rysunku 12. Najwyzsza $rednig sumy stezen uzyskano latem i wynosita
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ona 1,181 pug/SPMD, podczas gdy dla jesieni byta to wartos¢ 0,425 pg/SPMD, dla zimy 0,308
ug/SPMD, a dla wiosny 0,348 ug/SPMD.
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Rys. 12. Poréwnanie $redniej sumy stezen > PCO w probkach wody surowej (punkt A) dla roznych por roku

Kong i in. rowniez wskazuja na znaczgce roznice stgzen poszczegoélnych zwigzkoéw
w wodzie surowej w zaleznosci od pory roku. Dla wigkszosci wykrytych pestycydow
chloroorganicznych najwyzsze wartosci stezen odnotowano wiosng 1 latem, natomiast
najnizsze jesienig i zimg. Szczegdlnie wysokie wahania sezonowe stwierdzono dla heptachloru
oraz beta-HCH. Wedtlug autorow, znaczacy wplyw na wysokie stezenia PCO odnotowane
wiosng moga mie¢ bardzo intensywne opady deszczu wystepujace w tym okresie na terenie

prowadzonych badan (Kong i in., 2016).

Liu i in. prowadzac badania nad obecnoscia pestycydow chloroorganicznych w wodach
rzeki Jiuxi w Chinach poddali analizie probki wody pobierane od pazdziernika do listopada
oraz od marca do kwietnia. Wyniki uzyskane przez autorow wskazuja, ze $rednie stgzenia
analizowanych pestycydow byly zdecydowanie wyzsze jesienia niz wiosna. Jedynym
wyjatkiem byt heptachlor, ktorego $rednie stezenie byto wyzsze w pazdzierniku niz w marcu.
Srednia suma stezen Y PCO wiosng wyniosta 7,15 ng/L, podczas gdy jesienig byto to 19,8 ng/L.
Wykazano rowniez, ze zwiazki z grupy HCH wykazywaty zdecydowanie wigksze sezonowe

zmiany stezen w poroéwnaniu ze zwigzkami z grupy DDT (Liu i in., 2020).

Amandy 1 in. przeprowadzili analiz¢ zmienno$ci sezonowej st¢zenia beta-HCH,
gamma-HCH (lindan) oraz delta-HCH w probkach wody z rzeki Crocodile River w Republice
Potudniowej Afryki. Do poboru probek wody wykorzystano urzadzenie z membrang

pOlprzepuszczalng. Najwyzsze stezenia beta-HCH stwierdzono zimag i wiosng wynosity
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odpowiednio 0,154 pg/SPMD i 0,153 ug/SPMD. Zdecydowanie nizsze st¢zenia odnotowano
latem (0,071 pg/SPMD) i jesienig (0,0455 pg/SPMD). Dla poréwnania, w badaniach
opisywanych w ramach niniejszej rozprawy, obecnos¢ beta-HCH wykryto w miesigcach
od czerwca do pazdziernika, a jego najwyzsze st¢zenie odnotowano w lipcu i wynosito
0,308 pg/SPMD. Najwyzsze stgzenia lindanu w rzece Crocodile River stwierdzono jesienig
i wynosito 0,010 pg/SPMD, natomiast najnizsze latem (0,006 pg/SPMD). W przypadku delta-
HCH $rednia wartos$¢ st¢zenia jesienig, zimg i wiosng wynosita 0,003 pg/SPMD, natomiast
latem 0,001 ug/SPMD (Amandy i in., 2014).

SZACUNKOWE STEZENIE PESTYCYDOW W WODZIE

Analogicznie jak w przypadku opisywanych wczeéniej wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych do $redniej wazonej w czasie wartoSci st¢zenia (Crwa)
pestycydow chloroorganicznych w wodzie wykorzystano arkusz kalkulacyjny Microsoft Excel
stworzony przez Alvareza (Alvarez, 2010b). Wyniki obliczen $redniej wazonej w czasie
wartos$ci st¢zenia (Ctwa), wyrazonej w ng/L, dla wykrytych pestycydow chloroorganicznych
przedstawiono w Tabeli 13. Ze wzgledu na brak doniesien literaturowych umozliwiajgcych
wykonanie obliczen w zestawieniu nie ujeto aldryny i delta-HCH. Z przyczyn podanych juz
przy wynikach $redniej wazonej w czasie wartosci stezenia (Ctwa) WWA, rowniez dla
pestycydow chloroorganicznych przeprowadzona dyskusja wynikow odnosi si¢ przede
wszystkim do wynikéw wyrazonych w ug/SPMD. W przypadku PCO ogolny trend zmian
stezenia w zaleznosci od etapu procesu uzdatniania oraz wahania sezonowe dla obu sposobow
przedstawienia wynikéw sa zblizone. Warto rowniez zauwazy¢, ze st¢zenia pestycydow
wyrazone w ng/L wody okazaty si¢ by¢ zdecydowanie nizsze niz dopuszczalne- przyktadowo
dla endryny, ktéra byta dominujacym PCO w badanych probkach maksymalne wykryte
stezenie wynosito 11,542 ng./L, podczas gdy norma mowi o 0,600 pg/L (WHO, 2011).
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Tabela 13. Stezenia CTWA wybranych pestycydéw chloroorganicznych oznaczanych ilosciowo [ng/L wody]

Oznaczerl ie Czas (dni) Sre?nia T beta-HCH Endryna g:;l_|rr&r|n_|a- Heptachlor XPCO
prébki [*C] (Lindan)

1A 33 4,5 0,000 0,841 0,000 0,000 0,841
1B 33 44 0,000 0,577 0,000 0,000 0,577
Inc 33 4,9 0,000 0,367 0,000 0,000 0,367
In-1v A 64 8,6 0,000 2,198 0,000 0,140 2,338
I-1v B 64 8,5 0,000 1,545 0,000 0,050 1,595
I-1v C 64 8,6 0,000 1,133 0,000 0,000 1,133
VA 27 17,4 0,000 0,767 0,000 0,063 0,830
VB 27 16,8 0,000 0,568 0,000 0,036 0,604
vVC 27 16,8 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
VIA 31 21,3 6,145 0,183 0,000 0,128 6,456
VI B 31 21,3 0,000 0,397 0,000 0,000 0,397
VIC 31 21,2 0,000 0,244 0,000 0,000 0,244
VII A 35 22,2 11,749 11,542 3,882 0,127 27,300
VII B 35 22,3 0,000 3,906 0,000 0,032 3,938
Vil C 35 22,4 0,000 0,127 3,166 0,000 3,293
VII D 35 25 0,000 2,241 0,000 0,000 2,241
VIIIA 28 20,8 8,399 3,768 2,660 0,232 15,059
VIII B 28 20,7 0,000 3,478 0,000 0,204 3,682
VIl C 28 20,4 0,000 2,174 0,000 0,056 2,230
VIII D 28 25 0,000 2,666 0,000 0,065 2,731
IXA 40 16,5 3,340 1,436 0,000 0,658 5,434
IXC 40 16,9 0,000 0,000 0,000 0,306 0,306
IXD 40 25 0,000 0,000 0,000 0,125 0,125
XA 36 8,2 3,488 1,573 2,460 1,234 8,755
XC 36 8,5 0,000 0,181 0,000 0,965 1,146
XD 36 25 0,000 0,000 0,000 0,215 0,215
XIA 32 3,8 0,000 0,575 0,000 1,780 2,355
XIC 32 4,1 0,000 0,240 0,000 1,042 1,282
XD 32 25 0,000 0,000 0,000 0,231 0,231
XIIA 36 11 0,000 0,516 0,000 0,849 1,365
Xl C 36 15 0,000 0,077 0,000 0,000 0,077
XII D 36 25 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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7.3. LOTNE ZWIAZKI ORGANICZNE

Analiza metoda chromatografii gazowej z detektorem MS w Zadnej z probek nie
wykazala obecnosci ani jednego z dziewigciu badanych lotnych zwigzkéw organicznych.
Stezenie wszystkich z nich bylto ponizej granicy oznaczalno$ci, wynoszacej 2,0 pg/probke. Nie
musi to jednak oznacza¢ braku ich obecnosci w wodzie, ktorg analizowano, a jedynie ich brak

w ekstraktach pozyskanych dzigki SPMD.

Prawdopodobng przyczyna jest fakt, ze log Kow dla wigkszosci analizowanych lotnych
zwigzkéw organicznych wynosi <3,0, a jak wczesniej wspomniano, dla danego zwigzku
organicznego istnieje $cisty zwigzek pomiedzy wartoscig wspdiczynnika podziatu trioleina-
woda (Kw) a warto$cig wspotczynnika podziatu oktanol- woda (Kow) (Huckins i in., 1993).
W zwigzku z tym, mozna stwierdzi¢, ze wartosci log Kow <3,0 sg prawdopodobnie za niskie,
aby SPMDs byly odpowiednim narzedziem do zatezania zwigzkoéw o tak niskim wspotczynniku
podziatu oktanol-woda. Teoretycznie inng przyczyng mogtaby by¢ utrata lotnych zwigzkow
w trakcie przygotowania probek, szczegolnie na etapie odparowywania n-heksanu
pochodzacego z dializy membran, jednakze proces ten byt prowadzony w temperaturze 57°C,
podczas gdy temperatura wrzenia substancji, ktore badano, miesci si¢ w zakresie 61,2-121,1°C.
Nalezy zatem wuzna¢, ze urzadzenia z poOlprzepuszczalng membrang nie pozwolily
na wiarygodne okre$lenie obecnos$ci lotnych zwigzkoéw organicznych z log Kow<3,0, w tym

ubocznych produktéw dezynfekcji wody.

Wiele pozycji literaturowych wskazuje na pojawienie si¢ lotnych zwigzkow
organicznych na skutek procesu dezynfekcji. Monarca i in. analizujgc wptyw réznych typow
dezynfektanta (NaClO, ClO2, PAA) na powstawanie trihalometanéw wykazali, ze jedynie
zastosowanie NaClO powodowalo tworzenie si¢ THMoOw. Nie mniej jednak wciaz bylo
to stezenie bardzo niskie (Monarca i in,, 2004). Rincon-Bedoya i in. analizujac probki wody
po procesie chlorowania w zaktadzie uzdatniania wody San Cristobal (Medellin, Kolumbia)
stwierdzili obecnos$¢ chloroformu, dibromochlorometanu, bromodichlorometanu oraz
bromoformu w stgzeniach odpowiednio 5,77; 0,24; 1,34 oraz 0,30 pg/L. Srednia suma stezen
wszystkich analizowanych THMo6w wynosita 7,65 pg/L, co jest warto$cig znacznie mniejsza
niz warto$¢ dopuszczalng wynoszaca 80 pg/L (Rincon-Bedoya i in., 2012). Z kolei Abda
analizujagc probki wody pobierane w zakladzie w Bouhamdane (Algieria) uzyskat
zdecydowanie wyzsza warto$¢ $redniej sumy stezen THM w wodzie uzdatnione wynoszaca
100 pg/L. Najwyzsze warto$ci stwierdzono jesienig. Wartosci sredniej sumy stezeh THM
w wodzie surowej miescity sie w zakresie od 0,6 do 1,3 pg/L (Abda i in., 2015).
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7.4. ANALIZA TOKSYCZNOSCI: MICROTOX

Badania toksycznosci ostrej probek wody pochodzacej z réznych etapéw uzdatniania

wzgledem bakterii Aliivibrio fischeri prowadzono w dwoch punktach czasowych, po 51 15 min

ekspozycji na dziatanie potencjalnych zwigzkéw toksycznych. Wyniki analizy przedstawiono

w Tabeli 14, jako warto$ci ECso, 1/ECsp, 0raz Viox(so), a takze na Rysunku 13 jako 1/ECso, oraz

Viox(s0). Zastosowanie réoznych sposobow wyrazenia toksyczno$ci ma na celu umozliwienie

poréwnania uzyskanych wynikéw z danymi literaturowymi. ECsg zostato wyrazone jako ilo$¢

trioleiny z membran SPMD [mg] na 1 ml badanej probki i na podstawie tego parametru

obliczono wartos$ci zalezne.

Tabela 14 Warto$ci parametrow ECso, 1/ECso, 0raz Vioxso) po czasie ekspozycji 51 15 min dla probek wody
pochodzacej z réznych etapdéw uzdatniania, w poszczegdlnych miesigcach

Oznaczenie 15 =15
Klasa Klasa
probki nlfgl:?& 1/ECso toksycznosci Viox(s0) :g(/:?& 1/ECs toksycznosci Viox(s0)
hex 33,030 0,030 Brak 0,023 30,041 0,033 Brak 0,025
DMSO 28,015 0,036 Brak 0,027 26,987 0,037 Brak 0,031
0K 19,646 0,051 Brak 0,039 15,687 0,064 Brak 0,048
1A 1,598 0,626 Niska 0,430 1,115 0,897 Niska 0,617
11 B 2,184 0,458 Niska 0,315 1,679 0,595 Niska 0,410
11 C 4,526 0,221 Brak 0,152 4,022 0,249 Brak 0,171
-1V A 0,799 1,252 Ostra 0,444 0,452 2,212 Ostra 0,784
-1V B 0,873 1,146 Ostra 0,406 0,508 1,968 Ostra 0,698
-1V C 1,134 0,882 Niska 0,313 0,656 1,525 Ostra 0,541
VA 2,170 0,461 Niska 0,387 0,631 1,585 Ostra 1,333
VB 8,640 0,116 Brak 0,097 3,098 0,323 Brak 0,271
VC 6,187 0,162 Brak 0,136 3,173 0,315 Brak 0,265
VIA 0,503 1,986 Ostra 1,454 0,271 3,691 Ostra 2,703
VI B 0,876 1,142 Ostra 0,836 0,590 1,694 Ostra 1,240
VIC 1,057 0,946 Niska 0,692 0,810 1,234 Ostra 0,903
VII A 0,381 2,626 Ostra 1,702 0,216 4,625 Ostra 2,999
VIIB 0,666 1,502 Ostra 0,974 0,482 2,073 Ostra 1,344
VII C 1,996 0,501 Niska 0,325 0,953 1,050 Ostra 0,681
VII D 1,795 0,557 Niska 0,361 0,776 1,289 Ostra 0,836
VIl A 0,915 1,093 Ostra 0,886 0,597 1,674 Ostra 1,357
VIl B 4,153 0,241 Brak 0,195 2,552 0,392 Brak 0,318
VIl C 2,373 0,421 Niska 0,342 1,807 0,553 Niska 0,449
VIl D 2,231 0,448 Niska 0,363 2,135 0,468 Niska 0,380
IXA 1,679 0,595 Niska 0,338 1,672 0,598 Niska 0,339
IXC 2,491 0,402 Niska 0,228 1,573 0,636 Niska 0,361
IXD 6,661 0,150 Brak 0,085 5,078 0,197 Brak 0,112
XA 1,616 0,619 Brak 0,390 1,606 0,623 Niska 0,393
XC 5,489 0,182 Brak 0,115 4,468 0,224 Brak 0,141
XD 6,383 0,157 Brak 0,099 7,128 0,140 Brak 0,088
XIA 3,726 0,268 Brak 0,190 1,489 0,672 Niska 0,476
XIC 2,570 0,389 Brak 0,276 2,936 0,341 Brak 0,242
XI D 2,601 0,384 Brak 0,273 2,296 0,436 Niska 0,309
XIIA 2,924 0,342 Brak 0,216 0,938 1,067 Niska 0,672
XIl C 2,523 0,396 Brak 0,250 2,347 0,426 Niska 0,269
XD 2,997 0,334 Brak 0,210 2,385 0,419 Niska 0,264
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Przy wczedniej opisanym zatozeniu, ze w przypadku przedstawionych badan, jednostka
toksyczna TU odpowiada parametrowi 1/ECso [mg trioleiny/ml probki], wszystkie probki
przypisano do odpowiadajacych im klas toksycznos$ci. Tabela 15 zawiera podsumowanie ilosci

probek w poszczegdlnych klasach.

Tabela 15 Podsumowanie ilosci probek w poszczegolnych klasach toksycznosci

Zak tosel Klasa tok . I10$¢ probek

akres wartoSci asa toksycznosci =5 min =15 min

A- 3 A- 0

L. . B- 2 B- 2

1/ECs0<0,4 Brak toksycznosci ostrej C- 5 C- 4

D- 4 D- 2

A- 3 A- 4

. . B-1 B-1

0,4 <1/ECs <1,0 Niska toksyczno$¢ ostra C- 5 C- 3

D- 2 D- 3

A- 4 A- 6

. B- 3 B- 3

1,0 < ECsp <10,0 Ostra toksyczno$¢ C- 0 C- 3

D-0 D-1

Wraz z rosngcym czasem ekspozycji bakterii Aliivibrio fischeri na dziatanie zwigzkow
potencjalnie toksycznych zawartych w badanych probkach zauwazono wzrost toksycznosci dla
wszystkich probek z wyjatkiem X D i XI C. Analizujgc uzyskane wyniki, nalezy zauwazyc¢,
ze wszystkie probki pochodzace z punktu A (przepompownia- wejécie wody surowej) po 15
minutach prowadzenia testu okreslono jako toksyczne w mniejszym lub wigkszym stopniu.
Najwyzsza toksyczno$é wykazano dla probek VII A oraz VI A dla czasu ekspozycji t= 15 min
1 wynosita odpowiednio 4,625 oraz 3,691. Wraz z postepem procesu uzdatniania, w rurociaggu
bezposrednio przed procesem ozonowania (punkt B), toksyczno$¢ znaczaco spadata dla
wszystkich probek, jednakze wcigz wigkszos¢ probek z punktu B, dla czasu ekspozycji
t= 15 min, zaklasyfikowano jako probki o charakterze co najmniej niskotoksycznym. Pomiedzy
probkami pochodzacymi z punktéw B 1 C, pobieranych w tym samym czasie, zauwazy¢ mozna
dalszy spadek toksycznosci wraz z postgpem procesu uzdatniana dla probek pochodzacych
ze wszystkich miesigcy, z wyjatkiem sierpnia, kiedy to toksyczno$¢ probki VIII B wynosita
0,392 podczas gdy dla probki VIII C byto to 0,553. Biorac pod uwage fakt, ze ze wzgledu
na problemy techniczne, poczawszy od wrzesnia nie pobierano juz probek w punkcie B, nalezy

zwroci¢ uwage rowniez na roznice pomiedzy toksycznoscig w punktach A i C dla okresu
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od wrzesénia do grudnia. Analiza tych wynikow wskazuje na nieznaczny wzrost toksycznosci
w punkcie C (0,636) w stosunku do A (0,598) dla probek pochodzacych z wrzesnia. W puncie
D (woda u odbiorcy) toksycznos¢ probek byta zblizona do toksycznosci probek pochodzacych
z punktu C (zbiorniki wody czystej) w przypadku wszystkich probek i wynosita 0,140-1,289

dla czasu ekspozycji t= 15 min.

Wyniki uzyskane dla rozpuszczalnikoéw (n-heksan, DMSO) uzytych do przygotowania
probek do analizy (czyszczenie, dializa, rozpuszczanie materialu) wskazuja,
ze W zastosowanym rozcienczeniu nie byly one toksyczne, wigc ich wplyw na catkowitg

toksycznos¢ probek byt znikomy.
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Rys. 13. Wartosci parametrow 1/ECsg 0raz Viox(so) uzyskane w tescie Microtox po 5- i 15-minutowej ekspozycji
organizmow testowych na dziatanie zwigzkdéw zawartych w probkach

Toksyczno$¢ probek wody pobieranej z rzeki Olawy zmieniata si¢ wraz z kazdym
miesigcem. Na Rysunku 14 przedstawiono $rednig warto$¢ toksyczno$ci ostrej w wodzie
surowej (punkt A) dla poszczeg6lnych por roku. Analizujac sezonowa zmienno$¢ toksycznosci
nalezy dostrzec znaczaca roznice pomiedzy wynikami 1/ECso uzyskanymi wiosng i latem
a jesienig i zimg. Najwyzsza $rednig warto$¢ toksycznosci ostrej uzyskano wiosng i wynosita
ona 2,638 dla t=15, podczas gdy dla lata byta to wartos¢ 2,299, dla zimy 1,554, a dla jesieni
0,787.
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Rys. 14. Poréwnanie toksyczno$ci wyrazonej jako 1/ECso w probkach wody surowej (punkt A) dla réznych por
roku, dla t=5i t=15

Gilli 1 in, prowadzili badania majace na celu okreslenie toksycznosci wody z rzeki
Po przed i po procesie uzdatniania w zaktadzie uzdatniania wody w Turynie (Wtochy). Probki
byly pobierane za pomocg urzadzen z membrang potprzepuszczalng od pazdziernika 2001
do stycznia 2004. W celu okre$lenia toksycznosci ostrej probek zastosowano test Microtox.
Analizujgc $rednie wartosci parametru ECso przedstawione przez autoréw mozna zauwazy¢
niewielki spadek toksycznosci w wodzie uzdatnionej w stosunku do wody surowej. Autorzy
stwierdzili niskg toksyczno$¢ ostrg wzgledem organizmu testowego dla probek wody surowej
(zakres TU od 0,03-0,92), natomiast zdecydowana wigkszo$¢ probek wody uzdatnionej zostata
zaklasyfikowana jako nietoksyczna. Wyjatek stanowity probki pobierane w styczniu oraz
od sierpnia do grudnia 2002, ktére wykazywaty niska toksycznos$¢ ostra (zakres TU od 0,50
do 0,87). Ponadto autorzy nie stwierdzili zaleznosci pomigdzy pora roku a poziomem

toksycznosci pobieranych probek wody (Gilli i in., 2007).

Guzzella i in. przeprowadzili analize zmian toksyczno$ci wody w pilotazowym
zakladzie uzdatniania zasilanym woda z jeziora Trasimeno (Perugia, Wiochy). Analizie
poddano probki wody surowej oraz probki wody uzdatnionej przy zastosowaniu réznych

dezynfektantow: NaClO, ClO2 oraz PAA. Probki byly pobierane czterokrotnie, w r6éznych
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porach roku od lipca 2000 do czerwca 2001. W celu przeprowadzenia testu Microtox
kazdorazowo pobierano 20L wody i poddawano ekstrakcji do fazy statej (SPE). Pomiar
luminescencji bakterii wykonywano po 15 i 30 min ekspozycji. Wyniki analizy wskazuja,
ze w przypadku wszystkich zastosowanych $rodkow dezynfekujacych toksycznos$é probek
wody po dezynfekcji byta zblizona do toksyczno$ci probek wody surowej, z wyjatkiem probek
pobieranych w czerwcu, kiedy to woda po dezynfekcji okazala si¢ by¢ mniej toksyczna
wzgledem organizmu testowego niz woda surowa. Nie zaobserwowano rdznicy miedzy 15 a 30
min czasem narazenia bakterii na dzialanie probek. Nie wykazano roéwniez istotnych roznic
pomiedzy wynikami toksycznosci probek wody traktowanej réznymi dezynfektantami.
(Guzzellai in., 2004). Z kolei Zani i in. prowadzili badania w tym samym zaktadzie, wykazujac
bardzo duzy wzrost toksycznosci probek po procesach flokulacji i1 filtracji na filtrach
piaskowych w poréwnaniu do probek wody surowej. Nalezy mie¢ na uwadze, ze wspomniane
procesy poprzedzata wstepna dezynfekcja ClO2, w zwigzku z czym autorzy jako przyczyng
znaczgcego wzrostu toksycznosci wskazujg powstawanie ubocznych produktow dezynfekcji

(Zani i in, 2005).
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7.5. ANALIZA GENOTOKSYCZNOSCI: SOS-CHROMOTEST

Wyniki analizy genotoksycznosci za pomoca testu SOS-Chromotest zaréwno bez (S9-)
jak 1 z aktywacja metaboliczng (S9+) przedstawiono w Tabeli 16 oraz na Rysunku 15 jako
maksymalny wspotczynnik indukcji MIF (Maximum Induction Factor) osiaggnigty dla badanych
probek. W tabeli zawarto dodatkowo wiasciwe dla uzyskanych MIF wspotczynniki wzrostu
bakterii GF (Growth Factor). Pogrubiong czcionkg zaznaczono probki, dla ktorych MIF
przekroczyt warto$¢ 1,5, co zgodnie z zasadg interpretacji wynikoéw SOS-Chromotestu

klasyfikuje je jako probki zawierajace zwigzki genotoksyczne.

Tabela 16 Wartosci parametrow MIF (Maximum Induction Factor) dla probek wody pochodzacej z réznych
etapow uzdatniania, w poszczegolnych miesigcach w wariancie bez aktywacji metabolicznej (S9-) oraz
z aktywacja metaboliczng (S9+) w tescie SOS-Chromotest

S9- S9+
Oznaczenie probki MIF MIF

GF L odch. GF A odch.

Srednia stand. Srednia stand.

1A 0,988 1,794 0,043 1,051 1,663 0,045
1B 1,023 0,875 0,082 1,093 1,065 0,074
I1C 0,926 0,854 0,088 1,121 1,130 0,029
HI-1V A 0,911 1,661 0,151 1,159 2,024 0,026
-1V B 1,185 1,416 0,067 0,986 1,534 0,039
I-1v C 1,035 1,063 0,043 0,879 1,381 0,067
VA 0,932 1,128 0,116 1,019 1,142 0,046
VB 0,887 0,988 0,057 1,083 1,057 0,031
VC 1,021 0,987 0,095 0,954 1,137 0,034
VI A 0,881 1,338 0,054 1,035 2,270 0,039
VI B 0,881 1,130 0,051 1,014 2,044 0,067
VIC 0,879 1,266 0,102 0,948 1,781 0,033
VII A 0,956 0,982 0,043 1,017 0,982 0,060
VII B 1,021 0,901 0,044 0,948 1,287 0,071
VII C 1,126 1,102 0,072 0,944 1,179 0,088
VIID 1,035 1,114 0,054 0,950 1,207 0,028
VIILA 0,997 1,042 0,058 0,965 1,064 0,092
VIII B 1,001 1,117 0,044 1,035 0,893 0,093
VIIIC 1,031 1,139 0,097 0,952 1,631 0,041
VIIID 0,954 0,983 0,062 1,010 1,646 0,039
IXA 1,005 1,736 0,104 0,969 1,663 0,069
IXC 1,102 1,529 0,190 1,060 1,601 0,184
IXD 0,978 0,925 0,108 0,988 1,472 0,026
XA 0,856 2,164 0,201 1,021 2,104 0,027
XC 0,895 1,566 0,102 0,987 1,639 0,042
XD 0,853 1,666 0,068 0,948 1,657 0,030
XIA 0,888 4,502 0,237 0,944 4,289 0,264
XIC 0,876 0,956 0,073 1,051 0,929 0,065
XID 1,077 1,511 0,092 0,844 1,609 0,049
XIIA 0,934 1,917 0,055 0,838 2,667 0,115
Xl C 1,014 1,050 0,139 1,156 1,266 0,079
XII D 0,959 1,275 0,118 1,092 1,323 0,068
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Najwyzsza wartos¢ maksymalnego wspdtczynnika indukceji osiggnieto dla probki wody
surowej pobranej w listopadzie (XI A) i wynosil on odpowiednio 4,502 dla S9- oraz
4,289 dla S9+.
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Rys. 15. Maksymalny wspotczynnik indukcji (MIF) dla probek wody pochodzacej z roéznych etapow
uzdatniania, w poszczegolnych miesigcach uzyskanych w tescie SOS-Chromotest w wariancie bez aktywacji
metabolicznej (S9-) oraz z aktywacjg metaboliczng (S9+)

Widoczna jest zalezno$¢ pomigdzy genotoksycznym dziataniem na badane organizmy
mikrozanieczyszczen obecnych w probkach wody surowej a wody w kolejnych etapach
uzdatniania. Dla wigkszos$ci probek poziom genotoksycznosci malat wraz z postgpem procesu

uzdatniania wody lub pozostawat niezmieniony.

Zastosowanie mikrosomalnej frakcji S9 skutkowalo wigksza liczba pozytywnych
wynikow testu, co wykazano w Tabeli 17 podsumowujacej ilo$¢ probek, ktore okazaty sie by¢
genotoksyczne. Dla wigkszo$ci probek wartos¢ parametru MIF byta wyzsza w przypadku
zastosowania frakcji mikrosomalnej, natomiast nie jest to reguta. Co wigcej, dla wielu probek

uzyskane wartosci w obu wariantach byty do siebie zblizone.
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Tabela 17 Podsumowanie ilosci probek zaklasyfikowanych jako genotoksyczne w tescie SOS-Chromotest

70k tosel Ilo$¢ probek
aKres wartosci S0- SO+
A- 6 A- 7
B- 0 B- 2
MIF > 1,5 C- 2 C- 4
D- 2 D- 4

Genotoksyczno$¢ probek zmieniala si¢ wraz z kazdym miesigcem, zaréwno
W Wwariancie, w ktorym zastosowano aktywacje metaboliczng, jak i bez niej. Na Rysunku 16
przedstawiono $rednig wartos¢ parametru MIF w wodzie surowej (punkt A) dla poszczegolnych
por roku. W obu wariantach najwyzsza $rednig warto$¢ parametru MIF uzyskano jesienig
i wynosita ona 3,02 dla S9- i 2,86 dla S9+. Wynik kwalifikujgcy probki jako genotoksyczne
uzyskano réwniez w przypadku S$redniej dla zimy, podczas gdy wiosng $rednia warto$¢
parametru MIF jako genotoksyczne wskazuje tylko probki w wariancie bez aktywacji
metabolicznej. W przypadku sredniej uzyskanej latem w obu wariantach warto$¢ parametru

MIF byta mniejsza niz 1,5.
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Rys. 16 Poréwnanie genotoksyczno$ci wyrazonej jako Maksymalny wspoétczynnik indukcji (MIF) w probkach
wody surowej (punkt A) dla roznych por roku, uzyskanych w tescie SOS-Chromotest w wariancie bez aktywacji
metabolicznej (S9-) oraz z aktywacja metaboliczng (S9+)
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Dostepne sa tylko nieliczne artykuly opisujace zastosowanie testu SOS-Chromotest
w przypadku oceny genotoksycznosci wody przeznaczonej do spozycia. Czesciej takie badania
dotycza wod powierzchniowych (Kocak i in., 2010). Brakuje rowniez publikacji opisujacych
wykorzystanie membran SPMD w celu przygotowania probek do analizy genotoksycznosci
testem SOS. Alloula przeprowadzil analiz¢ wptywu proceséw uzdatniania oraz zmiennosci
sezonowej poziomu genotoksycznosci wody z rzeki Bou-Namoussa (Annaba, Algieria)
za pomocyg testu SOS-Chromotest. Wode z dwdch punktow (przed 1 po procesie uzdatniania)
pobierano w kwietniu, czerwcu, wrze$niu 1 grudniu. W opisywanym zaktadzie proces
uzdatniania przebiega nastepujaco: chlorowanie wstepne, koagulacja i1 flokulacja, dekantacja,
sterylizacja. Autor wykazal wzrost genotoksycznosci probek wody uzdatnionej
w stosunku do wody surowej, jako przyczyn¢ podajac wzrost stezenia ubocznych produktow
chlorowania. Obecnos$¢ innych zwigzkéw chemicznych nie byla w publikacji analizowana.
Ponadto jesienig autor wykazal znaczacy wzrost poziomu genotoksycznosci probek wody

wzgledem organizmu testowego w porownaniu z innymi porami roku (Alloula, 2014).
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7.6. ANALIZA GENOTOKSYCZNOSCI: UMU-CHROMOTEST

Wyniki analizy genotoksycznos$ci za pomocg testu UMU-Chromotest z aktywacja (S9+)
oraz bez aktywacji metabolicznej (S9-) przedstawiono w Tabeli 18 oraz na Rysunku 17 jako
maksymalny wspotczynnik indukcji MIF (Maximum Induction Factor) osiagniety dla badanych
probek, wraz z wlasciwym mu wspdlczynnikiem wzrostu bakterii GF (Growth Factor).
Pogrubiong czcionka wyrdzniono probki, dla ktérych MIF osiaggnat wartos¢ powyzej 1,5,
co zgodnie z zasadg interpretacji wynikow UMU-Chromotestu okresla je jako probki

zawierajace zwigzki o dzialaniu genotoksycznym.

Tabela 18 Wartosci parametrow MIF (Maximum Induction Factor) dla probek wody pochodzacej z r6znych
etapow uzdatniania, w poszczegolnych miesiacach w wariancie bez aktywacji metabolicznej (S9-) oraz z
aktywacjg metaboliczng (S9+) w tescie UMU-Chromotest

S9- S9+
Oznaczenie probki MIF MIF

GF o odch. GF A odch.

Srednia stand. Srednia stand.

A 1,171 4,048 0,093 0,978 2,107 0,080
1B 0,668 2,691 0,033 0,891 1,329 0,063
11 C 0,873 1,167 0,059 0,892 1,199 0,064
-1V A 0,619 1,785 0,122 0,773 4,354 0,189
1I-1vV B 0,638 1,759 0,029 0,801 2,821 0,089
-1V C 0,853 1,481 0,030 0,876 0,722 0,071
VA 0,879 1,516 0,062 0,951 1,313 0,033
VB 0,857 0,981 0,130 0,840 1,444 0,107
VC 0,952 0,987 0,028 0,819 1,403 0,021
VI A 0,938 1,424 0,069 0,904 4,903 0,084
VI B 1,004 1,325 0,024 0,865 2,998 0,021
VIC 1,109 1,195 0,095 0,759 2,715 0,266
VII A 0,908 0,324 0,026 0,960 1,102 0,102
VIl B 0,774 0,871 0,126 0,816 1,579 0,029
VIIC 0,869 1,115 0,108 0,952 1,212 0,023
VII D 0,917 0,620 0,024 0,974 1,246 0,062
VI A 0,893 4,711 0,261 0,878 3,690 0,156
VIl B 0,878 3,563 0,035 0,892 2,158 0,084
VIl C 0,821 0,414 0,074 0,994 1,338 0,053
VIII D 0,910 0,407 0,028 0,541 0,581 0,023
IXA 0,645 1,549 0,093 0,834 1,342 0,059
IXC 0,957 0,674 0,041 0,905 1,108 0,115
IXD 0,869 1,226 0,193 0,920 0,852 0,137
XA 1,038 3,552 0,180 0,942 2,136 0,082
XC 0,994 1,829 0,080 0,974 1,987 0,076
XD 1,021 2,375 0,108 0,901 1,995 0,198
XIA 0,811 9,210 0,132 0,740 5,867 0,134
Xl C 1,072 1,942 0,076 0,824 2,865 0,144
X1 D 0,928 1,718 0,099 0,796 2,757 0,084
X1 A 1,208 1,694 0,088 0,597 1,194 0,056
XIlC 0,965 0,664 0,051 0,534 1,328 0,022
XIl D 1,153 1,053 0,098 0,904 1,274 0,098
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Rys. 17 Maksymalny wspotczynnik indukcji (MIF) dla probek wody pochodzacej z rdéznych etapoéw uzdatniania,
w poszczegblnych miesigcach uzyskanych w tescie UMU-Chromotest w wariancie bez aktywacji metabolicznej
(S9-) oraz z aktywacjg metaboliczng (S9+)

Podobnie jak w przypadku wynikéw uzyskanych dla SOS-Chromotestu mozna
zauwazy¢ zalezno$¢ pomigdzy poziomem genotoksycznosci wody surowej a wody
w kolejnych etapach uzdatniania. Dla wigkszosci probek poziom genotoksyczno$ci malat wraz
z procesem uzdatniania wody lub pozostawal niezmieniony. Wyjatek stanowig probki
pobierane w lipcu, kiedy to wartosci uzyskane w punkcie A sg nizsze niz w probkach wody
pochodzacych z kolejnych etapow. Jest to widoczne zarowno w wariancie z zastoSowaniem
frakcji mikrosomalnej, jak i bez, przy czym tylko probka VII B w wariancie S9+ kwalifikuje
si¢ jako genotoksyczna, podczas gdy dla innych probek pobranych w lipcu warto$¢ parametru
MIF byta ponizej 1,5.

W obu wariantach S9-/S9+ pozytywny wynik testu wskazujacy na genotoksyczno$é
uzyskano dla 15 probek, co wykazano w Tabeli 19. Nie mniej jednak w obu wariantach testu
genotoksyczno$§¢ wykazywaly rozne probki. Warto§¢ parametru MIF w niektorych
przypadkach byta wyzsza przy zastosowaniu frakcji mikrosomalnej, natomiast w innych nizsza.
W pordéwnaniu z wynikami uzyskanymi w tescie SOS-Chromotest wyniki uzyskane dla obu

wariantow r6znig si¢ od siebie w sposob bardziej znaczacy.
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Tabela 19 Podsumowanie ilosci probek zaklasyfikowanych jako genotoksyczne w tescie UMU-Chromotest

Zak toei Ilo$¢ probek
akres wartoS$ci So- So+
A- 8 A- 6
B- 3 B- 4
MIF > 1,5 C- 2 C. 3
D- 2 D- 2

Na Rysunku 18 przedstawiono $rednig warto$¢ parametru MIF w wodzie surowej (punkt
A) dla poszczegdlnych por roku. Tak samo jak w przypadku SOS-Chromotestu, w obu
wariantach testu najwyzszg $rednig warto$¢ parametru MIF uzyskano jesienig. Parametry MIF
wyniosty odpowiednio 3,07 dla S9- i 4,82 dla S9+. Wynik kwalifikujacy probki jako
genotoksyczne uzyskano réwniez w przypadku Sredniej dla wszystkich pozostatych pér roku
W wariancie bez aktywacji metabolicznej, a dla zimy i lata rGwniez w wariancie z aktywacja
metaboliczng. W przypadku $redniej uzyskanej wiosng w wariancie z frakcja mikrosomalng

warto$¢ parametru MIF byta ponizej 1,5.
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Rys.18 Porownanie genotoksycznosci wyrazonej jako Maksymalny wspotczynnik indukcji (MIF) w probkach
wody surowej (punkt A) dla roznych pér roku, uzyskanych w tescie UMU-Chromotest w wariancie bez
aktywacji metabolicznej (S9-) oraz z aktywacja metaboliczng (S9+)

Podobnie jak w przypadku SOS-Chromotestu istnieja jedynie nieliczne publikacje
opisujace zastosowanie testu UMU-Chromotest do oceny zmian genotoksycznosci wraz
z postepem procesu uzdatniania wody (Wang i in., 2011; Zeng i in., 2015). Zdecydowana

wiekszo$¢ badan opisuje jedynie genotoksycznos¢ wody juz po procesie uzdatnia, koncentrujac
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si¢ przede wszystkim na ocenie wptywu procesu chlorowania, bez analizy wptywu innych
proceséw uzdatniania. Zeng i in. przeprowadzili analiz¢ wplywu proceséw uzdatniania oraz
zmiennosci sezonowej poziomu genotoksyczno$ci wody z rzeki Hanjiang (Wuhan, Chiny)
za pomocg testu UMU-Chromotest. Do badan pobrano dwukrotnie (zimg i latem) 50 L wody
z trzech punktow poboru: (1) woda surowa, (2) woda uzdatniona, (3) woda u odbiorcy. Dla
wszystkich analizowanych probkach stwierdzono genotoksyczne dziatanie wzgledem szczepu
S. typhimurium TA1535. W oparciu o warto$¢ potencjalu genotoksycznosci autorzy
uszeregowali probki malejaco uzyskujac nastepujace wyniki: woda uzdatniona -lato > woda
u odbiorcy-lato > woda surowa- lato > woda surowa- zima > woda u odbiorcy - zima > woda
uzdatniona - zima. Wyniki przez Zeng’a wyraznie wskazuja, ze genotoksycznos¢ wzgledem
organizmu testowego UMU-Chromotest byta zdecydowanie wyzsza latem niz zimg. W celu
szczegdlowe] interpretacji uzyskanych wynikow nalezatoby prowadzi¢ réwnolegle analizy
chemiczne oraz pobiera¢ probki przez zdecydowanie dluzszy czas, w wiekszej liczbie

powtorzen (Zeng i in., 2015).
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7.7. ZMIENNOSC SEZONOWA

W Tabeli 20 zestawiono $rednie wyniki uzyskane we wszystkich przeprowadzonych
analizach dla poszczegdlnych por roku. Zimg zaobserwowano najnizszg $rednig warto$¢ sumy
stezen pestycydow chloroorganicznych, a takze najwyzsza warto$¢ wspotczynnika MIF
w tescie UMU-Chromotest, w wariancie bez aktywacji metabolicznej. W miesigcach
wiosennych odnotowano najwyzsza toksycznos$¢ po 15 minutach ekspozycji bakterii Aliivibrio
fischeri na dziatanie probek, przy czym warto$¢ wspotczynnika MIF w tym okresie byta
najnizsza, zarowno w tescie SOS-Chromotest jak i UMU-Chromotest, w wariancie z aktywacja
metaboliczng. Wyniki uzyskane latem wskazuja na najwyzsza warto$¢ Sredniej sumy stezen
analizowanych pestycydéw chloroorganicznych i jednoczesnie na najwyzsza toksyczno$¢
w tescie Microtox dla czasu ekspozycji t=5 min. W okresie letnim zauwazono tez najnizsza
warto$¢ $redniej sumy stezen wielopierScieniowych weglowodoréw aromatycznych przy
jednoczesnie najnizszych wartosciach MIF w tescie SOS-Chromotest jak i UMU-Chromotest,
w wariancie bez aktywacji metabolicznej. Jesienig odnotowano najwyzsza $rednig sumy st¢zen
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych oraz najwyzsza warto§¢ maksymalnego
wspotczynnika indukcji w tescie SOS-Chromotest w obu wariantach, a takze w tescie UMU-
Chromotest przy zastosowaniu aktywacji metabolicznej. Z kolei wyniki toksyczno$ci uzyskane

jesienig sg najnizsze zarowno dla 5 min jak i 15 min ekspozycji.

Tabela 20. Zestawienie srednich wynikow uzyskanych dla poszczegolnych analiz w zalezno$ci od pory roku,
w punkcie A (przepompownia - doptyw wody surowej). Strzatkami zaznaczony warto$ci najwicksze (1)
i najmniejsze ({) dla danej analizy

Typ analizy Zima Wiosna Lato Jesien
SWWA 435+0,15 2,29+0,10 1,64+0,66 | 6,85+237 1
*PCO 031+0,14 | 0,35+0,18 1,18 +0,54 1 0,42 £ 0,23
ECso t=5 0,94+ 0,31 1,22 +£0,76 1,44+086 1 0,41+0,15 |
ECso t=15 1,55 +0,66 2,64+1,05 1 2,30+ 1,70 0,79+020 |
SOS MIF 9- 1,84 +0,18 1,71 +£0,56 1,24+030 | 3,02+£093 1
SOS MIF 9+ 1,73 £ 0,07 1,23+£0,11 | 1,25 +0,34 286+1,16 1
UMU MIF 9- 323+£1,12 1 3,11+ 1,79 2,04+£1,17 | 3,07 +2,02
UMU MIF 9+ 292+1,13 1,47+£0,05 | 2,19+1,85 4,82+320 1
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7.8. ANALIZA STATYSTYCZNA

Przy pomocy programu Statistica (Statsoft/TIBCO, wersja 13.3) przeprowadzono
analize statystyczng korelacji pomiedzy wynikami uzyskanymi w poszczegdlnych analizach
chemicznych i biologicznych. Populacj¢ w analizie stanowily wszystkie probki. Rozktad
danych odbiega od normalnego, zatem do okreslenia zaleznoSci zastosowano wspotczynnik
korelacji rang Spearmana (r), ktorego wartosci dla poszczegodlnych par analiz zestawiono
w tabeli 21.

Wedlug klasyfikacji J. Guilford’a na podstawie warto§¢ wspotczynnika r wyniki
interpretuje si¢ nastepujaco (Guilford, 1965):

. |r| = 0 — brak korelacji

. 0,0 < |r| < 0,1 — korelacja nikta

. 0,1 < |r| < 0,3- korelacja staba

o 0,3 < |r| < 0,5- korelacja przecietna

. 0,5 < |r| < 0,7- korelacja wysoka

o 0,7 < |r| < 0,9- korelacja bardzo wysoka
. 0,9 < |r| < 1,0- korelacja niemal pelna

o |r| = 1- korelacja pelna.

Tabela 21. Matryca warto$ci wspotczynnika korelacji rang (r) Spearmana pomiedzy wynikami
przeprowadzanych analiz chemicznych i biologicznych. Pogrubione wartosci sg statystycznie istotne z p <0,05

Typ analizy _ _ SOS MIF SOS MIF UMU MIF UMU MIF
1/ECsp, t=5 1/ECsy t=15 S9- SO+ S9- S9+
SWWA [ug/SPMD] 0,195 0,301 0,428 0,350 0,576 0,407
YTWWA [ng/SPMD] 0,302 0,363 0,363 0,302 0,561 0,511
YPCO [ug/SPMD] 0,487 0,477 0,181 0,087 0,208 0,203
Pomigedzy  st¢zeniem  wielopierScieniowych — weglowodoréw  aromatycznych

a genotoksyczno$cig probek wykazano statystycznie istotne (p < 0,05), a jednoczes$nie
przecietne dodatnie korelacje dla testu SOS-Chromotest przeprowadzonego w wariancie
z aktywacja 1 bez aktywacji metabolicznej oraz dla testu UMU-Chromotest w wariancie
z aktywacja metaboliczng. Dla testu UMU-Chromotest w wariancie bez aktywacji
metabolicznej korelacja

pomiedzy stezeniem wielopierscieniowych weglowodoréw

aromatycznych a genotoksycznos$ciag probek okazata si¢ by¢ wysoka i dodatnia. Pomigdzy
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stezeniem pestycydoéw chloroorganicznych a toksycznoscig probek wykazano statystycznie
istotne, a jednoczes$nie przecigtne dodatnie korelacje zarowno dla czasu t=5 min jak i t=15 min.
Korelacje pomigdzy sumg stezen wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
a toksyczno$cig probek oraz pomiedzy sumg Stezen pestycydow chloroorganicznych
a genotoksycznos$cig probek okazaty sie by¢ statystycznie nieistotne.

Nalezy tez zwrocié uwage na fakt, ze dla obu testow genotoksycznosci wigkszg zaleznos¢
stwierdzono w wariancie bez aktywacji metabolicznej, przy czym w tescie UMU-Chromotest
roznica pomiedzy wariantami byta zdecydowanie wigksza. Dla sumy stezen rakotwoérczych
i potencjalnie rakotworczych WWA (3.7WWA) uzyskano wyniki bardzo zblizone do wynikow
sumy stezen wszystkich wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Szczegdtowe
wykresy korelacji pomiedzy poszczegdlnymi analizami, wykonane w programie Statistica,
zamieszczono w Zatgczniku do niniejszej rozprawy. Dodatkowo, w celu zilustrowania
zaleznos$ci pomiedzy poszczegdlnymi analizami, na rysunkach 19 120 naniesiono réwnoczesnie
wyniki sumy stezen WWA i wartos$ci wspotczynnika MIF uzyskane w testach SOS-Chromotest
(Rysunek 19) i UMU-Chromotest (Rysunek 20). Na Rysunku 21 zestawiono st¢zenie sumy
pestycydow chloroorganicznych z wartoscig parametru 1/ECsg po czasie ekspozycji t= 5 min
i t=15 min.
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Rys. 19. Suma stezen WWA i wartoéci wspotczynnika MIF uzyskane w tescie SOS-Chromotest
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Zbadano rowniez, czy istnieje korelacja pomigdzy wartosciami MIF uzyskanymi
w testach SOS-Chromotest i UMU-Chromotest. Dla testow przeprowadzonych w wariancie bez
aktywacji metabolicznej stwierdzono statystycznie istotng, przeci¢tng dodatnig korelacja

(r=0,432), natomiast w wariancie z aktywacja metaboliczng korelacja wynikow uzyskanych

w obu testach byta statystycznie nieistotna.

Postanowiono réwniez zbadaé, czy ktory$ z analizowanych wielopier§cieniowych

weglowodoréw aromatycznych lub pestycydow chloroorganicznych bedzie wykazywac

szczegblnie wysoki wplyw na genotoksycznos¢ lub toksycznos$¢ badanych probek. Wartos¢

wspotczynnika korelacji r-Spearmana pomiedzy stezeniem poszczegdlnych WWA oraz PCO

a wynikami analiz biologicznych zestawiono odpowiednio w Tabeli 22 (WWA) i Tabeli 23

(PCO).

Tabela 22 Matryca korelacji pomiedzy stgzeniem wystepujacych w probkach WWA i wynikami analiz
biologicznych. Pogrubione wartosci sa statystycznie istotne z p <0,05

WWA 1/ECso, t=5 1/ECso, t=15 SOS MIF 9- SOSMIF 9+ | UMUMIF9- | UMU MIF 9+
A -0,300 0,200 0,900 0,845 0,700 0,650
B[a]A 0,050 0,102 0,569 0,422 0,595 0,335
B[a]P 0,306 0,108 0,649 0,667 -0,180 0,252
B[b]F 0,454 0,472 0,281 0,121 -0,031 0,255
B[g,h,i]P 0,071 0,134 0,230 0,411 0,224 0,063
B[K]F 0,337 0,282 0,053 0,021 -0,218 0,484
Chr 0,110 0,162 0,377 0,354 0,382 0,397
Flu -0,110 -0,025 0,632 0,492 0,630 0,240
I[c,d]P 0,540 0,540 -0,027 -0,037 -0,335 0,226
N -0,800 -0,200 0,800 0,949 0,400 0,800
Phe 0,242 0,379 0,408 0,497 0,434 0,230
Pyr 0,098 0,158 0,408 0,390 0,554 0,305

Tabela 23 Matryca korelacji pomigdzy stezeniem wystepujacych w probkach pestycydéw chloroorganicznych
i wynikami analiz biologicznych. Pogrubione warto$ci sa statystycznie istotne z p <0,05

PCO LECso =5 | 1/ECsot=15 | SOSMIF9- | SOsMIF g+ [ IMUMIE | UMY MIF
Aldryna 0,406 0,492 0,334 0,242 0,352 0,160
beta-HCH 0,700 0,700 0,700 0,700 -0,100 -0,300
delta-HCH 0,392 0,406 0,023 0,052 0,135 0,003
Endryna 0,451 0,420 0,026 0,082 0,015 0,058
gamma-HCH (Lindan) 0,775 0,775 0,775 0,775 0,775 0,775
Heptachlor -0,135 -0,134 0,618 0,345 0,589 0,304
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Analizujac wspodtczynniki korelacji uzyskane dla poszczegdlnych wielopierscieniowych
weglowodordw — aromatycznych  mozna  zauwazy¢é, ze jedynie w  przypadku
indeno[1,2,3-c, d]pirenu wykazano statystycznie istotng wysokg dodatnig zalezno$¢ pomiedzy
jego stezeniem a toksycznoscig probki. Natomiast dla benzo[b]fluorantenu, stwierdzono
korelacje przecigtng dodatnig. Dla pozostatych dziesigciu WWA nie stwierdzono statystycznie
istotnej zalezno$ci pomigdzy stgzeniem a toksycznoscig probek. Zwiazkami, dla ktorych
stwierdzono najwicksza dodatnig korelacje pomig¢dzy ich st¢zeniem a genotoksyczno$cig byty
antracen oraz fluoranten. W obu przypadkach najwyzsze warto$ci wspotczynnika r uzyskano
dla testu SOS-Chromotest w wariancie bez aktywacji metabolicznej. Wspoétczynniki obliczone
dla wariantu SOS S9+ oraz w tescie UMU-Chromotest w wariancie S9- byly nieznacznie nizsze
I wcigz statystycznie istotne, natomiast dla testu UMU-Chromotest w wariancie z aktywacja
metaboliczng okazaty si¢ by¢ statystyczni nieistotne. Statystycznie istotne, wysokie dodatnie
korelacje wykazano réwniez dla benzo[a]antracenu w wariancie bez aktywacji metabolicznej
zarowno w przypadku testu SOS-Chromotest jak i UMU-Chromotest. Pomiedzy stezeniem
benzo[a]pirenu, benzo[b]fluorantenu, benzo[k]flurantenu, chryzenu, indeno[1,2,3-c, d]pirenu,
benzo[g, h, i]perylenu i naftalenu a genotoksycznoscig nie wykazano zadnego zwigzku

istotnego statystycznie.

Analizujagc  zalezno$¢  pomiedzy  stezeniem  poszczegOlnych — pestycydow
chloroorganicznych a toksycznoscig probek, nalezy zauwazyé, ze w przypadku endryny
korelacja okazata si¢ by¢ przecietna i niemal identyczna jak w przypadku sumy stezen
wszystkich pestycydow chloroorganicznych. Pomiedzy stezeniem pozostatych pestycydow nie
wykazano zwigzku stezenia z toksycznoscig probek, natomiast nalezy mie¢ na uwadze, ze ich
stezenie byto zdecydowanie nizsze niz stgzenie endryny. Stwierdzono réwniez wysoka
dodatnia korelacj¢ pomiedzy stezeniem heptachloru a genotoksycznoscig probek w obu

przeprowadzonych testach w wariancie bez aktywacji metabolicznej.
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8. WNIOSKI

1. Przeprowadzone badania dowodza, ze urzadzenia z membrang potprzepuszczalng moga
by¢ skutecznym narzgdziem do poboru probek wody wodociggowej do analiz
chemicznych 1 biologicznych, poniewaz pozwalaja na efektywne zat¢zenie

mikrozanieczyszczen bezposrednio w miejscu poboru probki.

2. Podczas procesu uzdatniania wody, ktory jest stosowany w opisanym zakladzie
uzdatniania wody, wiclopierscieniowe weglowodory aromatyczne oraz pestycydy

chloroorganiczne sg usuwane w bardzo efektywny sposob.

3. Stezenie wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych w okresie jesienno-
zimowym bylo zdecydowanie wyzsze w poré6wnaniu z okresem wiosenno-letnim, czego
prawdopodobng przyczyng moze by¢ zwigkszone stezenie produktow spalania

w atmosferze ze wzgledu na sezon grzewczy.

4. Urzadzenia z poOlprzepuszczalng membrang nie pozwolily na wiarygodne okreslenie

obecnosci lotnych zwigzkéw organicznych.

5. Test Microtox moze by¢ skutecznym narzedziem do oceny zmiennos$ci
toksykologicznej probek wody pobieranych na réznych etapach uzdatniania przy

zastosowaniu membran SPMD.

6. Testy SOS-Chromotest oraz UMU-Chromotest pozwalaja na ocen¢ zmiennoSci
genotoksykologicznej probek wody pobieranych na réznych etapach uzdatniania przy

zastosowaniu membran SPMD.

7. Istnieje zalezno§¢ pomigdzy toksycznym i genotoksycznym  dziataniem
na badane organizmy mikrozanieczyszczeh obecnych w wodzie surowej
a wodzie w kolejnych etapach uzdatniania. Dla wigkszos$ci probek zarowno poziom
toksycznosci jak 1 genotoksycznos$ci malat wraz z postepem procesu uzdatniania wody

lub pozostawal niezmieniony.

8. Pomiedzy sumg stezen wielopierScieniowych weglowodoréw aromatycznych
a genotoksyczno$cig probek istnieje przecigtna (SOS 9-, SOS9+, UMU S9+) lub
wysoka (UMU S9-) dodatnia korelacja.

9. Pomiegdzy sumg stezen pestycydow chloroorganicznych a toksycznoscia wody istnieje

przecigtna dodatnia korelacja.
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9. PODSUMOWANIE

Dopasowanie techniki pozwalajacej na pobor i skuteczne zatezenie obecnych w wodzie
wodociggowej mikrozanieczyszczen jest niezwykle istotne ze wzgledu na ich bardzo niskie
st¢zenia, czesto uniemozliwiajace przeprowadzenie analiz biologicznych. Wykorzystanie
w tym obszarze probnikow pasywnych, ktore w odroznieniu od metod klasycznych nie
wymagaja poboru duzych ilosci wody, w polaczeniu z analizami toksycznosci
i genotoksycznosci pozwala na efektywng oceng jakosci biologicznej wody przeznaczonej
do spozycia, co ma charakter pionierski, poniewaz dotychczasowe doniesienia literaturowe
0 takim zastosowaniu membran SPMD sg bardzo ograniczone. Ponadto technika
wykorzystujagca  SPMD ma duze znaczenie przy szacowaniu zagrozenia zwigzanego
z ekspozycja na dzialanie zanieczyszczen, poniewaz pozwala uzyskiwaé $rednig wazong
w czasie warto$¢ stezenia zanieczyszczen rozpuszczonych i przyswajalnych biologicznie dla
dhugich przedziatow czasowych, odwzorowujac akumulacje analizowanych zanieczyszczen

w tkance tluszczowej organizmoéow zywych.

Bardzo ograniczona liczba dostepnych publikacji podejmujacych problem oceny
jakosci biologicznej] wody przeznaczonej do spozycia na roznych etapach uzdatniania
z jednoczesng szczegdtowg analizg chemiczng wskazuje, ze moze by¢ to cickawy i potrzebny

kierunek badan.
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