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WPROWADZENIE

W ciagu ostatnich lat obserwuje ¢sistate zwgkszenie zachorowaldoi na choroby
nowotworowe. Obecnie wiadomae w procesach tych odgrywajole zmiany zachodge
w materiale genetycznym oraz ta, wiele substancji rakotwérczych ma, w odpowiednich
warunkach, zdoln@ indukowania tego typu zmian. Niektore zwki chemiczne mag
wywotywa¢ niekorzystne zmiany w komorkach piciowych. Namaie na ich dziatanie stwarza
zatem powane ryzyko genetyczne [1].

Dane epidemiologiczne, wskazyj ze 70-90% wszystkich przypadkéw chordb
nowotworowych jest uwarunkowanasrodowiskowo. Jest to zwazane gtdwnie
Z wytwarzaniem przez wspétczesmospodark swiatowa ogromnych ildci organicznych
zwiazkdow chemicznych, charakteryaaych s¢ czsto niekorzystnym oddziatywaniem na
cztowieka [2]. Dlatego tepodejmowaneasw skali medzynarodowej badania epidemiologiczne
i doswiadczalne w celu wykrycia czynnikow ryzyka chomidwvotworowych [3, 4, 5].

Woda jest jednym z najvzaiejszych elementéw biosfery. Jak ogromne znaczevaadla
ludzi, stanowi fakt, 4 w organgmie cztowieka znajduje @ijej od ok. 60 do ok. 80%,
w zaleznosci od wieku [6]. Dlatego te woda jako element abiotyczriyodowiska nalgy do
czynnikOw, poprzez ktore organizm cziowieka jestamany na dziatanie ksenobiotykow,
substancji szkodliwych dla zdrowia zaréwno pochoézeaturalnego jak rownieczynnikow
zak&nych oraz inwazyjnych, wnoszonych do ustroju gt@vrdrog pokarmows [4, 7].
W badaniach ryzyka zdrowotnego przyjmuje dzienne spoycie wody do picia dl@redniej
masy czlowieka (70 kg) na poziomie 2 Ynto jest réwnoznaczne z 10% jej udziatem
w stosunku do pozostatych sktadnikéw diety. Jedeakyzyko zdrowotne zwrane
Z obecnécia w wodzie do picia toksycznych zazkéw chemicznych rni sie od zagraenia
spowodowanego zanieczyszczeniem mikrobiologicznymmede wszystkim czasem wywotania
niepazadanych reakcji i skutkami zdrowotnymi. Szczegoélneagrezenie stwarzaj
zanieczyszczenia wykazge zdolnéci do kumulowania sijak metale gizkie oraz substancje
rakotworcze [4, 8].

[...] Umowanie zanieczyszczonych wéd do celéw wodgoivych wymaga stosowania
rozbudowanych technologii oczyszczania,acghie z procesami utleniania, a stosowanie
srodkéw utleniagcych powoduje powstawanie ubocznych produktow idlda, wptywajcych
niekorzystnie na organizm cztowieka i z tego powadkporadanych w wodzie przeznaczonej

do spaycia[9-11].



Dezynfekcja wody powierzchniowej, zawiefeg] naturalne i antropogeniczne zwKi
organiczne, utleniaczami chemicznymi, generuje pawanie licznych, nie do kea poznanych
ubocznych produktow, ktore cechuje aktywhdiologiczna, w tym rakotwodrcza. Najgkisza
ich ilos¢ powstaje w wyniku chlorowania [10, 12, 13].

Badania epidemiologiczne sugerwzrost ryzyka zachorowania na raka gzeiny z piciem
wody, w tych rejonach geograficznych, w ktorych aede wodocigowe ujmowana jest woda
powierzchniowa dezynfekowana chlorem [14]. Badg@vadzone w Finlandii od potowy lat
siedemdzieatych ubiegtego wieku, dowiodly zwiku pomedzy aktywndcia mutagenn
chlorowanej wody do picia a przypadkami zachonowalzi na pewne odmiany nowotworow
(nerek i pcherza moczowego) [15, 16]. Zwek medzy spayciem wody zawierare te
substancje a szkodliwym dziataniem na zdrowie cilk®a zostat uznany przez IARC za
wystarczajco wykazany [17].

Wydaje s¢, ze chod podstawowym kryterium oceny jad@ elementédwsrodowiska §
rodzaje i stzenia substancji toksycznych i mutagennych, jedeaklopiero monitoring
toksykologiczny, poparty monitoringiem biologicznyranieczyszcze wszystkich elementow
srodowiska, pozwala na rzeczywisbcer naraenia i zagreenia populacji ludzkiej [2, 4,
18, 19].

Trudnaci w identyfikacji substancji znajdagych s&é w wodzie, a w szczegdlsa
chloropochodnych zwikow organicznych potencjalnie mutagennych, spowado przygcie
nowych zasad dotygezych rutynowego monitoringu zwikow rakotworczych i/lub
teratogennych w wodzie do picia. W badaniach tylde2owa pozycg zajmup bakteryjne testy
krotkoterminowen vitro. Testem bakteryjnym o najszerszym zastosowaniznamkajcym sk
znaczm czutdscia jest testSalmonella proponowany w Standard Methods for Examination of
Water and Wastwater US EPA do oceny fakadrowotnej wody do picia [20].

Na swiecie prowadzoneadiczne badania mage na celu wykazanie mutagesciovody do
picia oraz wielu substancji stanawych jej zanieczyszczenie. Stosowaaedgnorodne techniki
przy ekstrakcji i zatzaniu zanieczyszcheoraz szeroka gama testéw bioindykacyjnych. Nadal
poszukuje s coraz doktadniejszych i doskonalszych modeli badyeh. Jednate juz na
poziomie obecnej wiedzy w dziedzinie biomonitoringuco bardzo istotneswiadomdaci
spotecznej o zaggeniachsrodowiskowych chorobami nowotworowymi nayepodpé proke
unifikacji oceny narzenia na czynniki mutagenne zawanego z piciem wody. Podstawowym
celem powinno b§ podanie propozycji niiwie szybkiej i nie wymagapej wysublimowanych
i zbyt pracochtonnych technik metody oceny jai@drowotnej wody do picia do zastosowania

w rutynowej kontroli.



Stosowanie monitoringu genotoksyczcio wody do picia, testem Amesa, wymaga
przeszkolonego personelu oraz zapewnienia odpoveiedmarunkéw do jego wykonania, co
Zwigzane jest ze znacznymi kosztami a za pamotanych metod analitycznych nie ima
oznaczy nawet cgsci znajdupcych sé w wodzie mikrozanieczyszcae Dlatego te
uzasadniona bytaby mliwos¢ zastosowania, po uprzednim dostosowaniu do waminko
polskich, modelu prognozowania mutagesuiowody do picia, dzki ktéremu w oparciu
0 podstawowe parametry chemiczne wody takie jak:@)Vezot amonowy i dawka chloru
mozna szybko okrdi¢ potencjalnie mutagenny charakter uzdatnionej wdttgeprowadzone
w Finlandii badania staly @ipodstaw do opracowania tego modelu, a stworzony przez
Vartiainena model [21] potwierdzony zostat mutag®om wody okr&lona za pomog testu
Amesa, przy #yciu szczepuSalmonella typhimuriumfA100, bez aktywacji metabolicznej [21,
22].
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| CZESC TEORETYCZNA

1. Wody powierzchniowe jako surowiec do proceséw uzdaiania

Cata woda uzdatniana przez przedsirstwa komunalne pochodzi z dwoch gtéwnych
zrodet:
- woda powierzchniowa — z jezior, rzek i zbiornik@wednych,
- woda podziemna — z formacji woda@ngch, ktére g naturalnymi zbiornikami wody.

Na cele wodogigowe ujmowana jest rowniewoda infiltracyjna, ktéra jest mieszanin

wody powierzchniowej oczyszczanej w gruncie i wpdglziemnej [23].

1.1.Zasoby wodne na terenie Polski

W poréwnaniu z innymi krajami europejskimi - Polgkat krajem o matych zasobach wody
I duzych wahaniach jej rocznego odptywu [24].

OPADY I ODPLYWY W LATACH 1975 - 2005 ROZKEAD SUM OPADOW ATMOSFERVCZNYCH W 2005 R.

Opady wmm Odpywywod km? Sumy opadow (izohiety):
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Rysunek 1ila. Opady i odptywy wéd na terenidsRiooraz rozktad sum opaddéw atmosferycznych [24]

W roku, srednia suma opaddw, na terenie Polski, wynosi ok6l@ mm i waha giod 500
-550 mm w pasie nizin do okoto 1200 w rejonach kiérs i podgorskich. Natomiast stan
zasobow wodnych okékny jakosredni odptyw roczny (po oegiu ilosci wody spaytkowanej
na wegetagj i parowanie oraz uwzeiinieniu doptywéw z zagranicy) wynosi okoto 62 km
(srednia dla lat 1951-2000) i waha sV granicach 37,5 — 90 kh{Rys. 1 i 1a). ll&¢ zasobéw
wodnych przypadaga na jednego miesziea, czyli wskanik dostpnasci wody dla ludnéci
i gospodarki wodnej, wynosi w Polsce okoto 1 60Dwmdy na rok, co stanowi zaledwie okoto
36% sredniej europejskiej (Rys. 2). Efektem tak niskieganu zasobéw wodnych jest
wystepowanie w cgsci obszaru Polski okresowych lub trwatych truétiow zaopatrzeniu
w wock [24].
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Rysunek 2. Zasoby wody do picia w przeliczeniunmiaszkaica [25]

Z ogolnej sumy zasobow wodnych ponad 70% stam@asoby wod powierzchniowych,
natomiast niecatle 30% to wody podziemne, dlategoptelstawowymzrodiem zaopatrzenia
w wodce na cele gospodarki narodowej wody powierzchniowePolska nalgy do krajow
0 najnizszym w Europie ziyciu wody (pod wzgldem ilcsci pobieranej w przeliczeniu na

mieszkaca) - Rys.3. [25, 26].
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Zrédin: OECD Environmental Indicators 2005

Rysunek 3. Dobowy pob6r wody na potrzeby luéthoa osolg [25]

[...] Podstawowym problemem w zakresie zaopatrzemiawock ludndsci jest mata
dostpnas¢ wody o dobrej jakéci. Ponadto perspektywicznym zagemiem mog st& sie
zjawiska o charakterze globalnym, zmane z przewidywanym wptywem zmian klimatu na

zasoby wad, ich rozmiary i rozktad w czasie [25].
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1.2.Jakosé¢ wod powierzchniowych

Do roku 2004 podstayvprawry do oceny jakéci wod w rzekach stanowito Rozpadzenie
Ministra OchronySrodowiska, Zasobéw Naturalnych i dréctwa z dnia 5 listopada 1991 r.
w sprawie klasyfikacji wod oraz warunkow, jakim pgawy odpowiada scieki wprowadzane do
wod lub do ziemi (Dz.U. 1991 Nr 116 poz. 503) [2Wh tej podstawie wytmiano trzy klasy
czystagci wod (1, I, 1) i wody pozaklasowe (NON). WedjuRozporadzenia Ministra
OchronySrodowiska z dnia 11 lutego 2004 r. w sprawie klésyji dla prezentowania stanu

wod powierzchniowych i podziemnych, sposobu

prowadzenia  monitoringu  oraz  sposobu
interpretacji wynikdéw i prezentacji stanu tych
woéd (Dz.U. 2004 Nr 32, poz. 284) [28] nowa
klasyfikacja wod obejmuje gt klas czystéci
-1, 1, 1, IV oraz V. Od tego roku raporty
WIOS, za zgod Gtéwnego Inspektora Ochrony
Srodowiska, § opracowywane w oparciu @ t
klasyfikacg chat Rozporadzenie to zostato

uchylone z dniem 1 stycznia 2005 roku,

e wi s uaktualnieniem Prawa Wodnego i nadal tyvaj
Il 1 vody o bardzo dobire] jakosc [ wisiy [ taby

I 11 - wody dobyej jakosci [ oy [ wiemna H H

= me B e —Hiie prace nad przystosowaniem polskiego prawa do
I v - wody niczadavalajace jakosi [ punaju B Sviciy ., ..

B ooy i EER . przepisow unijnych [23].

——  Razki pow. 100 km Il seziora i zbiomiki wodne —— Ganice Polski

Z 1 6d} o dane Glawnego Inspektoratu Ochrony Srodewiska, opracawanie w Osrodku Monitosingu Jakosci Wod IMGW
w Katowicach w oparciu o wyniki Pafistwowego Monitoringu Srodowiska.

Rysunek 4. Klasyfikacja jaksai wod w rzekach Polski

W 2006 roku na terenie Polski klasyfikacji jakb wdd powierzchniowych dokonano
w 1544 punktach pomiarowo-kontrolnych. Klasyfikagosci wod w rzekach w przekrojach
monitoringu diagnostycznego w roku 2005 [24] przad$ono na Rys. 4Wyniki klasyfikaciji
jakosci wéd w monitoringu diagnostycznym wedtug Regimyah Zaradow Gospodarki
Wodnej w 2006 r., na podstawie Rozpmizenia MinistraSrodowiska z dnia 11 lutego 2004 r.
w sprawie klasyfikacji dla prezentowania stanu wéevierzchniowych i podziemnych, sposobu
prowadzenia monitoringu oraz sposobu interpretagjnikdw i prezentacji stanu tych waod
(Dz.U.Nr 32, poz.284) przedstawiono w Tabeli 1.a&kg¢ wdd na terenie Polski przedstawiata
Si¢ hastpujaco:
— brak wod bardzo dobrej jaka (1 klasa),
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— wody dobrej jakéci (1l klasa) wysapity w 34 punktach pomiarowo-kontrolnych,
— wody zadowalajcej jakaci (Il klasa) stwierdzono w 548 punktach,
- wody niezadowalagej jakaci (IV klasa) wysipity w 662 punktach,

— wody ziej jakdci (V klasa) odnotowano w 300 punktach pomiarowotkainych.

Tabela 1. Klasyfikacja jakézi wod w monitoringu diagnostycznym, Ochrogaodowiska 2007

. llo§¢ punktéw pomiaru jakosci wéd

Regionalne Zarady . s
. : ogotem W tym w klasach jakasci wod

Gospodarki Wodnej I i m v v
Polska 1544 - 34 548 662 300
Gdaisk 105 - 6 43 45 11
Gliwice 101 - 3 34 32 32
Krakéw 227 - 19 119 61 28
Pozna 335 - 2 93 148 92
Szczecin 60 - 1 45 12 2
Warszawa 523 - 3 145 289 86
Wroctaw 193 - - 69 75 49

1.3. Sktad chemiczny i mikrobiologiczny wod powierzchniavych i ich wptyw na zdrowie

cziowieka

W przyrodzie nie wyspuje woda chemicznie czysta, a jedynie mieszanindywwraz
Z obecnymi w niej domieszkami (substancjami trafgmi do wod jako efekt dziatania
uwarunkowa naturalnych) oraz zanieczyszczeniami organiczriym@organicznymi [23].

W wodach powierzchniowych zidentyfikowano 2211 azkidw organicznych, z tego 765
w wodach do picia, co stanowi okoto 20% ogoélnejzitg zwiazkdédw organicznych
wystepujacych w wodach, gtéwnie zwzkow sztucznie syntetyzowanych [29]. Naturalne
zwiazki organiczne (NZO) w wodach stanawipozostatéci przemian chemicznych
i biologicznych zwazkéw zawartych w biomasie organizméw wodnych oz metabolitow.
Sq to przede wszystkim substancje humusowe orazdisglowodany, oleje, woski, celuloza,
skrobia, barwniki rélinne oraz zwizki syntetyzowane w czasie rozwoju organizméw watiny
I magazynowane w komaérkach lub wydzielone pyzyowo i wiele innych. Proporcje poruzy
sktadnikami NZO w wodach zalg od rodzaju gleby w zlewni, biocenozy wodnej, wdin
klimatycznych, rodzaju gospodarki na terenie zlewmiharakteru wody, tj. rzecznej,
infiltracyjnej, podziemnej, zbiornikéw wodnych [381].

Poza naturalnymi zwkkami organicznymi w wodach stwierdza sibecné¢ zwiazkdw
organicznych pochodzenia antropogenicznego. Roslaagtancji organicznych obcych zale
od zrédta zanieczyszczenia wody powierzchniowej, i tak:

» wraz z opadami atmosferycznymi transportowan&snVvA, PCB, ChzO,
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» splywy powierzchniowe z terendéw upraw rolnych wripgestycydy,

= z drég i terenbw zurbanizowanych pochgdzeglowodory aromatyczne i alifatyczne,
produkty przerdbki ropy naftowej i inne,

= zesciekami bytowo-gospodarczymi trafaaglo wod m.in.: SPC, fenole, alkohole, ChzO,

= zesciekami przemystowymi w zat@osci od rodzaju surowcéw i wytwarzanych produktow
oraz stosowanych technologii — rozmaite substamganiczne [23].

Duza grupa zwjzkOw chemicznych znajdagych s¢ w wodzie powierzchniowej stanowi
zanieczyszczenia szczegoOlnieaitive dlasrodowiska (persistent organic pollutants- POPsg). S
to zwiazki organiczne oporne na biodegradag zatem powodage jego ditugotrwate skanie
o negatywnych skutkach. Do grupy tej ratewielopiegcieniowe wglowodory aromatyczne
(WWA), chlorowane pestycydy (CL-PEST), polichloraveabifenyle (PCB), dibenzofurany
(PCDFs) i dibenzo-p-dioksyny (PCDDs). Szczegolnegaczenia nabiera to w aspekcie jako
wody jako srodowiska zycia organizméw oraz jakazrédta wody do picia [4, 32].
Niebezpieczastwo pochodzce od niektorych zwizkdédw chemicznych zawartych w wodzie do
picia jest zwazane z diugim spiywaniem zanieczyszczonej wody [11]. Tylko niedwrupa
sktadnikbw chemicznych wody, wywotuje ostre objawkiorobowe poza przypadkowym,
wyjatkowo duzym skaeniem chemicznym, kiedy i tak nie nadaje telka woda do konsumpcji
Z uwagi na cechy organoleptyczne takie jak: smagazh czy wygld [8].

Dodatkowo znajduce sé w wodzie powierzchniowej zwkki organiczne pochodzenia
naturalnego i antropogenicznego, w procesie dekgjfevody tworz tzw. produkty uboczne
(UPD), ktére stanowijeden z czynnikbéw odpowiedzialnych za choroby novesowe u ludzi
(gt. nowotwory nerek i gcherza moczowego) [8, 21, 33].

W Tabeli 2 przedstawiono zidentyfikowane w wodzi picia zwazki chemiczne (wraz

z ich klasyfikacy zgodra ze wzrostem ich wkgiwosci toksykologicznych).

Tabela 2. Klasy zanieczyszgzdentyfikowanych w wodzie do picia [4, 30, 34]
Rodzaje toksycznych zanieczyszcaievody

A-W eglowodory B- Halogenowe zwazki | C-Karboksylowe | D-Zwigzki
1A-Nasycone/ 1B- alifatyczne kwasy i estry utlenione

nienasycone alifatyczne | 2B- aromatyczne 1C-Kwasy 1D-Ketony
2A-Alicykliczne 3B- etery 2C-Estry kwasow | 2D-Aldehydy
3A-Aromatyczne 4B-Rdéznorodne karboksylowych 3D-Etery
4A-Wielopiekcieniowe | halogenowe 4D-Réznorodne

aromatyczne zwiazki utlenione

W sktad wody wchodgoprocz czynnikow abiotycznych rowaiezynniki biotyczne, do
ktorych nalea:

= formy bezkomodrkowe — wirusy i priony;
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= organizmy autotroficzne:
- fotoautotrofy — bakterie i sinice, glony istmy naczyniowe,
- chemoautotrofy — bakterie;
= organizmy heterotroficzne:
- saprofity — bakterie, grzyby, zwieta,
- pasayty - bakterie, grzyby, pierwotniaki, robaki ptaskiobleice.

Czynniki biotyczne tj. organizmy wygiujace w zbiornikach naturalnych czy sztucznych
stanowicych zrodto zaopatrzeniaasednym z czynnikdw wptywagrych na jakéci wod oraz
powodupcych zaburzenia w ich uzdatnianiu i przesytaniu.hxaja one na wiele cech jako
wody w tym m. in. na: zapach, bagwodczyn, zawartd materii organicznej i obecsd
toksycznych zwjzkOw organicznych, zawiesin, zawatd rozpuszczonego tlenu i dwutlenku
wegla. Woda do picia zawiergja organizmy patogenne uwe by gtowna przyczym
rozprzestrzeniania chorob zakgch, ktérychzrédiem w pierwszej kolejrigi sa wydaliny
i wydzieliny ludzkie i zwierzce, gtdwnie kat [8, 23, 33].

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) oszacowaia,20 %swiatowej populacji ludzi nie
ma dostpu do bezpiecznej mikrobiologicznie wody do picid5#43]. Choroby zakane
wywotywane przez wirusy, bakterie chorobotwdrczenpotniaki i pasayty sa najbardziej
powszechnym zag#eniem zdrowia zvezanym ze spg/waniem wody do picia [8, 33, 44] 4s
one gtdwnym zrodiem zakaenia mikroorganizmami chorobotwdrczymi w regionach
rozwijajacych s¢ [45]. Wedlug L aszl’o Sujbert i in. sppwvanie wody do picia wptywa na
zdrowie 1,2 biliona ludzi na catymwiecie i kadego roku przyczynia &ido smierci
15 milionéw dzieci poriiej 5 rokuzycia [46]. Natomiast Asbolth N.J. uae, iz zta jaka¢ wody,
warunkéw sanitarnych i higieny jest odpowiedzialtea zgon 17 milionow ludzi n&wiecie
rocznie, gtdwnie przez zakae biegunki (dziews na dziesi¢ przypadkéw dotyczy dzieci
I wszystkie te przypadki wygbuja w regionach rozwijacych s¢). Odpowiedzialne za ten stan
rzeczy § patogeny jelitowe takie jak: rotavirusyzampylobacter jejuni enterotoksyczne
Escherichia coli, Shigella spVibrio choleraeO1 i prawdopodobnie enteropatogerthecol,
Aeromonas sp V. choleraeO139, enterotoksycznBacteroides fragilis Clostridium difficile
oraz Cryptosporidium parvumWszystkie, wymienione organizmy z wiKiem ostatniego s
tatwo niszczone poprzez chlorowanie w procesie wzaaia wody [45]. Wirusy i bakterie
chorobotworcze ze wzglu na diug przezywalnasé mog przedostawasie od zrodet zakaenia
do ug¢ wody do picia. Gtownie me do tego déf w okresie jesienno—wiosennym, gdy
dominup niskie temperatury i wygbuje mata liczba bakterii saprofitycznych (natuyaim

przeciwnikédw bakterii chorobotworczych). Dezynfekcjwody do picia jest procesem
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stosowanym m.in. w celu zapobiegania przed infekcj&Niestety w wodzie powierzchniowej
znajdup sie organizmy nadzwyczaj oporne na standardowe davddkow dezynfekujcych
(cysty Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum oraz gbki Mycobacterium spi in.) stad
wymagaj stosowania dio wyzszych dawek [47], co z kolei prowadzi do wzrostgzest
ubocznych produktéw dezynfekcji [46].

[...] Od lat 80. ubiegtego wieku naviecie potwierdzono wiele wodnopochodnych epidemii
wywotanych przez pasgtniczego pierwotniak&ryptosporidium gtownie zwazanych z wod
do picia lub korzystaniem ze zbiornikbw rekreacygjmyi basenow ptywackich [48]. Ostatnie
wielkie epidemie w Europie, przenoszone dragodm, odnotowano w XX w., w latach
1854-1989 wysipito ich & 70, z czego 39 byto epidemiami tyfusu [49]].Obecnie w wyniku
zakaenia wody cgsciej niz epidemie wysipuja zachorowania typu zaken zotadkowo
-jelitowych [50].

Ponadto [...] istnieje dia liczba doniesie o niekorzystnym wptywie na zdrowie toksyn
wytwarzanych przez glony zawarte w wodzie do piciBoniesienia te obejma;
epidemiologiczne badania tagodnych, odwracalnyakadze watroby u pacjentow szpitalnych
otrzymupcych wo@ do picia ze zbiornika, w ktérym wygtit bardzo intensywny zakwit

toksycznych sinidMicrocystic aeruginosi, 8].

2. Uzdatnianie wod powierzchniowych - dezynfekcja

Rodzaj i posta w jakiej wystpuja wody powierzchniowe ma wptyw nie tylko na szereg
cech fizycznych, chemicznych czyztbiologicznych, ale rowniena dobdr metod uzdatniania
[23].

Oczyszczanie wody powinno eliminotvaz niej zawiesiny, rtnos¢ i zwiazki, ktére
wykazup zapotrzebowanie na utleniacze oraz wchodz nimi w reakcje, powodag
powstawanie ubocznych produktéw dezynfekcji, a dikéezyszczania wody powinien by
skonstruowany tak, aby woda nanka procesu oczyszczania nie zawierata ponadnornmgiw
ilosci bakterii oraz pozbawiona byta patogendow i s@diiwszystke wymagania przepiséw
sanitarnych [50]. Jednym z gtobwnych probleméw w htedogii oczyszczania waéd
przeznaczonych do picia i na potrzeby gospodarese ysuwanie zwekOw organicznych
(zaréwno naturalnych, jak rowmnigpochodzenia antropogenicznego). W wodzie po ukdadz
oczyszczania: koagulacja, filtracja, ozonowaniepsia na wglu aktywnym wedtug Kowal [50]

usuwanych jest 99,0+99,9 % wirusOw, bakterii, gwndraz pasgytow, a woda taka wymaga
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jedynie profilaktycznej dezynfekcji — jednak wstkgs zalery od wiaciwej eksploatacji uktadu
oczyszczania wody.

Zgodnie z wytycznymiSwiatowej Organizacji Zdrowia [8, 33] naddnym celem
uzdatniania wody jest otrzymanie czystiomikrobiologicznej wody nie zagtajacej zdrowiu
czy zyciu konsumentéw i jest to zwdane z eliminagj ryzyka wybuchu epidemii chordb
przewodu pokarmowego, jak réwnieinnych chorob zakanych.Natomiast czyst& chemiczna
wody jest czynnikiem drugogdnym, dlatego,ze na ogét zanieczyszczenia chemiczne nie
powodup tak nagtych i rozlegtych skutkdw jak w przypadkuaneczyszcze
mikrobiologicznych [8].

Celem dezynfekcji wody do picia jest zniszczeunigvych i przetrwalnikowych form
mikroorganizmow patogennych oraz zapobieganie ickdrremu rozwojowi w Ssieci
wodochgowej [23, 51]. [...] Dezynfekcja wody wodagowej metodami chemicznymi polega
na dawkowaniu do niej silnych utleniaczy, takick: jehlor, podchloryn sodu, dwutlenek chloru,
chloraminy, ozon, brom i jod [52]. Poniewérodki te charakteryzajsic rownoczénie silnymi
wiasciwosciami dezynfekcyjnymi jak rowniei utleniapcymi, dlatego té podczas dezynfekciji
wod zawierggcych zwinzki organiczne i nieorganiczne rownolegle przebiggprocesy
niszczenia mikroorganizméw, w tym patogennych, jebwniez przemiany zwjzkOw
organicznych i nieorganicznych. W ekszaici przypadkow produkty utleniania zazkdw
nieorganicznych znajdagych s¢ w wodzie z reguty nie pogarszagpkosci zdrowotnej wody.
Inaczej jest ze zwekami organicznymi, ktére wchoglz w reakcje ze srodkami
dezynfekcyjnymi powodudj powstawanie UPD, ktoére wykaaujwiasciwosci toksyczne,
mutagenne i teratogenne przez co staagwaetencjalne zageienie dla zdrowia a nawefcia
cztowieka [52, 53] . Wedtug Kowal [50] po bardzausdcznym oczyszczaniu woda nie powinna
zawier& zwiazkOw reagujcych z chlorem lub innymi utleniaczami. Wéwczas le@gzym
srodkiem do dezynfekcjiaschlor mdz chloramina, natomiast dwutlenek chloru stosowasy, |
gdy z wody nie udato siusura¢ prekursorow UPD. W praktyce w oczyszczaniu woagsje
si¢ chlor i jego zwazki oraz ozon, jednak w celu zmniejszenias¢ioUPD, zamiast wody
chlorowej stosuje si dwutlenek chloru, lub chloraminy powsie¢ w chlorowanej wodzie
zawierajcej azot amonowy [13, 52].

Skitad fizyko-chemiczny wody gtéwnie: pH, temperatuilos¢ zawiesin, zwizkéw
zredukowanych (takich jak: Ee Mn?*, &, NO*, NH,") oraz ilé¢ i rodzaj zredukowanych
substancji organicznych, jak rownidos¢ mikroorganizméw decydajo rodzaju i wymaganej
dawce dezynfektanta jak i o powstajch ubocznych produktach dezynfekcji. soreakcji

ubocznych na og6t nie ze wzrostem zanieczyszczenia uzdatnianej wafdy [
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Przy doborze dawki dezynfektanta brangped uwag nastpujace kryteria:

- zapewnienie skutecznej dezynfekcji wody, a&cvzniszczeniezywych i przetrwalnikowych
form mikroorganizmow,

- zapewnienie odpowiedniegogstnia pozostatego dezynfektanta w celu zabezpieazaci
wodochgowej,

- minimalizacja iléci powstagcych, szkodliwych dla zdrowia konsumenta, ubocznych
produktow dezynfekciji,

- dostarczenie odbiorcom wody o odpowiednichse#aosciach organoleptycznych.

Ze wzgkdu na dwa pierwsze warunki dawka dezynfektanta poavby odpowiednio daa,
spetnienie dwoch pozostatych wymaga jednak minimaali ilosci dodawanego do wody
czynnika chemicznego.

Dla zapewnienia wkxiwe] dezynfekcji wody US EPA wprowadzita wspéicajn CT
bedacy iloczynem szenia pozostategérodka dezynfekuaicego (mg/dr) i czasu kontaktu
(min) zapewniagjcego usuricie 99,9 % cystGiardia sp. i 99,99 % wiruséw. Wartd
wspotczynnika CT zalyy od temperatury i pH wody oraz stosowanych proeegéj
uzdatniania. W temperaturze 10 i pH = 7 wynosi on dla poszczegdlnych dezynfeidan
1,43 mg-min/drh dla ozonu, 23 mg-min/dndla CI®, 124 mg-min/d dla Cb,
1850 mg-min/drh dla chloramin. Spetnienie warunkéw otrzymania wyenzej wartéci CT
zapewnia wiéciwa dezynfeko i rownoczénie decyduje o iléci powstagcych halogenowych

pochodnych zwizkéw organicznych [4].

2.1.Chlor — krétka charakterystyka z uwzglednieniem tworzenia UPD

Chlor jest historycznie pierwszym (chozidopiero w XX w. wprowadzonym) utleniaczem
zastosowanym do dezynfekcji wody do picia. Jegtozasvanie obriyto liczbe zachorowa na
choroby przenosze s¢ wraz ze skzong woda, jak np.: tyfus, cholera czy czerwonka [54].
Popularné¢ chloru jako srodka dezynfekucego zwizana jest z diwa zdolnGcia
bakteriobdjcz, relatywie nislg cery i mozliwoscia przygotowania go w miejscu wykorzystania.
Z tych tez wzgleddéw dezynfekcja wody do picia chlorem jest szerpkaktykowana na catym
Swiecie [55-57]. Jakkolwiek wiele produktow uboczhydego procesu szczegblnieslie
o produkty reakcji pomedzy chlorem a naturalnie wyglujaca w wodzie maten organiczi
stanowi powane ryzyko zdrowotne [57, 58]. Podstawowym problemgst tworzenie si

trihalometanéw tzw. THM jak rownie innych chlorowcopochodnych organicznych (jak
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chociaby kwasy halogenooctowe i wiele innych), co jestigzane gtdwnie z obechoia
w wodzie zwiazkéw humusowych i fulwowych oraz mikroflory [58,]59

Jak wykazaly badania przeprowadzone przez Woodruff. UPCh @ mutagenne dla
komorek ludzich [57Chlorowanie prowadzi do podwszenia aktywnéci mutagennej wody, co
zostato wykazane m. in. przy zastosowaniu testu $anf@0], skhd wspotczesne technologie
odchodz od stosowania tegoodka dezynfekugcego [54, 58].

W technologii oczyszczania wodysciekdw chlor stosowany jest gtownie pod postaci
wody chlorowej. Wprowadzony do wody wyptije w niej, zalenie od pH, jako rozpuszczony
gaz C}, kwas podchlorawy HCIO oraz jon podchlorynowy CI®4]. Istotnym problemem jest
efektywna@¢ chlorowania przy podwagszonym pH wody. Kwas podchlorawy oraz chlor anaj
wysoka zdolng¢ do utleniania i dezynfekcji, natomiast jon podefifowy ma 10+20 — krotnie
mniejszy od nich potencjat utlenaaly, czyli jest prawie nieskuteczny. Wastopotencjatu
redox, ktory ma bezgoedni zwhzek z kinetyls dezaktywacji przetrwalnikédw, podczas
chlorowania przy podwsszonym pH gwaltownie spada. Powszechnie znanymlgr@m jest
zanik aktywnego chloru w sieciach wodggowych, co grozi wtérnym skaniem
mikrobiologicznym wody wodoggowej [58].

Celem chlorowania dezynfekcyjnego jest takie pragpdzenie procesu, aby dezynfektant
pozostawat w wodzie, chram ja przed zakzeniem w sieci dystrybucyjnej. Ze wedu jednak
na sw reaktywnd¢ chlor wchodzi réwnig w reakcje ze sktadnikami wody np.: przereagowuje
z nieorganicznymi reduktorami (Fe Mn**, S, NO, ) oraz z substancjami organicznymi
tworzac UPCh. Jeeli w wodzie znajduj sie bromki czs$¢ chloru utlenia je do HBrO, ktory
moze dalej reagowa z matera organicza, dapc w efekcie produkty bromo
-i chlorobromoorganiczne, czyli bromopochodne UPGdkie jak kwasy halogenooctowe
i halogenoacetonitryle oraz bromowe trihalonitroamst [52, 54, 61]. Chlor reaguje tak
z fenolem, ktory w wodzie powierzchniowej peowystpowa jako zanieczyszczenie naturalne
lub przemystowe, a w wyniku tej reakcji twargi¢ chlorofenole [58]. Dopiero pozostatagé&
chloru ma istotne znaczenie dezynfekcyjne [94].] Ponadto podczas chlorowania wody
nastpuje szybka reakcja chloru z obecnymi w wodzie fohamonowymi oraz grupami
aminowymi. Tworzenie sichloramin mana wykorzysté jako srodek dezynfekcyjny o chej
trwatos¢, przez co dhzej ;3 aktywne w sieci wodoggowej zabezpieczgs wodk przed jej
wtérnym skaeniem [30]. Wedtug Mielczarek [58] w tym przypadkawet daa dawka chloru,
wobec jego szybkiego zycia i tworzenia & zwiazkdw chlorowcopochodnych, me nie

gwarantowa oshgniecia wymaganej pozostatej zawadonolnego chloru.
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Reakcje z pestycydami powodufl0 % ubytek chloru aktywnego i powstaje zduilos¢
zwiazkow chloroorganicznycf62].

Chlor reaguje réwniez azotem organicznym. W reakcji powstahloraminy organiczne
[54] zwane take zwiazkami chloroazotowymi [30]. Zwkki chloroazotowe & niebezpieczne
dla zdrowia z uwagi na ich wdaiwosci mutagenne, a ponadto dziat@razniaco na oczy, nos
I btony $luzowe oraz nadajwodzie silny draniacy zapach. W wodzie do picia zawdtio
chloramin jest limitowana [30]. Przy dym nadmiarze chloru w stosunku do azotu amonowego
zachodzi reakcja catkowitego utlenienid Mo azotu cgsteczkowego [54]. Poprzez chlorowanie
mozna, wic catkowicie wyeliminowéa azot amonowy z wody (95-98 %). Wowczas konieczne
jest zastosowanie dych dawek chloru, co prowadzi zwykle do generowashiaych ilosci
produktow ubocznych, niepgdanych w wodzie przeznaczonej do celow konsumpchny

[...]JPodczas reakcji chloru ze zygzkami organicznymi chlor mi@ by przylaczony do
czasteczki zwizku organicznego, a tak mae dziald utleniapco. Dlatego té w czasie
chlorowania powstajliczne uboczne produkty dezynfekcji, do ktérychepa [52]:

e Trihalometany (THM) - najlepiej poznana dotychczgspa UPCh, ich prekursorama s
gtébwnie kwasy humusowe, chlorofil ,a”, metabolityrganizméw wodnych, alifatyczne
hydroksykwasy, kwasy mono-, di-i trikarboksyloweabraromatyczne kwasy karboksylowe
[63]. Trihalometany zawieragj gtéwnie chloroform (CHG) - 83,7 %, bromodichlorometan
(CHCI,Br) - 15,4 %, dibromochlorometan (CHCHBr 0,9 %, natomiast triboromometan (CHBr
albo w ogoéle nie wygpuje albo wysipuje w ildsciach zblzonych do granicy wykrywalrigi
(>>1,0 %) [52, 64].

 Kwasy halogenooctowe héloacetic acid- HAA) to druga istotna grupa zwakow
powstajcyh podczas chlorowania wody do piciaite gidwnie kwasy chlorooctowe takie jak
kwas: chlorooctowy MCAA (CBCICOOH), bromooctowy MBAA (CkEBrCOOH),
dichlorooctowy DCAA (CHCICOOH), trichlorooctowy TCAA (CGICOOH), dibromooctowy
DBAA (CHBr,COOH), jak réwnie kwas triboromooctowy TBAA (CBCOOH),
bromochlorooctowy BCAA (CHBrCICOOH), dibromochlomowy DBCAA (CBRCICOOH),
dichlorobromooctowy DCBAA (CGBrCOOH). Prekursorami HAA as gtdwnie substancje
humusowe [52, 64, 65].

» Chlorofenole, halogenoketony, halogenonitryle hiiacobenzeny, hydroksyfurany [52],

* MX, czyli 3-chloro-4(dichlorometylo)-5-hydroksy-2(B-furanon.
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Wedtug Zbi€¢ i Dojlido [52] podczas chlorowania powstajolbrzymie ilaci
halogenowych zwizkdéw organicznych (sumarycznie icleznie okrélane jest jako AOX, czyli
adsorbowane halogenowe zuki organiczne) i gto:

o LAOX (lothe AOX) - dichlorometan, chloroform, didrbbromometan,
dibromochlorometan, bromoform, tetrachlorometam i i
o0 NAOX (nielothne AOX) - haloketony, haloacetonitryldjalopochodne kwasow
karboksylowych (najegciej kwasu octowego — HAA), haloaldehydy, ftalaayminy
I wiele zwiazkdw aromatycznych.
Rowniez uboczne produkty chlorowania podzéethozna na dwie grupy:
- nielotne zwazki halogenoorganiczne (NVOX) — #éich stanowi okoto 70-80 % TOX,
- lotne zwhzki halogenoorganiczne (VOX) — #6ich stanowi zwykle tylko 20-30 % TOX
(tzw. catkowity/ogolny chlor organiczny; jest miarcatkowitej ilasci zwiazkOw

halogenoorganicznych po chlorowaniu) [54].

2.2.Dwutlenek chloru — krétka charakterystyka z uwzgkdnieniem tworzenia UPD

Alternatywa chloru — do wsipnego utleniania oraz do dezynfekcji wody - jesutdanek
chloru, odkryty w roku 1811. Po raz pierwsziyty zostat na skaltechnicza do uzdatniania
wody w Stanach Zjednoczonych dopiero w 1944 r., wvopie z& w latach p¢cdziesatych
ubiegtego wieku. Obecnie jest stosowany w ayach stacji wodoggowych, gtéwnie
w Europie, Stanach Zjednoczonych i Kanadzie [66, 67

Dwutlenek chloru jest szeroko stosowanym jako déggtant wody do picia, poniewana
wiele zalet, do ktorych mmma zaliczy¢ staly reaktywnd¢ w stosunku do materii organicznej
obecnej w wodzie, bez tendencji do tworzenia chiaapochodnych, w tym THM-éw [13, 52,
53, 58, 66, 68- 72]. A wedtug Mielczarek [58] neengruje ich wcale.

Jak pisze Mossakowska [69] dwutlenek chloru reaguyetencjalnymi prekursorami THM-
ow powodujc ich dezaktywaegj Pocawszy od 20 % udzialu ClKOstwierdzono obrenie
stezenia THM-6w o 50-100 %Jednake stosowany w wodociagach techniczny CkKawsze
zawiera pewne ikei wolnego chloru, sd w wodzie powstaj pewne ildci zwiazkOw
halogenoorganicznych [73]. Natomiast badania laboyme opisane przez Jun Wen Liiin. [74]
wykazaty, ¥ w wodzie zawieracej kwasy humusowe i bromki po dezynfekcji Gl@wstawaty
THM, w tym gtownie bromoform. W reakcjach dwutlenghloru z substancjami organicznymi
przewaaja reakcje utleniania, ktére w niektérych przypadk&oficza si¢ przylaczeniem chloru.

CIO, reaguje gtdéwnie z wysokomolekularnymiasteczkami naturalnej materii organicznej,
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takiej jak kwasy fulwowe i humusowe, ktorg skutecznie usuwane podczas filltracji negium
aktywnym [75, 7§. Skzenie zwizkdédw karbonylowych mie znaczaco wzrastéd z czasem
reakcji CIQ z prekursorami karbonylowymi w oczyszczonej wodsi#).

Dwutlenek chloru generuje tworzenieg sibocznych produktéw dezynfekcji, gtéwnie
nieorganicznych: chlorynéw i chloranéw [53, 70-727]. W przypadku, kiedy w wodzie
zawieragcej CIG i chloryny (lzdace produktami jego redukcji w reakcji z domieszkavody)
obecny jest chlor, dola zachodzi reakcje wtorne. Reakcja dwutlenku chloru z chlorem
— W postaci kwasu podchlorawego — prowadzi do pawahia chloranow [30]Niezbyt duo
jest informacji o organicznych produktach twgrych s¢ po dezynfekcji CIQ[53]. Wedtug
Zbie¢ i in. [52] niemal wszystkie zidentyfikowane uboezmprodukty dezynfekcji wody
dwutlenkiem chloru zawieraty w swoich strukturatdnt(kwasy karboksylowe, ketony, estry),
jedynie znaleziono dwa zw#ki chlorowane i kilka zwizkow aromatycznych. Dla porownania
w przypadku chlorowania stwierdzono 3-5 razyzea liczbe potproduktow a w literaturze
opisano ponad 300 UPCh (w tym 200, ktore zawdereflor i brom). Zgadzaf sk
z Masschelein [7&8wasy di- i tri- karboksylowessstate i § produktami utleniania fenolu przez
ClO,. Kwasy karboksylowe i aldehydy gproduktami reakcji Cl@ z substangj humusow.
Richardson i in. [79]uwaza, ze dlugotaicuchowe kwasy karboksylowea sgtéwnym
organicznym ubocznym produktem dezynfecji przez,ClO

W Tabeli 3 zgodnie z Dojlido [52] przedstawiono emdyfikowane gtéwne uboczne

produkty chlorowania wody dwutlenkiem chloru.

Tabela 3. Uboczne produkty chlorowania wody dwokiem chloru [52]

Kwasy karboksylowe Zwigzki zawierajace chlor Inne zwhzki
butanokarboksylowy 1,1,3,3-tetrachloro-2- Ketony:

propanon(1- 2,3,4-trimetylocyklopent-2-en-1-on
pentanokarboksylowy chloroetylo)dimetylobenzen 2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1,4-dion
heksanokarboksylowy Estry:
heptanokarboksylowy Ester dioktylowy kwasu
2-etyloheksanokarboksylowy| heksenedikarboksylowego
oktanokarboksylowy Zwiazki aromatyczne
nonanokarboksylowy 3-etylostyren
dekanokarboksylowy 2-etylostyren
undekanokarboksylowy etylobenzaldehyd
tridekanokarboksylowy naftalen
tetradekanokarboksylowy 2-metylonaftalen
heksanokarboksylowy 1-metylonaftalen
2-tert-butylomaleinowy
2-etylo-3-metylomaleinowy
benzoesowy
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W Polsce dwutlenek chloru w procesach uzdatnian@dywjest technologi nowa,
stosowan od roku 1992. Ministerstwo Zdrowia i Opieki Spataej oraz Pastwowy Zaktad
Higieny wydaly 19 listopada 2002 pozytywne opiniéa dstosowania dwutlenku chloru
w technologii uzdatniania wody do picia [30], ledapiero Rozporgizenie Ministra Zdrowia
z dnia 29 marca 2007 r. w sprawie jésiowody przeznaczonej do speia przez ludzi [80]
okresla sume skzenia chlorynow i chloranbw w punkcie czerpalnym wngumenta,
w przypadku gdy woda jest dezynfekowana dwutlenkifiboru. Do tego roku wykorzystywane
byly unormowania zagraniczne, najéziej niemieckie. W Tabeli 4 zamieszczono przykiady
przepisOw przedstawiajacych dopuszczalngzestie dwutlenku chloru i jego pochodnych

w wodzie do picia.

Tabela 4. Dopszczalneggenia dwutlenku chloru, chlorynéw i chloranéw w woidzdo picia [80-83]

dwutlenek chloru chloryny chlorany
mg/dm® mg/dm’® mg/dm’
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) - 0,7 0,7
Agencja Ochrony Srodowiska Stanéw MRDLG =0,8 MCLG =0,8
Zjednoczonych (USEPA) MRDL =0,8 MCL/TT =1,0 )

Komisja do Spraw Higieny | Bezpieczéstwa

Pracy (HSC) - Wielka Brytania Max 3. ClO,, chloryny, chlorany = 0,5

max.dawka =0,4
max. pozostat. = 0,2 | max. pozostaks = 0,2 -
min. pozostat. =0,05

Wytyczne dotyczce wody przeznaczonej
do spaycia - Niemcy

Rozporzadzenie obowjzujace w Polsce

Dz U. 2007 nr 61 poz. 417 - ¥ chlorandw i chlorynéw = 0,7

Dwutlenek chloru najcegciej jest wytwarzany z chlorynu sodu (NaG)@kwasow solnego

lub siarkowego (VI), mana go rownie otrzymywa w reakcji chlorynu sodu z chlorem [52].

Stosuje si go nie tylko do utleniania wielu zwikdédw organicznych i nieorganicznych, ale

réwniez do obnkenia intensywngci barwy wody, poprawy jej smaku i zapachu, jak méedw

obnizenia liczebnéci glonéw, co utatwia proces koagulacji [52].

Dwutlenek chloru ma wiele zalet, do ktorychina zaliczy to, ze:

- praktycznie nie reaguje z nienasyconymi agkami organicznymi, zvgzkami
aromatycznymi z nieaktywnymi lub stabo aktywnymugami funkcyjnymi, aldehydami,
ketonami, chinonami i pochodnymi kwasow karboksyjoly

- nie reaguje ze zwrkami azotu, w tym z amoniakiem (w wodzie zawigeaj jon amonowy,
do ktorej wprowadzany jest dwutlenek chloru nie rizgcsic chloroaminy i nie powoduje to,
zwickszonego zapotrzebowania na dezynfektant.,@i® utlenia azotu amonowego, ale nie
dotyczy to azotyndéw utlenianych do azotanéw z wykeaiem chlorynéw), a tak

Zz aminami pierwszordlowymi, mocznikiem i wgkszacia aminokwasow, jak rownie
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bromkami obecnym w uzdatnianej wodzie co zapobiggavstawaniu bromowych

pochodnych trihalometanéw [52, 53, 58, 84],

- powoduje znacznie zmniejszone formowani¢ cilorowanych wglowodoréw oraz brak
tworzenia st chlorofenoli a produktem reakcija substancje neutralne bez smaku i zapachu
[58],

- ma bardzo dobre dziatanie dezynfekcyjne w pacagnym zakresie pH wody [58, 66]

- ma wysok efektywnad¢ bakteriobdjcz (zdolng¢ bakteriobdjcza okoto 2,5-krotnie gkisza
od kwasu podchlorawego), silne wdavosci wirusobdjcze (jest efektywniejszyznchlor,
czy chloraminy do inaktywacji wiruséw), wykazuje us&czne niszczenie form
przetrwalnych bakterii oraz dobre &avosci przeciw zarodnikowe i przeciw glonowe
[30, 58, 69] jak réwniz powoduje dtugo utrzymuaga sie ochrore bakteriobojcz
i bakteriostatyczin w sieciach wodoagowych i przyczyniajc sk do rozkladu osadow
mikrobiologicznych w sieciach wodagjowych [58],

- poprawia wiaciwosci organoleptycznych wody uzdatnionej [58, 69], gdye powstaje
przykry zapach i smak wody, jaki m® powstawa przy stosowaniu chloru,

- nie oddzialuje mutagennie, ani nie jest prarah takiego dziatania,

- powoduje utlenianie: siarczkéw, organicznychmiptekséw zelaza i manganu jodkow
i cyjankow, azotynow[30 ,58].

Wedtug EPA [81] do gtéwnych wad dwutlenku chlordaia wysokie koszty chlorku sodu
oraz jego transportu, jak rowrieoznaczé chlorynéw i chloranéw oraz fakge dwutlenek
chloru jest gazem wybuchowym i ulega rozktadowi pgdywem promieni stoneczych, dlatego
tez musi by wytwarzanyin situ.

Jak pisze Zbie i Dojlido [52] w przypadku gdy chlor byt stosowarmyo drugiego
chlorowania po dwutlenku chloru, wowczas pojawiaiga znacznie wicej chlorowych
i bromowych pochodnych organicznych, w tym halomgtahalopropany, haloketony,
haloacetonitryle, haloaldehydy i inne azki halogenoorganiczne, oprécz wykrytych kwaséw
karboksylowych.

3. Aktywnos¢ biologiczna ubocznych produktow dezynfekcji wodygtéwnie
UPCh z uwzgkdnieniem powstawanie choréb nowotworowych

Do gtéwnych mikrozanieczyszazevody do picia o wiéciwosciach mutagennych naig
uboczne produkty dezynfekcji wody, a przede wsagstkboczne produkty jej chlorowania
[68].
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Badania prowadzone przez wiele lat wykazagyznaczca ilas¢ UPD, ktére g potencjalnie
szkodliwe dla zdrowia cziowieka, jest wynikiem repkpomigdzy naturalnie wyspujacymi
w wodzie powierzchniowej kwasami humusowymi i fulmyoni a srodkami dezynfekuacymi
takimi jak: chlor, chloraminy, dwutlenek chloru zan. Zwizki te powstaj w niewielkich
ilosciach, mog zmieni& si¢ w zaleznosci od zastosowanej metody oczyszczania wody [46, 55
68] i mog charakteryzowa sic wiasciwosciami toksycznymi, mutagennymi jak rownie
kancerogennymi [52]. TworzeniegdUPD zaley od typu i jakéci wody poddawaj procesowi
dezynfekcji (gtéwnie od bogatej struktury i \sawosci zwiazkdw humusowych w wodach
naturalnych) oraz od czynnikéw takich jakezgnie i rodzaj prekursorow,¢genie OWO, rodzaj
i/lub dawka dezynfektanta, 86 pozostatego dezynfektanta, czas kontaktu, pH p&atura
[68].

Udowodniono take, ze chlorowanie prowadzi do formowania ubocznych pkbéw, ktére
wykazup mutagena i/lub karcenogermaktywna¢ jak rowniez dtugoterminova implikacje na
zdrowie cziowieka. Wielokrotnie wykazywano wzrostutagennéci wody po procesach
chlorowania [85, 86ja im gorsza byta jako wody poddawanej chlorowaniu, tym ¢eej
powstawato szkodliwych ChzO [52, 87].

Zrodtem wegla organicznego dla reakcji tworzenia ubocznychdpktow chlorowania
mog by¢ zaréwno naturalnie obecne w wodzie substancjenigae, takie jak substancje
humusowe, jak i zwiki o typowo antropogennym rodowodzie, takie jak. ripnole.
Chlorowane zwizki organiczne mag réwniez trafic do wod zesciekami oraz opadami
atmosferycznymi [23].

W 1974 odkryto, ze chlorowanie wody do picia powoduje tworzenie oblormu
i innych trihalometanéw z kwasow humusowych. Jakz@iChristiani in. [88] kwasy
chlorooctowe (HAA) byty pierwszymi odkrytymi w chiowanej wodzie do picja dopiero 9 lat
poézniej odkryto trichlorometan[89]. Natomiast w 1986 roku po raz pierwszy wykazan
obecné¢ w wodzie do picia w Finlandii 3-chloro-4-(dichlonetyl)-5-hydroksy-2(5H)-furanu
nazwanego w skrocie MX [90] i potwierdzano w datdzypadaniach we Finlandii, jak rowaie
w innych krajach np.: w Wielkiej Brytanii, Kanadzigaponii, Chiskiej Republice Ludowej [4].

Wedtug Zbi€ i Dojlido [52] tylko produkty uboczne chlorowanta setki, a by maoze
tysiace zwhzkOw powstajcych podczas tego procesu. dREzad¢ z nich to zwizki
chloroorganiczne, cliopowstaj takze substancje nie zawiegag chloru w czsteczce, np.
aldehydy czy kwasy karboksylowe. @dna grupe ubocznych produktow chlorowania stangwi
zwiazki, bromo- i chlorobromoorganiczne, ktore powstay wyniku utleniania bromkéw

obecnych w wodzie surowej [11, 54, 91].
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Wyjatkowo wysoki poziom THM-Ow i wysak aktywna¢ mutagena okreslona przy
uzyciu testu Amesa, zmierzono w chlorowane] wodziedeamngowej [21, 92]. Nastpnie
zaobserwowano liniowv zaleznos¢ pomkdzy ujawnieniem mutagend@ w  wodzie
wodochgowej a rakiem gcherza moczowego, nerekotadka, trzustki jak réwnie biataczki
[93-96]. Oszacowanoze jeden silny mutagen 3-chloro-4-(dichloromethynaslroxy-2(5H)-
furano (MX) razem z kilkoma innymi chlorowanymi hgétsyfuranami byt przyczynaz do
71% obserwowanej mutageriico [97]. Oprécz MX w chlorowanej wodzie wodagobwej
zaobserwowano tewiele innych zwazkow chemicznych, ktore magwykazywa nizsz
mutagenn&t, niemniej jednak magstanowé potencjalne ryzyko nowotworowe [64]. Z kolei
[57] prowada¢ badania, w ktérych MX byt obecny w chlorowanej wid bogatej w kwasy
humusowe w zakresie zgodnym z tym, ktéry zostatjeatrowany w literaturze dla podobnych
prob wody stwierdzilize MX mogt by odpowiedzialnym za 1-3 % mutagesoigprobek wody.
Natomiast w przypadku poddania takiej wody dzialegmzymow AHH-1 TK+/- i cytochromu
P450 wyraajacych linic komérkows h1Alv2 i MCL-5 nasfpowata nieznaczna dezaktywacja
tego zwiazku. Jednoczmie chlorowana woda wzbogacona kwasami humusowykXibyta
mniej mutagenna dla komorek ludzkichz ripodziewano giprowadac podobne badania na
bakteriach

W puli zwiagzkéw o udowodnionej aktywrsoi mutagennej znajdaj sic obok MX:
bromoetan, dibromoetan, bromochloroacetonitryl, hidimacetonitryl, 1-bromobutan,
bromochlorometan, bromodichlorometan, 1,2-dichlaoe bromoform, dichloropropen,
1-bromopropan, jodoetan, chloral, chlorodibromoef@8]. Jest, zatem prawdopodobne
pozostata aktywrig jest wynikiem dziatania wkszej liczby r@norodnych lub o stabszej
mutagennéci produktow, ktérych zidentyfikowanie jest bardzadne.

Chlor przyjmowany doustnie wraz z wpdio picia jest jedm z przyczyn raka ¢cherza
moczowego i jelita prostego, natomiast przy konekae skog, wywotuje jej podranienia,
suchd@¢, peckanie i obntenie odpornéci na dodatkowe zakania grzybicze. Chlor (jak réwnie
| jego pochodne) obmaja wchtanialngé jodu oraz zwikszap szybkad¢ utleniania niezédnych
do prawidtowego funkcjonowania organizmu ludzkiegenasyconych kwasow ttuszczowych.
Okoto potowa ludnéci w Polsce korzysta z wody dezynfekowanej chloreimo wielu
negatywnych skutkow [99].

Gtéwne oddziatywanie toksykologiczne wody dezynfgkoej dwutlenkiem chloru nie jest
zZwigzane z samym dwutlenkiem chloru, a z produktamikagaClO, ze zwazkami
organicznymi. Utlenianie 4-gdowych amin i aminokwasow prowadzi do wytworzenia

acetaldehydu i formaldehydu, ktére wykagzufancerogenne oddziatywanie na zwigaz
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Chinony i benzochinony powstate ze zwkOw aromatycznych i fenoli, magrowniez
oddziatywa kancerogennie. Nie stwierdza; sibwniez wzrostu aktywnéci mutagennej i/lub
kancerogennej wody w wyniku stosowania dwutlenkiorch Sumaryczna iké chlorowanych
zZwigzkow organicznych powstgjych w przypadku stosowania Gl@o dezynfekcji jest okoto
10-krotnie, a haloforméw kilkudziegiiokrotnie mniejsza aiw przypadku stosowania chloru
[100].

Nie stwierdzono wptywu dwutlenku chloru na krwinKlowoduje on jednak zmniejszenie
poziomu tyrozyny (hormonu tarczycy) w surowicy. Rgdszone sizenie CIQ, CIO,, i ClOs
wplywa na zmiaa w surowicy krwi u osob, u ktérych stwierdzono rabdr dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej [30].

W Tabeli 5 przedstawiono gtdwne uboczne produkiycesu dezynfekcji wody do picia
powstajce przy zastosowaniu chloru, dwutlenku chloru jélwmiez chloru po zastosowaniu
dwutlenku chloru.

Okreslenia aktywnéci biologicznej UPD dokonano wedtug Kklasyfikacji RE

zamieszczonej w Tabeli 7 jak rowaiea podstawie wytycznych WHO [8] i Dojlido [51].

28



Tabela 5.

Najwéniejsze uboczne produkty dezynfekciji wody do pideh aktywna$é biologiczna [ 8, 51, 101, 102]

UPD powstajce
po dezynfekcji
chlorem

UPD o stwierdzonym
(lub prawdopodobnym) dziataniu mutagennym,
rakotwérczym
badZ teratogennym

UPD powstajce
po dezynfekcji
dwutlenkiem chloru

UPD o stwierdzonym
(lub prawdopodobnym
dziataniu mutagennym

rakotworczym
bad? teratogennym

UPD powstajce
po dezynfekcji
dwutlenkiem chloru
a naskpnie chlorem

UPD
o stwierdzonym (lub
prawdopodobnym) dziatani
mutagennym, rakotwérczy
bad? teratogennym

=

-Trichlorometan CHGI(chloroform)(2B),
-Dibromochlorometan CHBCI (3), moze wywotywsa

Trihalometany - Kwasy -Dibromochlorometarf3)
nowotwor, - Haloalkany .
(THM) -Bromodichlorometar2B)/rakotwérczy karboksylowe -Bromodichlorometaif2B)
- bromoform (CHBY) (3)/uszkodzenia wtroby, nerek
Kwasy -Dichlorooctowy(2B), i i
halogenooctowe -Trichlorooctowy(3)Mwykazuje dziatanie rakotwércze Aldehydy Formaldehyd2A) Haloketony
-Dichloroacetonitryl (3)/teratogenny
Halogenoacetonitryle | -Bromochloroacetonitry{3)/mutagenny, i . i
-Trichloroacetonitryk3)/ teratogenny, Ketony Haloacetonitryle
- Dibromoacetonitry(3)
-2,4,6-trichlorofenol2B)/stabe dziatanie mutagennne, Zwiazki
Chlorofenole -2,4-dichlorofenol, aror%at czne - Haloaldehydy -
-2-chlorofenol yez
) ) Inne zwigzki )
MX MX (2B)/mutagenny Estry chlorowane
. -chlorany Niehalogenowe
Chloroaldehydy -Formaldehyd2A)/rakotwdrczy _chloryny(3) Zwiazki -
Halogenoketony
inne -Chloropikryna (trichloronitrometan) - mutagenny,
- chlorocyjan
Bromiany -Bromiany — mutagenne, rakotworcze
aldehyd dichlorooctowy, )
haloaldehydy aldehyd trichlorooctowy
1,1-dichloropropano(B),
haloketony 1,1,1- trichloropropano(RA),

1,1-dichloro-2-butanon,
1,1,1-trichloro-2-butanon
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W Tabeli 6 przedstawiono podstawowe informacjeamat oddziatywania na organizm

ludzki wybranych ubocznych produktow dezynfekcjidyalo picia.

Tabela 6.

Wybrane UPD i ich oddziatanie na orgam cztowieka [99, 103]

l.p.

UPD

Oddziatanie na organizm czlowieka

haloformy

zwiazki o0 bardzo diej toksycznéci i szerokim wptywie na organizin
cztowieka; wekszg¢ z nich charakteryzuje i silnym dziatanien
mutagennym i kancerogennym

chloroform

silne dziatanie narkotyczne na centralny uklad mevyw powoduje
zaburzenia wzroku, stany oszotomienia i odurzerdawroty gtowy,
nerwobdle, podniecenie, ogdlna ugratt i bole zotadka, zaktdcenia akc
serca, marsk@g watroby, rak watroby i nerek, niekiedy guzy tarczyg
dziatapc na skog, wywotuje zapalenie i egzemy. Zaliczany do @kiow
0 stwierdzonym dziataniu rakotworczym

\;<_.

czterochlorek wgla
(tetrachlorek wgla)

zaliczany jest do zwzkdéw o dziataniu narkotycznym; atakuje centralny
uktad nerwowy, powoduje zaburzenia wzroku, uszkadzebwodowegd
uktadu nerwowego, nerwobodle, stany oszotomieniaurpenia. Dziata na
watrobe, powodujc jej zwyrodnienie i povekszenie, uszkadza ner
a czasami maze wywoltywa& methemoglobinemi — sinie. Zaliczany da
substancji rakotwdérczych

czterochloroetylen po
chlorowaniu

zwigzek o0 dziataniu narkotycznym, silnie toksyczny dtentralnega
i obwodowego uktadu nerwowego; nerwobdle, zabueemiroku, stany
oszotomienia i odurzenia. Dlugotrwate nagaie na ten zwizek powoduje
zwyrodnienie i uszkodzenie aivoby, nerek i misnia sercowego org
podranienia skory. Zaliczany jest do substancji rakotzgch

N

1,1,2-tréjchloroetan —
trojchloroetylen (TRI)

silna trucizna uktadu nerwowego o dziataniu narkmbym, powodujca
rowniez ogolny nerwowaé, bole glowy, rozdranienie, zte samopoczucie
psychiczne oraz zaburzenia pracy serca, wt@petytu, uszkodzenja
watroby, uszkodzenia nerek (cukromocz), angmizialanie na nerw
wzrokowy & do utraty wzroku, uszkodzenia skéry (osuszenipalemie,
egzemy); zwjzek o stwierdzonej czynia rakotworczej

kwas dichlorooctowy

powoduje neuropati zmniejszenie masy ciala, powstawanie nowotwdgrow
watroby

chlorofenole

grupa silnych trucizn powodagych uszkodzenia uktadu nerwowego,
krazenia i oddechowego; megwywotywat biataczki, guzy chloniakowe
oraz zmiany alergiczne skoéry i biéluzowych

chlorany i nadchlorany

methemoglobinemia- w zalrosci od ilosci tego zwiizku we krwi dochodZi
do stabego lub silniejszego niedotlenienia tkangtego naspstwem g
zaburzenia czynrai réznych naradéw

chloronaftaleny

silne trucizny; szczegdlnie niebezpieczne dla dziglm 6 roku zycia),
powodup hemoliz krwi i zaczopowanie kanalikow nerkowych, moly¢
przyczyra uszkodzenia wiroby i jej bolu, z6taczki oraz zmian skéry w
postaci wysypki, egzemy

jon chlorynowy
i chloranowy

powodup anemg¢ hemolityczm na skutek utleniania bton komérkowych
erytrocytow. w wyszych stzeniach chloryny powodj
methemoglobinemi Jon chlorynowy i chloranowy uwane § za
toksyczne.

wode powierzchniow dezynfekowas chlorem wykazuy
nowotworowymi u ludzi jak rOwniez spontaniczne poronienia i inne reprodukcyjne oraz

rozwojowe skutki.

Badania epidemiologiczne prowadzone na populadzKkie] wykorzystujcej do picia

zagraenie chorobami

Ponadto badania epidemiologicangkazaty zalenos¢ pomkdzy



mutagennécia chlorowanej wody do picia amiertelndgcia na raka uktadu moczowego
(gtéwnie pcherza) i pokarmowego [68]. A Zwdek pomedzy spayciem wody do picia
dezynfekowanej chlorem a szkodliwym dziataniem dwie cztowieka zostat uznany przez
IARC za wystarczao wykazany [17].

Tylko w wojewddztwie Dolnélaskim w roku 2003 stwierdzono ok. 7 000 zgondéw
z powodu nowotworéw zkbiwych (25% wszystkich zgondw), co oznaczado czwarty
mieszkaniec tego wojewodztwa edzie chorowat w swoinmeyciu ha nowotwor zigdiwy
(biorac pod uwag fakt 35-procentowej wyleczalga). Zmiany liczb zarejestrowanych na
Dolnym Slasku w latach 1985-2003 zachorawaa nowotwory zi§liwe przedstawiono na
Rys 51 ba.
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Rysunek 5 i 5a. Zmiany liczb zarejestrowanyctchzarowar na nowotwory zigliwe; ogoétem i uktadu
moczowo - ptciowego (u gdczyzn)

Najczscie] wystpujace umiejscowienia nowotworéw zarejestrowanych ndnipo
Slasku w 2003 r. byty:

l.p. mezczyzni % kobiety %
1 |ptuco 26,8 | piey 20,1
2 | jelito grube (okreznica i odbytnica) 12,2 | jelito grube (okreznica i odbytnica) 11,6
3 | pecherz moczowy 7,9 | ptuco 10,7
4 | gruczot krokowy 6,9 | jajnik 6,5
5 |zotadek 5,3 | trzon macicy 59
6 |- - pecherz moczowy 2,5

Dane o nowotworach ztwych na Dolnym Slasku s poréwnywane przez WHO
z danymi innych krajowéwiata [104. Jak wid& dosé¢ spora czsé ludnaici DolnegoSlaska

wykazuje zachorowalr$o na nowotwory jelita grubego (afmica i odbytnica), gcherza
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moczowego izotadka, na co niestety wplyw me mie€ spaywanie wody do picia
dezynfekowanej chlorem.

3.1. Mutagennaos¢ innych niz UPD mikrozanieczyszczé wody

Jak ju wspomniano wyej woda do picia mg@e zawiera niezwykle rénorodne
substancje organiczne pochodzenia naturalnego romgenicznego stanoxyge jej
zanieczyszczenie albo o charakterze pierwotnym, tegnktorych nie udato siusuraé
w procesie uzdatniania albo wtornym tzn. takie &t&rpozostatécia stosowanych reagentéw
lub produktami ubocznymi zwitaszcza zabiegow deZoygpych [105]. Wiele z nich
charakteryzuje si dziataniem toksycznym, genotoksycznym, mutagennsakotworczym,
czy tez toksyczndécia objawiapca sie w procesach reprodukcji. Bizynarodowa Organizacja
Bada nad Rakiem (International Agency for Research andér - IARC) dokonata podziatu
zZwiazkdw chemicznych w zateosci od istnienia lub braku przekonywoych dowoddéw
kancerogennii w stosunku do ludzi i/lub zwiesz doswiadczalnych na gpé grup [17, 101]
(Tabela 7).

Tabela 7. Podziat zwikéw chemicznych wg IARC w zdhesci od ich potencjalnych wigciwasci

kancerogennych

Grupa Charakterystyka grupy mikrozanieczyszczenia vdy

1 czynnikjest rakotworczy arsen, chrom VI, benzen i uboczny produkt jej dézieji jakim
dla cztowieka jest chlorek winylu
czynnikjest prawdopodobnie | beryl, kadm, epichlorochydryna, dwubromek etylepowstajcy w
2A . ; : "

rakotworczy dla cziowieka procesie dezynfekcji formaldehyd

czynnikjest potencjalnie naley wigkszas¢ pestycydow oraz chlorowane ¢gtowodory,

2B ; . WWA oraz produkty uboczne dezynfekcji wody jak brany,
rakotworczy dla cztowieka bromodichlorometan, chloroform, 2,4,6-trichloroféno
czynniknie jest klasyfikowany
3 jako rakotwérczy dla -
czlowieka
4 czynnik prawdopodobnie nie )

jest rakotworczy dla cziowiekal

Oszacowanie mutagenstd i genotoksycznéxi ziozonej mieszaniny jak jest woda
powierzchniowa i woda do picia,zywajac rozmaitych metod biologicznych wykazalae
zawiera ona wiele niezidentyfikowanych zwkow chemicznych, ktére magnie¢ potencjat
kancerogenny i magstanowt ryzyko zdrowotne o nieznanej wieka [68, 99]

Niektore potencjalnie niebezpieczne dla zdrowiaycia ludzi substancje chemiczne
pochodza bezpdrednio z chemikaliéw tywanych do uzdatniania wody [8, 33]. Stosowane

w procesie dezynfekcjisrodki dezynfekujce wprowadzane as w takiej ildsci, aby
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zabezpieczy sig¢ przed mikrobiologicznymi zanieczyszczeniami orazérvemu ich
wzrostowi w systemie dystrybucji wody. A zatem deEktant jest obecny w wodzie
wodochgowej razem z UPD. Nawet §je poziom naraenia jest niski, obecsé tych
skladnikbw w wodzie do picia me stanowi zagragenie dla zdrowia ludzkiego
spowodowane codziean dtugoterminovy ekspozyc na te zwazki [68]. Dodatkowo sam
chlor stosowany jako srodek dezynfekacy zawiera chlorometan, chloroaceton,
chloropropan, chloropropanol, chlorofenol i chlorofuran. Kilka zych produktow
(n.p. chloropropan, chloropropanol i chlorohydrdksgn) wykazuje dziatanie mutagenne
w stosunku do bakterii i toksyczne dla gryzonvivo jak rowniez in vitro [57].

Wiele chemicznych zanieczyszdézezidentyfikowanych w wodzie powierzchniowej
wykazuje wiaciwosci mutagenne [1], wynikage z ich wprowadzenia wraz z dziataloia
przemystowy i rolnicza. Mutagenne zwizki chemiczne magtakze pochodzi z materiatow
konstrukcyjnych stosowanych w systemach wogtpmivych [8, 33] jak réwnie z korozji lub
ptukania wewntrznych powierzchni zbiornikbw z wad rurociagoéw, ktére g czesto pokryte
np. smod weglowa (coal-tar) lub plastikiem. Inne badania wykazatg, rurocagi pokryte
smoh weglowa wyptukuja zwiazki mutagenne takie jak wielopéeieniowe weglowodory
aromatyczne (WWA), ktore rownie zwigkszap mutagenngé wody do picia [68].
Zanieczyszczenia takie m@pgrOwniez pochodzé ze stosowanych,in situ” wykladzin
polimeryzowanych [30]. St tez materialy wywane do produkcji rur powinny wyklucza
mozliwos¢ zanieczyszczenia wody do picia substancjami pacioythi z  tworzyw
sztucznych wykorzystywanych do ich produkciji.

Tworzenie s mutagenéw podczas dystrybucji wody jest rezultateakcji chemicznych
np. chloru pozostalego z naturalmatery organiczi lub mog sic one tworzy w wyniku
dziatalngci mikrobiologicznej. Pierwsze badania nadarglysteméw dystrybucyjnych we
wzroscie mutagennici wody do picia byly prowadzone przez Schwarta.[106], ktory do
tego celu uayt testu Salmonella (testu Amesa). Biofilm i poadgtdezynfektant obecne
w rurochgach z wolnoptyaca woda réwniez mog przyczynia sie do wzrostu mutagengoi
w sieci dystrybucji wody [68].

Zagadnieniu bezpiecastwa chemicznego wody do picia nadano eamdgdzynarodow.
W 1980 roku WHO utworzyta Program Bezpietzisva Chemicznego. Dwade lat péniej
podczas sesji ONZ w Rio de Janeiro uznano to zagai@n za jeden z priorytetow
w kontelécie ochrony srodowiska [107]. Identyfikacja kancerogennych akiow
chemicznych wyspujacych w wodzie do picia dostarczyta podstaw daaibj kontroli nad

tymi zwiazkami w wodzie do picia przez United States Envimental Protection Agency
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(U.S.EPA) rozpoczynag¢ od trihalometanu. Pogtkowe proby dotyczyly THM w systemie
dystrybucji wody zaopatragym wiccej niz 10 000 o0sOb. Maksymalny Poziom
Zanieczyszcenia (MCL) okémno na poziomie 0,1 mg/l. Jakkolwiek U.S. EPA skmwata
wartasci MCL w 1998 r do poziomu 0,08 mg/l dla THM i 0,08ig/l dla kwasow
halooctowych (HAA) [55].

4. Metody bioindykacyjne oceny aktywndci mutagenne;j
mikrozanieczyszczé wody

W obecnym stanie wiedzy nie ma #Aiwosci rutynowego oznaczania petnego spektrum
mikrozanieczyszczewody do picia, nawet §& badania zostanograniczone do produktéw
ubocznych procesu dezynfekcji.

Jak wynika z danych literaturowych, wiele grup lkagiotykéw nie wykazuje
jednorodnego typu dziatania toksykologicznego.zAréowany mechanizm toksykologiczny
zalezny jest od rodzaju i formy zwzku, typu ekspozycji (ostra czy chroniczna), powstiaia
metabolitow pérednich, rodzaju organizmu i warunkowrodowiskowych [108, 109].
Natomiast analizy chemiczne jaktowe i ilosciowe nie daj petnej informacji na temat
rzeczywistego nag@nia na czynniki mutagenne i rakotworcze wraz Zepicwody. Sid
ogromne zainteresowanie ogeragraenia zdrowia konsumentéw metodami biologicznymi,
pozwalajcymi na ocea wptywu zanieczyszczezarowno toksycznych jak i mutagennych na
organizmyzywe z maliwoscia ich transportowania na organizm cztowieka [6].

W celu uzyskania informacji dotyszej zagraen zwiazanych z piciem wody
zaproponowany zostat przez Teagdtd. Traczewsk — badawczy model jakoi zdrowotnej
wody metod biotestéw, przedstawiony jako algorytm bageizesiewowych gwarantigych
rzetelny informacg o aktywndci biologicznej sktadnikow zawartych w uzdatniamejdzie
do picia, w aspekcie jej potencjalnych ¥davosci mutagennych i cytotoksycznych [4].

Rownoczénie poszukuje si mazliwosci prognozowania, do celéw utylitarnych,
zagraen zdrowotnych wynikajcych z zanieczyszcaewody do picia, bez konieczém
wykonywania kosztownych i wymagajych przeszkolonego personelu hada

Postp w genetyce pozwolt na opracowanie krotkotermipohv testow
z wykorzystaniem komorek prokariotycznych i karm#gyych, umaliwiajacych wstpna
ocere i wykrywanie potencjalnych kancerogendow i prokangenow, ktore posiadgj
wiasciwosci mutagenne. Ocena aktywqod biologicznej, obok badaepidemiologicznych,

moze by wykonana metagtestow bioindykacyjnych. Testy te pozwalaja stwierdzenie
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rzeczywistego naggnia organizméwzywych bowiem umgliwiaja ocery wiasciwosci
toksykodynamicznych i genotoksycznych mieszanin skagych na drodze mlovie
szerokiej ekstrakcji. Badanie bioindykacyjne pozajge na oceg dziatania na organizmy
zywe szerokiego spektrum mikrozanieczyszceeekstraktach catych grup zygkow petniej
odzwierciedlag rzeczywisj jakas¢ zdrowotry wody do picia.
Wykazanie,ze zwhzek chemiczny ma wiaiwosci mutagenne stanowi przestankz
maoze on take by rakotworczy [110].

[...] Badania, na podstawie, ktorych wykrywae sczynniki indykupce proces
nowotworowy w wodzie do picia mioa podzielt na trzy grupy:
1) testy krotkoterminowe:

a) badania na bakteriach:

— test Amesa / tesBalmonella szczepySalmonella typhimuriumlA98 i TA100-
najczsciej stosowane do oceny aktywsicomutagennej wody do picia,

—test UMU (odmiana testu SOS-chromotest) Salmonella typhimuriumTA
1535/psk10002 — w badaniach zdoych mieszanin wykazuje ich aktywido
mutagenn analogicza jak w t&cie Amesa,

— inne testy z gyciem Samonella typhimurium mutantySamonella typhimuriuntest
mutacji opornéci na 8-azaguanidgn postpowe] mutacji oporn&ci na arabinog
powrotnej mutacjzywieniowej zwiazanej z wykorzystywaniem antranilatu,

— SOS- chromotest Escherichiacol — zgodnéc tego testu z testem Amesa jest bardzo
duwza [111, 112], a nawet daje mniej falszywych wynikdiwtestSalmonella

— testy z uyciemEscherichia colWP2,WP2uvrA, WP2(KM101), WP2uvrA(KM101),

— test MUTATOX™ — alternatywny w stosunku do testu Amesa, @ do grupy
mikrobiotestow [5] — w té&ie tym uzywane g mutanty morskich bakterii
luminescencyjnyclibrio fischerii [68].

— do testow o niskiej czugi i w zwiazku z tym rzadko stosowanych w badaniach wody
zalicza st testy reperacji DNA.

Do najczsciej stosowanych w badaniach mutagemnavody do picia nates testy:
Amesa, SOS — Chromotest i test Umu [1].
b) testy z uyciem komorek i organizméw eukariotycznych np.aky Saccharomyces
cerevisiae [68] (test dradzowy bywa take wywany jako uzupetnienie testu Amesa,
w ktérym nie uzyskuje si wynikow dodatnich [5], test SMART—-wykorzysigy
somatyczne komorki muszki owocowdprosophila melanogaster— stanowi

najczsciej uzupetnienie testow bakteryjnych,
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c) testy na komérkach ssakow (vitro), testy mikrogdrowe i badania cytogenetyczne
(test abberacji chromosomowych, testy wymiany clakyeh siostrzanych, test
mikrojadrowy),

2) srednioterminowe badania na zwietach — trwajce od 2 do 5 lat,asbardzo kosztowne
(z powodu rozbignosci miedzy wynikami testébw na komorkach pro - euiiznych
IARC wymaga stosowania, oprécz testéw bakteryjnydwniez testbw na modelach
eukariotycznych [4]),

3) dlugoterminowe badania epidemiologiczne — daigez bezpéredniej obserwacii
populacji ludzkiej, polegage na rejestrowaniu zachorofvazgonéw spowodowanych
chorobami nowotworowymi. Ocena wptywu badanych g na zapadaldé na
okreslony typ nowotworow wymaga ok. 20-30 lat, ze wziyl na dtugi okres poriilzy
pocatkiem ekspozycji a ujawnieniem ¢sinowotworu, a wpltyw na ostateczny stan
zdrowia mae mig wiele oddzatyjcych ze sofy trudnych do zidentyfikowania
czynnikow.

Proste w interpretacjiastesty krotkoterminowe, zwilaszcza bakteryjne, cayliniach
komorkowych, kady z nich, zwazany jest bowiem z okéeonym mechanizmem dziatania na
materiat genetyczny. Dgii bardzo krotkiemu czasowi generacji bakterii, tkaterminowe
testy bakteryjne asszybkie, proste i wzgtinie niedrogie. Wykazuajone wysok korelacg
miedzy zwazkami, ktére g§ genotoksyczne dla komorki bakteryjnej, ich mutageaia oraz
zdolnacia do inicjowania nowotworow u ssakow [4, 18].

Wszystkie testy bakteryjne sktadajie z dwdch elementow:

- specjalnie przygotowanej komérki bakteryjnej —kagupcej zwikszora wrazliwos¢ na

zwiazki chemiczne dzki obecndci wprowadzonych sztucznie plazmidow oraz

mutacjizwikszapce] przepuszczaldd btony komérkowej dla zvazkéw o duej masie
czasteczkowej i uszkodzeniu systemu naprawy DNA,

- enzymatycznego ukltadu metabolaggo testow substang, czy te mieszanin - czyli

frakcji S9, ktéra sktada siz enzymow mikrosomalnych wyizolowanych najfaze]

Z watroby szczurow, aktywowanych np. mieszaninifenyli (Arochlor, 1254). W tr&ie

Amesa stosuje sifrakcjc S9 w celu stworzenia warunkow zidnych do tych, ktéreas

w organimach ssakéw, a gtéwnie watwobie. Watroba jest podstawowym organem

uczestniczcym w aktywacji i detoksykacji zwzkéw chemicznych, ktére w organiie

ulegap réznym przemianom, w wyniku ktorych tworzyeskilka, a nawet kilkangie
metabolitow [4, 5, 111, 113]. Przemiany te raqgowadzé zarowno do detoksykacji jak
rowniez do aktywacji, w wyniku ktorej dochodzi do powstama aktywnych metabolitéw
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mogcych reagow& z materiatem genetycznym, powogltj mutacje. Dziatanie
nowotworowe promutagendéw jestewiwypadkovd procesow aktywacji i detoksykacji, jakim
ulegap one w orgardmie [5, 114-116].

[...] Odnoszenie wynikow badaz modeli bakteryjnych na ludzi jest dum uproszczeniem,
jednak istnieje na og6t da korelacja midzy kancerogennicia stwierdzom w bezpdrednich
badaniach na zwiegtach a mutagenidoia wykazam przez testy bakteryjne [5, 117].

4.1.Test Amesa i jego zastosowanie w badaniach potenicjgj mutagenndci
mikrozanieczyszczé wody do picia

Trudnaci w identyfikacji substancji znajdagych se w wodzie, a w szczegélsa
chloropochodnych zwkkOw organicznych potencjalnie mutagennych, spowado
przyjecie nowych zasad dotygzych rutynowego monitoringu zwakow rakotwaérczych i/lub
teratogennych w wodzie do picia. W badaniach tyltltdzowa pozycg zajmup bakteryjne
testy krotkoterminowe in vitro. Testem bakteryjnym o0 najszerszym zastosowaniu,
odznaczajcym sk znaczm czulccia jest test Salmonella opracowany przez Amesa
i wspoOtpracownikdéw. Test tenwprowadzony zostal, bardzo szeroko, w potowie lat
siedemdziesatych, std testem tym przebadano napksz pule zwiazkOw chemicznych.
Z puli testow bioindykacyjnych to wdaie ten test jest zalecany przez WHO i EPA [4]
I uznany zostal za najbardziej reprezentatywny dleeny chemicznej mutagenezy.
Prognozowanie potencjalnie rakotworczych substaobgmicznych w t&ie Salmonella
okreslone jest na ok. 90% [118, 119].

Test Salmonellajest proponowany w Standard Methods for Examimatd Water and
Wastwater US EPA do oceny jalknzdrowotnej wody do picia [20].

W tescie tym wykorzystuje si m.in. mutacje w operonie histydynowym bakterii
Salmonella typhimurium LT a polega on na wykrywaniu rewersji do prototrofii
auksotroficznych bakterii pod wptywem dziatania gxiow chemicznych lub ich mieszanin,
czyli pozwalag okresli¢ zmiany w DNA w wyniku indukcyjnego dziatania baégo zwazku
[120, 121]. Szczepy te mygjfa mutacje powoduca zwickszory przepuszczalrié biony.

Porownujic wyniki uzyskane po zastosowaniwmgch szczepovs. typhimuriummaozna
stwierdzt, jakie uszkodzenie w DNA i w jakim ngeniu wywotuje badany zwkek
chemiczny [4, 5]. Do rutynowych batlgrzesiewowych autorzy zalegagestaw sktadagy
sie z czterech szczepdéw TA97, TA98, TA100 i TA102 zegledu na ich wraliwo$¢ na
szerokie spektrum mutagenéw. Do b@adautagennéci wody do picia stosuje sidwa
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szczepy S. typhimuriumTA98 i TA100. Szczep TA 100 jest wiavy na dziatanie

mutagenow wywotujcych mutacje typu zmiany zasad lub par zasad GyQAeE (ang. base-
pair substitution). Z kolei delecjauvrB u szczepu TA98 powoduje zmniejszenie zdéino
naprawy uszkodze DNA poprzez wycinanie uszkodzonych fragmentéw itamganie

prawidtowych (system reparacji, ktéry dziata bedbie). Pozwalaj wiec na stwierdzenie
indukcji uszkodz# usuwanych przez system naprawy przez wycinanie [5]

Czesto rezultaty testbw Amesa potwierdzanemymi testami pozwalagymi na ocea
genotoksyczni wody do picia. RownocZaie metodami chemicznymi poszukujeg si
markerow odpowiedzialnych za mutagefinavody do picia [4].

Wiele bada ujawnito obecné¢ aktywnaci mutagennej chlorowanej wody do picia przy

zastosowaniu bakteriologicznych testéw na mutag&ni@2-124].

4.2. Sposoby przedstawiania i analiza wynikéw testu Ames

Przed wprowadzeniem zintegrowanego monitoringu zeguia na czynniki rakotworcze
konieczne jest ujednolicenie metodyki dotywzj zaréwno procedury przygotowywania
probek do testu Amesa, jak roOwhniprzedstawiania i analizy uzyskanych wynikow. Tylko
w takiej sytuacji zagwarantowanadzie prawidtowd¢ oceny jakéci wody oraz mealiwos¢
poréwnywania otrzymywanych w #0ych laboratoriach wynikow [4, 125]. Jednym
z probleméw z powodu, ktérego trudno jest poréwnywaszczegdlne badania jest sposob
przygotowania probek, innym jest sposob prezentagjiikow uzyskanych testem Amesa.

Jednym ze sposobéw przedstawiania wynikow uzyskamgstem Amesa powinno oy
wykorzystanie formy tabelarycznej lub wykresowrmgu, gdzie umieszczone w/iszystkie
dane (jednak przy dej ilosci wynikdw ten sposob mme by pominkty). Przy tym mana
okresli¢ wartasci podstawowych statystyk opisowych §yednia, odchylenie standardowe,
minimum, maksimum czy wspoétczynnik zmiesob dla danej dawki. Natomiast, §je
w analizie danych uzyskanych testem Amesa potrzgbaly bardziej szczegotowy opis
wynikow dla konkretnej dawki/konkretnego @ania (stzenia) to woéwczas nmma
wykorzystg wykres ramka-wsy, ktory pozwoli na poroéwnanie waéth podstawowych
statystyk opisowych dla poszczegolnych dawek/kankeh zag¢zen (stezen) oraz pozwala
okresli¢ charakter zalenosci krzywej dawka-odpowied[125, 126].

Przed przysipieniem do analizy wynikow, czyli jeszcze na etadmaela, ocenia si, czy
istnieje zalenos¢ pomedzy dawk (zatzeniem/s¢zeniem) - d - badanej préby a liczb

rewertantow, czyli czy uzyskane dane uktadsi w postaci charakterystycznej krzywej
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zaleencsci dawka-odpowiezl o charakterystycznym przebiegu.sligest spetniony ten
warunek - oznacza toze zakres zaten (dawek/s¢zen) w jakim wykonywane byto
doswiadczenie, zostat prawidtowo dobrany. Tylko w gragikach uzasadnionych metodyk
prowadzonych badamaozna odsipi¢ od tej reguty [113, 125, 126].
Okreslona testem Amesa mutagedaonaze by przedstawiona jako:
* MR - wspoétczynnik mutagensoi,
=  AM - aktywnas¢ mutagenna,
= M - mutagenné okreslona jako liczba rewertantéw indukowana przez 1 badanej
probki (w ostatnich latach najetszy a niekiedy jedyny sposob przedstawiania
wynikow uzyskanych testem Amesa).

Wyniki testu Amesa powinno przedstawisic jako mutagenn@ M i do wyboru jako
wspotczynnik mutagensoi MR (jest to prostszy i bardziej czytelny sposdbb jako
aktywndi¢ mutagenna AM. Podanie wynikéw tylko jako liczbavestantow w 1 drh nie
informuje czy w prébie znajdajsie zwiazki, ktére wykazuj charakter mutagenny jak
rowniez nie wiadomo jakie zatenie/stzenie (dawka) tej proby wykazuje takie wdavosci,

a o tym widnie informup wskaniki MR lub AM. W analizie wynikow z testu Amesaleay
pamkgtac rOwniez o podaniu éredniej wartéci rewersji spontanicznej danego szczepu
Salmonella typhimuriumoraz o wartéciach pozytywnych uzyskanych po zastosowaniu
odpowiednich czynnikbw mutagennych charakterystychndla danego szczepu testowego
[5, 125, 126].

Wedtug wytycznych OECD (1997) wyniki tes@almonellauwaza st za pozytywne,
jezeli wyskpuje zaleny od stzenia w badanym zakresie lub powtarzalny w jedniejKilku
badanych dawkach wzrost liczby kolonii rewertant@aptytie [127].

4.2.1. Statystyka opisowa [128-133]

Statystyka opisowa to dzial matematyki zajacyj s metodami opisu danych
statystycznych uzyskanych podczas badania staiystgo. Stosowana jest zazwyczaj jako
pierwszy i podstawowy krok w analizie zebranych ytdm Wykorzystanie statystyki
opisowej pozwala na opisanie zbioru danych i ayciecie wstpnych wnioskéw i uogolnie
na temat zbioru. Do technik statystyki opisowejzmep zalicz¢ migdzy innymi opis
tabelaryczny (mdiwy do zastosowania, §& zbior danych jest mato liczny), wyznaczanie

miar rozktadu oraz graficamprezentag wynikow.
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Jedny z podstawowych form prezentacji danych w formiafigenej jest wykres box-
plot, nazywany réwnie wykresem pudetkowym lub ramkaasy. Ogolnie przedstawia on
zaleznosci pomigdzy niektorymi statystykami pozycyjnymi. Jednymrzyktadéw mae by
umieszczenie warfoi statystyk opisowych takich jak: mediana, kwagtyl ranga. Inny
przyktad, to przedstawienie wasto sredniej oraz odchylenia standardowego i przedziédu
danych odstagych. Wykres ramka-wgy sty do porOwnania wartgci poszczegolnych
statystyk opisowych dla #@rych danych.

Do opisu rozkladu prawdopodokswa danych wykorzystywaney $6znego rodzaju
miary rozktadu - wielkéci obliczane na podstawie uzyskanych danych. Ineééapja wartéci
tych miar dostarcza informacji na temat charaktamych oraz rozktadu badanej cechy.
Miary mazna podziek na dwie podstawowe kategorie:

- miary pola@enia - najwaniejsza tasrednia arytmetyczna i mediana,
- miary zr@&nicowania (inaczej miary rozproszenia, dysperdjypowe przykitady to
odchylenie standardowe, minimum, maksimum, rangarspotczynnik zmienriei (CV).

4.2.2. Rozkitad prawdopodobistwa liczby rewertantow

W pierwszej fazie analiz statystycznych nglekresli¢ jaki rozktad maj uzyskane
dane. Niech d oznacza wielodawki (zatzenia, s¢zenia), natomiast N liczbrewertantow
jaka zostata uzyskana przy danym dslidprébka jest dostatecznie za [133] wtedy
spetnione g zatazenia rozktadu normalnego i analidlanych nalgy rozpoca¢ wiasnie od
tego rozktadu. W tym przypadku wszystkie potrzebaexdzia statystyczne, mioa znalec
w wigkszaci pakietéw statystycznych. Kiedy zaemie o normalnii prébki nie jest
spetnione, naley wybra® jedm z kilku propozycji rozkladéw danych [134]. Na sbawie
danych literaturowych najbardziej odpowiednim remdm uzykanych testem Amesa
wynikéw bedzie rozktad dyskretny, poniewadane, opisace liczly rewertantow
w zaleznosci od dawki probki g danymi nieciglymi. Jedm z propozycji jest wykorzystanie

rozkladu Poissona [135]. W tym przypadku prawdopestwo, ze liczba rewertantow

X

U

N jest rownax okrelone jest nagpujacym wzorenmP(N =X) = —'e“‘, gdzie p jest
X!

wartascia oczekiwam rozktadu. W przypadku powvigzego rozktadu wariancja zmiennej
losowej N jest réwna jej warfoi oczekiwanej [133]. Zgodnie z literaturtematu [134] to
nie rozktad normalny a rozktad Poissona jest natynma rozkiadem prawdopodoliistwa

stuzacym do przewidywania liczby rewertanto, w tescie Amesa. Jednak zdarzagie
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sytuacje kiedy powiszy rozkiad nie jest wystarcaay. Wedtug Berstain i in. [134] taka
sytuacja jest esta, poniewa w wielu przypadkach wariancja rozktadu liczby retaatow
nie jest zblitona do wartéci oczekiwanej, a znacznie przekracza. Dopiero po pewnej
modyfikacji rozktadu Poissona, czyli wprowadzenioddtkowego wspoétczynnika, ktory
zmienia zalenosci pomkdzy wariancja a wartcia oczekiwam, rozkiad ten ma lepsze
zastosowanie w analizie wynikéw uzyskanych za pamego testu. Consul i Jain [136]
proponuj dwa uogolnienie rozktadu Poissona: wariant GP1P2GW uogolnieniu GP1
zostalo przygte, ze wariancja rozktadu jest rOwna waito oczekiwanej pomnmnej przez
pewny stah wicksz od jedndci, natomiast uogolnienie GP2 zaktada,wariancja rozktadu
jest funkcp wyktadnicza wartasci oczekiwanej. Takie podgia pozwalag na lepsze
dopasowanie teoretycznych modeli do danych rzectyual.

W trakcie analizy danych uzyskanych testem Amesaenmaistnié réwniez sytuacja
kiedy dane nie majani rozktadu normalnego, ani rozktadu Poissonat@nuogoélnionego
rozkladu Poissona GP1 czy GP2. Przyezyest zazwyczaj dia i nieokrglona r&nica
pomiedzy wartdcia oczekiwam a warianci proby. Dlatego tg w tym przypadku, mma
rozwazy¢ przeksztatcenie danych, wykorzysitijnp. transformagjBoxa-Coxa, albo naky¢
logarytm na dane, co me doprowadzdi do zmniejszenia wariancji préby i problem
z dopasowaniem rozktadu prawdopodabigva zniknie [125].

Zatozenie o rozkladzie normalnym danych pochayzh z testbw Amesa wedtug
[125, 126] naley weryfikowat za pomog odpowiednich testow normalém: Kotmogorova-
Smirnova, Lillieforsa czy Shapiro-Wilka. W celu zyBkowania hipotezyze dane pochodz
z rozkladu Poissona lub jego uogdlnionych wersjipppnuje s zastosowanie testu
zgodndci Chi-kwadrat [133].

4.2.3. Charakter krzywej dawka-odpowied

Uzyskane testem Amesa wyniki przedstawiamevspostaci krzywej zalaosci dawka-
odpowied, ktora opisuje zalaos¢ funkcyjma - jak wielkas¢ dawki —d (stzenia/zagzenia)
wptywa na liczlg rewertantéw N. Do przedstawienia charakteru krywazna wykorzystéa
wykres ramka-wsy, ktory jednocz@nie pokazuje wartei srednie wraz z odchyleniami
standardowymi, (dodatkowo wiélana nim jak zachowuje iodchylenie standardowe
w zaleznosci od d).

W wielu opublikowanych pracach opigaych wyniki testu Amesa, autorzy

wykorzystup modele matematyczne do badania krzywej zzadei dawka -odpowied
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[135, 137]. Wg Haynes i Eckard [138] liczba rewstfav w zalenosci od dawki d jest dana
nastpujaca zaleznoscia funkcyjm:

P(d) = (1_e_Hm(d)) * @ Hk(d)
gdzie: Hm(d) - przewidywana 86 mutacji w komérkach bakteryjnych w zatesci d, czyli
od dawki, stzenia/zatzenia, Hk(d) - przewidywana 6 zniszczonych komorek
bakteryjnych w zalenosci od d.
Przedstawione réwnanie jest podsiado analizowania wynikow uzyskanych testem Amesa
za pomog réznorodnych modeli matematycznych. W pracach [1345, 1339-141]
proponowane & rézne postacie funkcji Hm(d) oraz Hk(d) wraz z uzasewiem
merytorycznym i przyktadami zastosofva Niezalénie od tego jakimi funkcjami opisywane
sa Hm(d) i Hk(d) krzywa zalenosci dawka — odpowiedma nas{pujacy przebieg:

— przy niskich dawkach (gteniach/zaizeniach) badanej proby — krzywa dawka-
odpowied rosnie, czyli wraz ze wzrostem dawki (wraz z 8gym s¢zeniem/zatzeniem
badanej proby) wzrasta mutagesfjo

- przy wyzszych dawkach (steniach/zagzeniach) - w pewnym momencie, wraz ze
wzrostem dawki (stzenia/za¢zenia), nasfpuje zatamanie krzywej i od tego momentu maleje
ona wraz ze wzrostem dawki¢senia/zagzenia) — jest to konsekwenojptywu toksycznego
wyzszych dawek badanej prébki.

Bernstein i inni [134] sugergjanalizowanie tylko poetkowej czsci krzywej dawka-
odpowied, czyli dla dawek (stzen/zatzen) powodujpcych mutagenni@ badanej probki.
Dlatego proponuj nastpujace postacie wspomnianych funkcji, gdzie pdkawa czsc
krzywej ma charakter liniowy i nie brang god uwag dawki (stznia/zatzenia) powodujce
efekt toksyczny. Wtedy to charakter krzywej zalgci-dawka odpowiezl ma nasfpujacy

charakter
1_e—Hm(d) =,80 +181d’ e—Hk(d) :1’

Inny charakter tej krzywej jest u np. Margolin [13Jdzie pocatkowa czs$¢ krzywej

i . , i rﬂ-_e_Hm(d) :1_e_(ﬁ0+ﬁ1) . .

opisana jest réwnanie ' natomiast wraz ze wzrostem dawki
— —* — *d)P . .

przybiera posia e (@ =& yp e MM =2 - %"+ A jeszcze inny u np. Breslow

: _ ()" (do+d) i s
[139] gdzie1l-e @ = @™ g krzywae @ = g9
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4.2.4. Wspotczynnik mutagensoi (MR)

Wspoitczynnik mutagendoi MR okrelany jest jako stosuneksredniej liczby
rewertantow szczepu testowe§o typhimuriumindukowanych przez czynniki mutagenne
zawarte w dawce (zgteniu/stzeniu) ddo sredniej liczby rewertantow spontanicznych.

W analizie uzyskanych wynikow - za wynik pozytywdhka danej proby wody uznajegsi
kazdy przypadek pojawieniaico najmniej dwukrotnie waszej od spontanicznej rewers;ji
indukowanej do prototrofii mutagendéwywieniowych Salmonella typhimuriuntzn. gdy
wspotczynnik mutagennoi MR jest wikszy dz rowny 2 [125, 142].

4.2.5. Aktywnos¢ mutagenna AM [127]

Wzgledny wspotczynnik aktywniei mutagennej AM oznacza aktywdto mutagenn
indukowan, przez okrélona, zalezna od rodzaju préby objos¢ - dla wody jest to 1 dfn
AM/dm? jest to iloraz rénicy liczby rewertantébw w 1 dfbadanej préby wody, czyli
mutagennéci M wyrazonej jakolr/dm? i liczby rewertantéw w kontroli negatywnej {dp do
liczby rewertantow w kontroli negatywnej{dg, czyli

. [dne =1 eq
Ir

neg

W oparciu o parametry roéwnania wyomego funka y= Po*x+p; oblicza s¢
przewidywan liczbe kolonii rewertantéw indukowanych przez 1 #¢in/dm?®) badanej probki
wody. W rOéwnaniu tym y- oke&ta oczekiwan liczbe rewertantowSalmonella typhimurium
(czyli wartas¢ M), x - to badana objos¢ probki wody natomiast $, — to liczba rewertantow
szczepu testowego w kontroli negatywnej. Qceiopasowania otrzymanych wynikéw do
zatazonego modelu liniowej zateosci dawka-odpowietl wedtug Miekynski [127] mana
przeprowadz metod, najmniejszych kwadratéw, wykorzysigjanaliz regresji oraz analiz
wariancji. A do wyboru dawek, dla ktérych otrzymangniki liczby rewertantow na ptytk
maja charakter liniowy sty metoda odrzucania kolejnych dawek (point rejegtio

Efekt mutagenny badanej proby klasyfikuje siedtug nasfpujacych kryteriow: préba
jest mutagenna §& AM =2, nie mutagenna gdy A&2 i stabo mutagennasje AM znajduje

sig w przedziale neidzy wartdcia 1 a 2.
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4.2.6. Mutagenné¢ M

Mutagennéc wody M- okrélana jest jako il& rewertantdw szczep8. typhimurium
indukowana przez mikrozanieczyszczenia znajtkijsi w 1 dn? badanej prébki wodly.
Mutagenné¢ M - to jest ten sam parametr jaki wykorzystywar@stj przy okr&aniu
aktywndici mutagennej (AM) i oznaczany tam jakédm® (oczekiwana liczba rewertantéw
Salmonella typhimuriun Sposob otrzymywania tej wasth opisany zostat w punkcie
powyzej. W metodyce tej zostat podany bardzo uproszcapogdb uzyskiwania tej wastm.
Otrzymanie tej warti jest znacznie bardziej skomplikowane i nie jektjednoznaczne jak
zostalo to podane przy obliczaniu aktywecianutagennej AM.

W pierwsze] fazie analiz mutagerdiso wody do picia, jako liczba rewertantow
w 1 dn? (M), nalezy okreili¢ czy do analiz &da brane wszystkie dane twace krzywg
zaleznosci dawka-odpowietl czy te: tylko pocatkowa czsc tej krzywej — odcinek liniowy.
Wedtug niektérych autoréw, do analizy wynikdw uzgskch testem Amesa, najebra
wszystkie punkty tworgce krzyws. Inni biora pod uwag pocztkowa liniowa czgsé krzywej
I ograniczag obliczenie mutagendoi M wytacznie do matych dawek (niskich
zakzen/stezen) badanej prébki [134, 135]. Kolejrspravy jest rozktad danych i zastosowanie
funkcji regresji. Jdi dane maj rozklad normalny wtedy funkcja regresji jest zagviiniowa
I wyraza Sk wzorem Bo+p1*d, w przypadku gdy dane takiego rozktadu nie anaj tak
bardzo czsto wyghdaja wyniki uzyskane testem Amesa, wtedy funkcja rggreés musi by
prostoliniowa. Jednak §& do obliczét mutagennéci M jako liczba rewertantéw w 1 din
wykorzystywana jest metoda Bernstein [134] wtedgzalenie jaki rozklad maj dane

uzyskane testei@almonellafunkcja regresji &dzie liniowa.

4.3.Korelacja [132, 133]

Jako miara wspotzataosci pomigdzy dwiema lub wiksz liczba zmiennych stosowana
jest korelacja. Jest to scharakteryzowana tendetwjéego, aby przyrostowi jednej cechy
zmiennej towarzyszyt przyrost lub ubytek drugiej.t¥érii prawdopodobigstwa i statystyce
matematycznej jest to zaleos¢ liniowa zmiennych losowych. Korelacjcharakteryzuje
wspotczynnik korelacji oznaczany jako R, ktory jdisizba okreslajaca w jakim stopniu
zmienne g wspotzaleéne i jest miag korelacji dwu (lub wicej) zmiennych. Wspotczynniki
korelacji mog przyjmowa& wartasci z zakresu od -1 do +1. W zatmsci od charakteru
danych istnieje kilka sposobéw obliczania wspoterlkaw korelacji np. dla zmiennych nie

wykazupcych rozktadu normalnego obliczany jest wspotczigrkorelacji Spearmana, Tau
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Kendalla i Gamma a dla zmiennych o rozktadzie ndmgma-wspotczynnik Pearsona. Dlatego

tez przed obliczeniem wspotczynnikow korelacji dokomyna jest ocena rozktadu zmiennych.

4.4.Regresja wieloraka[143, 144]

Z matematycznego punktu widzenia, regresja jest oftew metod statystycza
pozwalajica estymowa warunkows wartas¢ oczekiwam zmiennej losowej, zwanej zmieqn
objaniam, dla zadanych warfoi innej zmiennej lub wektora zmiennych losowychw(t
zmiennych objgniajacych).

W praktyce aycie regresji sprowadzaesdo konstruowania modelu i stosowania go do
przewidywania nieznanych wast zmiennej objénianej na podstawie znanych wdrio
zmiennych objgniajacych. W fazie pierwszej ma miejsce budowa modedue®yjnego, czyli
funkcji opisupcej, jak zaley wartags¢ oczekiwana zmiennej oBj@anej od zmiennych
objasniajacych. Funkcja ta m by zadana nie tylko czystym wzorem matematycznym, ale
takze catym algorytmem, np. w postaci sieci neuronogzsj drzewa regresyjnego. Model
konstruowany jest tak, aby jak najlepiej pasowatdamych z préby, zawiergjej zarowno
zmienne objéniajace, jak i objaniane (tzw. zbior ucy). W fazie drugiej tzw. stosowania
modelu — aywa skt wyliczonego modelu do danych, w ktérych znanetydko zmienne
objasniajace, w celu wyznaczenia wastw oczekiwanej zmiennej oljaianej.

W modelach parametrycznych ogdlna péstaodelu jest zatmona z gory, a celem
procedury regres;ji jest tylko takie dobranie wéttavyskepujacych w nim parametréw, aby
powstata funkcja mdiwie dobrze odpowiadaga préobie ucgcej. Zwykle stosowaneadzw.
globalne modele parametryczne, gdzie waitowspoétczynnikdw s takie same dla
dowolnych wartéci zmiennych objgniajacych, a najpopularniejsze modele parametryczne to
regresja liniowa i nieliniowa, modele z interakcjanogoélnione modele liniowe (GLM) oraz
regresja logistyczna. Alternatywn koncepcy regresji parametrycznej jest regresja
nieparametryczna. Metody regresji nieparametryczngj zaktadaj, ze estymowana
funkcjaf jest znana z dokladsécia do skaczenie wielu estymowanych parametrow. Tym
samym § czgsto bardziej elastyczne w poszukiwaniu razzah. Z drugiej strony w regresji
parametrycznej o wiele prostszy jest matematycqmy modelu, co pozwala na przykiad na
latwe wyznaczanie przedziatow ufimd prognozowanej warkgi.

Regresja w ktorej wyspuje wkcej niz jedna zmienna objaiajaca zwana jest regres;j
wieloraky (ang. multiple regression lub wielowymiarove ale istota regresji w obu
przypadkach jest taka sama.
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W naukach spotecznych, przyrodniczych i ekonomichngnaliza regresji jest szeroko
stosowana jako natdzie badawcze pozwalge okrgli¢ charakter danego zjawiska.
W pewnych sytuacjach stworzony modelzstulo dokonania prognozy (predykcji) waito
zmiennej zalenej dla nowych obiektoéw lub kolejnych okreséw czagoh. Ogdolny problem
obliczeniowy, jaki nalgy rozwiagzac w analizie regresji wielorakiej, polega na dopasow
funkcji do zbioru punktow.

W klasycznej analizie regresji wielokrotnej moded posta:

Y =08+ 4+x:8+...+1,8,+¢

Parametrfo interpretowany jest jako poziom zmiennej dbjanej Y, gdy wszystkie
zmienne objgniajace przyjmug wartas¢ 0. Wzrost wartéci zmiennej objsgniajacej Xi
0 jednostk powoduje zmia@ wielkosci zmiennej zalenej o i jednostek, przy zaleniu, ze
pozostale zmienne niezatee zachowu state wartéci. Algorytmem obliczania
wspotczynnikdbw modelu w przypadku wariancji jakoanyi bkdu jest metoda najmniejszych
kwadratow, natomiast dla innych miar np. metodaviigszej wiarygodngci. Chocia natura
modelu podlegagego analizie musi lgyliniowa to za pomag formut mazna wprowadzéa
takze bardziej skomplikowane typy modeli: np.. model akinatowy, wielomianowy,
hiperboliczny lub zastosowany waskim modelu do przewidywania mutagedciovody do
picia-model wyktadniczy. W tym celu nale dod& nowa zmienmy i nad& jej wartaci

wedtug interesucej nas formuty — czyli naky sprowadzi model nieliniowy do liniowego.

5. Finski model przewidywania mutagennéci wody do picia

Jedn z trudndci wyskpujacych w badaniach epidemiologicznych dogmzch
spazywania chlorowanej wody do picia jest jak trafniszacowa naraenie populacji
ludzkiej na zawarte w niej substancje. Najcke] naraenie jest szacowane na podstawie
tego, czy ujmowana woda na cele wodgowe byta poddana procesowi chlorowania czy te
nie, oraz na podstawie typu wody ujmowanej - pomabniowa czy gruntowa. Takie
podefcie nie uwzgidnia jednak wszystkich #dorodndci typow ujmowanych woéd oraz
stezen ubocznych, chlorowych produktow powstajch podczas ich dezynfekcji [145, 146].
Z kolei ilosciowa ocere ekspozycji opiera sina poziomie stzenia chloroformu i catkowitego
stezenia trihalometanow obecnych w badanej wodzie [1d&dnake trihalometany stanowi
mniej nz 40 % organicznych halogenopochodnych obecnych wizigodo picia [148].
Metody te nie uwzgldniaja, wicc duzej ilosci innych chlorowych produktow dezynfekciji

majcych ogromne znaczenie epidemiologiczne [145, 146].
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Badania epidemiologiczne, prowadzone w Finlandii pmdowy lat siedemdziegiych
ubiegtego wieku [64, 93-96] dowiodly zwwku pomedzy aktywndcia mutagena
chlorowanej wody do picia a przypadkami zachonowadzi na pewne odmiany choroby
nowotworowej, zwlaszcza raka nerekcperza i krwi. Badania te uwzglniaty naraenie
ludzi w dhuzszym okresie czasu i oparte byly o dane epidemictog oraz o model
rozwinigty przez Vartiainena [21], w ktorym poghno sg rowniez historycznymi
informacjami dotyczcymi jakasci wody i parametrow jej uzdatniania w badanym selae
czasu.

Koivusalo i in. [93, 95, 96], uwzgtiniaac naraenie ludzi w diaszym okresie,
oszacowali poziom ekspozycji ha poszczegllne klddgrowych produktow dezynfekciji,
niebranych pod uwagw innych metodach badawczych. Jedmakbadania fiskie nie
zawieraty informacji dotycxe] wptywu wszystkich madiwych produktéw ubocznych
dezynfekcji, dostarczaty bowiem matlos¢ informacji na temat ekspozycji na nielotne
chlorowe produkty (do tej grupy nakesilnie kancerogenny czynnik MX) [149], oraz nie n
mowity na temat wptywu pH podczas procesu chloraavavody na jej aktywn&@& mutagena
[21, 150]. Mimo wszystko przydaté® modelu na gruncie fiskim okazata sitak dua, ze
powinien on zostazastosowany w praktyce w innych rejonach geografichswiata [147].

Model Vartiainena oparty zostat o badania prob waib picia pochodej
z 39 zaktadow zlokalizowanych na terenie Finlam@iniacych s¢ sposobem jej ujmowania
I uzdatniania. W sumie przebadano okoto100 prébywdtutagenné¢ wody z jednej strony
oceniana byta na podstawie testu Amesa, a z drggieny wyliczana byta na podstawie
parametrow uzdatnianej wody do picia.

Test Amesa byt wykonywany wedtug standardowej @docy, przy ayciu szczepow
testowychSalmonella typhimuriunTA 100, TA 98 i TA 97, bez aktywacji metabolicznej.
Woda do testu w ikei 4,0 dnf o pH 2 zatzana byta naywicy Amberlite XAD 8 o objtosci
50 cnt, z prdkoicia przeptywu przez zie 0,67cmi na minug. Ekstrakcy zwiazkow
organicznych ze zi@ prowadzono 300 chmoctanu etylu. Po odparowaniu, préby
rozpuszczano w DMSO, rozdiezano i wprowadzano do testu. Dlaz#tej préby na
podstawie zalenosci dawka-odpowiezl obliczano jej mutagendé w postaci il@ci
rewertantéw indukowanych przez 1 #wody. Ocer dopasowania otrzymanych wynikéw do
zatazonego modelu liniowe] zateosci dawka-odpowiezl przeprowadzano meted
najmniejszych kwadratoéw, wykorzysigjanaliz regresji liniowej.

W trakcie bada okreslano take liniowa korelacg pomiedzy mutagenn<eia, badanej

testem Amesa, wody a zawax@m w niej ogolnego wgla organicznego — OWO
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(wspotczynnik korelacji r=0,478; p<0,001), chemiganzapotrzebowaniem na tlen — ChZT
(wspobtczynnik korelacji r=0,495; p<0,001) i barw(wspdtczynnik korelacji r=0,465;
p<0,001). Badano rowniewptyw na mutagenrié wody, jej odczynu, obecké amoniaku
I THM-6w oraz stosowania innychznchlor dezynfektantow.

Badania wykazaty wyrana zaleznos¢ pomidzy zawartécia substancji organicznych
w wodzie, dawk chloru i stzeniem amoniaku a jej mutagenom badam przy uwyciu
szczepu testowegoSalmonella typhimuriumTA 100 bez aktywacji metabolicznej.
Zaobserwowano jednocee nisky korelacg pomigdzy zawartécia substancji organicznych
w wodzie a jej mutagendoia badam przy wyciu szczepdw testowyctSalmonella
typhimuriumTA 98 i TA 97.

Opracowany dla warunkowrigkich model do prognozowania potencjalnychsataosci
mutagennych wody do picia dezynfekowanej chloremrzegp zastosowaniem
w innych krajach powinien kgyzweryfikowany. W przypadku badlaprzeprowadzonych
w USA [151] okazalo s, ze ustalona empirycznie, z zastosowaniem testu Amesa
potencjalna mutagen&d wody byta wysza od mutagendo prognozowanej modelem.
Dlatego te podgto proke weryfikacji tego modelu w warunkach polskich.

Matematyczny model Vartiainena [22] przewiduje ngetandé uzdatniane] wody
powierzchniowej dezynfekowanej chlorem, ckomej w t&cie Amesa przy iyciu szczepu
testowego TA 100 bez aktywacji metabolicznej, wropao podstawowe parametry jaikn
wody i parametry jej uzdatniania. W tym modelu ngetand¢ jest funkcy stzenia ogolnego
wegla organicznego (OWO) zawartego w wodzie, dawkobrehi w mniejszym stopniu

stezenia amoniaku.
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CEL PRACY

Celem pracy byta ocena mlovosci zastosowania modelu Vartiainena do szybkiego
okreslania bezpieczestwa zdrowotnego (jakoi zdrowotnej) wody do picia zawiesgg]
mikrozanieczyszczenia powsteg w wyniku jej dezynfekcji chlorem, tzw. ubocznegukty
chlorowania wody (UPCh). Model w oparciu o wadiotrzech podstawowych parametrow
chemicznych wody: ogdlnegoggla organicznego (OWO), azotu amonowego i dawkbrehl
miatby oszacowywd czy ilos¢ powstagcych chloropochodnych, ¢dzie wykazywata
potencjalla aktywnad¢ mutagena i w zwiazku z tym, czy podawana do sieci wodggiwej
woda ledzie stwarzé zagraenie zdrowia konsumentow.

Na cel gtéwny skiadaly sinastpujace cele jednostkowe:

1) Wybor optymalnego zestawaywic Amberlite wraz z konstrukgjstacji do zagzania
I ekstrakcji probek wody.

2) Ustalenie w badaniach modelowych wplywu zaw&aitoOWO pochodzcego
z obecnéci humusoéw naturalnych i gtenia azotu amonowego na aktywéo
mutagenn powstagcych w rezultacie dezynfekcji pochodnych chlorowych

3) Ocena metad testu Amesa jakmi zdrowotnej wroctawskiej wody wodagjowej
w cyklu rocznym.

4) WSstegpna propozycja sposobu przedstawiania i obliczami@koéw uzyskanych testem
Amesa

5) Zaproponowanie wgpnego modelu prognozowania mutagefmnevody do picia dla

warunkow polskich.

TEZA

Jezeli po procesie dezynfekcji wody chlorem powstajprodukty uboczne
charakteryzujce s& aktywndcia mutagena wykazam testem Amesa to istnieje
w warunkach polskich niiwos¢ prognozowania jej a priori na podstawie zawénito
0golnego wgla organicznego i jondw amonowych i dawki chloradalem Vartiainena.

Badania prowadzono w dwoch niezalgch wariantach:

1 — z wykorzystaniem wody modelowej,

2 — na rzeczywistej uzdatnionej wodzie powierzchueip

zgodnie z zalponym schematem — przedstawionym pgepi
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Il CZ ESC DOSWIADCZALNA

1. Materiaty i metody

Badania prowadzono zgodnie ze schematemrbpddanym niej:

Woda modelowa analizy fizyczno-chemiczne wody:
— etap | OWO, azot amonowy, barwa.gnos¢, pH,

absorbancja, przewodnictwo, azot organiczny

A 4

l

: wstepne utlenianie dwutlenkiem chloru
dezynfekcja wody chlorem i dezynfekcja wody chlorem
—etap | A -etap | B

T~

zateZanie probek wody .| badania bioindykacyjne
l przy wyciu testu Amesa

oznaczanie UPLjako:
AOX, MCAA, DCAA, TCAA

Woda powierzchniowa analizy fizyczno-chemiczne wody:

uzdatniana w ZOW Mokry Dwor OWO, azot amonowy, barwa,emasé, pH,
— etap |l absorbancja, przewodnictwo, azot organiczny

A 4

\ 4

A 4

wstepne utlenianie dwutlenkiem chloru
i dezynfekcja wody chlorem
-etap Il B

dezynfekcja wody chlorem

et < L

zatezanie probek wody

badania bioindykacyjne
przy wyciu testu Amesa

\ 4 \ 4 \ 4

oznaczanie UPD jako:
AOX, MCAA, DCAA, TCAA
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1.1. Przygotowanie prébek wody do bada

Etap | - Woc: do badéa modelowych preparowano z:

- wody wodocigowej filtrowanej przez ziee z wgla aktywnego WD-extra z gakoscia
5m/h;

- i wody WTB bogatej w naturalne zyzki humusowe. Po przewiezieniu do laboratorium
woce pozostawiono na 2 tygodnie, aby jej skiad uleghbsizacji w rezultacie
zsedymentowania dych agregatéw humusowych, a rgstie lewarowano.

Wody mieszane byty w takich proporcjach, aby zaeéértvegla organicznego wynosita
odpowiednio: 2,0; 4,0; 6,0 mgC/dnDo wéd o ustalonym OWO dodawano roztwér chlorku
amonowego, tak abycenie azotu amonowego wynosito: 0,1; 0,5; 1,0 mgithin®. Tak
przygotowan wodg modelows dezynfekowano w warunkach laboratoryjnych.

Etap Il - Badania prowadzone byty w cyklu rocznym w dw@chedziatach czasowych:
zimowo-wiosennym (padziernik, grudzié, styczé, luty i marzec) i letnio-jesiennym
(kwiecien, maj, czerwiec, lipiec i sierpi¢. Wod pobierano bezpgoednio z procesu
technologicznego prowadzonego w ZOW ,Mokry Dwér” Wéroctawiu. Byla to woda
powierzchniowa z rzeki Otawy oczyszczana w prodedemagulacii i filtracji na ztéach

piaskowych. Natomiast proces dezynfekcji prowadaenearunkach laboratoryjnych.

1.2. Dezynfekcja wody

Wode modelow i oczyszczoa wode powierzchniow dezynfekowano w warunkach

laboratoryjnych, zgodnie z krzywzapotrzebowania wody na chlor, na dwa sposoby:

- chlorem — klasyczpmetod, dezynfekcji wody - etap 1 A i Il A bada

- chlorem, po wcz@iejszym dawkowaniu dwutlenkiem chloru w § 0,4 mgClQ/dm’—
etap | B i1l B bada.

Wstepne utlenianie dwutlenkiem chloru przed $diava dezynfekcg wody chlorem
zastosowano w celu zmniejszenia potencjalnej muotagei wody do picia Dawke
dwutlenku chloru - 0,4 mgCkm® przyjeto na podstawie niemieckiego Rozpgizenia
o jakasci wody przeznaczonej na potrzeby cziowieka [8%&r&tweszto wzycie 1 stycznia
2003 roku i wprowadzito jednocigsie do niemieckiego prawa WytyczreG-98/83 Rady
Unii Europejskiej z listopada 1998 o jakowody przeznaczonej dazytku przez cztowieka
[152].

Roztwor wody chlorowej uzyskiwano z podchlorynu sadodczynie korygowanym do

pH 7. Dwutlenek chloru otrzymywano w laboratorium, reakcji chloranu potasowego
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z kwasem szczawiowym wrodowisku kwanym. Powstajcy gazowy dwutlenek chloru
absorbowano w wodzie destylowanej. W testach wyzaraw krzywe zapotrzebowania wody
na chlor oraz na chlor zastosowaniu dwutlenku chj®r 30].

Zapotrzebowanie wody na chlor jest to najmniejsaaikd wolnego chloru, wyfana
w mg/dn?, ktéra dodana do 1,0 dmvody o temperaturze 293 K (40), po 30-minutowym
kontakcie z wog daje 0,1 mgGldm?® pozostatego chloru.

Chlor dawkowano do probek wody 30 minut po dodatwuwody dwutlenku chloru.
Chlor pozostaty oznaczano po 0,5 i 16 godzinnynsiez&ontaktu. Wybrany 16 godzinny
czas kontaktu odpowiadd@redniemu czasowi przebywania wody we wroctawskiegis
wodochgowej.

Za dawlk normalmy, chloru — D — przyto taky najwigksz ilos¢ chloru, dla ktorej po
16 godzinach kontaktu z wednie stwierdzono obecka chloru pozostalegoDawka
normalna chloru (D) sktada¢siz ilosci chloru potrzebnego do utworzenia i roaaia
chloramin - Q oraz z iléci chloru zuytego jako chlor wolny -BP[30].

1.3. Metody analityczne

Metody analityczne stosowane byty do badandy modelowej i powierzchniowej po
procesie jej oczyszczania, przed ichezahiem.
Metody obejmowaty:
e o0znaczenia ogolnegoegla organicznego (OWO) przyzyciu aparatu Shimadzu TOC
5050,
» oznaczenia chloru i dwutlenku chloru metgodometryczn - [153],
* o0znaczenia chlorowanych zwkdéw organicznych jako AOX wedtug metody Nanocolor
AOXS3, Test 0-07, Macherey-Nagel,
e oznaczanie kwasow chlorooctowych (HAA) wedlug prhoy USEPA 522.2
z wykorzystaniem chromatografu gazowego Shimadz4,17
» analizy fizyczno-chemiczne:
- barwa - oznaczana kolorymetrycznie wedtug PN-EN I887:2002 - Jakd wody.
Badanie i oznaczanie barwy,
- metnos¢ — oznaczana wedtug PN-79/C-04583,
- odczyn, pH - Oznaczanie odczynu (pH) wody megtodlektrometrycza
(potencjometrycza) [153, 154],
- absorbancja w 254 nm,
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- utlenialng¢ — Oznaczanie utlenialéa w srodowisku kwanym [153, 154],

- przewodnictwo wiéciwe wody — [154],

- azot amonowy - [153],

- azot organiczny — [153].

W celu oznaczenia ubocznych produktéw dezynfekcjbnano absorbowalne

halogenowe zwizki organiczne AOX, poniewapodczas chlorowania powstaplbrzymie

ich ilosci oraz HAA, czyli kwasy halogenooctowe, ponievta druga istotna grupa zagkow

powstajcyh podczas chlorowania wody do picia zawigej naturalne humusy [52, 64, 65].

Analizy zwiagzkow chloroorganicznych AOX i kwasow chlorooctowydAA, w tym kwasu

mono, di- i tri- chlorooctowego wykonane byty w lbagch wodach przed i po procesie ich

zaktzania

1.4.Procedura uzyskiwania ekstraktéw organicznych z baanych waéd

1.4.1. Zywice

W celu wyodebnienia i za¢zenia zwiazkOw organicznych z wéd zastosowaiyavice

jonowymienne Amberlite firmy Supelco:

XAD-2 o0 szkielecie strukturalnym poliaromatycznymdsarbugcym zwhzki
hydrofobowe o masie ggteczkowej do 20 kDa, przeznaczone do usuwaniazkaw
organicznych, surfaktantow, zygkOw aromatycznych, fenoli, metali.

XAD-7 o szkielecie estru akrylowego (umiarkowanalapacs¢), przeznaczone do
adsorpcji kwasow fulwowych i huminowych, jonow megtaisuwania i odzyskiwania
zwiazkow organicznych o masieagsteczkowej do 60 kDa,

XAD-16 o szkielecie strukturalnym poliaromatycznymnzeznaczone do separacjizgich
czastek organicznych (zwlaszcza protein), aikidw hydrofobowych o0 masie
czasteczkowej do 40 kDa (antybiotyki, surfaktanty).

1.4.2. Procedura zatania i ekstrakcji zwazkOw organicznych z wod

W celu wyodebniania, a naspnie zatzania zwazkOw organicznych z wod

wykorzystano metag ekstrakcji do fazy stalej (Solid Phase EkstracBHE)

z zastosowaniersywic Amberlite XAD.

Zatezanie prébek wody prowadzono, w ukladzie szeregowgm wyznaczonej

doswiadczalnie kolejngéci zywic: XAD-16, XAD-7, XAD-2 [30].

53



Procedug zakzania i ekstrakcji zwizkbw organicznych zawartych w wodach ustalono

podczas wczmiejszych bada(Rys. 6).

doplyw v v v

XAD16 XAD7 XAD2

pompa T
¢ ¢ l odptyw

Rysunek 6. Schemat uktadu do g#tnia i ekstrakcji probek wody z zaznaczokolejnascig Zywic

Przed rozpocgxiem zatzania probek wody zywice oczyszczane byly,
w osmiogodzinnych cyklach ekstrakcji w aparacie Soxlekolejno: octanem etylu,
acetonem i metanolem (czda, Merck), widigpo 150 cmkazdy, a nastepnie przechowywane
w metanolu

Stacja zafzania i ekstrakcji badanych prob wody sktadaka msidwoch rownolegtych
zestawoOw szklanych kolumn zasilanych dwoma pompaenystaltycznymi Masterflex L/S

Cole-Palmer Instr. Company.

Zdjecie 1. Stacja zatania i ekstrakcji badanych prob wody
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Oczyszczoneywice umieszczano pojedynczo w kolumnach szklaryatysokdci 50
cm i srednicy 1,5 cm i starannie, porcjowo wymywano zhnalkohol metylowy wod
destylowan. Wielkos¢ ztoza o wysokéci 6,0 cm wynosita 9,0 cin

Préble badanej wody zakwaszano przyyciu HCIl (cz.d.a., Merck) do pH 2+0,2
a nasgpnie filtrowano przez kolumny adsorpcyjne zegkoscia przeptywu 15 olgtosci
ztoza/h. We wszystkich testach przez zestaw kolummoWilano probk wody o obgtos¢
10 dn7.

Po zakdczeniu adsorpcjizywice suszono powietrzem i ekstrahowano 150° cm
rozpuszczalnika organicznego - acetonu. Elueatg@o przez g£zek bibutowy z warstw
bezwodnego siarczanu sodowego w celu usimiresztek wody, atzono a nasgpnie
odparowywano do sucha w wyparcezmidwej w temperaturze 4G.

Ekstrakt z pierwszego zestawuzstudo bada testem Amesa, z drugiego - do ozna&cze
fizyczno-chemicznych.

Do bada testemSalmonellasuchy pozostaté¢ ekstraktow acetonowych rozpuszczano
w 5,0 cn? DMSO przy pomocy i ultradzwickowej. W ten sposéb uzyskiwano pedb
wyjéciowa o zatzeniu 2 000 x - co oznaczalze w 0,1 cmi préby wprowadzonej do testu
Amesa zawarte byly zanieczyszczenia organiczne qumbe z 200 crh badanej wody.
Nastpnie z proby wyjciowej, uzyskiwano przez rozgiezenie jej w DMSO w rinych
proporcjach, probki wody o zgieniach od 100 do 1 000 x (tj.: 100, 200, 300, 41®, 600,
800, 1000 x) co odpowiadato ehbjsci badanych wod od 10 do 100 tm

Zarowno w przypadku wod modelowych jak i wod pockogch z ZOW Mokry Dwor do
bada bioindykacyjnych brane byty probki wody zabnej zakresie od 100 do 1 000x.

1.5. Badania bioindykacyjne — Test Amesa

Ocerg mutagennego dziatania frakcji organicznej ekstwadreej z probek wody

przeprowadzono za pomptestu Amesa, zayciem szczepovalmonella typhimurium

« TA100 — | etap bada

 TA98i TA100 — etap Il

Do bada przesiewowych zalecacgsicztery szczepySalmonellatyphimurium: TA97,
TA98, TA100 i TA102, ze wzghu na ich wraliwos¢ na szerokie spektrum mutagendw.
W pracy zastosowano dwa z nich - TA98 i TA100, pwa s3 najbardziej czute na
zanieczyszczenia wody [12, 155]. Poza tym uzyskamgsoka korelacg pomidzy
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mutagennécia M obserwowaa w teicie Amesa podczas badgprowadzonych przez
Vartiainena wianie przy uyciu szczepu TA100 bez aktywacji metabolicznej
a mutagennicia M przewidywam modelem do przewidywania potencjalnej mutagéaino
wody do picia [21].

Liczba kolonii rewertantéw spontanicznych szczeg@aimonella typhimuriunpowinna
miesci¢ sig w zakresie podanym w d$mniennictwie [120, 121], lub powinna by
poréwnywalna z wynikami uzyskanymi w danym laboratm przez dhiszy czas [5]
a kontrolne zwgzki mutagenne powinny miestruktue chemiczi zblizona do badanych
zwiazkéw. Liczky rewertantdw spontanicznych i indukowanych dla TAB8TA100

w badaniach prowadzonych bez i z zastosowaniengjir&R-mix zamieszczono pota;:

s LR spontanicznych LR indukowanych (pozytywnych)
zczep
-S9—mix | + S9 - mix - S9 — mix + S9 - mix
3242-4552 1645-2886
TA98 22-36 26-42
dla 2,4,7-TNFon dla 2-AF
962-1616 848-869
TA100 98-179 121-194
dla NQNO dla 2-AF

Szczepy Salmonella typhimuriumTA98 i TA100 zostaly zakupione w Stanach
Zjednoczonych (San Diego) w firmie Discovery Parsnaternational.

Kazdy test wykonywany byt w kombinacji z fralgcji bez frakcji mikrosomalnej,
pozwolito to na ocef potencjalnych wigciwosci mutagennych mikrozanieczyszéazeody

zarowno o charakterze mutagenow jak i promutagdiad®, 120, 121].

1.5.1. Podlaa stosowane w §eie Amesa

Zgodnie z procedura testu Amesa w badaniach akt§esvnmutagennej probek
stosowano:

a) podiaze testowe Vogel-Bonner z minimalioscia glukozy

Agar bacteriological (Agar No. 1) — Oxoid 159
Woda destylowana 930 cm
50XVB sole: 20 cn?
MgSO,*7H,0 — 10 g/dm

K,HPO, — 500 g/éim

(1-wodny kwas cytrynowy) — 100 g/dm

NaHNH,PO,*4H,0 — 175 gl/din

40 % glukoza 50 cn?
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b) top agar

Agar bacteriological (Agar No. 1) — Oxoid 64

NacCl 59

Woda destylowana 1000 cnd
c) 0,5 mM roztwor histydyny i biotyny

D- Biotyna (F.W. 247,3) 30,9 mg

L- Histydyna*HCI (F.W. 191,6) 24,0 mg

Woda destylowana 250 cni
d) 0,2M sodowo-fosforanowy bufor o pH 7,4

0,2M NaHPO#H,0 - 13,8 g/500 cfrwody destylowanej 60 cnt

0,2 M NaHPO, — 14,2 g/500 chwody destylowanej 440 cni
e) frakcja S9-mix - standardowa

0,2M NaHPO#H,0 - 13,8 g/500 cfrwody 60 cnt

0,2 M NaHPO, — 14,2 g/500 ¢n 440 cni

W celu sprawdzenia cech genetycznych szczepdwitgskostosowano:

a) podiaze do sprawdzania testowanych szczepow, DR obecn& mutacji his-
(Master plates dla szczepOw nie posiaciggh czynnika R)

Agar bacteriological (Agar No. 1) — Oxoid 15¢

Woda destylowana 930 cni
50XVB sole: 20 cnt

40 % glukoza 50 cn?

0,1 M sterylny roztwér wodny L-Histydyny 0,1 Ciplytke
0,5 mM sterylny roztw6r wodny biotyny 0,1 &iplytke

b) podiaze do sprawdzanie testowanych szczepdw na obégomazmidow Master
plates dla rutynowego sprawdzania ob&cha szczepdw czynnika oporw na
ampicyline (wrazliwosci szczepdw na antybiotyk)

Agar bacteriological (Agar No. 1) — Oxoid 15¢

Woda destylowana 930 cnd
50XVB sole: 20 cnt

40 % glukoza 50 cn?

0,1 M sterylny roztwér wodny L-Histydyny 0,1 cni/ptytke
0,5 mM sterylny roztw6r wodny biotyny 0,1 cni/plytke
sterylny roztw6r ampicyliny — 8 mg/chd,02 N NaOH 0,1 cni/plytke

c) podiaze do sprawdzenia testowanych szczepow na obéduyrB mutacji
(wrazliwosci na promieniowanie UV)

Nutrient broth (No. 2) — Oxoid 259
Agar bacteriological (Agar No. 1) — Oxoid 159
Woda destylowana 1000 cnd

d) podiaze do sprawdzenia testowanych szczepow na obécfaomutacii
(wrazliwosci na fiolet krystaliczny)

Nutrient broth (No. 2) — Oxoid 259

Agar bacteriological (Agar No. 1) — Oxoid 159

Woda destylowana 1000 cnd

0,1 % wodny roztwor fioletu krystalicznego — nie .y IKrazek bibutowy
sterylizowany, przetrzymywany oddzielnie
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1.5.2. Przygotowanie frakcji

Zwiazki szkodliwe w organizmach ssakéw ulegajbiotransformacji  lub
wielokierunkowym przemianom oksydoredukcyjnym w \kgn czego obmia sk ich
aktywna¢ metaboliczna. Czasami w wyniku biotransormacjrég celem jest detoksykacja
cze$¢ zwiazkow chemicznych ma ulec przemianom w formy aktywne, ktére mog
wchodzt w reakcje z materialem genetycznym. Za tego tymeksztatcenia zwzkow
szkodliwych odpowiedzialny jest uktad cytochromalagwieragcy cytochrom P-450 obecny
we frakcji mikrosomalnej nagddw ssakow (gt watroba, nerki). Dlatego few testach
genotoksyczneri jest stosowany aktywator — frakcja S-9 [113].

Stosowana w badaniach frakcja pochodzita z komavetkoby szczuréw rasy Vistar

indukowanych Aroclorem 1254.

1.5.3. Procedura testu Amesa [4, 5, 120, 121]

Procedug¢ testu Amesa przedstawiono na Rys. 7. W celu naemi@ odpowiednigj
liczebndci bakterii w inoculum (1*1® komérek/0,1 cr) bulion Oxoid zaszczepiano
zamra@ona hodowh szczepéw testowychS. typhimuriumi inkubowano przez 12h
w temperaturze 37C. Do sterylnej probéwki wlewano — w przypadku &athez frakcji
-0,5 cnt 0,2M buforu fosforanowego o pH 7,4, lub 0,5°cirakcji S9-mix — w przypadku
bada z frakch, nastpnie dodawano 0,1 chbadanej probki rozpuszczonej w DMSO oraz
0,1 cn? bulionowej hodowli szczep®. typhimurium Nastpnie do probéwki dodawano
2,0 cn? top-agaru o temperaturze %5 ze sladowymi ilosciami histydyny i biotyny.
Zawarta¢ probdwki po wymieszaniu wylewano na powierzehsaalki Petriego z wczgiej
(24-72h) wylanym podizem minimalnym Vogel-Bonnera, czyli na agar mininyainsolami
mineralnymi i glukoz). Po 48 godzinach inkubaciji liczono wyroste kokani

Kazde zatzenie probki wody badane byto w 3-5 powtorzeniaalze® przystpieniem
do wiaciwych badé, sprawdzano kKalorazowo markery genetyczne szczepdw testowych,

stopier ich spontanicznej rewersji oraz ich odpowi@e wzorcowe mutageny.
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0,1 ml 0,1 ml 0,020 mt / S ml bulionu
0,025 mg / 1 ml bulionu
Skztrokt Shoki J hodowla bulionowa zamrozony
QD;QEJ profoxi- wody szczepu testowego szczep testowy
w Salmonella typhimurium Salmonella
lub a2 h, 37°C> typhimurium
(=80°C>
w przypodku
proéby pozytywnej
odpowiedni dla ampicylina
donego szczepu
mutogen
*)
2,0 ml 0,5 ml 0,5 ml
top-agar proboéwka bufor Lub frakcja frakcja
ze Sladami fosforanowy mikrosomalna enzymatyczna
histydyny S9 - mix z woroky szczuro S9
I biotyny
- 1 M glukozo-6-fosforan,
- roztwér soli (KCl, MgCle),
- 0,2 M bufor fosforonowy “(pH 7,4,
- 0,1 M roztwér NADP.
inkubac jo
48 h, 37 °O
podtoze mineralne wzrost kolonii
Vogel-Bonera . rewertantdw szczepu Salmonella typhimurium
z 40 7 glukoza do prototrofii auksotroficzne |
*) w przypadku proék spontanicznych do testu nie wykorzystuje sie ekstroktu badane] proby jok rowniez stuprocentowego mutagenu

Rysunek 7. Schemat testu Amesa

1.6. Metody przedstawiania i analizy wynikow testu Amesa

Wszystkie analizy statystyczne zostaty wykonane za pampakietu statystycznego
Statistica 7.1, udostpnionego przez Instytut Matematyki i Informatyki IRechniki
Wroctawskiej w celu wykorzystania w dziatakeo badawcze.

1.6.1. Opisywanie danych wynikéw wiasnych

Do opisania uzyskanych testem Amesa wynikow zastaso podstawow statystyk
opisows. Wyznaczono wartei srednie, mediagy odchylenie standardowe, rangraz
wartasci minimalne, maksymalne i wspotczynnik zmieseid CV).

Miary potazenia, z ktorych najwaniejsz jest srednia arytmetyczna oraz mediana,
charakteryzuyj sredni lub typowy poziom warfgi danej cechy, wokét ktorych skupiagic
wszystkie pozostatle wadc analizowanej cechy. Zaleos¢ pomidzy wartdgcia sredni
a median pozwala nam na stwierdzenie, czy rozktad jest sgproeny (warté¢ mediany
bliska wartdci sredniej), lewostronnie asymetryczny (wdttonediany w¢ksza od warteci

sredniej) lub prawostronnie asymetryczny (wéétmediany mniejsza od waéim sredniej).
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Odchylenie standardowe jest to pierwiastek kwaevgta wariancji. Stanowi miar
zréznicowania 0 mianie zgodnym z mianem badanej cedkyala przecgétne zr@nicowanie
poszczegolnych waroi cechy odsredniej arytmetycznej. Natomiast rogst(ranga) jest to
réznica pomgdzy wartgcia maksymala a minimalm, cechy i jest miar charakteryzujca
empiryczny obszar zmienég badanej cechy (nie daje on jednak informacjr@zicowaniu
poszczegolnych warkoi cechy w zbiorowsgci). Wspoétczynnik zmiennii - jest ilorazem
bezwzgédne] mary zmiennii cechy i éredniej wartéci tej cechy (np. odchylenie
standardowe do wadoi sredniej), jest wielkécia niemianowan, najczsciej podawana
w procentach. Wspétczynnik zmieriod stosuje si w porownaniach zemicowania kilku

probek pod wzgidem tej samej cechy.

1.6.2. Rozkiad prawdopodohistwa rezultatow testow Amesa

Dane z testu Amesa mpgnie¢ rozkiad normalny, Poissona lub uogolniony rozktad
Poissona (GP1, GP2). Czasamiden z zaproponowanych w literaturze rozktadéwmee
zastosowania do uzyskanych wynikéw, dlategd we pracy ograniczono gido analizy
zatazenia o rozktadzie normalnym danycHatozenie o rozkiadzie normalnym danych
zweryfikowano za pomac testow normalnei: Shapiro-Wilka, Lillieforsa oraz
Kotmogorowa-Smirnowa. W przypadku poiggych testow, jdi obserwowana wartg
p jest wgksza od poziomu istotdoi a = 0,05 wtedy mzna wnioskowd, ze nie ma podstaw
do odrzucenia hipotezy o tyme dane pochodzz populacji o rozkladzie normalnym.slle
natomiast wart& p jest mniejsza od poziomu istof#eoa = 0,05, wOwczas na poziomie

istotnasci 0,05 naley odrzuct hipotez o normalnéci rozktadu danych.

1.6.3. Charakter krzywej zaimosci dawka-odpowied wynikdw testow Amesa

Uzyskane testem Amesa wyniki przedstawiono w podtexywe] zalenosci dawka
-odpowied wykorzystupc wykresy ramka-wsy, ktére obrazajwartcas¢ sredni (Srodkowy
punkt), bhd wzgkdny (szerokét ,pudetka”) oraz odchylenia standardowego SD (da&id
,Wasow”). Bfad wzgkdny, oznaczany zazwyczaj jako SE, to pierwiastekvarianciji

podzielonej przez liczeb&é probki.
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1.6.4. Obliczanie wspotczynnika mutagerico(MR)

Wspotczynnik mutagensoi MR obliczany jest wedtug pargzego rownania [126]:

MR =|—[ , gdzie:
s

- Ir — $rednia liczba rewertantow szczepu testow&yayphimuriumindukowanych

przez czynniki mutagenne zawarte w dawcecegzatiu/stzeniu) di oshga wartdc¢

k
. -_1
opisan, wzorem:l r :—eri ,
i=k

- s - érednia liczba rewertantow spontanicznych szczeptowegosS. typhimurium

o . . - 1$
i obliczana jest na podstawie wzols = —Z Is;
i=k

Za wynik pozytywny dla danej probki wody uznajec dkazdy przypadek, gdy
wspotczynnik mutagensoi MR jest wekszy dz rowny 2,0 [125].

1.6.5. Wyznaczanie mutagenfm M wody (1. rew/dnd)

Przy obliczaniu mutagenéc M okreslanej jako l.rew. w 1 drh badanej prébki
ograniczono s do analizowania wynikdw pochogtzy/ch z pocatkowej czsci krzywej
dawka-odpowiegl Takie zataenie zostato poczynione na podstawie donfelgieraturowych
I wlasnych déwiadcze, poniewa test Amesa jest testem oklagacym mutagenni badanej
proby, w ktéry pomija si efekt toksyczngci.

Na podstawie Bernstein, Migihska [127, 134] i wikasnych dwiadcze [125, 126]
ocere dopasowania otrzymanych wynikow do zatnego modelu liniowej zataosci dawka-
odpowied przeprowadzono metad najmniejszych kwadratow, wykorzysiagj analiz
regresji liniowej. W oparciu o parametry rownanialiceano przewidywam liczbe kolonii
rewertantéw indukowanych przez zanieczyszczenigdmpge si w 1 dnt badanej wodly.
Badania prowadzono przyyciu programu komputerowego OriginPro 7,5.

Przy zalgeniu, ze krzywa zalenosci dawka-odpowiedl jest liniowa i kwestia
wykrywania punktu zmiany (momentu, w ktérym ganie/s¢zenie/dawka zaczyna dziéta
toksycznie) jest nieistotna to oczekiwana liczbaendantow w zalenosci odd ma posté

E(N)=Bo+Ba*d.
Opierapc sk na modelu prostej regresji liniowej estymowano teémi wspoétczynnikow

BO oraz Bl. Estymator wspoiczynnik0 przyblia liczke rewertantdw spontanicznych,
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natomiast wart& estymatora wspotczynnikgl okrela o ile wzrgnie liczba rewertantéw
indukowanych, jeeli zatzenie/stzenie (dawka) wzrmie o jeden poziom. Aby byta
mozliwos¢ wyznaczenia wartei powyzszych estymatorow nalato wyznaczy jaki rozktad
prawdopodobigstwa ma zmienna N, okilajaca liczlg rewertantow.

W celu wyboru sposobu odrzucania wynikow, pochogieh z tych zatzen/ stezen (dawek)
probki, ktére g toksyczne wykorzystano test zaproponowany przemddein i in. [134],
oparty na metodzie maksymalnego prawdopoddiivea (MLES), ktora sugeruje schemat
postpowania dotyczcy dopasowywania prostej regresji do wszystkichtgws/ch -d-
zakzen/stezen (dawek): jéli wspoétczynnik przy zmiennej d - jest ujemny, wyedalezy
odrzuct kolejne wyniki, pocawszy od najwyszych zatzen/stezen (dawek) a do momentu
kiedy warté¢ wspotczynnika bl dalzie dodatnia. Przy zateniu, ze pozostato r poziomow
zakzen naleey dopasowa prost regresji do tych danych i olglec sredni liczbe
rewertantow dla zatenia/s¢zenia (dawki) na poziomie r (N Nastpnie odrzuai pomiary
dla zatzenia r ze zbioru danych | dopasawaszcze raz prastregresji. Dla tak oki&onej
regresji naley wyznaczy oczekiwanm liczbe rewertantow dla zatenia na poziomie r jako
Nri. J&li Ny >= N, to wowczas naley przyja¢, ze zatzenie na poziomie r nie jest
zakzeniem toksycznym i nie nalg go wyrzucé ze zbioru danych. W przeciwnym wypadku
nalezy przeprowadzi odpowiedni test, ktory pozwoli okdle¢, czy zatzenia na poziomie

r jest toksyczne czy mutagenne.

1.7. Finski model do prognozowania potencjalnej mutagenr$ai mikrozanieczyszczé
wody — zataenia[21]
Przewidywana modelem mutaged@owody przedstawiona zostata jako liczba

rewertantdw indukowanych przez mikrozanieczyszezemajdujce st w 1 dn? wody.
Okreslana jest przez funkejzapisan w nastpujacej postaci:
f = A%(1-e—K*C) | rew./dm’

gdzie:

« f-o0znacza mutagensowody do picia ,

+ Ak - stale wynoszce odpowiednio: 4000 i 0,054,

+ C - jest definiowane jako:

c=[OWO] *[Cl ] * (1 —NH,)’  mg/dm’
gdzie:
. OWO - zawarté ogdlnego wgla organicznego, mg/din
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- NHs (*) - stezenie amoniaku, mg/din

. Cl, - dawka chloru, mg/df

(*) — skzenie amoniaku xyte w czsci doswiadczalnej i obliczeniowej pracy
przeliczono i przedstawiono jako azot amonowy w mHgMdm®, niezgodnie
z weryfikowanym modelem, ale wedtug ogdlnie peisj nomenklatury.

Zatozenie dodatkowe do modelu:
Jezeli w trakcie procesu uzdatniania do wody jest detay dwukrotnie chlor to:

f=fr+fp

gdzie:

+ R - dotyczy parametréw wody surowej (tzw. ggste chlorowanie),

« D - dotyczy parametréw wody do picia wody oczyszego(tzw. widciwe

chlorowanie).

1.8. Korelacja wynikow wiasnych

W celu wykazania wspotzaieosci lub jej braku ponddzy uzyskanymi w trakcie badla
wynikami obliczono wspotczynnik korelacji. Dla dartyo rozktadzie normalnym testowano
istotnas¢ korelacji i pod uwag wzieto wspotczynnik korelacji Pearsona. Dla danych dla
ktorych hipotez o normalnéci rozktadu nalgy odrzuct badano istotnid wspotczynnika
korelacji poradku rang Spearmana.

Wartas¢ wspotczynnika korelacji rowna -1 reprezentuje daosd korelacg ujemr,
natomiast 1 to doskonata korelacja dodatnia. V§ai®ooznacza brak korelac\lV przypadku
korelacji uiemnejwspotzalenos¢ pomiedzy zmiennymi ksztattuje siw taki sposobze gdy
wartasci jednej zmiennej wykazagjtendencgj rosraca, woéwczas wartéi drugiej zmiennej
wykazup tendengi malepca. Korelacja dodatnia - gdy wasm jednej zmiennej wykazalj
tendeng} wzrastajca, wowczas wartci drugiej zmiennej tate wykazuy tendencg

wzrastagca i na odwrot.

1.9. Dopasowywanie modelu regresji wielorakiej do danychzeczywistych

Linia prosta w przestrzeni dwuwymiarowe] (na ptaszaie) zdefiniowana jest przez
rownanie Y=a+b*X. Oznacza onag wart@¢ zmiennej Y mae by obliczona jako suma
wartcsci statej a (zwanej réwnie wyrazem wolnym) oraz iloczynu nachylenia -b- tzw.

wspoétczynnika B lub wspéiczynnika regresji przez iemm X. W przypadku
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wielowymiarowym a taki ma fema miejsce w niniejszej pracy, kiedy jested] niz jedna

zmienna niezalma, linia regresji nie me juwz by¢ tak prosto przedstawiona wizualnie

i rownanie regresji wielorakiej ma poéta

Y=a+hb* X1+ b*Xo+ ...+ X,

W celu skonstruowania prawidtowego modelu regnegiorakiej naleato speint kilka
warunkow. Najwaniejszymi, wsgpnymi warunkami poprawnej konstrukcji rownania miode
byto:

» wykazanie zwizku zmiennych objaiajacych ze zmiens ktdra beda objasniaty,

e sprawdzenie czy zmienne offj@jace wykazuy odpowiednio diga zmiennd¢; poziom
wspotczynnika zmienrkgi CV (iloraz odchylenia standardowego danej zmégnoraz
sredniej arytmetycznej obliczonej dla waitotej zmiennej) powinien wynaosidla kadej
zmiennej pozostagej w dalszym badaniu przynajmniej 0,10.

e sprawdzenie czy zmienne wyrdone nie § wspoétzalene, czyli czy ich wzajemne
wskazniki korelacji wykazug wartagci mniejsze ni wartcgci korelacji ze zmienm
objasniona.

Zgodnie ze wczaiejszymi obostrzeniami, dotygzymi doboru zmiennych
objaniajacych sprawdzano sit zachodzcego pomidzy nimi zwhazku wyznaczajc
wspotczynniki korelacji Pearsona (dla danych pochogch z populacji o rozktadzie
normalnym) a w przeciwnym przypadku - aby oblicsy¢ korelacji skorzystano ze wzoru na
wyznaczenie wspotczynnika korelacji Spearmana.

Aby moc wnioskowé z oszacowanego rownania modelu regresji wieloyakaery
sprawdz¢ istotna¢ statystycza parametrow tego réwnania. Wykorzystano w tym deht
t-Studenta.Aby okreili¢ w jakim stopniu model jest dopasowany do danychdabo
wsp6tczynnik determinacji ®H skorygowany-R Wspétczynnika determinacii snie (maleje)
wraz ze wzrostem liczby zmiennych afijajacych w modelu i liczby obserwaciji, dlatego

nalezy liczyé miary skorygowane, czyli skorygowany.R
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11l WYNIKI | OMOWIENIE

1. Woda modelowa — etap | bada

Woda modelowa badana byta w celu ustalenia wplyawaztgci OWO pochodzcego
Zz obecnéci humuséw naturalnych i gfenia azotu amonowego na aktywéanutagena
powstagcych w rezultacie dezynfekcji pochodnych chlorowyghk réwniez w celu
weryfikacji modelu Vartiainena do prognozowaniagrmjalnej mutagennsoi wody do picia.
Schemat przygotowania wody modelowej przedstawien@Vykresie nr 1.

Woda modelowa
Azot amonowy,

mgNH,*/dm?
OWo, Azot amonowy 1,51 1,0 1,0 1,0
mgC/dn? | mgNH,'/dn?
0,1
2,0 0,5 1.0
1,0 ! 0,5 315 0,5
0,1
4,0 0,5
1’0 0157 0,1
o1 0,1 0,1
6,0 0,5
1,0
0,0

2,0 4,0 6,0

OWO, mgC/dm?

Wykres 1. Woda modelowa — zawaddWO i sgzenie azotu amonowego

Udziat wody WTB nadawat wodzie modelowej barwpodwy.szory absorbaneg
i OWO. Woda wodoagowa oczyszczona ha ¢glu aktywnym stanowita natomiast
w gtébwnej mierze o skladzie mineralnym wody modedpw

W rezultacie mieszania wody oczyszczanej nglw aktywnym z wod z WTB
otrzymano wod modelow o0 oczekiwanych parametrach — Tabela 8.

Barwa, ngtnos¢ i absorbancja w 254 nm posiadata jgdmartas¢ dla danego OWO
niezalenie od s¢zenia azotu amonowego, tak samo ksztattowaky wartcgci azotu

organicznego i przewodnictwo.
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Tabela 8. Sktfad fizyczno-chemiczny wod modeldwyc

Oowo amA(\)ZnO(;w Barwa M etnos¢ H At();g;bﬁpnc;ja Przewodnictwo or 'gﬁﬁ:tzn

mgC/dm® mgN/dm3y mgPt/dm® | NTU P ol pS/cm mggN/dm3y
0,1

2,0 0,5 6,0 0,8 7,4 7,5 535 0,12
1,0
0,1

4,0 0,5 19,0 0,8 7,5 18 520 0,24
1,0
0,1

6,0 0,5 31,0 11 7,4 27 560 0,36
1,0

Ze wzgkdu na to, # podstawy wody modelowej byla woda wodagowa filtrowana
przez wegiel aktywny, dla okrdenia warunkéw pocgkowych poddanoa, po stosowanej
procedurze ekstrakcyjnej, badaniom bioindykacyjnym.

Wyniki bada testu Amesa (Wykres 2) pozwalayrzyjaé, iz sktad chemiczny tej wody
nie miat wptywu na uzyskiwane rezultaty badaioindykacyjnych wod modelowych,

poniewa wskanik mutagenngéci MR w kazdym zatzeniu wody byt rowny lub bliski 1,0.

Woda wodoci ggowa oczyszczana haw eglu aktywnym
MR badana za pomoc g szczepu TA98 i TA100 + S9 mix
2,5
ETA98-S9 HTA98+S9 ETAL00-S9 LITAL00+S9
2,0
15 1,2 12 12 - 1o
] y s 1’
1.0 08 09 09 g9 | 09 Y2 09 10| 09 10 g9 | 10 1,0
1,0
0,5 ||
0,0 +
100x 200x 300x 400x 500x
Zatezenie

Wykres 2. MR wody wodagjowej filtrowanej na wglu aktywnym
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1.1. Woda modelowa dezynfekowana chlorem — etap 1A

W celu ustalenia wptywu zawakm OWO, stzenia azotu amonowego i dawki chloru na
aktywna¢ mutagena wody, wod modelowg w tym etapie badadezynfekowano chlorem.

Do chlorowania wody modelowej stosowano dawki aler zakresie od 0,5 do 20,0
mgCh/dm?® [30]. Wyniki bada przedstawiono na Wykresie 3.

Dawka chloru w zale znosci od OWO i azotu amonowego
g 20,0 + mD
= D1 16,0
O 150 | HD2
S 12,0
o 85 11,0
% 10,0 9,0 8,0
6,0 6,0
. 2’5 I I
0o
0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
2,0 4,0 6,0
OWO, mgC/dm ®i azot amonowy mgNH ,*/dm?®

Wykres 3. Dawka normalna chloru zastosowana ddocowania wody modelowej

Dawki normalne chloru rosty wraz ze wzrostem zawéait OWO i stzeniem azotu
amonowego od waroi 2,5 do 16,0 mgGidm®. Zwickszenie OWO z 2,0 do 4,0 mgC/dm
powodowato wzrost dawki chloru 2,4 razy dlazenia azotu amonowego 0,1 mghHim®.

W pozostatych przypadkach wzost ten byt blisidbrowny 1,3 razy.

Udziat D; w catkowitej dawce normalnej chloru wynosit od @&® 89 %, udziat P— od
40 do 11 %. W miarwzrostu stzenia azotu amonowego dla tej samej zawartOWO rost
udziat D.

Przebieg krzywych zapotrzebowania na chlor (poh0,po 16 h czasie kontaktu) zadé
od stzenia azotu amonowego i¢gla organicznego. Krzywe zapotrzebowania na chlor
przebiegaty z wyranym maksimum i minimum zwanym punktem przetamania.

Dla wody o najniszym stzeniu azotu amonowego (0,1 mghHIm®) i zawartdci wegla
organicznego (4,0 i 6,0 mgC/dmpowstate po chlorowaniu chloraminy zostaty caticer
zwzyte, dlatego nie mima byto wyznaczy ani punktu przetamania ani zapotrzebowania na
chlor wolny [30].
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1.1.1. Uboczne produkty dezynfekcji wody modelowej chlorem

W rezultacie chlorowania wody zawiete¢j zwikzki organiczne powstaje szereg
produktow ubocznych procesu. Chlorowanie wody nmae] powodowato wytworzenie
ubocznych produktéw tego procesu i oznaczane bgim jJAOX (Wykres 4) i HAA
(Wykres 5 a, b).

o AOX w zale znosci od OWO i azotu amonowego
§ 350 { g AOXprzed zatezeniem 310
U’:} 300 B AOX po zatezeniu —
é 250 232
< 196 7 206

200 142 ] 147 153 156

150 130

106
89 s 80
100 - a4 i 58 65
50
0 4
0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
2,0 4,0 6,0
OWO, mgC/dm ®i azot amonowy mgNH ,*/dm?®

Wykres 4. AOX powstate po dezynfekcji wody nimdej chlorem

W wodzie modelowej dezynfekowanej chlorem rgenwraz ze wzrostemegenia OWO
I azotu amonowego dawka normalna chloru powodowatgrost AOX (Tabela 4) od 44
ngCl/dn?® do 310 pugCl/idn?. Odzysk AOX w procesie ekstrakcji wynositednio 72 %
(63-82%). Dla AOX oznaczanych w wodzie modelowejyadekowanej chlorem przed i po
jej zakzeniu zwkkszenie OWO z 2,0 do 4,0 mgC/dpowodowato wzrost AOX $rednio
1,7 razy dla stenia azotu amonowego 0,1 mghNHm®. W pozostatych przypadkach wzost
ten byt rownysrednio 1,1 raza.

W grupie chlorowanych zwikdéw organicznych znaaezy procent stanowity kwasy
chlorooctowe. Przed procesem eania udziat sumy kwasow chlorooctowych
w absorbowalnych halogenowych zwkach organicznych wynosit 49 % (39-66 %) a po
procesie zatania zmniejszyt si do 43 % (36-48 %). Udziat kwaséw chlorooctowych
w AOX przed zatzaniem wody modelowe] wynosit dla: MCAA — 25 % (18-%), DCAA
-13 % (10-18 %) a dla TCAA — 11 % (8-12) i po jejftzaniu byt podobny w przypadku
kwasow di- i tri-chlorooctowego i wynosit odpowiadn14 % (11-15 %) i 12 % (10-13 % )
natomiast dla kwasu monochloroctowego byt niegsay - 17 % (12-24 %).

Stezenie kwaséw mono-, di- i tri-chlorooctowego w waalfivykres 5a) wzrastato wraz

ze wzrostem zawartoi OWO i stzeniem azotu amonowego od wadio4,7 pg/dnt (TCAA)
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do 54,1ug/dn? (MCAA) a po zatzaniu wody 3,9ug/dnT (TCAA) do 26,2ug/dn? (TCAA)
—Wykres 5b. Najwikszy udziat w sumie kwasoéw chlorooctowych w wodmi@delowej
dezynfekowanej chlorem, przed @atniem, miat kwas monochlorooctowysrednio 52 %
(45-58 %), znacznie mniejszy kwasy di- i trichloctmvy i wynosit odpowiednio: 26 %
(24-31 %) i 22 % (16-25 %). Rowrkigpo zatzeniu wody modelowej najwkszy udziat
w sumie kwasow chlorooctowych miat MCAA srednio 40 % (33-51 %), natomiast udziat
kwasow DCAA i TCAA byt wyszy niz w przypadku wody modelowej przed gagniem

i wynosit odpowiednio: 33 % (27-36 %) i 28 % (2298% Srednia skuteczrié zatzania
wody modelowej dezynfekowanej chlorem dla sumy Hé&pnosita 64 % (53-75 %) a dla
poszczegolnych kwaséw chlorooctowychagseta wartagci: 49 % (42-62 %) dla MCAA,
79 % (60-96 %) dla DCAA, adla TCAA — 80 % (63-92)

HAA w zale zno $ci od OWO i azotu amonowego
mE przed zat ezeniem wody
s 1400 [gTCiAA 1o
£ 120,0 |ODCIAA bos :
< 100,0 [BMCIAA 85.4 ! 27,9
T 721 72,2 733
80.0 b 20,6 21,5 ! 376
600 | sy v | [ 27 | a7 i
40,0 - , 19,8 : 17,3 57 18,6
9]
20,0 1 [138 36,2 41,7 8.6 36,9 45,6 10.4 S 54,1
16,7 19,5 21,6
0,0
0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
2,0 4,0 6,0
OWO, mgC/dm * i azot amonowy, mgNH ,*/dm?®
HAA w zale znosci od OWO i azotu amonowego
® po zatezeniu wody
E 80,0 748
% " |OTCIAA
= 70,0 1ODCIAA 62,7 [
:E' 60,0 1 OMCIAA £xs yor 26,2
T 50,0 431 183 ' -
40,0 38,3 17,4 e 2
300 10,2 257 2y 21,7 27,4 '
174 183 56 16,0 -
200 , 13,6 5,/ 14,2 : |
' 17 2 227 % 257
10,0 +— 88 14,5 17,5 12,0 16,3 g 117 17,9 —
0,0
0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
2,0 4,0 6,0
OWO, mgC/dm * i azot amonowy, mgNH ,*/dm?

Wykres 5aib. HAA powstate po dezynfekcji wodydelowej chlorem
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Dla HAA oznaczanych w wodzie modelowej dezynfekogjachlorem przed i po jej
zakzeniu zwikszenie OWO z 2,0 do 4,0 mgC/dpowodowato wzrost HAA -$rednio 1,5
razy dla azotu amonowego 0,1 mgiidm®. W pozostatych przypadkach wzost ten byt

rowny srednio 1,1 razy, podobnie jak dla AOX.

1.1.2. Badania bioindykacyjne — test Amesa — woda modeloleaynfekowana

chlorem

Celem bada bioindykacyjnych wody modelowej bylo ustalenie ezabsci pomidzy
powstagcymi po procesie dezynfekcji pochodnymi chlorowymwiazkOw organicznych,
wynikajacych ze s{zenia ogolnego wgla organicznego i azotu amonowego a aktyieno
mutagenn ocenial testem Amesa. Badania prowadzono na 9 wariantacty 'Wwodelowej
dezynfekowanej chlorem, przyzyciu szczepu testowegBalmonella typhimuriunTA100
zarowno z frakej mikrosomall S9-mix jak i bez jej zastosowania. Badanie tesfenesa
prowadzono tylko na szczepie TA100, poniewarognozowana modelem Vartiainena
potencjalna mutagens® wody do picia oparta byta o wyniki uzyskane tylkpzy
zastosowaniu tego szczepu. Ligziewertantow spontanicznych i indukowanych dla spoz

TA100, w badaniach prowadzonych bez i z zastos@manfrakcji S9-mix zamieszczono

ponizej:
LR spontanicznych LR indukowanych (pozytywnych)
Szczep
-S9—-mix | + S9 - mix - S9 — mix + S9 - mix
978-1500 850-859
TA100 98-125 123-170
dla NQNO dla 2-AF

Przy przedstawianiu i obrébce wynikéw prziyyaiu podstawowej statystyki opisowej jak
rowniez testowej w tabelach i na wykresach ramkgyv wzyto oznaczé prébek wody
wedtug schematow:

1) wm_Cb_a_b, gdzie:

wm_Cb— oznacza ekstrakt wody modelowej dezynfekowankjrem, badanej testem
Amesa bez zastosowania frakcji mikrosomalnej S9,

a — stzenie OWO, mgC/drh

b — stzenie azotu amonowego, mghttim?.

np. wm_C} 2 0,1 — oznacza wedmodelows dezynfekowaa chlorem badantestem
Amesa bez zastosowania frakcji mikrosomalnej S, wartgci OWO = 2,0 mgC/drh
i stezeniu azotu amonowego 0,1 mghikim®

2)wm_f _Chk_a_b,gdzie:

wm_f Cb— oznacza ekstrakt wody modelowej dezynfekowanlgrem, badanej testem
Amesa z zastosowaniem frakcji mikrosomalnej S9,
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a — stzenie OWO, mgC/drh

b — stzenie azotu amonowego, mghittim®

np. wm_C} f 2 0,1 — oznacza wednodelow dezynfekowaa chlorem badantestem
Amesa z zastosowaniem frakcji mikrosomalnej S9, wktaici OWO = 2,0 mgC/drh
i stezeniu azotu amonowego 0,1 mghikin?.

1.1.2.1.Wyniki testu Amesa wraz z podstawatatystyk opisows — etap 1A
Ponizej przedstawiono podstawavetatystylk opisows wynikow testu Amesa dla wody
modelowej dezynfekowanej chlorem dla wariantow @leabela 9) i z zastosowaniem frakcji
S9 mix (Tabela 10), czyli wyliczongredni liczbe rewertantéw dla danej probki wody wraz
z odchyleniem standardowym, jak réwhiekreslono minimum i maksimum, mediaroraz

rang; i wspotczynnik zmiennei CV.

Tabela 9. Statystyka opisowa - woda modelowa 1AA100-S9 mix

Zatezenie wm_ wm_ wm_ wm_ wm_ wm_ wm_ wm_ wm_
préby Cl, 201|Cl,205|Cl,210|Cl, 401| Cl, 405| Cl, 410|Cl, 601/ Cl, 6 05[Cl, 6 1,0
srednia 139 122 150 100 175 178 203 169 267

odchylenie

soaoere | 16 23 31 17 43 59 43 63 85
min 111 89 81 45 102 74 132 73 13]
max 170 188 216 134 267 315 268 297 48D
mediana 142 120 141 101 168 166 212 145 24P
ranga 59 99 135 89 165 241 136 219 349
Ccv 11% 19% 20% 17% 25% 33% 21% 37% 32%
Tabela 10. Statystyka opisowa - woda modelowa IAA100+S9 mix
Statystyka wm_f_ wm_f_ wm_f_ wm_f_ wm_f_ wm_f_ wm_ f_ | wm_f_ wm_f_
opisowa cl,201| Cl,205|Cl,210|Cl,401|Cl, 405| Cl, 410 [CI, 601|Cl, 605|Cl, 61,0
srednia 129 137 122 120 108 120 136 108 139
odchylenie
standardowe 15 15 17 15 10 26 34 16 22
min 89 113 87 90 86 84 52 76 101
max 150 173 148 159 135 198 191 145 198

mediana 130 133 126 122 107 113 144 110 138

ranga 61 60 61 69 49 114 139 69 97
Ccv 12% 11% 14% 13% 9% 22% 25% 15% 16%

W przypadku wynikow testu Amesa w wariancie bezasasvania frakcji mikrosomalnej
srednia liczba rewertantow dla 9 ekstraktow wody slodej dezynfekowanej chlorem
zZwigkszala s wraz ze wzrastagym stzeniem azotu amonowego (od 0,1 do
1,0 mgNH/dm®), przy stalych wart&ciach OWO, za wyjtkiem prébki wm_Ci 2_0,1 czyli
gdy OWO=2,0 mg/drha N-NH,*=0,1 mgNH*/dm®i wm_ChL_6_0,1, czyli gdy OWO=6,0
mg/dn? a N-NH;'=0,1 mgNH*/dm®. | miescita sk w przedziale od 100 do 267. Podobny
charakter zmian jak dla waém sredniej zaobserwowano dla waitd mediany dla

poszczegodlnych probek.
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W celu sprawdzenia zmiensd w danych, przeanalizowano watto odchylenia
standardowego, minimum, maksimum, rangi oraz wgyodicika zmiennéci CV. Na
podstawie uzyskanych wynikéw zause@o, ze wartdci wyzej wymienionych statystyk
opisowych rosty wraz ze wzrasfaym stzeniem azotu amonowego, podobnie fa&dnia.
Zatem im weksza warté¢ sredniej tym wegkszy rozrzut obserwowanych danych, taednia
coraz stabiej opisywata préb

Wyjatek stanowita wart@& minimalna, ktéra nie rostwraz ze wzrostem wardo
sredniej. Na tej podstawie moa wnioskowd, ze rosmca zmienn& w danych byta
spowodowana gtownie przez zkszanie si maksymalnej liczby rewertantow w probie.

W przypadku wody modelowej dezynfekowanej chloreraddne) testem Amesa
z zastosowaniem frakcji nie zauwemo takich zalenosci jak w przypadku tych samych waéd
badanych bez zastosowaniem frakcji. Wanitcsredniej liczby rewertantdbw méeity si¢
w przedziale od 108 do 139, czyli gérna granicatpgzedziatu byta dio mniejsza ri
w przypadku wéd badanych bez frakcji. Podplraleznos¢ obserwowano dla wardoi
mediany.

Analizujagc wartgci odchylenia standardowego, minimum, maksimum,giraozy
wspotczynnika zmienrsoi, mazna stwierdzt, ze dla wszystkich probek, waém tych
statystyk byty do siebie zlilbne. Zatem mma wnioskowd, ze zmienn&¢ danych we
wszystkich badanych prébkach byta niewielkdrednia dobrze opisywata dane. Jest to

catkiem odmienna sytuacjaztia, ktén obserwowano dla wody badanej bez frakcji.

1.1.2.2. Rozkiad prawdopodoh&wa liczby rewertantow dla wody modelowej - 1A
W analizie wynikow dotyczeych rozktadu prawdopodoliistwa liczby rewertantow dla
wody modelowej dezynfekowanej chlorem wimi pod uwag gtébwnie wyniki uzyskane
testem Shapiro-Wilka, poniewapozostate dwa testyastestami asymptotycznymi, czyli
dziatapcymi poprawnie dla probek o #ej liczndsci. Statystyka testowa wynikow testu
Amesa z | bez zastosowania aktywacji metabolicznepstata zamieszczona
w Tabelach 11 12.
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Tabela 11. Statystyka testowa - woda modelowa TA100-S9 mix

Testy normalnaosci — wartosci p
Préba - zmienna N Ko;rlr;](i)rgn%rv?l\;va- Lillieforsa | Shapiro-Wilka Rozkfad
wm Cl, 2 0,1 31 p > 0,20 p>0,20 0,740554 normalny
wm Cl, 2 0,5 31 p > 0,20 p>0,20 0,176603 normalny
wm Cl, 2 1.0 31 p > 0,20 p <0,05 0,066675 normalny
wm Cl, 4 0,1 34 p< 0,15 p <0,05 0,013706 brak normalnéei
wm Cl, 4 0,5 32 p > 0,20 p>0,20 0,298618 normalny
wm Cl, 4 1.0 34 p>0,20 p<0,10 0,033478 brak normalndci
wm Cl, 6 0,1 34 p > 0,20 p>0,20 0,053851 normalny
wm Cl, 6 0,5 34 p <0,20 p<0,01 0,034218 brak normalnéei
wm Cl, 6 1,0 34 p > 0,20 p>0,20 0,169752 normalny
Tabela 12. Statystyka testowa - woda modelowa TA100+S9 mix
Testy normalnoéci — wartosci p
Proba - zmienna N Ko}qugorowa- Lilieforsa | Shapiro-Wilka Rozkiad
mirnova
wm Cl, f 2 0,1 24 p > 0,20 p > 0,20 0,242926 normalny
wm Cl, f 2 0,5 29 p > 0,20 p <0,10 0,203082 normalny
wm Cl, f 2 1,0 29 p > 0,20 p<0,15 0,248557 normalny
wm Cl, f 4 0,1 34 p > 0,20 p > 0,20 0,277442 normalny
wm Cl, f 4 0,5 32 p > 0,20 p<0,15 0,281406 normalny
wm Cl, f 4 1,0 34 p<0,10 p<0,01 0,000008 brak normalngi
wm Cl, f 6 0,1 34 p > 0,20 p > 0,20 0,343417 normalny
wm Cl, f 6 0,5 34 p > 0,20 p > 0,20 0,811024 normalny
wm Cl, f 6 1,0 29 p > 0,20 p > 0,20 0,580165 normalny

Jak wynika z przeprowadzonych testéw statystyczng€abela 11 i 12) spood

osiemnastu probek wody modelowej dezynfekowanaprem tylko w przypadku czterech

proébek nalgalo odrzuct hipotez o normalnéci danych (wart& p byta mniejsza od

poziomu istotnéci 0,05). W tym znajdowalty sitrzy probki wody modelowej badane testem

Amesa bez zastosowania frakcji (wm,@ 0,1; wm_Gl 4 1,0

jedna z frakgj — oznaczona jako wm_£if 4 1,0.

i wm_CGl 6 0,5) oraz
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1.1.2.3. Krzywa zalsosci dawka—odpowied dla wody modelowej dezynfekowanej

chlorem
wn Cl, 2 01 wn Cl, f 201
500 500
8 g
T 40 T 40
400 400
350 350
20 20
250 250
200 200
150 :|- 150 4
=== =2F = Do B =
==
50 50
0 100 20 30 400 500 €0 700 80 900 1000 0 10 200 30 400 500 60 700 80 900 1000
zatezenie zatezenie
wn Cl, 2 05 wn Cl, f 2 05
500 ; ; 500
g 8
T a0 " a0}
400 400
350 350
20 20
250 250
200 g 200 | 4
= £ = || == =]
015 = - 100} -
0 i M i i i i i i i 50
0 10 200 30 400 500 600 700 80 900 1000 0 100 20 30 400 500 €0 700 80 900 1000
Zzatezenie Zzatezenie
wn Cl, 2 1.0 wn Cl, f 2 10
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100

e @ mesie=d o o

50 S0t

0 100 200 300 400 500 600 700 800 9®» 1000 0 100 200 300 400 500 600 700 800 9® 1000

Zzatezenie Zzatezenie

Wykres 6. Zalgnos¢ dawka-odpowiegidla wody modelowej dezynfekowanej chlorem - OW@=#gC/dni
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Wykres 7. Zalgnosé dawka-odpowiegidla wody modelowej dezynfekowanej chlorem - OW@=sgC/dni
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Wykres 8. Zalgnosé dawka-odpowiegidla wody modelowej dezynfekowanej chlorem - OW@=6gC/dni
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Na Wykresach 6-8 przedstawiono charakter krzywégznasci dawka—odpowiet dla
wody modelowe] dezynfekowanej chlorebadanej przy iyciu szczepu TA100 z i bez
zastosowania frakcji S9-mix. Wyniki testu Amesaaddty s¢ w postaci dwoch rnych
zalenosci dawka—odpowied W zadnym badanym przypadku krzywa nie miata
charakterystycznego dla tesdalmonellaprzebiegu, czyli wraz ze wzrostem gagnia wody
modelowej nie rosta liczba rewertantow, @o osiagniecia wart@ci maksymalnej, po ktorej
dalsze zafzanie wody powodowatoby spadek sitd rewertantow, czyli pojawiatby sitzw.
efekt toksyczny. W przypadkach uzasadnionych odbigig od tej reguty, co tei miato
miejsce w tych badaniach. Ze wedli na to, 2 prébki wody nie powinny kby za bardzo
zakzone [113], std na kolejnych wykresach wraz ze wzrostengzatia probki wody rosta
liczba rewertantow osgajac dla wspoétczynnika koncentracji 1 000 wadiomaksymalne.
Taki przebieg miaty wody badane testem Amesa batogawania frakcji dla zawadw
OWO=6,0 mgC/drhi wszystkich trzech sten azotu amonowego 0,1; 0,5 i 1,0 mgRidm®
oraz dla OWO= 4,0 mgC/dii stzeniach azotu amonowego 0,5 i 1,0 mgNHm®. Dla
pozostatych trzynastu prébek wody uzyskane wyrkkadaty s¢ w postaci linii prostej, czyli
niezalenie od wzrostu zatenia probki nie rosta liczba rewertantéw. Nieznaezdbiegata
prébka OWO=2,0 mgC/dmi N-NH,'=1,0 mgNH'/dm?®, gdzie liczba rewetantéw rosta do
zakzenia 800x a nagpnie spadia — jednak prébka ta nie wykazywata charakteru
mutagennego, gdyw tym zatzeniu ilos¢ rewertantdw nie byla rowna czyztevyzsza od
wartasci rewersji spontanicznej.

Obok analizowania charakteru krzywej dawka—odpowiedykresy typu ramka-usy
mog rowniez stuzy¢ do poréwnania leHu wzgkdnego SE oraz odchylenia standardowego
SD dla poszczegOlnych zaen. Zgodnie z regat — im wicksza warté¢ wspomnianych
statystyk, tym wikszy rozrzut oraz zmiendé®@ mazna zaobserwowaw danych. W przypadku
zamieszczonych povigj wynikow dla poszczegolnych probek wekgzasci przypadkow nie
zaobserwowano bardzo dich réznic w wartgci SE oraz SD dla poszczegolnychezaf.
Chociaz mazna znale¢ kilka wyjatkbw. Jak np. wykres ramkaasy dla préby
wm_Chb 2 1,0 (Wykres 6), gdzie dla pewnychezath obserwujemy bardzo mate waito
tych statystyk opisowych a dla innych zéu Oznacza toze w zagzeniach z daymi
wartasciami statystyk SE i SD§rednia stabo opisywata dane i mogta znacznie odbied
rzeczywistej wartéci oczekiwanej dla tego zgtenia.
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1.1.2.4. Wspotczynnik mutagenimd (MR) wody modelowej dezynfekowane;

chlorem

Wyniki testow Amesa przeprowadzonych na ekstraktaganicznych pochodeych
z wod modelowych dezynfekowanych chlorem, badarngahpomog szczepu testowego
bakterii Salmonella typhimuriunfA100 z aktywagj jak i bez aktywacji metabolicznej przez
frakcje mikrosomaliq watroby szczuréw S9-mix., przedstawiono na Wykresat®a do 11c.
Przebadanie dziewsiu wariantow wody modelowej dezynfekowanej chiordato pogid,
przy jakich s¢zeniach OWO i azotu amonowego, ina spodziewasic obecndci w wodzie
do picia zanieczyszcae potencjalnych wikxiwosciach mutagennych.

Badania testem Amesa ekstraktow wody modelowepnaaaici wegla organicznego
2,0 mg/dmi w przypadku trzech steh azotu amonowego: 0,1; 0,5 i 1,0 mgNidm®
(Wykres 9 a,b,c), z zastosowaniem frakcji mikroslmjaz watroby szczura jak i bez niej nie
wykazaly przekroczenia wadt wspoétczynnika mutagensa powyzej 2,0. Zakres wartai
wskaznika mutagenniei bez zastosowania frakcji wynosit od od 1,2 d®, B z frakgy od
0,8 do 1,5. Przy czym najugze wartéci MR uzyskano dla wody modelowej o najgyzym
stezeniu azotu amonowego. Uzyskane w testach bez pagiosa frakcji mikrosomalnej
S9-mix wyniki MR, pozwolity gdzi¢, iz ilos¢ wegla organicznego 2,0 mgC/dmnajwyzsze
badane stenie azotu amonowego 1,0 mgNHIm® w wodzie modelowej poddanej
chlorowaniu nie byto wystarczgje by ilg¢ powstagcych UPCh nawet przy 1 000-krotnym
zateeniu wody mogta spowodowaewersg mutacji w stopniu wskazagym jednoznacznie
na dziatanie mutagenne powstatych w procesie ciManéa wtornych mikrozanieczyszare
wody. To samo mina zauwayé dla ilos¢ wegla organicznego réwnego 4,0 mgCAdm
i najnizszego szenia azotu amonowego 0,1 mghHm®.

Dla wody modelowej zawiergiej ogéiny wgiel organiczny 4,0 mgC/di stezenie
azotu amonowego réwne 0,5 i 1,0 mgRidm® oraz dla OWO=6,0 mgC/dfmiezalenie od
stezenia azotu amonowego waheggo st od 0,1 do 1,0 mgNF/dm?®, (Wykres 10b,c
i 11a-c) badana woda modelowa wykazywata potenejaltasciwosci mutagenne. Waré
wskaznika mutagenniei zwickszala s wraz ze wzrostem zawaftm ogolnego wgla
organicznego i skeniem azotu amonowego. Poddanie ekstraktow przeman
metabolicznym z udziatem enzyméw frakcji mikrosongglzaréwno dla OWO 4,0 mgC/dm
jak réwniez dla OWO 6,0 mgC/drhniezalenie od zastosowanega:sénia azotu amonowego

spowodowato obrenie wskanika MR co pozwalasglzi¢ o ich biotransformacii.
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Woda modelowa
MR OWO 2,0 mgC/dm %; azot amonowy 0,1 mgNH ,*/dm?; chlor 2,5 mgCl ,/dm?
5,0
B TA100 - S9 HTA100 + S9
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1’0 | . . . .
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
b)
Woda modelowa
MR OWO 2,0 mgC/dm *; azot amonowy 0,5 mgNH ,"/dm?; chlor 6,0 mgCl ,/dm?
5,0
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c)
Woda modelowa
MR OWO 2,0 mgC/dm *; azot amonowy 1,0 mgNH ,*/dm?; chlor 9,0 mgCl ,/dm?3
5,0
[ TA100 - S9 Il TA100 + S9
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2.0 1,4 1,5 1,5
12 0ol 11 g9 18 0 Mg A 10 | Mo o 18 o5 16 0
0,0
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Wykres 9 a ,b, c.

MR wody modelowej dezynfekmjiahlorem dla OWO = 2,0 mgC/din
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Woda modelowa
l\/(l)R OWO 4,0 mgC/dm *; azot amonowy 0,1 mgNH ,*dm?; chlor 6,0 mgCl ,/dm?
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Woda modelowa
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MR Woda modelowa
OWO 4,0 mgC/dm ®; amoniak 1,0 mgNH ,*/dm?3; chlor 12,0 mgCl ,/dm?
5,0 T T T
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Wykres 10 a ,b, c¢. MR wody modelowe]j dezynfekmiahlorem OWO = 4,0 mgC/din
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MR Woda modelowa
OWO 6,0 mgC/dm 3; azot amonowy 0,1 mgNH ,*/dm?; chlor 8,5 mgCl ,/dm?
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Woda modelowa
MR OWO 6,0 mgC/dm *; azot amonowy 0,5 mgNH ,*/dm?; chlor 11,0 mgCl ,/dm?
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9)
Woda modelowa
MR OWO 6,0 mgC/dm *; azot amonowy 1,0 mgNH ,*/dm?; chlor 16,0 mgCl ,/dm?®
5,0
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Wykres 11 a, b, c. MR wody modelowej dezynfekaiiahlorem dla OWO = 6,0 mgC/din
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W przypadku ekstraktu chlorowanej wody modelowejzawartégci OWO 4,0
mgC/dn? i stzeniu azotu amonowego 0,1 mghHIm® (Wykres 10a) wskaniki
mutagennéci wyznaczone z ayciem szczepuSalmonella typhimuriumTA100 nie
przekroczyty wartéci 2,0 a nawet nie zliyty si¢ do tej wartéci. Stosujc do testu frakej
mikrosomall uzyskano dla kadego zatzenia wody modelowej w tym wariancie wyniki MR
od 0,6 do 1,4. Przy tym samynmestniu zwhzkOw organicznych srednim s¢zeniu azotu
amonowego, czyli dla OWO 4,0 mgC/dmN-NH,/dm®=0,5 mgNH"/dm* (Wykres 10b)
zaobserwowano wyniki dodatnie testu Amesa w dwa@jtvyrszych zaizeniach wody (800
i 1 000x) a przy zateniu 600x wart& MR zblizyta sk do 2,0 osigajac wartég¢ 1,9. MR
przy zastosowaniu frakcji wynosit od 1,1 do 1,3steakty wody modelowej o @teniu azotu
amonowego réwnym 1,0 mgNHdm® i zawartdci wegla organicznegot,0 mgC/dm,
(Wykres 10c), wykazywaty charakter mutagenny w ryapzych zatzeniach (800x i 1 000x).
| tak jak w poprzednich przypadkach nie wykazywadgencjalnych wiasrici mutagennych
po zastosowaniu frakcji mikrosomalnej zatvoby szczurdw, tylko dla wspéiczynnika
koncentracji 800x - MR niepokago zblizyt si¢ do 2,0 osigajac wartég¢ 1,9 (MR byt w tym
przypadku w zakresie od 1,0 do 1,9).

W wariancie 0 najwiszej zawartéci ogolnego wgla organicznego rownego
6,0 mgC/dm i skzeniu azotu amonowego 0,1 mghliKim® (Wykres 11a) zatenie
mikrozanieczyszcze wody dla wspotczynnika koncentracji 800x i 1 00pawodowato
wystapienie efektu potencjalnej mutagedaio W zatzeniu 600x warté¢ MR zblizyta sk do
2,0. | tak jak w poprzednich wariantach po zast@sow do testu Amesa frakcji S9-mix
wskaznik mutagenngci MR byt na poziomie jedrimi (0,8-1,2). W ekstraktach wody
modelowej o wartéci OWO 6,0 mgC/di skzeniu azotu amonowego 0,5 mghiHim®,
dodatnie wyniki testu Amesa uzyskano w przypadkezeaia w zakresie od 500x do 1 000x.
Zastosowanie frakcji mikrosomalnej S9 mix powodawabnienie wskanika mutagennei
do wartgci od 0,8 do 1,1. W przypadku badavykonanych na ekstrakcie wody modelowej
dezynfekowanej chlorem (OWO — 6,0 mgCfdimazot amonowy 1,0 mgNffdm® (Wykres
11c), bez frakcji mikrosomalnej, nie uzyskano wyikdodatnich wskazagych na obecrig
zwigzkdbw mutagennych tylko dla wspotczynnikow koncegqird00 i 200x, chocia przy
zakzeniu 200x wart&¢ MR byla 1,9. W tym analizowanym przypadku wahki&
mutagennéci wzrastat, a do osagniecia wartgci maksymalnej dla wszystkich badanych
wariantow wody modelowej i wynosit dla zaenia 1 000x - 4,9. W przypadku tej wody
zostaly osignicte najwysze wartéci wskanika mutagennei dla badanego zakresu

zatzenia od 100x do 1 000x. Natomiast, w przypadku baejgsamej wody z zastosowaniem
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frakcji mikrosomalnej z wtroby szczuréw, pod wptywem frakcji S9-mix ngstwata
wyrazna biotransformacja mikrozanieczyszgdmdanego ekstraktu, o czyviadcz wyniki

wskaznika mutagenriei na poziomie od 0,9 do 1,8 dla @ania 1 000x.

1.1.2.5. Mutagenrié M wody modelowej dezynfekowanej chlorem

W celu weryfikacji modelu Vartiainena wyniki uzysia testem Amesa przy
zastosowaniu szczepibalmonella typhiumriumTA100 przeliczono na mutagenigo
M okreslang jako liczba rewertantéw w 1 dimvody do picia. Uzyskandla wody modelowej
dezynfekowanej chlorem mutagesad/ przedstawiono na Wykresie 12.

Uzyskana dla dziewciu wariantbw wody modelowej mutagestdvl badana testem
Amesa bez zastosowania frakcji mikrosomalnejsoiie sic w granicach od 327 rew/dhdla
najnizszych wskanikéw wody modelowej (OWO=2 gC/dn? i N-NH;*=0,1 mgNH*/dm®)
do 3 157 rew/drh dla najwyszych (OWO=6,0mgC/dnt i N-NH,'=1,0 mgNH'/dn?).
Jednoczénie zauwaono, iz wzrost s¢zenia azotu amonowego powodowat zwiekszenge Si
mutagennéci M, przy statym sizeniu OWO. Zwiekszenie OWO dwa razy (z 2,0 do 4,0
mgC/dnY) spowodowato prawie dwukrotne zkszenie mutagensoi dla stzenia azotu
amonowego 0,5 i 1,0 mgNHdm® i niewielki wzrost mutagenoi M dla
N-NH,"=0,1 mgNH"/dm®, natomiast zwikszenie OWO trzykrotnie (z 2,0 do 6,0 mgCAIm
spowodowato zwikszenie M dla wszystkicheten azotu amonowego od 2,8 dla N-iNH1,0
mgNH,/dm® do 3,4 razy dla N-NE=0,1 i 0,5 mgNH'/dm’. Mutagenné M wody
modelowej badanej teste®almonellaz zastosowaniem frakcji wynosita od 121 do 618
rew./dn? i nie wykazywata zaleoici takiej jak w przypadku wynikéw uzyskanych tesem

Amesa bez zastosowania frakcji mikrosomalne;j.
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Mutagenno $¢ M - woda modelowa
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Wykres 12. Mutagenni@ M wody modelowej dezynfekowanej chlorem

Wyniki mutagennéci M ukitadaty s¢ tak samo jak wyniki dla dawki chloru oraz
chloropochodnych (AOX i HAA) w zalmosci od zawartéci OWO i stzenia azotu
amonowego, czyli wzrost tenia azotu amonowego powodowat zwiekszenie Si
mutagennéci M, dawki chloru a co za tym idzieggenia UPCh, przy staltymeieniu OWO

oraz nasgpowat ich wzrost przy zwkszaniu si sitzenia OWO.
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1.2.Woda modelowa dezynfekowana chlorem po zastosowanidwutlenku chloru
—etap IB

W celu ustalenia wptywu na aktyw§to mutagena wody zawartéci OWO, stzenia
azotu amonowego, dawki chloru i dwutlenku chlordgvmodelova w tym etapie bada
dezynfekowano chlorem po uprzednim wprowadzeniunap dwutlenku chloru w dawce
0,4 mgCIQ/dm®. W tym wariancie do dezynfekcji wody modelowejsstovano dawki chloru
od 0,25 do 9,0 mg@dm®. Wyniki bada przedstawiono na Wykresie 13.

Dawka normalna chloru w zale znos$ci od OWO i azotu amonowego
w 15,0 : 14,0
g OD2 OD1
~ ED
Q 10,0 10,0
2100 ™
% 75 7.0 12,0
5,0 | 6,5
5,0 5,0 85
2,25 ﬁ ﬁ
1,0] 3,5
2,5 : 2,0
1,25 1,5 :
0,0
0,1 0,1 05 ‘ 1,0 0,1 ‘ 05 ‘ 1,0
2,0 4,0 6,0
OWO, mgC/dm ® i azot amonowy, mgNH ,*/dm?
Wykres 13. Dawka normalna chloru zastosowana dezynfekcji wody modelowej po wsajszym

wprowadzeniu dwutlenku chloru

Dawka normalna chloru rosta wraz ze wzrostegpestia OWO i azotu amonowego od
2,25 do 14,0 mgGidm®. Udziat D, w dawce normalnej wynosit od 44 do 90 % i rowmnie
wzrastat wraz ze wzrostem OWO i N-WHnhatomiast udziat Pbyt od 10 do 56 % i nie
wykazywat takiej zalenosci. Zwickszenie OWO z 2,0 do 4,0 mgC/dpowodowato wzrost
dawki chloru 2,2 razy dla tenia azotu amonowego 0,1 mgNHIm®. W pozostatych
przypadkach wzost ten byt bliskadl> rowny 1,4 razy.

1.2.1. Uboczne produkty dezynfekcji wody modelowej — etap

W rezultacie dezynfekcji wody modelowej, zawiacaj zwhzki organiczne, chlorem
po wczdniejszym zastosowaniu dwutlenku chloru powstajeresgeproduktow ubocznych
procesu, oznaczanych jako AOX (Wykres 14) i HAA (hBs 15a, b).
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Dwutlenek chloru przed chlorowaniem wody zastosawarcelu obnienia potencjalnej

mutagennéci wody modelowe;j.

AOX w zale znosci od OWO i azotu amonowego

w

g
s 350 -
> O AOX przed zatezeniem
= il
s& 300 B AOX po zatezeniu
O 250 A
<
200 -
150 - 106 g
100 - o
W) i
50 1 iy
0 - 'F [
0,1 0,5 1,0 0,5 1,0
2,0 4,0 6,0

OWO, mgC/dm * i azot amonowy, mgNH ,*/dm?

Wykres 14. AOX powstate w wodzie modelowej mbazsmwaniu dwutlenku chloru przed chlorowaniem

W tym wariancie wzrost dawki chloru powodowat piastr AOX od 58ugCl/dnt przy
najnizszym stzeniu azotu amonowego i OWO do 29®Cl/dnt przy najwyszych
stezeniach. Odzysk AOX w procesie ekstrakcji wynasédnio 88 % (81-94%). Dla AOX
oznaczanych w wodzie modelowej przed i po jejezatiu zwkkszenie OWO
z 2,0 do 4,0 mgC/dirpowodowato wzrost AOX - 1,6 razy dlagsénia azotu amonowego
0,1 i 1,0 mgNH/dm® i 1,7 dla 1,0 mgNkf/dm® przy zwickszeniu OWO z 4,0 do 6,0
mgC/dn¥.W pozostatych przypadkach wzrost ten byt réwrgdnio 1,1 razy.

Przed procesem zghania udziat sumy kwaséw chlorooctowych w adsorbawet
halogenowych zwizkach organicznych wynosit 42 % (36-46 %) a po pstE zaizania
zmniejszyt s¢ do 39 % (35-51 %). Udziat kwasow chlorooctowychA@X w wodzie
modelowej wynosit dla: MCAA — 17 (14-21 %), DCAAL3 % (12-16 %) a dla TCAA-12%
(9-14) a po jej zataniu byt podobny w przypadku kwaséw di- i tri-chdoctowego i wynosit
odpowiednio: 12 % (11-13 %) i 10 % (9-12 %) i talam dla kwasu monochloroctowego
-17% (14-25 %).

Stezenie kwasow mono-, di- i trichlorooctowego wzrastabwniez wraz ze wzrostem
zawartgci OWO i stzeniem azotu amonowego, w wodzie modelowej przegzaatem, od
wartasci 5,6 ug/dnt (TCAA) do 44,6ug/dnt (MCAA) a po zatzaniu od 5,7ug/dnt (TCAA)
do 36,8pg/dnt (MCAA). Najwickszy udziat w sumie kwaséw chlorooctowych w wodzie

modelowej, przed zataniem, miat kwas monochlorooctowy srednio 40 % (34-46 %).
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Nieznacznie mniejszy - kwas di- i trichlorooctowwynosit odpowiednio: 35 % (28-36 %)
i 28 % (21-34 %). Po zateniu wody modelowej rownienajwigckszy udziat w sumie kwasow
chlorooctowych miat MCAA -srednio 43 % (39-50 %) i byt on 0 3% wszy niz w wodzie
przed zazeniem, natomiast udziat kwaséw DCAA i TCAA i wynoedpowiednio: 31 %
(26-34 %) i 26 % (24-29%}Rrednia skuteczris zatzania wody modelowej dezynfekowanej
chlorem dla sumy HAA wynosita 83 % (72-89 %) a dWszczegolnych kwasow
chlorooctowych oagneta wartagci: 90 % (76-98 %) dla MCAA, 79 % (58-88 %) dla B&

a dla TCAA — 80 % (56-98)Dla HAA oznaczanych w wodzie modelowej przed i po
zakzeniu tak jak w przypadku AOX zwkszenie OWO z 2,0 do 4,0 mgC/dpowodowato
wzrost HAA érednio 1,4 razy dla azotu amonowego 0,1 oraz 1z§ tHa 1,0 mgN/drh

i srednio 1,6 dla azotu amonowego 1,0 mgNei® przy zwikszeniu OWO z 4,0 do
6,0 mgC/dm. W pozostatych przypadkach wzost ten byt révrednio 1,1 razy.

HAA w zale zno $ci od OWO i azotu amonowego
o przed zat ezeniem wody
S
s 120,0 {gTCiaA 105,3
2 |ODCIAA |
100,0
< OMCIAA 24,2
% 80,0 70,7
54,1
60,0 44,7 444 295 46,4 198 474 o —
40,0 +-281 123 149 — 135 21,6 154 aid 1 |
20,0 % 14,6 138 14,4 16,1 - 13,1 17,7 246 |
0.0 12.3 17,8 15,7 17,2 16,8 : 18,9 18,3
0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
2,0 4,0 6,0
OWO, mgC/dm * i azot amonowy, mgNH ,*/dm?
HAA w zale znosci od OWO i azotu amonowego
® po zat ezeniu wody
£ 100,0 916
2 | B0CiA ’
3
< 80.0 1OomcIAA 235
<
T 60,0 1 55,1
411 46,0 31,3
400 - 395 34,8 31,6 A% 34,1 12.6
238 04 89 = b 16,8 86
12,9 : 13,6 : 154
20,0 gg ' 10,7 8,4 ) 10,6 36,8
119 16,2 152 15,3 16,2 258 14,9 18,0
0,0
0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
2,0 4,0 6,0
OWO, mgC/dm * i azot amonowy, mgNH ,*/dm?®

Wykres 15 a i b. HAA powstate w chlorowanej wadriodelowej po zastosowaniu dwutlenku chloru
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1.2.2. Badania bioindykacyjne — test Amesa — etap 1B

Celem bada na wodzie modelowej byto ustalenie zalesci pomigdzy powstagcymi po
procesie dezynfekcji mutagennymi zanieczyszczeniaody a sizeniem ogolnego wgla
organicznego i azotu amonowego.

Liczbe rewertantow spontanicznych i indukowanych dla epazTA100, w badaniach

prowadzonych bez i z zastosowaniem frakcji S9-raxieszczono ponej:

s LR spontanicznych LR indukowanych (pozytywnych)
zcze
P -S9—mix | +S9 - mix - S9 — mix + S9 - mix
965-1570 850-860
TA100 99-130 124-165
dla NQNO dla 2-AF

Przy przedstawianiu i obrébce wynikéw prziyyaiu podstawowej statystyki opisowej jak
rowniez testowej w tabelach i na wykresach ramkgyv (box-plotach) zyto oznaczeé

probek wody wedtug schematéw:

1) wm_CIO,i Cl,_a b gdzie:
- wm_CIG, i Cl; — oznacza ekstrakt wody modelowej po zastosowamiutldnku

chloru przed dezynfekgjchlorem, badanej testem Amesa bez zastosowarkejifra
mikrosomalnej S9,

- a-— stzenie OWO, mgC/drh

- b - stzenie azotu amonowego, mghittim?.

np. wm_CIQ i Cl, _2 0,1 — oznacza wedmodelowy po zastosowaniu dwutlenku chloru
przed dezynfekaj chlorem badantestem Amesa bez zastosowania frakcji mikrosomalne
S9, o wartéci OWO = 2,0 mgC/drhi stezeniu azotu amonowego 0,1 mghHim®

2)wm_f _Clk_a_b gdzie:

- wm_f CIG, i Cl, — oznacza ekstrakt wody modelowej po zastosowawiutldnku
chloru przed dezynfekgjchlorem, badanej testem Amesa z zastosowaniengjifrak
mikrosomalnej S9,

- a-— stzenie OWO, mgC/dr)

- b - stzenie azotu amonowego, mghitim?.

np. wm_CIQ i Cl,_f 2 0,1 — oznacza w@dmodelowa po zastosowaniu dwutlenku

chloru przed dezynfekgj chlorem, badan testem Amesa z zastosowaniem frakcji
mikrosomalnej S9, o warfoi OWO=2,0 mgC/dr i skzeniu azotu amonowego
0,1 mgNH/dm®,

1.2.2.1. Wyniki testu Amesa wraz z podstawaitatystyk opisows — etap 1B
Ponizej przedstawiono podstawavetatystylk opisows wynikow testu Amesa dla wody
modelowej dezynfekowanej chlorem po wprowadzeniwttkaku chloru dla wariantéw bez

(Tabela 13) i z zastosowaniem frakcji S9 mix (Tab&#t), czyli wyliczonosredni liczbe
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rewertantow dla danej probki wody wraz z odchylensandardowym jak rownieokreslono

minimum i maximum, medianoraz rang i wspotczynnik zmiennici CV.

Tabela 13. Statystyka opisowa - woda modelowa TB200-S9 mix

Z?f(fbey" ° CIOzngIn_Z 0,1 CIOzngIn_Z 05 CIOzngIn_Z 1,0 CIOziVérIn_4 0,1 CIOz\i,(V:rIn_zl 05 CIOziVérIn_4 1,0 CIOziVérIn_G 0,1 CIOziVérIn_G 05 CIOziVérIn_G 1,0
$rednia 135 125 140 119 172 158 128 140 170
oddlylenie | 22 23 18 17 31 41 32 28 43
min 105 92 111 70 122 98 83 95 111
max 180 171 183 145 255 262 218 202 277
mediana 134 118 135 122 173 148 119 144 163
ranga 75 79 72 75 133 164 135 107 166
cv 16% 19% 13% 14% 18% 26% 25% 20% 25%
Tabela 14. Statystyka opisowa - woda modelowa BA100+S9 mix
Statystyka wm_f_ wm_f_ wm_ f_ wm_f_ wm_f_ wm_f_ wm_f_ wm_f_ wm_f_
opisowa ClO4Cl, 2_0,1 | CO,CI, 2_0,5 | ClO,Cl, 2_1,0 | CIO,Cl, 4_0,1 | CIO,Cl, 4 05 | CIO,Cl, 4_1,0 | ClO,Cl, 6_0,1 | ClO,Cl, 6_0,5 | ClO,Cl, 6_1,0
srednia 125 124 123 125 133 127 118 101 120
odchylente | 15 12 13 39 27 16 11 9 11
min 98 105 104 32 102 89 100 84 101
max 157 153 147 174 199 155 142 123 144
mediana 125 122 122 128 125 130 117 101 123
ranga 59 48 43 142 97 66 42 39 43
cv 12% 10% 10% 31% 21% 13% 10% 9% 9%

W przypadku wynikéw testu Amesa w wariancie bezasasvania frakcji mikrosomalnej

analizupc wartgci srednie dla prébek trudno bylo stwierdzogélm tendengj. Srednia

liczba rewertantow dla dziewgiu ekstraktow wody modelowej po zastosowaniu denku

chloru przed dezynfekgjchlorem miécita se w granicy od 119 rewertantow w prébce
wm_CIG,iCl, 4 0,1 do 172 w probce wm_ClGl, 4 0,5 Podobnie uktadatyesivyniki dla
wartasci minimalnych (od 70 do 122 rewertantow) a w piayku maksymalnych najwigzy

wartas¢ 277 rewertantdw osgjnicto w prébce wm_CIQCl, 6 1,0. Warté&¢ mediany nie

odbiegata znagzo od wartéci sredniej i w wikszaci przypadkow byta mniejsza od

sredniej. Na tej podstawie naoa wnioskowd, ze rozktad probek byt prawostronnie sky.

Duze odchylenie standardowe obserwowano dla probetez@rsu azotu amonowego
0,5 i 1,0 mgNH'/dm® i OWO 4,0 oraz 6,0 mgC/dnSpowodowane to byto gtéwnie #y

wartascia maksymaln dla tych prébek. Dla tych prébek ranga rownigta wysoka, przy

stosunkowo niskiej warkgi minimalnej.

Zmiennd¢ danych nie byla wysoka dla poszczegéinych probiwyzszy zmienndé

obserwowano
wm_CIG,iCl, 6 0,5.

dla

prébek

wm_CiGl, 4 1,0

i wm_CIGCIl, 6 0,1

oraz
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W przypadku prébek wody badanych z zastosowanieamkcjir wartgci statystyk
opisowych byly do siebie zlibne. Jedynie wythiata se¢ probka wm_f CIGCI, 4 0,1,
gdzie zaréwno odchylenie standardowe jak i wspdtadyzmienndci byty znacznie wiksze
od pozostatych. Na tej podstawie ima wnioskowd, ze mogto to by spowodowane dia
réznica miedzy wartgcia minimalma a maksymals, czyli pojawity st wartasci, ktére
znacznie odbiegaty od pozostatych.

1.2.2.2. Rozktad prawdopodobhswa liczby rewertantéw dla wody modelowej - IB
W analizie wynikéw dotyczych rozktadu prawdopodobiistwa liczby rewertantow dla
wody modelowe] dezynfekowanej chlorem po zastosawagako utleniacza dwutlenku
chloru réwnie wzicto pod uwag gtownie wyniki uzyskane testem Shapiro-Wilka, peowéz
pozostate dwa testya destami asymptotycznymi, czyli dziadaymi poprawnie dla prébek
o duzej liczndéci. Statystyka testowa wynikow testu Amesa z i bagtosowania aktywacji
metabolicznej zostata zamieszczona w Tabelachl®5 i

Tabela 15. Statystyka testowa - woda modelowa TRA100-S9 mix

Testy normalnaosci
Proba N Ko%sn:r:)i?:c:\cl);va— Lilieforsa | Shapiro-Wilka Rozklad
wm_CIlO,Cl, 2 0,1 | 32 p > 0,20 p>0,20 0,098613 normalny
wm_CIO,iCl, 2 0,5 32 p>0,20 p < 0,05 0,013878 brak normalnéei
wm_CIO,iCl, 2 1,0 32 p<0,15 p<0,01 0,009593 brak normalnéei
wm_CIlO,Cl, 4 0,1 32 p>0,20 p<0,15 0,008037 brak normalndci
wm_CIlO,Cl, 4 0,5 | 31 p > 0,20 p>0,20 0,089547 normalny
wm_CIO,iCl, 4 1,0 32 p>0,20 p<0,10 0,043136 brak normalndci
wm_CIO,iCl, 6 0,1 34 p>0,20 p <0,10 0,012218 brak normalndci
wm_CIlO,Cl, 6 0,5 | 34 p > 0,20 p>0,20 0,321674 normalny
wm_CIlO,Cl, 6 1,0 | 34 p > 0,20 p>0,20 0,091976 normalny

Tabela 16. Statystyka testowa - woda modelowa TRA\100+S9 mix

Testy normalnasci
Proba N Koismo_gorowa- Lilieforsa | Shapiro-Wilka Rozkiad
mirnova
wm_CIO,iCl, f 2 0,1]| 24 p > 0,20 p<0,10 0,193184 normalny
wm_CIO,iCIl, f 2 0,5] 29 p > 0,20 p > 0,20 0,239201 normalny
wm_CIO,iCIl, f 2 1,0] 29 p > 0,20 p > 0,20 0,281192 normalny
wm_CIO.CIl, f 4 0,1| 34 p > 0,20 p <0,05 0,007547 brak normalngi
wm_CIO,iCIl, f 4 0,5| 32 p<0,15 p<0,01 0,001232 brak normalngi
wm_CIO,iCl, f 4 10| 34 p > 0,20 p > 0,20 0,556112 normalny
wm_CIO,iCl, f 6 0,1| 34 p > 0,20 p<0,10 0,257461 normalny
wm_CIO,iCl, f 6 0,5| 34 p > 0,20 p > 0,20 0,510007 normalny
wm_CIO,iCl, f 6 1,0] 29 p > 0,20 p > 0,20 0,484157 normalny

Zastosowane testy statystyczne (Tabela 15 i 16)awsly, ze & siedem spood

osiemnastu probek wody nie mialy rozktadu normatnegtym pi¢ z nich to byty wody
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badane testem Amesa bez zastosowania frakcji (OWOrRR)/dnT i N-NH;=0,5 i 1,0
mgNH,"/dm®, OWO 4,0 mgC/drhi N-NH;" = 0,1 mgNH'/dm® oraz OW0=6,0 mgC/dn
i N-NH,"=0,1 i 0,5 mgNH'/dm®) i dwie z frakcy dla zawartéci OWO 4,0 mgC/drh

i stezenia azotu amonowego 0,1 i 0,5 mgidm®.
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1.2.2.3. Krzywa zalmosici dawka—odpowietldla wody modelowej — etap 1B

wm_CIO,iCl,_2_0,1

wm Clo,id, f 291
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200 200 |
a
o = | = =
==
= =
o0 1w = ]
50 0 u
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 ® MY Y =y A B &Y Wy By G by
zateZenie zategzenie
wm_CIO,iCl,_2_0,5 wm_CIOiCl, f_2_0,5
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== = e (E D ==
= = @ ==
100 == 100
50 50
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wm_ClO,iCl, 21,0 wm_ClOiCl, f 21,0
& 500 = 500
[ o
450 450
400 400
350 350
300 300
250 250
200 200
= )
150 150
[E=n=)
100 100
50 50
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
zatgzenie zatezenie

Wykres 16. Zalgnosé dawka- odpowiefldla wody modelowej po zastosowaniu dwutlenku chldla

OWO=2,0 mgC/drh
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Wykres 17. Zalgnosé dawka- odpowiefldla wody modelowej po zastosowaniu dwutlenku chlidla

OWO=4,0 mgC/drh
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Wykres 18. Zalgnhos¢é dawka- odpowiegldla wody modelowej po zastosowaniu dwutlenku chldla

OWO=6,0 mgC/drh
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Na Wykresach 16-18 przedstawiono charakter krzyabgnosci dawka—odpowieddla
wody modelowe] dezynfekowanej chlorem po zastosawadwutlenku chloru jako
wstepnego utleniacza badanej przyyaiu szczepu TA100 z i bez frakcji S9-mix.

W przypadku dwéch prébek wody, dla OWO=6,0 mgClilstezenia azotu amonowego
0,5 i 1,0 mgNH'/dm® (bez frakcji) krzywa miata charakterystyczny déstu Salmonella
przebieg - wraz ze wzrostem gagnia wody rosta liczba rewertantowz do osagniecia
wartasci maksymalnej, po ktorej dalsze @ainie wody powodowato spadek dto
rewertantow, czyli pojawiat sitzw. efekt toksyczny. Na kolejnych trzech wykrdsagaz ze
wzrostem zafzania rosta liczba rewertantow agajac dla wspotczynnika koncentracji 1000
wartasci maksymalne. Taki przebieg miaty wody badaneetesAmesa bez zastosowania
frakcji dla stzenia OWO=4,0 mgC/dii azotu amonowego 0,5 i 1,0 mgbhiim® oraz dla
OWO=6 mgC/dm i stzenia N-NH" wynosacego 0,1 mgNhf/dm®. Dla pozostatych
trzynastu probek wody niezalde od wzrostu zatenia probki nie rosta liczba rewertantow,
czyli uzyskane wyniki uktadaty siw postaci linii prostej. Podobnie jak dla wody retmive]
dezynfekowanej chlorem, w wkszaci przypadkow nie zaobserwowano bardzazyain
réznic w wartgci SE oraz SD dla poszczegolnych ¢zah. Wyjatek stanowi np. probka
wm_CIlO2iCl2_6_1,0, gdzie dla zaenia 800 i 1000 zaobserwowanazduvigksze wartéci
statystyk nt w przypadku pozostatych zaen (Wykres 18).

1.2.2.4. Wspotczynnik mutageniod (MR) wody modelowej — etap 1B

Wyniki testbw Amesa przeprowadzonych na ekstraktaghd modelowych po
wprowadzeniu do wody dwutlenku chloru przed deziaite chlorem, badanych za ponaoc
szczepu testowego bakte8almonella typhimuriunTA100 z aktywagj jak i bez aktywacji
metabolicznej przez frakgjmikrosomalla watroby szczuréw S9-mix. przedstawiono na
Wykresach od 19a do 21c. Przebadanie tych samyelvidziu wariantow wody modelowe;j
co w etapie IA, tylko przy zastosowaniu przed déezkoja chlorem dwutlenku chloru dato
poghd, jaki wptyw na obnienie s¢ ilosci powstajcych ubocznych produktow chlorowania
ma zastosowanie dwutlenku chloru przed dezynéegicjorem i przy jakich gzeniach OWO
I azotu amonowego, mna spodziewa sig obecnéci w wodzie do picia zanieczyszeze

0 potencjalnych wikiwosciach mutagennych.
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Woda modelowa
MR  OWO 2,0 mgC/dm *; azot amonowy 0,1 mgNH ,*/dm?; chlor 2,25 mgCl ,/dm?
3,0
B TA100 - S9 OTA100 + S9
2,0
Ll a0
1,0 -
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
b)
Woda modelowa
MR OWO 2,0 mgC/dm *; azot amonowy 0,5 mgNH ,*/dm?; chlor 5,0 mgCl ,/dm?®
3,0
BETA100 - S9 OTA100 + S9
2,0
1,2
0,9
1,0 []
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
c)
Woda modelowa
MR OWO 2,0 mgC/dm *; azot amonowy 1,0 mgNH ,*/dm?; chlor 8,0 mgCl ,/dm?
3,0
BETA100 - S9 OTA100 + S9
2,0
1,0 -
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 19 a ,b, c.
OWO=2,0 mgC/drh

MR wody modelowej dezynfekmyahlorem po zastosowaniu dwutlenku chloru dla
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Woda modelowa
MR OWO 4,0 mgC/dm *; azot amonowy 0,1 mgNH ,*/dm?; chlor 5,0 mgCl ,/dm?
3,0
ETA100 - S9 OTA100 + S9
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
b)
Woda modelowa
MR OWO 4,0 mgC/dm *; azot amonowy 0,5 mgNH ,*/dm?; chlor 7,5 mgCl ,/dm?®
3,0
ETAL100 - S9 OTA100 + S9
2,0
1,0
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
c)
Woda modelowa
MR OWO 4,0 mgC/dm 3; azot amonowy 1,0 mgNH ,*/dm?3; chlor 10,0 mgCl ,/dm?3
3,0
BTAL00-S9 @ TAL00 +S9 2,1
2,0
1,0
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 20 a, b, c.
OWO = 4,0 mgC/drh

MR wody modelowej dezynfekmy chlorem po zastosowaniu dwutlenku chloru dla
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Woda modelowa
MR OWO 6,0 mgC/dm *; azot amnowy 0,1 mgNH ,*/dm?; chlor 7,0 mgCl ,/dm?®
3,0
B TA100 - S9 OTA100 + S9
2,0
1,0 -
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
b)
Woda modelowa
MR OWO 6,0 mgC/dm *; azot amonowy 0,5 mgNH ,"/dm?; chlor 10,0 mgCl ,/dm?®
3,0
ETA100 - S9 OTA100 + S9
2,0
1,2
1,0
1,0
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
c)
Woda modelowa
MR OWO 6,0 mgC/dm *; azot amonowy 1,0 mgNH ,*/dm?; chlor 14,0 mgCl ,/dm?®
3,0
ETAI00-S9  ETAL00 + S9 2.7
2,0
2,0
1,4
11 1,1 1,2
1,0 -
0,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 21 a ,b, c. MR wody modelowej dezynfekmjyahlorem po zastosowaniu dwutlenku chloru dla
OWO = 6,0 mgC/drh
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Badania, przy zyciu testu Amesa, ekstraktow wody modelowej o z&sar OWO na
poziomie 2,0 mgC/df niezalenie od sgzenia azotu amonowego (0,1; 0,5 i 1,0
mgNH,/dm®) - Wykres 19 a,b,c, oraz dla OWO=4,0 mgCldnN-NH,"=0,1 mgNH*/dm®
z frakcp S9-mix jak i bez niej (Wykres 20 a) nie wykazatggkroczenia wartei wskanika
mutagennéci powyzej 2,0.

Dla wody modelowej zawiergej ogolny wegiel organiczny na poziomie
4,0 mgC/dn i dla azotu amonowego 0,5 i 1,0 mgNKm® oraz dla OWO= 6,0 mgC/dm
i dla trzech badanych ten azotu amonowego (Wykres 20 b, c i 21a, b, ¢) badaoda
wykazywata potencjalne wiasém mutagenne. Warfo wskanika mutagenngei zwigkszata
Si¢ wraz ze wzrostem zawasto wegla organicznego i gétenia azotu amonowego.

Dla ekstraktéw wody modelowej o zawatb OWO=4,0 mgC/dmi stzeniu azotu
amonowego 0,1 mgNf¥dm® (Wykres 20 a) wskaik mutagenngéci MR nie przekroczyt
wartasci 2,0 dla wszystkich zetenien wody. Analogicznie jak w przypadku poprzednich
wod modelowych, po zastosowaniu frakcji mikrosoregalrz watroby szczura, nie
zaobserwowano dodatnich wynikéw testu Amesa.

Dla wariantu, w ktérym zawarié6 OWO=4,0 mgC/drha stzenie azotu amonowego
wynosito 0,5 mgNH'/dm® (Wykres 20 b) zaobserwowano wyniki dodatnie tesnesa przy
zakzeniu prébki 1 000x. Zastosowanie do testu frakdkrosomalnej, dla kadego zatzenia
wody w tym wariancie dato rownievyniki na poziomie jednii.

W przypadku ekstraktu wody modelowej, o zawanit@golnego wgla organicznego
4,0 mgC/dm i azotu amonowego réwnego 1,0 mgfildm® (Wykres 20 c), charakter
mutagenny wykazano w najwgzych zazeniach wody 800x i 1 000x. | tak jak
w poprzednich przypadkach probki wody nie wykazywagbotencjalnych wiasriai
mutagennych po zastosowaniu frakcji mikrosomalngjtzoby szczurow.

W wariancie wody modelowej o zawaitd ogolnego wgla organicznego réwnego
6,0 mgC/dm i szeniu azotu amonowego réwnym 0,1 mgRidm® (Wykres 21 a) dodatnie
wyniki testu Amesa uzyskano tylko w przypadkugzahia 800x, a monooksydazy frakcji
mikrosomalnej zdolne byly do detoksykacji badangtgkrozanieczyszcze

W ekstraktach wody modelowej, a:gtniu OWO 6,0 mgC/dfi azotu amonowego
0,5 mgNH;/dm®, zatzenie mikrozanieczyszcaevody 800x powodowato wyspienie efektu
potencjalnej mutagenta (Wykres 21 b). | tak jak w poprzednich wariamtawskanik
mutagennéci MR byt na poziomie jedrigi po zastosowaniu do testu Amesa frakcji S9-mix.

Uzyskane wyniki dla wody modelowej o zawa&to OWO 6,0 mgC/drh
i stezeniu azotu amonowego 1,0 mghHIm® bez dodatku frakcji mikrosomalnej zatoby
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szczura (Wykres 21 c¢), wskazuja obecn& w wodzie zwizkdw potencjalnie mutagennych
w zakresie zaten 400x + 800x. W tym analizowanym przypadku wakl mutagenngci
wzrastat tak jak w przypadku wody modelowej deziofeanej chlorem, ado osagniecia
wartasci maksymalnej dla wszystkich badanych wariantowdyiowynosit dla zagzenia 800x
wartas¢ 2,7. W przypadku tej wody zostaly ggnicte najwysze wartéci wskanika
mutagennéci dla badanego zakresu @agnia od 100x do 1 000x. Jednak wéctae byty
znacznie nisze ni dla wody modelowe] dezynfekowanej chlorem. Mongulezy frakcji
mikrosomalnej zdolne byly do biotransformacji zatyeln w badanej wodzie zanieczyszieze

o czymswiadczyta liczba rewertantéw indukowanych na poZzemswersji spontanicznej.

1.2.2.5.Mutagennd M wody modelowej — etap IB
W celu weryfikacji modelu Vartiainena wyniki uzysi@a testem Amesa przy
zastosowaniu szczepibalmonella typhiumriumTA100 przeliczono na mutagenigo
M okreslamg jako liczba rewertantéw w 1 dhvody do picia. Uzyskandla wody modelowej
dezynfekowanej chlorem po wdérgejszym wprowadzeniu dwutlenku chloru mutagesno

M przedstawiono na Wykresie 22.

Mutagenno $¢é M - woda modelowa
& 2500 :
5 B w. model_TA100-S9mix
= .
o m w. model_TA100+S9mix 1055
— 2000
1227
1062 1083
1000 845
697 686
500 N 331 B339
29 16 173 172 188
0 ,
0,1 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
2,0 4,0 6,0
OWO, mgC/dm 3, N-NH,*; mgNH ,"/dm?3

Wykres 22. Obserwowana mutagesidvl dla wody modelowej dezynfekowanej chlorem potasswaniu
dwutlenku chloru

Uzyskana dla dziewciu wariantdw wody modelowej mutagestdvl badana testem

Amesa bez zastosowania frakcji mikrosomalnejsoiie sic w granicach od 686 rew/dhdla
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OWO=2,0 mgC/dri N-NH,"'=1,0 mgNH*/dm® do 1 955 rew/drhdla najwyszych sizen
OWO (6,0 mgC/dr) i N-NH," (1,0 mgNH'/dm®). Wzrost s§zenia azotu amonowego
powodowat zwiekszenie gimutagennéci M przy statej zawartewi OWO, za wyjtkiem
OWO=2,0 mgC/dr) gdzie niezalenie od szenia azotu amonowego waitoM byla na
podobnym poziomie. Uzyskane wyniki nie wykazypodobnej zalenosci jaka zostata
uzyskana podczas badania testem Amesa wody modealezynfekowanej chlorem, chocia
I w tym wariancie najwysza wartas¢ mutagenngéci M uzyskano dla najwaszych
parametrow badanej wody. Mutageséid wody modelowej badanej teste8almonella
z zastosowaniem frakcji wynosita od 129 dla OWO=h@C/dn? i N-NH;=1,0
mgNH,"/dm*do 369 rew./drhdla OWO=6,0 mgC/drhi N-NH,"=1,0 mgNH*/dm®.

Roéwniez dla wody modelowej wyniki mutagenéw M uktadaty s¢ tak samo jak wyniki
dla dawki chloru oraz chloropochodnych (AOX i HAAY) zalenosci od stzenia OWO
I azotu amonowego, czyli wzrostes¢énia azotu amonowego powodowat zwiekszenge si
mutagennéci M, dawki chloru a co za tym idzie AOX i HAA, prsstatym s¢zeniu OWO
oraz nasfpowat ich wzrost przy zwkszaniu st sttzenia OWO, z nieznacznym zaburzeniem

tej tendencji dla OWO réwnego 2,0 mgCim

1.3. Préba weryfikacji modelu finskiego na podstawie bad& na wodzie modelowej

W celu weryfikacji modelu Vartiainena do prognozowza potencjalne] mutagenm
wody do picia za pomactego modelu obliczono mutagerstd wody modelowej badanej
w dwoéch wariantach dezynfekcji zaréwno chlorem fjakniez chlorem po zastosowaniu
dwutlenku chloru jako wsgpnego utleniacza i porownano z mutagesipM obserwowan
w tescie Amesa wykonanym przyzyciu szczepuS. typhimuriumTA100 bez aktywaciji

metabolicznej.

1.3.1. Zastosowanie fiskiego modelu do obliczenia mutagefeiavody modelowe;j

Wyniki mutagennéci M prognozowanej modelem i przewidywane] testermeAa
zamieszczono na Wykresach 23 i 24.

Na przedstawionych wykresach wimie wida, iz uzyskane testem Amesa wyniki
mutagennéci M dla wody modelowe] niezataie od wariantu dezynfekcji odbiegaty od
uzyskanych modelem do prognozowania potencjalnéagamnéci wody do picia.
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Mutagenno $¢ M - woda modelowa
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Wykres 23.  Mutagenn@ M wody modelowej dezynfekowanej chlorem

Mutagenno $¢ M - woda modelowa

4000

m M obserwowane
3500 @ M przewidywane

3363

I. rew/dm 3

3000 -

2500 ~

2000 -

1500

2332

1000

500 -

2,0

4,0

0.1

OWO, mgC/dm 3; N-NH,*, mgNH,*/dm?
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6,0

1955

1,0

Wykres 24. Mutagenn@ M wody modelowej dezynfekowanej chlorem po zast@sou dwutlenku chloru

W przypadku modelu wzrost ¢genia azotu amonowego powodowat — spadek

mutagennéci M osiagajac wartg¢ 0 dla najwyszych s§zen azotu amonowego niezatee
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od zawartéci OWO przeciwnie i w przeprowadzonych badaniach, gdzie wzrogtestia
azotu amonowego powodowat wzrost mutagéon® i byt tym wigkszy im wysza byta
wartas¢ OWO.

1.4.Korelacja wynikow uzyskanych dla wody modelowej

Przed przysipieniem do wykazania zaleosci lub jej braku pontdzy podstawowymi
wskaznikami wody modelowej takimi jak OWO, azot amonoiwgrganiczny, dawka chloru
a ubocznymi produktami procesu dezynfekcji (AOX, AJAoznaczanymi w wodzie przed
I po jej zatzniu jak rownie mutagennécia M obserwowan w tescie Amesa i przewidywan
modelem Vartiainena przeprowadzono weryfikatjipotezy o tym,ze dane pochodz
Z populacji o rozktadzie normalnym za pomokestow: Shapiro-Wilka, Lillieforsa oraz
Kotmogorowa-Smirnowa. Wyniki przedstawiono w Talobld 7 i 18.

W celu uzyskania wspoizaleosci lub jej braku ponddzy uzyskanymi w trakcie bafla
wynikami dla wody modelowej zastosowano test isithwspoétczynnika korelacji Pearsona
dla danych pochodezych z populacji o rozktadzie normalnym a w przegwm przypadku
badano istotn&® korelacji poradku rang Spearmana. W Tabelach 19 i 20 przedstawion
wyniki korelacji dla uzyskanych w pracy wynikéw. Nezerwono zaznaczone zostaty

wspotczynniki korelacji istotne statystycznie.

Tabela 17. Statystyka testowa wynikéw dla wody nmdej dezynfekowanej chlorem

Testy normalnadici — wartosci p
Oznaczenia N | Kotmogorowa-Smirnowa| Lillieforsa] Shapiro-Wilka Rozkiad
OWO 9 p > 0,20 p > 0,20 0,037287 brak normalgoi
N-NH," 9 p > 0,20 p > 0,20 0,034158 brak normalgoi
N-org 9 p<0,15 p > 0,20 0,037287 brak normalnéci
Cl, 9 p > 0,20 p > 0,20 0,961489 normalny
AOX 9 p > 0,20 p > 0,20 0,757981 normalny
AOX ekst. 9 p > 0,20 p > 0,20 0,907217 normalny
HAA 9 p > 0,20 p > 0,20 0,546398 normalny
HAA ekstr 9 p > 0,20 p > 0,20 0,950503 normalny
MCIAA 9 p > 0,20 p > 0,20 0,489019 normalny
MCIAA_ekstr. 9 p > 0,20 p > 0,20 0,840303 normalny
DCIAA 9 p > 0,20 p > 0,20 0,293961 normalny
DCIAA ekst 9 p > 0,20 p > 0,20 0,847103 normalny
TclAA 9 p > 0,20 p > 0,20 0,691616 normalny
TCIAA ekstr. 9 p > 0,20 p > 0,20 0,729405 normalny
M bez frakcji_obserw. | 9 p > 0,20 p > 0,20 0,586410 normalny
M z frakcja obserw. 9 p>0,20 p<0,10 0,409164 normalny
M_przewidyw. - model | 9 p>0,20 p<0,15 0,122178 normalny
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Tabela 18. Statystyka testowa wynikéw dla wody nmeej dezynfekowanej chlorem po zastosowaniu

dwutlenku chloru

Testy normalnasci — wartosci p
Oznaczenia N | Kotmogorowa-Smirnowa| Lillieforsa] Shapiro-Wilka Rozktad
OWO 9 p>0,20 p > 0,20 0,037287 brak normalgoi
N-NH," 9 p>0,20 p>0,20 0,034158 brak normalioi
N-org 9 p<0,15 p > 0,20 0,037287 brak normalnéci
Cl, 9 p>0,20 p>0,20 0,923375 normalny
AOX 9 p > 0,20 p <0,05 0,017597 brak normalkocd
AOX_ ekst. 9 p>0,20 p<0,10 0,121912 normalny
HAA 9 p>0,20 p<0,10 0,041106 brak normalnéci
HAA ekstr 9 p>0,20 p<0,15 0,023426 brak normalnéci
MCIAA 9 p<0,15 p <0,01 0,003353 brak normakao
MCIAA_ekstr. 9 p>0,20 p < 0,05 0,002229 brak normakoo
DCIAA 9 p>0,20 p<0,10 0,016315 brak normaligoi
DCIAA_ ekst 9 p>0,20 p<0,15 0,037000 brak normaldoi
TCIAA 9 p>0,20 p>0,20 0,992500 normalny
TCIAA ekstr. 9 p>0,20 p>0,20 0,142976 normalny
M bez frakcji obserw. | 9 p>0,20 p>0,20 0,879601 normalny
M z frakcj a_obserw. 9 p>0,20 p<0,10 0,003012 brak normaldoi
M_przewidyw. - model | 9 p>0,20 p>0,20 0,154723 normalny

W przypadku wody modelowej dezynfekowanej chlor@rabela 17) wszystkie zmienne
maja rozklad normalny za wyjkiem ogdélnego wgla organicznego, azotu amonowego
i organicznego. Dla wody modelowej, do ktorej dawkaoo dwutlenek chloru przed
dezynfekcy chlorem (Tabela 18) mniej nipotowa wynikéw miata rozkiad normalny,
natomiast znaczna ichgz wykazywata brak normalsoi.

Dla wody modelowe] niezaleie od sposobu dezynfekcji giszas¢ uzyskanych
wynikdw wykazywata wysok korelacg dodatny (Tabela 19 i 20), istotnstatystycznie.
Jedynie OWO nie wykazywato w obu przypadkach igipkorelacji z azotem amonowym
i organicznym i posiadato d6 niski wspétczynnik korelacji mieszazy sk w przedziale
0,11 do 0,74 z wkszdicia zmiennych. W przypadku mutagedooM badanej testem Amesa
z zastosowaniem frakcji dla wody modelowej po zsst@mniu CIQ jako wstpnego
utleniacza nawet ujemnym (Tabela 20). Natomiast bigtotnie dodatnio skorelowane
(0,631 0,69) w obu przypadkach dezynfekcji wodyd®lowej z mutagenioia M uzyskam
w tescie Salmonellabez frakcji oraz w przypadku wody modelowe] deskafwanej chlorem
po wczeéniejszym dawkowaniu dwutlenku chloru z kwasem mondri-chlorooctowym
oznaczonym w wodzie przed jej zagniem. W obu przypadkach wody modelowej
wspotczynniki korelcji byly nieistotne statystycenidla mutagenrici M obserwowanej
w tescie Amesa z zastosowaniem frakcji jak rownaia mutagenn@i M przewidywanej

modelem Vartiainena i byty w wkszaci przypadkow niskie i ujemne.
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Tabela 19. Korelacja

nikéw dla wody modelowejydgekowanej chlorem

M bez M z M
OWO N|N_|_ + N- Cl, | AOX AOX_ HAA HAA MCIAA MCIAA DCIAA DCIAA TCIAA TCIAA frakcji frakcja | przewidyw.
4 | org ekstr. _ekstr. _ekstr. _ekstr. _ekstr.

_obserw. | obserw. -model
OWO 100 | 000 0,00 061 032 032 032 03P 0,32 0,37 110 032 0,26 0,32 0563 -0,11 0,38
N-NH,' 0,00 | 1,00 1,04 0,77 | 095] 095| 095 0095 0,95 0,94 096 045 095 950] 0,74 0,32 -0,83
N-org 0,00 | 1,00 1,04 0,77 | 095] 0095| 095§ 0095 0,95 0,94 096 045 095 950] 0,74 0,32 -0,83
Cl, 0,61 | 0,77 | 0,77] 1,00 | 0,90 | 093 | 0,86/ 0,90 0,84 0,93 0,85 03B 0,86 090 950 0,46 -0,23
AOX 0,32 | 0,95 | 0,95 0,90/ 1,00 | 0,99 | 0,99] 1,00 0,98 0,98 099 097 0,97 0,99 0,85 0,61 -0,61
AOX_ ekstr. 0,32 | 0,95 | 0,95 093] 099 1,00 | 098] 099 0,97 0,99 0,96 0,97 0,97 1,0p 090 057 -0,55
HAA 0,32 | 0,95 | 0,95 086/ 099 0,98 1,00 | 0,99 0,99 0,95 098] 0,97 0,99 0,99 0,84 0,50 -0,62
HAA_ekstr. 0,32 | 095 | 095 090 104 099 090 1,00 | 099 0,98 098 098 0,99 0,99 0,86] 054 -0,59
MCIAA 0,32 | 095 ] 095 0,84 094 097 090 099 1,00 | 0096 096 | 0,98 0,99 0,97 082 049 -0,62
MCIAA ekstr. | 0,37 | 0,90 | 0,90] 093] 099 0099 0095 0,9 09p 1,00 | 093 | 097 0,95 0,97 0,90 | 061 -0,52
DCIAA 0,11 | 0,95 | 0,95 085 099 096 0098 0,98 0,96 093 1,00 | 0,92 0,96 0,97 0,83 0,56 -0,62
DCIAA ekstr. | 0,32 | 0,95 | 0,95] 0,88] 097 0097 097 0,9 0,98 0,97 0021,00 | 0,97 0,96 0,83 0,51 -0,56
TCIAA 0,26 | 0,95 | 0,95 0,86] 0091 097 090 0,99 0,99 0,95 066 970/ 1,00 0,97 0,84 0,44 -0,57
TCIAA ekstr. | 032 | 095 | 0,95 090 099 100 098 099 0,97 0,97 007 960] 097 | 1,00 0,87 0,56 -0,59
M bezfrakcii | 563 | 074| 074 099 08 099 o084 08 082 090 830 083 | 084 087 | 1,00 0,36 -0,24
_obserwowane
M z frakej 4 011 | 032| 0324 046 061 057 080 054 049 06

-0, : : : 61 : K: : , 61056 | 0,51 0,44 0,56 0,36 1,00 -0,58

_obserwowane
[V'rﬁg[jzeelw'dy""' 038 | -0,83|-083| -023| -061| -055|-062| -059| -062| -052| 062 -056 -057 059 240, | -058 1,00




Tabela 20. Korelacja

nikéw dla wody modelowejyddgekowanej chlorem po zastosowaniu dwutlenku chior

M bez Mz M
OWO N|N_|_ + N- Cl, | AOX AOX_ HAA HAA MCIAA MCIAA DCIAA DCIAA TCIAA TCIAA frakcji frakcja | przewidyw.
4 | org ekstr. _ekstr. _ekstr. _ekstr. _ekstr.
_obserw. | obserw. -model

OWO 1,00 | 0,00] 0,00 058 058 047 058 047 0,74 0,45 0,47 0,47 | 0,69 0,47 0,69 0,21 0,38
N-NH," 0,00 | 1,00|] 1,00 0,80 | 0,69] 084| 069 0,79] 0,37 0,69 0,69 0,79 0,69 0,79] 0,47 -0,53 -0,86
N-org 0,00 | 1,00 1,00 0,80 | 0,69] 084] 0,6 | 079 | 0,37 0,69 0,69 0,79 0,69 0,79] 0,47 -0,53 -0,86
Cl, 0,58 | 0,80 | 0,80] 1,00 | 0,86 | 0,93 | 0,86/ 093] 0,66 0,79 0,81 0,89 0,97 0,01 0,83| -0,24 -0,25
AOX 0,58 | 0,69 | 0,69 0,86] 1,00 | 0,95 | 1,00 | 0,98 0,80 0,03 0,93 0,08 0,87 0,04 0,000 0,20 -0,39
AOX_ ekstr. 0,47 | 0,84 | 0,84] 093] 099 1,00 | 0,95| 1,00 0,67 0,90 0,02 0,99 0,91 0,9 0,87 -0,25 -0,43
HAA 0,74 | 0,58 | 0,58] 0,86 | 0,95| 0,88 1,00 | 0,90 0,90 0,81 0,82 0,90 0,95 0,94 0,05 -0,23 -0,25
HAA_ekstr. 0,47 | 0,79 | 0,79] 0,89] 099 098 090 1,00 | 0,72 0,95 0,95 | 1,00 0,85 1,0 0,83 -0,23 -0,51
MCIAA 0,74 | 0,37 | 0,37] 0,66] 0,80 | 067 | 080 0,72|] 1,00 0,72 0,70 0,72 0,83 0,72 083| -0,18 0,12
MCIAA ekstr. | 0,45 | 0,69 | 0,69] 0,79 093 090 093 0,09% 0,7p 1,00 | 1,00 0,95 0,73 0,95 0,73 | -0,03 -0,44
DCIAA 0,47 | 0,69 | 069] 0,81] 093 0092 098 0,95 0,7 1,00 1,00 | 0,95 0,73 0,95 0,73 0,00 -0,42
DCIAA ekstr. | 0,47 | 0,79 | 0,79] 0,89 0099 098 098 1,00 | 0,72 0,95 0,95 | 1,00 0,85 1,00 0,83 -0,23 -0,51
TCIAA 069 | 069] 069 097 087 091 087 009 0,93 0,73 ,730] 085 | 1,00 0,89 0,88 -0,33 -0,25
TCIAA ekstr. | 0,47 | 0,79 | 0,79] 0,91] 0094 0099 0,98 0,9 0,70 0,95 0,65 1,00 0,89 1,00 0,87 -0,23 -0,42
M bezfrakcii | gq | 47| 047 083 o090 087 040 08 0,93 0,73 ,730| 0,83 0,88 0,87 | 1,00 -0,13 -0,29
_obserwowane
M z frakcj 3 0,21 | -0,53|-053| -0,24| -0,20| -0,25| -0,20 -0,23  -0,18 -0,03 0,00 30,2 -0,33 -0,23 -0,13 1,00 0,46
_obserwowane ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' i ' ' ' ' '
[V'rﬁg[jzeelw'dy""' 038 | -086|-08|-025| 039 -043| -039 -039 -012 044 042 510, -025 | -0,42 0,29 0,46 1,00




Mutagenné¢ M wody modelowej dezynfekowane] chlorem badanejeycie Amesa bez
zastosowania frakcji (Tabela 19) byta skorelowaadadhnio i istotna statystycznie zaréwno
z OWO, azotem amonowym jak i organicznym, jak riawnz chlorem i ubocznymi
produktami chlorowania oznaczonymi w wodzie przedpd jej zatzeniu. Nieistotn
statystycznie niskkorelacg wykazywata z mutagendcia M obserwowaa w teicie Amesa
z zastosowaniem frakcji a nisk ujemmy dla mutagenna@i M przewidywanej modelem
Vartiainena, co potwierdzalo przedstawione womg zalenosci pomkdzy uzyskanymi
wynikami. W przypadku wody modelowej dezynfekowarddjlorem po wczaiejszym
dawkowaniu dwutlenku chloru (Tabela 20) nieistostatystycznie niski do tego ujema
korelacg mutagenn& M wody modelowej] badanej bez zastosowania fral&mix
zaobserwowano w stosunku do mutagéondV przewidywanej modelem Vartiainena
i obserwowanej w teie z zastosowaniem frakcji oraz nistodatna z azotem amonowym
I organicznym. Z pozostatymi zmiennymi mutagesindl badana w teie Amesa bez
zastosowania frakcji wykazywata korelacje dodgtmiysolq i istotm statystycznie.

1.5. Propozycja wsepnego modelu prognozowania mutagenrsci wody do picia na

podstawie wynikow z wody modelowej

Dlatego, # nie uzyskano korelacji pogdzy mutagennicia M obserwowaa w tescie
Amesa bez frakcji mikrosomalnej dla wody modelowigzalenie od wariantu dezynfekcji
z mutagenniia M przewidywam modelem Vartiainena a wspoétczynniki korelacji diég
mutagennéci bylty wysokie, dodatnie i istotne statystyczniéakimi wskanikami wody jak
OWO, azot amonowy, azot organiczny czy dawka chloru jak réwniez chloropochodnymi
AOX i HAA zarbwno w wodzie przed jak i po zatniu, dlatego te podgto proke
dopasowania nowego modelu regresji wielorakiejydt tlanych.

Na podstawie uzyskanych wynikow badgak rowniez wynikéw korelacji oraz na
podstawie doniesteliteraturowych zaobserwowana, ma wielké¢ mutagennéci M badanej
testem Amesa bez frakcji mikrosomalnej S9-mix dladyw modelowej dezynfekowanej
chlorem wptyw mialy: sgzenie OWO, azotu amonowego i organicznego oraz dahlau.
W Tabelach 21 i 22 przedstawiono wyniki dopasowyaanodelu regresji wielorakiej dla
wody modelowej dezynfekowanej chlorem i wody modedpdezynfekowanej chlorem po

wczesniejszym wprowadzeniu dwutlenku chloru.



dezynfekowanej chlorem

modelowej dezynfekowanej chlorem.

Tabela 21. Wyniki regresji wielorakiej dla wody meldwej dezynfekowanej chlorem

1.5.1. Dopasowanie modelu regresji wielorakiej do danychwady modelowej

W Tabeli 21 przedstawiono wyniki dopasowywania modegresji wielorakiej dla wody

. Wspotczynnik 2 Btad
Zmienne | Wyraz wolny regresii R? ) R standardowy
X Bo B, skorygowany estymadji
OoOWO 2125
NH," 202,5
I N-org -1348 2270 0,94 0,87 337
Cl, 103,8
OoOWO 368,1
Il NH," -1404 1054 0,93 0,89 307
N-org 3738
owo 368,1
11 NH." -932,3 1618 0,92 0,89 306
OoOWO 368,1
v N-org -2007 9374 0,90 0,86 349
OoOWO 342,9
Y NH," -912,4 1492 0,92 0,87 335
Cl, 16,82
OoOwWO 178,7
VI N-org -1346 4479 0,93 0,90 302
Cl, 126,3

Na podstawie uzyskanych wynikow widaiz zarowno wspotczynniki determinaciji
R? oraz B — skorygowany byly wysokie i poréwnywalne, wzkigm badanym przypadku,
jak réwniez biad standardowy estymacji wykazywat dla tych wariantidodobr wartas¢.
Jednalke tylko w dwoch przypadkach uzyskane wspoétczynnéigresiji i wyraz wolny byty
istotne statystycznie. Byty to warianty, w ktéryelgbrano nasjpujace zmienne obfmiajace:
OWO, azot amonowy lub azot organiczny (wariant IN). Ze wzgkdu na, ¥ w przypadku
Il uzyskano najwysze wartéci R° = 0,92 i R-skorygowany oraz najimszy bhd
standardowy estymaciji jako najlepiej dopasowany ehaggresji do wynikow z wody
modelowej dezynfekowanej chlorem uznano model @taedony w wariancie lll, gdzie
Bo=-932,3; Bowo=368,1 a Pn-nma+=1618. Uzyskany model
nastpujaca posta:

f = -932,3 + 368,1 *OWO + 1618* Nii

regresji wielorakiej miat

3
I. rew./dm
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1.5.2. Dopasowanie modelu regresji wielorakiej do danyctvay modelowej po
zastosowaniu dwutlenku chloru przed dezynfekciilorem

Na podstawie uzyskanych wynikbw dopasowywania modelgresji wielorakiej do
danych z wody modelowej dezynfekowanej chlorem @stasowaniu dwutlenku chloru jako
wstepnego utleniacza (Tabela 22) zauoao, ©z zarOwno wspotczynniki determinacii
R? oraz B — skorygowany byly d@ wysokie i poréwnywalne, w kalym badanym
przypadku, jednate nizsze ni te uzyskane dla wody modelowej dezynfekowanejreinto
Réwniez blad standardowy estymacji wykazywat dla tych warianfiodobra wartas¢, cha

w wariancie | odbiegaga od pozostatych.

Tabela 22. Wyniki regresji wielorakiej dla wody meldwej po zastosowaniu dwutlenku chloru przed
chlorowaniem

. Wspotczynnik 2 Btad
X Zmienne | Wyraz wolny regresji R? K R standardowy
X Bo B, skorygowany estymagji
OwWO 18,52
NH," -218,0
| N-org -116,2 1303 0,70 0,41 385
Cl, 116,7
OwWO 171,7
Il NH," -276,7 511,5 0,69 0,51 349
N-org 1546
OWO 171,7
[} NH, -81,5 744.7 0,69 0,59 322
OwWO 171,7
v N-org -569,3 2282 0,67 0,55 334
OWO -0,79
\% NH," 64,62 -118,1 0,70 0,52 347
Cl, 131,4
OwWO 59,03
VI N-org -144.3 1233 0,70 0,53 344
Cl, 85,85

Jednake tylko w jednym przypadku uzyskane wspétczynniggresji, bez wyrazu
wolnego byty istotne statystycznie. W tym przypadkayskano rownie najwyzsza wartgsé
R?-skorygowany = 0,59 oraz najsizy bhd standardowy estymacii,ast tez jako najlepiej
dopasowany model regresji do wynikébw z wody modejopo zastosowaniu dwutlenku
chloru przed dezynfekgjchlorem uzyskano w wariancie 1ll, gdzfg=-81,5; Bowo=171,7

apPn-nna+=744,7. Uzyskany model regresji wielorakiej miastpujaca postd:

3
f = -81,5+171,7 *OWO + 744,7* Nif l. rew./dm
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2. Woda rzeczywista — etap Il bada

Badania na rzeczywiste] uzdatnionej wodzie powienrmvej po procesie jej
dezynfekcji przeprowadzono w celu oceny jako zdrowotnej wroctawskiej wody
wodochgowej w aspekcie powstaych pochodnych chlorowych. Z uwagi na sezomow
zmiennd¢ skiadu jakéciowego wody badania prowadzone byty w cyklu rocanyVyniki
podstawowych parametrow fizyczno-chemicznych wodywiprzchniowej oczyszczanej
w ZOW ,Mokry Dwor” przedstawiono w Tabeli 23.

Tabela 23. Skiad fizyczno-chemiczny wody rzeizigyv

Woda Data Barwa |Metnosé Absorbancja| Przewodnictwo| ~ AZOt |Utlenialnosé
| poboru 3 pH 4 organiczny 5
-oznaczenie wody mgPt/dm®| NTU m uS/cm mgN/dm® mgO,/dm
W1 |pazdziernik 8,0 04 | 7,8 6,8 520 0,40 3,0
W2 grudzien 8,0 0,7 | 83 6,2 519 0,43 2,7
w3 styczei 6,0 0,5 7,7 ! 510 0,46 2,9
w4 luty 5,0 06 | 7,8 2,3 555 0,60 3,4
W5 marzec 5,0 02 | 7,7 6,7 583 0,46 2,2
we | kwiecien 3,0 02 | 7,7 59 625 0,43 2,7
w7 maj 6,0 01 | 7,5 9,6 649 0,48 3,3
ws | czerwiec 8,0 05 | 82 8,6 661 0,43 3,3
w9 lipiec 8,5 03 | 7,6 2,2 525 0,80 3,1
W10 | sierpien 7,0 06 | 7,7 6,8 395 0,48 3,6
Srednia 6,7 0,4 - 6,3 539 0,49 3,1

W okresie rocznych badawoda powierzchniowa oczyszczana w ZOW ,Mokry
Dwor” charakteryzowata sistabilnym sktadem fizyczno-chemicznym i w zakrdsaelanych
wskaznikéw jakasci, odpowiadata wymaganiom okienym Rozporadzeniem Ministra
Zdrowia z dnia 29 marca 2007 r. w sprawie jakavody przeznaczonej do speia przez
ludzi [80].

Woda byta klarowna - ginoi¢é wody zmieniata si w zakresie 0,1+0,7 NTU/f przy
sredniej wartéci 0,4 NTU/nT; barwa wody wahata siod 3,0+8,0 mg Pt/dinprzy wartdci
sredniej 6,7; o odczynie obgipym (7,5-8,2);srednio zmineralizowana (395- 661iS/cm
Z wartccia sredni — 539 uS/cm). Azot organiczny wygbowat w s¢zeniach 0,40 — 0,80
mgN/dnT - srednio 0,49 mgN/dfh Absorbancja UYss zmieniata si w granicach 5,0 9,6 th
przy  $redniej  wartdci 6,3 m?, a utlenialnéc byta ~w  zakresie

2,2-3,6 mg @dm® przyjmujc wartgé sredni réwng 3,1 mg Q/dn’.
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Zawartd¢ ogdlnego wgla organicznego wahatacsiv zakresie 2,6- 4,8 mgC/dmprzy
sredniej wartéci 3,5 mgC/dm. Sezenie azotu amonowego agato warté¢ od 0,06 do
0,32 mgNH'/dm®, srednio przyjmujc wartag¢ 0,12 mgNH/dm® i tylko raz wystpowato
w ilosciachsladowych (Wykres 25 a, b).

Zawarto ¢ OWO
w wodzie oczyszczanej w ZUW "Mokry Dwor"
4. 4,7
™ 5,0+
1< 3,5 3,7 3,7
2 4,01 59 31 30 3.3
S i 26 | /A
E 3,01 '
o
= 2,01
(@)
1,0+
0,0 : : : : : : : : : :
X XIl | 1 1 \% \% VI Vil VIl
miesi gce
Stezenie azotu amonowego
w wodzie oczyszczanej w ZUW "Mokry Dwér"
o 0,40+ 0,32
s 5
S % 0,30+
€ I
: z 0,20+ 0.
e 2 : 0-69 0,10 0,10 010 | 010
© ' 0,08 0,06
0,10- ' , ' ' ' ' '
|
V' 4 ' /
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
X Xl | Il 11 \Y V VI VII VIl
miesi gce

Wykres 25 aib. Zawarfd OWO i skzenie azotu amonowego w wodzie rzeczywistej

2.1. Woda rzeczywista dezynfekowana chlorem — etap II1A

W celu ustalenia zateosci pomkdzy zawartéca OWO, stzeniem azotu amonowego
i dawka chloru a aktywngécia mutagena wody, wod rzeczywisi w tym etapie bada
dezynfekowano chlorem.

Na podstawie krzywych zapotrzebowania ustalono damdrmalne chloru, ktére

zmieniaty sé w niewielkim stopniu w zakresie 1,5-2,7 mg@® — Wykres 26.
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Dawka normalna chloru w wodzie oczyszczanej w ZUW
- w cyklu rocznym

"’E 3,5
S W dawka chloru
3,0 2,7
5 2,5
22,5
g 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
52,0
<= 1,5 1,5
©15 -

1,0

0,5 +

0,0 -

X XI | I 1l v \% Vi VI Vil
miesi ac

Wykres 26. Dawka normalna chloru zastosowanaathborowania wody rzeczywistej

2.1.1. Uboczne produkty dezynfekcji wody rzeczywistej chlo

W rezultacie chlorowania wody zawiete¢] zwihzki organiczne powstaje szereg
produktow ubocznych procesu. Chlorowanie wody ryecstej rowniez jak w przypadku
wody modelowej powodowato wytworzenie ubocznych doikdOéw tego procesu, ktore
oznaczane byty jako AOX (Wykres 27) i HAA (Wykre8 a,b).

AOX w wodzie oczyszczanej w ZUW - w cyklu rocznym

E 70 - ‘ N
=y OAOX przed zatezeniem
= 60 || HAOX po zatgzeniu
X 49
9: 50 |46 44 44 5
39 39
40 - 36 35 - 35
1 27 o8 28
30 3 ~
20 19 17 19
| 12
10 +
0
X XI | 1] I v \% VI VI VIl

miesi ac

Wykres 27. AOX powstate po dezynfekcji chloreodwrzeczywistej

llos¢ powstatych AOX w wodzie — wahatagsiv granicach od 21 do 4@8g/dnt przy
sredniej wartéci 35 pg/dnt, natomiast w ekstrakcie z wod zmieniaka@il 12 do 44ug/dnt,
czyli byta nizszasrednio o0 23 % (0-43 %) — Wykres 27. Znaoy, 62 % (42-93 %) udziat
w AOX, w wodzie przed zateniem, mialy kwasy chlorooctowe. Najpszy — 25 %

(19-35 %) udziat miat kwas monochlorooctowy, kwas idtri-chlorooctowy nieco riszy
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I wynosit odpowiednio: 19 % (11-33 %) i 18 % (7-36), a po jej zatzaniu byt podobny
w przypadku kwaséw mono- i tri-chlorooctowego i wgit odpowiednio: 28 % (17-39 %)
I 16 % (6-27 %) i taki sam dla kwasu dichloroctowedl9 % (8-37 %). Po procesie gatnia
udziat sumy kwasow chlorooctowych w absorbowalnybalogenowych zwazkach
organicznych wynosit 64 % (38-95 %) i zkszyt skt 0 2 %.

HAA w wodzie oczyszczanej w ZOW
o przed zat ezeniem wody OTCIAA
e 50.0 ODCIAA
5 ,
S 45,0 1398 411 OMCIAA
< o
< 38.0 ::13’7 15,2 270 30,2
;8,8 T ] 197 165 5.7] 160 181 9,6 —
VU T 14,8 14,6 6,8 -
15,0 73] 78] | 95 11,0 e 3,2 4
100 +— | = 53 [4,2] a -1 53 [2,7] [3,1] 7.1 ol
— == , ! 3,V T ,
50 111, 11, 71 75 .Z';. 53 8,3 7.8 |
0,0 ' '
X Xl | 1] [ v \% Vi Vil VIiI
miesi ac
HAA w wodzie oczyszczanej w ZOW
- po zat ezeniu wody
£ 500 OTCIAA
5 7 ODCIAA
@ 36,9 OMCIAA
§ 40,0
* 30.0 4 [12.4 27,0 25,5
= — 22,5
1] 8,7 15,4 [2,2] 9,3
20,0 14.3 ; - 13,0 6,7 13,2 14,6 :
: - — 7,6 — '3.0]
10.0 hald 4,4 2,8 6,5 42 [3,0] 5,9
! 4,8 _3,b_ 13.6 0.9: (2,1, 6,3
10,2 9,5 m 66 ' FU:LLJQ;E’j 69 —— 10,3
0,0 ' ' 3.6 e ' >3
X Xl I I [ v \% Vi VI VIl
miesi ac

Wykres 28 a i b. HAA powstate po dezynfekcji chiorevody rzeczywistej

Sumaryczne gkenie HAA w wodzie przed zateniem (Wykres 28a) wahatogav das¢
szerokich granicach 9,5-38,Qg/dnt, przy sredniej wartéci 22,9 pg/dnt. Najwyzszy
42 % (27-54 %) udziat w ich sumarycznymzeniu miat kwas monochlorooctowy a udziaty
pozostatych dwéch kwasow byty podobne i wynosipodiednio 30 % (19-39 %) i 28 %
(16-37 %). Podobnie ksztaltowatyesraleznosci w wodzie po zateniu (Wykres 28b).
Sumaryczne stenie HAA w ekstrakcie wahatoesiv granicach od 7,6-36,Ag/dnT, przy
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sredniej wartéci 18,2 pg/dnt. Najwickszy udziat w sumie kwaséw chlorooctowych miat
kwas monochlorooctowy —$rednio 46 % (28-65 %). Mniejszy udziat miat kwas
di- i trichlorooctowy i wynosit odpowiednio: 30 %28§-43 %) i 24 % (10-36 %)Xrednia
skuteczné¢ odzysku dla sumy HAA wynosita 79 % (59-93 %) a jpkszczegodlnych kwasow
chlorooctowych oagneta wartcgci: 84 % (68-94%) dla MCAA, 79 % (47-99 %) dla DBA
— adla TCAA — 68 % (33-97).

W wodzie nie stwierdzono obedimo pochodnych bromowych kwasu octowego.

2.1.2. Badania bioindykacyjne — test Amesa — woda rzeczhawi etap 1A

Celem bada na wodzie rzeczywistej byta ocena potencjalnejwakbsci mutagennej
wroctawskiej wody wodoagowe] w aspekcie powstgych pochodnych chlorowych.
Jak rownie okreslenie mutagenni@i M badanych wod w celu weryfikacji modelu
Vartiainena. W tym etapie badania prowadzono nazieowodocigowej dezynfekowane]
chlorem, przy #ayciu szczepu testowegBalmonella typhimuriunTA100 i TA98 zaréwno
z frakcpg mikrosomala S9-mix jak i bez jej zastosowania. Ligzlrewertantow
spontanicznych i indukowanych dla TA98 i TA100, vadaniach prowadzonych bez

I z zastosowaniem frakcji S9-mix zamieszczono p&ni

s LR spontanicznych LR indukowanych (pozytywnych)
zczep
-S9—mix | + S9 - mix - S9 — mix + S9 - mix
3328-4105 1758-2633
TA98 22-35 26-40
dla 2,4,7-TNFon dla 2-AF
994-1280 849-870
TA100 99-120 118-150
dla NQNO dla 2-AF

Przy przedstawianiu i ocenie wynikdw przgyaiu podstawowej statystyki opisowej jak
rowniez testowej w tabelach i na wykresach ramkgyv (box-plotach) zyto oznaczeé
prébek wody wedtug schematéw:

1) wx_Ya/b_TAy/z gdzie:
- WX_— oznacza ekstrakt z wody powierzchniowej oceyamej w ZOW ,Mokry Dwor”
i poddanej w warunkach laboratoryjnych dezynfekajiktorej x oznacza kolegnproblke
wody pobran w cyklu rocznym wedtug schematu:
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okres zimowo-wiosenny okres letnio-jesienny

- wl — woda pobrana w pdzierniku, - w6 — woda pobrana w kwietniu,
- w2 — woda pobrana w grudniu, - w7 —woda pobrana w maju,

- w3 —woda pobrana w styczniu, - w8 — woda pobrana w czerwcu,
- w4 — woda pobrana w lutym, - w9 — woda pobrana w lipcu,

- w5 — woda pobrana w marcu, - w10 - woda pobrana w sierpniu,

- Ya/b — sposo6b dezynfekcji wody

0 Ya-—chlorem,

0 Yb —chlorem wczéniejszym dawkowaniu dwutlenku chloru,
- TAy/z — zastosowany do batlhioindykacyjnych szcze$. typhimuriuml00 lub 98,
np. wl_C} TA100 — oznacza wedpowierzchniow oczyszczapw ZOW ,Mokry Dwor”
i dezynfekowan chlorem badantestem Amesa zzyciem szczepu TA100, bez zastosowania
frakcji mikrosomalnej S9

2) wx_f _Yal/b_TAy/z gdzie:

- Oznaczenia jak wag]
- _f -informuje, ¥ ekstrakt wody badany byt z zastosowaniem frakdirasomalnej S9
np. wl_f C} TA100 — oznacza waedpowierzchniow oczyszczampw ZOW ,Mokry Dwor”
i dezynfekowan chlorem badantestem Amesa zzyciem szczepu TA100, z zastosowaniem
frakcji mikrosomalnej S9

2.1.2.1.Wyniki testu Amesa wraz ze statystgkisowa — etap I1A

Ponizej przedstawiono podstawavetatystylk opisows wynikow testu Amesa dla wody
rzeczywistej dezynfekowanej chlorem dla wariantow zastosowanym szczepem
S. typhimuriumTA100 i TA98 zaréwno z jak i bez aktywacji metabohej (Tabela 24-27),
tj. wyliczono s$redni liczbe rewertantow dla danej probki wody wraz z odchydemi
standardowym jak rownie okreslono minimum i maximum, median oraz rang
I wspotczynnik zmienngei CV.

W przypadku wynikow testu Amesa uzyskanych przyasasvaniu szczepu TA100 bez
zastosowania frakcji mikrosomalnej (Tabela 24) wesie jesienno-zimowyrérednia liczba
rewertantow oaigneta wartd¢ maksymala 113 w padzierniku a minimala w lutym
i wynosita 74. W okresie wiosenno-letnim rgmiwat wzrostredniej liczby rewertantéw od
61 w kwietniu do 170 w sierpniu. Podobny charaktemian jak dla wartéci sredniej
zaobserwowano dla wagm mediany dla poszczegdlnych probek i wekgizaci przypadkow
wartagsci mediany byty bliskiesrednim co oznaczatase dane miaty rozklad symetryczny.
Na podstawie uzyskanych wynikdéw nie zaaomo, aby wartéci statystyk opisowych takich
jak odchylenie standardowe, minimum, maksimum, aamgz wspotczynnik zmienga CV
zmieniaty s¢ podobnie jaksrednia. Analiza pozostatych statystyk opisowychkanrata, i
wyrézniaja sie probki W6, W7, W10, dla ktérych zarébwno odchylesindardowe, jaki

I wartos¢ rangi & znacznie wgksze ni dla pozostatych probek. Szczegodlne znaczenie ma to
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dla prébek W6 i W7, dla ktérych przy matych wadiachsrednich zaobserwowano takzdu

zmiennd¢ (prawie dwukrotnie wakszy) w poréwnaniu z innymi danymi.

Tabela 24. Statystyka opisowa — woda rzeczywigha4ITA100-S9 mix

Statystyka W1 _ W2 _ W3 _ W4 _ W5 _ W6 _ W7 _ w8 _ W9_ W10_
opisowa Cl,_TA100 | ClI, TA100 | Cl,_TA100 | Cl, TA100 | Cl,_TA100 | Cl, TA100 | Cl, TA100 | Cl, TA100 | Cl,_ TA100 | Cl,_TA100
gedia | 113 96 99 74 77 61 66 89 94 174

| 23 16 12 21 20 29 38 11 16 98
min 73 66 76 38 43 21 28 74 70 85
max 168 129 120 121 112 117 153 118 13 395
mediana | 112 96 101 76 79 56 49 86 91 111
ranga 95 63 44 83 69 96 125 | 44 67 270
cv 21% | 17% | 12% | 28% | 26% | 48% | 58%| 13% | 17% | 58%

Tabela 25. Statystyka opisowa— woda rzeczywista {IBA100+S9 mix

Statystyka W1 _f_ W2 _f_ W3 _f_ W4 _f_ W5 _f_ W6 _f_ W7 _f_ w8 _f_ Wo_f_ W10_f_
opisowa Cl,_ TA100 | ClI, TA100 | Cl,_TA100 | Cl, TA100 | Cl, TA100 | Cl, TA100 | Cl, TA100 | Cl, TA100 | Cl,_TA100 | Cl,_TA100
srednia 111 97 60 91 77 59 63 78 78 89

odctylene | 10 13 21 8 10 13 13 6 9 10
min 93 72 14 72 58 34 37 64 60 76
max 131 122 81 103 08 82 92 94 98 110

mediana | 110 99 68 91 75 59 64 78 76 85
ranga 38 50 67 31 40 48 55| 30 38 34
cv 9% 13% | 34% 9% 13%| 22%| 20% 8% 11% | 11%

Tabela 26. Statystyka opisowa — woda rzeczywisha 4ITA98-S9 mix

Statystyka Wi _ w2 _ W3 _ w4 _ W5 _ W6 _ W7 _ w8 _ W9_ W10_
opisowa Cl, TA98 | Cl, TA98 | CI, TA98 | CI, TA98 | Cl, TA98 | Cl, TA98 | Cl, TA98 | Cl, TA98 | Cl, TA98 | Cl, TA98
srednia 14 19 16 19 16 17 13 12 15 18

sandaioe| D S 5 S 5 6 S 4 4 6
min 5 8 7 10 6 7 5 5 7 8
max 27 28 24 30 26 30 22 23 22 28
mediana 13 19 16 19 16 16 13 11 15 18
ranga 22 20 17 20 20 23 17 18 15 20
cv 33% 29% 30% 29% 33% 34% 379 38% 29% 326

Tabela 27. Statystyka opisowa — woda rzeczywigka ITA98+S9 mix

Statystyka W1 _f_ w2 _f_ W3 _f_ W4 _f_ W5 _f_ W6 _f_ W7_f_ w8 _f_ wo_f_ W10_f
opisowa Cl, TA98 Cl, TA98 Cl, TA98 Cl, TA98 Cl, TA98 Cl, TA98 Cl, TA98 Cl, TA98 Cl, TA98 Cl, TA98
Srednia 23 25 21 29 21 23 19 17 23 23

odetyene | 5 15 5 5 3 8 6 4 7 6
min 17 4 9 19 16 13 6 9 12 15
max 34 54 32 38 27 43 36 23 45 38
mediana | 5o 20 21 28 21 23 19 17 22 22
ranga 17 50 23 19 11 30 30 14 33 23
cv 24% 60% 24% 18% 14% 32% 319 23% 30¢6 266
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W przypadku wody wodoggowej dezynfekowanej chlorem badanej wcie Amesa
szczepenS. typhimuriumlTA100 z zastosowaniem frakcji (Tabela 25) nie zaolwowano
dwych r&nic w wartgciach statystyk dla poszczegolnych prébek. Zaréwdohylenie
standardowe, ranga jaki i wspotczynnik zmiesudoylty do siebie zb#ione, za wyjtkiem
probki W3. Natomiast warfoi srednie uktadaty siw sposdb charakterystyczny podobny jak
dla probek z woéd badanych bez zastosowania frakig. probek W1 do W5 minimalna
wartas¢ sredniej wynosita 60 (dla wody pobranej w stycznmpksymalna 111 (gdziernik),

a dla probek od W6 do W10 miat miejsce wzréstdniej liczby rewertantow od 59
w kwietniu do 89 w sierpniu.

W przypadku tych samych probek wody wodgowej badanej testem Amesa
z zastosowaniem szczepu TA98 bez frakcji (Tabe)anztasci srednie nie ukladaty sitak
jak dla wody badanej szczepem TA100. Nie zaioma tendencji wzrostowej czy spadkowej
w liczbie rewertantéw. Dla wszystkich probek wadicodchylenia standardowego, rangi jak
réwniez wspétczynnika zmienrsgi dla poszczegdlnych prébek byly do siebie zbie.

A wartasci mediany byty bliskigrednim, czyli dane miaty rozklad symetryczny.

Dla wody wodocigowej badanej szczepem TA98 z zastosowaniem fréKkajela 27),
wyrozniata s¢ probka W2, gdzie warai odchylenia standardowego, rangi i wspétczynnika
zmienndci byly dwo wieksze nk dla pozostatych prébek. Dla wszystkich probek woéait

srednie byly do siebie zldone i nie zaobserwowaradnych charakterystycznych tendenciji.

2.1.2.2.Rozktad prawdopodoh&wa liczby rewertantéw dla wody rzeczywistej - 1A

W analizie wynikéw dotyczych rozktadu prawdopodobiistwa liczby rewertantow dla
wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem gtai pod uwag, podobnie jak w przypadku
wody modelowej, wyniki uzyskane testem Shapiro-\Wjlkoniewa pozostate dwa testy s
testami asymptotycznymi, czyli dziadaymi poprawnie dla probek o #ej liczndci.
Statystyka testowa wynikéw testu Amesa z i bezasastania aktywacji metabolicznej dla
szczepu testowego TA100 zostata zamieszczona wWiRdha dla TA98 w Tabeli 29.

W przypadku wody wodoggowej dezynfekowanej chlorem badanej przy zastosmwa
szczepu TA100 (Tabela 28) ponad potowa danych ni@titad normalny i dio czsciej
odrzucona byfa hipoteza o tyre dane pochodzz rozkladu normalnego w przypadku wody
badanej bez zastosowania frakcji mizastosowaniem frakcji. Dla wéd badanych przyciu
szczepu TA98 (Tabela 29) tylko woda W9 _CI2_TA 9&tyli pobrana w lipcu i badana

z zastosowaniem frakcji nie miata rozktadu normgne
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Tabela 28. Statystyka testowa — woda rzeczywigta TA100 £S9 mix

Testy normalnasci

Proba N Koismo_gorowa- Lilieforsa | Shapiro-Wilka Rozkiad
mirnova

W1 CI2_TA100 31 p<0,15 p<0,01 0,058265 normalny
W1 CI2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,504288 normaln
W2_CI2_TA100 28 p > 0,20 p > 0,20 0,583007 normalny
W2_Cl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,900406 normaln
W3_CI2_TA100 34 p > 0,20 p > 0,20 0,37114 normalny
W3_CI2_TA100f 25 p<0,10 p<0,01 0,000178 brak normalngi
W4 CI2_TA100 33 p > 0,20 p <0,20 0,141048 normalny
W4 _Cl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,367209 normaln
W5 CI2_TA100 34 p>0.20 p<0,15 0,021815 brak normalndci
W5 _CI2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,839984 normaln
W6 _CI2_TA100 34 p>0,20 p<0,10 0,006227 brak normalndci
W6_CI2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,649817 normaln
W7 _CI2_TA100 34 p<0,01 p<0,01 0,000008 brak normalioi
W7_Cl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,134521 normaln
W8 CI2_TA100 31 p<0,01 p<0,01 0, 0015 brak normalrai
W8 Cl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,567396 normaln
W9 _CI2_TA100 33 p > 0,20 p > 0,20 0,16520 normalny
W9_Cl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,629022 normaln
W10 CI2 TA100 34 p <0,05 p<0,01 0,00001 brak normalrai
W10 CI2_TA100f 25 p<0,10 p<0,01 0,007886 brak normalnéi

Tabela 29. Statystyka testowa — woda rzeczywigta [ITA98 £S9 mix

Testy normalnosci

Proba N Ko%sn:r:)i?:c:\cl);va— Lilieforsa | Shapiro-Wilka Rozktad

W1 CI2 TA98 25 p>0,20 p < 0,05 0,266368 normalny
W1_CI2_TA 98f 13 p > 0,20 p > 0,20 0,145554 norrgaln
W2_CI2_TA 98 24 p > 0,20 p > 0,20 0,716825 normalny
W2_CI2_TA 98f 25 p > 0,20 p < 0,05 0,054703 normalny
W3 _CI2_ TA 98 25 p > 0,20 p > 0,20 0,335796 normalny
W3_CI2_TA 98f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,769274 norrgaln
W4 _CI2_TA 98 23 p > 0,20 p > 0,20 0,543008 normalny
W4_CI2_TA 98f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,484258 norrgaln
W5 CI2_TA 98 25 p > 0,20 p > 0,20 0,682673 normalny
W5_CI2_TA 98f 25 p > 0,20 p <0,15 0,355775 norrgaln
W6_CI2_TA 98 25 p > 0,20 p <0,15 0,301509 normalny
W6_CI2_TA 98f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,059570 norrgaln
W7_CI2_TA 98 23 p > 0,20 p > 0,20 0,313108 normalny
W7_CI2_TA 98f 25 p > 0,20 p <0,10 0,187570 norrgaln
W8 CI2_TA 98 25 p > 0,20 p > 0,20 0,289084 normalny
W8_CI2_TA 98f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,451468 norrgaln
W9 CI2 TA 98 25 p > 0,20 p > 0,20 0,658489 normalny
W9 CI2_TA 98f 25 p>0,20 p <0,20 0,011689 brak normalndci
W10_CI2_TA 98 25 p > 0,20 p > 0,20 0,413198 noripaln
W10_CI2_TA 98f 25 p > 0,20 p > 0,2Q 0,214899 nomyal
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2.1.2.3.Krzywa zatenosci dawka — odpowieddla wody rzeczywistej - 1A
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Wykres 29 a, b, c, d. Zajeosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem Zda#ernik
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Wykres 30 a, b, c, d. Zajeosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem -ogieni
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Wykres 31 a, b, ¢, d. Zaleos¢ dawka-odpowiefldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem ezay
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Wykres 32 a, b, c, d. Zajeosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chloremy lut
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Wykres 33 a, b, ¢, d. Zajeos¢ dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem - zear
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Wykres 34 a, b, ¢, d. Zajeos¢ dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem -doigi
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Wykres 353, b, ¢, d. Zalgnosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem — maj
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Wykres 36a, b, c, d. Zalgnosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem +wize
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Wykres 37a, b, ¢, d. Zalgnosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem ietip
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Wykres 38a, b, c, d. Zalgnosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem +psés
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Na Wykresach od 29a do 38d przedstawiono chardkizeywej zalenosci dawka
—odpowied dla wody rzeczywistej dezynfekowanej chloreadanej w cyklu rocznym przy
uzyciu szczepow testowycBalmonella typhimuriunTA100 i TA98 zaréwno z jak i bez
frakcji S9-mix.

W przypadku dwoéch probek wody wodggowej dezynfekowanej chlorem, czyli dla
probki pobranej w palzierniku (dla szczepu TA100 bez frakcji) — Wyk23a i w sierpniu
(rowniez TA100 bez frakcji) - Wykres 38a, krzywa dawka-odpedz miata
charakterystyczny dla testsalmonellaprzebieg - wraz ze wzrostem gagnia wody rosta
liczba rewertantow,zado osagniccia wart@ci maksymalnej, po ktorej dalsze gainie wody
powodowato spadek ifgi rewertantow, czyli pojawiat sitzw. efekt toksyczny. Dla
pozostatych probek wody niezalee od wzrostu zatenia probki nie rosta liczba
rewertantow, czyli uzyskane wyniki uktadatyg sv postaci linii prostej.

Analizujac wykresy ramka-wsy dla wody wodoeigowej badanej w teie Amesa
szczepem TA98 i porownag wyniki dla wody z zastosowaniem i bez zastosowdrakciji
stwierdzono,ze dla wszystkich prébekrednia dla wody z zastosowaniem frakcji byta
podobna daredniej bez zastosowania frakcji. Natomiast dla ywoddanej szczepem TA100,
nie zaobserwowano zaleosci podobnych jak dla wody badanej szczepem TA98rtoka
srednie dla wody bez zastosowania frakejiraz mniejsze raz wksze w poréwnaniu do
wartasci  srednich z zastosowaniem frakcji. Dla wody bez zsst@nia frakcji
zaobserwowano réwniedwzo wicksza zmiennd¢ w danych ni dla wody z zastosowaniem

frakcji.

2.1.2.4.Wspo6tczynnik mutagensu (MR) wody rzeczywistej - [IA

Wyniki testbw Amesa przeprowadzonych na ekstraktagbd rzeczywistych
dezynfekowanych chlorem, badanych za pamszczepéw testowych baktealmonella
typhimuriumTA100 i TA98 z jak i bez aktywacji metabolicznegpdstawiono na Wykresach
od 39 do 48.

a) Wyniki testow Amesa dla wody powierzchniowej ygzczanej przez ZOW ,Mokry
Dwor”, dezynfekowanej chlorem, badanej w okressgeno-zimowym — Wykres 39-43.
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Woda z Mokrego Dworu (pa zdziernik) dezynfekowana Cl :$ﬁgg ;Sé’;
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 ETAL00 - S9
2,0 — ATAINN L SO
2,0 19
1,4
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
Wykres 39. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem — pgdziernik
Woda z Mokrego Dworu (grudzie n) dezynfekowana Cl , :TA98 -S9”
: TA98 + S9
MR
badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 = S9 BTALO0 - SO
2,0 ETA100 + S9

1,2
11
I I oyg

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
Wykres 40. MR wody powierzchniowej rzeczywidtgynfekowanej chlorem — grudze
Woda z Mokrego Dworu (stycze n) dezynfekowana Cl , ETA98 -S9"
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 BTA98 + S9
20 ETAL00 - S9
' ETAL00 + S9
1,5
1,2
1,0
1,0
0,5 1
0,0 -
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
Wykres 41. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem — styczg
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Woda z Mokrego Dworu (luty) dezynfekowana CI ETA98 -S9"
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 BTA98 + S9
20 ETA100 - S9
' ETAL00 + S9
1,5
1,1
1,0
1,0
0,5 1
0,0 -
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
Wykres 42. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkgjrem — luty
Woda z Mokrego Dworu (marzec) dezynfekowana Cl :TAgg 'S‘é’;
; TA98 +
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 ETALOO - S9
ETAL100 + S9
1,2
1,0
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 43. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem — marzec

W przypadku wody powierzchniowej uzdatnianej w ZOWMokry Dwor”
dezynfekowanej chlorem w okresie jesienno-zimowywWyKresy od 39 do 43), nie
stwierdzono wysfpowania zwizkdbw o charakterze mutagennym, ktore miatyby istotn
wpltyw na podwyszenie rewersji indukowanej szczep&@almonella typhimuriunTA100
i TA98, zarowno z aktywagj metabolicza jak i bez niej. Pomimo rozszerzania zakresu
zakzen do 1 000x, w tym okresie, tylko w jednym przypadétwierdzono wyspowania
w badanych wodach dezynfekowanych chloremazkéw o charakterze mutagennym, ktore
mialy istotny wpltyw na podwiszenie rewersji indukowanej tylko szcze@almonella
typhimurium TA100 bez aktywacji metabolicznej i miato to megsw przypadku prébki
wody pobranej w miescu padzierniku, kiedy to wskanik MR byt rowny 2,0 przy zateniu
wody 600x (Wykres 39). Poza tym uzyskano w jedymidwoch przypadkach podwszone
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wartasci rewersji indukowanej powodage wzrost wskanika mutagennai MR do wartdci
bliskiej 2,0 w przypadku testéw bez zastosowarastdji mikrosomalnej. Oggnicta wart@é¢
MR réwna 1,9 miata miejsce dla wody pobranej wdzzerniku w zatzeniu 1 000x, badanej
przy wyciu szczepu TA100 (Wykres 39). Wstée na wodzie z marca (Wykres 43), przy
zakzeniu 100 razy wartgé MR dla szczepu TA98 réwniewyniosta 1,90. Pozostate wody,
badane, w okresie jesienno-zimowym, przyaiu testu Amesa bez zastosowaniem frakcji
mikrosomalnej wtroby szczurOw oraz wszystkie z jej zastosowani@m, wykazywaty

potencjalnych wigciwosci mutagennych.

b) Wyniki testow Amesa dla wody powierzchniowej y&zczanej przez ZOW ,Mokry
Dwoér”, dezynfekowanej chlorem, badanej w okresiesgnno-letnim (Wykres 44-48)

Woda z Mokrego Dworu (kwiecie 1) dezynfekowana Cl , :mgg ;33;
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 ETA100 - S9
2.0 ETA100 + S9
1,3
11 I 1,2
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
Wykres 44. MR wody powierzchniowej rzeczywidtgynfekowanej chlorem — kwiedie
Woda z Mokrego Dworu (maj) dezynfekowana Cl B TA98 -S9"
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 = S9 WTA9S + 59
ETAL00 - S9
2,0 ETA100 + S9
1,6
1,5
1,5 o 1,4
1,2 — 11 —
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- o— ! >
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Wykres 45. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem — maj
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Woda z Mokrego Dworu (czerwiec) dezynfekowana Cl B TA98 -S9"
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 = S9 =$ﬁ?go+_5899
2.0 ETA100 + S9
1,2 i 1,2
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
Wykres 46. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem — czerwiec
Woda z Mokrego Dworu (lipiec) dezynfekowana Cl :TA98 -S9°
. TA98 + S9
+
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 = S9 BTAL00 - SO
2,0 ETAL00 + S9
15
1,5 - 13
; 11
10
1,0 ~
=)
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Zatezenie
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Wykres 48. MR wody rzeczywistej dezynfekowah&jrem — sierpié
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W okresie wiosenno-letnim tylko w jednym przypad&wierdzono wysjpowanie
w badanych wodach zwikow o charakterze mutagennym. Wakit mutagennéci MR
w wodzie pobranej z ZOW ,Mokry DwoOr’ w sierpniu bawkj przy wayciu szczepu
S. typhimuriumTA100 (Wykres 48) przekroczyt znago wartéé 2,0 osagajac przy
zakzeniu 400x warté¢ 3,1 a przy 500x najwgza wartas¢ spagrod wszystkich badanych wod
powierzchniowych niezakmie od sposobu dezynfekcji wynasz - 4,2. Natomiast przy
zakzeniu 800x wart& wskanika mutagenngei, uzyskana rowniedla szczepu TA100 byta
bliska 2,0, przyjmujc wartg¢ 1,9. Pozostate wody dezynfekowane chlorem, badane
w okresie wiosenno-letnim tak jak wody badane weslg jesienno-zimowym, przyzyciu
testu Amesa bez zastosowaniem frakcji mikrosomalagjoby szczuréw i wszystkie z jej
obecndcia, nie wykazywaty potencjalnych wideiwosci mutagennych.

Z reguly w tym czasie z uwagi na warunki klimatyezmwzrasta il&¢ zwiazkéw
zanieczyszczagych woa zaréwno pochodzenia naturalnego jaki i antropaemgo.
W wyniku chlorowania zmieniaj sic wilasndci toksykodynamiczne powstaych
zanieczyszcze czego efektem jest podwszenie wskaznika mutagennai dla szczepu
S. typhimurium TA100 [30]. Uzyskane warfoi wskanika mutagenni dowodzity

Znacznego jej zanieczyszczenia zkiami o aktywnéci biologicznej.

2.1.2.5.Mutagenngé M wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem

Ze wzgkdu na to, # w wigkszasci przypadkow dla wody rzeczywiste] dezynfekowanej
chloremnie udato si wyliczy¢ mutagennéci M na podstawie wynikéw uzyskanych testem
Amesa z uyciem szczepu testowe@almonella typhimuriuriA98, poniewa wspotczynnik
kierunkowyp1 czsto osagat wartéd¢ ujemry a przez to rowniemutagenng M uzyskiwata
wartas¢ ujemra, w pracy zamieszczono tylko wyniki mutageseidv dla szczepu testowego
TA100 zaréwno z jak i bez zastosowania frakcji. &ty jak wynika z badaprowadzonych
przez Vartiainena model do prognozowania mutagenneody do picia opracowany zostat
na podstawie wynikow testu Amesa uzyskanych z gastaniem szczep8. typhimurium
TA100 (bez aktywacji metabolicznej) [21]. Uzyskatla wody rzeczywistej dezynfekowanej

chlorem mutagenré M przedstawiono na Wykresie 49.
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Wykres 49. Obserwowana mutagegddl wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem

Mutagenné¢ M probek wody uzyskana dla szczepu TA100 bezozastania frakcji
mikrosomalnej w okresie jesienno-zimowym (Wykred d8agneta wartdé od 82 rew/dm
dla wody pobranej w lutym do 872 rew/dmla wody pobranej w gazierniku. W okresie
wiosenno-letnim najwisz wartg¢ mutagenngci M osiagnicto dla wody badanej w sierpniu
— 2047 a najrilsz w lipcu — 518 rew/drh Na podstawie uzyskanych wynikéw wigaz
w okresie wiosenno-letnim napbwat wyrany wzrost mutagensoi wody badanej testem
Salmonellaz uzyciem szczepu TA100 bez frakcji. Mutage®dit uzyskana dla tych samych
prébek wod badanych testem Amesa z zastosowanigkgjifosagneta réwniez w lutym
(217 rew./dm) najnizsza wartci¢ dla okresu jesienno-zimowego a napss 997 w styczniu
(w obu przypadkach przewszapc warté¢ M osikgnigta w badaniu bez zastosowania
frakcji). W okresie wiosenno-letnim mutagedéoM badana z zastosowaniem frakciji
w kazdym przypadku byta znaczniezesza od mutagensdo uzyskanej w testach bez frakcji
i osiagnela wartdé najnizsz dla wody badanej w kwietniu (147 rew./dma najwysz
w lipcu (229 rew./dr). Analizujac wyniki dla mutagenn@i M uzyskane szczepem TA100
w tescie Amesa dla rzeczywistej dezynfekowanej chloreadamej w cyklu rocznym
w poréwnaniu z wynikami chemicznymi wody takimi jakawarté¢ OWO, stzenie azotu

amonowego, dawka chloru czytskzenia chloropochodnych (AOX i HAA), nie zausno
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jakiejkolwiek regularnéci i zaleznosci, ktora wykazano w wodzie modelowej
dezynfekowanej chlorem.

2.2.Woda rzeczywista po zastosowaniu dwutlenku chlorumed dezynfekcp chlorem
—etap IIB

W celu ustalenia wptywu zawatm OWO, stzenia azotu amonowego i dawki chloru
na aktywné¢ mutagena wody po zastosowaniu dwutlenku chloru jako utlené&a do wody
rzeczywistej w tym etapie bagl@rzed dezynfekgjchlorem wprowadzono dwutlenek chloru
w dawce 0,4 mgCldn.

Przy wstpnym utlenianiu dwutlenkiem chloru woda rzeczywistaykazywata
zapotrzebowanie na chlor wlt od 1,0 do 2,5 mg@dm® — Wykres 50.

Dawka normalna chloru w wodzie oczyszczanej w ZUW
- w cyklu rocznym
«_3,0
£ @ dawka chloru
™25 -
@)
(@]
€20
S
51,5 -
1,0 A
0,5 -
0,0 -
X Xl | I ] v \% \| VI Vil
miesi ac
Wykres 50. Dawka normalna chloru zastosowana ddorowania wody rzeczywistej po zastosowaniu

dwutlenku chloru

2.2.1. Uboczne produkty dezynfekcji wody rzeczywistejapetiB

W rezultacie chlorowania wody zawietegj zwhzki organiczne po wgpnym
dawkowaniu dwutlenku chloru rowriepowstaje szereg produktow ubocznych procesu.
Chlorowanie wody rzeczywistej po zastosowaniu £lOwniez jak w przypadku wody
modelowej powodowato wytworzenie ubocznych produktégo procesu, ktére oznaczane
byty jako AOX (Wykres 51) i HAA (Wykres 52 a,b).
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AOX w wodzie oczyszczanej w ZOW - w cyklu rocznym
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Wykres 51. AOX powstate w wodzie rzeczywistegggstosowaniu dwutlenku chloru przed chlorowaniem

llos¢ powstatych AOX w wodzie — wahatagsiv granicach od 8 do 4@g/dnt przy
sredniej wartéci 25 pg/dnt, natomiast w ekstrakcie z wod zmieniatasil 9 do 37ug/dnt,
czyli byla nizszasrednio o 31 % - Wykres 51. Udziat kwasow chloroegtoh w AOX
w wodzie wynosit dla: MCAA — 21 % (6-37 %), DCAAL6 % (6-36 %) a dla TCAA — 16 %
(6-34) dla sumy HAA — 53 % (24-86 %) a po jejezahiu byt podobny w przypadku kwaséw
mono- i di-chlorooctowego i wynosit odpowiednio: 24 (8-45 %) i 23 % (9-39 % ) a dla
kwasu trichloroctowego wynositednio - 16 % (8-34 %). Po procesiegzahia udziat sumy
kwasow chlorooctowych w absorbowalnych halogenowawiazkach organicznych wynosit
srednio 60 % (42-99 %).

Sumaryczne gtenie HAA w wodzie przed zateniem (Wykres 52a) wahatogsiv das¢
szerokich granicach 1,9 - 364p/dnT, przysredniej wartéci 14,4 pg/dnt. Najwyzszy 41 %
(19-78 %) udziat w ich sumarycznymeatniu miat kwas monochlorooctowy a udziaty
pozostatych dwoch kwasow byty podobne i wynosipodiednio 29 % (15-44 %) i 30 %
(13-45 %). Zblkone rezultaty uzyskano dla prébek wody poezatiu (Wykres 52b) .
Sumaryczne stenie HAA w ekstrakcie wahatoesiv granicach od 2,4 - 36Tg/dn?, przy
sredniej wartéci 12,5 pg/dnt. Najwickszy udziat w sumie kwaséw chlorooctowych miat
kwas dichlorooctowy -$rednio 38 % (7-65 %), mniejszy - kwas mono- i tlicboctowy
i wynosit odpowiednio: 36 % (16-65%) i 26 % (11-38). Srednia skuteczrié zatzania
probek wody dla sumy HAA wynosita 77 % (59-93 %)d& poszczegdlnych kwasow
chlorooctowych osagneta wartgci: 68 % (24-95%) dla MCAA, 52 % (36-95 %) dla DA
— adla TCAA — 73 % (48-90).
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W wodzie nie stwierdzono obedimo pochodnych bromowych kwasu octowego.
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Wykres 52 aib. HAA powstate wodzie rzeczywstezastosowaniu dwutlenku chloru przed chlorowani

2.2.2. Badania bioindykacyjne — test Amesa — etap |IB

Celem bada na wodzie wodoggowe] byla ocena jakoi zdrowotnej wroctawskiej
wody wodocagowe] w aspekcie powstaych pochodnych chlorowych, réwiiepo
zastosowaniu dwutlenku chloru. Jak rowniekreslenie mutagenni@i M badanych wod
w celu weryfikacji modelu Vartiainena. Podobie jpaketapie IIA w badaniach zastosowano
szczepy testowBalmonella typhimuriumA100 i TA98 a testy wykonano zar6wno z frakcj
mikrosomala S9-mix jak i bez jej zastosowania. Ligzlpewertantow spontanicznych
i indukowanych dla TA98 i TA100, w badaniach prowadych bez i z zastosowaniem
frakcji S9-mix zamieszczono paei:
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s LR spontanicznych LR indukowanych (pozytywnych)
zcze
P -S9—mix | +S9 - mix - S9 — mix + S9 - mix
3300-4149 1658-2670
TA98 21-34 27-40
dla 2,4,7-TNFon dla 2-AF
1000-1299 859-869
TA100 99-128 122-165
dla NQNO dla 2-AF

Przy przedstawianiu i obrébce wynikéw prziyyaiu podstawowej statystyki opisowej jak
rowniez testowej w tabelach i na wykresach ramkgyv (box-plotach) zyto oznaczeé

probek wody wedtug schematéw przedstawionych w pienk.1.2 .

2.2.2.1.Wyniki testu Amesa wraz z podstavastatystyls opisows — etap |IB
Ponizej przedstawiono podstawavstatystyk opisowa wynikow testu Amesa zaréwno
z jak i bez aktywacji metabolicznej dla wariantdw zastosowanymi szczepami
S. typhimuriumTA100 i TA98 (Tabela 30-33), czyli wyliczonedni liczbe rewertantow
dla danej probki wody wodagjowej dezynfekowanej chlorem wraz z odchyleniem
standardowym jak rownie okr&lono minimum i maximum, medign oraz rang

i wspotczynnik zmiennéei CV.

Tabela 30. Statystyka opisowa — woda rzeczywia4ITA100-S9 mix

statysyka | Vo w2_ w3 _ wa_ w5 _ W6 _ w7 _ wa _ wo_ W10
érednia 105 92 102 79 78 61 69 90 107 147
Dachylene [ 17 11 10 21 24 31 37 10 28 41
min 55 66 84 46 46 28 31 79 78 79
max 130 113 120 131 132 131 188 121 17B 299
mediana | 107 93 103 75 70 49 58 87 98 149
ranga 75 47 36 85 86 103 157 42 95 150
ov 16% | 12% 9% 26% | 31%| 519% 539 1%  26% 28

Tabela 31. Statystyka opisowa — woda rzeczywidda4l TA100 +S9 mix

Statystyka Wi _f w2 _f w3 _f wa _f_ w5 _f_ W6 _f_ W7 _f ws _f_ wo_f_ W10_f_
Srednia 110 109 66 89 84 57 71| 77 80 90
Dachylenie [ 12 11 13 14 16 9 11 5 15 14
min 78 83 45 60 62 42 50 67 53 50
max 127 130 98 108 119 73 96 87 104 11p
mediana | 110 109 66 91 82 57 71| 76 80 92
ranga 49 47 53 48 57 31 46 20 53 65
cv 11% | 10% | 20% | 15%| 19%| 15% 15% 7% 199 15
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Tabela 32. Statystyka opisowa — woda rzeczywi®a 41 TA98-S9 mix

Séa‘,ys‘yka cm\gv;cTL cgjc_l 5 cgjc_l 5 Clg;C_I 5 cgjc_l 5 cm\gvz?cTL cm\gv;cTL cm\gv;cTL cm\),\:?(ﬁL C|VovzligTL
pisowa TA98 TA98 TA98 TA98 TA98 TA98 TA98 TA98 TA98 TA98
srednia 20 20 16 20 16 17 13 12 16 14
damyene | 6 10 3 5 5 5 4 3 4 4
min 7 11 10 12 7 8 6 7 9 8
max 30 66 23 29 29 26 25 19 24 23
mediana 21 18 16 19 15 15 13 11 15 13
ranga 23 55 13 17 22 18 19 12 15 15
cv 31% 51% 19% 24% 33% 32% 309 29% 25% 260

Tabela 33. Statystyka opisowa — woda rzeczywidda 4l TA98+S9 mix

Statystyka W1 _f_ w2 _f W3 _f_ W4 _f W5 _f_ W6 _f_ W5 _f_ w8 _f_ Wo_f_ W10_f_
Srednia 22 29 21 26 21 23 24 17 23 24
Dachylenie 4 16 4 5 7 5 9 3 4 6
min 15 4 15 15 13 12 9 11 15 14
max 29 59 26 38 38 33 53 24 31 39
mediana 22 25 22 26 19 22 23 17 23 23
ranga 14 55 11 23 25 21 44 13 16 25
cv 18% 53% 19% 21% 31% 22% 369 20% 20% 266

Dla probek wody rzeczywistej po zastosowaniu dwikdle chloru badanej w {eie
Amesa szczepers. typhimuriumTAL100 bez zastosowania frakcji (Tabela 30) w olkres
jesienno-zimowym zaobserwowano spadek wartéredniej rewertantow od 105 do 78,
wyjatek stanowita probka W3. W okresie wiosenno-letmastpuje wzrostsredniej liczby
rewertantow od 61 do 147. Analiza wadopozostatych statystyk opisowych, wykazata, i
wyrozniaja Sie probki W6, W7, tak jak w przypadku wody wodagowej dezynfekowanej
chlorem, gdzie zarowno odchylenie standardowe| jakrtosci rang byty znacznie wksze
niz dla pozostatych probek.

Dla prébek wody po zastosowaniu frakcji (Tabela 8i€) zaobserwowano dych r&nic
w wartagsciach statystyk. Zarowno odchylenie standardowegaajaki i wspotczynnik
zmienndci byly do siebie zb#one. Natomiast wartoi srednie ukladaty si w sposob
charakterystyczny podobny jak dla prébek z wod bgda bez zastosowania frakcji.
Dla prébek W1 do W5 zaobserwowano spadek wairkredniej od 110 do 84 rewertandw,
a dla prébek od W6 do W10 miat miejsce wziwetniej liczby rewertanéw od 57 do 90.

W przypadku tych samych probek wody wodgowej badanej testem Amesa
Zz zastosowaniem szczepu TA98 bez frakcji (Tabelp @talizupc wartaci srednie nie
zauwaono zadnej tendencji wzrostowej czy spadkowej. Ze waglna wyré@niajace se
wartasci rangi oraz odchylenia standardowego w prébce Mi&e byly prawie dwukrotnie

wieksze ni dla pozostatych probek, mma wnioskowd, ze miat miejsce diy rozrzut
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w danych isrednia stabo opisywata prékkDla pozostatych wynikéw warfoi odchylenia
standardowego, rangi jak réwaierspétczynnika zmienrigi dla poszczegdélnych probek byty
do siebie zblione.

Podobnie jak dla wody rzeczywistej badanej szczep&®8 z zastosowaniem frakciji
(Tabela 33), wyrgnia st proébka W2, gdzie warfaoi odchylenia standardowego, rangi
i wspotczynnika zmiennii byty duzo wigksze ni dla pozostatych probek. Rownigvartas¢
sredniej dla W2 byla najwksza, ale ze wzegtlu na charakter tych danych @@uwartgé
sredniej dla tej probki byla spowodowanezgn rozrzutem i dig zmienndcia danych),
srednia dla W2 stabo opisywata pr@lila pozostatych rezultatéw waéto srednie byty do
siebie zblzone i nie zaobserwowaradnych charakterystycznych tendenciji.

2.2.2.2.Rozkiad prawdopodohmtwa liczby rewertantow dla wody rzeczywistej - 11B
W analizie wynikéw dotyczych rozktadu prawdopodobiistwa liczby rewertantow dla
wody rzeczywistej wzito pod uwag rowniez tak jak w przypadku wody modelowej wyniki
uzyskane testem Shapiro-Wilka, poniewmzostate dwa testy $estami asymptotycznymi,
czyli dziatapcymi poprawnie dla probek o gej liczndéci. Statystyka testowa wynikéw testu
Amesa dla szczepu testowego TA100 z i bez zastosavektywacji metabolicznej zostata
zamieszczona w Tabeli 34, a dla szczepu TA98 rémmidoez frakcji S9-mix w Tabeli 35.

Tabela 34. Statystyka testowa — woda rzeczywl&a-1 TA100 £S9 mix

Testy normalnosci

Proba N Ko%sn:r:)i?:c:\cl);va— Lilieforsa | Shapiro-Wilka Rozkiad
W1 ClO2iCl2_TA100 33 p > 0,20 p < 0,1 0,079266 malny
W1 ClO2iCl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,290114 rmalny
W2_CIO2iCI2_TA100 28 p > 0,20 p > 0,2( 0,429079 malny
W2_CIlO2iCI2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,921336 rmalny
W3_CIlO2iCI2_TA100 34 p >0,20 p >0,20 0,19564 normalny
W3_CIlO2iCI2_TA100f 24 p > 0,20 p > 0,20 0,105147 rmalny
W4 _CIO2iCl2_TA100 34 p>0,20 p<0,15 0,029068 brak normalndci
W4 _CIlO2iCl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,085897 rmalny
W5_CIO2iCl2_TA100 32 p<0,10 p<0,01 0,010912 brak normalnézi
W5_CIO2iCl2_TA100f 25 p > 0,20 p <0,10 0,065062 rmalny
W6_CIO2iCl2_TA100 34 p <0,05 p<0,01 0,000106 brak normalioi
W6_CIlO2iCl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,515424 rmalny
W7_CIO2iCI2_TA100 34| p<0,05 p<0,01 0,000066 brak normaloi
W7_CIlO2iCl2_TA100f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,880880 rmalny
W8 _ CIO2iCl2_TA100 31 p <0,05 p<0,01 0,00001 brak normalngci
W8_CIlO2iCl2_TA100f 24 p > 0,20 p > 0,20 0,74230 mahmy
W9_CIO2iCl2_TA100 34 p<0,01 p <0,01 0, 00001 brak normalsoi
W9_CIO2iCl2_TA100f 24 p > 0,20 p > 0,20 0,652893 rmalny
W10_CIO2iCI2_TA100 34 p <0,05 p<0,01 0,00161 brak normalioi
W10 CIO2iCl2_TA100f | 24 p>0,20 p<0,10 0,07352 normalny




Tabela 35. Statystyka testowa — woda rzeczywifa-I TA98 £S9 mix

Testy normalnasci
Proba N Koisrrrﬁ?:c:\?;va- Lilieforsa | Shapiro-Wilka Rozkiad

W1_CIO2iCl2_TA 98 24 p > 0,20 p>.20 0,538199 naimy
W1_CIO2iCI2_TA 98f 13 p > 0,20 p > 0,2(Q 0,909597 rmalny
W2_CIO2iCI2_TA 98 25 p < 0,05 p <0,01 0,000000 malny
W2_CIO2iCI2_TA 98f 25 p > 0,20 p > 0,2(Q 0,33354 mahy
W3_CIO2iCI2_TA 98 25 p > 0,20 p > 0,20 0,626967 malny
W3_CIO2iCI2_TA 98f 24 p >0,20 p <0,05 0,005712 brak normalnéi
W4 _CIO2iCI2_TA 98 23 p > 0,20 p > 0,20 0,361238 mainy
W4 _CIO2iCI2_TA 98f 24 p > 0,20 p > 0,2(Q 0,962018 rmalny
W5_CIO2iCI2_TA 98 25 p > 0,20 p > 0,20 0,582026 mainy
W5_CIO2iCI2_TA 98f 25 p >0,20 p <0,05 0,045600 brak normalnéi
W6_CIO2iCI2_TA 98 25 p > 0,20 p < 0,20 0,422260 mainy
W6_CIO2iCI2_TA 98f 24 p<0,15 p<0,01 0,149611 normalny
W7 _CIO2iCI2_TA 98 24 p>0,20 p<0,15 0,034536 brak normalndci
W7_CIO2iCI2_TA 98f 25 p>0,20 p < 0,05 0,004362 brak normalndci
W8 CIO2iCI2_TA 98 25 p <0,20 p<0,01 0,023000 brak normalnéi
W8 CIO2iCI2_TA 98f 23 p > 0,20 p > 0,2(Q 0,956640 normalny
W9_CIO2iCI2_TA 98 25 p > 0,20 p > 0,20 0,766501 mainy
W9_CIO2iCI2_TA 98f 25 p > 0,20 p > 0,2(Q 0,692354 rmalny
W10 _CIO2iCI2_TA 98 25 p > 0,20 p > 0,2( 0,484461 ronalny
W10 _CIO2iCI2_TA 98f 25 p > 0,20 p > 0,20 0,192497 ormalny

W badaniach przy zastosowaniu szczepu TA100 (Te®8lajtéwnie odrzucona zostata
hipoteza o tymze dane pochodzz rozktadu normalnego w przypadku wody badanej bez
zastosowania frakcji . Natomiast dla rezultatowskanych z gyciem szczepu TA98 (Tabela
35) z zastosowaniem frakcji stwierdzonoeedj probek, ktére nie pochoglz populacji
0 rozktadzie normalnym (cztery z ¢piu). Pozostate probki badane szczepem TA98

wykazywaty rozktad normalny.
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2.2.2.3. Krzywa zalmosci dawka—odpowietl dla wody rzeczywistej — etap 1I1B

W1_CIlO,iCl, _TA100 W1_CIO,iCl, TA100_f
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Wykres 53. Zalgnos¢ dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenkuiom
—pagdziernik
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Wykres 54. Zalgnosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenklow — grudziei
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W3_CIO,iCl, TA100 W3_CIO,iCl, TA100_f
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Wykres 55. Zalgnosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenklor — styczé
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Wykres 56. Zalgnhos¢é dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenkuo — luty
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Wykres 57. Zalgnos¢é dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenkuio — marzec
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Wykres 58. Zalgnos¢é dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenklow — kwieciei

140



W?7_CIO,iCl,_TA100 W?7_CIO,iCl,_TA100_f
s 200 = 200
T 180 S g 180
— 160 o — 160
140 140
120 o 120
100 100
80 == 80 @
== 00 oo
60 % =5 60 |22 10 o
40 == e o 40
20 20
0 0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
100 300 500 700 900 100 300 500 700 900
zatezenie zatezenie
W7_CIO,iCl, TA 98 W7_CIO,iCl, TA98_f
. 200 . 200
3 180 3 180
— 160 — 160
140 140
120 120
100 100
80 80
60 60
40 40 ==
0 0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
100 300 500 700 900 100 300 500 700 900
zatezenie zatezenie
Wykres 59. Zalgnosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenkdor — maj
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Wykres 60. Zalghos¢é dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenkudor — czerwiec

141




W9_CIO,iCl,_TA100 W9_CIO, i Cl,_TA100f

200 . 200
5 180 3 180
Z 160 a2 @{ = 160
140 140
120 120
100 Fiy -G ini = 100 @
80 80 d» i
60 60 b
40 40
20 20
0 0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
100 300 500 700 900 100 300 500 700 900
zatezenie zatezenie
W9_ClO,iCl, TA 98 W9_CIO,iCl, TA 98 f
200 . 200
180 5 180
— 160 — 160
140 140
120 120
100 100
80 80
60 60
40 40
0 0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
100 300 500 700 900 100 300 500 700 900
zatezenie zatezenie

Wykres 61. Zalgnhos¢é dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenklow — lipiec
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Wykres 62. Zalgnosé dawka-odpowiegldla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenklor— sierpiei
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Na Wykresach od 53 do 62 przedstawiono charakteywej zaleénosci dawka
—odpowied dla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem pae&giejszym dawkowaniu
do wody dwutlenku chloribadanej w cyklu rocznym przyzyciu szczepow testowych
Salmonella typhimuriurifA100 i TA98 zaréwno z jak i bez frakcji S9-mix.

W przypadku dwoch prébek wody, czyli dla prébki paofiej w marcu (dla szczepu TA98
bez frakcji) -Wykres 57 i w sierpniu (TAL100-S9-mix)Wykres 62 krzywa zatecsci dawka-
odpowied miata charakterystyczny dla testalmonellaprzebieg - wraz ze wzrostem
zakzenia wody rosta liczba rewertantow, do osagniecia wart@ci maksymalnej, po ktorej
dalsze zatzanie wody powodowato spadek & rewertantéw, czyli pojawiat sitzw. efekt
toksyczny. Podobny przebieg miata réwniwoda badana testem Amesa z zastosowaniem
szczepu TA100 bez frakcji pobrana w maju (Wykreg, 59 a réznica, ze osagnicta
maksymalna ilé¢ rewertantow nie wskazywata potencjalnego efekttiageennego (czyli nie
byta wigcksza dwukrotnie od rewersji spontanicznej). Na yedrz wykreséw ramka-ysy
przedstawiajcym wyniki probki wody pobranej w lipcu (Wykres 6Wraz ze wzrostem
zakzania probki rosta liczba rewertantow gigajac w zatzeniu 1 000 warta& maksymala.
Dla pozostatych prébek wody niezatée od wzrostu zatenia probki nie rosta liczba
rewertantow, czyli uzyskane wyniki uktadaty sv postaci linii proste;j.

Podobnie jak dla wody rzeczywistej dezynfekowartdpiem na podstawie wykresow
ramka-wasy rownie: dla prébek wody w tym wariancie dezynfekcji badarezepem TA100
wartasci srednie liczby rewertantéw dla wody bez zastosowdirdkcji s3 raz mniejsze raz
wieksze w poréwnaniu do wadc srednich z zastosowaniem frakcji. Dla wody bez
zastosowania frakcji zaobserwowano révindrzo wicksza zmiennd¢ w danych ni dla
wody z zastosowaniem frakcji. | rowaiella probek wody badanych szczepem TA98, nie
zaobserwowano zaleosci podobnych jak dla wody badanej szczepem TALlO@ali&ujac
wykresy ramka-wsy dla wody rzeczywistej badanej wsde Amesa szczepem TA98
poréwnupc wyniki dla wody z zastosowaniem i bez zastosowdakcji stwierdzonoze dla
wszystkich prébekrednia dla wody z zastosowaniem frakcji jest podobn sredniej bez

zastosowania frakcji.

2.2.2.4.Wspotczynnik mutagenst (MR) wody rzeczywistej — etap 1IB

Wyniki testbw Amesa przeprowadzonych na ekstraktagbd rzeczywistych
dezynfekowanych chlorem po zastosowaniu dwutlenklora, badanych za pom®c
szczepow testowych bakte@almonella typhimuriunTA100 i TA98 zarowno z jak i bez
aktywacji metabolicznej przedstawiono na Wykresadt63 do 72.
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a) Wyniki testow Amesa dla wody rzeczywistej po zastwsniu dwutlenku chloru jako
utleniacza przed dezynfelcghlorem, badane] w okresie jesienno-zimowym (Wskre
63-67)

Woda z Mokrego Dworu (pa zdziernik) dezynfekowana CIO ,iCl,

MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 £ S9 EITA98 -S9"

20 OTA98 + S9
’ ETAL00 - S9
OTAL00 + S9

1,4
11 11

o
1,0 & 1,0 [}

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 63. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru —faiziernik

Woda z Mokrego Dworu (grudzie n) dezynfekowana CIO , i Cl,
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 B TA9S -S9"

OTA98 + S9
B TA100 - S9
OTA100 + S9

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 64. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkgjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru- grudiie
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Woda z Mokrego Dworu (stycze 1) dezynfekowana ClO i Cly oo
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 OTA98 + s9

B TA100 - S9
OTA100 + S9

i

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 65. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru— stysze

Woda z Mokrego Dworu (luty) dezynfekowana CIO , i Cl,
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9

ETA98 -S9"
OTA98 + S9
ETA100 - S9
OTA100 + S9

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 66. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru— luty

Woda z Mokrego Dworu (marzec) dezynfekowana CIO , i Cl, ETA9S -S9"
MR 21 badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 OTA98 + S9
—— mTA100..S0
\ ETAL00 + S9
15
o
-
100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x

Zatezenie

Wykres 67. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru— marzec
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Wyniki testu Amesa, zastosowanego bezcia frakcji mikrosomalnej S9-mix,
w okresie jesienno-zimowym w jednym przypadku, diady pobranej w miestu marcu
(Wykres 67),$wiadczyty o potencjalnie mutagennym jej charakteiartgs¢ MR w tym
przypadku osigreta wartgé 2,1 przy zagzeniu 200x, przy zastosowaniu do testu Amesa
szczepu Salmonella typhimuriumlTA98. W styczniu wskanik mutagenngci MR przy
zaktzeniu wody 400x zbhyt si¢ do wartgci 2,0, osigajac dla szczepu TA100zytym
w tescie Amesa bez frakcji wardé 1,8 (przy zaizeniu 400x). Poza tym woda pobrana w tym
okresie, badana przyzyciu szczepdw TA 98 i TA100 zaréwno z frakgpk i bez niej, nie

wykazywata potencjalnych wdaiwosci mutagennych.

b) Wyniki testbw Amesa dla wody rzeczywistej po dawkowu dwutlenku chloru
i dezynfekcji chlorem, badanej w okresie wiosengtiim (Wykresy 68-72)

Woda z Mokrego Dworu (kwiecie n) dezynfekowana CIO , i Cl,

MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 ETA98 -S9"
2.0 OTA98 + S9
ETAL00 - S9
OTA100 + S9

1,2

200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 68. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru — kwiegie

Woda z Mokrego Dworu (maj) dezynfekowana CIO , i Cl,

: EI TA98 -S9"
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 = S9 m

ETA100 - S9
OTA100 + S9

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 69. MR wody rzeczywistej dezynfekowankjreim po zastosowaniu dwutlenku chloru— maj
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Woda z Mokrego Dworu (czerwiec) dezynfekowana CIO  , i Cl,

MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 EITA98 -S9”
OTA98 + S9
20 ETAL00 - S9
OTAL100 + S9

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres

70. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru — czerwiec

MR [BTA%8 -S9" | badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9
' OTA98 + S9
ETA100 - S9
OTA100 + S9 14

Woda z Mokrego Dworu (lipiec) dezynfekowana CIO , i Cl,

1,5 -

1,0 4

0,5

0,0

1,2

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie
Wykres 71. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru — lipiec
Woda z Mokrego Dworu (sierpie n) dezynfekowana CIO , i Cl,
MR badana przy pomocy szczepu TA98 i TA100 + S9 E TA98 -S9"
3,0 OTA98 + S9
2,7 ETA100 - S9
OTAL100 + S9

100x 200x 300x 400x 500x 600x 800x 1000x
Zatezenie

Wykres 72. MR wody rzeczywistej dezynfekowahkjrem po zastosowaniu dwutlenku chloru— sierpie
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W okresie wiosenno-letnim réwrietylko dla wody pobranej w miegiu sierpniu,
(Wykres 72), uzyskano wynik dodatni testu Amesak&kisik mutagenngci dla tej wody
osiagnat wartas¢ 2,7 przy zaizeniu 200x w técie z zastosowaniem szczepu TA 100 bez
aktywacji metabolicznej. Rowniedla tej wody badanej w tych samych warunkach i tym
samym szczepem wskak MR dwukrotnie zbliyt si¢ do wartgci 2,0, osagajpc wartagé
1,8 dla wody pobranej w maju (Wykres 69)¢zanej 800x i 1,9 dla wody pobranej w lipcu
(Wykres 71) zatzonej 800 i 1000x. W pozostatych migsich nie stwierdzono
wystepowania w badanych wodach zwkéw o charakterze mutagennym, ktore miatyby
istotny wpltyw na podwiszenie rewersji indukowanej szcze@u typhimuriumTA100
uzytego bez zastosowania frakcji. Dla wszystkich wiatlanych w tym okresie wstge
Amesa szczepem TA98 z zastosowaniem i bez zastosoviimkcji mikrosomalnej jak
rowniez dla wszystkich wod badanych szczepem TA100 z gastaniem S9-mix nie
zaobserwowano warloi wskanika mutagenni MR wigkszych lub réwnych a nawet

zblizonych do 2,0.

2.2.2.5.Mutagenndé M wody rzeczywistej — etap 11B

Ze wzgkdu na to, 2 w wiekszasci przypadkéw dla wody rzeczywistej po zastosowaniu
dwutlenku chloru przed dezynfekcghlorem tak samo jak w przypadku wody chlorowanej
nie udato s wyliczy¢ mutagennéci M na podstawie wynikéw uzyskanych testem Amesa
Z wyciem szczepu testowegBalmonella typhimuriumTA98, poniewa wspoétczynnik
kierunkowyp1 czsto osagat wartd¢ ujemry a przez to réwniewarta¢ M osiagata wartéé
ujemna, w pracy zamieszczono tylko wyniki mutagéen® dla szczepu testowego TA100
zaroéwno z jak i bez zastosowania frakcji. Poza jgknwynika z bad& prowadzonych przez
Vartiainena model do prognozowania mutagéonevody do picia opracowany zostat na
podstawie wynikdw testu Amesa uzyskanych z zastas@in szczeplS. typhimurium

TA100 (bez zastosowania frakcji mikrosomalnej SS)nfi21].
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®_ 2500
g @ w.wodocigg_TA100 - S9mix
E m w. wodocigg_TA100 + S9mix
— 2000 -
1500 -
1000 -
685
489
500 -
276
225 174 210
164 117 179 45
.:: E:El ) ) _m_
0
IX Xl | I I v \% VI VI Vil
miesi gce

Wykres 73. Obserwowana mutage§dd chlorowanej wody rzeczywistej po wfziejszym wprowadzeniu
dwutlenku chloru

Uzyskana dla wody rzeczywiste] dezynfekowanej @rormpo zastosowaniu dwutlenku
chloru badanej w cyklu rocznym mutageshi®™ mierzona w técie Amesa szczepem TA100
bez zastosowania frakcji mikrosomalnej (Wykres @sjgneta w okresie jesienno-zimowym
wartai¢ najnizsz 164 rew/dm dla wody pobranej w grudniu i wzrastata agsipc wartdé
maksymala 829 rew/dm w lutym. W okresie wiosenno-letnim najsim wartcsé
mutagennéci M osiagnicto dla wody badanej w kwietniu — 2 047 a najeas w sierpniu
— 2157 rew/dm | wartgi¢ ta byta najwysz wartcscia mutagennéci M uzyskam w rocznym
cyklu bada. Mutagenné M uzyskana dla tych samych wod badanych testem sAme
z zastosowaniem frakcji agingta w styczniu najmisza wartgs¢ dla okresu jesienno
-zimowego -117 rew./dma najwysz 210 rew./dm w grudniu, natomiast w okresie
wiosenno-letnim migita sk w granicy od 45 rew./dinw czerwcu do 416 rew./dm
w sierpniu. Mutagenrié M badana z zastosowaniem frakcji wzétgm przypadku (wyjtek
prébka wody z grudnia i kwietnia) byta znaczniesaa od mutagensoi uzyskanej w testach
bez frakcji. Analizugc wyniki dla mutagenn@i M uzyskane szczepem TA100 dla wody
rzeczywistej po zastosowaniu dwutlenku chloru (gode jak w przypadku tych samych
probek wod dezynfekowanych chlorem) nie zaikoven jakiejkolwiek regularnii

i zaleznosci jaka zauwaono w wodzie modelowej dezynfekowanej w ten samsépo
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w poréwnaniu z wynikami chemicznymi wody takimi jakawarté¢ OWO, stzenie azotu

amonowego, dawka chloru czytsizenia chloropochodnych (AOX i HAA).

2.3. Préba weryfikacji modelu finskiego na podstawie bad& na wodzie rzeczywistej

W celu weryfikacji modelu Vartiainena do prognozaowea potencjalnej mutagen$m
wody do picia za pomactego modelu obliczono mutagerstoM wody powierzchniowej
uzdatnianej w ZOW ,Mokry Dwér’ badanej w cyklu roggm w dwdch wariantach
dezynfekcji i porbwnano z mutagersiesa M obserwowaa w teicie Amesa wykonanym przy

uzyciu szczepts. typhimuriunTAL100 bez aktywacji metabolicznej.

2.3.1. Zastosowanie fiskiego modelu do obliczenia mutagefrio wody
rzeczywistej

Wyniki mutagennéci M prognozowanej modelem i przewidywane] testermeAa
zamieszczono na Wykresach 741 75.

Mutagenno $¢ M - woda rzeczywista
© 2500
£ O M obserwowane
5 @ M przewidywane 2047
— 2000 - m
1500 -
1075 1170 1092
872[7] 979 Flos7 a3 EE
1000 — — —
— 776 —
674 668 695 642
578 | _1o
219
0 | o
IX X I Il 1l v \% VI VI VI
miesi gce

Wykres 74. Mutagenni@ M wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem

150



Mutagenno $¢ M - woda rzeczywista
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Wykres 75. Mutagenni@ M chlorowanej wody rzeczywistej po zastosowaniwtienku chloru

Na przedstawionych povg wykresach wyraie wida&, iz uzyskane testem Amesa
wyniki odbiegaj od uzyskanych modelem do prognozowania potengjamdagennéci
wody do picia. W przypadku wody rzeczywiste] demkdwanej chlorem (Wykres 74)
mutagenn& M obserwowana w feie Amesa dla wody ze stycznia, marca i lipca byta
zblizona do mutagensoi M przewidywanej modelem, natomiast w przypadkedw
rzeczywiste] dezynfekowanej chlorem po dawkowanwuttenku chloru (Wykres 75)
mutagenn& M obserwowana w teie Amesa tylko w czerwcu byla zbiina do

mutagennéci M przewidywanej modelem Vartiainena.

2.4.Korelacja wynikéw uzyskanych dla wody rzeczywistej

Przed przysipieniem do wykazania zaleosci lub jej braku ponidzy podstawowymi
parametrami wody rzeczywistej takimi jakzatnie OWO, azotu amonowego i organicznego,
dawka chloru a ubocznymi produktami procesu deXgjfechlorem (rownie¢ po
zastosowaniu dwutlenku chloru) takimi jak AOX czyAA jak réwniez mutagenngcia
M obserwowan w tescie Amesa i przewidywanmodelem Vartiainena przeprowadzono

weryfikacg zataenia o rozkladzie normalnym danych za pomaestéw normalnei:
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Shapiro-Wilka, Lillieforsa oraz Kotmogorowa-SmirnawWyniki przedstawiono w Tabelach
361 37.

W celu oceny wspotzataeosci zastosowano korelacPearsona dla danych o rozktadzie
normalnym a dla danych nie wykazacych rozktadu normalnego badano istdthkorelacii
porzadku rang Spearmana. W Tabelach 38 i 39 przedstawwgniki korelacji dla
uzyskanych w pracy wynikow. Na czerwono zaznaczpostaty wspoétczynniki korelacji
istotne statystycznie.

W przypadku wody rzeczywistej dezynfekowanej ohior (Tabela 36) brak
normalndci wykazywaty dane dotyeze stzenia azotu amonowego i organicznego oraz pH
i dawki chloru. Pozostate wyniki charakteryzowalg sozktadem normalnym. Dla wody
rzeczywistej po dawkowaniu dwutlenku chloru przédomowaniem (Tabela 37) mniejmi

potowa wynikow miata rozktad normalny, natomiasiaezna ich oz¢ wykazywata brak

normalngci.

Tabela 36. Statystyka testowa wynikéw dla wodygzgwistej dezynfekowanej chlorem

Testy normalngci — wartosci p

Oznaczenia N | Kotmogorowa-Smirnowa| Lillieforsal Shapiro-Wilka Rozkfad
[e)')'[e] 10 p > 0,20 p<0,15 0,328576 normalny
utlenialnosé 10 p > 0,20 p > 0,20 0,801968 normalny
absorbancja 10 p > 0,20 p <0,10 0,147439 normalny
barwa 10 p > 0,20 p > 0,20 0,288591 normalny
metnosé 10 p>0,20 p>0,20 0,595503 normalny
przewodnictwo 10 p>0,20 p>0,20 0,461452 normalny
N-NH," 10 p<0,15 p<0,01 0,006290 brak normakoo
N-org 10 p <015 p<0,01 0,001178 brak normakoo
pH 10 p>0,20 p<0,01 0,026074 brak normakoo
Cl, 10 p>0,20 p<0,01 0,041190 brak normakoo
AOX 10 p > 0,20 p > 0,20 0,378176 normalny
AOX_ ekst. 10 p > 0,20 p > 0,20 0,594994 normalny
HAA 10 p > 0,20 p > 0,20 0,285388 normalny
HAA ekstr 10 p > 0,20 p <0,20 0,275546 normalny
MCIAA 10 p > 0,20 p > 0,20 0,725128 normalny
MCIAA_ekstr. 10 p > 0,20 p > 0,20 0,591034 normalny
DCIAA 10 p>0,20 p <0,05 0,017238 brak normakoo
DCIAA_ ekst 10 p > 0,20 p > 0,20 0,221355 normalny
TCIAA 10 p > 0,20 p > 0,20 0,218267 normalny
TCIAA ekstr. 10 p > 0,20 p<0,10 0,117443 normalny
M bez frakcji_obserw. | 10 p > 0,20 p > 0,20 0,360868 normalny
M z frakcja obserw. 10 p>0,20 p<0,01 0,006305 brak normakoo
M_przewidyw. - model | 10 p>0,20 p>0,20 0,718577 normalny
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Tabela 37. Statystyka testowa wynikéw dla wody zyedstej po zastosowaniu jako utleniacza dwutlenku
chloru

Testy normalnasci — wartosci p

Oznaczenia N | Kotmogorowa-Smirnowa| Lillieforsal Shapiro-Wilka Rozkfad
OWO 10 p > 0,20 p<0,15 0,328576 normalny
utlenialnosé 10 p > 0,20 p > 0,20 0,801968 normalny
absorbancja 10 p > 0,20 p<0,10 0,147439 normalny
barwa 10 p > 0,20 p>0,20 0,288591 normalny
metnosé 10 p > 0,20 p > 0,20 0,595503 normalny
przewodnictwo 10 p > 0,20 p>0,20 0,461452 normalny
N-NH," 10 p<0,15 p <0,01 0,006290 brak normakao
N-org 10 p<0,15 p <0,01 0,001178 brak normakao
pH 10 p > 0,20 p <0,01 0,026074 brak normalkod
Cl, 10 p<0,10 p<0,01 0,000893 brak normakoo
AOX 10 p > 0,20 p>0,20 0,905590 normalny
AOX_ ekst. 10 p>0,20 p>0,20 0,964145 normalny
HAA 10 p > 0,20 p<0,10 0,175289 normalny
HAA ekstr 10 p > 0,20 p <0,01 0,003829 brak normakao
MCIAA 10 p > 0,20 p>0,20 0,619231 normalny
MCIAA_ekstr. 10 p > 0,20 p<0,10 0,042539 brak normaldoi
DCIAA 10 p<0,15 p <0,01 0,010265 brak normakao
DCIAA_ ekst 10 p > 0,20 p < 0,05 0,073753 Normalny??
TCIAA 10 p <0,20 p <0,01 0,001552 brak normakao
TCIAA ekstr. 10 p <0,20 p<0,01 0,000229 brak normakoo
M bez frakcji_obserw. | 10 p > 0,20 p < 0,05 0,014337 brak normakoo
M z frakcj a_obserw. 10 p > 0,20 p<0,01 0,015133 brak normakoo
M_przewidyw. - model | 10 p > 0,20 p < 0,05 0,086421 brak normakoo

Dla probek wody niezalaie od sposobu dezynfekcji (Tabela 38 i 39kksizci¢
uzyskanych wynikéw wykazywata niglkorelacg zardwno dodatanijak i ujemr, nieistotra
statystycznie. W przypadku mutagescioM dla wody po zastosowaniu dwutlenku chloru
obserwowanej w teie Amesa zarowno z jak i bez zastosowania frakegz przewidywanej
modelem (Tabela 39) miata miejsce tylko w jednymypadku korelacja dodatnia, istotna
statystycznie — poratlzy wody badaml testem Amesa bez zastosowania frakcjicaestiem
azotu organicznego. Dla wody wodggowej dezynfekowanej chlorem (Tabela 38) dodatnia,
dos¢ wysoka korelacja, istotna statystycznie miata swej dla mutagenso
M obserwowane] w teie Salmonella bez frakcji z chlorem (0,83) i mutagenon
M przewidywara modelem (0,69) oraz dla mutage®ecidV przewidywanej modelem i dawk
chloru (0,84). Dla wody dezynfekowanej chlorem (@lab38) istota statystycznie wysak
i dos¢ wysoka korelacg uzyskano pomgdzy: OWO a utlenialngeia (0,63), OWO a azotem
amonowym (0,82), oraz w wkszaci przypadkédw pomidzy badanymi ubocznymi
produktami dezynfekcji wody AOX i sumjak réwniez i poszczegbélnymi kwasami

chlorooctowymi.
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Tabela 38.

Korelacja wynikéw dla wody rzeczywistezynfekowanej chlorem

M bez M M
. N- AOX_ HAA MCAA DCAA TCAA - . .
OWO | Utlenial. Absor Barwa NH,* N-org Cb AOX ekst. HAA ekstr. MCAA " ekstr. DCAA ~ekst. TCAA ekstr. frakcji z frakcp | przewidyw
_obserw. | _obserw. -model

OWO 1,00 0,63 0,47 0,41 | 0,82 | 0,05 | 0,22 -0,16 -0,32| -0,30 -0,22 -0,23 -0,29 -0,83-0,32 -0,14 0,09 0,38 0,06 0,00
utlenial | 0,63 1,00 -0,03 0,31 0,59 0,49 0,27 -0,13 -0,26  -0,27 ,170| -0,23 -0,36 -0,20 -0,28 -0,09 0,1y 0,41 -0,24 ,180
absorb | 0,47 -0,03 1,00 0,02 04% -0,31 0,33 0,03 -0,40 010, 0,01 0,03 0,08 -0,33 -0,14 0,10 0,08 0,4b 0,39 320
barwa | 0,41 0,31 0,02 1,00 0,1y -0,05 0,21 0,99 0,61 0,49,53 0,37 0,23 0,48 0,45 0,53 0,60 0,00 0,09 0,2
mi—'[ 0,82 0,59 0,45 0,17 1,00 0,38 -0,20 -0,16 -0,34 -0,29 ,310| -0,24 -0,18 -0,39 -0,48 -0,17 0,10 0,04 0,1p ,490
N-org 0,05 0,49 -0,31 -0,05 0,38 1,00 0,03 -0,16 -0,23 ,280 -0,31 -0,14 -0,22 -0,20 -0,2% -0,38 -0,33 -0,12 0,02 -0,24
Clz 0,22 0,27 0,33 0,21 -0,20 0,08 1,00 0,38 0,09 -0,02,01 0,27 0,16 0,05 -0,08 -0,0y 0,0 0,83 -0,15 0,84
AOX -0,16 -0,13 0,03 0,59 -0,16 -0,16 0,38 1,00 0,94 0,87 0,83 0,84 0,75 0,85 0,7p 0,75 0,76 0,22 0,25 0,46
él?si(._ -0,32 -0,26 -0,10 0,61 -0,34 -0,23 0,09 0,94 1,00 0,93 0,90 0,81 0,75 0,92 0,81 0,84 0,75 -0,08 0,30 0,34
HAA -0,30 -0,27 -0,01 0,49 -0,29 -0,28 -0,020,87 0,93 | 1,00 0,98 0,83 0,82 0,90 0,90 0,97 0,86 -0,04 0,42 0,42
:Ig?r_ -0,22 -0,17 0,01 0,53 -0,3t -0,31 -0,010,83 0,90 0,98/ 1,00 0,73 0,71 0,95 0,93 0,95 0,92 -0,03 0,27 0,45
MCAA | -0,23 -0,23 0,03 0,37 -0,24 -0,14 0,27 0,84 0,81 0,83 0,73| 1,00 0,97 0,67 0,59 0,63 0,59 0,17 0,02 0,36
Mei?tAr. -0,29 -0,36 0,08 0,23 -0,18 -0,22 0,16 0,75 0,75 0,82 0,71 0,97, 1,00 0,61 0,60 0,61 0,54 0,09 0,08 0,29
DCAA | -0,33 -0,20 -0,33 0,48 -0,3p -0,20 0,05 0,85 0,92 0,90 0,95 0,67 0,61] 1,00 0,95 0,81 0,77 -0,25 0,18 0,41
Decliéé -0,32 -0,28 -0,15 0,45 -0,48 -0,25 -0,080,75 0,81 0,90 0,93| 0,59 0,60 0,95 1,00 0,80 0,81 -0,11 0,27 0,41
TCAA | -0,14 -0,09 0,10 0,53 -0, -0,33 -0,070,75 0,84 0,92 0,95 0,63 0,61 0,81 0,80 1,00 0,91 -0,09 0,33 0,36
Tglg'?r' 0,09 0,17 0,08 0,60 0,20 -0,33 0,02 0,76 0,75 0,86 0,92f 0,59 0,54 0,77 0,81 0,91| 1,00 0,18 0,14 0,50
M bez
frakcji 0,38 0,41 0,45 0,00 0,04 -0,120,83 0,22 -0,08 | -0,04 -0,03 0,17 0,09 -0,2 -0,11 -0,090,18 1,00 -0,25 0,69
_obser
Mz
frakcja | 0,06 -0,24 0,39 0,09 0,16 0,02 -0,15 0,25 0,30 0,4D,27 0,02 0,08 0,18 0,27, 0,33 0,14 -0,2b 1,00 2-0,0
_obser
M
przew 0,00 0,18 0,32 0,28 -0,4p -0,240,84 0,46 0,34 0,42 0,45 0,36 0,29 0,4 0,41 0,36 0,50 0,69 -0,02 1,00
-model




Tabela 39. Korelacja wynikow dla wody rzeczywistezynfekowanej chlorem po warngejszym dawkowaniu dwutlenku chloru

M bez M M
. N- AOX HAA MCAA DCAA TCAA " . )
OWO | Utlenial | Absor Barwa N N-org Chb AOX ekst. HAA _ekstr. MCAA " ekstr. DCAA " ekst. TCAA _ekstr. frakcji z frakcp | przewidyw
_obserw. | _obserw. -model
Oowo 1,00 | 0,63 | 0,47 0,41 0,41 0,48 -0,13 0,13 -0,25 -0,2 -0/32,3:0 -0,18| -0,44, -0,10 -0,31 -0,3p -0,29 0,0f -0,1]

utlenial | 0,63 | 1,00 | -0,03] 0,31 0,31 0,16 025 030 -043 -0j41 42@, -0,38]| -0,35 -0,70| -0,08 | -0,28] -0,39] -0,32 0,48 0,28

absorb | 0,47 | -0,03] 1,00/ 0,02 0,07 0,21-0,76 | 0,22 | 0,21 0,33 0,23 0,14 0,44 0,29 0,11 0,08 0j07 ,100| -0,02 -0,44

bawa | 0,41 0,31 0,02 1,00 1,00 -002 0,22 0,3 0,53 0{5D,45 0,47 0,09 0,08 0,61 0,57 0,41 0,36 0,08 0,3

m;-h* 0,48 0,16 0,21 -0,07 1,00 038 -0,832 -0,11 -0/32,440 -046,| -0,16/ -0574 -0,06 -03g -0,66 -0,61 0,39 -0,19 -0,66

N-org | -0,43 | 0,25 | -0,76 | 0,22 0,38 100, 012 0283 03 041 -038 -0/480,52| -0,28]| -0,200 -0,724 -0,85 0,73 0,59 -0,36

Cl, 0,13 0,30 0,22 0,23 -0,3i -0,1 1,00 09 040 0{24,56 0,58 0,51 0,28 0,15 0,4b 0,91 0,27 0,41 0,81

AOX -0,25| -043| 0,21 0,53 -0,1 -0,2 0,29 1,000,95 0,88 0,79 0,70 0,67 0,6Y 0,87 0,670,62 0,08 0,06 0,40

_ekst.
-0,4 0,240,888 | 0,93| 1,00 | 0,97 | 0,59 | 0,77 0,85 0,94 0,91 0,81 -0,15 -0,13 0,44

2
3

AOX 1 022| -041| 033| 052 -032 -031 040095| 1,00 | 093 | 086| 0,70 074 072 08¢ 077 0,72 0,04 0,06 0,48
1
8

HAA -0,32 | -0,42| 0,23 0,45 -0,44
-0,3 0,560,79 | 0,86 0,97 1,00 0,38 | 0,79 | 0,58 | 0,95 0,81 0,63| -0,02 0,20 0,67

HAA | 031 | -0,38| 0,14| 047 -04¢
048 058070| 070| 059 | 038| 1,00/ 0,72 | 0,16 | 039| 025| o021 041 -017 0,59

O T O T oo

_ekstr
-0,52 0,510,67 | 0,74 0,77 0,79 0,72 1,00 0,18 0,55| 0,81 | 0,62 -0,03 -0,08 0,56
DCAA | -0,20 | -0,08| 0,11 0,61 -0,0¢

MCAA | -0,18 | -0,35| 0,44] 0,09 -0,
MO | 044 | 070| 029 008 -05

028 028067 | 072| 085] 058 | 016] 048] 1,00 092 | 031 | 048] -018] 036] 046
PCAMA | 031| -028| 008 057 -032 -020 0715 087087 | 094 095 039 | 055| 092 | 1,00 | 0,88 | 085| -012 | 006 | 0,36

T

_ekstr.
TCAA | -0,32 | -0,39 0,07 0,41 -0,66 | -0,72| 0,45 | 0,67| 0,77 0,91 0,81 0,25 | 0,81 | 0,31 | 0,88 1,00 | 0,86 -0,48 -0,15 0,60

TeA | 029 -032| 010/ 036 -0,61-085|051| 062| 0,72 | 087| 063 021 | 062 048 085 | 086| 1,00 | -0,62| -016| 0,71
M bez

frakej | 0,07 | 0,48 | -0,02] 0,08 039 073 | 027 | 008 004 -018 -001 041 -003 -018 -0/12048| -062| 1,00 0,44 0,04
_obser

Mz

frakca | -0,12 | 0,28 | -0,44 0735 -0,19 059 041 0,06 006 130, 0,20 | -0,17| -008 038 006 -015 -0,16 044 1,00 0,40
_obser

M

przewi | -0,26 | -0,21| -0,09f 0,18 -066 -0,36 0,81 04 0,63,610 0,67 0,64 0,57 0,44 0,52 0,60 0,71 -0,04 0,40 ,001

-model
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W przypadku wody, do ktérej przed chlorowaniem wpeidzono dwutlenek chloru
(Tabela 39) réwnie zaobserwowano podobne korelacje pgimy OWO a utlenialréia oraz
AOX i HAA, jak rowniez pomkdzy mutagennicia M a dawk chloru (0,81), czy te
kwasami chlorooctowymi HAA w ekstrakcie (0,67), onra kwasem trichlorooctowym
TCIAA réwniez w ekstrakcie (0,71). Dodatkowo ujemikorelacg, istotry statystycznie
zaobserwowano pordzy mutagennicia M przewidywam modelem a azotem amonowym

(-0,66) oraz pomidzy np. absorbangjp azotem organicznym.

2.5. Propozycja wsgpnego modelu prognozowania mutagenr$ai wody do picia na

podstawie wynikow z wody rzeczywistej

W przypadku wody wodoggowej dezynfekowanej chlorem wykazano w raiesysoka
korelacy (Tabela 38), istotn statystycznie pomdzy mutagennicia M obserwowan
w tescie Amesa bez frakcji a przewidywamodelem (0,69) i d@& wysoka pomkdzy
mutagennécia M obserwowaa w teicie Amesa bez frakcji a dawkhloru (0,84). Natomiast
dla wody wodocigowej, do ktérej dawkowano dwutlenek chloru (Tal#9a praktycznie nie
wykazano korelacji pomdzy mutagennscia M obserwowan w tescie Amesa bez frakcji
a przewidywaan modelem (-0,04), jedynie é® wysolky i istotnie statystyczn (0,73) dla
azotu organicznego. Na podstawie uzyskanych wywik@da, jak réwnie wynikow
korelacji sprobowano sprawdziczy model regresji liniowej dla mutagedob M wody
rzeczywiste] obserwowanej wstdge Amesa oparty o zmieamiezalena jaka jest dawka
chloru dla wody dezynfekowanej chlorem i azot orgamy dla wody dezynfekowanej
chlorem po dawkoawniu dwutlenku chloru o by zastosowany do przewidywania

mutagennéci M wody do picia.

2.5.1. Dopasowanie modelu regresji liniowej do danych zdworzeczywistej

dezynfekowanej chlorem

Ponkej przedstawiono wyniki dopasowywania modelu rggreselorakiej dla wody
rzeczywistej dezynfekowanej chlorem:

- Btad standardowy estymacji = 319,44

- Wyraz wolny o) =-1925

- Wspotczynnik kierunkowyfl;) = 1336

-R*=0,73



- Skorygowany B= 0,70
Uzyskany model regresji wielorakiej miat ngsijaca posta:

3
f = -1925 + 1336 *Cl |. rew./dm

Na podstawie uzyskanego wyniku widaiz wspdtczynniki determinacji R oraz
R’— skorygowany byly di@ wysokie i nieco réne co do wartéci, natomiast wspétczynnik

kierunkowy i wyraz wolny byty istotne statystycznie

2.5.2. Dopasowanie modelu regresji wielorakiej do danychvady rzeczywistej

dezynfekowanej chlorem po zastosowaniu dwutlenkorah

Wyniki dopasowywania modelu regresji wielorakiejadivody chlorowanej wody
rzeczywistej po dawkowaniu dwutlenku chloru przedstno poniej:

- Btad standardowy estymaciji: 618,57

- Wyraz wolny Bo) = 36,96

- Wspoétczynnik regresji = 1256

- R’=0,06

- Skorygowany B= - 0,05

Uzyskany model regresji wielorakiej miat ngsaijaca posta:

f = 36,96 + 1256 *N-org  |. rew./dm
Na podstawie uzyskanych wynikéw zawwro, i wspétczynniki determinacji & oraz
R?— skorygowany byly bardzo niskie i#de co do warti, jak réwniez wspétczynnik
regresji i wyraz wolny nie byly istotne statystygzndlatego t&2 model nie mégt by
stosowany do przewidywania potencjalnej mutagécino wody wodocigowej

dezynfekowanej chlorem po wphym zastosowaniu dwutlenku chloru jako utleniacza.

2.6.Weryfikacja wstepnych modeli regresji wielorakiej do prognozowania
potencjalnej mutagenndci wody do picia
W celu weryfikacji wstpnych modeli uzyskanych na podstawie wynikow Bada
prowadzonych zarowno na wodzie modelowej jak rownierzeczywistej mutagenidéd
M przewidywan tymi modelami poréwnano z mutagesoa M przewidywam modelem
Vartiainena i mutagensoia M dla wody rzeczywiste] obserwowanw teicie Amesa
wykonanym przy #yciu szczeptb. typhimiriumlrA100 bez aktywacji metabolicznej.

157



Przed przysipieniem do wykazania zaleosci lub jej braku pomidzy uzyskanymi
wynikami mutagennei M przeprowadzono weryfikagjzatazenia o rozktadzie normalnym
tych danych za pomactestow normalngi: Shapiro-Wilka, Lillieforsa oraz Kotmogorowa
-Smirnowa. Wyniki przedstawiono w Tabelach 40 i 41.

W celu wykazaniaa wspotzateosci lub jej braku pomidzy mutagennicia M wody
rzeczywistej obserwowanw tescie Amesa i przewidywanmodelami zastosowano korelacj
Pearsona dla danych o rozkladzie normalnym a dteyata nie wykazujcych rozkiadu
normalnego badano istotfto korelacji poradku rang Spearmana. Wyniki korelacji
przedstawiono w Tabelach 42 i 43. Na czerwono zZzzore zostaty wspoétczynniki korelaci
istotne statystycznie.

Badaniom statystycznym poddano mutag&arid

obliczom przy wyciu:

1) modelu uzyskanego na podstawie wynikow z wodydetmwe] dezynfekowanej
chlorem badanej testem Amesa przyaiu szczepu TA100 bez frakcji S9-mix
M_f_w.model_C} = -932,3 + 368,1 *OWO + 1618* N-NH |. rew./dnd
2) modelu uzyskanego na podstawie wynikow z wodiczywiste] dezynfekowanej
chlorem badanej testem Amesa przyaiu szczepu TA100 bez frakcji S9-mix
M_f _w.wodoc_C} = -1925 + 1336 *Gl |. rew./dnd
3) modelu uzyskanego na podstawie wynikéw z wodydetmve] dezynfekowanej
chlorem po zastosowaniu dwutlenku chloru badansfjete Amesa przu zyciu szczepu
TA100 bez frakcji S9-mix
M_f_w.model CIQiCl,= -81,5+ 171,7 *OWO + 744,7* N-Nfi . rew./dn?

4) modelu Vartiainena
.. * * 2 3
M_f _Vartiainen = A*( 1- g K'OWOI*[Clal* (1 -NHg )y . rew./dm

obliczom na podstawie testu Amesa z zastosowaniem szczZ&pO0FS9-mix:

1) dla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem

3
M_test Amesa_ bez frakcji_dlaCl [. rew./dm

2) dla wody rzeczywistej po zastosowaniu dwutleokioru

3
M_test Amesa_ bez frakcji_dla GiGl, l. rew./dm

Na podstawie uzyskanych w punkcie 2.5.2 pracy wdwikwstpny model oparty

o wyniki uzyskane dla wody rzeczywiste] dezynfekoeja chlorem po zastosowaniu
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dwutlenku chloru nie mogt ey stosowany do przewidywania potencjalnej mutagécino
wody wodocagowe.

W przypadku wody rzeczywistej dezyfekowanej chloredezynfekowanej chlorem po
dawkowaniu dwutlenku chloru (Tabela 40 i 41) wynikutagennéci M obliczone przy
uzyciu funkcji matematycznych i na podstawie testuesa wykazywaty rozktad normalny
oprécz mutagenrici M przewidywanej przy zastosowaniu ysego modelu opartego na

wynikach z wody wodoggowej dezynfekowanej chlorem.

Tabela 40. Statystyka testowa wynikéw mutageftn® dla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem

Mutagenncéé M | N Testy normalnaici Rozklad
Kotmogorowa-Smirnova | Lilieforsa | Shapiro-Wilka

M_test Amesa_ bez 10 I
normalny

frakeji_dla CI , p>020 p>020 0,36

M _f _Vartiainen 10 p>0,20 p>0,20 0,72 normalny

M _f_w.model_C} | 10 p>0,20 p>0,20 0,53 normalny

M _f w.wodoc Ch | 10 p> 0,20 p<0,01 0,04 brak normalnosci

Tabela 41. Statystyka testowa wynikow mutageftn® dla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem p
zastosowaniu dwutlenku chloru

Testy normalnoici
Mutagennos¢ M N Shapiro- Rozktad
Kotmogorowa-Smirnova | Lilieforsa Pl
Wilka

M_test Amesa_bez frakcji

dia_CIO,i Cl 0 p>0,20 p<0,05 0.80 normalny

__ 2 2

M _f_Vartiainen 10 p>0,20 p < 0,05 0,86 normalny
M _f_w.model_CIGi Cl, | 10 p>0,20 p>0,20 0,94 normalny
M _f _w.model_CbL 10 p>0,20 p>0,20 0,94 normalny

W przypadku wody rzeczywistej dezynfekowanej chiomautagenn@ M obserwowana
testem Amesa skorelowana byta z mutagécinoM przewidywam modelem Vartiainena
(M_f_Vartiainen) i wsgpnym modelem opartym o wyniki z wody wodggowe]
dezynfekowanej chlorem (M_f w.wodocCl- Tabela 42. W pierwszym przypadku
wspotczynnik korelacji byt dodatni, istotny statystnie, dé¢ wysoki i wynosit 0,69,
w przypadku drugim rowniebyt dodatni, istotny statystycznie, @owysoki (nieco wyszy
od poprzedniego) i ogijnat wartos¢ rowng 0,83. JednocZaie miatla miejsce porgilzy
mutagennécia M przewidywan tymi modelami dodatnia, dé wysoka, istotna statystycznie
korelacja wynosxa 0,84. Mutagendé M przewidywana modelem opartym o wyniki
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z wody modelowej dezynfekowanej chlorem (M_f _w.mlodCh) nie wykazywaty korelacji

istotnej statystycznie ani z mutagebtia M obserwowam w tescie Amesa ani
Z mutagenngcia M przewidywam pozostatymi modelami. W przypadku mutageiuno
M obserwowanej testem Amesa wspotczynnik korelagliniski, dodatni i osignat wartas¢
0,24, dla funkcji opartej o wyniki z wody rzeczyvaposhgnat wartas¢ réwniez dodatna, ale
najnizszy sparod badanych przypadkéw i wynosit 0,11, natomiatd dhutagennsi
M przewidywanej modelem Vartiainena byt niski i mjey i wynosit -0,25.

Korelacja wynikow pontdzy mutagennicia M dla wody rzeczywietej dezynfekowanej
chlorem po zastosowaniu dwutlenku chloru obserwawartescie Amesa a przewidywan
modelami (Tabela 43) wadnym badanym przypadku nie byta istotna statysigcz
Dla mutagenngci M przewidywanej modelem Vartiainena wspotczynkdeelaciji byt niski
i ujemny 1 osiagnat wartos¢ -0,04. Natomiast w pozostatych dwoch przypadkach
(M_f _w.model_CIQIiCl, oraz M_f_w.model_G) byt dodatni, réwnig niski i wynosit 0,28).
Jedynie pongdzy funkcjami opisujcymi mutagenn& M opartymi na wynikach uzyskanych
dla wody modelowej zaréwno dezynfekowanej chlorakirpwniez chlorem po zastosowaniu

dwutlenku chloru miata miejsce doskonata korelatpaatnia, czyli wspotczynnik korelacji

wynosit 1,0.

Tabela 42. Korelacja wynikéw porgdzy mutagenngécig M wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem
obserwowan w tefcie Amesa a przewidywgrmodelami

M_ test__Amesa_bez M _f_Vartiainen | p f w.model Ch | M_f_w.wodoc_C}
frakcji dla ClI , - - - - -
M_ test Amesa_bez
frakeji_dla CI , 1,00 0,69 0,24 0,83
M f Vartiainen 0,69 1,00 -0,25 0,84
M _f_w.model_ C}b 0,24 -0,25 1,00 -0,05
M _f_w.wodoc_Cb 0,83 0,84 0,11 1,00

Tabela 43. Korelacja wynikéw pordzy mutagenngécig M wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem po
wczehniejszym zastosowaniu dwutlenku chloru obserwowam tefcie Amesa a przewidywarmodelami

M_ test Amesabez o M _f_w.model_
frakeii dia CIO 5i Cl, M _f_Vartiainen clo, i Cl, M _f_ w.model_Cb

M_test Amesa_bez

frakcji_dla CIO ,i Cl, 1,00 0,04 0,28 0,28

M _f _Vartiainen -0,04 1,00 -0,15 -0,15

M _f w.model_

Closi Cl, 0,28 -0,15 1,00 1,00

M _f _w.model_C} 0,28 -0,15 1,00 1,00
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PODSUMOWANIE | DYSKUSJA WYNIKOW

W celu oceny mdiwosci zastosowania modelu Vartiainena w warunkach kpchisdo
prognozowania na podstawie trzech parametrow clmyit bezpieczestwa zdrowotnego
wody do picia zawierage] mikrozanieczyszczenia powsiz w wyniku jej dezynfekcji
chlorem, przeprowadzono badania w dwoch niergieh wariantach:

| etap — z wykorzystaniem wody modelowej — w cedtalenia wptywu zawartgi OWO
pochodacego z obecri@i humuséw naturalnych igtenia azotu amonowego na aktywéo
mutagena powstagcych w rezultacie dezynfekcji pochodnych chlorowydbo bada
wybrano trzy wartéci OWO (2,0; 4,0 i 6,0 mgC/dipi trzy skzenia azotu amonowego
(0,1; 0,5; 1,0 mgNul/dm®). Zgodnie z Rozporzizeniem Ministra Zdrowia z dnia 29 marca
2007r. w sprawie jakai wody przeznaczonej do spaia przez ludzi [80], dopuszczalny
zakres wartéci dla OWO miéci sic w granicach od 0 do 5,0 mgC/dimdla jonu amonowego
od 0 do 0,5 mgNkf/dm®. Zostato to uwzgidnione w badaniach wtasnych. Gérwartasé
zakresu sizen dla azotu amonowego wybrano uwagi na to,w modelu Vartiainena

* * 2 .
gK¥OWOl * [Cl] * -NH3 )Yy (3 sezenia azotu amonowego

opisywanym funkgj f = A*(1-
réwnego 1,0 mgNk/dm® niezalenie od zawarteci OWO i dawki chloru potencjalna
mutagennét oshga zawsze warko 0.

Il etap — na rzeczywistej, uzdatnionej wodzie ponscaniowej po procesie jej
dezynfekcji - w celu oceny jakol zdrowotnej wroctawskie] wody wodagjowej w aspekcie
powstagcych pochodnych chlorowych. Z uwagi na sezomowmiennd¢ skiadu
jakaosciowego wody badania prowadzone byty w cyklu rocenyen etap badamiat na celu
réwniez weryfikacg modelu Vartiainena, ktory powstat w oparciu o ak@b0 probek wody
wodochgowej pochodzcej z 39 zlokalizowanych na terenie Finlandii zdkha uzdatniania
wody (pobieragcych wod zaréwno powierzchnioav jak réwniez i podziemm oraz
infiltracyjna) [21]. Model ten byt weryfikowany rowniew Stanach Zjednoczonych [151]
gdzie prowadzono badania wéd pochgmyrh z czterech zakladdéw oczyszczania wody
(z tym, ze trzy pobieraty do uzdatniania wppowierzchniow, a jeden gruntow.

Dezynfekcg wody modelowej 1 rzeczywistej prowadzono w warwtka
laboratoryjnych wyznaczardawky chloru oraz chloru po wprowadzeniu do wody dwuklen
chloru (w celu obrienia ilasci UPCh, czyli obnienia potencjalnej mutagenitd wody)
[52, 58, 69, 84].

Do bada bioindykacyjnych testem Amesa probki wody ¢zaho na zywicach
epoksydowych XAD, metadekstrakcji do fazy statej (SPE), w szeregowym dkie kolumn
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zawierajcych zywice. Drugi taki sam zestaw shj do oznaczé ubocznych produktow
chlorowania jako AOX i HAA (MCAA, DCAA, TCAA). Niema ujednoliconej standardowej
procedury zatzania i odzysku zaadsorbowanych zzkiow. Do zatzania probek wody
stosowane & réznego rodzaju zywice epoksydowe XAD [65, 156-158]zywice
jonowymienne Serdolit Pad [46], oraz sorbenty (bdo¢ton rye, blue rayon i blue chitin)
[159, 160]. Ze wzgldu, iz praca miata na celu weryfikgcjmodelu Vartiainena,
opracowanego na podstawie analizy prébek wodyzaaych nazywicach epoksydowych
XAD metoch SPE, dlatego #& w badanich wiasnych do badatestem Salmonella
zastosowanoatmetod. Zarowno badania wiasnengkie i amerykaskie r@nity sie migdzy
soln rodzajem jak i ilécia zywic oraz ilgcia zatzanej wody, szybkizia jej przeptywu jak
rowniez iloscia oraz rodzajem zastosowanego eluentu [21, 1®Bd]badaniach fiskich
stosowano tylko zywice XAD-8, natomiast w amerykakich XAD-8 i XAD-2.
Na podstawie doniegiditeraturowych [113, 161-163] i prowadzonych wazej w ramach
grantu KBN bada [30] ustalono optymalny uktad szeregowywic Amberlite zt@zony
z XAD-16, XAD-7, XAD-2 gwarantujcy wysoky sprawng¢ zatzania zwazkow
organicznych.

W badaniach wlasnych do zaania brano 10 dimwody. Podczas gdy w fiskich
zatzano 4,0 dmiwody, a amerykisskich o dwadzigcia razy wicej. Najwolniejsza mdkosé
przeptywu zazanej wody przez kolumn wynosita w badaniach fskich
0,64 obgtosci zloza na minug tj. 84 cni/min i 200 cni/min w badaniach amerykskie,
natomiast w badaniach wlasnych wynosita 15mé¢i ztoza na minug, czyli 135 cni/min.
Spos6b upakowania kolumny w badaniachsiich wynosit 50 cmy w badaniach
amerykaskich 104 cr dla XAD-8 i XAD-2 a w badaniach wlasnych w sumig,@ cnf.
Uzytym eleuntem w badaniachnékich i amerykaskich byt octan etylu riacy sk
objetoscia i wynosit odpowiednio: 300 cii 630 cni. Na podstawie wcZaiej
przeprowadzonych baflaustalono wydajn&& odzysku OWO (wydajni@ sumaryczna
adsorpcji i ekstrakcji) i wykazana; hajlepszym eleuentem byt aceton. Odpowiednio ddzys
OWO wynosit dla: acetonu — 68%, metanolu — 56%%38a octanu etylu [30].

Proponowany zestaw zapewnigkednio okoto 80% sprawké odzysku chlorowanych
zwiazkow organicznych (AOX i HAA), przy niewielkich igiach wytych zywic oraz
odczynnikéw do ich oczyszczania i ekstrakcji. Pchoa uzyskiwania ekstraktow zyzkow
organicznych z wod naywicach XAD wykazata ich wysaek sprawné¢ adsorpcyja
I fatwos¢ ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi. g sprawnéé wykazaty zywice

XAD7 i XAD16 przeznaczone do adsorpcji a@kow organicznych o wysokich masach

162



czasteczkowych, a nieco #8z3 (0 ok. 10% zywica XAD-2). Na podstawie bada
i uzyskanych wynikéw uznanoz byt to optymalny zestaw do ustalania wptywu zawnénit
OWO (pochodzcego z obecrimi humusow naturalnych i gfenia azotu amonowego) na
aktywna¢ mutagenn powstagcych w rezultacie dezynfekcji pochodnych chlorowych

W badania bioindykacyjnych wody modelowe] testem eSa zgodnie z procedur
Vartiainena, zastosowano jedynie szczep testBalynonella typhimuriunfA100, natomiast
badania potencjalnej mutagedoo wody powierzchniowej uzdatnianej w ZOW ,Mokry
Dwor” wykonano standardowym do tego typu bad@stawem szczepow TA100 i TA98,
w celu bliszego rozpoznania potencjalnej mutagénnoorganicznych pochodnych
chlorowych. Zaréwno w pierwszym jak i w drugim etafada prébki wod byly badane
Z zastosowaniem i bez frakcji mikrosomalnej S9neix,pozwolito na ocen potencjalnych
wiasciwosci mutagennych mikrozanieczyszéazwody zaréwno o charakterze mutagendéw jak
i promutagenow. Dla woéd rzeczywistych nie wyliczomautagennéci M dla szczepu
testowego TA98 z i bez zastosowania frakcji mikmamej ze wzgldu na to, %
wspotczynnik kierunkowyB; (funkcji regresji wyraonej wzorempo+R:*d) w wigkszaci
wypadkéw przyjmowat warkd ujemry, a przez to wyniki mutagengm M osiagaty réwnie
wartas¢ ujemry.

Oprocz bada bioindykacyjnych wykonano réwnieszereg badafizyczno-chemicznych
podstawowych parametrow wody rzeczywistej. W ola@esiocznych bada woda
powierzchniowa oczyszczana w ZOW ,Mokry Dwocharakteryzowata si stabilnym
sktadem fizyczno-chemicznym i w zakresie badanyakamikow jakasci, odpowiadata
wymaganiom okrdonym Rozporzdzeniem Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007 r.
w sprawie jakéci wody przeznaczonej do speia przez ludzi.

W badaniach fiskich i amerykaskich uboczne produkty dezynfekcji oznaczano jako
THM. Zaréwno w | jak i Il etapie badamierzono adsorbowane halogenowe azki
organiczne jako AOX oraz kwasy chlorooctowe (MCA¥CAA, TCAA) w wodzie przed jak
| po procesie zatania, przygte na podstawie danych literaturowych [102, 1645]Jjéko
markery powstajcych ubocznych produktéw chlorowania.

Kolejna kwesth nieuporadkowary i niejednoznaczna niezlgdna przy poréwnywaniu
wynikow jest procedura przedstawiania i obliczamnikow uzyskiwanych testem Amesa.
W ostatnim czasie panuje tendencja do przedstaaviamynikOw jako mutagenré
M (liczba rewertantéw/1 df), przy czym niejednoznaczny jest sposéb ich ohfiéa.
W badaniach prowadzonych w latach ubiegtych wyrigstu Salmonellabyly gtownie
przedstawiane jako wspétczynnik mutagesaidviR. Ponadto w wielu publikacjach brakuje
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podstawowych informacji dotyazych zastosowanych szczepdéw a mianowicie nie podawa
jest liczba rewertantéw spontanicznych jak rovenielpowied szczepow na stuprocentowe
mutageny. Dlatego tew celu maliwosci poréwnywania uzyskiwanych testeGalmonella
wynikéw podgto proke ujednolicenia i upordkowania sposobu przedstawiania i analizy
uzyskanych tym testem wynikOw. Zaproponowanyemsy schemat, zastosowany w pracy
obejmowat [Rys. 8]:

1) Wyniki uzyskane testem Amesa - pédibelaryczna/wykres rozrzuty
- ér. |. rew. spontan./zakres
- ér. |. rew. poz./zakres

\ 4

2) Analiza danych - podstawowe statystyki opisowe
srednia, odchylenie standardowe, minimum, maksimum,
wspotczynnik zmienngi (CV

\ 4
3) Krzywa zaleénosci dawke-odpowied - wykres ramk-wasy
- —

4) Analiza statystyczna
- analiza danych

/\

4a) rozktad normalny 4b) rozktad inny i normalny
- Poissona,

- uogdlniony GP1, GP2

- inny niz powyzsze

v/

. < - jesli do obliczenia
Mutagenné¢ prébki Mutagenné¢ prébki M wykorzystana
5a) MR 5b) M, I.rew./dnf metoda Bernstein
-metod, Berstein

\ 4
6) Korelacja wynikow

4 \
6a) rozktad normalny 6b) brak normalni
- wspétczynnik Pearsona - wspéitczynnik Spearmana

Rysunek 8. Schemat przedstawiania i analizy kaysch wynikow testow Amesa

1) Podaniesrednich wartéci rewersji spontanicznej (lub zakresu) szcz&almonella
typhimurium oraz wartéci srednich (lub zakresu) mutacji pozytywnych uzyskdmymo
zastosowaniu odpowiednich czynnikbw mutagennychradttarystycznych dla danego

szczepu testowego. Stwierdzone,przedstawianie wynikow testu Amesa z wykorzystiami
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formy tabelarycznej lub wykreséw rozrzutu, gdzimieszczone s wszystkie dane, przy
duzych ich ilgsciach mana poming¢.

2) Analiza uzyskanych danych - okienie wartdci podstawowych statystyk opisowych
tj. sredniej, odchylenia standardowego, minimum, maksinezy wspotczynnika zmiensai
(CV) dla danej dawki, w celu podsumowania zbiormydd i wyckagniccie podstawowych
wnioskéw i uogolnié na temat zbioru. W przypadku, gdy w analizie dényzyskanych
testem Amesa potrzebny jest bardziej szczegdétowys opynikdbw dla konkretnej
dawki/konkretnego zatenia (s¢zenia), to wowczas nima wykorzysta wykres ramka-wsy,
ktory pozwala na poréwnanie wasth podstawowych statystyk opisowych dla
poszczegolnych dawek/konkretnych ezah (stezen). Wykres ten pozwala rownieokresli¢
charakter krzywej zaiosci dawka-odpowiesl

3) Charakter krzywej zataosci dawka—odpowiet — kolejny krok przed przygpieniem
do analizy wynikéw, prowadzony juna etapie bada prowadzony w celu oceny istnienia
zaleznosci pomigdzy dawk (zakzeniem/s¢zeniem) - d - badanej proby a licgkewertantéw,
czyli czy uzyskane dane ukladapic w postaci krzywej zaleosci dawka-odpowietl
o charakterystycznym przebiegu.sligest spetniony ten warunek - oznacza ie, zakres
zakzen (dawek/sgzen) w jakim wykonywane bylo daviadczenie, zostat prawidtowo
dobrany. Tylko w przypadkach uzasadnionych metadpkowadzonych bada mazna
odshpi¢ od tej reguty, co zastosowano w pracy. Do przedst@a charakteru krzywej
dawka-odpowiesl mazna wykorzysta wykres ramka-wsy, ktory jednoczaie pokazuje
wartasci srednie wraz z odchyleniami standardowymi.

4) Rozklad danych - pierwsza faza analiz statystycl. Jéli prébka jest dostatecznie
duwza wtedy spetnioneaszatazenia rozktadu normalnego i nalerozpoca¢ analiz danych.
W tym przypadku wszystkie potrzebne n@lzia statystyczne, moa znale¢ w wickszaci
pakietow statystycznych. Kiedy zakmie o normalnii probki nie jest spetnione, nale
wybraé jedmy z kilku propozycji rozktadow danych. Jedaakw trakcie analizy danych
uzyskanych testem Amesa meozaistnié rowniez sytuacja (i z reguly taka sytuacja ma
miejsce), kiedy dane nie majni rozktadu normalnego, ani rozktadu Poissona tahni
uogolnionego rozktadu Poissona GP1 czy GP2. Dlategow tym przypadku, mma
rozwazy¢ przeksztatcenie danych, wykorzysiinp. transformagjBoxa-Coxa, albo naky¢
logarytm na dane, co me doprowadZd do zmniejszenia wariancji proby i rozme
problem z dopasowaniem rozktadu prawdopodddiiga. ROwnie¢ mazna pominé fakt
braku normalngci danych, jéli do obliczenia mutagengoi M zastosowanaclzie metoda

Bernstein, co zostato zastosowane w pracy.
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5) Okre&lanie mutagennii badanej prébki, ktéra powinnabprzedstawiona jako:

- MR - wspotczynnik mutagensoi — sposob uzyskania wyniku jest jednoznacznygmle
na obliczeniu stosunkwredniej wartéci rewersji indukowanej dosredniej rewersiji
spontanicznej danego szczepu. W tym przypadkiasno okrélone wzory do wyliczenia
tego wspoitczynnika jak rowniaeguta wedtug, ktérej i MR>=2,0 wskazujeze w badane;
prébce wody, przy pewnym jej zaeniu (w pewnym zakresie zaen), czy te w pewnej
objetosci wody mog znajdowa sie mikrozanieczyszczenia o potencjalnych detevosciach
mutagennych. Jeli MR<2,0 - swiadczy to,ze albo nie 8 obecne, albo obecne w danym
zakzeniu (obgtosci) wody mikrozanieczyszczenia prawdopodobnie niglabwptywat
negatywnie na materiat genetyczny bakt8almonella typhimurium

- M - mutagenné okreslona jako liczba rewertantéw indukowana przez £ Hadanej
probki — do analizy proponowana jest metoda Bemmsteiwzgkdniajaca tylko pocatkowa
cze$¢ krzywej dawka-odpowied - odcinek liniowy. W tym przypadku niezalge, jaki
rozktad mag dane uzyskane teste@almonellafunkcja regresji bdzie liniowa, a ocen
dopasowania otrzymanych wynikbw do zadnego modelu liniowe] zateosci dawka-
odpowied nalezy przeprowadza metod, najmniejszych kwadratdéw, wykorzysigjanaliz
regresji liniowej. Przy zaleeniu, ze krzywa zalenosci dawka-odpowied jest liniowa
i kwestia wykrywania punktu zmiany d (momentu, workin zatzenie/stzenie/dawka
zaczyna dziakatoksycznie) jest nieistotna to oczekiwana liczbaartantow w zalenosci od
d ma posté&

E(N)=Bo+Ba*d.

Opierapc sk na modelu prostej regresji liniowej naje estymowd wartaci
wspotczynnikéw B0 oraz 1. Estymator wspotczynnik@0 przybliza liczlke rewertantow
spontanicznych, natomiast waitaestymatora wspotczynnikil okrela o ile wzrgnie liczba
rewertantow indukowanych,eli d wzrgnie o jeden poziom.

6) W celu okrélenia wspoéizalenosci pomigdzy dwiema lub wiksz liczba zmiennych
powinna by zastosowana korelacja. Dla zmiennych nie wykgaigh rozktadu normalnego
obliczany jest wspotczynnik korelacji Spearmanallaazmiennych o rozktadzie normalnym
- wspotczynnik Pearsona. Przed obliczeniem wspéicikpw korelacji dokonywana jest

ocena rozktadu zmiennych.

Woda modelowa dezynfekowana chlorem zawieajOWO na poziomie od 4,0 do 6,0
mgC/dn¥, niezalenie od stzenia azotu amonowego (bez préby OWO=4,0 mgC/dm
i N-NH;'=0,1 mgNH'/dm®), wykazywata potencjalne wdeiwosci mutagenne. Warfo
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wskaznika mutagenni MR, dla tych wod, zwikszata s wraz ze wzrostem zawast
0golnego wgla organicznego i eéteniem azotu amonowego do wddoMR=4,9. Woda
modelowa o niskiej zawaroi wegla organicznego (2,0 mgC/dn niezalenie od stzenia
azotu amonowego nie wykazywata potencjalnychseweosci mutagennych. W wyniku
aktywacji metabolicznej oraz biotransformacji mikanieczyszcze o charakterze
mutagennym zaobserwowano wimy spadek MR do warfoi réwnej kydz bliskiej 1,0.
Uzyskana dla dziewciu wariantow wody modelowej mutagesadM badana testem Amesa
bez zastosowania frakcji mikrosomalnej foin st w granicach od 327 rew/dmdla
najnizszych wskanikéw wody modelowej do 3 157 rew/dndla najwyszych. Wyniki
mutagennéci M ukfadaty s¢ tak samo jak wyniki dla dawki chloru oraz chlorephodnych
(AOX i HAA) w zaleznosci od OWO i azotu amonowego, czyli wzrostzshia azotu
amonowego powodowat zgkszenie si mutagenngci M, dawki normalnej chloru (od 2,5 do
16,0 mgCldm®), ilosci UPCh. S¢zenie AOX przed zateniem wody wahato siod 44 do
310 pgCl/dnt. Odzysk AOX w procesie ekstrakcji wynosilednio 72%. Udziat kwaséw
chlorooctowych w AOX przed zataniem wody modelowej wynosit w sumie 49% a po jej
zakzaniu 42%. Najwgkszy udziat w sumie kwaséw chlorooctowych w wodaziedelowej,
przed zafzaniem, miat kwas monochlorooctowy érednio 52%. Srednia skuteczrié
zakzania wody modelowej dezynfekowanej chlorem dla subA wynosita 64%.
Mutagenné¢ M wody modelowej badane) teste®almonellaz zastosowaniem frakcji
mikrosomalnej wynosita od 121 do 618 rew.’dimnie wykazywata zaleosci takiej jak
w przypadku wynikow uzyskanych testem Amesa betogawania frakcji mikrosomalne.
Zaobserwowano dla poszczegolnych statystyk opisbwymediany, odchylenia
standardowego, maksimum, rangi oraz wspotczynnikaezndgci-CV), ze im wigksza
wartas¢ sredniej tym wekszy rozrzut obserwowanych danych, tzrednia coraz stabigj
opisywata probk Wyjatek stanowita wart@ minimalna, ktora nie rosta wraz ze wzrostem
wartasci sredniej. W testach z zastosowaniem frakcji nie zaowo takich zalenosci.
Wartasci podstawowych statystyk opisowych, dla wszystkicbbek, byty zblione do siebie,
czyli ze zmienné danych we wszystkich badanych probkach byla nikaie
i $rednia dobrze opisywata dane. $ma osiemnastu proébek wody modelowej
dezynfekowanej chlorem badanej widie Amesa z i bez frakcji mikrosomalnej tylko dla
czterech probek nataeto odrzuat hipotez o normalnéci danych. Wyniki testow ukladatyesi
w postaci dwéch rnych zaleénosci dawka—odpowierd W przypadku giciu wod wraz ze
wzrostem zatzania probki wody rosta liczba rewertantow agsiac dla wspotczynnika

koncentracji 1000 wartgi maksymalne. Dla pozostatych trzynastu probek ywvoeyskane
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wyniki uktadaty s¢ w postaci linii prostej, czyli niezataie od wzrostu zatenia probki nie
rosta liczba rewertantow. Wzadnym badanym przypadku krzywa nie miata
charakterystycznego dla tessalmonellgprzebiegu.

Wedtug modelu Vartiainena opartego o badania fiskiej wodzie wodoaigowej [21]
wzrost s¢zenia jondw amonowych powodowat zmniejszenigdioubocznych produktow
chlorowania wody a przez to obenie potencjalnej mutageniod wody, nawet do 0, gdy
stezenie jonéw amonowych byto réwne 1,0 mgNKm®, czyli wzrost mutagensoi M byt
uzalezniony jedynie od wzrostu zawagtw OWO i dawki chloru.

[...] Wedlug ostatnio opublikowanych badanajwicksze skutki genotoksyczne
i cytotoksyczne nalg przypisé halogenowanym pochodnym acetonitryli i nitromet&ano
[167]. [...] Z drugiej strony — w literaturze naukowed wielu lat toczy s dyskusja
dotyczca powstawania nitrozoamin w procesie dezynfek@dy Wszystkie te produkty
utleniania i dezynfekcjialczy obecné¢ azotu w casteczce. St tez zaczto zwracé wicksz
uwag; na obecn& i rolg azotu organicznego w wodach przeznaczonych dgys@o[168].
[...] Oprécz nitrozodimetyloaminy (NDMA), w wodach wociagowych wykryto take inne
nitrozoaminy, takie jak N-nitrozopiperydyna, N-oizopirolidyna, N-nitrozodifenyloamina
[169]. W wodzie po dezynfekcji wysgtuja oprocz dwdch gidwnych grup produktéw
ubocznych tj.  trihalometanéw, halogenowych  kwasow ctowych  réwnie
halogenoacetonitryle powsiag podczas chlorowania wody zawiac& aminokwasy,
proteiny i inne zwizki organiczne zawiergge azot. Zwizki te pochodz gtéwnie
z substancji humusowych. Chozidotychczas nie przeprowadzono dtugoterminowyctlabad
nad rakotworczéxia halogenowanych acetonitryli, jednakistniej uzasadnione podejrzenia,
co do ich wihaciwosci rakotworczych. W stosunku do szczuréw wykazarmatdnie
teratogenne trihaloacetonitrylu, a dziatanie mutageu bakterii wykazano w przypadku
dichloro- i bromochloro-acetonitrylu [166].

Przedstawione powgj argumenty mag ttumaczy uzyskane w wodzie modelowej
zaleenosci pomidzy wzrostem: zawargoi OWO, stzenia azotu amonowego i dawki chloru
a wzrostem mutagenda M tej wody badanej w teie Amesa szczepem TA100 bez
aktywacji metabolicznej.

Analogiczne wyniki MR i M uzyskano dla wody modelgvwdezynfekowanej chlorem po
wczeniejszym  zastosowaniu dwutlenku chloru. Zastosowawmio wody modelowej
dwutlenku chloru jako wsgpnego utleniacza spowodowato alemie dawki chlorusrednio
0 13% (od 6 do 18%), ale nie miato to odzwierciadlen obnieniu sg ilosci powstagcych

ubocznych produktéw dezynfekcji chlorem mierzonyhpostaci AOX i HAA (MCAA,
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DCAA, TCAA), co jednak nie wpltygto na wynik potencjalnej mutageniud tej wody, ktora
charakteryzowata siobnizeniem mutagenrsci M srednio o 36% (od 2 do 63%), poza
dwoma przypadkami (dla OWO=2,0 mgCfioraz N-NH" =0,1 i 0,5 mgNH'/dm®), gdzie
mutagenn& M byla wyzsza w przypadku wody modelowej dezynfekowanej @mompo
wstkpnej dezynfekcji dwutlenkiem chloru, jedrna@k wody te nie posiadaly wskaka
mutagennéci MR powyzej 2,0 wzadnym zatzeniu, czyli nie bylty potencjalnie mutagenne.

W przypadku wynikow testu Amesa w wariancie bezasasvania frakcji mikrosomalnej
analizupc wartdgci srednie trudno byto stwierdzi ogolm tendenai. Srednia liczba
rewertantow dla dziewciu ekstraktow wody modelowej, do ktérej przed ddekcj
chlorem wprowadzono dwutlenek chloru bytasziasrednio o 16 % (3-37%) w poréwnaniu
do wody modelowej dezynfekowanej chlorem i énila si w granicy od 119 do 172
rewertantow. Podobnie ukfadatye¢sivyniki dla wart@gci minimalnych (od 70 do 122
rewertantow). Rozklad probek byt prawostronnie ssko W przypadku probek wody
badanaych z zastosowaniem frakcji weactostatystyk opisowych byly do siebie zune.
Zastosowane testy statystyczne wykazaly,& siedem sp@dd osiemnastu probek wody
modelowej po wspnym dawkowaniu dwutlenku chloru i dezynfekcji aldim nie miaty
rozktadu normalnego, w tym ¢@i z nich to wody modelowe badane testem Amesa bez
zastosowania frakcji. W przypadku dwoéch probek wodkyzywa zalenosci dawka
-odpowied miata charakterystyczny dla testalmonellaprzebieg. W trzech badanych
wodach wraz ze wzrostem gzania probki rosta liczba rewertantow qggjac w zatzeniu
1000 wartéci maksymalne. Dla pozostatych trzynastu prébek ywoiézalenie od wzrostu
zakzenia probki nie rosta liczba rewertantéw, czyli sizgne wyniki uktadaty siw postaci
linii proste.

Dla wody modelowej niezateie od sposobu dezynfekcji ghisza¢ uzyskanych
wynikéw wykazywata wysok korelacg dodatna, istotra statystycznie. W obu przypadkach
wody modelowej wspétczynniki korelacji byty nieiste@ dla mutagensoi M obserwowanej
w tescie Amesa z zastosowaniem frakcji jak rownaia mutagenn@i M przewidywanej
modelem Vartiainena i w wkszdci niskie i ujemne. Mutagen§d® M wody modelowej
dezynfekowanej chlorem badanej wdie Amesa bez zastosowania frakcji byta skorelowana
dodatnio zaréwno ze gteniem OWO, azotu amonowego jak i azotu organiczhegaz
z dawlg chloru i ubocznymi produktami chlorowania oznagaonw wodzie przed i po jej
zakzeniu. W przypadku wody modelowe] dezynfekowanejormdn po wczéniejszym

dawkowaniu dwutlenku chloru nieistatstatystycznie nisk dodatni korelacg wykazywata
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mutagenné& M wody modelowej badane]j bez zastosowania fral&§Fmix z azotem
amonowym i organicznym.

Wprowadzenie dwutlenkiem chloru jako utleniaczaegravta&ciwym chlorowaniem
wody modelowej miato na celu olienie potencjalnej mutageniod wody poprzez obaenie
ilosci i stezenia powstajcych w wyniku dezynfekcji ubocznych produktow. Stesnie
dwutlenku chloru jest metadalternatywia w stosunku do chlorowania wody.

Dwutlenek chloru reaguje ta& z substancjami organicznymi, co prowadzi do pamiat
wielu organicznych produktow ubocznych. Reakcje £4@ubstancjami humusowymi [170]
polega na rozerwaniu wian beta-aryloeterowych, co prowadzi do utworzenianchodw,
kwasow mukonowych i estrow metylowych tych kwaséedtug prac [171-173] gtdbwnymi
produktami ubocznymi stosowania dwutlenku chlagikwasy karboksylowe od C4 do C16
oraz pochodne kwasow maleinowych. Wykrywa takze cykliczne ketony. W wodach
bogatych w bromki wykryto tale zwhzki bromoorganiczne, cléonie wykrywa st
bromianéw. Wedtug prac [53, 174] wynikae typowymi organicznymi produktami
ubocznymi stosowania dwutlenku chloruaddehydy i kwasy karboksylowe.

Poniewa dwutlenek chloru nie powoduje powstawania THM, jakvniez kwasow
chlorooctowych i nie reaguje z azotem amonowymomaést jako silny utleniacz powoduje
przede wszystkim rozpad wielkasteczkowych zwizkOw organicznych zawartych
w wodzie do kwaséw karboksylowych m.in. kwasu oagw, ktére nie wykazajaktywngci
biologicznej. Chlorowanie wody po zastosowaniu denku chloru jako wspnego
utleniacza mpe spowodowa wytworzenie s wiekszej ilasci kwaséw chloroorganicznych
w wyniku reakcji chloru z np. kwasem octowym, cgpnawdopodobniej miato miejsce.
W wodzie modelowej znajdowato ¢sina pewno znacznie wiej wielocasteczkowych
zZwiazkow organicznych, ktére w wyniku stosowanych w ZQdéceséw jednostkowych
uzdatniania wodyssusuwane, gtl tez mazna ttumaczy wigksz ilos¢ ubocznych produktéw
jako AOX i HAA w wodzie modelowej, do ktorej wprowaono przed dezynfekcichlorem
dwutlenek chloru. Wykorzystywany do zaania i ekstrakcji probek wody zestawwic,
szczegOlnie zastosowanie do hadaywic XAD16 i 7 o wysokim powinowactwie do
zZwiazkOw 0 wysokiej masie asteczkowej potwierdzito jak istotne w uzdatnianiady s
procesy jednostkowe takie jak koagulacja, sedynogmtdiltracja na wglu aktywnym i jak
istotne jest ich prawidiowe funkcjonowanie w celliménacji zwiazkOw organicznych
szczegoOlnie tych wielkoasteczkowych, ktére take mog by¢ prekursorami UPCh.
Jednoczénie badania modelowe wykazaty, zarowno wzrost zawardoi w wodzie OWO

jaki i wzrost s¢zenia azotu amonowego niezalee od zastosowanej metody dezynfekcji
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wody powodowato wzrost dawki chloru a konsekwenggo byto zwekszenie si ilosci
ubocznych produktéw chlorowania i podiggenie potencjalnej mutagersob wody. Jak
rowniez uzyskane wyniki dla wody modelowej zwrdcity uwaga negatywny wpltyw na
jakos¢ zdrowotra wody zawierajcej nie tylko azot amonowy, ale rowni@zot organiczny.
Przedstawione zataosci uzyskano dzki przedstawieniu wynikéw testow Amesa dla wody
modelowej jako wskanik mutagennéci MR. Biorac pod uwag fakt, iz metoda SPE
zakzania nie daje 100% odzysku zawartych w wodzieazkdw chemicznych szczegolnie
tych organicznych, na podstawie uzyskanych wynikd@azna sprobowa wysura¢ wniosek,
ze tylko woda o zawarfsi OWO réwnym lub niszym 2,0 mgC/drh nie generuje
potencjalnej mutagenia bedacej rezultatem powstggych w niej UPCh. Natomiast wedtug
Rozporadzenia Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007 r. prawie jakdci wody
przeznaczonej do spycia przez ludzi [80] dopuszczalna zawaft®O WO w wodzie do picia
moze wynosé 5,0 mgC/dm, co by maze jest wartécia za wysol.

Jednoczénie jak wykazaly wyniki korelacji dla wody modeloweezynfekowanej
chlorem na mutagen®d® M badam szczepem TA100 bez zastosowania frakcji S9-mixamaj
wptyw nie tylko zawarté¢ OWO, czy sizenie azotu amonowego, ale rOowngkzenie azotu
organicznego o czymwiadcz rowniez wysokie wspotczynniki korelacji uzyskane dla
mutagennéci M i chloropochodnych (AOX i HAA). Na podstawieynikow bada
uzyskanych na bazie wody modelowej dezynfekowahlgrem mana stwierdz, iz istniep
przestanki do stworzenia modelu do prognozowanidermmalnej mutagensoi wody

w oparciu o OWO, azot amonowy lub organiczny.

W okresie rocznych badavoda powierzchniowa oczyszczana w ZOW ,Mokry Dwor”
charakteryzowata si stabilnym skladem fizyczno-chemicznym i w zakresiadanych
wskaznikéw jakasci, odpowiadata wymaganiom okienym Rozporadzeniem Ministra
Zdrowia z dnia 29 marca 2007 r. w sprawie jakavody przeznaczonej do speia przez
ludzi [80]. Zawarté¢ ogdlnego wgla organicznego wahatagsiv zakresie 2,6-4,8 mgC/dm
przy sredniej wartéci 3,5 mgC/dm. Stzenie azotu amonowego bylo w zakresie od 0,06 do
0,32 mgNH*/dm?®, srednio przyjmujc wartdié 0,12 mgNH*/dm®.

W przypadku chlorowania wody wodagowej na podstawie krzywych zapotrzebowania
dawki normalne chloru zmienialyesiv niewielkim stopniu w zakresie 1,5-2,7 mg@h®.
llo$¢ powstatych AOX w wodzie — wahatacsiv granicach od 21 do 49y/dnT przy sredniej
wartaici 35 pg/dnt, natomiast w ekstrakcie z wod bytazsia srednio o 23%. Znaezy,

srednio 62% udziat w AOX, w wodzie przed gatniem, mialy kwasy chlorooctowe.
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Najwyzszy — 25% udziat miat kwas monochlorooctowy. Suroang s¢zenie HAA wahato
sic w das¢ szerokich granicach 9,5-38g/dnt, przy sredniej wartéci 22,9 ug/dnt.
Najwyzszy srednio 42 % udziat w ich sumarycznyngzgniu miat kwas monochlorooctowy
a udzialy pozostatych dwoéch kwaséw byly podobneynesity srednio 29%. Podobnie
ksztattowaly si zaleznosci w wodzie po jej zateniu. Srednia skuteczrig zatzania wody
modelowej dezynfekowanej chlorem dla sumy HAA wytzogednio 79 %.

W badaniach bioindykacyjnych niezatee od sposobu dezynfekcji wody rzeczywistej
przy zastosowaniu frakcji mikrosomalnej S9-mix jakbez niej, zaréwno dla szczepu
S. typhimuriumTA98 jak i TA100, poza nielicznymi przypadkami,enistwierdzono
potencjalnej mutagendo wynikajacej z wysg¢powania zwazkOw o charakterze zaréwno pro
jak i mutagenow, ktére mialyby istotny wplyw na podszenie rewersji indukowanej
szczepdw testowych.

W wyniku dezynfekcji wody wodoagowej chlorem potencjadn mutagennét
uzyskiwar przy zastosowaniu szczepu TA100 wykazywaly probkody pobrane
w padzierniku (MR=2,0) i w sierpniu (MR=4,0), a w migsii marcu osigni¢to wartc¢
wskaznika mutagenniei MR bliska 2,0. W przypadku dezynfekcji wody chlorem, po
wczesniejszym zastosowaniu dwutlenku chloru zaobserwowdmukrotry ilos¢ rewertantow
indukowanych w stosunku do rewersji spontaniczreepwno dla szczepu TA98 (dla wody
pobranej w marcu — MR=2,1) jak i TA100 (w sierpnMiR=2,7) wskazujce na jej
potencjala mutagenn&. Réwniez w przypadku badania prébki wody z lipca szczepem
TA100 osagnigto wartg¢ MR bliska 2,0. Na podstawie uzyskanych wynikow widaz
w okresie wiosenno-letnim napuje wyrany wzrost mutagenroi wody badanej testem
Salmonellaz uzyciem szczepu TA100 bez frakciji.

Uzyskana dla wody rzeczywistej dezynfekowanej @rtorbadanej w cyklu rocznym
mutagenn& M mierzona w técie Amesa szczepem TA100 bez zastosowania frakciji
mikrosomalnej migcita sk w granicach od 82 rew/dhula wody pobranej w lutym do 2 047
rew/dn? dla wody pobranej w sierpniu. MutagesddM uzyskana dla tych samych waéd
badanych testem Amesa z zastosowaniem frakcigoga najnizsz wartasé 147 rew/dm
w kwietniu, a najwysz 997 w styczniu.

W przypadku wynikow testu Amesa uzyskanych przyasasvaniu szczepu TA100 bez
zastosowania frakcji mikrosomalnej w okresie jeseaimowymsrednia liczba rewertantéw
osiagreta wart@d¢ maksymaln 113 w padzierniku a minimala w lutym i wynosita 74.
W okresie wiosenno-letnim napbwat wzrostredniej liczby rewertantéw od 61 w kwietniu

do 170 w sierpniu. Podobny charakter zmian jakvataitasci sredniej zaobserwowano dla
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wartasci mediany dla poszczegdélnych probek i wekgizaci przypadkdéw wartéci mediany
byty bliskie srednim, co oznaczae dane mialy rozktad symetryczny. Na podstawie
uzyskanych wynikow nie zauwano, aby wartfci statystyk opisowych zmieniaty ¢si
podobnie jaksrednia. W przypadku wody wodagowej dezynfekowanej chlorem badanej
w tescie Amesa szczepenS. typhimurium TA100 z zastosowaniem frakcji nie
zaobserwowano dych r&nic w wartgciach statystyk dla poszczegolnych prébek.
Natomiast wartéci srednie uktadaty siw sposob charakterystyczny podobny jak dla probek
z wod badanych bez zastosowania frakcji. W przypatgch samych prébek wody
wodochgowej badanej testem Amesa z zastosowaniem szcIA&®8 bez frakcji nie
zauwaono tendencji wzrostowej czy spadkowej w liczbievegantéw. Dla wszystkich
probek wartéci odchylenia standardowego, rangi jak roviniespotczynnika zmienrigi dla
poszczegolnych probek byly do siebie zbhie, a wartéci mediany byly bliskiesrednim,
czyli dane mialy rozktad symetryczny. Dla wody wotgowej badanej szczepem TA98
z zastosowaniem frakcji, watm srednie byly do siebie zldone i nie zaobserwowano
zadnych charakterystycznych tendencji. W przypadkaywvodocagowej dezynfekowanej
chlorem badanej przy zastosowaniu szczepu TAlOGggotowa danych miata rozkiad
normalny i dao czsciej odrzucona byta hipoteza o tyme dane pochodzz rozkiadu
normalnego w przypadku wody badanej bez zastosaweakcji niz z zastosowaniem frakcji.
Dla wéd badanych przyzyciu szczepu TA98 tylko jedna woda badana z zastasem
frakcji nie miata rozkladu normalnego. W przypadiwéch probek wody wodoggowej
dezynfekowanej chlorem, (paziernik - dla szczepu TA100 bez frakcji i siefpieréwniez
TA100 bez frakcji) krzywa dawka-odpowiedniata charakterystyczny dla tesBalmonella
przebieg. Dla pozostatych probek wody niezale od wzrostu zatenia probki nie rosta
liczba rewertantow, czyli uzyskane wyniki uktadaty w postaci linii prostej.

Uzyskana dla wody rzeczywistej dezynfekowane] dmnor po wczéniejszym
dawkowaniu dwutlenku chloru mutagesad badana w teie Amesa szczepem TA100 bez
zastosowania frakcji mikrosomalnej riéa sk w granicach od 100 rew/dndla wody
pobranej w kwietniu do 2 157 rew/dndla wody pobranej w sierpniu. Mutages&o
M uzyskana dla tych samych wod badanych testem Amesmstosowaniem frakcji agneta
najnizsz wartai¢ 45 rew/dni w czerwcu, a najwasz, 775 w sierpniu.

Dla wody rzeczywistej niezataie od sposobu dezynfekcji nie zaobserwowano
regularndci i zaleznosci, jaka miata miejsce w wodzie modelowej, pedaziy mutagennicia
M a wynikami chemicznymi wody takimi jak: zawai¢oOWO, stzenie azotu amonowego

czy organicznego, dawka chloru czy s&zenia chloropochodnych takich jak AOX i HAA.
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Zastosowanie do wody rzeczywistej dwutlenku chlojako wstpnego utleniacza
spowodowato obeenie dawki chlorusrednio o 26% (od 7 do 40%) i mialo to
odzwierciedlenia w obgeniu se ilosci powstagcych ubocznych produktow dezynfekcji
chlorem mierzonych w postaci AOX i HAA (MCAA, DCAATCAA). llos¢ AOX
mierzonych w prébkach wody zaréwno przed jak i @ozatzaniu w wyniku zastosowania
dwutlenku chloru przed chlorowaniem zmniejszyta &ednio o 32%, natomiast HAA
srednio o 43%. W wodzie przed zagniem najbardziej obmyla sk ilos¢ kwasu
dichlorooctowego o 52% a naphie kwasu tri- i mono-chlorooctowego o 44 i 39%,
natomiast w wodzie po zgkniu najbardziej obnyta sk ilos¢ kwasu trichlorooctowego
0 54% a nagpnie kwasu mono i di-chlorooctowego o 45 i 39%.d4aiast obnienie dawki
chloru a co za tym idzie obwnie s¢zenia AOX i HAA niejednoznacznie wptglo na
wyniki potencjalnej mutagendo tej wody, ktéra charakteryzowalta ¢siobnizeniem
mutagennéci M srednio 0 65% (od 26 do 90%), tylko w 4 przypadkdpazdziernik,
kwiecien, maj, czerwiec), natomiast w pozostatych miesch bytasrednio o 34% (5-88%)
wyzsza.

Dla prébek wody badanych wsteée Amesa szczeperS. typhimuriumTA100 bez
zastosowania frakcji w okresie jesienno-zimowym agizhy byt spadek warfoi sredniej
rewertantow od 105 do 78 (wygk stanowita probka W3). W okresie wiosenno-letnim
nastpowat wzrost sredniej liczby rewertantow od 61 do 147. W trakceada
z zastosowaniem frakcji nie zaobserwowanaydb r&nic w wartdgciach statystyk dla
poszczegolnych probek. Natomiast wécigrednie uktadaty siw sposob charakterystyczny
podobny jak dla probek z wod badanych bez zastasieweakcji. W przypadku tych samych
prébek wody wodoggowej badanej testem Amesa z zastosowaniem szCEAP8 bez
frakcji analizupc wartgci srednie nie zauwano zadnej tendencji wzrostowej czy
spadkowej. Dla wikszasci probek wartéci odchylenia standardowego, rangi jak rownie
wspoitczynnika zmienrsai byly do siebie zblione. Podobnie jak dla wody wodegowe]
badanej szczepem TA98 z zastosowaniem frakcji,wdékszaci probek wartéci srednie
byly do siebie zbfione i nie zaobserwowanmdnych charakterystycznych tendencji. Dla
proébek wody badanych przy zastosowaniu szczepWUAtirzucona zostata hipoteza o tym,
ze dane pochodzz rozkiadu normalnego w przypadku wody badanej ba&ztosowania
frakcji. Dla wody rzeczywistej badane] szczepem BAZ zastosowaniem frakcji
zaobserwowano wtcej probek, ktére nie pochoglz populacji o rozktadzie normalnym
(cztery na pi¢ nie wykazugcych rozktadu normalnego). Pozostate probki badamoeepem

TA98 posiadaty rozktad normalny. W przypadku dwépndbek wody rzeczywistej
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dezynfekowanej chlorem po waérgejszym zastosowaniu dwutlenku chloru, krzywa dawk
odpowied miata przebieg charakterystyczny dla tessalmonella Tylko na jednym
z wykresOw ramka-wsy wraz ze wzrostem zghnia probki rosta liczba rewertantéw
osiagajac w zatzeniu 1000 wart& maksymaln. Dla pozostatych probek wody niezaiee
od wzrostu zatenia probki nie rosta liczba rewertantow, czyli sizgne wyniki uktadaty si
w postaci linii proste;.

Niezaleznie od sposobu dezynfekcji giszas¢ uzyskanych wynikow wykazywata nisk
korelacg zaréwno dodatni jak i ujemr, nieistotra statystycznie. W przypadku wody
wodochgowej dezynfekowanej chlorem wykazano w maianvysoky korelacg, istotra
statystycznie pomdzy mutagennizia M obserwowan w tesicie Amesa bez frakcji
a przewidywan modelem Vartiainena (0,69) i €to wysoks pomkdzy mutagennicia
M obserwowan w tescie Amesa bez frakcji, a dawkchloru (0,84). Natomiast dla po
zastosowaniu dwutlenku chloru praktycznie nie wyaz korelacji pongidzy mutagennicia
M obserwowan w teicie Amesa bez frakcji a przewidywanmodelem Vartiainena
(-0,04), a, jedynie d@ wysok i istotnie statystyczn(0,73) wykazano ze @teniem azotu
organicznego.

Wyniki dla wody rzeczywistej nie byty tak jednozzae jak wyniki dla wody modelowej
co moe by zwiazane 2z rénorodndcia wyskpujacych w wodzie domieszek
I zanieczyszcze oraz zachodgych w niej procesow fizyczno-chemicznych. Jak vigtg
wyniki, dla wody rzeczywistej zastosowanie dwutlerghloru jako wsfpnego utleniacza, nie
w kazdym przypadku dawato ohtenie potencjalne] mutagenitd mimo, iz tworzyto s
mniej UPCh oznaczanych jako AOX i HAA. Obecnie mia maliwosci analitycznych, ktére
pozwolityby na oznaczenie jakgiowe i ilosciowe petnego spektrum zyzkow chemicznych
wystepujacych w wodzie. Ze wzgtu na ztgonacs¢ srodowiska wodnego i zachagtz/ch
W nim procesow, namatoby zwroct wigksza uwag na testy bioindykacyjne (nie tylko
krétkoterminowe testy bakteryjne, ale rowniga badania na organizmachasyych jak np.
rozwielitkach czy rybach), dgi ktérym mazna okréli¢ bezpdrednie oddziatywanie
zanieczyszcze i domieszek wody na organizmigywe. Rezultaty takich badamazna
ekstrapolowa na organizm ludzki oceni@j ryzyko zwhzane z piciem wody poddawanej
dezynfekcji chlorem.

Zastosowanie w badaniach wody rzeczywistej roweiezepu TA98 potwierdzitoz nie
nalezy ogranicza bada mutagennéci testem Amesa tylko do jednego szcz&aimonella
typhimuriumTA100, gdy dopiero zestaw tych dwdch szczepow (TA98 | TAld&jE pogid
w jaki spos6b mikrozanieczyszczenia znajdej s¢ w wodzie a szczegodlnie UPCh
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oddziatywaj na materiat genetyczny. RoOwni@a tym etapie badapotwierdzono zalety
przedstawiania wynikoéw testow Amesa jako wskla mutagennéci MR, chociaby ze
wzgledu na fakt niemznosci obliczenia mutagendoi M dla wynikéw testuSalmonella

uzyskanych dla szczepu TA98 zaréwno z jaki bezosastania frakcji mikrosomalnej.

Badania faskie zainicjowaly prob ich weryfikacji na gruncie amerykskim [151].
Wyniki badax amerykaskich prowadzonych w celu weryfikacji modelu Vairiena
pokazaly,ze obserwowany poziom mutagesooM wody wodociagowej pochodacej z tych
zaktadéw, badany testem Amesa, byt 0 1,5 do 2,9vazszy niz obliczony na podstawie
modelu Vartiainena. Mimo to Kkorelacja pauizy przewidywaa a obserwowan
mutagennécia byta wysoka (R=0,96).

Na podstawie wlasnych uzyskanych wynikéw dla wodydelowej i wody rzeczywistej
podito prole opracowania da czterech wariantow hadastpnych modeli regres;ji
wielorakiej:

1) dla wody modelowej dezynfekowanej chlorem bagaestem Amesa przyzyciu

szczepu TA100 bez aktywacji metabolicznej modesyppany byt funkci

f = -932,3 + 368,1 *OWO + 1618* Nii |. rew./dm3
R?=0,92 i R skorygowany = 0,89
2) dla wody modelowe] dezynfekowanej chlorem potassvaniu dwutlenku chloru
badanej testem Amesa prziyaiu szczepu TA100 bez aktywacji metabolicznej

f = -81,5+171,7 *OWO + 744,7* Ni l. reW./dm3
R?=0,69 i R skorygowany = 0,59
3) dla wody rzeczywistej dezynfekowanej chlorem dregj testem Amesa przyyciu

szczepu TA100 bez aktywacji metabolicznej

f=-1025+1336*G | rew./dm
R?=0,73 i R skorygowany = 0,70
4) dla wody rzeczywistej po wprowadzeniu dwutlekioru przed dezynfekgjchlorem
badanej testem Amesa prziyaiu szczepu TA100 bez aktywacji metabolicznej
f = 36,96+ 1256 *N-org | rew./dm
R?= 0,06 i B skorygowany = -0,05
Po przeanalizowaniu wynikéw zaummmo, i wspotczynniki determinacji R oraz

R?- skorygowany dla modelu numer 4 byly bardzo niski&ne co do wartei, jak réwnie
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wspotczynnik regresji i wyraz wolny nie byly istetrstatystycznie, dlategozteéen model
regresji wielorakiej nie byt brany pod uwag dalszych analizach.

Pozostate wgpne modele (1, 2, 3) poddano weryfikacji z wynikamutagenngci
M uzyskanymi testem Amesa z zastosowaniem szcz&dildd bez aktywacji metabolicznej
dla badanej w cyklu rocznym wody wodggowej. W przypadku wody rzeczywistej
dezynfekowanej chlorem i dezynfekowanej chlorem gawkowaniu dwutlenku chloru
wyniki mutagennéci M obliczone przy #yciu funkcji matematycznych i na podstawie testu
Amesa wykazywaly rozktad normalny oprécz mutag€onoM przewidywanej przy
zastosowaniu wgpnego modelu opartego na wynikach z wody wogpmive]
dezynfekowanej chlorem.

Ze wzgkdu na to, # korelacja wynikbw pomidzy mutagennicia M, dla wody
rzeczywistej dezynfekowanej chlorem po zadawkowatutlenku chloru, obserwowarw
tescie Amesa a przewidywanmodelami wzadnym badanym przypadku nie byta istotna
statystycznie, jak roéwnie byta niska, dlatego teuznano, # zaden z zaproponowanych
wstepnych modeli regresji wielorakiej jak rowrmiemodel Vartiainena nie nie by
stosowany do przewidywania potencjalnej mutagécinazdatnianej wody powierzchniowej
dezynfekowanej chlorem po waéreejszym dawkowaniu dwutlenku chloru.

W przypadku wody rzeczywiste] dezynfekowanej chiorekorelacja pongidzy
mutagennécia M przewidywam modelem opartym o wyniki z wody modelowej
dezynfekowanej chlorem byla niska i nieistotna ystigicznie ani z mutagenéma
M obserwowaan w teicie Amesa ani z mutageriolm M przewidywam pozostatymi
modelami. Mimo, 4 w badaniach na wodzie modelowej wykazano zed&ei pomidzy
wzrostem sizenia OWO, azotu amonowego i dawkhloru a wzrostem mutageriod
M badanej testensalmonellaprzy zastosowaniu szczepu TA100 bez frakcji, caniéz
potwierdzity wyniki korelacji (ktore byly dodatniewysokie lub dé¢ wysokie i istotne
statystycznie). W przypadku wody rzeczywistej ddelgowanej chlorem mutagensto
M obserwowana testem Amesa skorelowana byta dadatdos¢ wysoko a wspoétczynnik
korelacji byt istotny statystycznie z mutagekcia M przewidywam modelem Vartiainena
(R=0,69) i wsgpnym modelem regres;ji wielorakiej opartym o wyrzkiwody wodocigowej
dezynfekowanej chlorem (R=0,83). Jedndoie wspoétczynnik korelacji porgilzy
mutagennécia M przewidywan tymi modelami byt rowniz dodatni, dé¢ wysoki (0,84)

I istotny statystycznie sti mazna by wnioskowé, iz oba modele mogtyby ldyzastosowane
do przewidywania potencjalnej mutage#ecio uzdatnionej wody powierzchniowej

dezynfekowanej chlorem.
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Jednake naley zwrécié uwag: na kilka wanych elementdéw, ktére wptgly na
uzyskane wyniki i modele regresji i ktére momie¢ znacaca rolg przy interpretaciji tych
wynikow:

- Woda powierzchniowa mimo stosowanych procesédatmdania polegagych na
obnizeniu zawartéci domieszek i zanieczyszarzgest srodowiskiem o olbrzymiej iléci
sladowych nie do kaca zidentyfikowanych zwikédw chemicznych, pozostaych medzy
solm w raznych zalenosciach zarowno synergistycznych jak rowniantagonistycznych,
natomiast wsfpny model regresji dopasowany na podstawie wynikdmody wodocigowej
dezynfekowanej chlorem opisany funkdj=-1925+1336*CJ (I. rew./dn?) oparty byt tylko
na dawce chloru clédoyt das¢ wysoko skorelowany (0,83) z mutagescia M obserwowan
w tescie Amesa dla szczepu TA100 bez frakcji. Natomiastitug modelu Vartiainena
f=A*(1-e—KOWOMCIU-NH?) \y7rost sgzenia w wodzie azotu amonowego powoduje
obnizenie potencjalne] mutagenitd M wody osiagapc wartg¢ O dla s¢zenia azotu
amonowego réwnego 1,0 mghtHim®. Czemu zaprzeczajwyniki uzyskane dla wody
modelowej, w ktorych wzrost zawaétn OWO i stzenia azotu amonowego powodowat
wzrost dawki chloru i mutagensm M wody.

- Zakzanie wody prowadzone ngwicach epoksydowych XAD, jak réownieodzysk
zaadsorbowanych ngwicach zwazkow nie jest 100% (w prowadzonych badaniach wynosi
srednio okoto 80%), gtl tez badana testem Amesa mutageidnoaze by wyzsza. Poza tym
w trakcie procesow zatania dochodzi [...] do wzrostuegen poszczegoélnych zwikow
chemicznych w prébce wody, w tym tak i tych, ktéore w szeniach wykrywalnych
w wodzie naturalnej nieagoksyczne, a w wyszych wykazy szkodliwag¢. Zakzanie mae
takze powodowa zmiany w rozpuszczaldoi, zasoleniu, napciu powierzchniowym
cisnieniu osmotycznym i lepkoi. W zalenosci od przygtej metody mog by
zatrzymywane okione grupy zwizkow a ,tracone” inne substancje np. lotne lub paa
zachodzt takze mog wtérne reakcje chemiczne pagzy sktadnikami wody [113].

- Dodatkowo zalenosci i oddziatywanie pomidzy zawartymi w wodzie zwzkami
chemicznymi szczegolnie w przypadku badania tessaimonellatak ztazonej probki jalg
jest woda rzeczywista me mie€ wptyw na wyniki tego testu. Obecftow badanej probce
wody zwihzkdw toksycznych, czy metali ggkich maze wywier& negatywny wplyw na
bakterieSalmonella typhimurium

Na podstawie przeprowadzonych na wodzie modelowdpbiach mana potwierdzi

czg$¢ tezy pracy mianowiciezipo procesie dezynfekcji wody chlorem powstprodukty
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uboczne charakteryzige se¢ aktywndcia mutagena wykazam testem Amesa przy
zastosowaniu szczepu TA100 bez frakcji i istniej@zliwos¢ prognozowania takiej
potencjalnej mutagendoi na podstawie zawaldc ogolnego wgla organicznego i jondéw
amonowych. Jednak uzyskany na podstawie wynikoéw dla wody modelomvegel regres;ji
wielorakie]j nie zostat potwierdzony na wodzie raeuistej, dlatego t& nie mae by
przyjety. Réwniez model Vartiainena jak i model regresji oparty oniky dla wody
rzeczywistej ze wzgbu na podane powgj ograniczenia nie magby¢ stosowane do
prognozowania potencjalnej mutagegeigpowierzchniowej wody do picia dezynfekowanej
chlorem.

Ze wzgkdu na wykazywane pewne niedoskosatow procedurach przygotowywania
probek wody [113Jak réwniez w samych dogpnych analizach wykorzystywanych w celu
okreslenia potencjalnej mutagenstd wody do picia, jak rownie ze wzgédu na
skomplikowany i niejednorodny sktad wody przed ewamym wprowadzeniem
I stosowaniem do prognozowania potencjalnej mutagen wody do picia modeli
nalezatoby uwzgkdni¢c szereg parametrow wyznaczanych empirycznie.

Mimo rozwoju nauki na dzie dzisiejszy znane metody analityczne nie pozwaie
zidentyfikowanie cgsci znajduacych sé w wodzie zwiazkOw chemicznych szczegdlnie
ubocznych produktow chlorowania. Wiele badgnotoksycznai i mutagennéci wykazato
wysoka szkodliwag¢ pojedynczych zvazkow chemicznych. Jednak woda jakasrodowisko
o ogromnej ranorodndci sktadnikow i zalenosci pomidzy nimi powinna b§ traktowana
jako catld¢. Dlatego te naleey zwrdck szczegdlna uwag na metody biologiczne
tj. biomonitoring wykorzystujcy materiat biologiczny (biowskaiki, biotesty, bioczujniki),
ktore g lepsze od klasycznych metod analitycznycheklzich specyficznéci, szybkdci,
mozliwosci zastosowanian situ jak rowniez w uktadzie on-line pozwalajocené rzeczywisty
wplyw na organizmy. Dodatkowo ich zastosowanie zimda dokonanie sumarycznego
pomiaru oddziatywania probkisrodowiskowej na organizmyzywe bez wsipnego
przygotowywania prébek [175].
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WNIOSKI

1) Na podstawie wynikow z wody modelowej:

» Wzrost zawartézi w wodzie OWO pochodzego z obecniwi humuséw naturalnych jak
rowniez wzrost stzenia azotu amonowego powodowaly wzrost dawki chl@padczas
dezynfekcji wody chlorem jak rownigpo wstpnym dawkowaniu dwutlenku chloru) a przez
to wpltywaty na podwyszenie potencjalnej mutagesnbbadanej wody;

» Zastosowanie wgbnego utleniania dwutlenkiem chloru przed $gtwva dezynfekcy
wody chlorem skutkuje obigniem potencjalnej mutagenioo wody mimo, ze powstaje
wigksza ilg¢ ubocznych produktow chlorowania oznaczanych jakOXAoraz kwasy
chlorooctowe MCAA, DCAA, TCAA,

* Niezalenie od wartéci OWO i stzenia azotu amonowego badana woda modelowa nie
wykazywata aktywnéci mutagennej po zastosowaniu wsde Amesa aktywacji
metabolicznej;

* Po procesie dezynfekcji wody chlorem powstajodukty uboczne charakteryzog se¢
aktywnacia mutagena wykazam testem Amesa przy zastosowaniu szczepu TA100 bez
frakcji;

* Istnieje maliwo$¢ prognozowania potencjalnej mutagefciovody modelowej Gcisle
okreslonych parametrach na podstawie zawanitagolnego wgla organicznego i jondw
amonowych, ale nie wedtug zaproponowanego przetidifegna,

* W wodzie o zawartei OWO do 2,0 mgC/dr3ni 0 skzeniu azotu amonowego nawet do
1,0 mgNH*/dm® po dezynfekcji chlorem twosze sé uboczne produkty nie wykazywaty
potencjalnej aktywnici mutagenne.

2) Na podstawie wynikow dla wody rzeczywiste;j:

* Na podstawie wynikdw uzyskanych w cyklu rocznyna dvody rzeczywistej
dezynfekowanej chlorem i wginie utlenianej dwutlenkiem chloru nie wykazanocezabici
pomigdzy zawartécia OWO, stzeniem azotu amonowego, dawlkchloru a potencjaln
mutagennécia wody obserwowanw tescie Amesa

* Wskpne utlenianie wody dezynfekowanej chlorem nie wgly jednoznacznie na
obnizenie potencjalnej mutageniod wody rzeczywistej mimo nszych wartéci ubocznych
produktéw chlorowania oznaczanych jako AOX, HAA.

» Badanie wody rzeczywistej testem Amesa wykazatmimo ze spetnione byly zgodnie

z aktualnym Rozporrizeniem Ministra Zdrowia wymagania stawiane wodhiepicia to

180



woda wykazywata aktywrio6 mutagena w teicie Amesa zaréwno przy zastosowaniu
szczepu TA100 jak i TA98. Niezaleie od wartéci OWO i stzenia azotu amonowego
badana woda rzeczywista nie wykazywata aktydgnmutagennej po zastosowaniu wcie
Amesa aktywacji metabolicznej

* Nie ma@na przyp¢ modelu Vartiainena do prognozowania potencjalnejagennéci
wody powierzchniowej dezynfekowanej chlorem, révimé mog@ by¢ przyjete do tego celu

modele uzyskane w pracy na podstawie wynikow z wadgelowej i rzeczywistej

3) W celu maliwosci porownywania wynikdw uzyskanych testenSalmonella
zaproponowano ujednolicony sposéb przedstawiaoidic¢zania wynikdéw jako mutagenfio
M (liczba rewertantow/dim probki) i jako wskanik mutagenngéci MR, z podaniem

informacji charakteryzagych dany szczefalmonella typhimuriumv warunkach testu

4) Spelnienie  wymogéw  dotyazych jakéci wody do picia zgodnie
Z Rozporzdzeniem Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007 rspvawie jakéci wody
przeznaczonej do spycia przez ludzi, najprawdopodobniej nie gwarantogzpieczastwa
wody do picia z uwagi na mbwos¢ jej potencjalnej mutagenéd generowanej w procesie
dezynfekcji

5) Rezultaty testow Amesa wspartych wybranymi podstvymi analizami fizyczno-

chemicznymi i metodami analitycznymi nie moQy¢ podstavs do stworzenia modelu,

do szybkiego okrigania bezpieczestwa zdrowotnego (jakoi zdrowotnej) wody do picia.
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