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Abstrakt

V souvislosti s kontaminaci zplisobenou vyUsténim odpadnich vod a plosnymi splachy predstavuiji
feky Lucina a Ostravice dlouhodobeg silné antropogenné ovlivnéné toky. Cilem prace bylo zhodnotit miru
zatiZzeni tok( genotoxickymi polutanty. Vzorky vody byly zahustény XAD resiny metodou extrakce na
tuhou fazi (SPE) a mutagenita byla hodnocena Salmonella/microsome detekénim systémem. Pfitomnost
mutagennich organickych polutantd byla sledovana ve vzorcich pitné vody, bodovych a pasivnich
odbérech z Luciny-po Usti do toku Ostravice (0,5 F.km) a Ostravice-nad Lucinou (4,7 F.km). Byly pouZity
kmeny bakterie Salmonella typhimurium His" TA98 a TA100 ve variantach testu bez i s S9 metabolickou
aktivaci in vitro. Mutagenni aktivita byla zaznamenana u bodovych odbér(i surové i zakoncentrované pitné
vody z 10. 5. 2011, u koncentréat( fek z 28. 3. 2012 a pasivnich odbér( z obdobi 18. 7. - 10. 8. 2011.
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Uvod

V monitoringu zneCisténi vod genotoxickymi kontaminanty se pomérné Casto vyuZiva
zkoncentrovani analytll adsorbci na XAD resiny. Amberlite® XAD-2 a XAD-4 resiny patfi
k adsorbentdim polymérniho typu. Jedna se o hydrofébni umélé pryskyfice na bazi polystyren-
divinyl benzenu ve formé bilych neprihlednych (XAD-2) nebo prisvitnych (XAD-4) tuhych
nerozpustnych ,,kapicek®. Afinita k poutanym slouceninam kolisa v zavislosti na jejich polarité,
specifickém objemu pérd a velikosti povrchové plochy. XAD-2 adsorbenty (CAS No: 9060-05-3)
se pouzivaji k prekoncentraci rozpustnych organickych sloucenin (pesticidy, PAU, antibiotika,
tuky, surfaktanty). Typ XAD-4 (CAS No: 37380-42-0) je vhodny k adsorbci malych
hydrofébnich sloucenin jako napt. farmak, fenoll, chlorovanych organickych latek nebo
k zachytu tékavych organickych latek a iontl kovd. ZatiZzeni fek Luciny a Ostravice organickym
zneCisténim je dlouhodobé a podileji se na ném zejména podniky ArcelorMittal Ostrava a.s, COV
Havifov Ci Biocel Paskov a.s., ale i splaSkove vody.

Material a metody
Testované vzorky

Vzorky pitné vody byly ziskany v ekotoxikologické laboratofi KBE PfF OU v souladu
s CSN I1SO 5667-5 [1] ve dnech 10. 5. 2011, 13. 7. 2011, 14. 7. 2011, 15. 2. a 22. 2. 2012.
Odebirani vzork{ povrchové vody se Fidilo pokyny CSN EN 1SO 5667-3 [2] a CSN 1SO 5667-6
[3]. Zkoumany byly vzorky zFi€nich profili Lucina-po uUsti do toku Ostravice (ld. VU:
20451000; 0,5 F.km; Loc: 49°49'45.36"N 18°18'4.13"E) a Ostravice-nad Lucinou (Id. VU:
20430000; 4,7 F.km, Loc: 49°49'53.41"N 18°17'44.18"E). Bodové odbéry byly provedeny ve
dnech 11.7. 2011 v 15.30 hodin a 28. 3. 2012 v 10.00 hodin. Dne 18. 7. 2011 v odpolednich
hodinach byly do tokd umistény dosimetry s kondicionovanou smési XAD-2 a 4 resin(, které zde
byly ponechéany po dobu 24 dni. VVzorky byly sterilizovany membréanovou filtraci (0,45 pm).



Prekoncentrace XAD resiny

Zkoncentrovani organického znecCisténi bylo provedeno podle normy TNV 75 7231 [4].
Bylo pfipraveno 30 ml rovnocenné smési XAD-2 a XAD-4 resinli (15 + 15 ml), kterd byla
promyta metanolem (aktivace) a destilovanou vodou (kondicionace). Pfi bodovych odbérech bylo
zneCisténi extrahovano z 15 | vzorku umisténého do sklenéného demizonu s promytymi sorbenty.
Tato smés byla 24 hodin intenzivné promichavana. Poté byly sorbenty od matrice oddéleny
dekantaci. Pfi pasivnim vzorkovani bylo do toku umisténo zafizeni, které jiz obsahovalo
aktivované/kondicionované resiny. Sorbenty s navazanymi latkami se pak naplnila sklenéna
kolona, ve které bylo co nejméné vody, ale zrna byla propojena vodnim sloupcem s absenci
vzduchovych bublin. Eluci latek zajistila exposice 15 ml acetonu po dobu 15 minut. Eluent byl
odstranén probublavanim dusikem. Vysledny koncentrat organického znecCisténi se doplnil
destilovanou vodou na objem 15 ml, coZ odpovida tisicindsobnému zahusténi vzorku. Byla také
ovérena adsorpéni schopnost resinli za neutralniho pH na modelovém roztoku destilované vody
obohacené o fenol (CsHsO; CAS No: 108-95-2; rozpustnost ve vodé 0,638 mol/l) na vyslednou
koncentraci 0,01 mg/l. Navratnost fenolu ze vzorku byla stanovovéna spektrofotometricky
pfi vinové délce A = 230 nm, byla pfitom zaznamenana 51% retence.

Testovaci organismus

Byly vyuZity bakteridlni kmeny Salmonella typhimurium His- TA98 a TA100 ziskané
v lyofilizovaném stavu z Ceské shirky mikroorganismd, Brno. OZiveni a pfiprava
bakterialni suspenze se provadi podle pfilozeného navodu. Kmen TA98 indikuje posunové
a kmen TA100 zdménové mutace.

Test genotoxicity

Byl vyuZzit upraveny postup Muta-ChromoPlate [5]. Metabolicka aktivace byla modelovana
in vitro pfidavkem krysi postmitochondrialni jaterni frakce S9 (samci Wistar, SPF) ziskané ze
Statniho zdravotniho Ustavu, Ostrava. Pred zahajenim testovani byla upravena opticka denzita
bakterialni suspenze (540 nm: 0,4 + 0,01) a pH fosfatového pufru na 6,8-7,2. Do sterilnich
plastovych zkumavek (V = 50 ml) byly aplikovany poZadované objemy reakCni smesi,
fosfatového pufru, standardni fedici vody, testovaného vzorku, standardniho mutagenu popf. S9
smési a bakterialni suspenze daného kmene [5]. Po dikladném promichani se obsah kazdé
zkumavky premistil pomoci osmikanalové pipety na mikrotitracni desticku, pficemz v kazdé
z jejich 96 jamek bylo 200 pl smési. Inkubace probihala 5 dni pri teploté 37 °C ve stacionarnim
termostatu. Za pozitivni odezvu je povazovana pritomnost Zlutych, ¢astecné Zlutych a zakalenych
jamek. Fialové jamky se hodnoti jako negativni. Pokud byl pouZzit paralelni design zkousky, byl z
hodnot ziskanych pro diléi replikaty vypocten aritmeticky primér (X) a vybérova smérodatna
odchylka (s). Ke vzajemnému porovnani ziskanych vysledkll slouzi index Ry/R. (pocet
pozitivnich jamek ve vzorku/pocet pozitivnich jamek v negativni kontrole). Byl stanovovan také
stupeni genotoxického rizika organického znec€isténi vod v zavislosti na mife zahusténi vzorku

[6].

Vysledky a diskuse
Vysledky testovani pro jednotlivé vzorky shrnuji tabulky 1. az 5., pfiCemzZ pozitivni odezva
je podbarvena Sedé.



Tabulka 1. Pocty pozitivnich jamek a index mutagenity (£ s) pitné vody z 10. 5. a 14. 7. 2011

PITNA VODA 10. 5. 2011 14.7.2011

Koncentrace 0x 250x 0x 250x
Kmen/Veli€ina Jamky R/R; Jamky R/R. Jamky R¢/R. Jamky RJ/R.
TA98/-S9 178 0,89+045 10+x2 050£0,11 18+1 159+006 84 0,73+0,39
TA100/-S9 44+ 1 142+005 44+20 142+064 13+1 087+009 11+4 0,73%£0,28

Tabulka 2. Vysledky (+ s) pro vzorky pitné vody ze dnil 13. 7. 2011, 15. a 22. 2. 2012

PITNA VODA 13.7.2011 15. 2. 2012 22.2.2012
Veli¢ina/Koncentrace 0x 250x 0x 500x 0x 500x
Pozitivni jamky (TA100/-S9) 17+3 11+2 5 20 6 32
R{/R; (TA100/-S9) 0,85+021 053+0,11 0,63 2,5 0,75 4,0
Tabulka 3: Pocty pozitivnich jamek a index mutagenity ( s) LuCiny a Ostravice z 11. 7. 2011
11.7.2011 LUCINA OSTRAVICE
Koncentrace 0x 250x 0x 125x
Kmen/Veli¢ina  Jamky RJ/R. Jamky R/R; Jamky RJ/R. Jamky RJ/R.
TA100/-S9 12+4 0,60+0,28 7+4 0,33+0,25 16+1 1,00+0,09 12+1 0,72+0,04

Tabulka 4. Pocty pozitivnich jamek a index mutagenity Luciny a Ostravice z 28. 3. 2012

28.3.2012 LUCINA OSTRAVICE
Koncentrace 0x 250x 0x 250x
Kmen/Veliina Jamky R/R; Jamky R/R; Jamky R/R. Jamky R/R;
TA98/-S9 3 1,00 32 10,67 5 1,67 40 13,33
TA98/+59 12 0,50 59 2,46 25 1,04 74 3,08
TA100/-S9 22 0,81 75 2,78 22 0,81 63 2,33
TA100/+S9 39 1,00 72 1,85 36 0,92 89 2,28

Tabulka 5. Pocty pozitivnich jamek a index mutagenity fek z obdobi 18. 7. - 10. 8. 2011

18.7.-10.8.2011 LUCINA OSTRAVICE
Koncentrace 250x 250x
Kmen/Veliina Jamky R/R; Jamky RJ/R.
TA98/-S9 15 5,00 17 5,67
TA98/+S9 32 1,33 40 1,67
TA100/-S9 26 0,96 37 1,37
TA100/+S9 44 1,13 34 0,87

Mutagenni aktivita pitné vody byla zaznamenéana pro odbér z 10. 5. 2011 jak u surového,
tak u 250x koncentrovaneho vzorku na kmeni TA100 bez metabolické aktivace. Vysledek
ukazuje na pritomnost primych mutagend. Obdobny vysledek byl zaznamenan v dalSich
pracich [7] a lze jej pficitat na vrub halogenderivatdim (haloacetonitrily, halooctové kyseliny Gi
chlorpikrin) organickych latek tvoficich se v disledku desinfekce pitné vody chlorem, popf.
chlordioxidem. Pfimé i nepfimé mutageny vyvolavajici posunové a zaménove mutace byly
prokazany u 250x koncentrovanych vzorkl vody a to jak z feky Luciny, tak z Ostravice ze dne
28. 3. 2012. Vzhledem k tomu, Ze Slo o jarni obdobi, kdy taje snih a prsi, bylo predpokladano, Ze
vody budou oproti letnim mésicim méné zatizené necistotami. U 250x zahusténych vzork{
v letnim obdobi (18. 7. - 10. 8. 2011) ziskanych metodou pasivniho odbéru byla pozitivni odezva
zaznamenana jen na kmeni TA98 bez metabolické aktivace, coz naznaCuje vyskyt pfimych
mutagenl plsobicich posunové mutace. Efekt mohl vSak také souviset s vétsi afinitou nékterych



polutantl k adsorbentim. XAD-2 resin dobfe adsorbuje PAU, PCB nebo pesticidy [8]. Vzhledem
k faktu, Ze TA98 spolehlivé detekuje Cetné organické latky, mohlo se jednat o jejich derivaty
pochazejici z prdmyslového znedisténi nebo o zbytky pesticidd, které se do Ficni vody mohly
dostat splachem zpoli. Voda zobou tokl byla kontaminovana genotoxickymi latkami
detekovatelnymi pfi zkoncentrovani 250x, predstavuje tedy mirné riziko genotoxicity pro vodni
organismy, ale i pro ¢lovéka s ohledem na zplsob jejiho vyuzivani, napf. na koupani, zalévani,
apod.

ZAaver

Na zakladé provedenych experiment(l bylo potvrzeno, Ze pro hodnoceni mutagenity vod je
vedle testd surovych vzorkd vhodné uskutecnit i jejich analytické zkoncentrovani XAD resiny,
coZ umoziiuje zhodnotit genotoxicitu mikropolutant(l. Amesdv miniaturizovany fluktuacni test
pfedstavuje G¢innou monitorovaci metodu pro screening mutagenity povrchovych vod.
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Abstract

The LucCina and Ostravice river are exposed to waste water outfalls and surface runoff
contamination with the high intensity. The aim of the study was to evaluate the genotoxicity risks. The
preconcentration of organic pollution in the potable water samples and the samples of the rivers Lucina
and Ostravice by means of the Amberlite® XAD-2 and XAD-4 resins adsorbtion has been carried out.
Subsequently, the mutagenic activity of these extracts in the miniaturized Ames fluctuation assay has been
assessed. For the testing the mutant Salmonella typhimurium strains (TA98, TA100) were used. To assess
the genotoxicity the variants of the assay without and with S9 metabolic activation has been conducted.
Genotoxicity has been detected in potable water samples from 10. 5. 2011, surface water concentrates
from 28. 3. 2012 and from the period 18. 7. - 10. 8. 2011.



