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Struktura i wlasciwosci zwiqzku mutagennego MX
zidentylikowanego w wodzie pitnej

Technologia uzdatniania wody pitnej staje sie dzie-
dzing coraz bardziej ztozong — wody surowe sg co-
raz bardziej zanieczyszczone; zrozumienie proceséw
chemicznych przebiegajgcych w trakcie uzdatniania
jest coraz wieksze; narzedzia analityczne bedgce w
dyspozycji czlowieka sg coraz potezniejsze. Wieksze
zanieczyszczenie wody surowej wymaga stosowania
bogatszej technologii uzdatniania, co czesto wigze
sie niestety z tworzeniem lub wprowadzaniem do
wody nowych zwigzkéw chemicznych. Nowe narze-
dzia analityczne daja mozliwosei lepszego zrozumie-
nia proceséw chemicznych przebiegajacych w trak-
cie uzdatniania wody, a takze pozwalajg na odkrycie
nowych zagrozen dla zdrowia czlowieka wynikaja-
cych z wystepowania nowych zwigzkéw w wodach
pitnych na bardzo niskich poziomach stezen. Wody
surowe zawierajg zwykle zwigzki nieorganiczne, or-
ganiczne oraz materie ozywiong, jak bakterie, wiru-
sy, organizmy ro$linne 1 inne. Je$li w przypadku
zwigzkéw nieorganicznych istniejg pewne uzasad-
nione przypuszczenia co do ich korzystnego oddzia-
lywania na organizm czlowieka (np. przepisy pol-
skie ograniczajg ilos¢ fluorkéw do 1,5 g/m® ale jedno-
czesnie zalecajg aby stezenie F- nie bylo mniejsze
niz 0,3 g/m®), to w przypadku zwigzkéw organicz-
nych nie sa znane zadne ich korzystne oddzialywa-
nia na organizm ludzki. Ilos¢ zwigzkéw organicznych
o prawnie regulowanych, dopuszezalnych poziomach
w_wodach pitnych stopniowo wzrasta i przewiduje
sie, iz bedzie rosta w tempie okolo 25 zwigzkéw na
trzy lata [1]. Juz obecnie Agencja Ochrony Srodo-
wiska w USA (US EPA) zaleca monitorowanie ste-
zen kilkudziesieciu zwiazkdéw organicznych nie obje-
tych regulacjg prawng.

Jedng z wlasciwosci wody pitnej, stosunkowo czesto
obserwowang, jest jej mutagenno$é¢, a Scislej muta-
gennos¢ jej koncentratéw. Poszukiwania induwidu-
um chemicznego, odpowiedzialnego za te wlasciwose
doprowadzily do wykrycia szeregu zwigzkéw zdol-
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nych do takich oddzialywan w wiekszym lub mniej-
szym stopniu. Odkrycia te wskazujg, ze istnieje, ze
strony tych polgczen, pewna.(bardzo trudna do osza-
cowania) potencjalna mozliwos¢ niebezpiecznych
efektéw kancerogennych w stosunku do czlowieka,
jako rezultat dlugotrwatego spozywania wody pitnej.
Przeprowadzone w-USA i w Europie badania epide-
miologiczne nad $miertelnoscig z powodu nowotwo-
réw oraz nad wystepowaniem raka (szczegdlnie ukla-
du moczowego i przewodu pokarmowego) wskazujg
na pewne zaleznosci miedzy zawarto$cig zwigzkéw or-
ganicznych w wodzie pitnej a przypadkami raka [2].
Byloby jednak nieodpowiedzialnoscig twierdzenie, iz
taka zaleinos¢ zostala juz w pelni potwierdzona.
W wodach pitnych wykryto juz okolo 3000 zwigzkdw
organicznych, z czego zidentyfikowano tylko okolo
1100 [3], przy czym wiekszo$¢ z nich wystepuje w
stezeniach nizszych od 1 pg/dm?® co stanowi mini-
malng cz¢é¢ catkowitego wegla organicznego (zwy-
kle kilka mg/dm?®). Ze wzgledéw praktycznych wiec
mutagenno$¢ wody pitnej sprawdza sie zatezajac
zwigzki w niej obecne i badajac tak otrzymane kon-
centraty. W tym celu przyjeto stosowanie testu
Ames’a [4], ktéry zwykle przeprowadza sie na réz-
nych szczepach bakterii Salmonella typhimurium.

Rozwéj wspdlczesnej chemii analitycznej pozwala
jednak na podejmowanie wysitkéw, ktére doprowa-
dzajag do wyizolowania zwigzkOw o szczegélnej
aktywnosci mutagennej. Takim zwigzkiem wyizolo-
wanym poczatkowo z chlorowanej pulpy drzewnej,
a nastepnie znalezionym w wodzie pitnej, jest 3-chlo-
ro-4-(dichlorometylo)-5-hydroxy-2(5H)-furanon ozna-
czany w literaturze symbolem MX {5, 6, 7]. Niniej-
sza praca dotyczy aktualnego stanu badan nad wy-
stepowaniem 1 mutagennoscia MX oraz zwigzkéw
pokrewnych.

Struktura MX i zwigzkéw pochodnych

MX zostal zidentyfikowany jako 3-chloro-4-(dichlo-
rometylo)-5-hydroxy-2(5H)-furanon, latwo izomery-
zujgcy przez otwarcie pierscienia do zwigzku linio-
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wego, oznaczanego w literaturze E-MX [8]. Wzory
strukturalne tych zwigzkow przedstawiono na ry-
sunku 1.
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Rys. 1. Struktury MX i E-MX

Mutagennoé¢ E-MX jest znacznie nizsza niz MX [9,
10], ale przy niskim pH E-MX izomeryzuje ponow-
nie do MX, dlatego zwigzek ten réwniez znajduje sie
w centrum uwagi. MX zostal zsyntetyzowany przez
Padmapriya i in. [11] w piecioetapowym procesie
wychoedzgcym z tetrachloroacetonu i karboksymety-
lenometoksytrifenylofosforanu (rys. 2).
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Rys. 2. Synteza MX wedtug Padmapriya i in. [11]

Ogdlna wydajnos¢ reakeji wynosita 44%. Otrzyma-
ny  zwigzek wykazywal identyczng mutagennosé¢ w
stosunku do szczepéw TA98 i TA100 bakterii Sal-
monella typhimurium. Zsyntetyzowano takze szereg
podobnych do MX zwigzkéw stosujac jako podsta-
wowy substrat 4-(hydroksymetyl)-2(5H)-furanon [12]

(rys. 3).

Ten sposob syntezy pozwalal rowniez na otrzyma-
nie wielu zwigzkéw podobnych do MX pod wzgle-
dem budowy, dzieki czemu w kolejnych pracach te-
go samego zespolu zbadano zaleznos$¢ aktywnosei
mutagennej od czynnikéw strukturalnych [13, 14].
Wykazano takze, ze MX krystalizuje jako bezwod-
nik [15]. Kronberg i wspélpracownicy [16] zsynte-
tyzowali utlenione i zredukowane analogi MX oraz
utleniong forme izomeru E-MX (rys. 4).
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Rys. 3. Synteza MX wedlug Lalonde i in, [12] (PCC —
chromian chloropirydyniowy, NBS — N-bromo imid kwasu
bursztynowego)
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Rys. 4. Struktury ox-MX, red-MX i ox-E-MX

Sposéréd tych trzech zwigzkow tylko forma red-MX
wykazywala aktywnos¢é mutagenna, ale okolo 70 ra-
zy nizszg niz MX w stosunku do szczepu TA100. Nie
obserwowano natomiast takiej aktywnosci w sto-
sunku do szczepu TA98. (Test Ames’a wykonuje sie
zwykle na kilku szczepach bakterii Salmonella
typhimurium. Jesli po inkubacji otrzyma sie przy-
najmniej na jednym z nich wynik dodatni, to prébe
ktora podlega badaniu uznaje sie réwniez za dodat-
nig). Wymienione zwigzki wykryto w ekstraktach
wody chlorowanej, a stezenie formy ox-MX bylo
20--40 razy wyzsze niz stezenie MX. Pozostale ana-
logi MX wystepowaly w poréwnywalnych do MX
stezeniach. Badano takze bromowane (BMX) ana-
logi MX i okazaly sie one réwniez wysoce aktyw-
nymi zwigzkami mutagennymi. Wykryto, ze BMX
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powstaja w trakcie chlorowania tyrozyny w obec-
no$ci bromkow [17]. BMX-2 i BMX-3 sg silniejszy-
mi mutagenami niz MX.
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Rys. 5. Struktury bromowanych analogéw MX

Mutagennosé i toksycznosé MX

Badania mutagennosci ekstraktow wody pitnej pro-
wadzone byly na dlugo przed wykryciem i zidenty-
fikowaniem MZX. Dzieki tym badaniom udalo sie
ustali¢ szereg cech zwigzku (lub zwigzkow) odpo-
wiedzialnego za aktywnos¢ mutagenng. Wykryto, iz
takie zwigzki (zwigzek) wystepuja w wodzie w bar-
dzo niewielkich stezeniach, ktdére oszacowano na
ng/dm®. Odkryto, iz zwiazki te sg nietrwale w $ro-
dowisku alkalicznym, a w obecnosci takich reduk-
torow jak Na,3,0,, Na,S0O,; i SO, traca aktywnos¢
mutagenng. Na podstawie chromatografii zelowej i
ultrafiltracji oceniono ciezar czgsteczkowy zwigzkow
mutagennych jako nizszy od 200 lub 500 [18 i prace
tam cytowane]. Przewidywania te znakomicie pasuja
do wlasciwosci wykrytego pdzniej w wodach pitnych
3-chloro-4~(dichlorometylo)-5-hydroxy-2(5H)-furano-
nu (MX), zwiazku o bardzo silnych wtasciwosciach
mutagennych.

Mutagennos¢ ekstraktéw wody pitnej (inutagennose
MX) przyjeto bada¢ standardowym testem Ames’a
[4] zwykle w stosunku do réznych szczepdéw bakterii
Salmonella typhimurium. Najwyzsza aktywnosé
zwykle obserwuje sie w stosunku do szczepu TA100
i dlatego najczesciej stosuje sie go do oceny muta-
gennosci. W tabeli 1 zebrano dotychczas uzyskane
dane dotyczace mutagennosci MX; mimo do$¢ roz-
bieznych danych liczbowych wskazuja one jednak
na bardzo wysoka aktywnos¢ genotoksyczng MX.
Toksycznos¢ ostra MX w stosunku do myszy wyno-
si 128 mg MX/kg ciata-d [19], natomiast wartos¢
LD;, dla szczura wynosi 200 mg MX/kg [20].

Oprocz wynikéw podanych w tabeli w pracach [9, 26,
27] przyjmowano mutagennos¢ MX dla szczepu
TA100 jako 5600 rev.mmol. Uwaza sie, ze mutagen-
nos¢ MX zwigzana jest z elektrofilowymi wilasciwo-
Sciami zwiazku [15]. Poézniej wykazano korelacje
miedzy mutagennoscig a gestoscia elektronowsg zwig-
zang z weglami pierscienia C-2, C-3 i C-4 [14] oraz
istotne znaczenie atoméw Cl, szczegdlnie w grupie
metylowej przy weglu C-4 [13].

Tahela 1. Mutagenno$¢ MX w stosunku do hakterii Salmonella

typhimurium

‘ Mutagennosé¢ MX :
w stos. do innych ‘ Lit.
‘ SzZCZepoOw

Mutagennosé¢ MX
w stos. do TA100

13000 rev./nmola) | {21]
14200 rev./nmol®

13000 rev./nmol

TA9IT 1557 rev./nmol
TA98 1963 rev./nmol
TA100+S9 1330 rev./nmol®)
TA102 1227 rev./nmol [19]
TA1535 103 rev./nmol
TA1538 28 rev./nmol

TA92 69 rev./nmol
6300 rev./nmol +59 340 rev./nmol [221
5600—5700 rev./nmol [10]
2800—10000 rev./nmol (23}
2710 rev./nmol N ]
5600+ 500 rev./nmol i {24)
5848 rev./nmol® B
3140 rev./nmol®’ (251
3293 rev./nmole)
| 6000 rev./nniol [11]
| 38401430 rev. /amol | el
a — w metanolu; »® — w wodzie; © — z aktywacja nietaboliczn§

homogenatem z watroby szezura;
) — syntetyzowany wg [12].

& — sgyntetyzowany wg [11];

Prekursory MX

Poniewaz wystepowanie MX w wodach pitnych nie
ulega juz watpliwosci nalezy zapyta¢ jakie sg Zrddta
tych zwigzkéw, jakie warunki sprzyjaja ich powsta-
waniu a jakie temu przeciwdzialajg oraz jakie pro-
cesy technologiczne beda sprzyjaly usuwaniu tego
typu mutagenow z wody pitnej.

Chlorowanie wody jest gléwnym procesem techno-
logicznym generujgcym w wodzie pitnej wiele halo-
genopochodnych zwiagzkéw organicznych. Rodzaj i
ilo§¢ reakcji zwigzkéw organicznych z chlorem w
roztworach wodnych kontrolowana jest przez takie
czynniki jak pH i stosunek ilosci chloru do substan-
cji organicznej. Takim czynnikiem moze hyé¢ row-
niez obecno$¢ bromkéw, ktére powodujag powstawa-
nie bromopochodnych. Cl, moze bra¢ udzial w re-
akcjach podstawiania, addycji i utleniania [18]. Ba-
dania mutagennosci ekstraktéw wody przed i po
chlorowaniu wskazuja, ze chlorowanie odpowiedzial-
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Rys. 6. Wplyw chlorowania wody na wzrost mutagennosci [18]

ne jest za wzrost mutagennosci. Na rysunku 6 poka-
zano zalezno$¢ wzrostu mutagennosei od chlorowa-
nia wody.

Aby jednak powstaly zwigzki halogenopochodne wo-
da musi zawiera¢ zwigzki bedgce zrédilem wegla.
Wody surowe zwykle zawierajg kilka mg wegla or-
ganicznego w litrze, na co skladajg sie kwasy hu-
musowe, fulwowe i w mniejszej mierze inne zwigz-
ki organiczne. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze OWO,
parametr charakteryzujacy ilo$¢ wegla organicznego,
dosé slabo koreluje z generowaniem mutagennosei
[28]. Od wielu juz lat wiadomo, ze chlorowanie kwa-
sow humusowych i fulwowych prowadzi do powsta-
wania takich zwigzkéw jak haloformy i wiele halo-
genopochodnych aldehydéw i kwasdéw karboksylo-
wych. Budowa kwaséw humusowych i fulwowych
nie jest jeszcze dobrze poznana. Wiadomo jednak,
iz zawieraja one szereg struktur fenolowych w swo-
ich czasteczkach. Aby poznaé¢ wiec mechanizmy re-
akcji podczas chlorowania, obserwuje sie te procesy
na substancjach modelowych, o znanej strukturze
np. fenol lub rezorcyna, co pozwala na wyjasnienie
powstawania wielu produktéw chlorowania. Typo-
wym organicznym skladnikiem wod naturalnych sa
aminokwasy. Wystepuja w stezeniach do 100 ug/dm?
(zwykle w formach bardziej zlozonych jak peptydy
i proteiny). Wiadomo, ze aminokwasy latwo ulegajy
reakcjom z Cl, i zidentyfikowano juz wiele produk-
téw takich przemian [29]. Dlatego tez wlasnie w re-
akcjach chlorowania kwaséw humusowych, fulwo-
wych, fenoli i aminokwaséw szuka sie przyczyn wy-
stepowania MX w wodzie pitnej.

Substancje humusowe

Chlorowanie roztworéw kwaséw fulwowych i hu-
musowych prowadzi do powstawania produktéw po-
tencjalnie niebezpiecznych dla zdrowia czlowieka.
W 1974 wykryto powstawanie chloroformu podczas
chlorowania wody [30], a w kilka lat p6zniej uzna-

no substancje humusowe za prekursory halofor-
moéw [31]. Po przytoczonych doniesieniach szczegélo-
wo badano produkty chlorowania kwaséw humuso-
wych odkrywajge szeroks roznorodnosé¢ powstajacych
zwigzkéw, a w tym nasycone i nienasycone halo-
genowe pochodne kwaséw karboksylowych [32].
W innej pracy zbadano i zidentyfikowano ponad
100 produktéw chlorowania kwaséw humusowych
[33]. Wiadomo réwniez, ze chlorowanie roztwordw
kwaséw humusowych prowadzi do wzrostu aktyw-
nosci mutagennej, co potwierdzono w -szeregu prac
[18, 34, 35, 36]. Np. Bull [36] wykazal, ze roztwory
substancji humusowych nie wykazujg aktywnosci
mutagennej przed chlorowaniem, natomiast chloro-
wanie generuje takg aktywno$¢ w stosunku do
szczepu TA100. Bardzo istotnego spostrzezenia do-
konat Maruoka [37], ktéory wykazal, ze chlorowanie
réznych substancji humusowych prowadzi do jako-
Sciowo podobnych lub identycznych produktéw.
Wskazuje to na fakt istnienia wspélnych (dla roz-
nych substancji humusowych) centréw reakcyjnych
odpowiedzialnych za generowanie produktéw muta-
gennych.

MX wykryto po raz pierwszy w wodach po chloro-
waniu pulpy celulozowej |5, 6], a dopiero pézniej w
wodach wodociggowych. Strukturalne podobiedstwo
lignin (z ktérymi mamy do czynienia w przypadku
pulpy drzewnej) i substancji humusowych w wodzie
sugeruja podobienstwo mechanizméw generowania
MX w trakcie chlorowania. Biorac to pod uwage, nie
moze by¢ zaskoczeniem upatrywanie prekursora MX
w kwasach fulwowych i humusowych. I rzeczywiscie
szereg eksperymentéw chlorowania przeprowadzo-
nych na roztworach kwaséw humusowych, fulwo-
wych oraz wodach naturalnych zawierajgcych sub-
stancje humsowe potwierdzilo generowanie MZX.
Kronberg i wspdlpracownicy [10] chlorowali wody
naturalne o wysokiej zawartosci substancji humu-
sowych (OWO = 25 mg/dm?®) chlorem (Cl, : OWO =
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= 1:1) otrzymujac w rezultacie wysokie zawartosci
MX i E-MX okolo 200--700 ng/dm® Podobnie
Backlund i1 wspélpracownicy otrzymali poréwny-
walne ilogci MX i E-MX chlorujac wody naturalne
0o OWO = 20 mg/dm® Zmniejszenie dawki chloru
z 20 do 10 mg/dm® nie wplywalo na obnizenie two-
rzenia MX. Wyrazny spadek ilosci generowanego
mutagenu obserwowano stosujgc alternatywne de-
zynfektanty: ClO,, NH,Cl i O4/NH,Cl [26]. Chloro-
wanie roztworow kwasoéw fulwowych i humuso-
wych pozwalalo wykry¢ w roztworach nie tylko sto-
sunkowo duze ilosei MX i E-MX ale takze ich po-
chodnych red-MX, ox-MX i ox-E-MX [16]. Ponie-
waz substancje humusowe skladajg sie z wysoko-
molekularnych czgsteczek o niezbyt dobrze pozna-
nych strukturach, poszukuje sie réwniez prostszych
substancji, ktérych chlorowanie pozwoliloby wyja$-
ni¢ mechanizmy reakcji prowadzgcych do tworzenia
produktéw mutagennych. Dwie grupy zwigzkéw or-
ganicznych badano pod katem generowania muta-
gennosci pod wplywem chlorowania: aminokwasy
i fenole.

Aminokwasy

Aminokwasy czesto sg skladnikami wody; zwykle
jednak wystepuja w niskich stezeniach rzedu 100 pg/
dm?® i to w formie zwigzanych czasteczek jako pro-
teiny i peptydy. W trakcie procesu uzdatniania ilo$¢
aminokwaséw moze wzrasta¢ dzieki hydrolizie, de-
polimeryzacji i metabolizmowi protein i peptydéw.
Aminokwasy stosunkowo latwo wchodzg w reakcje
z Cl, tworzgc poczgtkowo mono- i dichloroaminy [18],
a nastepnie szereg bardzo zréznicowanych produk-
tow reakcji, tak chloropochodnych jak i zwigzkow
nie zawierajacych atoméw chloru. Jednym z produk-
tow chlorowania jest dichloroacetonitryl wykazuja-
cy aktywno$¢ mutagenng w stosunku do szczepu
TA100 [18]. Szczegélnie duze zapotrzebowanie na
chlor wykazywaly rozcienczone roztwory tyrozyny.
Produkty chlorowania tyrozyny (ekstrakty na XAD-
-2) wykazywatly réwniez stosunkowo wysoky aktyw-
no$¢ mutagenns. Frakcjonowanie metodg HPLC po-
zwolilo na wyodrebnienie frakcji odpowiedzialnej za
te aktywos$é, a analiza GC/MS pozwolila na wykry-
cie i zidentyfikowanie MX i E-MX [2]. Aktywnost
mutagenng wykazywalo réwniez wiele produktéow
chlorowania fenyloalaniny, wsroed ktérych zidenty-
fikowano takie substancje mutagenne jak chlorek
benzoilu, chlorek benzylu, dichloroacetonitryl oraz
2-fenylo-2,2-dichloroetanal (PDCE) [2]. Obecnost
PDCE nie wyjasniala jednak wysokiej aktywnosci
mutagennej ekstraktow produktéw chlorowania fe-
nyloalaniny, izolowanych przy pH=2. Jak wynika
z powyzszych danych, aminokwasy moina uwazaé

za potencjalne prekursory mutagennosei, w tym za
prekursory generujace MX.

Zwiazki fenolowe

Poniewaz w kwasach humusowych stwierdzono wy-
stepowanie wielu struktur fenolowych i wiadomo,
ze reagujg one z chlorem [32, 33], to zwiagzki feno-
lowe postuzyly, jako modele kwaséw humusowych,
do badania przypuszczalnego mechanizmu powsta-
wania MX. Chlorowanie rezorcyny, pirokatechiny i
kwasu 3,5-dihydroksybenzoesowego prowadzilo do
niewielkiej aktywnosci mutagennej [2]; byia ona
minimalna w poréwnaniu z aktywnoscig produktow
chlorowania tyrozyny. Holmbom i in. [24] wykryli
w produktach chlorowania kilku fenoli (fenol, piro-
katechina, kwas p-hydroksybenzoesowy) znaczne
ilosci MX i E-MX. Warunki chlorowania roztworéw
fenoli odpowiadaty stosowanym zwykle przy chlero-
waniu woéd humusowych OWO = 20 mg/dm® i
Cl,: OWO = 1:1. Rezultaty referowane w pracach
[2] i1 [24] sa sprzeczne i jakkolwiek z pracy [24] wy-
nika, iz fenole mogg stanowi¢ prekursory MX w
wodach uzdatnionych, to poznanie dokladnego me-
chanizmu tworzenia MX wymaga jeszcze wielu ba-
dan podstawowych.

Alternatywne dezynfektanty

Dane literaturowe potwierdzaja w pelni hipoteze, ze
przyczyng powstawania MX ' jest chlorowanie,
a wiec proces ten jest odpowiedzialny za genero-
wanie duzej cze$ci mutagennosci wody pitnej. Lo-
giczng wiec kolei rzeczg, rozpoczeto badania nad
obecnos$cia MX w wodzie pitnej po zostosowaniu
alternatywnych dezynfektantéw takich jak ozon,
dwutlenek chloru, chloraminy. Systematyczne ba-
dania dezynfektantéw pod katem generowania mu-
tagennosci potwierdzily szezegélng role chlorowa-
nia [38].

Ozonowanie

Dotychczas otrzymane wyniki mutagennosci roéz-
nych prébek woédd ozonowanych réznymi dawkami
ozonu i badanych na roéznych bakteriach sa dosy¢
rozbiezne. Potwierdzano bhowiem zaréwno wzrost
mutagenno$ci po ozonowaniu w stosunku do wody
surowe]j, jak i brak zmian oraz spadek aktywnosci
mutagenne] koncentratéw wody ozonowanej [3].
Z punktu widzenia generowania MZX, zaobserwo-
wano spadek zdolnosci tworzenia tego mutagenu po
wstepnym ozonowaniu wody ale nalezy podkreélié,
iz jest to pojedynczy wynik, chociaz cytowany w
dwoch pracach [24, 26]. W innej pracy sugeruje sie,
iz ozonowanie moze usuwat¢ lub dezaktywowaéc pre-
kursory mutagennosci przed chlorowaniem [39].
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Chloraminowanie

Wiadomo, ze chloraminowanie, podobnie jak chlo-
rowanie, jest przyczyng generowania aktywnosci
mutagennej [3]. Chloraminowanie stosowane w po-
dobnej dawce co chlorowanie powoduje generowa-
nie okoto 5-krotnie mniejszej ilosci MX [26].

Dwutlenek chloru

Dwutlenek chloru réwniez moie by¢ przyczyng
aktywnosci mutagennej koncentratu wody pitnej,
chociaz jest ona nizsza niz generowana przez chlo-
raminy [3, 40, 41]. Zastosowanie ClO, w miejsce
chloru znacznie zmniejsza (okoto 10-krotnie) ilosé
powstajacego MX [24, 26]. Znaczne zmniejszenie
aktywnosci mutagennej wody chlorowanej dwutlen-
kiem chloru potwierdzajg takze Tye i Breach [39]
oraz Anderson i in. [38].

Usuwanie MX z wody pitnej

Prowadzono badania zaréwno nad detoksykacjg MX,
jak i jego usuwaniem z wody przez adsorpcje na we-
glu aktywnym. Elektrofilowe wlasciwosei MX [15]
pozwalaly na przypuszczenie, iz ekwimolarne iloSci
nukleofili takich jak OH-, SO, (HSO-; lub SO4),
pyrolidon lub glutation moga by¢é pomocne w re-
dukcji mutagennosci MX. Uprzednio wykazano bo-
wiem, Ze inny zwigzek o wlaSciwosciach mutagen-
nych, 2-chloropropenal, moina detoksykowaé po-
wyzszymi nukleofilami [22]. Na taksg mozliwos¢
wskazuje takze dezaktywacja MX homogenatem
(S9) z watroby szczura, czesto w literaturze przy-
taczana [19, 22]. Detoksykacja MX glutationem ttu-
maczy réwniez brak aktywnosci genotoksycznej
tego mutagenu po doustnym podaniu tego zwigzku
gryzoniom. Z badan tych wynika, ze czgsteczki MX
osiggajace wagtrobe zostang latwo skoniugowane i
wydalone z organizmu [42]. W trakcie reakeji in
vitro MX z glutationem obserwuje sie utfrate ato-
méw chloru i protonu aldehydowego z czasteczki
MX [22]. Wykazano takze, ze MX moze wigzaé sie
z albuming BSA [43].

Granulowany wegiel aktywny (GAC) stosowany w
wielu stacjach uzdatniania wody okazuje sie dob-
rym $rodkiem do usuwania aktywnosci mutagennej
wody pitnej [3 i literatura tam cytowana]. Usuwa-
nie MX na filtrach weglowych bylo przedmiotern
pracy Huck’a i in. [44], w ktorej stwiedzono, iz MX
usuwany jest z wody przez adsorpcje na GAC. Po
pewnym czasie pracy filtru nastepuje zmiana me-
chanizmu usuwania MX na reakcyjno-chemiczny.
Ekstrakcja filtrow weglowych udowadnia, iz zaad-
sorbowane mutageny MX i E-MX ulegajg przek-
sztalceniom chemicznym. Wysokg efektywnos¢ fil-
trow weglowych w usuwaniu mutagennosci po-

twierdzajg réwniez inni autorzy |27, 39]. Tye i
Breach [39] stwierdzajg, iz nie obserwuje si¢ elucji
mutagenéw z filtréw weglowych nawet po dwoch
latach ich stosowania. Autorzy ci tlumaczg to przy-
puszezalnymi przemianami chemicznymi jakim ule-
gaja te zwigzki na filtrach, co mozna uznaé¢ za po-
twierdzenie spostrzezen dotyczacych przemian che-
micznych zaadsorbowanego MX [44]. Zauwazono
takze, ze dezynfekcja wody prowadzona za filtrami
GAC nie generuje juz mutagennosci niezaleznie od
uzytego dezynfektanta: Cl,, ClO, czy NH,CI [38].

Analityka MX i E-MX

Analiza MX i E-MX w wodzie pitnej jest bardzo tru-
dna ze wzgledu na bardzo niskie stezenia (rzedu kil-
ku ng/dm?®), przy ktérych mozna spodziewaé sie tych
zwigzkéw. Na tych poziomach stezen w wodzie pit-
nej wystepuja setki zwigzkéw organicznych, tak ze
wyodrebnienie i identyfikacja MX mozliwe sg jedy-
nie metodg GC/MS. Procedura analityczna obejmuje
zwykle adsorpcje zwigzkdéw organicznych zawartych
w 1+60 dm® wody na zywicach Amberlit XAD.
Poczgtkowo stosowano XAD-2 ale znacznie lepsze
rezultaty osiagga sie na zywicach XAD-4 i XAD-3
[10, 45]. Rzadziej stosuje sie ekstrakcje wody eterem
etylowym (26, 44]. Po adsorpcji zloze zywicy zwy-
kle suszy sie strumieniem azotu, a nastepnie eluuje
octanem etylu {10, 16, 27, 46]. Po etapie elucji moz-
na w literaturze wyrézni¢ dwie drogi postepowania:
albo stosuje sie frakcjonowanie zatezonego eluatu
metodg HPLC, albo po odparowaniu go do sucha
przeprowadza sie metylowanie. Pierwsza z tych drég
zaklada przeprowadzenie wyeluowanych zwigzkéw
do kwasnego roztworu wodnego, ekstrakcje eterem
etylowym i frakcjonowanie ekstraktu na dwéch ko-
lumnach: pétpreparatywnej 10X250 mm wypelnio-
nej Nucleosilem 7 C, na ktorej wyodrebnia sie frak-
cje wykazujgcag najwyisza mutagennosé. Wybrang
frakcje rozdziela sie na nastepnej kolumnie anali-
tycznej 4,5X250 mm Phase Sep Spherisorb 5 C,
uzyskujac frakcje zawierajgce E-MX i MX. Kolej-
no$¢ tych operacji przedstawiono na rysunku 7,
a uzyskiwane chromatogramy na rysunku 8.

Nastepnym etapem w analityce MX jest jego me-
tylowanie, ktére przeprowadza sie 2%¢ roztworem
H,SO, w metanolu w temperaturze 70°C w ciggu
1 godziny. Mieszanine reakcyjnag neutralizuje sie
Na,CO; i ekstrahuje z niej metylowe pochodne
E-MX i MX. Ekstrakt ten analizuje sie juz w ukla-
dzie GC/MS stosujagc kolumny kapilarne DB-1 [186,
44]) lub DB-5 [47] produkcji J&W diugosci 30 in
i $rednicy 0,25 mm albo podobne pod wzgledem po-
larnosei i rozmiaréw kolumny typu SE-30 [10} lub
CPSil15-CB o parametrach: 50 mX0,25mm [27]. Do
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Rys. 8. Chromatografia cieczowa (HPLC) ekstraktow XAD
z wody [9, 10]

identyfikacji wykorzystuje sie jonizacje elektrono-
wa i odpowiednie fragmenty metylowanych pochod-
nych MX i E-MX [10] (tab. 2).

Tabela 2. Identyfikacja MX

Zwia- Frag- 1 Intensywnosc I
m/z |
zek ment I wzgl. i
1 T
MX | M—OCH; 198.912 ] 0,51 }
200.909 | 1,00 |
202.906 i 0,55

E-MX | M—Cl 241.003 : 0,54
243.001 ‘ 0,35 i

M—OCH; 244,954 i 1,00
246.951 | 0,95 \

Wystepowanie MX w wodach pitnych

Wystepowanie MX w wodach wodociagowych jest
niewatpliwie zwigzane ze stosowaniem chloru w pro-
cesie uzdatniania, chociaz niewielkie jego ilosei mo-
ga takze powstawac przy stosowaniu ClO, i NH,CI
jako dezynfektantow. Zwigzek ten wykryto juz w
wodach pitnych w Finlandii [7, 10], Holandii {27},
Japonii [46], Wielkiej Brytanii |39[, Kanady {[44]
1 Standw Zjednoczonych [21]. Niebezpieczenstwo
powstawania MX w ftrakcie procesu uzdatniania
znacznie wzrasta je§li woda surowa zawiera znacz-
ne ilosci wegla organicznego (szczegdlnie zwigzkéw
humusowych). Nalezy jednak zaznaczy¢, iz nie ma
prostej zaleznoSci miedzy OWO a iloscig powstaja-
cego MX [24, 28] i wykrywano go nawet w wodach
o umiarkowanej zawartosci OWO ok. 2-+3 mg/dm?®
[46]. Stosunkowo ,bezpieczne” pod wzgledem ge-
nerowania MX sg wody o podwyzszonych warto$-
ciach pH, poniewaz zwigzek ten jest niestabilny
przy pH>T7 [24, 47, 48]. Wyniki dotychczasowych
badan nie pozwalajg jeszcze nawet na przyblizong
ocene ryzyka zdrowia czlowieka zwigzang z obec-
noscig MX w wodzie pitnej. Przypuszcza¢ moina,
iz ryzyko spozywania MX nie jest jednak duze ze
wzgledu na wymieniong wyzej niestabilnos¢ MX w
wyzszych pH oraz jego podatno$¢ na dezaktywacje
naturalnymi nukleofilami takimi jak glutation. Jest
prawdopodobne, Ze system obronny czlowieka (wa-
troba) bylby zdolny do detoksykacji MX [17]. Obec-
no$cig MX w wodzie udaje sie wyjasni¢ ok. 35-+
+65%0 aktywnosei mutagennej. Pozostala czes¢ wy-
maga dalszych badan. Jest prawdopodobne, ze czesé
tej mutagennos$ci mozna by bylo wyjasni¢ powsta-
waniem bromopochodnych analogéw MX [17]. Po-
zostaje otwarte jednak inne pytanie: czy tej nie-
zwykle wysokiej aktywno$ci mutagennej towarzy-
szy rowniez kancerogennos¢? OdpowiedZz uzyskaé
mozna dopiero po przeprowadzeniu odpowiednich
badan in vivo na ssakach.
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STRUCTURE AND PROPERTIES OF THE MUTAGENIC
COMPOUND MX IDENTIFIED IN DRINKING WATER

The origin and structure of MX (3-chloro-4-(dichloromet-
hyl)-5-hydroxy-2(5H)-furanone) and of its derivatives were
discussed. The mutagenic properties of MX (which had

been identified in drinking water) were established in terms

of

the Ames test. Some precursors of MX (humic substan-

ces, amino acids, phenols) were presented, and the con-
tribution of some axidizers (Cly, O; ClO,) to the origin of
MX was determined. Consideration was also given to the
methods by which MX can be analyzed and removed.
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