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Dziatanie ozonu i chloru na mikrocystyny
w sSrodowisku wodnym

Konsekwencja eutrofizacji wéd powierzchniowych, w tym
ujmowanych do cel6w wodociagowych, jest m.in. nadmierny
rozwdj glonéw. Sinice z rodzaju Microcystis, Anabena, No-
stoc 1 Oscillatoria (Planktothrix) wytwarzaja w okre§lo-
nych warunkach §rodowiskowych mikrocystyny — substan-
cje hepatotoksyczne, ktérych obecno§é w wodzie przezna-
czonej do picia moze oddzialywaé negatywnie na system
pokarmowy cztowieka. Mikrocystyny sa potencjalnymi kan-
cerogenami watroby. Chociaz sa one zasadniczo endotoksy-
nami, to w warunkach zamierania zakwitéw znaczna ich cze$é
moze przechodzi¢ do wody [1,2]. Duzo wieksze stezenia
mikrocystyn moga pojawié si¢ w wodzie w wyniku stosowa-
nia algicydéw podczas niszczenia zakwit6w sinicowych [3].

Na ogét stezenie mlkrocystyn w wodach osiaga poziom od
kilku do kilkunastu mg/m Zgodnie z rozporzadzeniem Mi-
nistra Zdrowia w sprawie wymagar dotyczacych jakosci wo-
dy przeznaczonej do spozycia przez ludzn dopuszczalne steg-
zenie mikrocystyny LR wynosi 1 mg/m (w wypadku ujmo-
wania wéd powierzchniowych) [4].

Mikrocystyny sa cyklicznymi peptydami ztozonymi z 7 cza-
steczek aminokwas6éw. Na rysunku 1 przedstawiono ich og6l-
ng strukture chemiczna. Czasteczke mikrocystyny tworza trzy
D-aminokwasy, tj. alanina (Ala), kwas metyloasparaginowy
(MeASP) i kwas glutaminowy (Glu), dwa niezwykle amino-
kwasy, tj. N-metyldehydroalanina (Mdha) i kwas 3-amino-9-
-metoksy-2,6,8,-trimetylo-10-fenylodeka-4,6 dienowy (Adda) oraz
dwa zamienne L-aminokwasy w pozycjach X i Z, od ktérych
pochodza ich nazwy. Mikrocystyna LR (MC-LR) ma wbudo-
wana w pozycji X leucyne, a w pozycji Z alaning, mikrocy-
styna YR (MC-YR) — odpowiednio tryptofan i argining, a w wy-
padku mikrocystyny RR (MC-RR) w obu pozycjach znajduje si¢
arginina. Stwierdzono dotychczas istnienie ponad 60 izomer6w
mikrocystyn. Za biologiczna aktywno$¢ mikrocystyn odpowie-
dzialny jest boczny farficuch aminokwasu Adda.

Mikrocystyny, jako peptydy cykliczne, sa stabilne chemi-
czne i ulegaja rozkladowi jedynie w bardzo drastycznych
warunkach. Pozostaja aktywne nawet po przegotowaniu wo-
dy. Rozpuszczone mikrocystyny nie sa usuwane w konwe-
ncjonalnych procesach uzdatniania wody. Uktad technologi-
czny skladajacy si¢ zwykle z proceséw koagulacji, flokulacji,
sedymentaciji, filtracji i dezynfekcji nie umozliwia usunigcia
toksyn sinicowych. Mikrocystyny ulegaja natomiast rozkla-
dowi pod wplywem ozonu juz przy niewielkich jego dawkach
i po krétkim czasie kontaktu. W pracy [6] stwierdzono, ze
mikrocystyna LR o st¢zeniu poczatkowym 166 mg/m3 ulegta
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Rys. 1. Ogélna struktura chemiczna mikrocystyn [5]

rozktadowi do poziomu niewykrywalnego przy dawce okoto
0,2 g03/m3 i po czasie kontaktu 4 min. Efektywno$¢ rozkladu
mikrocystyn przy uzyciu ozonu zalezy od pH wody, przy
czym przebiega on z wigksza skuteczno$cia w Srodowisku
kwasowym, co sugeruje, ze rozktad ten nastgpuje prawdopo-
dobnie w wyniku ataku ozonu czasteczkowego. Mniejsza jest
wobec tego rola mechanizmu rodnikowego. Préby rozktadu
MC-LR przy uzyciu ozonu w wodach naturalnych charaktery-
zujacych sig zr6znicowang zasadowoscia i zawarto$cia zwiaz-
kéw organicznych dowiodly, ze najwyzszy stopieri rozkladu tej
mikrocystyny uzyskano w wodzie charakteryzujacej si¢ msklm
stezeniem ogblnego wegla organicznego (4, 6 5,7 gC/m )1 za-
sadowoscia na poziomie 30+110 gCaCO3/m [7]. Niezbedna
dawka ozonu zapewniajacego catkowity rozklad mikrocysty-
ny w wodach zawiera 3mcych prawie 3-krotnie wigksze steze-
nia OWO (15,5 gC/m”) i charakteryzumcych si¢ wyzsza zasa-
dowoscia (133 gCaCO3/m ) byla znacznie wigksza. Na pod-
stawie wynik6w badan laboratoryjnych stwierdzono, ze
produktem oddziatywania ozonu na MC-LR byl m.in. kwas
4-fenylo-3-metoksy-2-metylomastowy.

Wyniki wczesnych prac nad rozkladem rozpuszczonych
toksyn sinicowych w wodzie przy uzyc1u chloru sugerowaty,
Ze nawet znaczne jego dawki (5 gClzlm ) byty nieskuteczne
[8]. Zaobserwowano takze, ze uktady technologiczne uzdat-
niania wody obejmujace koagulaqq:, filtracje i chlorowanie
dawkami okoto 0,5 gClzlm cechowata niska skutecznosc,
sugerujaca niewielki udzial procesu chlorowania w rozkladzie
toksyn [9,10]. W pracy [11] stwierdzono, ze chlorowanie
zapewnito pomijalnie niski stopiefi rozktadu mikrocystyny
w wodzie. W czasie prowadzenia tych do$wiadczen chlor
moégt byé zuzyty przez substancje organiczne wystepujace
w znacznych stezeniach, uniemozliwiajac rozktad mikrocy-
styn. Mozliwo$ci rozktadu MC-LR przy uzyciu zwiazkéw
chloru wykazano w pracy [12]. Chlor w postaci wody chloro-
wej rozktadatl skutecznie MC-LR przy dawkach zapewmaja-
cych stezenie chloru pozostalego na poziomie 0,5 gClzlm po
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czasie kontaktu 30 min w wodzie o pH<8. Skutecznos¢ roz-
ktadu toksyny byta wiec uzalezniona od formy wystepowania
chloru w wodzie.

Celem niniejszej pracy bylo okre$lenie skuteczno$ci ozonu
i podchlorynu sodu w rozkladzie mikrocystyn obecnych
w wodach zawierajacych inne rozpuszczone substancje orga-
niczne (produkty rozkladu materiatu biologicznego, substan-
cje humusowe).

Metodyka badan

Toksyny wykorzystane podczas badar wyizolowano z ma-
terialu biologicznego pobranego z wody Zbiornika Sulejo-
wskiego. Komérki sinic Microcystis aeruginosa, tworzace
zakwit, pobrano przy uzyciu siatki planktonowej (65 pm)
z powierzchniowej warstwy wody. Nastepnie zageszczony
materiat biologiczny liofilizowano pod obnizonym cisnie-
niem w temperaturze —40 °C, po czym poddano go dzialaniu
ultradZwigkéw (10 min.) i odwirowano. Uzyskany surowy
ekstrakt toksyn oczyszczono w aktywowanych kolumnach
C18-100 mg (Bakerbond SPETM) Kolumny przeptukano ko-
lejno woda destylowana oraz 10% i 20% metanolem. Po
wysuszeniu kolumn strumieniem powietrza ekstrakt przemy-
to 20% metanolem, a eluat odparowano.

Przygotowujac prébki wody przeznaczone do badar rozpu-
szczono mikrocystyny w wodzie destylowanej, uzyskujac ich
stezenia w zakresie 4+36 mg/m Do wody dodano takze
ekstrakt substancji humusowych, otrzymany z torfu ogrodni-
czego w Srodowisku zasadowym (pH=11).

Stezenie toksyn okre§lono metoda HPLC (wysokowydajna
chromatografia cieczowa). Oznaczenie poprzedzono zagesz-
czeniem prébek metoda SPE (solid phase extraction). Zage-
szczenie probek przeprowadzono w kolumnach wypetnio-
nych octadecylem C-18 przy podci$nieniu 400 mbar. Toksyny
wyekstrahowano metanolem z dodatkiem kwasu trifluorooc-
towego (TFA). W oznaczeniach zastosowano system Hewlett
Parckard model 1100, wyposazony w detektor UV-VIS. Po-
miary przeprowadzono przy dtugosci fali 238 nm. Do rozdzia-
tu faz zastosowano termonastawna (40 °C) kolumne Lichro-
CART™ (250 m x4 mm X 5 um), do ktérej wprowadzono
prébki wody o objctosm 20 pl. Predko$¢ przeptywu fazy
ruchomej wynosita 1 cm 3/min. Faze no$na stanowit wodny
roztw6r acetonitrylu z dodatkiem 0,07% TFA w stosunku
63%/37%. Zawarto$¢ mikrocystyn w prébce okreslono na
podstawie powierzchni pikéw uzyskanych po odpowiednim
czasie retencji, odpowiadajacym pikom krzywe;j kalibracyj-
nej. Obrébke wynikéw przeprowadzono przy uzyciu progra-
mu HP ChemStation.

Stezenie substancji humusowych oznaczono metoda spe-
ktrofotometryczna (UV-VIS Hitachi model U-2001), po
uprzedniej ekstrakcji alkoholem izoamylowym. Stezenie
chloru oznaczono spektrofotometrycznie metoda ortotolidy-
nowa, a stezenie ozonu — metoda jodometryczna.

Przebieg badan

Rozklad mikrocystyn ozonem

Podczas przygotowania wody do badar zastosowano do-
stepne ekstrakty mieszaniny mikrocystyn zanieczyszczone
produktami rozktadu komérek sinic. Przed przystapieniem do

badari prébki wody przefiltrowano przez filtr Whatman GF/C
w celu ograniczenia wplywu tych substancji na skuteczno$¢
rozktadu toksyn. Stwierdzono, ze stezenia MC-LR i MC- RR
byly stosunkowo niskie i wynosity odpowiednio 4,2 mg/m
13,7 mg/m za$ stezenie MC-YR wynosito 14,6 mg/m Su-
maryczne stezenie wszystkich 21dentyf1kowanych form mi-
krocystyn osiagneto warto$é 22,5 mg/m

Z uwagi na niskie stezenia mikrocystyn w wodzie zastoso-
wano porcjowe wprowadzanie czynnika utleniajacego. Do
prébek wody zanieczyszczonej toksynami o objetosci 0,5 dm®
wprowadzono zrozmcowane objeto$ci wody ozonowej (od
0,5 cm’® do 40 cm ) ktdra uzyskano saturujac wodg destylo-
wana mieszaning pow1etrzno ozonowa w komorze reakcji
o pojemnos$ci 0,25 dm’ przez okoto 15 min. Ozon wytworzo-
no z tlenu w generatorze ozonu typu BMT 802X, przy czym
tlen przed wprowadzeniem do generatora poddano osuszeniu.
Stezenie ozonu w wodzie ozonowej wynosito 7,5+9,0 g03/m3 .
Proces rozktadu mikrocystyn przy uzyciu ozonu przepro-
wadzono przy pH=6,5. Wobec braku mozliwos$ci dokona-
nia pomiaréw stgzenia ozonu pozostalego, z uwagi na zbyt
male warto$ci, w rozwazaniach przyjeto jego catkowite
zuzycie. Uzyskane wyniki badan przedstawiono na rysun-
ku 2.
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Rys. 2. Wplyw dawki 0zonu na skutecznosé rozktadu mikrocystyn
przy pH=6,5

Ozon skutecznie rozkladat struktury MC-LR i MC-RR.
Przy dawce ozonu okoto 0,02 gO3/mg (0,05 g03Im3) zaobser-
wowano catkowity zanik mikrocystyn. Niepodatna na dziata-
nie tego utleniacza w zastosowanym zakresie dawek okazala
si¢ MC- YR Stopient jej rozktadu przy dawce ozonu
0,6 gO3/m wynidst okoto 13,5%. Przy matych dawkach ozo-
nu zaobserwowano wzrost stezenia MC-YR, a co za tym idzie
—réwniez wzrost stezenia sumy mikrocystyn. Nalezy to przy-
pisa¢ wzrostowi absorbancji przy dhugosci fali wykorzysty-
wanej przy oznaczaniu mikrocystyn spowodowanemu najpra-
wdopodobniej obecno$cia produktéw ubocznych ozonowania
lub/i domieszek organicznych wystgpujacych w prébkach
wody poddanej ozonowaniu.

Rozklad MC-LR podchlorynem sodu

Chlorowaniu poddano prébki wody destylowanej o objeto-
§ci 0,5 dm’, zawierajace mikrocystyng LR oraz poréwnawczo
— mikrocystyne LR i substancje humusowe. Stezenie MC-LR
w prébkach wody destylowanej pozbaw1onej innych domie-
szek organicznych wynosito 14,47 mg/m w wodzw zawie-
rajacej substancje humusowe w ilosci 0,746 g/m stezenie
MC-LR wynosito 10,48 mg/m a w wodzie zawierajacej
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zwiazki humusowe w iloéci 4 10 g/m stwierdzono obecno$¢
MC-LR w ilodci 12,4 mg/m Chlorowanie przeprowadzono
w szczelme zamykanych kolbach szklanych o pojemnosci
1,0 dm?. Po dodaniu roztworu podchlorynu sodu skorygowa-
no pH przy uzyciu kwasu solnego. W wypadku roztworu
MC-LR warto$¢ pH wody destylowanej ustalono na poziomie
6,5, a w wypadku wody zawierajacej dodatkowo substancje
humusowe warto§¢ pH skorygowano do poziomu 7,0.

Zastosowano dawki podchlorynu sodu zapewmaj ace steze-
nie chloru od 2,0 gClz/m do 14,9 gClz/m Po upltywie czasu
kontaktu 30 min przerwano reakcje tiosiarczanem sodu. Zu-
zycie chloru w prébkach wody pozbawxonych domleszek
organicznych wahato si¢ od 1,9 gC12/m do 14,4 gClzlm
natomiast w prébkach zawierajacych dodatkowe domieszki
w postaci substanql humusowych zuzycie chloru wynosito
od 1,1 gClz/m do 12,0 gClg/m Zaobserwowane wieksze
zuzycie chloru w wypadku wody pozbawionej domieszki
kwaséw humusowych wigzalo si¢ z nizsza wartoscia pH, przy
ktérym przeprowadzono chlorowanie. Wyniki badar przed-
stawiono na rysunku 3.
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Dawka chloru, gClp/gMC-LR
Rys. 3. Wptyw dawki chloru na skuteczno$¢ rozktadu mikrocystyny LR
przy czasie kontaktu 30 min (woda bez substancji humusowych
pH=6,5, woda z substancjami humusowymi — pH=7,0)

Mikrocystyna LR w wodzie destylowanej ulegta catkowi-
temu rozktadowi przy dawce podchlorynu sodu 0,3 gCly/mg,
natomiast w prébkach wody zawierajacej substancje humuso-
we rozklad mikrocystyny wymagat jego wyzszych dawek.
Catkowity rozktad MC-LR w wodzie zawierajacej substancje
humusowe w ilosci 0,75 g/m umozliwita dawka podchlorynu
sodu wynoszaca 0,46 gCl2/mg, a w wodzie zawierajacej sub-
stancje humusowe w stezeniu 4,1 g/m3 efekt ten uzyskano
przy dawce powyzej 1 gClo/mg. Wysoka skutecznosé rozkla-
du MC-LR w wypadku prébek wody pozbawionych substan-
cji humusowych nalezy przypisaé nie tylko brakowi ich kon-
kurencyjnego dziatania w stosunku do chloru w wodzie, ale
réwniez nizszej warto$ci pH, przy ktérym przeprowadzono
badania.

W prébkach wody zawierajacych substancje humusowe
zaobserwowano obnizenie intensywnosci barwy oraz réwno-
czesny wzrost absorbancji w UV (dlugosé fali 254 nm, dlu-
go$¢ drogi ogtycznej 1 cm). Przy najwigkszej dawce chloru
(14,9 gCla/m”) barwa wody zawierajace 3_] niewielka domiesz-
ke kwaséw humusowych (O 75 g/m”) ulegla obnizeniu
z 51,2 gPt/m do 42,6 gPt/m a absorbancja wzrosta z 0,088
do 0,507. WyraZniej zaobserwowano te tendencje w wypadku
wody zawierajacej substancje humusowe w iloéci 4,10 g/m’.
Przy najwickszej sposréd zastosowanych dawek chloru barwa

wody obnizyta sigz 103 gPt/m3 do 77,7 gPt/m3, aabsorbancja
wzrosta z 0,477 do 0,842. Chlor oddziatywat wigc wyraZnie
niszczaco zaréwno na strukture mikrocystyny, jak réwniez na
strukture kwaséw humusowych. Nalezy liczy¢ si¢ takze
z tworzeniem produktéw ubocznych, bgdacych wynikiem
chlorowania substancji organicznych.

Dyskusja wynikéw

Uzyskane wyniki badan rozktadu mikrocystyn przy uzyciu
ozonu i chloru potwierdzity mozliwo$¢ znacznego obnizenia
ich st¢zenia przy pH<7. W wyniku intensywnego przebiegu
proces6w fotosyntetycznych pH wody w okresie zakwitéw
sinicowych czgsto wzrasta do poziomu >10, zatem niezbe¢dna
staje si¢ korekta pH podczas oczyszczania wody. Skutecznos¢
dziatania obu badanych utleniaczy na mikrocystyny ulegta
obnizeniu w obecnosci substancji humusowych. Stanowi to
kolejny dowéd na potrzebe maksymalnego usunigcia domie-
szek organicznych przed zastosowaniem procesu utleniania
w uktadzie technologicznym oczyszczania wody. Uzyskane
wyniki dotyczace niszczacych dawek badanych utleniaczy
w stosunku do mikrocystyny LR potwierdzily doniesienia
literaturowe w tym zakresie. Na podstawie przeprowadzo-
nych badani mozna oszacowad, ze catkowity rozktad MC-LR
mozna osiagnaé stosujac podchloryn sodu w dawce
0,34 gClo/mg lub ozon w dawce 0,02 gO3/mg, pod warunkiem
prowadzenia procesu przy pH<7. Dla por6wnania, w pracy [7]
rozktad MC-LR na poziomie 87% uzyskano przy dawkach
ozonu 0,025+0,055 gO3/mg, a w pracy [12] przy dawce chloru
0,26 gCla/mg.

Rozktad mikrocystyn, nastgpujacy w wyniku dziatania sil-
nych utleniaczy (ozon, chlor), prowadzi do okoto 200-krotne-
go obnizenia ich toksyczno$ci [5]. Zmiany w strukturze mi-
krocystyn moga zachodzi¢ w wyniku rozerwania pier§cienia
peptydowego lub oderwania bocznego tarficucha Adda, lecz
stwierdzenie kierunku zmian w budowie chemicznej mikro-
cystyn wymaga zaawansowanych metod analitycznych.

Whioski

¢ Metoda oznaczania st¢zenia mikrocystyn w wodzie, po-
legajaca na ich ekstrakcji do fazy stalej i detekcji przy wyko-
rzystaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HP-
LC) umozliwia wykrywanie niskich stgzen tych toksyn. Poja-
wienie si¢ w wodzie produktéw rozktadu substancji
organicznych moze utrudni¢ okre$lenie st¢zenia toksyn pod-
czas ich usuwania z wody z wykorzystaniem silnych utle-
niaczy.

+ Ozon zapewnit catkowity rozktad mlkrocystyn LRiRR
przy dawkach okoto 0,02 gO3/mg (0,05 gO3/m ), natomiast
dzialanie ozonu na mikrocystyne YR okazalo si¢ nieskute-
czne.

¢ Podchloryn sodu umozliwit skuteczny rozktad mikrocy-
styny LR, jednak dawki niezbedne do jej catkowitego rozkta-
du byty wzglcdnie duze, gdyz wynosity okoto 0,3 gCl2/mg
(4,8 gCl2/m”). Dawki te byly wyzsze w wypadku obecnosci
w wodzie substancji humusowych.

Badania omdéwione w niniejszej pracy zostaty wykonane
w ramach projektu badawczego nr T709D 01321, sfinan-
sowanego przez Komitet Badari Naukowych.
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Abstract: Periodical occurrence of intense blue-green algal
blooms in impounded water which is used for municipal supply
is also an indication of the risk that toxic substances, including
hepatotoxic microcystins, might be present there. The study
reported in this paper was carried out with microcystins (MCs)
extracted from the phytoplankton bloom material (Microcystis
aeruginosa), which was collected from the Sulejéw impounding

reservoir. The concentrations of toxins in untreated water varied
from 10.5 to 22.5 mg/m3 and were determined by HPLC. The
water samples used for the needs of the study were contaminated
with MC-LR and partly with MC-RR and MC-YR. Ozonation
and chlorination yielded a high removal from distilled water
solutions. When the water samples contained MCs and humic
substances, the efficiency of MCs removal decreased with the
increase in organic matter content.

Keywords: Microcistins, ozonation, chlorination, surface
water, algal blooms.
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