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ABSTRAKT

Tato studie byla provedena s cilem identifikovat moZnou genotoxici-
tu indukovanou organickymi extrakty z Castic emisi ze dvou béznych
naftovych motor pohanénych naftou a predehratym repkovym ole-
jem: motor Cummins ISBe4 byl testovan s pouzitim cyklu WHSC
(World Harmonized Steady Cycle) a s pouzitim modifikovaného cyk-
lu ESC (Engine Steady Cycle). Motor Zetor 1505 byl testovan s po-
uzitim cyklu NRSC (Non-Road Steady Cycle). Dale pak byla na mo-
toru Cummins testovana bionafta B-100 s pouzitim modifikovaného
cyklu ESC. Redéné emise byly odebirany vysokoobjemovymi vzorko-
vacina filtry potaZzené teflonem. Filtry byly extrahovéany dichlormeta-
nem. DNA adukty indukované extrahovatelnou organickou hmotou
(EOM) byly stanoveny v nebunééném testu s nativni DNA s pouzi-
tim metody 32P-postlabeling v pfitomnosti a nepfitomnosti jaterni
mikrosomalni frakce S9 potkana. Soucasné byla provedena chemic-
ka analyza 12 prioritnich polycyklickych aromatickych uhlovodikt
(PAU), véetné 7 karcinogennich PAU (k-PAU). Vysledky ukazuji,
ze naftové emise obsahuji podstatné vice PAU nez emise z fepkové-
ho oleje (pro cyklus ESC) anebo jsou tyto hodnoty srovnatelné (pro
cykly WHSC a NRSC), ackoli koncentrace k-PAU jsou srovnatelné
(pro cyklus ESC) anebo vyznamné vyssi (pro cykly WHSC a NRSC)
pro emise z repkového oleje. Hladiny DNA aduktt indukované EOM
z naftovych emisi a emisi z fepkového oleje byly srovnatelné, ale kon-
zistentn¢ lehce vyS$si pro naftu. Byla nalezena vysoce vyznamna po-
zitivni korelace mezi koncentraci 12 prioritnich PAU a DNA adukty
(0,980; p <0,001) a tato korelace byla jesté vyssi pro k-PAU (0,990;
p <0,001). Metabolicka aktivace S9 mikrosomalni frakce indukova-
la nékolikanasobné vyssi genotoxicitu, coz ukazuje na hlavni podil
PAU na genotoxicit¢ EOM. Celkové se ukazalo, ze DNA adukty jsou
vice zavislé na typu pouzitého motoru a testovacim cyklu neZ na typu
paliva. Vysledky ukazuji, Ze genotoxicita ¢astic v emisich z motort
pohanénych fepkovym olejem je srovnatelnd s emisemi motord po-
héanénych naftou. Pravé probih4 detailnéjsi studie ovérujici a rozsi-
fujici tyto predbézné vysledky.

Klicova slova: bionafta, naftové emise, DNA adukty, genotoxicita,
PAU, rostlinny olej

uvoD

Nové technologie motort, ¢asto navrhované s cilem snizit cel-
kové emise, mohou predstavovat nova rizika. Primér ¢astic
emitovanych motory s vnitinim spalovanim se pohybuje radove
vjednotkach azZ stovkach nanometrt [1, 2]. Problematika je dale
komplikovana zavadénim biopaliv produkovanych z mistné¢ do-
stupnych obnovitelnych zdrojii s cilem sniZit zavislost na dovozu
a s cilem diverzifikace energetickych zdroja. Nejbe€zngjsi biopa-
liva v EU zahrnuji bionaftu, repkovy olej a etanol. Bionafta je
smés metylesterti mastnych kyselin, kterd miize nahradit klasic-

GENOTOXIC POTENTIAL OF ORGANIC EXTRACTS
FROM PARTICLE EMISSIONS OF DIESEL
AND RAPESEED OIL POWERED ENGINES

The present study was performed to identify possible genotoxicity induced
by organic extracts from particulate matter in the exhaust of two typical
diesel engines run on diesel fuel and neat heated fuel-grade rapeseed oil:
A Cummins ISBe4 engine tested using the World Harmonized Steady Cy-
cle (WHSC) and modified Engine Steady Cycle (ESC) and a Zetor 1505
engine tested using the Non-Road Steady Cycle (NRSC). In addition,
biodiesel B-100 (neat methylester of rapeseed oil) was tested in the Cum-
mins engine run on the modified ESC cycle. Diluted exhaust was sampled
with high-volume samplers on Teflon coated filters. Filters were extracted
with dichlormethane and DNA adduct levels induced by extractable or-
ganic matter (EOM) in an acellular assay of calf thymus DNA coupled
with 32P-postlabeling in the presence and absence of rat liver microso-
mal 89 fraction were employed. Simultaneously, the chemical analysis of
12 priority PAHs in EOM, including 7 carcinogenic PAHs (c-PAHs) was
performed. The results suggest that diesel emissions contain substantially
more total PAHS than rapeseed oil emissions (for the ESC cycle) or that
these concentrations were comparable (for the WHSC and NRSC cycles),
while c-PAH:s levels were comparable (for the ESC cycle) or significantly
higher (for the WHSC and NRSC cycles) for rapeseed oil emissions.
DNA adduct levels induced by diesel and rapeseed oil derived EOM were
comparable, but consistently slightly higher for diesel than for rapeseed
oil. Highly significant correlations were found between 12 priority PAHs
concentrations and DNA adduct levels (0.980; p <0.001) and these cor-
relations were even stronger for c-PAHs (0.990; p < 0.001). Metabolic
activation by the microsomal S9 fraction resulted in several fold higher
genotoxicity, suggesting a major contribution of PAHSs to genotoxicity.
Generally, DNA adduct levels were more dependent on the type of engine
and the test cycle than on the fuel. Our findings suggest that the genotoxic-
ity of particulate emissions from the combustion of rapeseed oil is signifi-
cant and is comparable to that from the combustion of diesel fuel. A more
detailed study is ongoing to verify and extent these preliminary findings.
Key words: biodiesel, diesel emissions, DNA adducts, genotoxicity,
PAHs, vegetable oil

kou naftu. Bionafta byva obvykle pridavana do nafty v nizkych
koncentracich (n€kolik procent), v USA jsou v§ak bézné i smési
s obsahem bionafty 20 % (B-20) av EU 30 % (B-30). Uziva se
téZ Cista bionafta B-100. Palivovy fepkovy olej a ostatni rostlinné
oleje jsou v neékterych zemich pouZivany jako paliva pro silni¢ni
vozidla, zemédélskou techniku a pro topeni a elektrarny. Céstice
emitované motory pouZivajicimi biopaliva se lisi od ¢astic z mo-
tort na klasickou naftu nejen mnozstvim, ale i velikosti, sloze-
nim a tim pravdépodobné i stupném rizika pro lidské zdravi. Je
znamo, Ze bionafta snizuje celkovou hmotu ¢astic emisi [3, 4],
avSak rozpustnd organicka hmota u emisi z bionafty je obvykle
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vetsi nez u klasické nafty, naopak procento nerozpustné hmoty
jemensi[5]. Knothe a kol. [6] zjistili 30% pokles v emisich ¢astic
s pouzitim Cisté bionafty, avsak podil rozpustné organické frakce
se zvySil 0 40 %. Za pouziti rostlinného oleje byla hmota ¢astic
v emisich srovnatelna nebo mensi pfi stfednich a vyssich otac-
kach [7, 8], ale pri nizsich otackach, typickych pro méstsky pro-
voz, byla hmota emisi ¢asto vyssi [8]. Pri nizsich otackach byl téz
niz$i median velikosti ¢astic [8, 9].

Prehledny ¢lanek Karavalakise a kol. [10] o vlivu bionafty
na emise polycyklickych aromatickych uhlovodiki upozornu-
je na rozporuplnost dosazenych vysledkd. Lapuerta a kol. [11]
ve svém prehledném ¢lanku také poukazuji na nizkou opako-
vatelnost a rozporuplnost vysledkil dosavadnich studii, ¢asto
zpochybriovanych samotnymi autory. Studie Zou a Atkinsona
[12] uvadi, Ze naftovy motor pohanény bionaftou snizuje emise
plynnych méné toxickych PAU, zatimco produkce téZ§ich toxic-
t€jSich PAU je srovnatelnd s klasickou naftou. Yang a kol. [13]
zjistili nizsi emise PAU v naft€ s 20 % bioslozky nez v isté nafte.
Studie na zvifatech ukazaly, Ze subchronicka expozice potka-
nd emisim z motord spalujicich bionaftu indukuje v zavislosti
na dévce vznik alveolarnich makrofagi, coz je béZné pozorova-
no u klasické nafty [14, 15].

Celkov¢ lze konstatovat, Ze o mechanismech toxicity emisi
z motorl pohanénych biopalivy je znamo velmi malo. V této
studii jsme se proto zaméfili na srovnani genotoxicity organic-
kych latek tvoficich pevnou slozku emisi motorti pohanénych
klasickou naftou a nékterymi bézZnymi biopalivy.

MATERIAL A METODY
Motory a paliva

Jako zdroj ¢astic byly pouZity dva prepliiované ctyivalcové vznéto-
vé motory s primym vstiikem paliva, vybrané jako zastupci bézn¢
pouzivanych technologii motord. Prvnim motorem byl Cummins
ISBe4, zdvihovy objem 4,5 litru, vykon 136 kW, rok vyroby 2003,
se vstiikovanim paliva elektronicky fizenym systémem Common
Rail druhé generace (Bosch), ktery, s rliznymi konfiguracemi ka-
talytickych zarizeni, je pouzivan v mensich autobusech a naklad-
nich automobilech, s homologaci Euro 3 nebo Euro 4. Druhym
motorem byl Zetor 1505, zdvihovy objem 4,16 litru, vykon 90 kW,
rok vyroby 2007, s mechanicky Fizenym radovym vstiikovacim
Cerpadlem (Motorpal), homologovany jako nesilni¢ni motor
emisni kategorie Stage I11-A. Oba motory byly instalovany na vod-
nimotorové brzd¢ (Schenck Dynabar D-630 a D-700) vlaborato-
fich Katedry vozidel a motorti na Technické univerzité v Liberci

Tab. 1: Vzorkovani motorovych emisi z vybranych paliv

a provozovany na silni¢ni naftu (EN 590, KM Prona), komer¢ni
100% bionaftu (B-100, metylestery repkového oleje, EN 14214,
Agropodnik Jihlava) a neesterifikovany fepkovy olej palivové
kvality (DIN 51605, FabioProdukt Holin). V motoru Cummins
byl pouzit klasicky mineralni mazaci olej, v motoru Zetor biolo-
gicky odbouratelny mazaci olej Plantomot (Fuchs Oil) na bazi
rostlinnych esterd. Pro spalovani neesterifikovaného fepkového
oleje byly oba motory vybaveny pridatnym vyhiivanym palivovym
systémem, ktery sestava z vyhiivané nadrze (zavarovaci hrnec),
vyhiivaného palivového filtru, izolovaného potrubi a kohoutl
pro prepinani piivodni a vratné vétve paliva, které umoziuji start
a ohfev motoru na naftu, provoz na naftu nebo na ohraty rostlin-
ny olej a proplach motoru naftou pred jeho odstavenim. Tento pii-
datny palivovy systém byl popsanv pracich [8, 16, 17].

Vzorkovani emisi

Vzhledem k vétS§imu mnozstvi ¢astic potfebnému pro analyzu
[18, 19] byly pouzity vysokoobjemové vzorkovace, napojené
na systém odsavani vyfukovych plynti z laboratore, ktery slou-
zil jako improvizovany redici tunel s fedicim pomérem od 10:1
az 15:1 pfi plném zatiZeni do cca 100:1 pti volnobé&hu. Prttok
tunelem byl stanoven experimentalné jako 8800 m*/h na za-
klad¢ méreni koncentraci oxidu uhli¢itého [17] a gravimetric-
kého méfeni emisi ¢astic [20]. Vzorek fedénych vyfukovych
plyni byl odebiran vysokoobjemovymi vzorkovaci Digitel
DH-77 pracujicimi s pritokem 500 — 1000 dm?/min.

Testovaci podminky

Oba motory byly provozovany ve staciondrnich reZimech. Motor
Cummins byl provozovan dle rezimid Evropského stacionarniho
cyklu ESC (direktiva EU 2005/55/EC) a Svétového harmonizo-
vaného stacionarniho cyklu WHSC (World Harmonized Steady
State Test Cycle, UN EC dokument ECE/TRANS/180/Add.4;
http://www.unece.org/fileadmin/DAM/trans/main/wp29/
wp29wgs/wp29gen/wp29registry/ECE-TRANS-180a4e.pdf).
Motor Zetor byl provozovan v rezimech definovanych ve stacio-
narnim cyklu pro nesilni¢ni motory (NRSC, Non-Road Steady
State Cycle, dle EU direktivy 1996/96/EC, téZ popsany v ISO-
8178, rezim C-1 [http://dieselnet.com/standards/cycles/iso8178.
php]. Vyjma cyklu WHSC, ktery byl replikovan presné podle
prredpisu, byly testy upraveny tak, aby bylo mozné kontinualni
vzorkovani vysokoobjemovym vzorkovac¢em. V této Gipravé byla
délka kazdého bodu cyklu upravena imérné vaze prirazené dané-
mu bodu, u cyklu ESC byla celkova délka 1000 s, u cyklu NRSC

= 3 -
\I\;[S (t)tE?lfovéni paliva Testované palivo|  Testovacicyklus | Vykon [kWh] Re(‘ilzgskeor:;sée na VZ(C):]I;[Y;“ ] Frakce! [%] [[r)nl\g /113\175};3]
Nafta 2 x ESC-modifikovany? 40 25,9 4200 0,62 30,7
Cummins ISBe4 |Repkovyolej |4 x ESC-modifikovany 80 55,5 8400 0,66 23,8
Common Rail Bionafta B-100 |2 x ESC-modifikovany 40 31,9 4200 0,76 20,2
Nafta 2xWHSC 42 62,7 7467 0,84 6,9
Repkovyolej |2 x WHSC 42 61,7 7467 0,83 7,2
Zetor 1505 Nafta 1xNRSC 21 16,3 3733 0,44 185
radové Cerpadlo  |Repkovyolej |1 x NRSC 21 17,3 3733 0,46 202

Frakce emisi vzorkovand vysokoobjemovym vzorkovacem [%].

2ESC-modifikovany cyklus: 13-moddlni silni¢ni motorovy cyklus ESC s dobou trvdni kazdého médu timérnou jeho vdze s dvacetisekundovym

prechodem mezi médy a celkovou délkou 1000 s.
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1800 s, délka plynulého pfechodu mezi  Tab. 2: Chemicka analyza prioritnich PAU

rezimy byla 20 s. Pred zacatkem cyklu Motor o ] 12PAU! | 7k-PAU? | B[a]P
byl motor provozovan 10 min. nebo déle | Vstikovani paliva Testované palivo| - Testovaci cyklus [pg/kWh] | [ug/kWh] | [ng/kWh]
v ustalujicim rezimu (preconditioning) Nafta ESC-modifikovany®| 11 2,1 0,05
predepsaném pro dany cyklus, tj. v re- | cumminsISBe4 |Repkovyolej  |ESC-modifikovany 5,8 1,8 0,05
zimu 4 pro cyklus ESC, v rezimu 9 pro Common Rail Bionafta B-100 |ESC-modifikovany 3,8 1,6 0,09
WHSC avrezimu 1 pro NRSC. V piipa- Nafta WHSC 1,6 0,8 0,04
dé motoru Cummins byly cykly opakova- Repkovyolej |WHSC 1,8 2,1 0,05
ny dvakrat az Ctyrikrat aZ donashromaz- | zetor 1505 Nafta NRSC 54 11 n.d.
déni potfebného mnozstvi vzorku. radové cerpadlo  [Repkovyolej  |[NRSC 51 18 0,2

12Seznam 12 PAU a 7 k-PAU je v kapitole Materidl a Metodika.

Extrakce EOM
a chemicka analyza

Filtry byly extrahovany dichlormetanem. Chemicka analyza poly-
cyklickych aromatickych uhlovodiki (PAU) byla provedena akre-
ditovanou laboratofi firmy ALS Czech Republic, s.r.o. V kazdém
vzorku extraktu bylo stanoveno 12 prioritnich PAU, konkrétné
benz[a]antracen (B[a]A), chrysen (CHRY), benzo[b]fluoranten
(B[P]F), benzo[k]fluoranten (B[k]F), benzo[a]pyren (B[a]P), di-
benzo[a,h]antracen (DB[ah]A), indeno[1,2,3-cd]pyren (I[cd]P),
benzo[g,h,i]perylen (B[ghi]P), fenantren (PHE), antracen (ANT),
fluoranten (FLU) a pyren (PYR) . Prvnich sedm v tomto seznamu
jepovazovano dle IARC[21] za karcinogenni PAU (k-PAU). Proin
vitro experimenty byly vzorky extraktd odpareny dusikem a uloZe-
ny pii-80 °C az do provedeni analyzy.

In vitro acelularni test — analyza DNA aduktt

Acelularni test byl proveden dle diive popsaného postupu
[22, 23]. DNA (1 mg/ml) byla inkubovéna se vzorky extraktd
(100 pg/ml) za aerobnich podminek bez a s metabolickou ak-
tivaci s pouzitim S-9 mikrosomalni frakce (S-9, TOXILA, Par-
dubice-Rybitvi, 1 mg bilkoviny/ml). Doba inkubace byla 24 h,
pri teploté 37 °C, v prostiedi S-9 pufru pH 7,4. Jako pozitivni
kontrola byl pouzivan benzo[a]pyren (10 pg/ml). Inkubace
byla ukoncena pridanim stejného objemového mnozstvi smesi
CIP (chloroform : isoamylalkohol : fenol =24 : 1: 25) pouziva-
nék extrakci DNA [24].

Analyza DNA aduktti byla provadéna metodou *?P-postlabeling
s pouzitim nukleazy P1 k obohaceni DNA aduktd [25, 26]. 32P-
-znac¢ené DNA adukty byly separovany vicerozmérnou tenko-
vrstevnou chromatografii (TLC) na 10 x 10 cm polyetylenimin-
-celulozovych (PEI) foliich a vizualizovany autoradiograficky.
Vzorky odvozené od komplexnich smési vykazuji na autoradio-
gramech tzv. diagonalni radioaktivni zonu (DRZ), ktera je smé-
si prekryvajicich se spotd charakteristickych pro DNA adukty
indukované jednotlivymi genotoxickymi latkami ve smési.
Celkova hladina DNA aduktt je dana celkovou radioaktivitou
v DRZ a je vyjadfovana jako celkovy pocet DNA adukti/108
nukleotidd. Celkova koncentrace nukleotid(i ve vzorcich byla
stanovena metodou HPLC po hydrolyze DNA.

Statisticka analyza

Pro analyzu korelace mezi hladinami DNA adukt(i a obsahem
PAU a k-PAU v extraktech z ¢astic byl pouzit Pearsontv kore-
la¢ni koeficient. Pfed vlastni korela¢ni analyzou byly proménné
log-log transformovany, aby bylo dosazeno normalniho rozdé¢-
leni hodnot.

SESC-modifikovany cyklus: 13-moddlni silni¢ni motorovy cyklus ESC s dobou trvdni kazZdého
mdodu timérnou jeho vdze s dvacetisekundovym prechodem mezi mody a celkovou délkou 1000 s.

VYSLEDKY
Vzorkovani a chemicka analyza

Gravimetricka analyza celkové hmoty ¢astic emisi zachycené
na filtrech (PM) pfi pouziti motorti Cummins and Zetor pohang-
nych klasickou naftou (EN 590), fepkovym olejem (DIN 51605)
a bionaftou (EN 14214) v rGznych testovacich cyklech ukazala,
ze PM emise na kWh vykonu jsou vice zavislé na typu motoru
a testovacim cyklu nez na typu paliva (tabulka 1). Béhem mo-
difikovaného ESC cyklu bylo motorem Cummins generovano
20,2-30,7mg PM/kWh, zatimco béhem WHSC cyklu byly
PM emise 3 az Skrat nizsi (6,9—7,2 mg/kWh), a to jak pri pou-
ziti nafty, tak bionafty. U motoru Zetor 1505 v NRSC cyklu bylo
mnozstvi PM pro obé paliva srovnatelné (185—-202 mg/kWh),
ale o fad vyssi nez u motoru Cummins.

Chemicka analyza 12 prioritnich PAU v extraktech prokazala
u motoru Cummins testovaného v ESC cyklu 2 az 3nasobny ob-
sah PAU na kWh pfi pouziti nafty ve srovnani s fepkovym olejem
a bionaftou B-100 (11 vs. 5,8 a 3,8 pg PAU/kWh) a srovnatelny
obsah PAU pro testovaci cyklus WHSC (1,6 vs. 1,8 ug PAU/kWh)
(tabulka 2). Hladiny PAU v PM u motoru Zetor 1505 byly pro
naftu a fepkovy olej srovnatelné (54 a 51 pg PAU/kWh), ale byly
obecné vyrazné vyssi neZ u motoru Cummins. Jestlize vSak bere-
me v ivahu pouze 7 karcinogennich PAU (k-PAU) (tabulka 2),
potom toto srovnani ukazuje, Ze u motoru Cummins v ESC cyklu
jsou pro vSechny 3 typy paliv koncentrace k-PAU v PM srovnatel-
né. Pro tentyz motor ve WHSC cyklu jsou k-PAU dokonce vice nez
0,8 pg k-PAU/kWh). Podobné u motoru Zetor 1505 testované-
ho v NRSC cyklu obsahuji emise o vice nez 60 % vétsi mnozstvi
k-PAU (18 vs. 11 pg k-PAU/kWh). Podobné zavéry Ize ucinit po-
rovnanim obsahu samotného benzo[a]pyrenu (B[a]P) jako nej-
dtlezitéjsiho z k-PAU.

DNA adukty

Genotoxicky potencial organického podilu pevnych motorovych
emisi byl stanoven analyzou DNA adukti metodou 32P-postlabe-
ling. Na chromatogramech byly autoradiograficky detekovany
32P-znacené individualni adukty a diagonalni radioaktivni zony
(DRZ) reprezentujici mnoho prekryvajicich se riznych DNA
aduktq, které pochazeji z rady genotoxickych sloucenin obsaze-
nych v pevné sloZce motorovych emisi. DNA adukty byly dete-
kovany pro emise z obou motorti Cummins i Zetor, pro vSechny
testovaci cykly a pro vSechna 3 paliva (obrazek 1 A-D). Vzorky
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Obr. 1: Autoradiogramy DNA aduktd indukovanych extrakty z ¢astic emisi z motort
Cummins a Zetor 1505 po inkubaci nativni DNA v pfitomnosti (+59) a nepritomnosti
(-S9) jaterni mikrosomalni frakce potkana k aktivaci k-PAU. Porovnani pro rdzné typy
paliv. Vzorky DNA byly inkubovany s mnoZzstvim extrakt’ odpovidajicim 3 m® (motor
Cummins) nebo 1 m3 (motor Zetor) redéného vzorku emisi: motor Cummins byl
testovan modifikovanym cyklem ESC (A), motor Cummins byl testovan cyklem WHSC
(B), motor Zetor 1505 byl testovan cyklem NRSC (C). Kontrolni vzorky (D) predstavuji
analyzu DNA inkubovanou s B[a]P (1 uM, =S9) a propandiolem (+S9) (F). Doba

expozice na film byla 24 h pfi -80 °C
A. .

Nafta Hepkovy olej Biwsnafta

+hgi_LL ol e
BB 2.0,

Repkovy olej

nativni DNA inkubované s a bez jaterni mikrosomalni S9 frakce
po dobu 24 h s mnozstvim extraktli predstavujicim 3 m* (Cu-
mmins) nebo 1 m* (Zetor) ziedéného vzorku emisi indukovaly
kvalitativné podobné rozlozeni DNA adukti na chromatogra-
mech. U motoru Cummins testovaného v ESC cyklu byla pozo-
rovana podstatné intenzivnéj$i DRZ za podminek zajistujicich
metabolickou aktivaci PAU (+S9) neZ za podminek bez této akti-
vace (-89). Intenzita individualniho aduktu A (obrazek 1A) vsak
je dost vysoka ve vzorcich -S9, coz ukazuje na ptitomnost pfimo
pisobicich genotoxickych latek v motorovych emisich.

Téméf Zadna DRZ nebyla pozorovana u motoru Cummins
pohanéného naftou a repkovym olejem v testovacim cyk-
lu WHSC (obrazek 1B). V téchto vzorcich byl za podminek
metabolické aktivace PAU pozorovan silny adukt s podobnou
chromatografickou mobilitou jako jeden z hlavnich aduktfi in-
dukovanych B[a]P (obrazek 1D). Podobné jako u vzorkd ode-
branych v ESC cyklu, byl ve vzorcich z WHSC bez metabolické
aktivace (-S9) pozorovan adukt A, indukovany piimo piisobici
genotoxickou latkou v extraktech.

Kvantitativni srovnani genotoxického potencialu rdznych
vzorkll motorovych emisi je moZné po normalizaci na mg PM,
anebo jesté 1épe na kWh vykonu (tabulka 3). Motor Cummins
vykazuje pro oba testovaci cykly ESC a WHSC sniZené hladiny
DNA aduktti 0 37—-57 % pro repkovy olej ve srovnani s naftou.
Pro vzorky WHSC cyklu s a bez metabolické aktivace (-S9) je

™afta

il

Nafta

Bla|P, | pM

-—-L---

soll L —

tento rozdil jeSté mnohem vyssi (vice
nez 7nasobny). U motoru Zetor 1505
byl vliv pouzitého paliva na genotoxi-
citu emisi nizky: méné nez 25 % pokles
hladiny DNA aduktli pro fepkovy olej
ve vzorcich s S9 a nulovy vliv pro vzorky
bez S9. Extrakty z pevnych emisi moto-
ru Zetor 1505 pohanéném obéma typy
paliv indukuje 5—10krat vyssi hladiny
DNA aduktli nez vzorky z motoru Cu-
mmins (tabulka 3).

Analyza davkové zavislosti indukce
DNA adukti byla studovana pro 2 dav-
ky: koncentrace extraktd odpovidaji-
ci 0,3 a 3 m® (motor Cummins) a 0,1
a 1 m* (motor Zetor) fedénych emisi.
Pro vSechny vzorky byla pozorova-
na pozitivni davkova zavislost tvorby
DNA aduktti (tabulka 4), pric¢emz ne-
byly detekovany DNA adukty pro nizsi
davky 0,3 a 0,1 m?® bez metabolické ak-
tivace SO frakei.

Byla nalezena silna pozitivni korelace
(tabulka 5) mezi obsahem 12 priorit-
nich PAU v extraktech a celkovou hladi-
nou DNA adukti ve vzorcich s metabo-
lickou aktivaci (R = 0,980; p < 0,001).
Tato korelace je jesté silnéjsi pro 7 k-PAU
(R=0,990; p<0,001).

Rephkovy alej

Kantrola

DISKUZE

V predchéazejicich studiich jsme opa-
kované prokazali, Ze genotoxicita or-
ganickych extraktd z Castic vznikaji-
cich spalovacimi procesy je spojena zejména s uc¢inkem k-PAU
[27-29]. Tyto latky jsou obsazeny v plynnych emisich spalova-
cich motort a vznikaji spalovanim paliv i mazacich olejd. Po-
sledni desetileti jsou charakterizovany masivnim vyuzivanim
alternativnich paliv, vCetné biopaliv.

Tato pilotni studie byla provedena s cilem identifikovat moz-
né genotoxické Uc¢inky organickych extraktli ze vzork( emisi
dvou béznych typl naftovych motorti pohanénych naftou, re-
pkovym olejem a bionaftou B-100, coz je metylester repkové-
ho oleje. Motory byly testovany v laboratornich podminkéach
s pouzitim dynamometru.

Pfi diskuzi o vztahu mezi genotoxicitou detekovanou jako DNA
adukty v nativni DNA a obsahem PAU v pevnych emisich je tfeba
mit na paméti, Ze z 12 prioritnich PAU analyzovanych v této stu-
dii jich pouze 7 (k-PAU) indukuje DNA adukty po metabolické
aktivaci S9 frakei [23]. V této studii byl celkovy obsah prioritnich
PAU obecné vyssi v naftovych emisich nez v emisich z fepkového
oleje. Naproti tomu obsah k-PAU byl srovnatelny (ESC a NRSC
testovaci cykly) nebo dokonce vyssi nez v emisich z fepkového
oleje (WHSC testovaci cyklus). Tento rozdil je pro srovnani toxi-
city emisi velmi dilezity. Studie srovnavajici obsah PAU v moto-
rovych emisich z nafty a fepkového oleje poskytuji rozporuplna
data. U motord s nepiimym vstiikovanim pohanénych neesteri-
fikovanymi rostlinnymi oleji byl pozorovan nizsi obsah PAU nez
u motorl pohanénych klasickou naftou [30]. Dalsi studie [3]
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Tab. 3: Celkové hladiny DNA aduktl indukované extrahovatelnou organickou hmotou z ¢astic emisi motort pohanénych

naftou, fepkovym olejem a bionaftou B100

DNA adukty/10® nukleotidd
{\,/[ Off)r s Testované palivo Testovaci cyklus namg TPM* na kWh? +59/-S9
strikovani paliva
+S9° -S94 +S9 -S9

Nafta 2 x ESC-modifikovany 16,8 7,4 517 228 2,27
Cummins ISBe4 | Repkovy olej 4 x ESC-modifikovany 15,9 6,1 378 145 2,61
Common Rail Bionafta B-100 2 x ESC-modifikovany 21,4 7,2 433 145 2,99

Nafta 2 x WHSC 31,5 13,9 217 96 2,26

Repkovy olej 2 x WHSC 22,1 1,8 159 13 12,2
Zetor 1505 Nafta 1xNRSC 15,9 4,5 2932 828 3,54
fadové cerpadlo | Repkovy olej 1 x NRSC 11,7 43 2351 874 2,69

aVzorky DNA byly inkubovdny s mnozstvim extraktii odpovidajicim 3 m*> (motor Cummins) nebo 1 m? (motor Zetor) fedéného vzorku emisi.

Hodnoty predstavuji priimér ze dvou méreni s odchylkou nejvyse + 15 %.

bDNA adukty na kWh vykonu.
S metabolickou aktivaci jaterni mikrosomdini frakci S9.
4Bez metabolické aktivace jaterni mikrosomdlni frakci S9.

uvadi 2—-3krat vyssi emise PAU pro nizkozatéZovy test ECE-15,
060 % nizs§inebo az o0 100 % vyssi emise PAU pfi testovacim cyklu
FTP-75, 040-75 % niz8i pro ESC cyklus a 0 90 % nizsi pro péti-
modalni test motor{i pro zeméde¢lské stroje ve srovnani s motory
pohéanénymi naftou. Naproti tomu dalsi studie uvadi vyznamné
niz8i emise PAU pro motor Perkins pohanény slune¢nicovym ole-
jem s tim, Ze vétSina PAU nepochazi pfimo ze spalovani paliva,
ale zejména z desorpce PAU v minulosti deponovanych ve vyfu-
kovém systému [31]. Lea-Langton [32] prokazuje zvySené emise
pri ¢asteCném zatiZeni, naopak dalsi studie uvadi relativné nizké
emise pri ¢asteCném zatiZeni ve srovnani s plnym zatiZenim mo-
toru, pti¢emz emise PAU byly ve vSech piipadech nizsi pro rost-
linny olej nez pro naftu [33]. Nizsi emise PAU pro rostlinny olej
jsou také uvadény ve studii [34]. Jak ukazuje nase studie, hladiny
PAU v PM jsou siln¢ zavislé na typu motoru a pouZitém testova-
cim cyklu. Tyto rozdily, spolu s experimentalnimi nejistotami,
jsou pravdépodobné hlavnim divodem rozpornych vysledkd pu-
blikovanych riznymi autory.

Podobné jako studie porovnavajici obsah PAU v emisich motort
pohanénych naftou a biopalivy, také studie o toxicité téchto emisi
jsou rozporuplné. Emise z fepkového oleje byly 4krat vice cytoto-
xické nez emise z nafty [35]. V in vitro testech na bakteriich byla
za vétSinu mutagenni aktivity emisi z bionafty zodpovédna roz-
pustna organicka frakce, zejména PAU [36]. Jiné studie [3, 36]
prokazuiji o fad vys$si mutagenitu emisi z rostlinného oleje v Ame-
sové testu v porovnani s naftou, ackoli
Thuneke [37] ve svych experimentech

mezi obsahem k-PAU v extraktech a celkovou hladinou DNA
aduktt je zfejma z porovnani vysledkil pro oba motory Cummins
a Zetor 1505. Primérné koncentrace k-PAU byly priblizné 9krat
vyssi a celkové DNA adukty priblizné 8krat vys$si pro motor Zetor
neZ pro motor Cummins.

Je zajimavé, Ze vyznamna (ackoli slabsi) korelace hladin DNA
aduktii s obsahem 12 prioritnich PAU byla zjisténa i pro vzor-
ky bez metabolické aktivace frakci S9. Protoze PAU nejsou
schopny tvorit DNA adukty bez této metabolické aktivace, je
pravdépodobné, Ze piitomnost PAU v komplexni smési je in-
dikatorem pfitomnosti dal$ich genotoxickych latek. Tyto latky
mohou zahrnovat nitrované a hydroxylované derivaty PAU
[38, 39]. V minulosti jsme prokazali, Ze nékteré nitro-PAU
jsou mnohem vice genotoxické nez plivodni PAU [25] a jejich
prispévek k celkové genotoxicité by mohl byt vyznamny. Ge-
notoxicita jinych latek nez PAU v motorovych emisich je v této
studii podpofena silnym aduktem A detekovanym ve vSech
vzorcich bez metabolické aktivace.

Hlavnim omezenim této studie je fakt, Ze byla studovana genoto-
xicita organickych extraktd a nikoli ¢astic emisi samotnych. Tyto
extrakty nemohou byt pouzity pro kvantifikaci nékterych dalSich
dilezitych ucinkd ¢astic, napt. oxida¢niho poskozeni. Metoda je
dale zaloZena na predpokladu, Ze genotoxické latky jsou po depo-
zici ¢astic v plicich z téchto ¢astic u¢inné uvolnény. Jedna z pred-
chozich studii [40] prokazuje, Ze vysoce lipofilni karcinogeny

Tab. 4: Davkové zavislost indukce DNA aduktl extrakty z ¢astic motorovych emisi

zadny rozdil nepozoroval. Jak je uvede- |y 00 Testované ’ DNA adl;kty/ 10° nUkleO}tidﬁ
no vyse, nase studie prokazala, ze PM  |vstiikovanipaliva|  palivo Testovaci cyklus 0,3m 3m

z naftou pohanénych motori obecné +89" | -89° | +89 | -89
obsahuje vice PAU na kWh vykonu, ale Nafta 2 x ESC-modifikovany | 2,96 | nd. |[14,8 | 6,52
koncentrace k-PAU vcetné B[a]P jsou Cummins ISBe4 Repkovy olej |4 x ESC-modifikovany | 2,67 | n.d. |10,8 |4,15
velmi podobné nebo dokonce nizsi nez Common Rail Bionafta B-100 |2 x ESC-modifikovany | 2,04 | n.d. |12,4 |4,14
umotort pohanénych repkovym olejem. Nafta 2xWHSC 0,19 | nd. | 3,67 | 1,62
V drivéjsich studiich jsme opakované Repkovyolej |2 x WHSC 0,51 | nd. | 2,69 |0,22
prokazali [21, 26, 27], ze hladiny k-PAU | Zetor 1505 Nafta 1xNRSC 3,03"| nd. [16,5" | 4,66™
v environmentalnich komplexnich sm¢- | Fadové cerpadlo  |Repkovyolej |1 x NRSC 5,52 | nd. [13,27 | 4,92"

sich jsou spolehlivymi indikétory geno-
toxicity. V této studii jsme nalezli silnou
pozitivni korelaci mezi obsahem PAU
a celkovymi hladinami DNA aduktt
ve vzorcich s metabolickou aktivaci mi-
krosomalnimi enzymy. Silnd asociace

*Vzorky DNA byly inkubovdny s mnoZstvim extrakti odpovidajicim 3 m* (motor Cummins)
nebo 1 m? (motor Zetor) fedéného vzorku emisi. Hodnoty predstavuji primér ze dvou méreni
s odchylkou nejvyse + 15 %.

bS metabolickou aktivaci jaterni mikrosomdlni frakci S9.

‘Bez metabolické aktivace jaterni mikrosomdlni frakci S9.

“ddvkovdny extrakty z emisi odpovidajici 0,1 m?.

“ddvkovdny extrakty z emisi odpovidajici 1 m>.

—51—



OCHRANA OVZDUSI

5/2012

Tab. 5: Korelace hladin DNA adukt( indukovanych extrakty
z ¢astic motorovych emisi s obsahem PAU véazanych na ¢astice

DNA adukty/10% nukleotidii
+89 -S9
R¢ p R¢ p’
12 prioritnich PAU’ 0,980 | <0,001 | 0,906 | 0,002
7 karcinogennich PAU?| 0,990 | <0,001 | 0,739 | 0,004

4Pearsoniiy korelacni koeficient pro log-log transformované proménné.
bYyznamnost (2-tailed).
12Seznam 12 PAU a 7 k-PAU je v kapitole Materidl a metodika.

jako B[a]P jsou z cca 80 % deponovany v alveolarni oblasti plic,
odkud jsou nemetabolizované transportovany do krve, zatimco
cca 20 % cCastic je deponovano v dychacich cestach, odkud je po-
malu uvoliiovano a aktivovano na reaktivni metabolity. Extrakce
¢astic emisi dichlormetanem, pouzita v této studii, je jisté ic¢inngj-
$i nez desorpce v plicich in vivo, nehledé na omezenou depozici
¢astic samotnych. Nicméné vysledky uvedené vySe ukazuji, Ze
vétSina k-PAU je rychle desorbovana po depozici ¢4stic.

ZAVER

Acelularni test s nativni DNA prokazal srovnatelnou genotoxi-
citu organickeé slozky ¢astic emisi motord pohanénych klasic-
kou naftou a fepkovym olejem. Pro vSechny testy a paliva ved-
la metabolick4 aktivace (+S9) k nékolikanasobnému zvyseni
genotoxicity oproti vzorkiim bez aktivace (-S9), coz ukazuje
na hlavni prispévek k-PAU k celkové genotoxicité. Ukazali
jsme, Ze genotoxita motorovych emisi je vice ovlivnéna typem
motoru a pouzitym testovacim cyklem nez typem paliva. Tyto
vysledky musi byt chdpany jako predbézné a v soucasnosti pla-
nujeme detailné;jsi studii k jejich ovéfeni s Sir§Sim vybérem mo-
torli a paliv, testl toxicity a téZ za podminek realného provozu.
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NANOCASTICE EMITOVANE SPALOVACIMI MOTORY

V MESTSKEM PROVOZU

Michal Vojtisek
Technicka univerzita v Liberci, michal.vojtisek@tul.cz

ABSTRAKT

Nanocastice jsou povazovany za nejrizikovéjsi slozku vyfukovych ply-
nd spalovacich motort, protoZe se zachycuji v plicnich sklipcich, maji
schopnost pronikat bunéénou membranou do krevniho obéhu a doda-
vaji do organismu slozitou smés vice i méné skodlivych organickych
slou¢enin vznikajicich spalovanim uhlikatych paliv a mazacich olejti.
Snizeni limitu celkové hmotnosti ¢astic neptineslo predpokladané
proporciondlni sniZeni emise nanocastic, naopak s nardstajici intenzi-
tou silni¢ni dopravy a vyuzivanim stavebnich a dalSich stroji dochazi

NANOPARTICLES EMITTED BY COMBUSTION
ENGINES IN URBAN TRAFFIC

Nanoparticles are considered to be the most dangerous component of
internal combustion engine exhaust, as they are efficiently retained
in human lung alveoli and they can penentrate through cell mem-
brane into blood, delivering a complex mixture of hazardous organic
compounds formed by the combustion of fuel and lubricating oil. The
emissions of nanoparticles have not been reduced in proportion to the
total particulate mass, but, to the contrary, are increasing with the
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