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Ocena jakosci i toksycznosci Srodowiska
z wykorzystaniem technik chemometrycznych

ASTEL A.

Akademia Pomorska, Instytut Biologii i Ochrony Srodowiska,
Zaktad Chemii Srodowiskowej, ul. Arciszewskiego 22b, 76-200 Stupsk
e-mail: astel@apsl.edu.pl, AliAst@poczta.fm

Stowa kluczowe: monitoring, klasyfikacja czystosci komponentow srodowiska, toksycznosc,
analiza danych wielowymiarowych, analiza skupien, analiza gtownych sktadowych, sieci
neuronowe, diagramy Hasse

Egzystencja 1 ingerencja cztowieka w Srodowisko sprawity, ze $rodowisko wraz z
zachodzacymi w nim procesami stalo si¢ jednym z gtdéwnych obiektéw wspotczesnych badan.
Dowiedziono, ze wyniki pomiaréw analitycznych szerokiego spektrum probek
srodowiskowych, takich jak powietrze atmosferyczne, opady, gleby, osady denne, skaty, czy
tez rozmaite probki wodne mogg by¢ zrédlem istotnych informacji o Srodowisku.

Wydawac¢ si¢ moze, ze wykonanie szczegoétowych badan probek srodowiskowych za
pomoca zaawansowanych technik analitycznych powinno wystarczy¢ do oceny jakosci, a w
wielu przypadkach do stwierdzenia toksycznosci komponentéw srodowiska. W rzeczywistosci
istnieje wiele czynnikéw, ktére znaczaco utrudniaja a w skrajnych przypadkach nawet
uniemozliwiaja poprawne wnioskowanie. Jednym z nich jest ilo§¢ uzyskiwanych danych
cyfrowych. Innym fakt, Zze uzyteczna informacja o $rodowisku ma najczesciej charakter
zakodowany, a dodatkowo wickszos¢ zjawisk $rodowiskowych cechuje wysoki stopien
ztozonosci. Okazuje si¢ zatem, ze zastosowanie w interpretacji danych Srodowiskowych
klasycznych elementow statystyki matematycznej, stworzonych gtéwnie do testowania hipotez
w uktadach dwuwymiarowych lub o wplywie jednego/kilku czynnikéw na jeden/kilka
parametréw badanych obiektow w kontrolowanych warunkach jest nieefektywne. Trudnosci
najczesciej wynikaja z nadmiaru danych oraz tego, ze nawet jesli mozliwe jest wykonanie
analizy wynikow pomiarowych, to zostanie w niej wykorzystana tylko cze$¢ zgromadzonych
danych. W efekcie, badacze szukajacy ukrytego porzadku i struktur w uktadach
wielowymiarowych zmuszeni sa, wobec ich ogromnej z reguty komplikacji, do daleko idacych
uproszczenh 1 generalizacji. Potrzeba analizy rdéznorodnych probleméw w ujeciu
wielowymiarowym, ktére obejmuje jednoczesne odkrywanie zwigzkow pomiedzy wieloma
zmiennymi z uwzglednieniem skltadowej czasu doprowadzita do wprowadzenia do
powszechnego stosowania grupy technik statystycznego i numerycznego opracowania danych
nazywanych technikami chemometrycznymi, lub w skrocie ,,chemometrig”.

Tres¢ wystgpienia dotyczy omowienia podstaw teoretycznych najbardziej popularnych
technik analizy chemometrycznej, do ktorych naleza: analiza skupien, analiza gléwnych
sktadowych, analiza funkcji dyskryminacyjnej, neuronowe sieci Kohonena czy tez
klasyfikacyjne diagramy Hasse'go. Zatozenia metodologiczne 1 ogodlne idee stosowania
poszczegbdlnych technik uzupetniono literaturowymi przyktadami ich zastosowania do oceny
jakosci 1 toksycznosci wybranych komponentéw srodowiska.
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Quality and environmental toxicity assessment
using chemometric techniques

A.ASTEL

Pomeranian University, Institute of Biology and Environmental Protection,
Environmental Chemistry Research Unit, 22b Arciszewskiego Str., 76-200 Stupsk
e-mail: astel@apsl.edu.pl, AliAst@poczta.fm

Key-words: monitoring, classification of the purity of environmental compartments, toxicity,
multidimensional data analysis, cluster analysis, principal component analysis, neural
networks, Hasse diagrams

The existence and human interference in the environment made the environment with
ongoing processes in it one of the main objects of contemporary research. It has been proved
that the results of a broad spectrum of analytical measurements of environmental samples, such
as atmospheric air, precipitation, soil, sediments, rocks, or variety of water samples can be a
source of important environmental information.

It might seem that making a detailed survey of environmental samples using advanced
analytical techniques should be sufficient to evaluate the quality and, in many cases, to
determine the toxicity of environmental components. In fact, there are many factors that make
correct logical inference difficult, or even impossible in some cases. One of them is the amount
of generated digital data. Another is the fact that useful information about the environment is
commonly encoded, while most of environmental phenomena characterized by a high degree
of complexity. It appears that the use of classical elements of mathematical statistics in the
interpretation of environmental data, designed mainly to test hypotheses in two-dimensional
systems or about the impact of one / several factors on the one / several parameters of the
investigated objects in controlled conditions is inefficient. Problems are likely to arise from the
excess data and that, even if is possible to perform the analysis of the measurement results, it
will be only based on certain part of the collected data. As a result, researchers looking for the
hidden order and structure in multidimensional systems are forced, due to their high complexity,
to far-reaching simplifications and generalizations. The need to analyze the different problems
in a multidimensional approach that includes the simultaneous discovery of relationships
between multiple variables taking into account the time component has led to the introduction
of chemometrics.

The content of the lecture concerns the theoretical basis of the most popular
chemometric techniques, which include: cluster analysis, principal component analysis,
discriminant function analysis, Kohonen neural networks or Hasse diagrams. Methodological
and general ideas of above mentioned techniques were supplemented with literature examples
of their use to evaluate the quality and toxicity of selected environmental compartments.
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Ocena ryzyka narazenia sSrodowiska na pozostalosci farmaceutykow za
pomoca baterii biotestow

WIECZERZAK M.!, KUDLAK B.!, NAMIESNIK J.!

Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Katedra Chemii Analitycznej, Ul G.
Narutowicza 11/12, 80-233 Gdansk
monwiecz@student.pg.gda.pl, monika.wieczerzak@tlen.pl

Stowa kluczowe: pozostatosci lekow, farmaceutyki, bateria biotestow, ekotoksycznosé

W wyniku antropopresji srodowisko przyrodnicze staje si¢ rezerwuarem szerokiej gamy
zanieczyszczen. Wskutek dzialalno$ci czlowieka powstajg niebezpieczne substancje
chemiczne, ktére nastgpnie przedostajg si¢ do poszczegolnych elementow Srodowiska
zaburzajac funkcjonowanie ekosystemow. W kazdym ekosystemie panuje delikatna
rOwnowaga oraz sie¢ zaleznosci pomiedzy organizmami z nizszych i wyzszych pozioméow
troficznych.

Przez tysigclecia dobor naturalny promowat gatunki, ktérych cechy umozliwialy
przezycie. Ewolucja wyposazyta organizmy zywe w szereg mechanizméw naprawczych i
detoksykacyjnych pozwalajacych unikngé¢ zatrucia i akumulacji zanieczyszczen w tkankach i
organach (Sytar et al. 2013, Wieloch et al. 2012). Niestety rozwoj cywilizacyjny spowodowat,
ze w przeciagu ostatnich dekad zmiany w $rodowisku nastepuja w zastraszajacym tempie, nie
dajac szans na przystosowanie sig.

Zanieczyszczenia §rodowiska pochodzenia antropogenicznego stanowig duza grupe
zréznicowanych zwigzkéw pod wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych, niektore z tych
zwigzkow moga niekorzystnie wptywac na biochemiczne procesy przebiegajace w organizmie
zywym. Przyktadem zwigzkéw aktywnych biologicznie sg farmaceutyki i ich pozostatosci
kumulujace w srodowisku.

Farmaceutyki to syntetyczne lub naturalne substancje majace na celu poprawe zdrowia
lub ratowanie zycia. Substancja chemiczna o potwierdzonym dziataniu leczniczym przechodzi
wiele faz badan klinicznych, majacych na celu wykrycie czy dany zwigzek bedzie bezpieczny
dla pacjenta. Niestety badania losu srodowiskowego farmaceutykow nalezy do rzadkosci.

Badania $rodowiskowe wymagaja duzej wiedzy, trzeba wzig¢ pod uwage wiele
czynnikow takich jak rozpuszczalno$¢ danych substancji a takze czynniki $srodowiskowe (pH,
zasolenie, temperatura, itp.), wspotobecnos¢ jonow oraz réznych innych zwigzkoéw, z ktorymi
badane substancje moga wchodzi¢ w interakcje, ale takze czynniki biologiczne jak odpowiedZ
odpowiednich organizméw z poszczegdlnych poziomow troficznych. Mozna wyr6zni¢ trzy
podstawowe typy interakcji pomig¢dzy substancjami chemicznymi obecnymi w srodowisku:

- addytywno$¢ — efekt mieszaniny zwigzkow jest suma efektow poszczegodlnych zwigzkow
wystepujacych w mieszaninie,

- synergizm — efekt sumaryczny mieszaniny zwigzkow chemicznych jest wigkszy a nizeli suma
efektow poszczegdlnych zwigzkow z osobna,

- antagonizm — efekt sumaryczny mieszaniny zwigzkow chemicznych jest mniejszy a nizeli
suma efektow poszczegolnych zwigzkéw z osobna.

Substancje obecne w mieszaninie moga oddzialywaé¢ miedzy soba, co sprawia, ze ich
toksyczno$¢ moze si¢ zmniejszac lub wzrasta¢ w zaleznosci od matrycy probki (US EPA 2000,
Wieczerzak et al. 2015)

Pozostatosci farmaceutykow jak wiekszo$¢ zanieczyszczen srodowiska wystepuja na
niskich poziomach st¢zen, na ktorych nie przyczyniaja si¢ bezposrednio do $mierci organizmow

Strona 7


mailto:monwiecz@student.pg.gda.pl
mailto:monika.wieczerzak@tlen.pl

V Krajowa Konferencja Bioindykacyjna - Lublin, 27-29.05.2015. - Program i streszczenia

bytujacych W narazonym ekosystemie, ale moga przyczynia¢ si¢ do dlugofalowych i
nieodwracalnych zmian.

Badania przeprowadzane w Katedrze Chemii Analitycznej Wydzialu Chemicznego
Politechniki Gdanskiej sg probg okreslenia ryzyka narazenia organizmow zywych na
mieszaniny wybranych farmaceutykow oraz proéba wyznaczenia mozliwych interakcji
pomiedzy nimi oraz czynnikami fizykochemicznymi. Do badan wybrano 4 zwigzkéw o
wiasciwosciach biologicznie czynnych z grupy farmaceutykéw, ktore sg wykorzystywane w
roznych kuracjach, od niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ), lekow
przeciwdepresyjnych, antybiotykow.

Substancje modelowe wybrane do badan: diklofenak (so6l sodowa), chloramfenikol,
chlorowodorek oksytetracykliny, chlorowodorek fluoksetyny, (Sigma Aldrich - Niemcy).
Badania wykonano za pomoca baterii biotestow sktadajace sie z testow Ostracodtoxkit F™,
XenoScreen YES/YAS oraz Microtox®. Organizmy testowe w wybranej baterii pochodzg z
roznych pozioméw troficznych, a zastosowanie baterii biotestow umozliwia uzyskanie
szerszych informacji o wptywie wywieranym przez badane substancje. Ze wzgledu na fakt, ze
w ekosystemach sg obecne organizmy cechujgce si¢ r6zng wrazliwoscia, postuzenie si¢ baterig
biotestow pozwala takze unikna¢ btedu wynikajacego z przeszacowanie lub niedoszacowania
ogo6lnej toksycznosci badanej probki w stosunku do catego ekosystemu.

Literatura:

U. S. Environmental Protection Agency, “Supplementary Guidance for Conducting Health Risk Assessment of Chemical
Mixtures”, 2000, http://cfpub.epa.gov/ncea/risk/recordisplay.cfm?deid=20533, dostep: marzec 2014

Sytar O, et al., Heavy Metal-Induced Oxidative Damage, Defense Reactions, and Detoxification Mechanisms in Plants, Acta
Physiologiae Plantarum, 35:985-99, 2013

Wieczerzak M., Kudtak B., Namies$nik J., Environmentally Oriented Models and Methods for the Evaluation of Drug x Drug
Interaction Effects, Critical Reviews in Analytical Chemistry, 45:131-55, 2015

Wieloch, M. et al., Do Toxic Heavy Metals Affect Antioxidant Defense Mechanisms in Humans?, Ecotoxicology and
Environmental Safety, 78:195-205, 2012

Environmental risk assessment of exposure to residues of pharmaceuticals
using bioassays battery

WIECZERZAK M.!, KUDLAK B.}, NAMIESNIK J.1

1Gdansk University of Technology, Faculty of Chemistry, Department of Analytical
Chemistry, G. Narutowicza St. 11/12, 80-233 Gdansk
monwiecz@student.pg.gda.pl, monika.wieczerzak@tlen.pl

Key words: drug residues, pharmaceuticals’ interaction, ecotoxicity

As a result of anthropopressure the environment becomes a reservoir for a wide range
of contaminants. Generated due to human activities hazardous chemicals penetrate into various
elements of the environment disrupting the functioning of ecosystems. In each ecosystem there
is a delicate balance and a network of relationships between organisms from different trophic
levels.

For thousands of years, natural selection has promoted species whose features allow
surviving. Evolution has provided living organisms in a number of repair and detoxification
mechanisms to avoid intoxication and accumulation of pollutants in the tissues and organs
(Sytar et al. 2013, Wieloch et al. 2012).

Sadly the dynamic development of civilization caused that in recent decades,
environmental changes occur at an alarming rate, without giving a chance for quick adaptation.
Anthropogenic pollutants are a large group of different compounds in terms of physicochemical
properties, some of which may adversely affect the biochemical processes going on in the living
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organism. Examples of biologically active compounds are pharmaceuticals and their residues
accumulating in the environment.

Pharmaceuticals are synthetic or natural substances aimed at improving health and
saving lives. Chemical with proven therapeutic effect undergoes many phases of clinical trials,
to detect whether a given compound will be safe for the patient. Unfortunately,
pharmaceuticals’ environmental fate studies are rare.

Interdisciplinary environmental studies require a lot of knowledge, one must take into
account many factors such as the solubility of the substances as well as environmental factors
(pH, salinity, temperature, etc.) coexistence ions and various other factors, of which the test
substances can interact and also biological factors such as response (sensitivity) of the
respective organisms from different trophic levels. There are three basic types of interaction
between the factors in the environment:

- Additivity - the effect of the factors is the sum effect of various factors present in the
mixture;

- Synergy - the effect of factors in total is greater than the sum of the effects of each
factor separately;

- Antagonism - the effect of factors in total is lower than the sum of the effects of each
factor separately.

The substances in the mixture may interact with each other living organisms, which can
reduce or increase their toxicity depending on the sample matrix or observed organism or
parameter (US EPA 2000 Wieczerzak et al. 2015).

Research carried out at the Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry,
Technical University of Gdansk are an attempt to determine the risk of exposure of organisms
living on a mixture of selected pharmaceuticals and attempt to determine the possible
interactions between them and physico-chemical factors.

Four chosen to study compounds from the group of biologically active pharmaceuticals
are used in various treatments from non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs),
antidepressants, antibiotics.

Model substance selected for the tests: diclofenac (sodium salt), chloramphenicol,
oxytetracycline hydrochloride, fluoxetine hydrochloride (Sigma Aldrich - Germany).

The study was performed using a bioassay battery consisting of Ostracodtoxkit F™,
XenoScreen YES/YAS and Microtox®.

Like most pollution, residues of pharmaceuticals occur at low concentration levels, in
which they do not directly contribute to the death of dwelling organisms in exposed ecosystem,
but may contribute to the long-term and irreversible changes.

Literature:

U. S. Environmental Protection Agency, “Supplementary Guidance for Conducting Health Risk Assessment of Chemical
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Ekotoksykologiczna ocena wplywu wybranych farmaceutykow przed i po

procesie oczyszczania fotokatalitycznego na Vibrio fischeri (Microtox®)

2P

I Daphnia magna (Daphtoxkit F)
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Fotokataliza, jako jedna z Zaawansowanego Procesow Utleniania, stanowi metode
umozliwiajacg catkowite usuwanie zanieczyszczen organicznych z powietrza, wody czy
scieckow [1,2]. Glownym czynnikiem utleniajgcym sg rodniki *OH, ktoére mogg by¢
generowane fizycznie (UV, ultradzwicki), chemicznie (H202) czy fotokatalitycznie (TiO2/UV).
W wyniku szybkiego i nieselektywnego dziatania rodnikdéw zanieczyszczenia s roztozone do
COg2, H20 1 prostych kwasow nieorganicznych [3].

Za pomocg metod foto katalitycznych wiele zwigzkéw moze ulec rozlozeniu:
pestycydy, WWA czy farmaceutyki. Ta ostatnia grupa jest szczeg6lnie istotna, gdyz zarowno
produkcja, jak 1 konsumpcja lekéw rosnie, a tym samym ich ilo§¢ w srodowisku bedzie rosta
[4]. Glownym Zrédlem farmaceutykéw w $rodowisku sg Scieki komunalne i szpitalne.
Poniewaz farmaceutyki notowane sa w wodach powierzchniowych, a nawet podziemnych,
swiadczy to o tym, ze obecnie stosowane metody oczyszczania $ciekow nie sa wydajne w
usuwaniu tych zwigzkéw [5]. Istnieje, zatem konieczno$¢ stosowania innych, bardziej
wydajnych metod.

Najczesciej stosowanym fotokatalizatorem jest TiO2. Wynika to z faktu, Ze jest to tani,
stabilny 1 wydajny materiat. Dwie jego wady: posta¢ proszku i aktywno$¢ tylko w UV mozna
pokona¢ np. za pomoca domieszkowania (metalami, niemetalami, potprzewodnikami) czy
nosnikowania [6]. Wydajno$¢ metod fotokatalitycznych jest czgsto mierzona jako ubytek
ste¢zenia badanego zwigzku w czasie (C/Co, gdzie C jest stezeniem mierzonym w czasie t, Co
stezeniem poczatkowym). Takie podejscie jednak nie obejmuje tworzenia produktow
posrednich, ktore moga by¢ oporne na dalsze utlenianie i caltkowita mineralizacja nie bedzie
obserwowana. Skutkowac to moze wrecz wzrostem toksycznosci $cieku po jego oczyszczeniu.
Konieczne jest zatem poszukiwanie innych rozwigzan.

Do oceny skutecznosci metod fotokatalitycznych mozna wykorzysta¢ testy
ekotoksykologiczne [7]. Zastosowanie biotestow umozliwia uzyskanie szybkiej i wiarygodnej
odpowiedzi na temat skutecznosci oczyszczania [8]. Do okre§lenia skuteczno$ci oczyszczania
sciekow organizmy wodne powinny mie¢ zastosowanie. Zatem testy standardowe takie jak
Daphtoxkit F™ (Daphnia magna) i Microtox® (Vibrio fischeri) zyskuja na popularnosci.
Niemniej ich zastosowanie do oceny jakosci oczyszczonych Sciekow zawierajacych
farmaceutyki jest znikome. Generalnie wiele farmaceutykow jest toksycznych dla organizmoéw
a warto$ci ECso mieszczg si¢ w granicach 39.9 — 69.8 mg/L (D. magna) czy 11.45 mg/L (V.
fischeri) dla DCF [8].

Podjeto zatem proby oszacowania skuteczno$ci oczyszczania $ciekow zawierajacych
farmaceutyki [8]. Jako zanieczyszczenia modelowe wybrano leki z roéznych grup
terapeutycznych: przeciw zapalny 1 przeciw goragczkowy diklofenak (DCF), [B-bloker
metoprolol (MT) 1 srodek przeciwbakteryjny chloramfenikol (CPL). Toksycznos¢ oszacowano
dla $ciekdw przed oczyszczeniem, po oczyszczaniu fotokatalitycznych (przez 4 godz.) i po
okoto 2 miesigcach od zaprzestania oczyszczania. Czas ten ma kluczowe znaczenie z punktu
widzenia biodegradacji. Naswietlanie inicjowato reakcje tancuchowe, ktore biegly po
zakonczeniu naswietlania.
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Uzyskane dane potwierdzily, ze $cieki nieoczyszczone moga by¢ zaklasyfikowane do
III klasy toksyczno$ci zgodnie z kryteriami ujetymi w Directive 79/831/EEC (Tabela 1) biorgc
pod uwage ECso uzyskane dla D. magna. Oczyszczanie skutkowalo zmniejszeniem
toksycznosci dla D. magna. Toksycznos¢ CPL i MT zmniejszyla si¢ po oczyszczeniu
odpowiednio o 60% 1 40%. W przypadku $ciekéw ocenianych po 2 miesigcach od
oczyszczania, produkty utlenienia DCF byly zdecydowanie mniej toksyczne. Natomiast
produkty utlenienia MT, cho¢ o poczatkowo nizszej toksycznosci, zwigkszaty immobilizacje
D. magna dla stezen powyzej 25 mg/L.

Tabela 1. Zmiany toksycznosci Sciekow uwzgledniajgc kategorie wg. Dyrektywy 79/831/EEC:
bardzo toksyczny (ECso<l mg/L); toksyczny (1 mg/L <ECs< 10 mg/L); szkodliwy (10
mg/L<ECs0<100 mg/L).

Scieki g $cieki po 60 dniach od
farmaceutyk nieoczyszczone Oczyszczone Scicki 0czyszczania
y y ECso (mg/L) y
ECso (mg/L) %0 ECso (mg/L)
D. magna 24h
DCF toksyczny toksyczny szkodliwy
CPL toksyczny szkodliwy nietoksyczny
MT toksyczny szkodliwy szkodliwy
V. fischeri
DCF szkodliwy toksyczny szkodliwy
CPL szkodliwy szkodliwy szkodliwy =nietoksyczny
MT szkodliwy nietoksyczny nietoksyczny

Wyniki wskazuja, ze fotokatalityczne oczyszczanie SciekOw zawierajacych badane
zanieczyszczenia bylo skuteczne z punktu widzenia mineralizacji, degradacji i detoksykacji.
Zatem proces ten moze by¢ z powodzeniem polecany jako etap wstepny czy koncowy
oczyszczania. Najwigkszg wrazliwo$¢ na badane $cieki wykazata D. magna, co wskazuje, ze
ten organizm powinien by¢ wykorzystywany do testowania skutecznosci fotokatalitycznych
metod oczyszczania Sciekow zawierajacych farmaceutyki.
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Photocatalysis, as one of the Advanced Oxidation Process, is widely recognized method
that enables the total removal of almost all organic pollutants from air, water or wastewater
[1,2]. The main driving force are *OH radicals that can be generated physically (UV,
ultrasounds), chemically (H202) or photocatalytically (TiO2/UV). The result of radicals
nonselective and quick action is decomposition of pollutants into CO2, H20 and simple
inorganic acids [3].

Many groups of pollutants can be decomposed using photocatalysis: pesticides, PAHS,
pharmaceuticals. The last group is a great concern as the growing production and consumption
will result in their increased release into environment [4]. The main routes of pharmaceuticals
introduction into environment are both hospital ad municipal wastewater. As pharmaceuticals
are noted in surface water or even in ground water, it indicates that presently applied wastewater
treatment methods are inefficient in their removal [5]. Though new efficient methods are
required to meet the standards for treated wastewater.

One of the mostly applied photocatalysts is TiOa. It’s widely used as it is cheap, stable
and efficient material. The main two drawbacks: powder form and activity in UV region can be
however omitted for example by doping (with metals, nonmetals, semiconductors) or
application of supports [6]. The effectiveness of the photocatalytic process is often measured
as the loss of concentration in time (c/co, where ¢ is concentration measured at time t, Co initial
concentration). This approach however did not include the formation of by-products that can
be resistant to further decomposition and though total decomposition cannot be achieved. This
may results in increased toxicity of the treated wastewater. A new approach, though, need to be
undertaken.

The evaluation of the photocatalytic efficiency can be achieved ecotoxicological tests
[7]. The application of bioassays enables to obtain quick and reliable answer about effect of
treatment [8]. For the evaluation of the effectiveness of wastewater treatment tests that use
water organisms can be successfully applied. Tests such as Daphtoxkit F™ (Daphnia magna)
and Microtox® (Vibrio fischeri) gained popularity. However, their application in the qualitative
analysis of photocatalytically treated waste water containing PPCPs is quite occasional.
Generally, many PPCPs are considered to be toxic for the water organisms with ECsp 39.9 —
69.8 mg/L (D. magna), 11.45 mg/L (V. fischeri) for DCF [8].

The effectiveness of the photocatalytic treatment of wastewater containing various
pharmaceuticals was tested [8]. Model pollutants compounds belonging to different therapeutic
class drugs: an analgesics and anti-inflammatory drug Diclofenac (DCF), 3-blocker Metoprolol
(MT) and antimicrobial agent Chloramphenicol (CPL) were selected.

The toxicity tests were provided for the untreated solutions of PPCPs, the model
wastewater treated photocatalytically and model wastewater after the treatment, where the
samples were left for ca. 2 months as this time span is crucial for DCF biodegradation and the
UV irradiation induced chain reactions that ran after the end of irradiation.

The obtained data indicated that untreated pharmaceutical wastewater, according to
ECso values obtained for D. magna, should be classified as III class toxic compounds using the
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criteria established according with the Directive 79/831/EEC (Table 1). The toxicity to D.
magna of photocatalytically treated PPCPs solutions was generally reduced. The toxicity of
CPL and MT after treatment was reduced at about 60% and 40%, respectively. And the toxicity
of DCF oxidation products left for 60 days to D. magna was generally reduced in comparison
to the model wastewater immediately after treatment. The results obtained for MT however
indicate that MT oxidation products, although with initial lower toxicity, caused increased
immobilization of D. magna at the concentration above 25 mg/L.

Table 1. The changes of the toxicity of wastewater in the contexts of toxicity categories
established according with the Directive 79/831/EEC: very toxic (ECs0<1 mg/L); toxic (1 mg/L
<ECs0< 10 mg/L); harmful (10 mg/L<ECs0<100 mg/L).

. Raw wastewater After treatment After 60 days post
Pharmaceutical ECeo (Mg/L) ECeo (Mg/L) treatment
ECso (mg/L)
D. magna 24h
DCF toxic toxic harmful
CPL toxic harmful non-toxic
MT toxic harmful harmful
V. fischeri
DCF harmful toxic harmful
CPL harmful harmful harmful=non toxic
MT harmful Non toxic Non-toxic

The results revealed that photocatalytical treatment of wastewater containing studied
pollutants was efficient, both in mineralization and degradation, detoxification. Though the
process may be proposed as the polishing or post-treatment method of PPCPs removal from
model wastewater. The greatest sensitivity of D. magna suggests that these organisms should
be used for testing the photocatalytic removal of pharmaceutical pollutants.
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Zmiana toksycznosci farmaceutykow podczas oczyszczania w systemach

hydrofitowych
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Obecnos¢ farmaceutykéw w Srodowisku budzi uzasadnione obawy w konteksScie
dlugotrwatego narazenia czlowieka i innych organizmoéw na ta grupe mikrozanieczyszczen.
Pojawiajg si¢ one w Srodowisku przyrodniczym gltéwnie wraz z wprowadzanymi tam
oczyszczonymi $ciekami. Dowodzi to niedoskonato$ci obecnie stosowanych systemow
oczyszczania $ciekow 1 uzdatniania wod. Poszukuje si¢ zatem nowych rozwigzan tego
problemu, to jest opracowanie technologii pozwalajacej na skuteczng eliminacje tych srodkow
z $ciekow bytowych 1 miejskich. Sa to najczesciej procesy hybrydowe taczace metody
poglebionego utleniania, procesy membranowe i utlenianie biologiczne. Z drugiej strony,
zainteresowanie budza takze tzw. technologie ,,low-cost” np. wzorowane na zjawiskach
zachodzacych w systemach bagiennych, czyli w tzw. sztucznych mokradlach w skali
technicznej zwanymi oczyszczalniami hydrofitowymi.

Przeprowadzony eksperyment miat na celu okreslenie skuteczno$ci usuwania
sulfametoksazolu 1 diklofenaku w modelowej oczyszczalni hydrofitowej o przeptywie
pionowym. Kolumny systemu hydrofitowego obsadzone byty Phalaris arundinacea

Monitoring biotransformacji farmaceutykow dokonywany byt za pomoca
wysokosprawnego chromatografu cieczowego HPLC, sprzezonego z detektorem UV oraz
tandemowym spektrometrem masowym LS-MS/MS . Oceniono takze toksycznos$¢ sciekow
odptywajacych z systemu hydrofitowego wobec Vibrio fischeri.

Praca finansowana przez NCN w ramach grantu 2012/05/B/ST8/02739
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Detoxification of pharmaceuticals containing wastewater in constructed
wetlands
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Abstract

The occurrence of pharmaceutical compounds in the environment raises concerns in the
context of long-term exposure of human beings and other organisms. Pharmaceuticals appear
in the natural environment mainly together with treated wastewater. This demonstrates the
inadequacy of the current systems of wastewater treatment. There is a need to develop
technology to effectively eliminate those compounds from domestic and urban wastewater.
New treatment techniques are mostly hybrid processes combining advanced oxidation methods,
membrane processes and biological oxidation. On the other hand, the growing interest are also
attributed to "low-cost" technologies for example constructed wetlands.

An experiment was designed to determine the effectiveness of the removal of
sulfamethoxazole and diclofenac in the model constructed wetlands with vertical flow. The
columns were planted with Phalaris arundinacea

Monitoring of biotransformation products was performed using a high performance liquid
chromatography coupled with UV detector and a tandem mass spectrometer LS-MS / MS.
Toxicity of the effluent was also assessed against Vibrio fischeri.
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Wstepne wyniki oznaczen toksykologicznych plynow technologicznych

stosowanych w procesie pozyskiwania gazow z pokladow lupkowych

4P
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Stowa kluczowe: gazy tupkowe, toksycznosc¢ ptynow technologicznych, toksycznos¢ osadow,
szczelinowanie, Microtox®, Ostracodtoxkit F™, Phytotoxkit F™

Gaz lupkowy (z ang. shale gas), okreslany mianem blekitnego paliwa zaliczany jest do
716z niekonwencjonalnych. Pod pojeciem tym kryjag si¢ takie zasoby gazu ziemnego, ktore
Z technicznego punktu widzenia sg trudniejsze w eksploatacji 1 mniej optacalne na tle znanych
716z konwencjonalnych. Wcigz rosngce zapotrzebowanie na gaz, cheé zapewnienia
bezpieczenstwa energetycznego kraju i wzmocnienia pozycji na rynku, a takze ogromne
nadzieje na szybszy rozwoj gospodarczy dodatkowo pietnuja zainteresowanie tym ztozem. W
obliczu kurczacych si¢ zasobow zasilajacych ztoza konwencjonalne, gaz z formacji tupkowych
stanowi nowe, cenne zrodlo surowca energetycznego. Nalezy by¢ §wiadomym, iz na drodze do
ekonomicznego wykorzystania z16z gazu tupkowego stoi szereg wyzwan. Prace prowadzone
na ztozach niekonwencjonalnych wymagaja odmiennego traktowania niz w przypadku zt6z
tradycyjnych. W celu prawidtowego rozpoznania, a nastepnie udostepnienia ztoza konieczne
jest opracowanie odpowiednich metod badawczych, dostarczajacych doktadnych i
precyzyjnych informacji na temat o$rodka skalnego. Jednak najwigkszg przeszkoda na drodze
do sukcesu sa kosztowne i wysoce zaawansowane technologicznie prace wiertnicze oraz
szczelinowanie hydrauliczne.

Termin shale gas odnosi si¢ do gazu ziemnego zawartego w silnie
zdiagenezowanych skalach ilasto-mulowcowych, ktére charakteryzuje mala
przepuszczalno$¢ na skutek niskiej porowatosci skaly. Gaz ten osadzony jest na czastkach
skal, ktore latwo ulegaja kruszeniu, potocznie zwane lupkami. Zloza te zaliczane sa do
710z niekonwencjonalnych, z racji mniejszej oplacalnosci wydobycia oraz stopnia
skomplikowania tego procesu. Niestety na chwil¢ obecna, poza firmami amerykanskimi,
tylko nieliczne miedzynarodowe koncerny (np. Total, Schlumberger, BP) potrafig
efektywnie eksploatowa¢ poklady tych zl6z. Glowna przeszkoda sa drogie i zaawansowane
technologicznie wiercenia poziome na duzych glebokosciach, a takze niedopracowane
jeszcze technologie hydraulicznego szczelinowania, pozwalajace na tworzenie sieci
szczelin laczacych powierzchnie skal z otworem eksploatacyjnym.

W procesie szczelinowania wyodrebniamy nastepujace etapy:

e otwarcie szczelin — zatlaczanie plynu szczelinujacego, zazwyczaj bez proppantu,
nastgpuje inicjacja i propagacja szczelin;

e zatlaczanie proppantu — odpowiada za podparcie szczelin i zabezpiecza przed ich
zamknigciem;

e przeptukanie otworu — zazwyczaj z udzialem zwyklej wody, ma na celu oczyszczenie
odwiertu z proppantu.

Dzigki wykorzystaniu szeroko rozwinigtych programow informatycznych mozliwe jest
okreslenie parametrow technologicznych, a ws$rdd nich ci$nienia, strumienia objgtosci
wttaczanego ptynu hydraulicznego, jego sktad chemiczny, ilo$¢ proppantu.

Zaplanowane badania zakladaly analiz¢ rzeczywistych oddziatywan prowadzonych
prac wydobywczych na wszystkie elementy srodowiska: atmosfere, powierzchnig terenu, grunt,
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wody powierzchniowe i podziemne w obszarach: 1) Lubocina: odwiert Lubocino 2-H, PGNIG,
koncesja Wejherowo; 2) Starego Miasta odwiert Stare Miasto, Eni, koncesja Elblag. 3)
Syczyna: odwiert Syczyn OU-2, Orlen UpStream, koncesja Wierzbica; 4) Wysina: odwiert
Wysin, PGNIG, koncesja Stara Kiszewa; 5) Zawady: odwiert Zwierzyniec, Chevron, koncesja
Zwierzyniec; 6) Lebienia: odwiert Lebien LE-2H, Lane Energy, koncesja Lebork; 7) Gapowa:
odwiert Gapowo, BNK, koncesja Bytow, jednak przedstawione tutaj rezultaty obejmujg tylko
wyniki oznaczen toksykologicznych w wybranych lokalizacjach gdzie przeprwoadzono peten
cykl prac wydobywczych.

W prébkach odpadéw i ptyndéw technologicznych oznaczano toksyczno$¢ wobec
nastepujacych gatunkow organizmow: bakterii Vibrio fischeri (ekstrakty wodne i ciecze),
skorupiaka Heterocypris incongruens i gorczycy Sinapis alba (probki state oraz ekstrakty
wodne i ciecze). Wymienione gatunki organizméw dobrano celem oszacowania poziomu
toksyczno$ci wobec mozliwie szerokiej gamy organizmow z réznych pozioméw troficznych
(producenci, konsumenci, destruenci). Ponadto dokonujgc wyboru baterii biotestow nalezato
uwzgledni¢ fakt wystgpowania probek statych (ptyny technologiczne zawierajace zwierciny
itp.) — test Ostracodtoxkit F™ jest najlepiej poznanym i pierwszym biotestem bezposredniego
kontaktu skorupiakéw z osadami/glebami probek stodkich i stonawych.

W przypadku wszystkich lokalizacji dostarczone probki wod nie stanowia zagrozenia
ekotoksykologicznego zaré6wno pod wzgledem ostrym jak i chronicznym. Zagrozenie
ekotoksykologiczne stanowig probki proppantu — wykazuja one wysoki poziom toksycznosci
nawet po rozcienczeniu — zwlaszcza w rozumieniu toksycznosci ostrej. Wysokim poziomem
toksycznos$ci chronicznej charakteryzuja si¢ probki osadow i zwiercin — nawet bardzo wysoce
rozcienczone probki wywotywaly bardzo duza $miertelnos$¢ badanych skorupiakow choé¢ w
przypadku toksyczno$ci wobec organizmu roslinnego widoczny jest wyrazny spadek
toksycznos$ci. W przypadku probek ptynu zwrotnego wida¢ spadek poziomu toksycznos$ci wraz
z uptywem czasu a zatem z ubytkiem pozostatoéci ptynu szczelinujacego w odwiercie. Wysoce
toksyczne pod wzgledem chronicznym sg probki niektorych osadu pozabiegowych, pomimo
przeprowadzenia ekstrakcji osad nadal pozostawat toksyczny chociaz w zauwazalnie nizszym
stopniu, osad ten stanowi zagrozenie dla organizméw zywych i nalezy $cisle przestrzegaé
procedur bezpieczenstwa podczas wszystkich etapdéw cyklu zycia osadu.

Initial results on determination of toxicity level of technological fluids
utilized during shale gas extraction

KUDEAK B.*, WIECZERZAK M.?, NAMIESNIK J.2

8 Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, Gdansk University of
Technology, G. Narutowicza Str. 11/12, 80-233 Gdansk
“electronic correspondence address: blakudla@pg.gda.pl

Keywords: shale gas, technological fluids’ toxicity, sediments’ toxicity, fracturing,
Microtox®, Ostracodtoxkit F™, Phytotoxkit F™

Shale gas, also called blue gas, is believed to be non-conventional one. This terms covers
such deposits of methane being more difficult to extract and less efficient from economic point
of view than traditional deposits. Continuously increasing demand for gas, will of assuring
energy safety of a country and enforcing market position make interest in this kind of deposits
increase. On the other hand one should be aware that there are numerous obstacles facing the
economically efficient utilization of such gas. Technological processes conducted in the
nonconventional deposits greatly differ from conventional ones and even between different
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geological regions. However the most costs-generating and technologically advanced are
drilling processes and hydraulic fracturing.

The “shale gas” term refers to gas captured in strongly diagenised clay-siltstone rocks
characterized with low permeability due to low porosity of such rocks. This gas is deposited at
the particles easily undergoing the fracturing — shales. Unfortunately until now despite some
North American companies (e.g. Total, Schlumberger, BP) none is capable of exploring these
deposits. The main obstacles are high costs and technological advancements of horizontal
drilling at high depths, as well as not-fully elaborated technologies of hydraulic fracturing
enabling creation of fractures’ cobwebs connecting the rocks with the exploratory drill. There
are 3 main stages of fracturing:

e fractures’ opening — pumping the fracturing fluid, most often without proppant,
initiation and propagation,

e pumping the proppant — responsible for full opening of fractures and preventing
from their close up,

o drill hole flushing — usually with regular water in order to clean it from the proppant
fluid.

Thanks to informatics it is possible to virtually determine composition of the
technological fluids, including the pressure, volume of pumped fluids, its chemical composition
etc.

The studies planned included analyses of real impact of conducted processes on all
environmental compartments in the vicinity of drilling platforms: atmosphere, surface, ground,
soil, surface and ground waters in the regions: 1) Lubocino 2) Stare 3) Syczyn 4) Wysin 5)
Zawada 6) Lebien 7) Gapowo, however results presented here cover only toxicological ones in
locations where full fracturing cycle took place.

In the samples of technological wastes and fluids the toxicity was determined to the
following organisms: Vibrio fischeri (water extracts and fluids), crustacean Heterocypris
incongruens and Sinapis alba (solids and aqueous extracts and fluids). These organisms were
selected to cover possibly wide trophic levels and studies on both fluids and solids in a cost-
efficient manner.

In case of all locations the water samples did not pose ant ecotoxicological threat both
from chronic and acute point of view. It is not the case of the proppant samples being highly
toxic even after serial dilution — especially in case of acute toxicity to bacteria. From the chronic
toxicity point of view the samples of sediments and drill cuttings are very dangerous for the
environment, especially to crustaceans. In case of backflow fluids one can notice significant
decrease of toxicity with time. However the highest threat is posed by the sediments present in
post-technological fluids — despite extraction the sediments kept on toxic and special safety
measures must be taken into account when dealing with this type of waste material.
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Ocena toksycznosci wybranych nanoczastek w obecnosci surfaktantow

JOSKO 1.2, SKWAREK E.>, BOGUSZ A.5, OLESZCZUK P.¢

2 Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ro$lin, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
b 7aktad Radiochemii i Chemii Koloidow, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
¢ Zaktad Chemii Srodowiskowej, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
izabela.josko@up.lublin.pl

Stowa kluczowe: nanoczgstki, surfaktanty, ocena toksycznosci, fitotoksycznos¢

Zwiegkszajaca sie produkcja i uzycie nanoczastek (NP), wchodzacych w sktad szerokiej
gamy produktéw, skutkuje uwalnianiem ich do $rodowiska. NP w réznych komponentach
srodowiska mogg podlega¢ dziataniu sktadnikéw matryc, ktére moga wptywac na zachowanie
i toksyczno$¢ NP. Przyktadem takich zwiazkéw sag surfaktanty. Celem przeprowadzonych
badan byta ocena wptywu surfaktantow na toksycznos$¢ trzech rodzajéw NP: nano-ZnO, nano-
TiO», nano-Ni. Badano oddziatywanie trzech surfaktantow: bromek centrymonium (CTAB),
kwas 4-dodecylobenzenosulfonowy sodu (SDBS), triton X-100 (TX-100). Do oceny
toksyczno$ci wykorzystano dwa testy: DAPHTOXKIT F™ (rozwielitka, Daphnia magna jako
organizm testowy) i test kietkowania/elongacji korzeni (rzezucha, Lepidium sativum) (OECD
1984). Ponadto zostaly wykonane analizy mikroskopowe (skaninowa i transmisyjna
mikroskopia elektronowa) oraz analize wielkos$ci czastek i potencjatu ¢ (spektroskopia
korelacji fotonowej) w celu charakterystyki i1 obserwacji nanoczastek w obecno$ci
surfaktantow. W badaniach zastosowano szeroki zakres stezen NP (0.5 — 1000 mg/L), natomiast
surfaktanty zostaty dodane do roztworow w stezeniu nietoksycznym dla L. sativum i D. magna.

Wyniki pokazatly, ze wplyw surfaktantoéw na toksyczno$¢ nanoczastek byt uzalezniony
od zastosowanego biotestu. Toksycznosé¢ NP w stosunku do D. magna ulegta zmniejszeniu pod
wplywem surfaktantow. Jednak poziom redukcji toksycznosci byt uzalezniony od rodzaju 1
stezenia NP, a takze od rodzaju zastosowanego surfaktantu. Najwigkszy spadek toksycznos$ci
nano-ZnO nastapit pod wptywem CTAB, podczas gdy poziom toksycznosci nano-TiO2 ulegt
najwigkszej redukcji w obecnosci TX-100. W przypadku nano-Ni, wplyw surfaktantow byt
uzalezniony od st¢zenia NP. Przy mniejszych stezeniach nano-Ni, nie obserwowano roznic
miedzy wptywem poszczegdlnych surfaktantow, podczas gdy przy stezeniu 100 i 1000 mg/L
najwigksza redukcja toksyczno$ci charakteryzowat sie¢ CTAB. W przeciwienstwie do testu
DAPHTOXKIT F™  fitotest wykazal w wickszo$ci przypadkéw zwiekszenie toksycznosci NP
w obecno$ci surfaktantow. Podobnie jak przy zastosowaniu testu z D. magna, roéwniez w
stosunku do L. sativum zmiany toksyczno$ci byly uzaleznione od rodzaju NP i surfaktantow
oraz stezenia NP.

Badania zostaly zrealizowane z wykorzystaniem aparatury zakupionej ze srodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (projekt POIG.02.01.00-
06-024/09 Centrum Nanomateriatow Funkcjonalnych,).
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The assessment of selected nanoparticles toxicity in the presence of
surfactants
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Rising production and using of different nanoparticles (NP) result in their releasing to
the environment. In the different components of environment, NP face the various compounds
(for example surfactants), which may impact on the behavior and toxicity of NP. The objective
of the study was the estimation of the effect of surfactants on the toxicity of nanoparticles: nano-
ZnO, nano-TiO2 and nano-Ni towards Daphnia magna and Lepidium sativum. The effect of
hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB), Triton X-100 (TX100) and 4-
dodecylbenzenesulfonic acid (SDBS) was tested. The Microbiotest — Daphtoxkit F™ and the
germination/elongation test (OECD 1984) were applied for the toxicity testing. Additionally,
the scanning and transmission electron microscopy (SEM and TEM) and the analysis of particle
size and ¢ potential (photon correlation spectroscopy) were conducted to the characterization
and observation of NP in the presence of surfactants. In these studies, the wide range of NP
concentrations (0.5-1000 mg/L) was used, whereas the surfactants were added to the solutions
at non-toxic doses (for D. magna and L. sativum).

The results showed that the influence of surfactants on NP toxicity was determined by
the using biotest. The addition of NPs to a solution of the surfactants caused a significant
reduction of their toxicity. The range of reduction of the toxicity of the ENPs depended on the
kind of the ENPs and their concentration in the solution, and also on the kind of surfactant. For
nano-ZnO the greatest reduction of toxicity was caused by CTAB, while for nano-TiO; the
largest drop of toxicity was observed after the addition of TX100. In the case of nano-Ni, the
effect of the surfactants depended on its concentration. In the range of the lowest concentrations
tested no differences were noted among the surfactants, while at nano-Ni higher concentrations
(100 and 1000 mg/L) the best reduction of toxicity of nano-Ni was characteristic of CTAB. In
contrast to DAPHTOXKIT F™ the phytotest showed the increase of NP toxicity in the
presence of surfactants in the most of cases. However, range of phytotoxicity changes was
determined by the kind of NP and surfactants as well as the concentration of NP.

The research was carried out with the equipment purchased thanks to the financial support of the European
Regional Development Fund in the framework of the Polish Innovation Economy Operational Program (contract
no. POIG.02.01.00-06-024/09 Center of Functional Nanomaterials).
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Ocena jakosci osadow jezior przymorskich na podstawie badan

biologicznych, analitycznych i toksykologicznych
BIGUS K.}, ASTEL A.l, OBOLEWSKI K.?
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Stowa kluczowe: jeziora przymorskie, makrofauna, metale ciezkie

Jeziora przymorskie to zbiorniki wodne, ktore zostaty catkowicie oddzielone od morza
przez mierzeje, zatoke, lagung lub liman. Skutkiem tego jest stopniowe wypieranie wod
morskich i zastgpowanie ich wodami stodkimi. Sg to zazwyczaj rozlegle i ptytkie zbiorniki. Ich
cechg charakterystyczng jest duze falowanie, eutrofizacja, dobre natlenienie wod oraz ich duza
metnosc.

W niniejsze] pracy przedstawiono wyniki badan jakosci osadéw wybranych jezior
przymorskich (Lebsko, Gardna, Sarbsko, Dolgie Wielki, Ptasi Raj). W tym celu w osadach
0znaczano stgzenie metali ciezkich (Zn, Cu, Ni, Mn, Fe), sktad gatunkowy makrofauny denne;j
oraz toksyczno$¢ osadow. Oszacowanie jakosci osadéw jezior o roéznej tacznosci z morzem
pozwoli w petni pozna¢ sposdb funkcjonowania ekosystemoéw jezior przymorskich oraz
0szacowa¢ zmiany jakim beda podlegaty takie ekosystemy w zwigzku ze zwigkszajaca si¢
antropopresja w strefie przybrzezne;.

Makrofauna jest waznym ogniwem lancuchéw pokarmowych w jeziorze i odgrywa
znaczaca rolg w funkcjonowaniu jeziora. Wykazuje ona silne powigzanie ze stopniem
eutrofizacji wod, jednak jej wystepowanie w duzym stopniu zalezy od czynnikow lokalnych,
totez zroznicowanie zespoldw moze by¢ bardzo duze w zaleznos$ci od stanowiska.

Kondycje ekologiczng jezior przymorskich oszacowano na podstawie zmiany
jakosciowo — ilo$ciowej fauny dennej. W tym celu oszacowano dwa parametry: zaggszczenie i
biomas¢ makrofauny. Makrofauna badanych jeziora w czasie calego okresu badan
reprezentowana byla przez pie¢ taksondéw: Oligicheata, Crustacea, Insecta, Bivalvia i
Gastropoda. Sposréd badanych jezior najwicksza biordéznorodno$cia charakteryzowalo sig
jezioro Lebsko. Zaobserwowano tam wystgpowanie wszystkich pigeciu taksonéw. W osadach
jezior Ptasi Raj, Gardno 1 Sarbsko stwierdzono obecno$¢ czterech taksonow. Najmniejsza
bioréznorodnoscig charakteryzowalo si¢ jezioro Dolgie Wielkie, gdzie zaobserwowano
obecnos¢ tylko Oligochaeta 1 Insecta. Najwiekszg liczbe taksonow w jeziorach Gardno 1 Dolgie
Wielkie zaobserwowano w sezonie wiosennym. W jeziorach Sarbsko i Ptasi Raj najwigksza
liczba taksonow wystepowata w sezonie letnim, natomiast w jeziorze Lebsko w sezonie
jesiennym. Roznice w skladzie jako$ciowym i ilosciowym makrozoobezntosu wynikajg z
réznego stopnia tgcznosci jeziora z morzem. Odcigcie jezior od zasilania wodami stonymi
wplywa na niekorzystng zmiang stanu ekologicznego akwenow przymorskich. Jezioro Lebsko,
ktore jest jeziorem lagunowym, catkowicie otwartym posiada najwigkszg liczbe taksonow.
Jezioro Dotgie Wielkie jest catkowicie zamknigtym jeziorem wsrod wydmowym i Z tego
wzgledu zaobserwowano w nim najmniejszg liczbe taksonow.

Wisrdd pieciu badanych metali cigzkich w osadach wybranych jezior zaobserwowano
najwicksze stezenie zelaza (10,27 mg'g™t). W badanych osadach miedz charakteryzowala sie
najmniejszym stezeniem i wynosito ono 7,81 pg'g?. W osadach pochodzacych z Lebska
zaobserwowano najwigksze stezenie takich metali jak: mangan, miedZ 1 Zelazo. Najwieksza
zawarto$¢ cynku stwierdzono w osadach pochodzacych z jeziora Dotgie Wielkie, natomiast
niklu w osadach pochodzacych z Sarbska.
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Wszystkie jeziora stonawe maja wtasng specyfike¢ hydrologiczno-ekologiczng. R6znia
si¢ poziomem zasolenia oraz doptywem wod stodkich i stonych. Czynniki te majg wptyw na
sktad chemiczny osadow, sktad gatunkowy fauny dennej oraz toksycznos¢ tych ekosystemow.

An assessment of sediments of coastal lakes quality based on biological,
analytical and toxicological research

BIGUS K.}, ASTEL A.}, OBOLEWSKI K.2

! Environmental Chemistry Research Unit, Pomeranian University,
22a Arciszewskiego Str., 76-200 Stupsk
2 Department of Hydrobiology, University of Kazimierz Wielki,
30 Jana Karola Chodkiewicza Str., 85-064 Bydgoszcz
e-mail: kbigus@apsl.edu.pl

Key-words: coastal lakes, macrofauna, heavy metals

Coastal lakes are water reservoirs that have been completely separated from the sea by a
spit, the bay, lagoon or lade. This is why gradual displacement of marine waters and replacing them
with freshwater takes place. Coastal lakes are generally broad and shallow reservoirs. Their
characteristic feature is substantial wavy motion, eutrophication, good oxygenation of the water and
their high turbidity.

This paper presents the results of sediment quality assessment in selected coastal lakes
(Lebsko, Gardno, Sarbsko, Dotgie Wielki, Ptasi Raj). For this purpose, the concentration of heavy
metals (Zn, Cu, Ni, Mn, Fe), species composition of benthic macrofauna and sediment toxicity were
determined. Estimation of sediment quality in lakes of different communication with the sea allows
fully understanding the functioning of sea lakes ecosystems and estimating the changes which will
be subject to such ecosystems due to increasing anthropopressure in the coastal zone.

Macrofauna is an important link in the food chain in the lake and plays a significant role in
the functioning of the lake. It shows a strong link with the degree of eutrophication, but its
occurrence is highly dependent on local factors, so the diversity of species can be very large
depending on the sampling place position. The ecological condition of the sea lakes was estimated
based on the change in quality and quantity of the benthic fauna. For this purpose two parameters
were evaluated: the density and amount of macrofauna biomass. Macrofauna in the investigated
lakes during the entire study period was represented by five taxa: Oligicheata, Crustacea, Insecta,
Bivalvia and Gastropoda. Among of investigated lakes the Lebsko lake was characterized by the
highest biodiversity. There was observed the presence of all five taxa. In the sediments of Ptasi Raj,
Gardno and Sarbsko lakes four taxa were identified. The lowest biodiversity was found in Dotgie
Wielkie, where only Oligochaeta and Insecta appeared. The greatest number of taxa in lakes Gardno
and Dotgie Wielkie was observed the Spring. In lakes Sarbsko and Ptasi Raj the highest number of
taxa occurred in Summer, while in Lebsko lake in Autumn. The differences in the qualitative and
quantitative composition of macrozoobenthos result from the various connectivity of the lakes with
the sea. Cut off from the supply of salty water influences on unfavorable changes of ecological
status of coastal water reservoirs. The Lebsko lake, which is a fully opened lagoon lake has the
largest number of taxa, while Dolgie Wielke lake being fully closed lake located between dunes
was characterized by the lowest number of taxa.

Among five of heavy metals determined in bottom sediments of the investigated coastal
lake the highest concentration was determined for iron (10,27 mg-g™). In the studied sediment s the
lowest concentration was determined for copper (7,81 ug-g?). The sediments from Lebsko shown
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the highest concentration of such metals as manganese, copper and iron. The highest zinc content
was found in sediments from Dotgie Wielkie lake, while nickel from Sarbsko.

All brackish lakes have their own hydrological and ecological characteristics. They
differ in the level of salinity and inflow of fresh and salt waters. These factors affect the
chemical composition of the sediments, benthic fauna species composition and toxicity.
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Ocena jakosci Srodowiska wodnego przy zastosowaniu probnikow
pasywnych oraz krotkoterminowych testow bakteryjnych
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Stowa kluczowe: woda przeznaczona do spozycia, uzdatnianie wody, sie¢ wodociggowa,
ekstrakcja, Zywice jonowymienne, syntetyczne btony potprzepuszczalne

Woda wodociggowa, ze wzgledu na swoja powszechno$¢, wykorzystywana jest jako woda
do picia, dlatego jest podstawowym zrodlem wymiany wody w organizmie. W zwigzku z tym
nie moze ona zawiera¢ potencjalnie szkodliwych dla zdrowia substancji i drobnoustrojow, a
jednoczes$nie powinna zawiera¢ sktadniki niezbedne do prawidtowego przebiegu przemian
metabolicznych. Woda powierzchniowa ujmowana na cele komunalne zawiera
zidentyfikowanych ponad 2 tysigce zwigzkoéw organicznych, wsrdd ktdérych mozemy wyrdznic:
naturalne zwiazki organiczne (pozostatosci przemian chemicznych i biologicznych zwigzkoéw
zawartych w biomasie organizmow wodnych oraz ich metabolitow) oraz zwiazki organiczne
pochodzenia antropogenicznego, wsrod ktorych moga by¢é obecne substancje szczegdlnie
ucigzliwe dla sSrodowiska, oporne na biodegradacje takie jak: wielopier§cieniowe weglowodory
aromatyczne (WWA), chlorowane pestycydy (CL-PEST), polichlorowane bifenyle (PCB),
dibenzofurany (PCDFs) i dibenzo-p-dioksyny (PCDDs).

Stale udoskonalane metody oczyszczania wody poprzez modyfikacje procesow i uktadow
technologicznych nie zapewniaja utrzymania stabilno$ci chemicznej i biologiczne; wody
wprowadzanej do sieci wodociggowej. Powoduje to, ze jakos¢ wody u odbiorcéw jest czesto
inna niz jako$¢ wody wprowadzanej do sieci wodociggowej, gdyz ulega ona wtoérnemu
zanieczyszczeniu w systemie dystrybucji. Znajdujace si¢ w wodzie powierzchniowej zwigzki
organiczne pochodzenia naturalnego 1 antropogenicznego, w procesie dezynfekcji wody tworza
tzw. produkty uboczne (UPD), ktdre stanowig jeden z czynnikoéw odpowiedzialnych za choroby
nowotworowe u ludzi. Dezynfekcja wody wodociggowej metodami chemicznymi polega na
dawkowaniu do niej silnych utleniaczy, dlatego tez podczas dezynfekcji wod zawierajacych
zwiazki organiczne i nieorganiczne rownolegle do tego procesu przebiegaja procesy przemiany
zwigzkow organicznych i nieorganicznych. W czasie chlorowania wody wodociaggowej
powstaja takie uboczne produkty dezynfekcji jak: trihalometany (THM), kwasy
halogenooctowe, chlorofenole, halogenoketony, halogenonitryle, trichlorobenzeny,
hydroksyfurany, MX, czyli 3-chloro-4(dichlorometylo)-5-hydroksy-2(5H)-furanon oraz
halogenowe zwigzki organiczne (AOX). Wiele z nich charakteryzuje si¢ dziataniem
toksycznym, mutagennym, genotoksycznym, czy tez rakotworczym. Zwigzki mutagenne moga
si¢ takze tworzy¢ podczas dystrybucji wody w sieci wodociggowej, np. w trakcie reakcji
pozostatego chloru z naturalng materig organiczng lub z produktami korozji mikrobiologicznej
1 chemicznej materiatow z ktérych zbudowana jest sie¢ wodociggowa.

Wykrycie oraz identyfikacja substancji obecnych w wodzie wodociggowej W oparciu 0
analiz¢ chemiczng jest kosztowna i wymaga zastosowania nowoczesnych technik
analitycznych. Ponadto, ze wzgledu na to, iz nie wszystkie zwigzki chemiczne zostaty poznane
lub wystepuja w ilosciach sladowych, znajduja si¢ one poza mozliwosciami analitycznymi
metod instrumentalnych. Analiza chemiczna nie moze wigc by¢ podstawa do prognozowania
biologicznych skutkow jakie moga wywotaé zanieczyszczenia na organizmy zywe. Stad tez
istnieje konieczno$¢ zastosowania w kontroli jakosci $rodowiska wodnego, obok metod
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analitycznych, badan bioindykacyjnych. W badaniach tych kluczowa pozycj¢ zajmuja
bakteryjne testy krotkoterminowe in vitro. Czgsto stosowang metodg w badaniach oceny
mutagenno$ci probek wody jest bakteryjny test Salmonella, zwany inaczej od nazwiska jego
tworcy testem Amesa. Rezultaty testObw Amesa potwierdzane sg tez innymi testami
pozwalajacymi na ocen¢ genotoksycznosci wody do picia (SOS-Chromotest, Test Umu,
Vitotox, Mutatox, Test bioluminescencyjny z Vibrio harveyi). Przeprowadza si¢ takze ocene
toksycznosci wody przy zastosowaniu testu Microtox oraz jej cytotoksyczno$ci z
zastosowaniem linii komérkowych. Rownoczesnie metodami chemicznymi poszukuje si¢
markerow odpowiedzialnych za mutagenno$¢ wody przeznaczonej do spozycia.

W Zaktadzie Biologii i Ekologii (obecnie Biologii Sanitarnej i Ekotechniki) Politechniki
Wroctawskiej do oceny potencjalnych wlasciwosci mutagennych i rakotworczych wody
surowej, w réznym stopniu uzdatnionej oraz uzdatnionej, test Amesa byt stosowany od 1982r.
Badania podje¢to i prowadzono z inicjatywy i pod kierunkiem Pani Prof. Marii Pawlaczyk-
Szpilowej.

Jedng z trudnos$ci wystepujacych w badaniach wlasciwosci biologicznych wody
wodociggowej jest konieczno$¢ pobierania jej duzych objeto$ci. Mikrozanieczyszczenia
wystepuja w wodzie w bardzo niskich st¢zeniach, czesto ponizej granicy wykrywalnosci,
dlatego pobierane probki przed analizg biologiczng nalezy odpowiednio zatezy¢. Dziatania
zZwigzane z etapem przygotowania probki w znaczacy sposéb moga wptynaé na wynik koncowy
analizy, zatem bardzo wazne jest dobranie odpowiedniej metody. W badaniach prowadzonych
w Zakladzie do 1993r. stosowano najpierw trzykrotng ekstrakcje 20 dm?3 wody cykloheksanem,
a po 1993r. przygotowywanie probek prowadzono z uzyciem zywic Amberlite XAD2 lub
XAD2 w kombinacji z XAD7 i XAD16.

W ostatnich latach zwigkszyta si¢ popularnos$¢ ekstrakcji membranowej, wykorzystujacej
syntetyczne blony polprzepuszczalne. Syntetyczne blony polprzepuszczalne (ang.
Semipermeable Membrane Devices- SPMDs) sg przeznaczone do zat¢zania hydrofobowych
zwigzkow organicznych obecnych w probkach wody lub powietrza. Zostaty zaprojektowane
tak, aby odwzorowywac biokoncentracje zwigzkéw organicznych w tkance tluszczowe;j
organizméw, przy zastosowaniu powtarzalnej matrycy. Poczawszy od 1990r. syntetyczne
btony potprzepuszczalne staty si¢ powszechnie wykorzystywane w monitoringu wod. Technika
wykorzystujagca SPMD ma duze znaczenie przy szacowaniu zagrozenia zwigzanego z
ekspozycja na dzialanie zanieczyszczen, poniewaz pozwala uzyskiwac $rednie, wazone w
czasie, stezenia zanieczyszczen rozpuszczonych i przyswajalnych biologicznie dla dhugich
okres6w czasu. Skuteczno$¢ metody wykazano dla krotkoterminowych testoéw biologicznych
wykorzystujacych zjawisko bioluminescencji bakteryjnej szczepow Vibrio fischeri oraz Vibrio
harveyi. Syntetyczne btony potprzepuszczalne mogg zosta¢ zamontowane w przewodach
wodociggowych, eliminujgc tym samym pobieranie do ekstrakcji duzych objetosci wody oraz
umozliwiajac prowadzenie monitoringu wody na przestrzeni dtuzszego czasu.
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Quality assessment of aquatic environment using the passive samplers and
short-term bacterial assays

POGORZELEC M., TRUSZ-ZDYBEK A., PIEKARSKA K.

Wroclaw University of Technology
Faculty of Environmental Engineering
Division of Sanitary Biology and Ecotechnique
Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw, Poland
katarzyna.piekarska@pwr.edu.pl

Key words: bioassays, drinking water, extraction, ion-exchange resins, semipermeable
membrane devices (SPMDs), water supply system, water treatment

Tap water, due to its universality, is used as drinking water, and thus is the primary source
of water exchange in the human body. Therefore, microorganisms and substances which are
potentially harmful for living organisms cannot be present there. What is more, tap water should
contain ingredients which are necessary for the proper metabolism. Surface water, which is
used for municipal purposes, contains more than 2,000 registered organic compounds,
including natural organic compounds (residues of chemical and biological transformation of
compounds present in the biomass of aquatic organisms and their metabolites), and organic
compounds of anthropogenic origin, which may especially burdensome for the environment,
resistant to biodegradation, such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), chlorinated
pesticides (CL-PEST), polychlorinated biphenyls (PCBs), dibenzofurans (PCDFs) and
dibenzo-p-dioxins (PCDDs). Continuously improved methods of water potabilization by
modification of processes and technological systems fail to maintain chemical and biological
stability of water entering the water supply system. In result, quality of water which goes to the
customers is often different than the quality of water entering the water supply network, because
of its recontamination in the distribution system. Organic compounds, both natural and
anthropogenic origin, which are present in surface water, during the process of water
disinfection, form other harmful compounds, referred as water disinfection by-products
(DBPs), which are one of the factors responsible for cancer in humans. During chlorination of
water DBPs are formed, e.g. trihalomethanes (THM), haloacetic acids, chlorophenols,
halogeneted ketones, halogenated nitriles, trichlorobenzenes, hydroxyl furans, MX, and organic
halogen compounds (AOX). Many of them can be potentially mutagenic, genotoxic or
carcinogenic. Mutagenic compounds may also be formed in the water supply system during the
reaction of residual chlorine witch organic matter, or with products of microbiological and
chemical corrosion of materials that make up water supply network. Methods of detection and
identification of substances present in tap water, which based on chemical analysis are
expensive and require the use of modern analytical techniques. Furthermore, due to the fact that
not all the compounds are known or are present in trace amounts, they are under detection limit
of instrumental analysis. Therefore, chemical analysis cannot be the basis for predicting
biological effects that pollution can cause on living organisms. Hence, there is the need of using
bioassays for quality control of aquatic environment, as a complement of analytical methods.
In these types of studies, the short-term bacterial in vitro assays are the most popular. Bacterial
Salmonella assay, otherwise known as the name of its creator Ames test, is often used method
in evaluation of mutagenicity of water samples. Ames test results are confirmed by other tests
also allowing to assess the genotoxicity of drinking water (SOS-Chromotest, Test Umu,
Vitotox, Mutatox, Vibrio harveyi bioluminescense test). Evaluation of the toxicity of water
using Microtox test and cytotoxic activity using cell lines is also carried out. At the same time
chemical markers responsible for the mutagenicity of water intended for human consumption
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are also sought. In the Division of Biology and Ecology (at present Division of Sanitary Biology
and Ecotechnique) at Wroclaw University of Technology, Ames test has been used since 1982
to evaluate potentially mutagenic and carcinogenic properties of raw water at different stages
of water treatment. This study was carried out on the initiative and under the direction of Prof.
Maria Pawlaczyk-Szpilowa.

Micropollutants are present in water at very low concentrations, often below the detection
limit, therefore, environmental samples should be concentrated prior to analysis. Classical
methods of water sampling generate logistical problems, because the necessity of the large
quantities of water transport from sampling place to the laboratory. The actions connected with
sample preparation for bioassay may significantly affect the final result of analysis, so it is very
important to choose an appropriate method. In the studies conducted at the Department of
Biology and Ecology before 1993 triple extraction with 20 dm?® of cyclohexane was used, and
since 1993 sample preparation using Amberlite XAD2 or XAD2 in combination with XAD7
and XAD16 was carried out.

In recent years, the membrane extraction using a semipermeable membrane devices, which
allow for concentration of contaminants in the place of sampling, has become commonly used
technique. Semipermeable Membrane Devices (SPMDs) are designed for concentrating the
hydrophobic organic compound present in water or air samples. They enable the imitation of
organic compounds bioconcentration in the adipose tissue of organisms, using a repetitive
matrix. Since 1990 a Semipermeable Membranes Devices have been widely used in water
monitoring. The technique is important for estimating risks associated with exposure of living
organisms to contaminants, because allows to easily determine the time-weighted average
concentration of the analytes dissolved and absorbed biologically for long periods of time.

The effectiveness of the method has been demonstrated for short-term bioassays using the
bacterial luminescence phenomenon of Vibrio fischeri and Vibrio harveyi. Semipermeable
membrane devices may be installed in water pipes, that eliminate the necessity of large
quantities of water transport from sampling place to the laboratory, and allow for monitoring
of water over a long period of time.
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Mikrobiologiczne wskazniki w ocenie jakosci Srodowiska

MICHALSKA M., BARTOSZEWICZ M., ZORENA K.

Gdanski Uniwersytet Medyczny
Zaktad Immunobiologii i Mikrobiologii Srodowiska
e-mail: gosia@gumed.edu.pl

Stowa kluczowe: bakterie kalowe, bakterie wskaznikowe, zanieczyszczenie srodowiska,
Escherichia coli

W wodach naturalnych, glebie 1 powietrzu zyja miliony réznych mikroorganizmow. Niektore
z nich moga stanowi¢ zagrozenia dla zdrowia i zycia ludzi. Mozliwos$¢ zakazenia ludzi przez
kontakt z zanieczyszczong wodg, glebg czy powietrzem zmusza do prowadzenia statego
monitoringu higieniczno-sanitarnego $rodowiska naturalnego. W rutynowych badaniach
sanitarno-epidemiologicznych nie jest mozliwe wykrywanie wszystkich mikroorganizmow
chorobotworczych i potencjalnie chorobotworczych. Obowigzujace standardy oceny sanitarnej
polegaja na szacowaniu, w badanym materiale, obecnos$ci patogennych mikroorganizméw w
oparciu o wykrywanie i oznaczanie liczby bakterii wskaznikowych zanieczyszczen. Bakterie
wskaznikowe zanieczyszczenia kalowego to bakterie zyjace jako saprofity w przewodzie
pokarmowym czlowieka i zwierzac cieptokrwistych. Ich obecno$¢ w srodowisku naturalnym
(w wodzie, glebie) $wiadczy o zanieczyszczeniu kalowym i1 moze wskazywaé na obecnos¢
bakterii chorobotworczych takich jak m.in. Salmonella. Bakterie, ktore stuzg do oceny
sanitarnej $rodowiska musza spelnia¢ nastgpujace wymagania: musza stale zamieszkiwac
koncowy odcinek przewodu pokarmowego cztowieka, muszg bardzo licznie wystepowaé w
przewodzie pokarmowym, nie moga by¢ chorobotworcze, nie moga wytwarzaé
przetrwalnikdw, nie moga si¢ rozmnaza¢ w wodzie i glebie, czas ich przezycia poza przewodem
pokarmowym musi by¢ dtuzszy niz czas przezycia bakterii chorobotworczych, musza takze by¢
wykrywane prostymi sposobami w stosunkowo krotkim czasie. Glowne organizmy
wskaznikowe kalowego zanieczyszczenia $rodowiska to Escherichia coli, Streptococcus
faecalis (paciorkowce katowe), beztlenowa bakteria Clostridium perfringens. Ocene jakos$ci
bakteriologicznej mozna poszerzy¢ o badania og6lnej liczby bakterii psychrofo 1 mezofilnych
oraz o liczb¢ Staphylococcus aureus czy Pseudomonas aeruginosa.
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Microbiological indicators in assessing the quality of the environment

MICHALSKA M., BARTOSZEWICZ M., ZORENA K.

Medical University of Gdansk
Zaktad Immunobiologii i Mikrobiologii Srodowiska
e-mail: gosia@gumed.edu.pl

Keywords: faecal bacteria, indicator bacteria, environmental pollution, Escherichia coli

The naturally occurring waters and soils are millions of different microorganisms. Some of
them may constitute a danger to human health and life. The possibility of human infection
through the water, soil or air forces to conduct constant monitoring of hygiene and sanitary
environment. The existing sanitary assessment involve examining the presence of pathogenic
microorganisms forms based on the so-called indicator bacteria. This indicator bacteria as
saprophytes bacteria living in the human digestive tract and confide higher. Their presence in
the water or the soil means the faecal contamination and therefore also very dangerous
pathogenic bacteria infection. The bacteria that are to be used to assess the sanitary environment
must meet the following requirements: they must be permanent residents lower intestinal tract
of a human, they very frequently occur in the gastrointestinal tract can not be pathogenic, can
not produce spores, they can not multiply in water and soil, time their survival in the water must
be longer than the survival of pathogenic bacteria must be detected by simple means in a
relatively short period of time. The main environmental pollution indicator organisms are:
Escherichia coli, Streptococcus faecalis (Streptococcus faecalis), Clostridium perfringens. The
assessment of the bacteriological quality can be extended to study the total number of psychrofo
and mesophilic bacteria and the number of Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa.
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Zroznicowane podejscie do oceny zagrozenia ze strony zakwitow

sinicowych
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Stowa kluczowe: metabolity sinicowe, mikrocystyny, PCR, PPIA ,aktywnos¢ biologiczna,
biosensory komorkowe, immunotoksycznos¢

Powszechno$¢ wystgpowania toksycznych zakwitdow zdominowanych przez
sinice (zakwitow sinicowych) oraz zagrozenie jakie niesie za sobg obecno$¢ produkowanych
przez nie metabolitow, staty si¢ obiektem zainteresowania WHO oraz UE, ktorej Dyrektywa
2006/07/WE dotyczaca zarzadzania jakos$cig wody na kapieliskach zostala przyjeta w polskim
Prawie Wodnym (2001). Jednakze w polskim prawodawstwie brak jest konkretnych
przyktadow postepowania w celu oceny wystgpowania, jak tez oceny zagrozenia ze strony
zakwitow sinicowych, tj. schematu monitoringu ze wskazaniem metod umozliwiajacych
wlasciwa identyfikacj¢ problemu. Zastosowanie zintegrowanych procedur monitoringu
ztozonych mieszanin, jakimi sg zakwity sinicowe, powinno obejmowac zaréwno: 1) oceng
potencjalu do produkcji gtownych grup toksyn sinicowych (m.in. hepatotoksyny —
mikrocystyn), 2) identyfikacje ilosci oraz biologicznej aktywno$ci w/w metabolitow, 3) jak tez
calosciowa ocen¢ aktywnosci probki bez potrzeby wydzielania z komorek sinic
poszczegolnych metabolitow oraz kompartmentow. Dlatego tez, w prezentowanych badaniach
przedstawiono roézne metody oceny potencjalnego oraz rzeczywistego zagrozenia ze strony
zakwitu sinicowego zdominowanego przez sinice z rodzaju Microcystis, aktywnie produkujace
mikrocystyny. W tym celu niezbedne byto wykorzystanie metod molekularnych, komercyjnych
testow skriningowych oraz nowoopracowanych biosensorow komorkowych.Waznym
elementem monitoringu, umozliwiajacym wczesne wykrycie potencjalnego zagrozenia ze
strony  sinic  produkujacych  toksyny, sg badania molekularne w  oparciu
o metod¢ PCR (ang. Polymerase Chain Reaction). W zbiorniku Sulejowskim sg one
prowadzone przy wykorzystaniu specyficznych genéw markerowych pozwalajacych §ledzié
obecnosci sinic (gen 16S rRNA) oraz ich genotypow toksycznych (gen mcyA). Poza badaniem
potencjatu do produkcji (ang. early warning), wazna jest ocena obecnosci mikrocystyn jak tez
ich faktycznej biologicznej aktywnosci (toksycznosci), bedacej podstawa oceny zagrozenia dla
organizméw zywych. W monitoringu takim wykorzystuje si¢ test do oceny hamowania
aktywno$ci fosfatazy bialkowej (MICROCYSTEST, ZeulLab) poprzez mikrocystyne,
umozliwiajagcy detekcje aktywnosci przy stgzeniu czterokrotnie nizszym niz dawka
dopuszczalna 1 pg/l w wodzie pitne;j.

Jednakze w zakwicie sinicowym istniejg czynniki toksyczne, inne niz gldwne, dobrze
poznane grupy toksyn sinicowych (hepato-, neuro- oraz cytotoksyn), ktore przy odpowiednich
warunkach mogg stwarza¢ dodatkowe lub nawet wieksze zagrozenie dla organizmow. Ponadto
sinice tworzace kolonie tak jak rodzaj Microcystis moga by¢ siedliskiem dla innych

Strona 30



mailto:ilonagagala@erce.unesco.lodz.pl
mailto:j.mankiewicz@erce.uensco.lodz.pl

V Krajowa Konferencja Bioindykacyjna - Lublin, 27-29.05.2015. - Program i streszczenia

mikroorganizméw, bedacych zrédlem wspomnianych zwigzkow. Dlatego obiecujacym wydaja
si¢ by¢ narze¢dzia biochemiczne takie jak biosensory komérkowe umozliwiajgce wykazanie
zréznicowanych odpowiedzi szlakow metabolicznych na ré6znorodne substancje toksyczne.

Takie podejscie umozliwia petniejsza oceng skali problemu z uwzglgdnieniem wptywu
na jakos$¢ srodowiska jak i bezposrednio czlowieka.

Badania finansowane w ramach projektu NCN - UMO-2012/07/B/NZ8/03991 ,,Zastosowanie komdrkowych
biosensorow reporterowych w ekotoksykologii sinic: nowe ‘tarcze’ dla bioaktywnosci”

English title: Differentiated approach to risk assessment of cyanobacterial
blooms

Key words: cyanobacterial metabolites, microcystins, PCR, PPIA, biological activity, cellular
biosensors, immunotoxicity

The prevalence of toxic cyanobacterial blooms and the threat posed by the presence of
their metabolites have become an object of interest of WHO and the EU, of which the Directive
2006/07/EC concerning the management of bathing water quality was adopted in Polish Water
Law (2001). However, in the Polish legislation, there is no specific examples of action in order
to assess the prevalence, as well as a risk assessment of cyanobacterial blooms, ie. a monitoring
scheme with an indication of methods that allow proper identification of the problem. The use
of integrated monitoring procedures for complex natural mixtures, like cyanobacterial blooms
,should include: 1) an assessment of the potential of blooms for the production of the most
common hazardous cyanobacterial toxins (i.e. hepatotoxins - microcystins), 2) identification of
presence and biological activity of above mentioned metabolites, 3) as well as the overall
assessment of the bloom sample without the need to isolate one particular metabolite and
compartments. Therefore, the present study shows a variety of methods to assess actual and
potential threats from cyanobacterial blooms, dominated by cyanobacteria of the genus
Microcystis. For this purpose it was necessary to use molecular methods, commercial screening
tests and newly developed cellular biosensors. This approach enables a more complete
assessment of the scale of the problem, taking into account the impact on the quality of the
environment and human directly.

An important element of monitoring which enables early detection of potential threat
from toxin-producing cyanobacteria, are molecular studies based on the PCR method
(Polymerase Chain Reaction). In the Sulejéw Reservoir these studies are conducted using the
specific marker genes to track the presence of cyanobacteria (16S rRNA gene) and their
toxigenic strains (mcyA gene). Apart from the exploration of a potential to produce
microcystins (early warning), it is important to evaluate their presence as well as their actual
biological activity (toxicity), which is the basis for a risk assessment to living organisms. In
such a monitoring the test based on quantification of the inhibition of protein phosphatase by
microcystin (i.e. MICROCYSTEST, ZeuLab) is used, which allows detection of activity at
concentrations four times lower than the dose limit 1 pg/l in drinking water.

However, inside cyanobacterial blooms there exist toxic elements other than the main,
well-known group of cyanobacterial toxins (hepato-, neuro- and cytotoxins), which in the right
conditions can pose an additional or even greater threat to organisms. In addition, colony-
forming cyanobacteria such as the genus Microcystis can be a habitat for other microorganisms
and their toxic metabolites. That is why their biochemical tools such as cellular biosensors
capable of demonstrating different responses of metabolic pathways to a variety of toxic
substances seem to be promising.

This approach enables a more complete assessment of the scale of the problem, taking
into account the impact on the quality of the environment and humans directly.

Research funded by NSC — grant no. UMO-2012/07/B/NZ8/03991 ,,Application of reporter cell biosensors in
ecotoxicology of cyanobacteria: new targets for bioactivity”

Strona 31



V Krajowa Konferencja Bioindykacyjna - Lublin, 27-29.05.2015. - Program i streszczenia

Reakcja roslin na wystepowanie w podlozu czwartorzedowych soli

10P

amoniowych
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Biotechnologii, ul. Armii Krajowej 13/15, 42-200 Cze¢stochowa
r.biczak@ajd.czest.pl

Stowa kluczowe: fitotoksycznosé, inhibicja, lgdowe rosliny wyzsze, stres oksydacyjny

Czwartorzedowe sole amoniowe (CSA) to grupa zwigzkéw chemicznych znanych od
wielu lat. Dzigki wielu uzytecznym wilasciwosciom, znajduja one szerokie zastosowanie w
przemysle, biotechnologii, medycynie, farmakologii, a takze w produkcji biocydoéw. CSA sg
prekursorem bardzo interesujacej grupy zwiazkow, ktore w ostatnich latach staty sie gtéwnym
celem badan wielu naukowcow, zwane] cieczami jonowymi. Ciecze jonowe to zwigzki
chemiczne zbudowane z kationu i anionu. Zwiazki te charakteryzuja si¢ temperaturg topnienia
ponizej 100 °C, niskg prezno$ciag par, sg niepalne oraz posiadajg duza stabilno$¢ termiczng i
elektrochemiczng.

Jednymi z przedstawicieli czwartorzgdowych soli amoniowych sa chlorek
tertetyloamoniowy [TEA][Cl] oraz bromek tertetyloamoniowy [TEA][Br]. Zwiazki te ze
wzgledu na ich wlasciwo$ci probowano uzy¢ m.in. w roznych zastosowaniach klinicznych,
m.in. w leczeniu nadci$nienia oraz do oceny zdolnosci do rozszerzenia naczyn krwiono$nych
w przypadkach choroby naczyn obwodowych, jednak ze wzgledu na swoje skutki uboczne
szybko zastgpione zostaly one przez inne leki. Ze wzgledu na proby tego typu zastosowan,
zwigzki te juz w latach pigc¢dziesiatych ubieglego wieku zostaty przebadane pod wzglgdem ich
wplywu na organizmy zwierzat 1 ludzi. Na chwile obecng brak jest jednak badan okreslajacy
wplyw tych zwigzkow na rosliny ladowe.

Szerokie wykorzystanie w przemysle CSA, w tym chlorku i bromku
tetractyloamoniowych powoduje, ze zwigzki te mogg dostac si¢ do srodowiska glebowego w
postaci np. odpadow poprodukcyjnych. Jedng z cech czwartorzedowych soli amoniowych jest
ich silna adsorpcja na powierzchni réznych substancji. Powoduje to, ze zwiazki te po
przedostaniu si¢ do gleb moga zosta¢ zaadsorbowane przez koloidy glebowe i1 zosta¢ pobrane
przez rosliny. Niezmiernie waznym zatem, staje si¢ wiec okreslenie stopnia oddzialywania tych
soli na wzrost 1 rozw0j ladowych roslin wyzszych.

W przedstawionych badaniach okreslono wptyw chlorku tetraetyloamoniowego oraz
bromku tetraetyloamoniowego wprowadzonego do gleby w r6znych st¢zeniach, na wschody i
wczesne stadia wzrostu 1 rozwoju roslin wyzszych okreslono w badaniach fitotoksycznosci, w
oparciu o przewodnik OECD/OCDE 208/2006. W przeprowadzonym eksperymencie, nasiona
wybranych gatunkéw ladowych roslin wyzszych — jeczmienia jarego (Hordeum vulgare) i
rzodkiewki zwyczajnej (Raphanus sativus L. subvar. radicula Pers.) wysiano do wazonow
zawierajacych glebg, do ktorej dodano badany zwigzek chemiczny i do wazondw zawierajacych
glebe kontrolng. Przez caly okres prowadzenia badah utrzymywano optymalne warunki
wzrostu 1 rozwoju wybranych gatunkow roslin.

Badajac fitotoksyczno$¢ zastosowanych stezen [TEA[CI] oraz [TEA][Br] okreslono i
porownano wschody i mas¢ pedow roslin kontrolnych, ze wschodami i masa pedéw roslin
rosngcych na glebie, do ktorej wprowadzono odpowiednie ilosci zwigzku, stopien inhibicji
dhugosci korzenia i pedu oraz dokonano oceny wizualnej wszystkich uszkodzen badanych
gatunkéw roslin. W przeprowadzonym eksperymencie okreslono réwniez wpltyw badanych
CSA na stres oksydacyjny u ro$lin.
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Quaternary ammonium salts (QAS) are a group of chemicals known for many years.
With many useful properties, they find wide application in industry, biotechnology, medicine,
pharmacology and in the production of biocides. CSA is a precursor of the very interesting
group of compounds which in recent years has become a major objective of the research of
many scientists, called ionic liquids. lonic liquids are compounds composed of a cation and
anion. These compounds are characterized by a melting point below 100 °C, low vapor
pressure, are non-flammable and have a high thermal stability and electrochemical.

One of the representatives of the quaternary ammonium salts are tetraethylammonium
chloride [TEA][CI] and tetraethylammonium bromide [TEA][Br]. These compounds due to
their properties, among others, attempted to use in various clinical applications, including the
treatment of hypertension and to assess the ability of blood vessels to expand in cases of
peripheral vascular disease, but due to its side effects have been quickly replaced on the other
drugs. Due to attempts this type of application, these compounds already in the fifties of the
last century have been tested for their effects on organisms, animals and humans. At the
moment, there are no studies determining the effect of these compounds on terrestrial plants.

Widespread use in the industry QAS or the ionic liquids including tetraethylammonium
chloride and tetraethylammonium bromide makes these compounds can get into the soil
environment as waste. One of the features of quaternary ammonium salts is their strong
adsorption on the surface of various substances. The result is that these compounds have the
ingress of soil can be adsorbed by colloids soil and be taken up by the plant. An extremely
important becomes so determine the degree of impact of compounds on the growth and
development of terrestrial higher plants.

In this study the influence of tetraethylammonium chloride and tetraethylammonium
bromide introduced into the soil at various concentrations, on emergence and early stages of
plant growth and development of higher phytotoxicity was determined in studies based on the
guide OECD / OECD 208/2006. In the experiment, the seeds of some species of terrestrial
higher plants - spring barley (Hordeum vulgare) and radish (Raphanus sativus L. subvar.
radicula Pers.) Were seeded into vases containing soil to which was added the test compound
and to vases containing soil control. Throughout the study period we maintained the optimal
conditions for the growth and development of selected plant species.

Examining phytotoxicity concentrations used [TEA][CI] and [TEA][Br] were
determined and compared emergence weight of shoots control plants, the rising and the ground
shoot of plants growing in the soil to which appropriate amounts of the compound, the degree
of inhibition of root length and shoot and a visual assessment was made of all plant species
examined damage. In the experiment we determined the effects of test CSA oxidative stress in
plants.

Strona 33


mailto:r.biczak@ajd.czest.pl

V Krajowa Konferencja Bioindykacyjna - Lublin, 27-29.05.2015. - Program i streszczenia

Oddzialywanie czynnikow antropogenicznych na ekotoksycznos¢ osadow
Zatoki Gdanskiej

11P

ROGOWSKA J., CIESZYNSKA-SEMENOWICZ M., RATAJICZYK W., WOLSKA L.

Zaktad Toksykologii Srodowiska
Wydziat Nauk o Zdrowiu z Oddziatem Picl¢gniarstwa i Instytutem Medycyny Morskiej i
Tropikalnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny
ul. Debowa 23, 80-204 Gdansk
justyna.rogowska@gumed.edu.pl

Stowa kluczowe: srodowisko morskie, Zatoka Gdanska, osady denne, ekotoksycznos¢

Efektywna ochrona ekosystemow morskich jest jednym z wyzwan spotecznosci
miedzynarodowej. Przyjecie w 2000 roku, w ramach Unii Europejskiej, Ramowej Dyrektywy
Wodnej oraz w 2008 roku Ramowej Dyrektywy Morskiej (RDM) byto podstawa do stworzenia
nowej, zintegrowanej polityki ochrony ekosysteméw wodnych. Zgodnie z wytycznymi
zawartymi w RDM kazde panstwo zobowigzane jest opracowac strategie morska dla swoich
wod morskich, w ktérej uwzgledniona zostanie specyfika tych wod i ktora bedzie jednoczesnie
odzwierciedla¢ ogoélne perspektywy danego regionu lub podregionu morskiego. Programy
realizowane na mocy strategii morskich be¢da skuteczne jedynie w przypadku, gdy zostang
opracowane na podstawie solidnej wiedzy o stanie sSrodowiska morskiego. Dlatego pierwszym
krokiem w ich przygotowaniu jest przeprowadzenie identyfikacji i analizy cech lub wlasciwosci
presji 1 oddzialywania na wody morskie na danym obszarze.

Klasyczna metodologia oceny stanu jakos$ci srodowiska, ktora jest wymagana przez
prawodawstwo polskie, opiera si¢ na zastosowaniu technik analizy chemicznej. Jednakze
uzyskane w ten sposob wyniki nie odzwierciedlaja w petni ryzyka dla ekosystemow i w dalszej
kolejnosci cztowieka. W zwigzku z tym uzupetienie informacji chemicznej o wyniki badan
ekotoksykologicznych wydaje si¢ nieuniknione.

Przedmiotem badan byta ocena ekotoksycznosci probek osadow pobranych na obszarze
Zatoki Gdanskiej. Zatoka Gdanska jest obszarem szczegdlnie narazonym zanieczyszczenia.
Zrédtem zanieczyszczenia na tym obszarze jest przemyst, glownie energetyczny oraz
dynamicznie rozwijajacy si¢ transport samochodowy. Duze ilo$ci pylu zwieszonego w
powietrzu na obszarze wojewddztwa pomorskiego powstajg wskutek spalania paliw ztej jakosci
w paleniskach domowych lub w lokalnych kottowniach weglowych (tzw. niska emisja). Duza
cze$¢ zanieczyszcezen dostajgcych sie do sSrodowiska morskiego pochodzi ze Zrodet ladowych i
przenoszona jest przede wszystkim z wodami rzeki Wisty lub bezposrednim sptywem ze Zrodet
obszarowych. Ponadto przez Zatok¢ Gdanskg przebiega trasa ruchu statkow do portow w
Gdyni 1 Gdansku. Wody Zatoki Gdanskiej sa rowniez miejscem deponowania osadow
pochodzacych z poglebiania torow wodnych 1 akwendw. Nalezy rowniez zwroci¢ uwagg, ze do
wod Zatoki Gdanskiej odprowadzane sa $cieki oczyszczone z oczyszczalni, tj. oczyszczalni
»Wschod”, ,,Debogorze” czy oczyszczalni w Helu 1 Jastarni. Warto réwniez wspomnie¢, ze
obszar potudniowego Battyku byt obszarem intensywnych dziatan wojennych w czasie Il
wojny $wiatowej. Porty w Gdansku i Gdyni stanowity wazne bazy marynarki wojennej.

W celu okreslenia poziomdéw toksycznosci probek osadéw zastosowano organizmy
wskaznikowe reprezentujgce rozne poziomy troficzne (bakterie, rosliny, skorupiaki).
Poszukiwanie zalezno$ci pomig¢dzy wynikami badan ekotoksykologicznych 1 analiz
chemicznych oparte zostato o porownanie uzyskanych wskaznikow toksycznos$ci i wynikoéw
analiz chemicznych.
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Effective protection of marine ecosystems is one of the challenges the international
community. The adopted in 2000, within the European Union, The Water Framework Directive
and in 2008 The Marine Strategy Framework Directive (RDSM) was the basis for a new,
integrated policy to protect aquatic ecosystems. In accordance with the guidelines included in
the RDM each Member State is required to develop a marine strategy for its marine waters
which will take into account the specificity of these waters and which will also reflect the
overall perspective of the marine region or subregion. The programs implemented under
maritime strategy will only be effective if developed based on solid knowledge about the state
of the marine environment. Therefore, the first step in preparation is to carry out identification
and analysis of the characteristics or properties of the pressures and impacts on marine waters
in the area.

The classic methodology for evaluation of the quality of the environment, which is
required by Polish legislation, is based on the use of chemical analysis techniques. However,
information obtained in this way do not fully reflect the risks to ecosystems and, subsequently,
human. Accordingly, the complementary chemical information about the results of the
ecotoxicological seems inevitable.

The Gulf of Gdansk area is a region which is at risk of pollution and requires special
protection due to its specific hydrological and biochemical properties. Industry, and in
particular coal-based energy and the dynamically growing road transport, are the main sources
of pollution. Equally important is the fact that poor quality fuel is used in homes and in local
low emission power stations. This leads to a significant amount of particulate pollutants
suspended in the air in the Pomerania region. A large part of the pollution inputs to the marine
environment comes from land-based sources and is transmitted primarily from the waters of the
Vistula River or direct runoff from the area. What is more through the Gulf of Gdansk sea routes
to the harbours of Gdynia and Gdansk are crossed. The waters of the Gulf of Gdansk is also a
place for depositing sediments from dredging waterways and reservoirs. It should also be noted
that to the waters of the Gulf of Gdansk treated wastewater from sewage treatment plants
"Gdansk-Wschod”, "Debogorze" and sewage treatment situated in Hel and Jastarnia is
discharged. It is also worth mentioning that the area of the southern Baltic Sea was an area of
intense battles and much military activity in World War Il. The ports of Gdansk and Gdynia
were important naval base. Both Gdynia and Gdansk were important naval bases.

In order to determine the levels of toxicity of sediment samples were used indicator
organisms representing different trophic levels (bacteria, plants, crustaceans). The search for
the relationship between the results of the ecotoxicological studies and chemical analysis was
based on a comparison of obtained indicators of toxicity and the results of chemical analyzes.
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Siarka, w postaci roznych zwigzkow, jest powszechnie obecna we wszystkich elementach
srodowiska: mineratach, glebie, wodzie i atmosferze. Jedng z jej form wystepowania jest siarka
elementarna, wystepujaca w przyrodzie w formie pierwiastkowej S° i tworzaca rombowe
o$miocztonowe cyklokrysztaty Sg. Siarka elementarna jako niezwykle trudno rozpuszczalna w
wodzie, uznawana jest za forme siarki o niskiej toksycznos$ci i matej biodostepnosci, oraz
niezdolng do bioakumulacji w organizmach zywych. Jednak efekt toksycznego dziatania siarki
nie zostat wystarczajaco poznany, mato jest pewnych
1 potwierdzonych informacji o dawkach/st¢zeniach siarki, ktore wywotuja negatywne skutki
oraz o interakcjach siarki z materig organiczng i w mieszaninach z innymi zwigzkami. Ponadto,
istnieje mato danych o tym, w jaki sposob toksyczno$¢ siarki elementarnej moze by¢
modyfikowana przez obecno$¢ substancji o wiasciwosciach hydrofobowych, np. zwigzkow
ropopochodnych, smaréow, olejow lub innych substancji mogacych wystepowac
w rzeczywistych probkach osadow.

W prezentacji przedstawione zostang wyniki badan majacych na celu poszerzenie wiedzy na
temat wplywu siarki elementarnej na obserwowang toksyczno$¢ osadéw pobranych z réznych
miejsc na obszarze Zatoki Gdanskiej. Badania te prowadzone byty w kilku etapach:

- ustalenie czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy notowanymi st¢zeniami siarki elementarnej
w probkach rzeczywistych osadow, a ich toksycznoscia;

- poréwnanie toksycznos$ci ekstraktow rozpuszczalnikowych uzyskanych z probek osadow
zawierajacych siarke elementarng z toksycznoscig tych samych ekstraktow, ktore oczyszczono
z siarki elementarnej przy zastosowaniu aktywowanej miedzi.

W badaniach nie zaobserwowano zaleznosci pomig¢dzy stgzeniem siarki elementarnej,
a toksycznos$cia wobec organizmow  wskaznikowych osadéw lub  ekstraktow
rozpuszczalnikowych. Nie zostal rowniez zaobserwowany spadek toksycznosci w przypadku
ekstraktow oczyszczonych z siarki elementarnej w poréwnaniu do ekstraktow zawierajacych
siarke elementarng, przed jej usunigciem. Moze wskazywaé to na obecno$¢ w badanych
probkach rzeczywistych osadéw innych zwigzkow odpowiedzialnych za ich toksycznos¢.
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Sulfur in the form of different compounds, is widely present in all parts of the environment:
minerals, soil, water and atmosphere. One of its forms is the elemental sulfur which occurs in
nature in the elemental form of S° and forms a rhombus eight-membered S8 cyclocristals.
Elemental sulfur as extremely sparingly soluble in water, is considered a form of sulfur with
low toxicity and low bioavailability, and thus unable to bioaccumulate in living organisms.
However, the effect of sulfur toxicity has not been sufficiently understood. Information on the
doses / concentrations of elemental sulfur that cause negative effects and the interaction of
sulfur with organic matter and in mixtures with other compounds is not certain and confirmed.
Furthermore, there is insufficient information on how the toxicity of elemental sulfur could be
modified by the presence of substances with hydrophobic properties, eg. compounds of oil,
grease, or other substances which may be present in sediment samples.

The presentation will show the results of research aimed at increasing knowledge about the
impact of elemental sulfur on the observed toxicity of sediments collected from different places
in the Gulf of Gdansk. These studies were conducted in several stages:

- Determination whether a relationship between the concentrations of elemental sulfur listed in
real samples of sediments and their toxicity exist;

- Comparison of the toxicity of solvent extracts obtained from the sediment samples containing
elemental sulfur with the toxicity of the same extracts after elemental sulfur was purified using
activated copper.

In the studies, no relationship between the concentration of elemental sulfur and toxicity of
sediment or sediment solvent extracts was noted. No difference in toxicity was observed
between purified extracts and extracts containing elemental sulphur. This may indicate the
presence in the tested samples of sediments compounds responsible for their toxicity.
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Niektére materiaty, ktore potencjalnie moglyby by¢ zastosowane jako materiaty
medyczne wykazujg rézne rodzaje toksycznosci, w tym genotoksyczno$¢. Dlatego celem
prezentowanej pracy bylo okreslenie potencjalnej aktywnos$ci mutagennej materiatu szewnego
oraz materialow okostnych 29/11/R/WO badana i 36/11/R/WO badana  Salmonella
typhimurium oraz Escherichia coli w mikroptytkowym tescie Amesa. Zgodnie z zaleceniami
PN-EN ISO 10933-12 sterylne biomaterialty ekstrahowano w sterylnym roztworze
fizjologicznym NaCl, wytrzasajac (250 rpm) przez 72h w temperaturze 37°C 1 g materialu
szewnego (nici chirurgicznych) z 10 cm? soli fizjologicznej. Probki dokostne wytrzgsano z
roztworem fizjologicznym soli w takiej proporcji, by na 8 cm? obustronnej powierzchni (4 cm?
powierzchni jednostronnej) przypadato 2,67 cm?® soli fizjologicznej. Genotoksycznosé
biomateriatow badano mikroptytkowym testem Amesa firmy Xenometrix by Endotell (Ames
MPF™ Penta I). Zastosowane szczepy pozwalaty na wykrywanie mutacji zmiany fazy odczytu
(Salmonella typhimurium TA 98, TA 1537) oraz podstawiania par zasad (Salmonella
typhimurium TA 100, TA 1535, Escherichia coli wp2). Wykonanie testu w dwdch wersjach:
bez i z aktywacja metaboliczng 30% frakcja S9-mix watroby szczurow pozwolilo na
wykrywanie aktywno$ci mutagendéw bezposrednich i1 posrednich. Ekstrakty materiatow
wioknistych wprowadzano do testu w postaci roztwordw w soli fizjologicznej, rozcienczajac je
potowicznie. Badano 6 rozcienczen kazdego ekstraktu, w 3 powtorzeniach. Bakterie testowe
byty eksponowane na dziatanie probki przez 90 minut w temperaturze 37°C. Potem do
zawiesiny bakterii z probka dodawano podtoza indykacyjnego 1 inkubowano w ptytkach 384-
dotkowych przez 48 godzin, réwniez w temperaturze 37°C (48 dotkéw na jedno z 3 powtorzen
kazdego rozcienczenia). Podtoze indykator, ktoéry zmieniat kolor z fioletowego na zotty, w tych
dotkach, w ktorych nastgpita mutacja skutkujaca rozwojem bakterii. Po zakoficzeniu inkubacji
liczono osobno dotki z podtozem koloru fioletowego 1 zottego. Za genotoksyczne, zgodnie z
procedurg uznawano probki, w ktorych Srednia (w 3 powtdérzeniach) liczba dotkéw
pozytywnych byta trzykrotnie wigksza niz w kontroli negatywnej (bez probki). Badane
biomateriaty nie wykazywaly aktywno$ci mutagennej wobec szczepow bateryjnych uzytych w
tescie Amesa bez 1 z aktywacja metaboliczng w zastosowanym zakresie stezen. Oznacza to, ze
nie powoduja one powstawania mutacji zmiany fazy odczytu i podstawiania par zasad, na
wykrywanie ktorych pozwalajg zastosowane szczepy. Pozwala to rekomendowac wszystkie
badane biomateriaty do dalszych badan poprzedzajacych ich kliniczne zastosowanie. Zebrane
dane literaturowe wskazuja, ze jest to uzasadnione ze wzgledu na genotoksyczno$¢ czesci
biomateriatow, ktore sg obecnie stosowane w medycynie.

Badania finansowane z projektu ,,Biodegradowalne wyroby widkniste — BIOGRATEX” w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka na lata 2007- 2013. Numer projektu: POIG.01.03.01-00-007/08-00.
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Some materials, which potentially could be applied as a medical materials, show different types
of toxicity, including genotoxicity. Therefore, determining the potential mutagenic activity of
surgital sutures and bone implants materials (29/11/R/WO/B and 36/11/R/WQ/B) in
Salmonella typhimurium and Escherichia coli in microplate Ames test was a purpose of
presented work. According to PN-EN ISO 10933-12 the sterile biomaterials were extracted in
the sterile physiological salt solution, shaking 1 g of surgical sutures (250 rpm) for 72 h in the
temperature 37°C with 10 cm®of physiological salt solution. Bone implants sample were shaken
with the physiological salt solution in such proportion that for 8 cm? of double-sided area (4
cm? of unilateral area) was 2.67 cm?® of physiological salt solution. Genotoxicity of biomaterials
was analyzed with the use of microplate Ames assay obtained from Xenometrix company by
Endotell (Ames MPF™ Penta 1). The applied strains allowed the detection of the mutations of
frameshift changes (Salmonella typhimurium TA 98, TA 1537) and base pair substitutions
(Salmonella typhimurium TA 100, TA 1535, Escherichia coli wp2). Carrying out the microbial
assays in two versions: in the presence and absence of metabolic activation by rat liver S9 30%
fraction allowed the activity detection of direct and indirect mutagens. The extracts of fibrous
materials were introduced into the test as the partially diluted solutions in the physiological
salt. Six dilutions of every extract, in 3 replicates were examined. The bacteria were exposed
for the sample activity during 90 minutes in the temperature 37°C. Next, the indicative medium
was added into the bacterial suspension with sample and therefore incubation took place during
48 hours in the temperature 37°C (48 hours for 1 from 3 replicates of every dilution). The
indicator medium which changed the color from purple to yellow, in these wells, where the
mutation occurred resulting in the bacterial development. After the incubation the holes with
purple and yellow medium were counted separately. The samples where the average number of
the positive holes (in 3 replicates) was three times larger than in negative control (without the
sample) were found genotoxic. The studied biomaterials did not show the mutagenic activity
towards bacterial strains used in the Ames assays without and with the metabolic activation in
the applied range of concentrations, indicating that they do not cause the mutation of frameshift
change and base pair substitution. Our results recommend all studied biomaterials for further
research preceding their clinical application.

The research were financed by the project "Biodegradable fibrous products - BIOGRATEX" in frames of
Innovative Economy Operational Program 2007 - 2013: POIG.01.03.01-00-007 / 08-00.
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Monitoring genotoksycznosci oraz aktywnosci endokrynnej wody z Wisty w 14P
okolicach Warszawy

ZGADZAJ A., SKRZYPCZAK A., NALECZ-JAWECKI G.
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Wydziat Farmacji, Zaktad Badania Srodowiska,
Banacha 1, 02-091 Warszawa

Stowa kluczowe: genotoksycznosc, aktywnos¢ endokrynna, Wista

Monitorowanie jakosci wod powierzchniowych w sgsiedztwie duzych obszarow miejskich ma
istotne znaczenie dla zrozumienia wptywu, jaki aglomeracje maja na lokalny ekosystem.
Zrealizowany przez nas projekt polegat na oznaczaniu genotoksycznos$ci oraz aktywnosci
endokrynnej probek wody wislanej z pieciu r6znych punktéw poboru w okolicach Warszawy,
lezacych w roznej odlegtosci od wylotu wody z gtownej warszawskiej oczyszczalni $ciekow.
Pobor probek przeprowadzano co kwartat na przestrzeni dwoch lat. Genotoksyczno$¢ wody
byla oznaczana za pomocg umu-testu, wykonywanego wedlug normy I1SO 13829. Jest to
krotkoterminowy test bakteryjny, wykorzystujacy szczep Salmonella typhimurium
TA1535/pSK1002. Mutagennos¢ wybranych probek oceniono réwniez za pomocg
mikroptytkowej wersji testu Amesa. Oba oznaczenia wykonano z lub bez aktywacji
metabolicznej w postaci szczurzej frakcji watrobowej S9. Aktywno$¢ agonistyczna oraz
antagonistyczna w stosunku do ludzkich receptoréow estrogenowych i androgenowych zostata
oznaczona testem XenoScreen XL YES/YAS 1z wykorzystaniem zmodyfikowanych
genetycznie drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Wyniki umu-testu wskazywaly na
zdecydowanie podwyzszony poziom genotoksycznosci probek pobranych w okolicy wylotu
oczyszczalni $ciekOw oraz jego istotne zamiany w ciggu roku. Natomiast rezultaty testu
XenoScreen XL YES/YAS ujawnity podwyzszong aktywno$¢ antagonistyczng w stosunku do
receptorow estrogenowych 1 androgenowych wiekszos$ci sposrdd badanych probek.

Projekt byt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, NCN (2011/03/B/NZ7/00751).
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Monitoring of the impact of wastewater from large agglomerations on local surface water is
important to understand the influence of urban areas on the environment. Evaluation of the level
of mutagens and endocrine disruptors in surface water is particularly important to determine
the risk of disturbances in the homeostasis of ecosystem. In this research the water samples
were obtained from Vistula (the largest Polish river) in the vicinity of Warsaw, the capital of
Poland. Five sampling points were located upstream and downstream from the outlet of the
main Warsaw wastewater treatment plant. The samples have been collected every quarter over
two years. The genotoxicity of all samples was assessed by the umu-test according to the ISO
13829 protocol with Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 as the test organism and by
the Ames Microplate Format Mutagenicity Assay. Both tests were performed with and without
metabolic activation with s9 rat liver fraction. The estrogenic and androgenic agonistic and
antagonist activities of tested samples were evaluated by the XenoScreen XL YES/Y AS assay
using Saccharomyces cerevisiae strains with human estrogen and androgen receptors. The
results of umu-test show significant changes in the genotoxicity of samples during the year. The
most genotoxic were samples from the sampling point situated next to the outlet of water from
the wastewater treatment plant. Moreover these samples were mutagenic for almost the whole
duration of the experiment. However, the genotoxicity of water gradually decreased in the next
downstream sampling points. The microplate version of Ames test was found to be
inappropriate in case of this study because of ambiguous results. The XenoScreen XL
YES/YAS assay showed antagonistic activities against both receptors of a few concentrated
water samples.

This project was funded by The National Science Centre, NCN (2011/03/B/NZ7/00751).
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Badanie aktywnosci biologicznej komorek A549 narazanych
na Lotne Zwigzki Organiczne (LZO)

CHRANIUK M., WOLSKA L.

Zaktad Toksykologii Srodowiska Wydziat Nauk o Zdrowiu z Oddzialem Pielggniarstwa
i Instytutem Medycyny Morskiej i Tropikalnej,Gdanski Uniwersytet Medyczny,
ul. Debowa 23, 80-204 Gdansk, Polska
e-mail: milenachraniuk@gumed.edu.pl
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Lotne zwigzki organiczne (LZO) emitowane przez przemysl, transport oraz materiaty
budowlane i wyposazeniowe moga znaczaco wplywa¢ na ptuca cztowieka. By okresli¢
niekorzystny wptyw tych zwigzkoéw na uktad oddechowy konieczne jest przeprowadzenie
badan oceniajacych aktywnos¢ biologiczng komodrek po ekspozycji na LZO. Ze wzgledu na
trudnos$ci zwigzane z pozyskiwaniem oraz hodowla tkanki ptuc stosuje si¢ obecnie komérkowe
modele ptuc. Prawidlowa ocena niekorzystnego wptywu LZO na komorki ptuc jest mozliwa w
przypadku wykonania znacznej ilo$ci testow okreslajacych aktywno$¢ biologiczng komorki.
Jednak wiaze si¢ to ze znacznymi kosztami i dlugim czasem prowadzonych eksperymentow.
By zmniejszy¢ koszty nalezy stosowac testy powszechnie dostgpne i nieczasochtonne. Ponadto
podstawowy mechanizm testu powinien by¢ mozliwie najprostszy. Do tej grupy testow zaliczy¢
mozna miedzy innymi test WST-1 oceniajacy prawidtowa prace mitochondriow oraz test LDH
sprawdzajacy ciggtos¢ blony komorkowej. W przypadku testu WST-1 jak i LDH na wynik
koncowy wplyw ma wiele dodatkowych czynnikow, ktéore w szerszej skali decyduja o
funkcjonowaniu poszczegodlnych elementow jak i catej komodrki. Kolejnym testem, ktory
dobrze odzwierciedla stan komorki jest test GSH/GSSG. Ilo$¢ zredukowanego (GSH) i1
utlenionego glutationu (GSSG) oraz form pochodnych (GSSR) doskonale opisuje stan komorki
walczacej z ksenobiotykami w tym LZO. W wystapieniu zostang omdwione wyzej wspomniane
testy, zasady ich dzialania i mozliwos$¢ ich zastosowanie w badaniu wptywu LZO na komorki
phuc.
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Volatile Organic Compounds (VOC)
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Volatile Organic Compounds (VOC) emitted by industry, traffic or construction materials and
house equipment may significantly affect upper and lower respiratory system, for e.g. human
lungs. Toxicity tests that use human cells play an increasingly important role in assessment of
health risk. To determinate negative effects of these compounds on the respiratory system, it is
necessary to conduct experiments which determinate biological cell activity after exposure to
VOC. Lung tissue is very hard to obtain and maintaining therefore cell model is used. Proper
assessment of VOCs negative effect on lung cells is possible but only after performing a
considerable amount of tests to determine the biological activity of the cell. However, it
involves substantial costs and long lasting experiments. To reduce the cost of experiments
universally available and short tests should be used. In addition, test mechanism should be as
simple as possible. Representative tests are the WST-1 test (it shows proper function of
mitochondria) and LDH test which verifies membrane integrity. In the case of the WST-1 and
LDH the final result is affected by many factors that decide on the functioning of individual
components and the entire cell. Another test that accurately reflects the cell condition is a
GSH/GSSG test. Amount of reduced (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) and derived
forms (GSSR) perfectly describes the cell condition after exposure to xenobiotics for example
VOC. The essentials of working conditions of the above-mentioned tests as well as possible
applications in studying the impact of VOCs on lung cells will be discussed.
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Celowos¢ stosowania badan in vitro w zakresie okre$lania toksycznosci

16P

zwigzkow lotnych

GALEZOWSKA G., WOLSKA L.

Zaktad Toksykologii Srodowiska, Wydziat Nauk o Zdrowiu z Oddzialem Pielegniarstwa i
Instytutem Medycyny Morskiej 1 Tropikalnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny, ul. Debowa
23, 80-204 Gdansk
grazynagalezowska@gumed.edu.pl

Stowa kluczowe: lotne zwiqzki organiczne, kultury komorkowe, testy toksycznosci

Pluca cztowieka kazdego dnia narazane s3 na zanieczyszczenia wystepujagce w powietrzu.
W raporcie WHO wsrdd dziesigeiu najczestszych przyczyn zgondw wymieniono, az cztery
choroby ukladu oddechowego. Zanieczyszczenia powietrza, a zwlaszcza lotne zwigzki
organiczne (VOC, Volatile Organic Compounds), moga wywota¢ zaburzenia
w funkcjonowaniu uktadu oddechowego, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do schorzen
takich jak alergia czy astma, a nawet przewlektej obturacyjnej choroby ptuc, jak réwniez
rozwoju nowotworu phuc.

Ocena stezenia zwigzkow w powietrzu (co odwzorowuje ocen¢ jakoSci powietrza)
wykorzystuje nowoczesng instrumentalng chemie¢ analityczng. IloSciowa ocena narazenia
organizmu na zwigzki toksyczne wigze si¢ z szacowaniem poziomu tych zwigzkow lub ich
metabolitow w moczu lub specyficznych bialek w osoczu czy wydzielinie ptucne;.

Pionierem w rozwoju nowych mysli czy trendow badawczych sa Stany Zjednoczone, rowniez
w przypadku badan wpltywu substancji lotnych na organizm cztowieka. W 2007 roku
w raporcie U.S. National Research Councilm przedstawiono dlugookresowa strategi¢
mozliwo$ci wyznaczania toksycznosci zwigzkow wystepujacych w §rodowisku. W przypadku
badan z wykorzystaniem zwierzat naukowcy wykorzystuja zasade tak zwanych 3R, tj.
‘Reduction, Refinement and Replacement’ (‘zmniejszenie, udoskonalenie i zastgpowanie’).
W zwigzku z tym korzystne jest rozwijanie badan alternatywnych, a w szczegdlnosci mile
widziane jest wykorzystywanie modeli in vitro odwzorowujacych ludzkie ptuca.
Wykorzystanie hodowli komoérkowych in vitro, w tym stosowanie komoérek ptucnych wydaje
si¢ bardzo interesujagcg metoda pomiaru cytotoksycznosci wszystkich zwigzkoéw, a nawet
zwigzkéw lotnych. Bezsprzeczng zaletg tego rozwigzania jest nieinwazyjny charakter
oznaczen.

W pracy przedstawiono mozliwosci badania jakos$ci powietrza wnetrz z wykorzystaniem kultur
komorkowych A549. Porownano techniki narazania kultur oraz przedstawiono wstgpne wyniki
wykorzystania testow komercyjnych w zakresie okreSlenia zmian cytotoksycznych
w komorkach (Annexin V & Dead Cell®, Count & Viability®, Oxidative Stress®,
MitoPotential®). Przedstawiono zalety i wady stosowania kolejnych testow, pordwnano ich
czulo$¢ 1 powtarzalnos¢ w niewiele zmiennych warunkach laboratoryjnych. Opisano réwniez
problemy 1 ich rozwigzanie w zakresie przeprowadzania badan toksyczno$ci LZO wobec
komorek A549.
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Human lungs are constantly exposed to contaminants present in the air. According to the WHO
report 4 out of 10 of the most common causes of death are related with the respiratory system.
Air impurities, especially Volatile Organic Compounds (VOCs), often lead to improper
functioning of the respiratory system which in turn may cause illnesses such as asthma,
allergies, chronic obstructive pulmonary disease, or even lung cancer.

The evaluation of the concentration of compounds in air (evaluation of air quality) is based on
modern instrumental analytical chemistry. However, the evaluation of the risk posed to humans
by toxic compounds relies on the evaluation of the levels of these compounds, their metabolites
in urine or specific proteins in plasma or pulmonary secretions.

The United States are currently pioneers in developing new solutions. In 2007 the US National
Research Council prepared a long-term strategy for testing the toxicity of environmental
compounds. Scientists routinely work within the three R's principles of ‘Reduction, Refinement
and Replacement’ of animal experiments. Accordingly, viable alternatives are regularly
developed. In the specific case of the human lungs, in vitro models for inhalation toxicology
that mimic in vivo toxic events that may occur in the human lung, are developed. Cell culture-
based assay is an interesting method of measuring cytotoxicity of all substances, even volatile
compounds. It utilizes in vitro grown pulmonary cells. This method’s non-invasive nature is an
undeniable advantage.

Researches present the possibility to applyin vitro cell culture A549 in assessing indoor air
quality. The techniques of cell exposure were compared and preliminary results of the use of
commercial tests in determining the cytotoxicity changes are presented (Annexin V & Dead
Cell®, Count & Viability®, Oxidative Stress®, MitoPotential®). The presentation lists the
advantages and disadvantages of using other tests. We compared the sensitivity and
reproducibility of the few variables under laboratory conditions. It also describes the problems
and their solution for testing the toxicity of VOCs against A549 cells.
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Kazdego roku na catym $wiecie zuzywa si¢ tysiace ton substancji farmakologicznie
czynnych. Powszechne stosowanie farmaceutykéw doprowadzito do znacznego wzrostu ich
wykrywania w $rodowisku. Leki przeciwdepresyjne sa w czotowce, a ich konsumpcja ciagle
rosnie. Promieniowanie stoneczne jest gtownym abiotycznym czynnikiem wplywajacym na
rozktad zwigzkoéw chemicznych wystepujacych w $srodowisku. Ekspozycja lekéw na to
promieniowanie moze wplywa¢ na ich trwato$¢, prowadzac do zmiany wlasciwosci
fizykochemicznych produktu. Niektore farmaceutyki majg fotochemiczny czas pottrwania
zaledwie kilka minut, podczas gdy inne moga rozktadac si¢ jedynie w matym stopniu nawet po
wielu tygodniach naswietlania. Wigkszo$¢ lekow rozklada si¢ pod wptywem promieniowania
stonecznego, ale skutki ekotoksykologiczne moga by¢ rézne w kazdym przypadku. Mozemy
wyrdzni¢ dwa rodzaje reakcji fotochemicznych, ktérym podlegaja substancje chemiczne:
fotodegradacj¢ bezposrednia 1 posrednig. W pierwszym przypadku, zwigzki absorbujg $wiatto
stoneczne 1 bezposrednio przeksztalcaja si¢ do produktow, albo w przypadku niestabilnych
stanow wzbudzonych ulegaja rozkladowi. Substancje, ktore nie absorbuja $wiatta powyzej 290
nm nie ulegaja fotodegradacji bezposredniej. W drugim przypadku, fotorozktad zwigzku
spowodowany jest przez reaktywne czastki powstate w skutek pochtaniania $wiatta przez
substancje humusowe. W obu przypadkach, §wiatlo moze doprowadzi¢ do utworzenia bardziej
toksycznych produktéw niz zwigzki macierzyste. Fotoprodukty czgsto charakteryzuja sig
wysokg aktywnoscig biologiczng oraz trwato$cig w roztworach wodnych.

Celem badan byla kompleksowa ocena fotodegradacji wybranych lekow
przeciwdepresyjnych przy uzyciu biotestow 1 metod fizykochemicznych.

Analiza fotodegradacji byta przeprowadzona przy uzyciu symulatora §wiatla. Probki
oceniano wykorzystujac testy biologiczne 1 wysokoci$nieniowg chromatografi¢ cieczowa
(HPLC). Toksycznos$¢ probek badano na standardowych organizmach wodnych, takich jak:
Vibrio fischeri (Microtox®), Spirostomum ambiguum (Spirotox), Ceriodaphnia dubia
(Ceriodaphtoxkit F ™ acute), Thamnocephalus platyurus (Thamnotoxkit F ™), Lemna minor i
Spirodela polyrhiza. Jednoczesnie przy pomocy HPLC monitorowano stezenia lekow.

Wigkszo§¢ z analizowanych lekow przeciwdepresyjnych byta toksyczna dla
organizméw zastosowanych w badaniach. W probkach naswietlanych potwierdzono obecnos¢
fotoproduktow. Wyniki badan toksyczno$ci wykazaty, zZe fotodegradacja lekéw
przeciwdepresyjnych prowadzi do powstawania fotoproduktow bardziej toksycznych, niz
zwigzki macierzyste. Ponadto, toksyczno$¢ probek nie spadata proporcjonalnie do spadku
stezenia farmaceutykow. Otrzymane wyniki wskazuja, ze szkodliwos¢ produktow
fotodegradacji przeciwdepresantow i innych lekéw powinna by¢ brana pod uwage w badaniach
ekotoksykologicznych.
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Every year thousands of tons of pharmacologically active compounds (PhACs) are used
in medicine throughout the world. The widespread use of pharmaceuticals has lead to
significant increase of their detection in environment. Antidepressants are at the forefront and
have a very high growth dynamics of consumption. Solar radiation is the main abiotic factor
influencing the distribution of chemical compounds present in the environment. Exposure of
drugs to irradiation can impact the stability of the formulation, leading to changes in the
physicochemical properties of the product. Some pharmaceuticals have a photochemical
half-life of only a few minutes, while other drugs may be decomposed only a few percent after
several weeks’ of exposure. Although many drugs are found to decompose under irradiation
the practical consequences may not necessarily be the same for all these compounds. Chemical
substances are subject to two types of photoreaction, direct and indirect photodegradation. In
the first case, the chemicals absorb sunlight directly and are converted to products, when
unstable excited states of the molecule decompose. Chemicals that cannot absorb light above
290 nm are resistant to direct photodegradation. In the second case, photodegradation of the
target compound is caused by light-absorbing humic species. In both cases, sunlight may cause
conversion of the drugs into more toxic decomposition products. Often photoproducts are
characterized by high biological activity and high stability in aqueous solution.

The aim of the studies was a comprehensive assessment of photodegradation of selected
antidepressants using the bioassays and physicochemical methods.

Photodegradation experiment was performed in a solar light simulator. The samples
were evaluated using the bioassays and high pressure liquid chromatography (HPLC). Toxicity
of the samples was tested with standard aquatic organisms, such as: Vibrio fischeri
(Microtox®), Spirostomum ambiguum (Spirotox), Ceriodaphnia dubia (Ceriodaphtoxkit F™
acute), Thamnocephalus platyurus (Thamnotoxkit F™), Lemna minor and Spirodela polyrhiza.
At the same time the concentrations of the pharmaceuticals was monitored using HPLC.

Most of the tested antidepressants were toxic for the organisms used in these studies.
After exposure to light the presence of photoproducts was confirmed in samples. Toxicity,
measured with bioassays, showed that photodegradation of antidepressant drugs caused the
formation of more toxic photoproducts that their parent compounds. Moreover, the toxicity
of the samples decreased slower than the concentration of the pharmaceuticals. The results
indicate that the harmfulness of photoproducts of the antidepressants and other drugs should be
taken into consideration in the ecotoxicological studies.
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Powszechnie  praktykowanym  sposobem  wprowadzania $ciekdw  oczyszczonych
do $rodowiska jest ich punktowy zrzut do wod powierzchniowych. W Polsce, zgodnie
z Rozporzadzeniem Ministra Srodowiska z dnia 24 lipca 2006 r. (z pozniejszymi zmianami
z dnia 28 stycznia 2009 r.) kontrola jako$ci $ciekow oczyszczonych wprowadzanych do wod
powierzchniowych opiera si¢ na fizykochemicznych wskaznikach zanieczyszczen. Jakos¢
scieckbw uwalnianych do $rodowiska charakteryzuje si¢ duzg zmienno$cia skladu
1 zroznicowanym poziomem stezen zanieczyszczen. W zwigzku z tym zasadnym staje si¢
pytanie: czy wspolczesne oczyszczalnie radzg sobie z usuwaniem ze $ciekoOw szerokiej gamy
zwigzkow 1 jaki jest/moze by¢ wplyw $ciekdw oczyszczonych na odbiornik, zwlaszcza gdy jest
nim ekosystem morski.

W pracy zostang omoéwione wyniki badan ekotoksykologicznych i chemicznych probek
sciekow ze wszystkich oczyszczalni odprowadzajacych $cieki oczyszczone do Zatoki
Gdanskiej. Oprocz badan Sciekéw przeprowadzono réwniez badania toksyczno$ci wody
I osadow wokot  kolektorow wyprowadzajacych Scieki z oczyszczalni. Do badan
ekotoksykologicznych wykorzystano bakterie Vibrio fischeri oraz skorupiaka Heterocypris
incongruens. W obszarze trwalych zanieczyszczen organicznych (POPs) we wszystkich
probkach oznaczono stezenia zwigzkow z grupy wielopierScieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA), polichlorowanych bifenyli (PCB) oraz oznaczono w osadach
zawarto$¢ metali cigzkich.
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Whether the discharges of treated wastewater into the Gulf of Gdansk may
affect the quality of its waters?

RATAIJCZYK W., CIESZYNSKA-SEMENOWICZ M., SYCHOWSKA J., WOLSKA L.

Department of Environmental Toxicology,Faculty of Health Sciences with Subfaculty of
Nursing and Institute of Maritime and Tropical Medicine , Medical University of Gdansk,
Debowa 23 Street, 80-204 Gdansk, tel. 58 349 19 37
sinclair@gumed.edu.pl

Key words: ecotoxicity, treated wastewater, microbiotests, Gulf of Gdarnsk

Commonly practiced way of introducing treated sewage to the environment is their point
discharges into surface waters._In Poland, according to Regulation of the Minister
of Environment of 24 July 2006. (with amendments of 28 January 2009) the quality control
of treated wastewater entering to surface waters is based on the physicochemical indicators
of pollution. The quality of wastewater discharged into the environment is highly variable in
composition and pollution concentrations. Therefore, a reasonable question arises: whether the
modern wastewater treatment plants cope with the removal from wastewater a wide range of
compounds and what could be the impact of treated wastewater on the receiver, especially when
it is the marine ecosystem.

In the study the results of the ecotoxicological and chemical samples of all sewage treatment
plants discharge treated wastewater into the Gulf of Gdansk will be discussed. In addition to
wastewater research there were also conducted water and sediment toxicity tests around the
collectors lead-out sewage treatment plants. For ecotoxicological studies Vibrio fischeri
bacteria and Heterocypris incongruens shellfish were applied. In all samples concentrations of
persistent organic pollutants (POPs) such as the compounds from the group of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs), polychlorinated biphenyls (PCBs) and the content of heavy
metals in sediments was also determined.
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Dynamika czasoprzestrzenna mikrozanieczyszczen w rzece miejskiej: ocena
wplywu wod burzowych jako zrédla dioksyn i triklosanu w rzece i jej
zbiornikach

URBANIAK M.2? TYGIELSKA A’, KRAUZE K.2, MANKIEWICZ-BOCZEK J.2P

8European Regional Centre for Ecohydrology PAS, 3 Tylna, 90-364 1.6dz, Poland
bDepartment of Applied Ecology, Faculty of Biology and Environmental Protection,
University of £6dz, 12/16 Banacha, 90-237 L.6dz, Poland
m.urbaniak@unesco.lodz.pl

Jednym z najbardziej widocznych skutkéw urbanizacji jest wzrost udziatu powierzchni
nieprzepuszczalnych, z ktorych za posrednictwem splywu powierzchniowego a nastepnie kolektorow
burzowych odprowadzane sa znaczne tadunki zanieczyszczen uprzednio zdeponowanych na
powierzchni miejskich zlewni. Stanowi to powazne zagrozenie dla ekosystemow wodnych, ktore
podczas okresow intensywnych opadow staja si¢ odbiornikami szeregu zanieczyszczen, w tym
zanieczyszczen organicznych do ktérych nalezag m.in. dioksyny oraz triklosan. Zwiazki te
charakteryzuja si¢ szerokim spektrum wystgpowania w §rodowisku wodnym, jako iz ich gtownym
zrodlem jest doplyw zanieczyszczen bytowych, przemystowych oraz emisja i depozycja atmosferyczna
zwigzana z dzialalnoscig cztowieka. Jednoczesnie na ostateczny wymiar stezenia i tadunku w/w
zanieczyszczen w ekosystemie rzecznym wpltyw maja warunki hydro-meteorologiczne, ktére moga
zaréwno akcelerowac jak rowniez zmniejszac ich stgzenie w badanym §rodowisku.

Tym samym postanowiono zweryfikowa¢ hipoteze dotyczaca wplywu  warunkéw
hydrologicznych (ilo$¢ deszczu/przeptyw) na stezenia dioksyn i triklosanu W rzece miejskiej jako efekt
doptywu wod deszczowych i roztopowych. W szczegolnosci skupiono si¢ na 1) analizie st¢zenia
dioksyn i triklosanu w wodzie rzecznej oraz deszczowej 1 roztopowej pochodzacej ze
zidentyfikowanych kolektorow deszczowych, 2) analizie zmiennosci stezenia dioksyn i triklosanu w
wodzie rzecznej oraz deszczowej i1 roztopowej pochodzacej ze zidentyfikowanych kolektorow
deszczowych w zaleznosci od wielkosci opadu deszczu i przeptywu wody w rzece oraz 3) wptywie wod
deszczowych i roztopowych na notowane stgzenia dioksyn i triklosanu w wodzie rzecznej.

Probki wody przeznaczone do analiz pobierano 5-krotnie w okresie od lipca 2013 do marca
2014 roku podczas zroéznicowanych warunkow hydro-meteorologicznych. Stanowiska poboru
zlokalizowane byly wzdtuz biegu rzeki Sokotowki, z uwzglednieniem punktow poboru wody rzeczne;j,
wody ze zbiornikow zaporowych oraz wylotow kanalizacji burzowej. Analizy stezenia dioksyn i
triklosanu wykonano z wykorzystaniem metody immunoenzymatycznej ELISA (ang. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay).

Uzyskane wyniki wykazaty zréznicowanie stezen badanych zwigzkéw w zaleznosci od poboru
z tendencjg do wzrostu ich $rednich wartosci podczas okresu deszczowego poprzedzonego okresem
bezdeszczowym oraz w trakcie intensywnego topnienia pokrywy $niegowo-lodowej: najwyzsze srednie
stezenie zarowno dioksyn (345 pg ml?) jak i triklosanu (478 pg ml) stwierdzono w czasie wiosennego
opadu $niegu z deszczem poprzedzonego okresem bezdeszczowym. Z Kkolei najnizsze warto$ci
(odpowiednio 69 pg ml?i 249 pg ml* dla dioksyn i triklosan) zanotowano w czasie umiarkowanego
opadu wystepujacego na 5 dni przed poborem oraz bardzo wysokiego przeptywu wody w rzece,
poprzedzonego gwattownymi burzami w sierpniu, co doprowadzito do rozcienczenia st¢zenia badanych
zwiazkow.

Jednoczesnie wykazano, iz wielko$¢ opadu deszczu oraz przeptyw wody w rzece wptywaja na
udziat st¢zen dioksyn w wodzie rzecznej, zbiornikach zaporowych oraz wodzie burzowej i roztopowej,
tj.: intensywny opad i/lub gwattowne topnienie pokrywy $niezno-lodowej generuje znaczny udziat
zwigzkow w wodzie rzecznej oraz zbiornikach zaporowych natomiast staby/umiarkowany opad deszczu
generuje wzrost udziatu dioksyn w wodzie burzowej pochodzacej z kolektoréw burzowych. Podobna
sytuacja wystgpowata w przypadku triklosanu, jednak jego stezenie w wodzie burzowej byt nizszy niz
w wodzie rzecznej i wodzie ze zbiornikow zaporowych, a tym samym jego wptyw na zanieczyszczenie
rzeki i jej zbiornikéw byt znikomy.
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English title: Spatio-temporal variability of urban river contaminants: an
evaluation of stormwater overflows as source of dioxins and triclosan in a
river and its reservoirs

One of the most visible effects of urbanization is increase of the share of impervious surface,
from which through runoff and storm collectors, the significant amounts of pollutant loads previously
deposited on the surface of urban catchment are discharged. This constitutes a serious threat to aquatic
ecosystems, which during periods of intensive rainfall become receivers of a number of pollutants,
including organic pollutants, such as dioxins and triclosan. These compounds are characterized by a
broad spectrum of occurrence in the aquatic environment, as their main source is the input of domestic
and industrial sewage, emissions and atmospheric deposition associated with human activities. At the
same time, the final concentration and load of the above-mentioned pollutants in the river ecosystem
depends from hydro-meteorological conditions, which may both accelerate as well as reduce their
concentration in the analyzed environment.

Thus, in the study it was decided to verify the hypothesis regarding the impact of hydrological
conditions (rainfall/flow) on the concentration of dioxins and triclosan in the urban river as a result of
inflow of rainwater and snowmelt. In particular, the study focused on 1) analysis of the concentration of
dioxins and triclosan in the river water, rainwater and snowmelt coming from the identified stormwater
sewers, 2) analysis of the variation of the concentration of dioxins and triclosan in the river water,
rainwater and snowmelt coming from the identified stormwater sewers depending on the amount of
rainfall and water flow in the river, and 3) analysis of the impact of rainwater and snowmelt on the
guoted concentration of dioxins and triclosan in the river water.

Water samples for analysis were collected 5 times during the period from July 2013 to March
2014 under different hydro-meteorological conditions.Samples were analyzed with the use of the ELISA
immunoassay enzyme method (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).Sampling points were located
along the Sokolowka River, with regards to sampling points of river water, water from reservoirs and
the previously identified point sources of pollution in the form of storm sewer outlets.

The obtained results indicate that mean dioxin and triclosan concentrations increase during a
rainy period preceded by a rainless interlude and during intensive melting of the snow-ice cover: the
highest average concentration of both dioxins (345 pg mL™?) and triclosan (478 pg mL™) were noted
during spring rain and snowfall preceded by a rainless phase. The lowest values in turn (69 pg mL™ and
249 pg mL™ for dioxins and triclosan, respectively) were observed during moderate rainfall which had
occurred 5 days prior to sample collection, preceded by violent storms in August and very high flow,
which led to dilution of the analyzed compounds.

The amount of rainfall and river flow was also found to affect the allocation of dioxins in
river water, reservoir water and stormwater i.e.: intense precipitation and/or rapid melting of
the snow-ice cover generates significantly higher concentrations in the river and reservoirs,
while weak rainfall results in their increased allocation in stormwater. A similar situation was
observed for triclosan, however, its concentration in stormwater was mostly lower than in
river and reservoir samples and hence its impact on river and reservoir pollution was
negligible.
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Testy regeneracji na przykladzie Lemna minor — czyli jak otrzyma¢ wiecej

istotnych ekologicznie danych z ekotoksykologicznych badan

20P

laboratoryjnych?

DROBNIEWSKA A., KAPLAN M., WOJCIK D., NALECZ-JAWECKI G.

Zaklad Badania Srodowiska, Wydziat Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny
ul. Banacha 1, 02-097 Warszawa
agata.drobniewska@wum.edu.pl

Stowa kluczowe: testy regeneracji, Lemna minor

W ocenie ryzyka srodowiskowego ksenobiotykow, wiekszo$¢ badan koncentruje si¢ tylko na
badaniu toksycznego wplywu substancji chemicznych na organizmy zywe. W praktyce istotne
wydaje si¢ takze badanie majgce na celu oceng zdolnosci regeneracji organizmow testowych,
np. rzgsy drobnej po uprzednim jej narazeniu na dziatanie zwigzkéw chemicznych (EPA, 1998).
Niestety doniesien z literatury dotyczacych regeneracji Lemna sp. jest wcigz bardzo mato
(Drost i in. 2007; Mohammad i in. 2010, 2006; Teodorovié¢ i in. 2012). W prezentowanych
badaniach analizowano toksyczno$¢ sulfonamidow (SDM) z wykorzystaniem LemnaTest. Po
siedmiodniowej inkubacji w roztworach SDM rosliny przenoszono do $wiezej pozywki i
inkubowano przez kolejne 7 dni. Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze Lemna minor wykazuje
zdolnos¢ regeneracji po wezesniejszym narazeniu jej na dzialanie sulfadimetoksyny, jednakze
7-dniowa regeneracja jest niewystarczajaca aby wrocita ona do stanu fizjologicznego.

Recovery potential of Lemna minor — getting more ecologically relevant
data from laboratory tests
Department of Environmental Health Sciences, Medical University of Warsaw, Warsaw,
Poland
agata.drobniewska@wum.edu.pl

For the environmental risk assessment of xenobiotics, most studies have focused only on
toxic effects of chemicals. Recovery of the reproduction capability of Lemna sp. after exposure
to different chemicals, include pharmaceuticals, is another important factor that must be
considered. The Guidelines for Ecological Risk Assessment of the U.S. EPA, suggest not only
considering the nature and intensity of potential effects, including spatial as well as temporal
scales, but also the potential for recovery (EPA, 1998). Very limited number of laboratory has
studied the recovery of Lemna sp. (Drost et al. 2007; Mohammad et al., 2010, 2006; Teodorovié
et al., 2012). In our study the toxicity of sulfadimethoxine (SDM) was being evaluated with the
LemnaTest before and after irradiation lasting 1 and 4 h. After 7 d exposure in SDM solutions,
the plants were transferred to the fresh medium and incubated for the next 7 d. Summarizing
our studies it seems that Lemna has ability to regenerate, but 7 d long recovery phase is not
long enough for it to return to physiological state.

EPA, 1998. Guidelines for Ecological Risk Assessment. U.S. EPA/630/R-95/002F. Washington, DC.

Drost, W., Matzke, M., Backhaus, T., 2007. Heavy metal toxicity to Lemna minor: Studies on the time
dependence of growth inhibition and the recovery after exposure. Chemosphere. 67, 36-43.

Mohammad, M., Itoh, K., Suyama, K., 2010. Effects of herbicides on Lemna gibba and recovery from
damage after prolonged exposure. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 58, 605-612.

Mohammad, M., Itoh, K., Suyama, K., Yamamoto, H., 2006. Recovery of Lemna sp. after exposure to
sulfonylurea herbicides. Bull. Environ. Contam. Toxicol. 76, 256-263.

Teodorovié, 1., Knezevi¢, V.Z., Tunié, T.O., Cucak, M., Nikoli¢ Leéi¢ J., Leovac, A., Ivanéev Tumbas
I., 2012. Myriophyllum aquaticum versus Lemna minor: sensitivity and recovery potential after
exposure to atrazine. Environ. Toxicol. Chem. 31, 417-426.
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Wykorzystanie biotestow w monitoringu jakosci gleb

1E

BARAN A., WIECZOREK J.

Katedra Chemii Rolnej i Srodowiskowej, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koltataja w
Krakowie,
Agnieszka.Baran@ur.krakow.pl

Stowa kluczowe: gleby, ekotoksycznos¢, biotesty, monitoring, wojewodztwo Matopolskie

Celem badan bylo wykorzystanie baterii biotestow (Phytotoxkit, Ostracodtoxkit oraz
Microtox) w monitoringu jakosci i klasyfikacji ekotoksykologicznej gleb na terenie
wojewodztwa matopolskiego. Do badan pobrano 320 probek glebowych. Punkty poboru
probek wyznaczono metodg rownych kwadratow o boku kwadratu 7,5km. Probki glebowe
pobierano z poziomu 0-10cm. Na podstawie klasyfikacji ekotoksykologicznej najwigcej gleb
(39% probek) zakwalifikowano do klasy II jako probki niskotoksyczne, stanowiace niskie ostre
zagrozenie. Nieznacznie mniej, bo 37% badanych gleb miato klase III, co oznacza, ze s3 to
probki toksyczne 1 stanowia ostre zagrozenie. Klasg I (probki nietoksyczne) reprezentowato
11% badanych gleb. Klasa IV (probki wysokotoksyczne) oraz klasa V (probki bardzo
wysokotoksyczne) byly reprezentowane tacznie przez 15% badanych gleb. W badaniach
stwierdzono, ze wsrod gleb pobranych na gruntach ornych, uzytkach zielonych i nieuzytkach
dominowaty probki niskotoksyczne, zakwalifikowane do klasy II. Natomiast na uzytkach
lesnych przewazaty gleby zaliczone do klasy III (probki toksyczne), stanowity one 35% probek
pobranych na tych uzytkach. Uzyskane wyniki reprezentuja jeden z etapéw badan nad selekcja
wlasciwego zestawu baterii biotestow wykorzystywanych w monitoringu jakosci gleb i
pokazuja stuszno$¢ stosowania biotestow, jako komplementarnego narzedzia analizy
chemicznej w ocenie i klasyfikacji ekologicznej gleb. Ponadto wydaj¢ si¢, ze w polskim
prawodawstwie powinno by¢ wskazanie do stosowania biotestow w procedurach monitoringu

gleb.

Badania finansowane ze $rodkéw budzetowych na nauke: N N305 107640 (2011-2014), DS-3101/KChRiS
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Analiza toksycznos$ci barwnikow tekstylnych
otrzymanych w procesie biokatalizy

POLAKJ., WLIZLO K., JAROSZ-WILKOL AZKA A.

Zaktad Biochemii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin
anna.wilkolazka@poczta.umcs.lublin.pl

Stowa kluczowe: lakaza grzybowa, barwniki, biokataliza, toksycznos¢, Microtox

Grzyby bialej zgnilizny drewna sg zrodtem wielu enzyméw oksydoredukcyjnych, o
znaczeniu biotechnologicznym, wsrdd ktorych najwazniejszymi sg lakazy 1 peroksydazy.
Gtownag rolg tych enzymow jest udziat w rozkladzie polimeru ligninowego drewna, co stanowi
wazny punkt w procesie obiegu wegla w przyrodzie. Od wielu dekad sg one rowniez waznym
narzedziem naukowcOw w opracowywaniu biokatalitycznych metod syntezy réznorodnych
produktéw i zwigzkow chemicznych o wysokim potencjale aplikacyjnym.

Lakaza grzybowa to glikoproteina wydzielana zewnatrzkomorkowo, ktora
charakteryzuje si¢ wysokim potencjalem atomu miedzi w centrum aktywnym enzymu, co
determinuje jej niska specyficzno$¢ substratowg. Lakaza moze transformowac zwiagzki
chemiczne o zréznicowanej strukturze, od prostych zwigzkow fenolowych do policyklicznych
weglowodorow aromatycznych. Dzigki tym wlasciwosciom moze by¢ stosowana jako
uniwersalny katalizator zar6wno w procesach degradacji jak i w procesach syntezy. Za pomoca
biokatalizy enzymatycznej z udziatem lakazy, mozliwa jest degradacja substancji toksycznych
takich jak policykliczne weglowodory aromatyczne, aminy aromatyczne oraz barwniki
tekstylne. Inng wtasciwoscig lakazy grzybowej (LAK) jest jej udziat w bardzo wielu reakcjach
syntezy zwiazkdbw o nowych wlasciwosciach fizycznych i chemicznych takich jak
biomateriaty, biopolimery, antybiotyki, zwiazki biologicznie czynne oraz barwniki tekstylne
(Rysunek ponizej). Reakcja syntezy barwnikow tekstylnych ma szczegodlne znaczenie, gdyz
Z jednej strony umozliwia otrzymanie barwnikéw o zmniejszonej toksycznosci a z drugiej
strony pozwala zastapi¢ proces chemicznej syntezy biokataliza enzymatyczng, ktorej
podstawowa zaleta jest niski wpltyw na Srodowisko naturalne. Barwniki otrzymywane
W procesach biotechnologicznych sa mniej toksyczne i tatwiej biodegradowalne a przede
wszystkim proces ich otrzymywania zachodzi w fagodnych warunkach jezeli chodzi o wartosci
pH, ci$nienia i temperatury, a takze bez uzycia toksycznych substratow oraz niebezpiecznych
zwigzkow utleniajacych.

Barwny produkt
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W przypadku takich produktow jak barwniki tekstylne, niezmiernie wazne z punktu
widzenia konsumenta jest okreslenie ich wplywu na organizmy zywe jak i ich toksycznos$ci
srodowiskowej. Metody okreslania toksyczno$ci barwnikéw moga opieraé si¢ o reakcje barwne
np. z zastosowaniem czerwieni oboj¢tnej lub metody chemiluminescencyjnej np. z bakterig
morska Vibrio fisheri. W obu przypadkach wyniki sg bardzo trudne do interpretacji z powodu
intensywnej barwy testowanych zwigzkéw, ktora znieksztatca odczyt absorbancji lub
luminescencji substancji lub organizméw testowych. W przypadku systemu Microtox mozliwe
jest przeprowadzenie korekty barwy zwigzkow czerwonych i1 pomaranczowych przy dlugosci
fali 490 nm, ktéra znaczaco zmniejsza oddzialywanie samej barwy na koncowy wynik
toksycznosci.

Celem pracy bylo okreslenie toksyczno$ci §rodowiskowej barwnikow tekstylnych
otrzymanych metodami biotechnologicznymi, a wi¢c z zastosowaniem biokatalizatora
enzymatycznego. Biokatalizatorem syntezy barwnikéw byla lakaza grzybowa ze szczepu
Cerrena unicolor, ktora zostata zastosowana do biotransformacji bezbarwnych zwigzkow
organicznych w barwne produkty, o potencjalnym zastosowaniu jako barwniki tekstylne.
Wsrdd zwigzkéw organicznych, zastosowanych jako prekursory barwnikow, byty benzenowe
i naftalenowe pochodne, zawierajace metoksylowe, aminowe, sulfonowe i hydroksylowe grupy
funkcyjne. W wyniku lakazowej transformacji tych substratéw, otrzymano produkty o rdznej
barwie 1 intensywnosci, ktore zostaly przebadane pod katem ich zastosowania jako barwniki
tekstylne (Tabela ponizej).

Cat
Cat HQ
HQ PHBA
PHBA 4MxPh
4MxPh |3,ADHB
3,4DHB AntAcid
AntAcid MABA
MABA PABA
PABA AMXBA
AMXBA PMAB
PMAB AntAmi
AntAmi ACV
ACV ACS
ACS aHBdsA

dHBASA 3ATZ
3ATZ AHMP
AHMP AMXBT

AMXBT NEDA

NEDA SNP

SNP ASAS

ASAS ]catN

CatN ABTS

ABTS AHBS
AHBS

Dla otrzymanych produktow, charakteryzujacych si¢ intensywna i trwata barwg oraz
zdolnosciag do wybarwiania witokien wetnianych, przeprowadzono test ekotoksyczno$ci
z zastosowaniem szczepu Vibrio fisheri i aparatu Microtox. Pod katem oceny toksycznosci
srodowiskowej zostaly przebadane produkty o réznych barwach - zottych, pomaranczowych
i fioletowych. Podczas testu zostaly wyznaczone parametry EC50 okres§lajace poziom
toksycznosci srodowiskowej zarowno bez jak 1 z uwzglednieniem korekcji barwy, niezaleznie
od koloru testowanych produktow. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, iz
funkcja korekty barwy znaczaco wplywala na parametr EC50 wszystkich testowanych
barwnikow, niezaleznie od ich barwy.

Podziekowania

Praca byla wspotfinansowana przez Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego w ramach
Programu luventus Plus (0433/1P1/2011/71) oraz Narodowe Centrum Nauki (NN 302 633040).
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White rotting fungi are the source of many oxidising enzymes about biotechnological
importance, among them laccases and peroxidases. The main role of these enzymes is
degradation of lignin polymer, what is an important point in the global carbon cycle. Since
many decades, they are also an important tool for scientists in developing of new biocatalytic
methods of variety of chemical products and compounds with high potential of application
synthesis.

Fungal laccase is extracellular glycoprotein, containing high redox potential copper
atom in the active site of molecule, determining its low substrate specificity. Laccase is able to
transform chemicals about different structure, from simple phenolic compounds to polycyclic
aromatic hydrocarbons. Because of these properties it can be used as catalyst, both in
degradation as well as in the synthesis processes. Many toxic compounds can be degraded by
using of laccase-mediated biocatalysis and among them are polycyclic aromatic hydrocarbons
aromatic amines and dyes. Another feature of the fungal laccase (LAC) is its ability to mediate
the synthesis of compounds about new physical and chemical properties such as biomaterials,
biopolymers, antibiotics, biologically active compounds as well as textile dyes. Especially the
laccase-mediated synthesis of textile dyes is very promising because on the one hand it gives
the possibility to obtain dyes with reduced toxicity and on the other hand, it represents an
alternative for the chemical synthesis due to limited environmental impact (the figure below).
Dyes obtained during biocatalysis are less toxic and easier biodegradable, but what is more
important the synthesis thereof takes place under mild conditions in terms of pH value, pressure
and temperature, and without the use of the toxic materials and dangerous oxidising agent.

coloured product
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In the case of dyes it is extremely important to determine their impact on living
organisms and also their environmental toxicity. Several methods can be used, and most of
them are based on coloured reactions, for example with using neutral red dye or
chemiluminescent methods with bacterium Vibrio fischeri. In the both cases the results are very
difficult to interpret because the colour of tested dye interferes with the absorbance or
luminescence substance applied to the test (e.g. neutral red). In the case of reddish compounds
it is possible to recalculate the data obtained from the Microtox system using the colour
correction mode, what significantly reduces the influence of the colour on the final toxicity
results.

The main goal of our study was the analysis of environmental toxicity of textile dyes
obtained by using of enzymatic biocatalyst. Laccase obtained from Cerrena unicolor strain was
used for the transformation of colourless organic compounds (dyes precursors) into coloured
products with high commercial potential. Among precursors were compounds belonging to the
benzene and naphthalene derivatives containing methoxy, amine, hydroxy and sulfonic
substituents. Due to action of laccase on these precursors different coloured products were
synthesised, and they were characterised under their ability to dyeing of wool fibres (the table
below).

Cat
Cat HQ
HQ PHBA
PHBA 4MxPh
4MxPh ]3.40HB
3,ADHB AntAcid
AntAcid MABA
MABA PABA
PABA AMXBA
AMXBA PMAB
PMAB AntAmi
AntAmi ACV
ACV ACS
ACS JoHBasA
dHBdSA 3ATZ
3ATZ AHMP
AHMP AMXBT
AMxBT NEDA
NEDA SNP
SNP ASAS
ASAS JcatN
CatN ABTS

ABTS AHBS
AHBS

For product characterised by intensive and stable colours and by the ability to stain wool
fibres, the ecotoxicity test was carried out using a Microtox system against Vibrio fisheri
bacterium. Ecotoxicity was evaluated for dyes about different colours: orange, yellow, red,
green, and violet. The EC50 parameter was calculated for each dye without and with using the
colour correction mode, irrespectively on the colour of tested product. Basis on the results it
can be concluded that colour correction mode has a significant influence on the EC50 parameter
of all tested dyes, regardless of their colour.
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Ocena ekotoksycznego oddzialywania spinosadu na srodowisko glebowe
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Stowa kluczowe: spinosad, gleba, aktywnos¢ enzymatyczna, drobnoustroje, Phytotoxkit,
Ostracodtoxkit F, Vibrio fischeri

System rolnictwa ekologicznego wymaga stosowania $cisle okreslonych zasad
produkcji roslinnej 1 zwierzecej. Zwigzane jest to ze stosowaniem m.in. naturalnych srodkéw
ochrony roslin. Nalezy do nich insektycyd spinosad, ktéry powstaje w wyniku fermentacji
promieniowcoéw glebowych Saccharopolyspora spinosa. Ze wzgledu na budowe chemiczng
spinosad jest zaliczany do makrocyklicznych laktonéw. W sktad spinosadu wchodza dwa
metabolity makrocykliczne spinosyn A (Cs1HesNO1o) oraz spinosyn D (C42Hs7NOn1o).

Celem podjetych badan byta ocena szybkosci zanikania oraz toksycznosci spinosadu w
srodowisku glebowym.

Badania przeprowadzono na probkach glebowych gliny lekkiej o zawarto$ci wegla
organicznego 10,91 g-kg. Do czesci ziemistych wprowadzono spinosad w postaci preparatu
Spintor 240 SC, w dawkach polowa (zalecana przez producenta), pigciokrotnie wigksza,
dziesigciokrotnie wigksza i dwudziestopigciokrotnie wigksza. Punktem odniesienia byla gleba
bez dodatku insektycydu. Wilgotnos$¢ probek doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci
wodnej i przechowywano je w temperaturze 20°C. W trakcie trwania doswiadczenia oznaczono
za pomocg chromatografii cieczowej zawartos$¢ pozostatosci spinosadu (jako sum¢ spinosynu
A 1 D), metodami spektrofotometrycznymi aktywnos$¢ enzyméw glebowych (dehydrogenaz,
fosfatazy kwasnej 1 zasadowej oraz ureazy), a takze zawarto$¢ podstawowych grup
mikroorganizméw (bakterii, grzybow i promieniowcow). Ponadto w 1. 1 ostatnim dniu
doswiadczenia wykonano testy Phytotoxkit, Ostracodtoxkit F 1 zmodyfikowany test
skriningowy z bakteriami Vibrio fischeri.

Na podstawie otrzymanych wynikow badan stwierdzono, ze po 28 dniach zawarto$¢
spinosadu w glebie ulegta ponad 95% rozktadowi. Pozostatos$ci insektycydu w tym dniu
wykazano jedynie przy dawce dziesigciokrotnie i1 dwudziestopigciokrotnie wigkszej od
zalecanej. Analiza zmian aktywnosci enzymoéw glebowych wykazata niewielki wplyw
spinosadu na oceniane procesy biochemiczne. Sposrod oznaczanych enzymow najbardziej
wrazliwe na obecnos¢ insektycydu okazaty si¢ dehydrogenazy. Obecnos¢ w glebie pozostatosci
spinosadu spowodowala istotne zmiany liczebno$ci drobnoustrojow glebowych, zwlaszcza
promieniowcow.

Poréwnujac otrzymane wyniki testow ekotoksycznosci nie stwierdzono wpltywu
pozostatosci spinosadu na kietkowanie roslin testowych. Wystapito natomiast zahamowanie
wzrostu korzeni, bioluminescencji bakterii Vibrio fischeri, jak i zwigkszenie $miertelnosci
skorupiakow Heterocypris incongurens, zwlaszcza bezposrednio po aplikacji insektycydu.
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Assessment of spinosad ecotoxicity effect on soil
based on chosen biotests
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The organic farming system requires the use of specific principles in crop and animal
production. This is due to use natural products in plant protection. Spinosad is insecticide,
which is formed by the fermentation of soil actinomycetes Saccharopolyspora spinosa. Due to
the chemical structure spinosad is ranked among the macrocyclic lactones. The spinosad
consists of two macrocyclic metabolites: spinosyn A (Cs1HesNOio) and spinosyn D
(C42H67NOn0).

The aim of this study was to determine the rate of dissipation and toxicity of spinosad
residues in soil.

The experiment was carried out on samples of sandy loam with organic carbon content
of 10.91 g-kg?. Spinosad, as Spintor 240 SC was added into soil material in dosages:
recommended by the manufacturer five-hold, ten-hold and twenty five-hold higher. The soil
without insecticide was reference. Moisture samples was adjusted to 60% of the maximum
holding water capacity and the samples were stored at 20°C. Spinosad residue content (as a sum
spinosynu A and D), soil enzyme activities (dehydrogenase, acid and alkaline phosphatase, and
urease), and the content of basic groups of microorganisms (bacteria, fungi and actinomycetes)
were determined during the experiment. Spinosad residue content was measured with liquid
chromatographic method, and soil enzyme activities was assayed with spectrophotometric
method. In addition, on the first and last day of the experiment, tests Phytotoxkit, Ostracodtoxkit
F and modified screening test with the bacteria Vibrio fischeri were used.

Based on the obtained results, it was found that after 28 days the content of spinosad in
the soil was 95% decomposed — residues of this insecticide have been found in soil with at a
dosage of spinosad tenfold and twenty-fivefold higher than recommended . Analysis of soil
enzyme activity changes showed little effect of spinosad on the assessed biochemical processes.
Among the most sensitive enzymes assayed for the presence of the insecticide proved
dehydrogenase. The presence of spinosad residues in the soil resulted in significant changes in
the number of soil microorganisms, especially actinomycetes.

Comparing the results of ecotoxicity tests no effect of spinosad residue on germination
test was observed. Occurred while the decrease of root growth, bioluminescence in Vibrio
fischeri and increased mortality of shellfish Heterocypris incongurens, were shown,
particularly immediately after insecticide application.
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Ocena skutecznosci remediacji gleb aktywowanymi bioweglami przy
zastosowaniu testow ekotoksykologicznych
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Stowa kluczowe: WWA: aktywacja biowegli; Vibrio fischeri; Lepidium sativum; Folsomia
candida

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) to zwigzki, ktéore moga
negatywnie oddziatywaé na zdrowie ludzi 1 innych organizméw zywych. WWA, moga dostac
si¢ do gleb, co stwarza toksyczne zagrozenie rowniez dla organizméw glebowych. Jednym ze
sposobow remediacji zanieczyszczonych gleb przez WWA jest zwiagzanie ich i immobilizacja
przez biowegiel. Celem badan byla redukcja toksycznosci gleb zanieczyszczonych WWA
poprzez zastosowanie bioweggla wyprodukowanego z wikliny. W celu poprawy struktury
porowatej 1 zdolnosci sorpcyjnej biowegla, zostat on poddany ré6znym rodzajom aktywacji:
1) hydrotermicznej przy uzyciu energii mikrofal, 2) w reaktorze fluidalnym za pomoca
dwutlenku wegla oraz 3) w reaktorze fluidalnym za pomocg pary wodnej. Tak przygotowany
materiat zastosowano do trzech gleb: 1) KB- pobranej z terenu koksowni z okolic sktadowiska
odpadow przemystowych, 2) KOK- pobranej z terenu koksowni w bliskim sgsiedztwie baterii
koksowniczej oraz 3) POPI- pobranej z terenu wytworni mas bitumicznych.

Aktywowane biowegle oraz bioweggiel wyjsciowy dodano w dawce 5% w/w do
badanych gleb i mieszano przez okres dwoch miesiecy w ciemno$ci. W celu okreslenia
ekotoksycznosci zastosowano nastepujace testy ekotoksykologiczne: Phytotoxkit F
(Lepidium sativum), Collembolan test (Folsomia candida) oraz Microtox® (Vibrio fischeri).
Probki fazy statej gleby poddano testom Phytotoxkit F oraz Collembolan test, podczas gdy
ekotoksycznos¢ ekstraktow wodnych gleb badano przy pomocy testu Microtox®.

Wyniki wykazaly, ze biowegle maja wpltyw na redukcje ekotoksycznosci w glebach
zanieczyszczonych WWA. Zakres redukcji ekotoksycznos$ci zalezal od rodzaju gleby jak i od
rodzaju biowegla. Gleby kontrolne charakteryzowaty si¢ wysoka $miertelnoscig dorostych
(53-70%) oraz niskg liczbg mtodych osobnikow Folsomia candida (5-19). Zaobserwowano
rowniez wysokie zahamowanie wzrostu korzeni w glebach KOK oraz KB
(25 oraz 19%, odpowiednio). Wyniki testu Miroctox® réwniez wykazaly wysoka toksyczno$¢
wobec bakterii Vibrio fischeri, lecz tylko dla gleby KOK (89%). Najwyzsza toksyczno$¢ w
stosunku do wszystkich rodzajow biotestow, sposrod badanych gleb wykazywata gleba KOK,
ktora charakteryzowata si¢ jednoczesnie najwyzsza sumg 16 WWA (40 mg/kg). Zastosowanie
wyjsciowych oraz aktywowanych bioweggli do badanych gleb spowodowato redukcje
toksyczos$ci zanieczyszczonych gleb. W tescie Collembolan test pod wzgledem $§miertelnosci
Folsomia candida dodatek aktywowanych biowegli oraz biowegla wyj$ciowego skutkowat
redukcja toksycznos$ci w zakresie od 20 do 40%. Najwiekszg liczb¢ miodych osobnikow
Folsomia candida zaobserwowano w glebie KOK po dodatku biowegli modyfikowanych
dwutlenkiem wegla oraz mikrofalami (51 osobnikow, dla obydwu biowegli). Najwyzsza
redukcje zahamowania wzrostu korzeni Lepidium sativum zaobserwowano w glebie KOK dla
biowegla aktywowanego mikrofalami (Roots Growth Inhibition (RGI)= -12). Podobng
redukcje zahamowania wzrostu korzeni jak w glebie KOK zaobserwowano rowniez dla gleby
POPI. W tescie Microtox® istotng redukcje zahamownaia bioluminescencji bakterii
Vibrio fischeri zaobserwowano w glebie KOK oraz POPI dla wszystkich rodzajow biowegli.
Najbardziej efektywnym bioweglem pod wzgledem redukcji toksycznosci wzgledem
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Vibrio fischeri w glebach KOK i POPI byty te aktywowane przy uzyciu przegrzanej pary
wodnej oraz mikrofal.

Badania wykonano w ramach projektu BCAMED PSPB-135/2010, wspoifinansowanego przez
Szwajcari¢ w ramach Szwajcarskiego Programu Wspotpracy z nowymi krajami cztonkowskimi Unii Europejskie;.

Evaluation of the effectiveness of soil remediation using activated biochars
in relation to ecotoxicological bioassays

KOLTOWSKI M., OLESZCZUKP.

Department of Environmental Chemistry, Faculty of Chemistry, Maria Curie-Sklodowska
University, Maria Curie-Sklodowska Sq. 3, 20-031 Lublin, Poland
michal.koltowski@poczta.umcs.lublin.pl

Keywords: PAHSs; biochar activation; Vibrio fischeri; Lepidium sativum; Folsomia candida

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are compounds that may adversely affect the health
of humans and other living organisms. Moreover, PAHSs could enter to the soil provoking toxic effects
also for soil dwelling organisms. One possibility to remediate soils that are contaminated by PAHSs is
to bind and immobilize them with biochar. The aim of this study was to reduce the ecotoxicity of
PAH contaminated soils by adding biochar pyrolysed from willow. To improve the biochar porous
structure and binding capacity it was subjected to a range of activations by: 1) microwaves (in a
microwave reactor under an atmosphere of superheated steam), 2) carbon dioxide in fluidized bed
reactor and 3) superheated steam in fluidized bed reactor. Activated biochars were applied to three
types of soils: 1) from landfill, where industrial wastes from coking plant are deposited (KB), 2) from
the area of coking battery (KOK), and 3) from the area of bitumen processing plant (POPI).

Soils were mixed with original and activated biochars with 5% w/w dose and conditioned for
two months in the dark. A battery of three bioassays was used for ecotoxicological evaluation of
samples: Phytotoxkit F (Lepidium sativum), Collembolan test (Folsomia candida) and Microtox®
(Vibrio fischeri). Solid phase soil samples were tested in Phytotoxkit F and Collembolan test, whereas
in the case of Microtox®, leachates from investigated soils were analysed.

Results showed that biochars can affect on ecotoxicity reduction in soils contaminated by
PAHSs. The ecotoxicity reduction range depended on type of the soil and type of the biochar activation.
Control soils was characterised by high mortality of springtails (53-70%) and low number of juveniles
(5-19). Moreover, a high root growth inhibiton (RGI) in contrast to POPI soil was observed in KOK
and KB soils (25 and 19%, respectively). Microtox® test results showed also very high inhibition of
bioluminescence of Vibrio fischeri only for KOK soil (89%). The highest toxicity due to all kinds of
bioassays and control soils was observed for KOK soil which was characterised by the highest sum
of the 16 PAHSs (40 mg/kg). After no activated and activated biochar amendment to investigated soils,
reduce in ecotoxicity due to range of bioassays was observed. In Collembolan test according to the
mortality of Folsomia candida all type of the amended biochars caused significant reduction of
mortality in KOK soil and results was ranged from 20 to 40%. The highest number of juveniles (51)
was observed after biochars activated by CO. and microwaves amendment to KOK soil. According
to the results obtained from Phytotoxkit F test the highest decrease of root growth inhibition (RGI) in
KOK soil was observed for biochar activated by microwaves (RGI= -12). A similiar to KOK soil
significant reduction of RGI was also noted for POPI soil. In Microtox® test a significiant decrease
of inhibition of bioluminescence in KOK and POPI soil was observed for all kind of amended biochar.

The most effective was that modified by water vapour and microwaves.
This work was supported by a grant from Switzerland through the Swiss Contribution to the enlarged European
Union.
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Toksyczno$¢ gleb uzyznianych osadem sciekowym i bioweglem z osadu
sciekowego w stosunku do Lepidium sativum i Folsomia candida

ZIELINSKA A., OLESZCZUK P.

Zaktad Chemii Srodowiskowej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, pl. Marii Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin
e-mail: anna.zielinska@poczta.umcs.lublin.pl

Stowa kluczowe: osad sciekowy, biowegiel, toksycznosé, Phytotoxkit F, Folsomia candida.

Obecnos¢ zanieczyszcezen, takich jak silnie toksycznych zwigzkoéw organicznych, potencjalnie
toksycznych pierwiastkdw, mikroorganizmow chorobotwoérczych czy jaj robakdéw, ogranicza
wykorzystanie osadoéw $ciekowych do uzyzniania i rekultywacji gleb. Z tego tez powodu
poszukuje si¢ nowych rozwigzan. Alternatywa moze by¢ biowggiel (BC). Dodatek biowegla do
gleb zwieksza ich zyzno$¢ oraz wptywa na zmiany klimatyczne poprzez sekwestracje wegla w
glebie, redukcje emisji N2O oraz CHs z gleb. Ponadto biowegiel zwigksza pojemnos¢ wodna
gruntu oraz pH gleb, zapobiega wymywaniu sktadnikéw pokarmowych oraz immobilizuje
zanieczyszczenia organiczne i nieorganiczne w glebie [1].

Celem badan byta ocena wptywu osadéw sciekowych i biowegli otrzymanych z tych osadow
(w temperaturach 500 °C, 600 °C i 700 °C) po dodaniu ich do gleby na ich toksyczno$¢ w
stosunku do ro$lin (Lepidium sativum) i stawonogéow (Folsomia candia). Osad $ciekowy i
biowegle dodane zostaly do gleby w dawce 1 %.

Badania wykazaty, ze mieszanina osadu $ciekowego i gleby byta toksyczna w stosunku do L.
sativum. Konwersja osadu $cieckowego do biowggla spowodowata catkowita redukcje jego
fitotoksycznosci. Bioweggle dodane do gleby stymulowaly wzrost korzeni L. sativum zar6wno
w poréwnaniu do samej gleby, jak i mieszaniny gleba-osad $ciekowy. Zaleznie od temperatury
w jakiej otrzymano biowegiel zaobserwowano stymulacje wzrostu korzeni w zakresie od 7.8 %
(BC700) do 64.2 % (BC500) w stosunku do gleby nie zawierajacej dodatkow i od 51.3 %
(BC700) do 130.6 % (BC500) w stosunku do wyjéciowego osadu $ciekowego.

Z kolei w przypadku testu z F. candida zanotowano odwrotne tendencje. Mieszanina gleba-
osad $ciekowy nie wptywata istotnie na $miertelnos¢ F. candida w stosunku do samej gleby.
Wplyw mieszaniny gleby 1 biowegli zalezal od temperatury ich otrzymania. Biowegle
otrzymane w temperaturze 500 °C powodowaly zwigkszenie $miertelnosci F. candida.
Biowegle otrzymane w temperaturze 700 °C nie wplywaly istotnie na przezywalno$¢ F.
candida, podczas gdy biowegle otrzymane w temperaturze 600 °C obnizaly $miertelno$é¢
badanych organizmoéw. Dodatek zaro6wno biowegli, jak 1 osadow S$ciekowych hamowat
znaczgco rozrodczos¢ F. candida.

[1] J. Lehmann, M.C. Rillig, J. Thies, C.A. Masiello, W.C. Hockaday, D. Crowley, Biochar
effects on soil biota — A review, Soil Biol. Biochem. 43 (2011) 1812-1836.
d0i:10.1016/j.50ilbi0.2011.04.022.
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Toxicity of soils fertilized by sewage sludge and biochar produced from
sewage sludge relative to Lepidium sativum and Folsomia candida
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The presence of contaminants in sewage sludge, such as highly toxic organic compounds,
potentially toxic elements, pathogenic microorganisms or warm eggs, restricts its application
for soil fertilization and reclamation. Due to this, new solutions are constantly sought. Biochar
(BC) can be an answer to the current problems related to sewage sludge reuse. The addition of
biochar to soil increases its fertility and affects climate change through carbon sequestration in
soil and reduction of N>O and CH4 emission from soil. In addition, biochar increases the water
capacity of soil and its pH, prevents leaching of nutrients and immobilises organic and inorganic
contaminants in soil [1].

The aim of the study was to evaluate the effect of the addition of sewage sludges and biochars
obtained from them (at temperatures of 500 °C, 600 °C i 700 °C) to soil on its toxicity relative
to plants (Lepidium sativum) and arthropod (Folsomia candia). The sewage sludge and biochar
were added to soil at a dose of 1 %.

The studies have been shown that a mixture of sewage sludge and soil was toxic to L. sativum.
The conversion of the sewage sludge to biochar caused a total reduction of its phytotoxicity.
Biochars added to soil, stimulated root growth of L. sativum, both in comparison with the soil
itself and a mixture of soil-sewage sludge. Depending on the pyrolysis temperature, stimulation
of root growth within the range from 7.8 % (BC700) to 64.2 % (BC500) relative to the soil
containing no additives and from 51.3 % (BC700) to 130.6 % (BC500) relation to initial sewage
sludge was observed.

In turn, in the case of the test with F. candida the opposite trends were observed. The mixture
of soil-sewage sludge did not have any significant effect on the mortality of F. candida relation
to soil itself. The impact of the mixture of soil and biochars depended on the pyrolysis
temperature. Biochars obtained at 500 °C caused the increase of mortality of F. candida.
Biochars produced at 700 °C did not cause any significant effect on survival of F. candida,
while biochars obtained at 600 °C caused decrease the mortality of the test organisms. The
addition of both biochars and sewage sludges significantly inhibited the reproduction F.
candida.

[1] J. Lehmann, M.C. Rillig, J. Thies, C.A. Masiello, W.C. Hockaday, D. Crowley, Biochar
effects on soil biota — A review, Soil Biol. Biochem. 43 (2011) 1812-1836.
doi:10.1016/j.50ilbi0.2011.04.022.
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Fitotoksycznos¢ biowegli po adsorpcji metali cigzkich
BOGUSZ A., OLESZCZUK P.
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Zaktad Chemii Srodowiskowej,
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Stowa kluczowe: biowegle, fitotoksycznosc, metale cigzkie

W $wietle coraz bardziej restrykcyjnych przepisow dotyczacych jakosci wod
gruntowych i powierzchniowych, aspekt usuwania z nich jonéw metali cigzkich stal sie
nadrzednym celem wielu badan. Biorgc pod uwage fakt, iz metale ci¢zkie, w przeciwienstwie
do zanieczyszczen organicznych, nie sg biodegradowalne, a ponadto zachowujg duza trwatos¢
w $rodowisku naturalnym konieczne jest ograniczenie ich biodostgpnosci w Ssrodowisku
naturalnym. Stad, w ostatnich latach szczegdlng uwage poswieca si¢ opracowaniu efektywnych
metod usuwania lub immobilizacji jonéw metali cigzkich. Celem tego jest ograniczenie ich
mobilnosci w §rodowisku naturalnym oraz minimalizacja negatywnego wptywu na organizmy
zywe. Sposrod wielu dostepnych technik najczesciej wykorzystuje si¢ adsorpcje. Jest to
zwigzane Z niewatpliwymi zaletami tego procesu, takimi jak dostepnos$¢ szerokiej gamy
materialdw sorpcyjnych, mozliwosci ich odzysku, tatwosci modyfikacji, braku zwykle
toksycznych produktéw ubocznych oraz niskich kosztow. Badania prowadzone obecnie
skoncentrowane sg na poszukiwaniu tanich i tatwo dostepnych adsorbentow, ktore beda zdolne
do selektywnego oraz nieodwracalnego usuwania jonéw metali cigzkich. W tym celu testuje
si¢ migdzy innymi rézne rodzaje biomasy jako surowce do otrzymywania wydajnych
materialow bioweglowych. Biowegle otrzymywane w wyniku pirolizy biomasy ze wzgledu na
swoje wlasciwosci staty si¢ atrakcyjng alternatywa dla wegli aktywnych, ktorych cena rynkowa
wcigz rosnie, a dostepnos$¢ biomasy jest praktycznie nieograniczona.

Przy opracowywaniu metod immobilizacji jonoéw metali za pomoca adsorpcji,
konieczne jest okres§lenie czy proces zachodzi w sposob nieodwracalny, nie powodujac
wtérnego zanieczyszczenia ekosystemOw oraz przeniknigcia tych substancji do tancucha
pokarmowego zwierzat. W tym celu nalezy oszacowa¢ sit¢ oddzialywania pomigdzy
bioweglem, a adsorbatem w postaci jonu danego metalu. Trwato$¢ tych oddziatywan warunkuje
nietoksycznos$¢ biowegla po procesie adsorpcji ograniczajagc uwalnianie jonéw z adsorbentu.

W niniejszej pracy oszacowano zdolnosci adsorpcyjne biowegla otrzymanego w wyniku
pirolizy stomy z pszenicy (BCS) w stosunku do jonow Cd(II), Cu(Il), Cr(VI), Zn(II), Pb(II)
oraz Ni(ll). Do oznaczen wykorzystano technike absorpcyjnej spektrometrii atomowej z
atomizacja w ptomieniu (F AAS). Adsorpcje prowadzono w sposéb statyczny, a pojemnosé¢
adsorpcyjng wyznaczono na podstawie roznicy stezen jondw w roztworze wyjsciowym i po
ustaleniu si¢ stanu réwnowagi. Ponadto, okreslono fitotoksyczno$¢ biowegla przed i po
procesie immobilizacji tych jonéw przy zastosowaniu testu Phytotoxkit F. Jako rosling testowg
zastosowano Lepidium sativum.
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Phytotoxicity of biochars after the adsorption of heavy metals
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In the view of increasingly stringent regulations on the quality of groundwater and
surface water, the aspect of removal of heavy metal ions has become a primary aim of many
studies. Given the fact that the heavy metals, in contrast to the organic contaminants, are not
biodegradable, and characterized by high stability in the environment, reducing of their
bioavailability in the environment is crucial. Hence, in recent years, the particular attention is
paid to developing effective methods for removing or immobilization of heavy metal ions.
Limiting their mobility in the environment and minimizing the negative effects on living
organisms are the main purposes. Considering each available techniques the most commonly
used is adsorption. It is associated with the undoubted advantages of the process, such as the
availability of a wide variety of adsorbents and the possibility of their recovery, ease of
modification, the absence of normally toxic by-products and low cost. Current studies are
mainly focused on the search for cheap and readily available adsorbents which will be capable
to selective and irreversible removing heavy metal ions. For this purpose, different types of
biomass as a feedstock for high-performance carbonaceous materials are tested. Biochar
derived from biomass pyrolysis, because of its properties, have become an attractive alternative
to activated carbons, whose market price is still growing, while the availability of biomass is
virtually unlimited.

During developing of methods of metal ions immobilization on the basis of adsorption,
it is necessary to determine whether the process takes place in an irreversible way, without
causing the secondary pollution of ecosystems and transfer of these substances into the food
chain of animals. For that reason, evaluation of the strength of interactions between biochar and
the adsorbate in the form of a metal ion should be done. Stability of these interactions
determines the non-toxicity of biochar after the adsorption process by reducing the release of
ions from the adsorbents surface.

In the current study, the adsorption ability of biochar obtained by pyrolysis of wheat
straw (BCS) in respect to the Cd(ll), Cu(ll), Cr(VI), Zn(ll), Pb(ll) and Ni(ll) ions was
perforfmed. Atomic absorption spectrometry with flame atomization (F AAS) was used for
determination the metal ions concentration in the solution. Adsorption process was carried out
in a batch mode, and the adsorption capacity was determined from the difference between the
concentrations of ions in the starting solution, and after establishing the equilibrium state. In
addition, the phytotoxicity of biochar before and after immobilization of the ions was evaluated
using the Phytotoxkit F test. As a test plant Lepidium sativum was used.
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Stowa kluczowe: mikroorganizmy, antybiotyki, przydomowe oczyszczalnie sciekow,
ekotoksycznos¢

Oczyszczalnie przydomowe to zespot urzadzen shuzacych do oczyszczania $ciekow
bytowych z gospodarstw domowych w procesach mechanicznych, biologicznych
i chemicznych. Oczyszczone $cieki sg odprowadzane do srodowiska wodno-gruntowego.

Celem badan byta charakterystyka mikrobiologiczna i ekotoksykologiczna surowych
i oczyszczonych Sciekow z roznych technologii przydomowych oczyszczalni Sciekow. Badania
obejmowaty wybrane technologie biologicznego oczyszczania $ciekow: (1) technologie A -
zbiorniki ze zlozem fluidalnym 1 stalym, (2) technologi¢ B - system biofiltrow zrobionych z
wlokna welnianego jako absorbent mikroorganizmoéow, oraz (3) technologie C - system
reaktorow z napowietrzaniem z ptywajacymi plastikowymi ksztaltkami, na ktérych osadzane
sa mikroorganizmy.

Badania wykazaty, iz bakterie stanowily najliczniejszg grupe wsrdd wszystkich
mikroorganizmow, we wszystkich badanych probach. Ogolna liczba bakterii zawierala si¢
w przedziale 10%-10%? jtk/ml. Najwicksze stezenie bakterii zaobserwowano na plastikowych
ksztaltkach pochodzacych z Technologii C (102 jtk/ml) oraz na filtrach z wtdkna wetianego
(108 jtk/ml) z Technologii B. Liczba mikroorganizméw w $ciekach surowych byta znacznie
wyzsza niz ich liczba w §ciekach oczyszczonych. Liczba grzybow byla niska. Natomiast, nie
zaobserwowano obecnosci promieniowcow w Sciekach. Do podtoz hodowlanych dodawano
antybiotyki: kanamycyne, streptomycyn¢ i penicyling, oceniajac w ten sposob liczbe bakterii
opornych na wybrane antybiotyki. Baterie oporne na antybiotyki stanowily od 40 do 60%
ogoblnej liczby bakterii w testowanych §ciekach. W badaniach mikrobiologicznych zastosowano
réwniez rézne podtoza chromogenne do oceny obecnos$ci bakterii nalezacych do: coli, E. coli,
Salmonella, Klebsiella,  Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Proteus, Pseudomonas,
Streptococcus. W badaniach ekotoksykologicznych (Microtox i Spirotox) stwierdzono, ze
scieki surowe byly toksyczne, natomiast $cieki oczyszczone nie byly toksyczne.

Przeprowadzone badania mikrobiologiczne i1 toksykologiczne $ciekdw surowych i
oczyszczonych z roznych biologicznych systemOéw oczyszczania wykazaly, Zze testowane
technologie sa efektywne 1 skuteczne.
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Onsite (or decentralized) wastewater treatment systems are used to reduce wastewater pollution
load from households or small industries not connected to wastewater treatment plants and
return treated wastewater back into the receiving environment. Usually the treatment process
includes pre-treatment and biological treatment stages. For biological treatment many different
treatment technologies are used: SBR, fixed bed, fluidized bed, membrane reactors, biofilter
systems.

The scope of the study was to evaluate the microbial and ecotoxicological quality of raw and
treated wastewaters. Three different technologies were investigated: (1) technology A: Fixed
bed reactor; (2) technology B: Trickling filter / Biofilter system with a filter consisting of rock-
wool pieces on which the microorganisms grow; and (3) technology C: Aerated filter system
with a fluidized bed reactor with the microorganisms growing on the surface of plastic media
and suspended microorganisms.

Initial results showed that bacterias were the most abundant group of microorganisms in
influent and effluent wastewaters and all materials tested. The range of bacteria number was
10%-10'2 cfu/ml. The highest number of bacteria was in black plastic pieces (102 cfu/ml) and
in the rockwool material (108 cfu/ml) which were used as biological carriers in the technologies
C and B, respectively. Each individual carrier provides a protected surface area to support the
growth of bacteria, leaving the active biomass on the inside of these carrier elements. The
number of fungi was low, and no Actinomycetes were detected. To evaluate the number of
antibiotic-resistance bacteria the following antibiotics were added separately and mix to the
media: kanamycin, streptomycin, and penicillin. 40-60 % of the total bacteria were the
antibiotic-resistance bacteria. The chromogenic media were used to evaluate the following
bacteria: E. coli, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Pseudomonas, Streptococcus.
In ecotoxicological analysis two biotests were applied: Microtox and Spirotox. The influents
wasterwaters from all investigated technologies were toxic. However, the toxicity was not
detected in the effluents. According to the obtained results the tested technologies were
microbial and ecotoxicological effective.

Badania zostaty sfinansowane w ramach projektu “Optimization of small wastewater treatment facilities
(OPTITREAT)” no. 2112932-1 BONUS EEIG.
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Stowa  klucze: testy ekotoksykologiczne, surfaktanty, wspotoddziatywanie, ryzyko
srodowiskowe.

Konsekwencjg powszechnosci stosowania zwigzkéw powierzchniowo — czynnych jest
systematyczna ich emisja i tatwe przemieszczanie si¢ w Srodowisku. Substancje bedace
sktadnikami wielu detergentdw trafiajg do $ciekoéw 1 innych elementow srodowiska naturalnego
gldwnie z czynnos$ci wykonywanych w gospodarstwach domowych (pranie ubran, mycie
naczyn, kapiel) 1 w galeziach przemyshu (oczyszczanie powierzchni metali, farbowanie tkanin,
wytwarzanie czasteczek magnetycznych).

W celu zwigkszenia efektywnos$ci zwigzkdw powierzchniowo-czynnych w $rodkach
czyszczacych najczgéciej obecne s3 w postaci mieszanin okreslonych grup surfaktantéw
(jonowe, niejonowe). Wystepowanie tych zwigzkéw w postaci mieszaniny warunkuje nie tylko
zwigkszenie wlasciwosci czyszczacych, ale przyczynia si¢ rowniez do zwigkszenia ich
toksyczno$ci w momencie przedostania si¢ do srodowiska naturalnego. Dzieje si¢ tak z uwagi
na wystepowanie tak zwanego zjawiska wspoétoddziatywania zwigzkow.

Praca skupia swoja uwage na mozliwosciach wykorzystania testow ekotoksykologicznych w
ocenie zjawiska wspotoddziatywania mieszanin $rodkdw powierzchniowo-czynnych
popularnie stosowanych w §rodkach czystosci.
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The consequence of the prevalent of the use of surfactants is their systematic emission and easy
transport in the environment. The constituents of many detergents end up in sewage and other
environmental elements mainly from household activities (washing clothes, washing dishes,
bathing) and industries (metal surface cleaning, textile dyeing, manufacture of magnetic
particles).

In order to increase the efficiency of the surfactant in the cleaning compositions they are most
often present in the form of mixtures of certain groups of surfactants (ionic and nonionic). The
presence of these compounds in the form of a mixture determines not only increase of the
cleaning properties, but also increases their toxicity when they enter the environment. This is
due to the presence of the so-called phenomenon of interactions of the compounds.

The work focuses its attention on the possibilities of use of ecotoxicological tests in the
evaluation of the interaction phenomena of mixtures of surfactants commonly used in cleaning
agents.
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Wplyw modyfikowanych chitozanéw na toksycznos¢ wody w stosunku do
bakterii Vibrio fischeri
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Stowa kluczowe: Microtox, Vibrio fischeri, chitozan, woda, toksycznos¢

Procesy uzdatniania wody przeznaczonej do spozycia majace na celu zapewnienie
bezpieczenstwa zdrowotnego ludzi pod katem mikrobiologicznym, ze wzgledu na stosowanie
silnych utleniaczy moga powodowa¢ powstawanie toksycznych ubocznych produktow
dezynfekcji. Realizowany przez ogdlnopolskie konsorcjum projekt badawczy finansowany
przez NCBiR w ramach instrumentu INNOTECH pt. ”Biologiczna stabilizacja mikrobiologii
wody przeznaczonej do spozycia” ma na celu opracowanie technologii uzdatniania wody
zapewniajgcej biologiczng stabilizacje mikrobiologii wody w oparciu 0 naturalne procesy
mikrobiologiczne oraz tzw. ,,zielong chemi¢” w miejsce stosowanych metod chemicznych i
fizycznych. Na potrzeby badan w niniejszym projekcie zostal wybudowany model stacji
uzdatniania wody pozwalajacy na weryfikacj¢ stawianych hipotez badawczych w skali
pottechnicznej. Jednym z testowanych rozwigzan procesu uzdatniania bylo uzycie (jako
ostatniego stopnia uzdatnienia) kolumny filtracyjnej wypetnionej naturalnym biopolimerem —
chitozanem zmodyfikowanym poprzez wbudowanie w jego struktur¢ atoméw miedzi lub
srebra.

W pracy przedstawiono wyniki badan nad wpltywem modyfikowanych chitozanéw na
toksyczno$¢ wody po procesie uzdatniania w stosunku do bakterii Vibrio fischeri w tescie
Microtox, ktore miaty odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace mozliwego uwalniania toksycznych
jonéw metali z zastosowanego materialu filtracyjnego. Do oceny toksycznosci probek
zastosowano procedure 81.9% Screening Test w ktorym organizmy testowe inkubowano 5, 15
i 30 min. Dodatkowo podjeto probe oceny wpltywu czasu kontaktu uzdatnianej wody z
modyfikowanym biopolimerem na zmiany toksycznosci w stosunku do bakterii. W badaniach
nie stwierdzono uwalniania metali z kolumny chitozanowej w ilosciach wptywajacych na
toksyczno$¢ wody w stosunku do bioindykatorow. Obserwowane efekty toksyczne
wywotywane przez wode po przejsciu przez kolumne chitozanowg byty zaréwno w przypadku
chitozanu modyfikowanego miedzig jak i srebrem na zbliZzonym poziomie jak w prdobce
kontrolnej, uzdatnionej jedynie metodami fizycznymi (aeracja, filtracja przez ztoze piaskowe).
Czas kontaktu wody w procesie uzdatniania z biopolimerem nie powodowat istotnych zmian w
toksyczno$ci probek. Nie zaobserwowano przyrostu reakcji testowe] pomiedzy rdéznymi
czasami inkubacji, a ro6znice pomigdzy poszczegdlnymi probkami miaty charakter fluktuacji.

Praca zostala sfinansowana w ramach projektu INNOTECH—-K2/IN2/7/181844 ,Biologiczna stabilizacja
mikrobiologii wody przeznaczonej do spozycia” oraz srodkéw wiasnych IOS-PIB.
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Processes of drinking water treatment intended to ensure people health safety in terms of
microbiology, due to usage of strong oxidants can cause occurrence of toxic disinfection
byproducts. Scientific project carried out by nationwide consortium, financed by The National
Centre of Research and Development under the financial instrument INNOTECH entitled
“Biological stabilization of drinking water microbiology” is designed to develop water
treatment technology that ensures microbiological stability based on natural microbiological
mechanisms and so called “green chemistry” as a replacement for currently applied physical
and chemical treatment methods. For purposes of this project the model of water treatment
station had been built. It allowed the hypothesis to be tested in semi-technical scale. One of the
solutions that had been tested was applying as a final treatment stage filtration through the filter
column filled with natural biopolymer — chitosan — modified by incorporation in his structure
copper or silver.

This paper presents the research results of influence of modified chitosan on water toxicity on
Vibrio fischeri bacteria after water treatment process. The tests were carried out in Microtox
system and were intended to answer whether the applied filtering material emits toxic metal
ions into the treated water. The 81.9% Screening test protocol was applied to assess the sample
toxicity; 5, 15 and 30 minutes period of incubation were used. Additionally attempted to
estimate the influence of chitosan-water contact time on toxicity to bioindicators. Observed
toxic effects caused by both silver and copper modified chitosan were on similar level as in
control sample — treated only by physical methods (aeration, filtration on sand column).
Exposure time to biopolymer in treatment process does not pose significant changes in toxicity
of samples. Incline of test reaction between different exposure times was not observed and
differences between each sample points were actually fluctuations.

Research was financed under the project INNOTECH-K2/IN2/181844 “Biological stabilization of drinking
water microbiology” and by own resources of Institute Of Environmental Protection — National Research
Institute
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Wykorzystanie biotestOw oraz wskaznikow chemicznych w ocenie osadow
dennych zbiornika Rzeszow

BARAN A.l, TARNAWSKI M.2, KONIARZ T.?

!Katedra Chemii Rolnej i Srodowiskowej, 2Katedra Inzynierii Wodnej i Geotechniki,
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie
Agnieszka.Baran@ur.krakow.pl

Stowa kluczowe: osady denne, biotesty, przestrzenny rozktad metali ciezkich, wltasciwosci
fizyczno-chemiczne osadow, rekultywacja zbiornika

Celem badan bylo wykorzystanie wskaznikow chemicznych 1 biologicznych w ocenie
zanieczyszczenia osadow dennych zbiornika Rzeszow. Zastosowane wskazniki chemiczne
pozwolity na ocen¢ zawartosci 1 rozmieszczenia metali cigzkich w osadach dennych badanego
zbiornika. Natomiast biotesty pozwolity na ocen¢ ekotoksycznosci osadéow dennych
zdeponowanych w zbiorniku. Zawarto$¢ metali cigzkich w osadach wyniosta 39 do 91,9 mg
Zn, 0,15 do 0,55 mg Cd, 7,70 do 109 mg Pb, 12,65 do 25,4 mg Ni, 11,20 do 26,50 mg Cu oraz
17 do 40,2 mg Cr. Osady generalnie nie byty zanieczyszczone metalami ci¢zkimi. Analiza
specjacyjna wykazata niska mobilnos¢ metali cigzkich z osadow dennych. Osady denne
charakteryzowaty si¢ ponadto obojetnym lub zasadowym odczynem oraz sktadem
granulometrycznym o przewadze frakcji ilastej (48-60%) i bardzo dobrymi wilasciwosciami
sorpcyjnymi i buforowymi. Inhibicja luminescencji Vibrio fischeri wyniosta od -34 do 45%, co
swiadczy, ze osady wykazywaty brak lub niska toksyczno$¢ dla bakterii. Oceniajac wiasciwosci
fizyczno-chemiczne i ekotoksykologiczne osadéw dennych pod katem ich nawozowego i
rekultywacyjnego wykorzystania, stwierdzono, ze osady denne ze zbiornika Rzeszé6w moga
by¢ stosowane, jako dodatek do gleb lekkich, kwasnych w celu poprawy ich produkcyjnosci
oraz moga ogranicza¢ toksyczny wplyw metali ciezkich na glebe i rosliny.

Badania finansowane ze $rodkéw budzetowych na nauke: N305 295037 (2009-2013), DS-3101/KChRiS, DS —
3322/KIWIG
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Wykorzystanie mikrobiotestow do oceny zagrozen terenow poddanych

11E

zroznicowanej antropopresji

KLIMKOWICZ-PAWLAS A., SMRECZAK B., UKALSKA-JARUGA A.

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
Zaktad Gleboznawstwa Erozji i Ochrony Gruntéw
ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy
e-mail: agnes@iung.pulawy.pl

Stowa kluczowe: zagrozenia gleb, zanieczyszczenia chemiczne, mikrobiotesty, toksycznosé,
antropopresja

Ochrona gleb jest jednym z najwazniejszych zagadnien w polityce UE, co znalazto
wyraz w rezolucji Parlamentu Europejskiego z dnia 13 listopada 2007 w sprawie strategii
tematycznej w dziedzinie ochrony gleby. Wsrod gléwnych zagrozen dla funkcji gleb wymienia
si¢ m.in. spadek zawarto$ci materii organicznej, zmiany bioréznorodno$ci, zakwaszanie si¢
gleb oraz zanieczyszczenie. Zagrozenia te moga by¢ wynikiem proceséw naturalnych
wystepujacych w przyrodzie oraz antropogenicznych bedacych wynikiem dziatalnosci
rolniczej (stosowanie nawozow organicznych i mineralnych, kompostow i pestycydéw) lub
pozarolniczej (emisje przemystowe zanieczyszczen). Gleba jest tym elementem $rodowiska, w
ktérym w ostatecznej kolejnosci gromadzi si¢ wigkszos$¢ zanieczyszczen. Skutkiem tego moze
by¢ ograniczenie bioroznorodnosci w glebie, a co za tym idzie zmniejszenie odpornosci na
dziatanie czynnikow stresowych, pogorszenie jako$ci, zyznos$ci i produkcyjnosci gleb. Ocena
zagrozen zwigzanych z zanieczyszczeniem gleb jest czesto przeprowadzana w oparciu o pomiar
calkowitej zawarto$ci zwigzkow. Analizy chemiczne nie zawsze dostarczaja informacji o
szerokiej gamie substancji toksycznych obecnych w glebach, dlatego tez muszg by¢
uzupelniane o testy ekotoksykologiczne obejmujace organizmy nalezace do réznych grup
troficznych.

Celem badan byta ocena zagrozen zwigzanych z zanieczyszczeniem gleb poddanych

zrdznicowanej antropopresji z zastosowaniem mikrobiotestow. Badania prowadzono na dwdch
obszarach uzytkowanych rolniczo (Czerwionka i Frampol) o podobnej charakterystyce
glebowej (zawarto$¢ wegla organicznego, pH, zasobno$¢ w sktadniki pokarmowe), ale o rdznej
historii i intensywnosci narazenia na wptyw zanieczyszczen (metale i 16 WWA).
W celu charakterystyki ekotoksykologicznej zastosowano trzy mikrobiotesty: test hamowania
emisji $wiatla przez bakterie luminescencyjne (Vibrio fischeri) z wykorzystaniem systemu
oceny toksyczno$ci Microtox; test Rapidtoxkit z wykorzystaniem skorupiakow
Thamnocephalus platyurus oraz test fitotoksycznos$ci Phytotestkit pozwalajacy ocenié
bezposredni efekt oddziatywania zwigzkow chemicznych zawartych w roztworze glebowym
na wzrost roslin. Poziom antropopresji oceniono w oparciu o indeksy emisji zanieczyszczen.

Badania byty realizowane w ramach projektu nr UMO-2011/03/B/ST10/05015 finansowanego ze $rodkow
Narodowego Centrum Nauki
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Application of microbiotests for the assessment of areas subjected to
different anthropopressure

KLIMKOWICZ-PAWLAS A., SMRECZAK B., UKALSKA-JARUGA A.

Institute of Soil Science and Plant Cultivation — State Research Institute
Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, Poland
e-mail: agnes@iung.pulawy.pl

Key words: threats to soils, chemical pollutants, microbiotests, toxicity, anthropopressure

Soil protection is one of the most important issues in EU policy, as reflected in the
European Parliament resolution of 13 November 2007 on the Thematic Strategy on soil
protection. Among the main threats to soil functions decline of organic matter, changes in
biodiversity, acidification of soils and soil pollution are mentioned. These threats may be the
result of natural processes occurring in nature and anthropogenic activity resulting from
agricultural (use of organic and mineral fertilizers, compost and pesticides) or non-agricultural
(industrial emissions of pollutants) activities. Soil is the component of the environment in which
finally accumulates the majority of pollutants. This may result in reduction of soil biodiversity,
thus reducing resistance to stress, deterioration in the quality, fertility and productivity of soils.
The hazard assessment associated with soil contamination is often based on the determination
of the total content of chemicals. Chemical analysis alone does not provide complete
information on a wide range of toxic substances, thus they have to be complemented with the
results of ecotoxicological tests at different trophic levels.

The aim of the study was to evaluate the risks associated with contamination of soils
subjected to different level of anthropopressure. The study was conducted in two agricultural
areas (Czerwionka and Frampol) with similar soil characteristics (organic carbon content, pH,
nutrients content), but with different history and intensity of exposure to pollution (metals and
16 PAHS). For detailed characteristic of soil ecotoxicity three microbiotests were applied: the
test of bioluminescence inhibition (Vibrio fischeri) using Microtox, the Rapidtoxkit with
crustaceans Thamnocephalus platyurus and Phytotetskit for the evaluation the direct impact of
the chemicals in soil solution on the plant growth. The level of anthropopressure was
determined on the basis of emission indexes.

The financial support from the National Science Centre grant No UMO-2011/03/B/ST10/05015 is kindly
acknowledged.
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Wykorzystanie biotestow do oceny aktywnosci biologicznej gleb po
aplikacji przekompostowanych odpadow z przemystu drobiarskiego

BARAN A., [ORLOWSKA K, KOPEC M.

Katedra Chemii Rolnej i Srodowiskowej, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottataja w
Krakowie, Agnieszka.Baran@ur.krakow.pl

Stowa kluczowe: odpady drobiarskie, komposty, aktywnos¢ biologiczna gleb, biotesty

Intensyfikacja produkcji drobiarskiej z jednej strony zapewnia wyzsza optacalnosé, a z
drugiej wigze si¢ z wickszg iloscig produktéw odpadowych takich jak pomiot, obornik, odpady
poubojowe, martwe ptaki oraz z emisjg gazéw do $rodowiska (amoniak). Ilos¢ odpadow i
emisja zanieczyszczen powstajagcych w czasie chowu i uboju drobiu zalezy przede wszystkim
od wielkos$ci ferm i zaktadow przetwodrczych oraz przyjetych technologii. Celem badan bylo
zbadanie aktywnosci biologicznej gleby po aplikacji kompostéw wyprodukowanych na bazie
odpadow pochodzacych z przemystu drobiarskiego. Wtasciwosci biologiczne gleby oceniono
na postawie aktywnosci dehydrogenaz oraz wynikéw z dwoch biotestow (Ostracodtoxkit,
Microtox). Schemat do$wiadczenia polowego na zalozonym uzytku zielonym obejmowat
nastepujace obiekty: A - kontrola, B - NPK, C - przekompostowana stoma kukurydzy, D —
przekompostowana pulpa thuszczu, krwi i tkanek zwierzecych, E — przekompostowane odchody
zwierzgce wymieszane ze stomg, F - przekompostowana mieszanina thuszczu i pierza.
Aplikacja kompostow do gleby wptyneta na zwickszenie jej aktywno$ci po 1 roku
doswiadczenia. Aktywnosci dehydrogenaz w obiektach z kompostem wyniosta 2,5 do 4,5 ug
TPF - (g - 240 i byla istotnie wicksza niz w obiekcie kontrolnym. Inhibicja luminescencji
Vibrio fischeri wahata si¢ od 5 (Obiekt C) do 27% (Obiekt D), natomiast inhibicja wzrostu
Heterocypris incongruens od 12% (Obiekt F) do 43% (Obiekt A — kontrolny). Wykazano brak
toksycznos$ci oraz niskg toksycznosci gleb po zastosowaniu kompostow. Najlepsze wiasciwosci
biologiczne gleb stwierdzono w obiektach z przekompostowanymi odchodami zwierzecymi
wymieszanymi ze stomg (Obiekt E) oraz z przekompostowang mieszaning thuszczu i pierza ze
stomg kukurydzy (Obiekt F).

Badania finansowane ze $rodkéw budzetowych na nauke DS-3101/KChRi$
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Ocena oddzialywania zwiazkow fluoru i selenu na zawartos¢ wybranych
niskoczasteczkowych antyutleniaczy i barwnikow asymilacyjnych w
siewkach kukurydzy cukrowej (Zea mays var. saccharata)

STREK M.

Katedra Fizjologii Ro$lin i Biochemii,
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie,
Stowackiego 17, Szczecin
email: michal.strek@zut.edu.pl

stowa kluczowe: fluor, selen, kukurydza cukrowa, prolina, flawonoidy, polifenole, barwniki
asymilacyjne, antyutleniacze

Celem badan byta analiza wptywu fluoru i1 selenu dodanych do gleby na zmiany
parametrow biologicznych kukurydzy cukrowej dwoch odmian (Zea mays var. saccharata).
Badania byly skoncentrowane na interpretacji korelacji pomiedzy zawarto$cig zwigzkow
polifenolowych i flawonoidowych a zawartosciag proliny. Zmiany ilosci barwnikow
asymilacyjnych nie byly istotnie skorelowane z innymi badanymi parametrami.

Jako podtoze wykorzystano glebe pobrang z poziomu ornoprochnicznego (0-30cm) gleb
rdzawych typowych Rolniczej Stacji Dos§wiadczalnej w Lipniku. Gleba ta charakteryzuje si¢
sktadem granulometrycznym piasku-glinistego 1 zawarto$cia wegla organicznego
8,7g*kg* Do przesianej gleby dodano w réznych kombinacjach selen (0,05 mmol) na dwoch
stopniach utlenienia (1V i VI) jako wodne roztwory H>SeO3 i H2SeO4 oraz fluor (10 mmol) jako
wodny roztwor NaF. Tak przygotowanym materiatem glebowym wypetniono wazony (po dwa
dla kazdej kombinacji) i wysiano po 15 ziarniakoéw kukurydzy. W ciagu calego doswiadczenia
ros$liny byly o$wietlane lampa sodowa Son-T Agro 400W firmy Philips o natgzeniu
promieniowania na poziomie gleby w wazonach 90 pE-m?s? PAR (radiacji aktywnej
fotosyntetycznie). Fotoperiodyzm zostal ustalony na 12 godzin dnia i nocy. W 14., 21. 1 28.
dobie doswiadczenia zmierzono poziom barwnikéw asymilacyjnych (chlorofilu a i b oraz
karotenoidow), zawarto$¢ polifenoli ogétem, flawonoidow ogotem i proliny w §wiezej masie
roslinnej. Wszystkie wyniki zinterpretowano statystycznie osobno dla kazdej odmiany.
Warto$ci rzeczywiste badanych parametrOw poroéwnano testem post-hoc Tukey HSD,
wykorzystujac oprogramowanie Statistica 10.0. Przyjety poziom istotnosci wynosit
p <0,05. Wyliczono réwniez wspolczynniki korelacji pomigdzy badanymi parametrami. Dane
statystyczne nie obejmujg kombinacji z Se VI poniewaz przy ustalonym stezeniu okazal si¢
toksyczny, doprowadzit do zahamowania wzrostu roslin przez to uzyskania ilo$ci $wiezej masy
nie byla wystarczajagca do wykonania analiz. Ilo§¢ barwnikow asymilacyjnych nie byta
skorelowana z poziomem metabolitow wtornych i proliny. Barwniki wykazywaty jedynie
wysoce istotna wzajemna korelacjg. Test HSD Tukey’a wykazat istotne r6znice pomi¢dzy
badanymi odmianami we wszystkich parametrach oprocz proliny. Z danych doswiadczalnych
wynika, Ze st¢zenie proliny bylo najwigksze w najmtodszych siewkach i spadalo w czasie
trwania doswiadczenia niezaleznie od odmiany. Test porownan wielokrotnych nie wykazat
jednoznacznej tendencji wywolywanej przez dany czynnik doswiadczalny. Wykazano jednak
istotng dodatnig korelacje¢ pomiedzy zawarto$cig metabolitéw wtérnych a iloscig proliny
niezaleznie od odmiany. Dodatkowo wykazano iz Se na réznych stopniach utlenienia moze
w rozny sposob oddziatywac na rosliny.
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Assessment of the impact of fluoride compounds and selenium on
content of selected low molecule antioxidants and assimilation pigments in
seedlings of sweet corn (Zea mays var. saccharata)

STREK M.

Department of Plant Physiology and Biochemistry ,
West Pomeranian University of Technology in Szczecin,
Stowackiego 17, 71-434 Szczecin
email: michal.strek@zut.edu.pl

Key words: fluoride, selenium, sugar corn, proline, flavonoids, poliphenols, asymilation
pigments, antioxidants

The aim of the study was to examine the influence of fluorine and selenium added to the soil to
changes in biological parameters of the two varieties. of corn (Zea mays var. Saccharata). The
study focused on the interpretation of the correlation between polyphenolic and flavonoid
compounds and proline content.

As the substrate were used soil collected from the arable horizon (0-30cm) typical rusty soils at
the Agricultural Experimental Station in Lipnik. The soil is characterized by the granulometric
composition of sand-clay and content of organic carbon 8,7gkg™. To the sieved soil was added
in various combinations selenium (0.05 mmol) on the two oxidation states (IV and VI) as an
aqueous solution H>SeO3 and H>SeO4 and fluoride (10 mmol) as an aqueous solution of NaF.
Mixed soil material was poured into pots (two for each combination) and plated with 15 kernels
of corn. During the whole experiment the plants were lit sodium lamp Son-T Agro 400W Philips
with intensity of radiation at the level of the soil in pots of 90 pE-m?s? PAR
(photosynthetically active radiation). Photoperiodism was set on 12 hours of the day and night.
In 14th, 21th and 28th day of experiment was measured level of assimilation pigments
(chlorophyll a, b and carotenoids), total polyphenols, total flavonoids and proline content in the
fresh weight of the plant. All results were statistically interpreted separately for each variety.
Real values of compared parameters were studied with post-hoc Tukey HSD test, using the
software Statistica 10.0. The adopted level of significance was p < 0.05. Also the correlation
coefficients between the studied parameters was calculated. Statistical data do not include
a combination of Se VI, because at a fixed concentration proved to be toxic, led to inhibition of
plant growth. Quantity of fresh weight was not sufficient to perform the analysis. The amount
of assimilation pigments has not been correlated with the level of secondary metabolites and
proline. The pigments showed only a highly significant correlations between each other. Tukey
HSD test showed significant differences between the tested varieties in all parameters except
proline Experimental data show that the concentration of proline was greatest in the early
seedling and declined during the test regardless of the variety. Multiple comparison test showed
no clear trend caused by the experimental factor. However, it has been shown a significant
positive correlation between the content of secondary metabolites and the amount of proline
regardless of variety. In addition, it has been shown that, at different oxidation levels may
differently affect the plant.
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Wplyw rodzaju anionu czwartorzedowych pirydynio-ketoksymow na

fitotoksycznos¢
PARUS A., WOJCIECHOWSKA A., WOJCIECHOWSKA I., SZULC A,

Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej, Politechnika Poznanska,
ul. Berdychowo 4, 60-965 Poznan, Polska
Autor do korespondencji: Anna Parus; anna.parus@put.poznan.pl

Stowa kluczowe: czwartorzedowe sole pirydyniowe, pochodne oksymow pirydylowych,
fitotoksycznoas¢

Zainteresowanie czwartorzgdowymi solami amoniowymi oraz cieczami jonowymi
obecnie jest bardzo duze. Zwigzane jest to migdzy innymi z ich duzym potencjalem
przemystowego zastosowania. Duza mozliwos$¢ kombinacji kation anion sprawia, iz ciecze
jonowe sa w duzej mierze projektowalne, tak aby uzyska¢ substancje o pozadanych
wiasciwosciach. Niemniej jednak, zwigkszenie wykorzystania tych zwigzkéw na duza skale
moze doprowadzi¢ do skazenia $rodowiska poprzez przypadkowe wycieki $ciekow lub
geologiczng adsorpcje i zaleganie w podiozu glebowym. Wiele z tych substancji moze
swobodnie przemieszczaé si¢ w matrycy glebowej i przedosta¢ si¢ do wod podziemnych ze
wzgledu na ich dobrg rozpuszczalno$é w wodzie. Analiza ekotoksykologiczna jest jednym z
niezbednych elementow systemu oceny przydatnosci i ryzyka stosowania preparatow
chemicznych. Czwartorzgdowe sole pirydyniowe sa zwigzkow o szerokim spektrum
zastosowania, m.in. znalazly zastosowanie jako $rodki ochrony roslin, sktadniki preparatow
grzybo- i bakteriobdjczych, a takze jako ekstrahenty metali z roztworow wodnych. Oksymy
pirydylowe oraz ich czwartorzedowe sole pirydyniowe sa znanymi hydrolitycznymi
katalizatorami micelarnymi, a przede wszystkim $rodkami odblokowujacymi enzym
acetylocholinoesteraze  (AChE), stosowane gléwnie przy zatruciach zwigzkami
fosforoorganicznymi (srodkami ochrony roslin). W chemii analitycznej znane jako ligandy
metali, a takze jako ekstrahenty w procesach usuwania metali z roztworéw wodnych [1-3]. Tak
szerokie spektrum mozliwosci ich uzyteczno$ci niewatpliwie wigze si¢ rowniez z tym, iz moga
przedostawa¢ si¢ do srodowiska naturalnego, zarowno na etapie produkcji, jak i podczas
niewlasciwego zagospodarowania produktow odpadowych. Miedzy innymi, dlatego bardzo
istotnym elementem badan nad nowo syntezowanymi zwigzkami jest analiza ich interakcji ze
srodowiskiem 1 organizmami Zywymi, w tym rdéwniez analiza fitotoksycznosci. Duze
zainteresowanie, a przede wszystkim wielokierunkowa mozliwo$¢ ich zastosowania stwarza
ryzyko przedostania si¢ ich do $rodowiska naturalnego. Waznym aspektem $rodowiskowym
jest ocena toksyczno$ci danej grupy zwigzkéw w stosunku do roéznych systematycznie
organizmoéw, w tym takze do roslin. Wczesniejsze badania dotyczace fitotoksycznosci oksymu
3-pirydylowego i jego bromkéw czwartorzedowych wykazaty, iz w zaleznosci od stezenia
zwigzku wykazujg zroznicowany efekt.

Celem pracy byla analiza wptywu rodzaju anionu czwartorzegdowych soli pirydynio-
ketoksymowych na fitotoksyczno$¢ rosliny jednoliSciennej. Realizacja badan polegata na
ocenie inhibicji kietkowania nasion kukurydzy zwyczajnej (Zea Mays). Ze wzgledu na
powtarzalno$¢ wynikoéw 1 fatwos¢ wykonania do$wiadczen analiza fitotoksycznosci zostata
przeprowadzona przy narazeniu ro$liny na kontakt z badanymi substancjami przez system
korzeniowy. Uprawy prowadzono z wykorzystaniem testu Phytotoxki™. Analizowane
substancje rozpuszczono w metanolu a nastepnie przygotowano ich wodne roztwory. Do gleby
dodano taka ilo$¢ substancji, aby ich efektywne stezenie wynosito 10, 25, 50, 100, 500 i 1000
mg/kg s.m.g. Do proby kontrolnej wprowadzono wode¢ demineralizowang. Uprawy
prowadzono z zachowaniem statych parametrow takich jak temperatura i wilgotnos¢. Na
przygotowane podtoze, utozono po 10 ziarniakow kukurydzy zwyczajnej (5 ptytek dla kazdego
stezenia badanych zwigzkow — analiza na 50 ziarniakach). Po 7-dniowym okresie trwania
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doswiadczenia zliczono ilo§¢ wykietkowanych ziaren kukurydzy oraz zmierzono dlugosé
korzenia i epikotylu. Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczono indeks kietkowania oraz
wyznaczono EC50 (efektywne st¢zenie substancji powodujace 50% zahamowanie wzrostu
korzeni).

Czwartorzedowe pirydynio-ketoksymy wykazuja zréznicowany wsplyw na kietkowanie i
poczatkowy wzrost rosliny jednoliSciennej. Fitotoksycznos$¢ tych zwigzkow zalezy w duzej
mierze od struktury analizowanych zwigzkow, a takze od stgzenia substancji. Zastosowanie
bromkoéw pirydynio-ketoksyméw w  stezeniu 500 mg/kg s.m.g. powodowato znaczne
zahamowanie rozwoju korzeni i czg$ci nadziemnych kukurydzy, a obecno$¢ substancji o
stezeniu 1000 mg/kg s.m.g powodowato, ze zarowno wysokos¢ epikotyli jaki i dlugos$¢ korzeni
nie przekraczata 10 mm, co stanowito okoto 10% S$redniej dlugosci epikotylu lub korzenia
proby kontrolnej nie narazonej na dziatanie czynnika chemicznego. Z kolei wymiana anionu
bromkowego na octanowy powoduje, ze zastosowanie zwigzku w dawkce 25 oraz 500 mg/kg
s.m.g. inhibituje kietkowanie ziarniakow kukurydzy, natomiast uzycie stezenia 1000 mg/kg
s.m.g. ponowny jego wzrost.

Praca zostata sfinansowana w ramach projektu ,Inzynier Przyszto§ci. Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego
Politechniki Poznanskiej - POKL.04.03.00-00-259/12 oraz ze $rodkow na dzialalno$¢ statusowa
03/32/DSMK/05016.
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Interest of quaternary ammonium salts and ionic liquids are currently very high. This is
due to their great potential for industrial use as well as the possibility of replacing the commonly
used volatile organic solvents. Large possibility of combining cation and anion makes ionic
liquids are ,,largely design”, so as to obtain a substance with specific properties. The increased
use of these compounds on a large scale can lead to environmental contamination by incidental
sewage spills or geological adsorption and retention in soil. Many of these substances can easy
move in the soil matrix and get into the groundwater due to their good solubility in water.
Ecotoxicological analysis is one of the essential elements of the assessment of the suitability
and risks of chemicals. The quaternary pyridinium salts are a wide range of applications,
including were used as pesticides, fungicides and preparations bactericidal, as well as
extractants of metals from aqueous solutions. Pyridyl ketoximes and its quaternary derivatives
have the ability to reactivate the enzyme acetylcholinesterase (AChE), when it is fully inhibited
by organophosphorus compounds, including pesticides and chemical warfare agents and they
are particular pharmacological interest. These compounds are also known as ligands in
analytical chemistry and extractants of metal ions from aqueous solution [1-3]. Such a broad
spectrum of possibilities certainly their usefulness is also associated with the fact that they may
enter the environment, both at the production and due to improper management of waste
products. Among of these things, very important part of research of the newly synthesized
compounds is an analysis of their interaction with the environment and organisms, including
analysis of phytotoxicity.

The aim of this study was to analyze the influence of the anion type of quaternary
pyridinium-ketoxime on phytotoxicity monocotyledonous.

Implementation of the research was based on an assessment of inhibition of maize seeds
(Zea mays) germination. Due to the reproducibility of results and ease of the experience
phytotoxicity analysis was performed with the exposure of plants in contact with the test
substances by the root system. Cultivation was conducted using the test Phytotoxki™.
Quaternary pyridinium ketoximes were dissolved in methanol and then prepared agueous
solutions. To the soil was added an amount of the substance that their effective concentrations
was 10, 25, 50, 100, 500 and 1000 mg/kg d.w.s. For the control, deionized water was added.
Cultivation was carried out in maintaining constant parameters such as temperature and
humidity. On the prepared soil, put 10 maize seeds (5 plates for each concentration of test
compounds - analysis of 50 seeds). After a 7-day duration, the number of germinated maize
seeds was counted and measured the root length and the shoot highest. Based on the obtained
results the germination index and the EC50 (effective concentration of the substance causing
50% inhibition of root growth) were determined.

Quaternary pyridinium-ketoximes exhibited differential impact on germination and initial
growth of monocotyledonous - maize. Phytotoxicity of these compounds depends largely on
the structure of the compounds studied, as well as the concentration of the substance. Use of
bromide pyridinium-ketoxime at concentration 500 mg/kg d.w.s. caused a significant inhibition
of maize roots and shoot, and the presence of a concentration 1000 mg/kg d.w.s. both, the shoot

Strona 81


mailto:anna.parus@put.poznan.pl

V Krajowa Konferencja Bioindykacyjna - Lublin, 27-29.05.2015. - Program i streszczenia

height and the root length did not exceed 10 mm, representing about 10% of the mean length
of control root or shoot sample not exposed to chemical agent. In turn, the changed bromide
anion on acetate made that used the compound at 25 and 500 mg/kg d.w.s. inhibited the
germination of maize seeds, while a concentration of 1000 mg/kg d.w.s. renewed its growth.
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Termin “ciecze jonowe” jest pojeciem niezwykle szerokim, obejmujagcym kilka
milionow uktadéw (tj. kombinacji struktur chemicznych), ktorych do tej pory odnotowano az
1500. Zazwyczaj substancje te charakteryzuja si¢ wysoka preznoscig par, przez co ich lotnosé¢
zredukowana jest do minimum. Co wigcej, zwiazki te moga by¢ rowniez wykorzystywane w
procesach separacji w $rodowisku zarowno organicznym jak i wodnym. Wraz z innymi,
niemniej waznymi wlasciwo$ciami, powyzej wymienione cechy pozwalajg na zastosowanie
cieczy jonowych w wielu procesach zarowno w skali laboratoryjnej, jaki przemystowe;.
Obecnie wiele prac i publikacji naukowych poswigcanych jest testom i ocenie toksycznoS$ci
cieczy jonowych. Zagadnienie to wydaje si¢ by¢ szczegodlnie waznym w aspekcie ochrony
zdrowia ludzkiego a takze i srodowiska. Z tym ostatnim, nierozerwalnie zwigzany jest proces
biodegradacji — rozumiany jako zdolnos¢ mikroorganizméw (miedzy innymi bakterii) do
wykorzystania chemikaliow (w tym konkretnym ujeciu — cieczy jonowych) jako pozywki (tj.
zrodta wegla 1 energii). Prowadzi to do produkowania przez mikroorganizmy czasteczek
mniejszych, a co najwazniejsze — w wigkszosci charakteryzujacych si¢ znacznie nizsza
toksyczno$cig w porownaniu do wyjsciowych zwigzkéw, a to ma ogromne znaczenie w
aspekcie srodowiskowym.

W celu oznaczenia fitotoksyczno$ci przygotowano roztwory o stezeniu 1 [mg/ml].
Uzywajac roztwor w powyzszym stezeniu przygotowano ciecze jonowe o stezeniach 5, 10, 25,
50 100 [mg/l]. W badaniach wykorzystano pirydyniowe ciecze jonowe (tabela 1).

Tabela 1. Pirydyniowe ciecze jonowe

Symbol chemiczny Struktura Masa molowa

[12Py][2,4-D] ﬁ'@ ] 468,51 g/mol
c12H25
Cl o

[12Py][Dikamba] 468,51 g/mol
P
N o
(‘:IZHZS CI
[12Py][Clopyralid] o o~ 439,47 g/mol
shea
ITf Z>al
C,H
[12Py][Glifosat] O e 416,56 g/mol
@ E/\ﬂ_l o “oH

12" 125
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Symbol Nazwa wg. IUPAC
[12Py][2,4-D] (2,4-dichlorofenoxy)octan 1-dodecylopirydyniowy
[12Py][Dikambal] (3,6-dichloro-2-methoxy)benzoesan 1-
dodecylopirydyniowy

[12Py][Chlopyralid] (3,6-dichloro)pikolinian 1-dodecylopirydyniowy

[12Py][Glifosat] 2-(fosfonometyloamino)octan 1-dodecylopirydyniowy

Wszystkie powyzsze ciecze jonowe sa rozpuszczalne w wodzie, metanolu, etnolu,
izopropanolu, DMSO oraz chloroformie. W badaniach zastosowano nastepujgce gatunki roslin:
jeczmien (Hordeum vulgare), kukurydza (Zea mays), rzepak (Brassica napus) and gorczyca
(Brassica kaber).

Koncentrujac si¢ na wynikach testow fitotoksycznosci, mozna stwierdzié, ze wszystkie
zastosowane ciecze jonowe wykazywaly wptyw na ros§liny. W przypadku cieczy jonowe;j
bazujacej na 2,4-D wykazywata ona wptyw zaréwno na ro$liny jedno- jak i dwuli$cienne,
jednakze byla bardziej toksyczna dla roslin dwuli$ciennych (rzepak i gorczyca). W przypadku
cieczy jonowych zawierajacych w swojej budowie ,,Chlopyralid” nie wykazano ich wplywu na
rosliny. W przypadku cieczy jonowych zawierajacych “Glifosat” ich dzialanie zalezalo od
stezenia oraz rodzaju ro$liny. Kiedy ciecze jonowe zastosowano w stezeniu 25 mg/l nie
zaobserwowano zmiana dla wszystkich rodzajéw roslin. Ich toksyczne dziatanie wzrastato wraz
ze wzrostem st¢zenia. Kiedy przeprowadzono testy po dwoch miesigcach w tej samej glebie,
okazalo si¢ ze jest znaczace zwigkszenie wzrostu roslin, zwlaszcza jeczmienia, nawet kiedy
zastosowano wigksze st¢zenia. Ten efekt moze by¢ wywotany tym, Ze anionowa grupa
wykazuje pewng aktywno$¢ hormonalng. Wiele publikacji koncentrujacych si¢ na tej cieczy
jonowej wykazuje, ze rosliny potraktowane ta chwastobojczg substancja, rosng lepiej i s3 nawet
silniejsze niz przed jej zastosowaniem, z powodu genetycznych modyfikacji. [ 12Py][Dikamba]
wydaje si¢ by¢ najbardziej toksyczng i efektywna ciecza jonowa. Dzigki jej zastosowaniu
zahamowano wzrost, a uzZyta w najwyzszym stgzeniu nie pozwala nawet na zakietkowanie w
przypadku wszystkich gatunkow ro$lin. Powtorzenie badan dla tej samej gleby zawierajacej
najmniejsze stezenia cieczy jonowej (5, 10 i 25 mg/kg gleby) po dwoch miesigcach wykazato
poprawe we wzroscie roslin. Jednakze, dla najwyzszych st¢zen wyniki sg podobne. Tak wigc,
toksyczny efekt zastosowania tych cieczy jonowych utrzymuje si¢ dtuzej niz pozostatych.

Badania zostaty sfinansowane z grantu o numerze 03/32/DSMK/05016.
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The term lonic Liquid is a very wide terminology comprising several millions of
possible systems with more than 1 500 systems reported to date. They all have negligible vapor
pressure and thus do not evaporate. They can be used for separations from organic or aqueous
systems. These properties, along with many others, allow them to be used in many situations or
processes, either at a small or large and industrial scale. These properties, along with many
others, allow them to be used in many situations or processes, either at a small or large and
industrial scale. Currently, many studies, papers and different publications are focused on the
evaluation and testing of ILs’ toxicity. As directly, toxicity is related and important for the
human health, the biodegradation - meaning the ability of microorganisms including bacteria
to use the lonic Liquids as their nutrients. It relates further to the production of smaller and less
toxic molecules from them, which is also important for the environment as there are less
harmful chemicals produced from such compounds.

An aqueous solution of each lonic Liquid was prepared 1 [mg/ml] concentrate. Using
the main solution, five different concentrations were prepared, in the volume of 10 ml, from
each lonic Liquid. The selected concentrations: 5, 10, 25, 50 and 100 [mg/L]. In research
pyridine based lonic Liquids were used (table 1)

Table 1. Pyridine based lonic Liquids

Chemical symbology Molecular structure Molecular mass

[12Py][2,4-D] ﬁIQ ] 468,51 g/mol
N O/Y
‘C12H25 CI O

[12Py][Dicamba] T 1 468,51 g/mol
\ e _CH,
’T‘ (0]
C,H Cl

[12Py][Clopyralid] o (fi ] 439,47 g/mol
L) UL °
C12H25

[12Py][Glyphosate] @mﬂA 416,56 g/mol
)8 o
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Symbol IUPAC name
[12Py][2,4-D] (2,4-dichlorofenoxy)octan 1-dodecylopirydynium
[12Py][Dikambal] (3,6-dichloro-2-methoxy)benzoesan 1-
dodecylopirydynium

[12Py][Chlopyralid] (3,6-dichloro)pikolinian 1-dodecylopirydyniowy

[12Py][Glyphosate] 2-(fosfonometyloamino)octan 1-dodecylopirydynium

They all are soluble in water, methanol, ethanol, isopropanol, DMSO and chloroform. In
research were used plant’s specimens like Barley (Hordeum vulgare), Corn (Zea mays), Rape
(Brassica napus) and Charlock (Brassica kaber).

Concerning to the phytotoxicity results, we can affirm that all the ionic liquids have
some herbicidal effect. In the case of the 2,4-D based ILs, they affect both plants,
monocotyledon and dicotyledonous, being more affected the dicotyledonous specimen (Rape
and Charlock. In the case of “Chlopyralid” anion, there is an herbicidal activity. In the case of
“Glyphosate” ionic liquid, we could say that is acting depending of the concentration and it acts
equally in dicotyledonous and monocotyledon specimens. There is a common effect, once the
concentration 25 mg/L is exceeded. Then its toxic effect in the plants increases significantly.
After the two month test in the same soil, there is a significantly increase in the growth of the
plants, and especially in barley, the plant grows stronger even in the highest concentrations.
This effect should be caused because of the hormone activity of this anionic group. Many
studies of this compound assure that the plants treated with this herbicidal compound, end up
adapting to his action and even they get stronger against it, due to genetic modifications.
[12Py][Dicamba], seems to be the more toxic and effective of this group. Is able to inhibit the
growth of all the plants evaluated and at highest concentrations it does not allow the growth of
any of them at all. After two months, the soil previously exposed to the lowest concentrations
(5, 10 and 25 mg/kg soil) the plants show an improvement in the growth. However, at highest
concentrations the results are similar. Hence, the toxic effect of this ionic liquid will remain
longer than the rest of the evaluated compounds.

This work was supported by the grant number 03/32/DSMK/05016.
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SL w stosunku do wybranych gatunkow roslin uprawnych
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Stowa kluczowe: glifosat, kwas (4-chloro-2-metylofenoksy)octowy, MCPA , fitotoksycznosé,
pszenica, gorczyca, rzezucha, rzodkiewka

Zastosowanie $rodkow ochrony roslin systematycznie wzrasta. W Polsce do
najpopularniejszych srodkow ochrony roslin zaliczajg si¢ preparaty zawierajace glifosat oraz
kwas 4-chloro-2-metylofenoksyoctowy w skrocie MCPA.

Mimo tego, ze glifosat i MCPA znany jest rolnictwu od wielu lat, to naukowcy
prowadza dalsze badania, aby potwierdzi¢ czy przeprowadzone do tej pory badania w petni to
potwierdzajg nietoksyczne dziatanie tych herbicydoéw

Celem podjetych badan byta ocena fitotoksycznos$ci pozostatosci glifosatu oraz MCPA
w glebie w stosunku do roslin pszenicy, owsa, rzezuchy oraz rzodkiewki.

Badania przeprowadzono za pomoca zmodyfikowanego testu kietkowania nasion
1 wezesnego wzrostu ro§lin PHYTOTOXKIT. Modyfikacja polegala na zmianie gatunkéw
ro$lin testowych. Z zalecanych w teScie ro§li dwulisciennych wybrano rzezuche (Lepidium
sativum L.) oraz dodatkowo rzodkiewke¢ odmiany Rowa (Raphanus sativus var. sativus cv.
Rowa). Do oceny fitotoksycznos$ci w stosunku do roslin jednolisciennych wybrano pszenice
odmiany Skagen (Triticum aestivum L. cv. Skagen), oraz owies odmiany Bingo (Avena sativa
L. cv. Bingo). Badania przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na piasku gliniastym
o zawarto$ci wegla organicznego 8,7g -kg. Do czesci ziemistych wprowadzono preparaty
zawierajace glifosat: Avans Premium 360 SL oraz MCPA: Chwastox Extra 300 SL. Dawki
wprowadzonych wodnych roztwordéw preparatow przeliczono na ilo$ci substancji czynnej
1 i 10 mg-kg™. Proba odniesienia byla gleba kontrolna (bez dodatku herbicydu). Badania
przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w instrukcji dotaczonej do testu PHYTOTOXIT.

Czynnikiem, ktory wywotal najwigksze zahamowanie wzrostu korzeni u badanych
ro$lin byl dodatek preparatu Chwastox Extra 300 SL. We wszystkich kombinacjach z uzyciem
tego preparatu zahamowanie wzrostu korzeni wyniosto ponad 50% wzgledem préb
kontrolnych. Dawka 1 mg-kg™ glifosatu wywotata ok 40% zahamowanie wzrostu korzeni u
uzytych roslin jednolisciennych. Wyzsza dawka tego preparatu w podobnym stopniu wptyneta
na wzrost korzeni pszenicy i rzodkiewki.

Bioragc pod uwage zahamowanie kietkowania nasion to roéwniez zaobserwowano
najwyzszy procent w probach zanieczyszczonych zaréwno preparatem Chwastox 300SL jak
1 W mieszaninie z preparatem Avans Premium 360 SL. Preparat zawierajacy glifosat
w znacznym stopniu wplynat na kietkowanie owsa i rzezuchy — dawka 1 mg-kg? oraz
rzodkiewki — obie zastosowane dawki.
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Phytotoxicity of herbicides Avans Premium 360 SL and 300 SL Extra
Chwastox in relation to certain crop species
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The use of plant protection products is steadily increasing. In Poland, the most popular
of plant protection products include formulations containing glyphosate and 4-chloro-2-
methylphenoxyacetic in short MCPA.

Although glyphosate and MCPA is known agriculture for many years, researchers conduct
further testing to confirm if conducted so far studies fully support this finding toxic effects of
these herbicides

The aim of this study was to evaluate phytotoxicity of glyphosate and MCPA residues
in the soil in relation to plant wheat, oats, cress and radishes.

The study was conducted using a modified test of seed germination and early plant
growth Phytotoxkit. The modification consisted in changing the test plant species. In the
preferred assay dicotyledonous plants selected cress (Lepidium sativum L.) and additionally
radish varieties Rowa (Raphanus sativus var. sativus cv. Rowa). To assess the phytotoxicity
monocots selected wheat varieties Skagen (7riticum aestivum L. cv. Skagen) and oats variety
Bingo (Avena sativa L. cv. Bingo) The study was conducted in laboratory conditions in the
loamy sand containing organic carbon 8.7g-kg™'. For the earthy part of preparations containing
glyphosate was introduced Avans Premium 360 SL and MCPA: Chwastox Extra 300 SL. Doses
entered aqueous preparation were converted to amount of active substance 1 and 10 mg-kg™!
Reference was an attempt to control soil (without added herbicide). The study was conducted
in accordance with the procedure described in the instructions supplied with the test
PHYTOTOXIT.

A consideration that caused the greatest inhibition of root growth in plants studied was
the addition of preparation Chwastox Extra 300 SL. All combinations with the preparation of
root growth inhibition was over 50% relative to the control samples. The dose of 1 mg-kg™ of
glyphosate caused approximately 40% inhibition of the growth of roots used in monocots.
A higher dose of this formulation to a similar extent affected the wheat root growth and radishes.
Given the inhibition of germination of seeds is also the highest percentage observed in the
samples contaminated with both Chwastox 300SL preparation in admixture with the
preparation Avans Premium 360 SL. The formulation containing glyphosate significantly
affected the germination of oat and cress - a dose of 1 mg-kg™* and radish - both applied doses.
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Ocena toksycznosci kompostow skazonych rtecia
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W procesie kompostowania rozktad materii organicznej nast¢puje w wyniku
intensywnych procesow biochemicznych i enzymatycznych przez mikroorganizmy obecne w
komposcie. Stabilny kompost moze by¢ wykorzystywany rolniczo np. do nawozenia gleb lub
zamykania kwater sktadowisk odpadoéw. Celem badan byta ocena toksycznosci kompostu
wzbogaconego biomasg pofitoremediacyjng skazong rtecia.

Eksperyment przeprowadzono w trzech uktadach: gleba-biomasa bez rteci (kontrola),
glaba-biomasa z rtecia (1 mgHg/kg s.m.), gleba-biomasa z rtecia i zaszczepem
mikroorganizmoéw (1 cm?® o stezeniu 10° jtk co odpowiada 2-10° jtk/g s.m.) wyizolowanych ze
srodowiska opornych na dziatanie rteci (1 mgHg/kg s.m.) w szafie termostatycznej w
temperaturze 26°C.

W ramach analizy mikrobiologicznej przeprowadzono badania liczebnosci bakterii
mezofilnych i psychrofilnych oraz ilo$¢ grzybow, drozdzy i plesni, ktore odpowiadajg za liczne
przemiany substancji organicznych obecnych w kompostach. Po zakonczeniu procesu
dokonano analizy toksyczno$ci wyciggdw wodnych z kompostéw, dla oceny stopnia
zagrozenia poprzez wymywanie zwigzkow szkodliwych oraz samych kompostow.

Posrod drobnoustrojow w komposcie zaobserwowano gtownie bakterie tj. 262-10° jtk/g
kompostu, natomiast grzybow plesniowych i drozdzakéw byto o rzad nizej (94:10° jtk/g
kompostu). Stosunek ilosciowy bakterii psychrofilnych do mezofilnych to 4,5:1 (psychrofile:
214-10° jtk/g kompostu, mezofile 48-10° jtk/g kompostu). Dodatek skazonej biomasy rolinne;j
(Lemna minor i Salvinia natans) wptynat na zmiang proporcji pomigdzy badanymi grupami
drobnoustrojow, a w przypadku biomasy pobioremediacyjnej zaobserwowano efekt
toksycznego oddziatywania rteci.

Microtox oraz Rapidtoxkit przeprowadzone zostaly na wyciggach wodnych z
kompostoéw, ktore pozwolilty na oceng stopnia zagrozenia dla srodowiska wodnego w wyniku
sptywow powierzchniowych. Oceny toksycznosci ostrej dokonano na dzdzownicy Eisenia
fetida zgodny z normg PN-1SO 11268-1:1997, okres$lajgc $miertelno$¢ organizmow testowych
eksponowanych na badany kompost.

Test Microtox wyciggow wodnych kompostéw zawierajacych biomase skazong rtecig
nie wykazal toksyczno$ci. Efekt toksycznosci z wyciggu wodnego z gleby ogrodowe;j
(kontrola) nie przekroczyt 1% po 5 1 15 min. ekspozycji. Wyciag z kompostu zawierajacego
biomas¢ roslinng nie skazona rtecig efekt toksycznosci wynosit 2% po 5 min. ekspozycji,
natomiast po kwadransie bakterie powr6city do petnej zdolnosci metabolicznej. Najwigkszy
stopien obnizenia poziomu luminescencji zauwazono dla kompostu zawierajacego biomasg
skazong rtecia, a jego warto$¢ wyniosta 13%. W wyciggach wodnych z kompostow z biomasg
skazong rtecig oraz z kompostu zaszczepionego bakteriami opornymi na rt¢¢ zaobserwowano
spadek bioluminescencji do 9% po 5 minutach i 2% po 15 minutach.

Toksyczno$¢ mierzona testem Rapidtoxkit wykazata ujemny wplyw ekstraktéw
wodnych kompostéw na proces przyjmowania pokarmu. Zastosowane najnizsze rozcienczenia
Rozcienczenia kompostu niekontaminowanego (10% 1 5%) powodowaty inhibicj¢ aktywnosci
skorupiakéw o 10% i 4%. Dwukrotne rozcienczenie spowodowato ograniczenie przyjmowania
pokarmu o 61%, natomiast dalsze zatezanie ekstraktoéw zahamowato go catkowicie.
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Smiertelno$¢ dzdzownic gatunku Eisenia fetida ~ w glebie skazonej rtecig
wykazata, iz dodatek biomasy do st¢zenia 1 mgHg/kg s.m. nie wywotuje efektu toksycznego;
ponadto nie zauwazono $miertelnosci dzdzownic w zadnym wykorzystanym podtozu, a
procentowy ubytek masy we wszystkich podtozach zawierajacych rte¢ oraz kontroli byt
poréwnywalny. Na $miertelnos¢ dzdzownic nie mial takze wplywu zaszczep
mikroorganizmami opornymi na rteé, ktore zostaly wyizolowane ze srodowiska naturalnego.
Badania zostaty wykonane w ramach grantu MNiSW nr N N523 612139 pt: ,,Ocena skutecznosci fitoremediacji

wod skazonych rtecig (IT) przez pleustofity Dolnego Slaska”. Publikacja sfinansowana z badan statutowych S40-
029.

Toxicity assessment of compost contaminated with mercury

WOLF M., TRACZEWSKA T., SITARSKA M., FILYAROVSKAYA V.,
HANUS-LORENZ B., HOLTRA A., ZAMORSKA-WOJDYLA D.

Wroclaw Univeristy of Technology, Faculty of Environmental Engineering, Department of
Sanitary Biology and Ecotechnology, 50-370 Wroclaw
mirela.wolf@pwr.edu.pl

Keywords: composting, toxicity, mercury, Lemna minor, Salvinia natans

The composting process of organic matter occurs as a result of intensive biochemical

and enzymatic processes led by microorganisms present in the compost. Stable compost can
be used for agricultural purposes, eg. for soil fertilization or lodging closing landfills. The aim
of the study was to evaluate the toxicity of compost-enriched biomass after phytoremediation
contaminated with mercury.

The experiment was performed in three schemes: soil-biomass free of mercury (control), soil-
biomass with mercury (lmgHg/kg dm), soil-biomass with mercury inoculated

by microorganisms (1 cm?® at a concentration of 109 cfu equivalent of 2:106 cfu/g dm)

isolated from the environment resistant to mercury (1 mgHg / kg dm) in the cabinet
thermostat at 26° C.

Microbiological analysis of mesophilic and psychrophilic bacteria and the amount of fungi,
yeasts and molds was conducted as part of this research. These microorganisms are
responsible for many transformations of organic matter present in compost. After the
completion of experiment an analysis of the toxicity of aqueous extracts of composts was
performed to assess the degree of risk by washing harmful compounds and the compost.
Among the microorganisms in the compost mainly bacteria were observed (ie. 262 - 106 cfu /
g of compost), mold, fungi and yeast were a rank lower (94 - 106 cfu / g of compost).
Quantitative ratio of psychrophilic to mesophilic bacteria is 4.5: 1 (psychrofiles: 214 - 106 cfu
/ g of compost, mesophiles 48 - 106 cfu / g of compost). Contaminated plant biomass as an
additive (Lemna minor and Salvinia natans) influenced the change in the proportions between
these two groups of microorganisms, and in the case of biomass after phytoremediation

a toxic effect of mercury was observed.

Microtox and Rapidtoxkit tests were performed on water extracts of compost. These tests
allowed to assess the degree of risk to the aquatic environment as a result of surface runoff.
The acute toxicity assessment was made on the earthworm Eisenia fetida accordance with
standard 1SO 11268-1: 1997, determining mortality of the test organisms exposed to the tested
compost.

Microtox test of aqueous extracts of composts containing biomass contaminated with mercury
showed no toxicity. Toxic effect of aqueous extract of garden soil (control) did not exceed 1%
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at 5 and 15 min. exposure. Toxicity effect of compost’s extract containing plant biomass not
contaminated with mercury was 2% after 5 min. exposure. After a quarter of an hour bacteria
returned to their metabolic full capacity. The greatest degree of reduction in the level

of luminescence was observed for compost containing biomass contaminated with mercury,
and its value was 13%. The water extracts of composts with biomass contaminated with
mercury and compost inoculated with bacteria resistant to mercury showed a decrease

in bioluminescence to 9% at 5 minutes and 2% at 15 minutes.

Toxicity measured by Rapidtoxkit test showed the negative impact of the aqueous extracts

of composts on the process of food intake. Dilutions of uncontaminated compost (10% and
5%) caused inhibition of the activity of crustaceans of 10% and 4%. Twofold dilution caused
a decline in food intake by 61%, while further concentrating the extracts inhibited

it completely.

The mortality rate of the Eisenia fetida earthworms in soil contaminated with mercury showed
that the addition of biomass to a concentration of 1 mgHg / kg DM does not cause toxic
effects; moreover, no earthworm mortality was observed in any of used soil and the
percentage loss of all mercury-containing media and the control was similar. The inocula
mercury-resistant microorganisms that have been isolated from the environment had no effect
on erthworms mortality.
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Wplyw odmiany rosliny testowej na wynik testu genotoksycznosci
Vicia faba Root Tip Assay

OBIDOSKA G., KORZENIOWSKA M., HADAM A.

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Ogrodnictwa,
Biotechnologii i Architektury Krajobrazu, Katedra Ochrony Srodowiska, Nowoursynowska
166, 02-787 Warszawa,
e-mail: grazyna_obidoska@sggw.pl

Stowa kluczowe: genotoksycznosc, Vicia faba, roslina testowa, odmiana

Rutynowe badania fizyko-chemiczne nie sg w stanic wykry¢ wszystkich substancji
obecnych w probkach $rodowiskowych. Niektére z tych substancji moga stanowi¢ duze
zagrozenie dla organizmow zywych, dlatego wazna jest indykacja ich obecnosci. Do
kompletnej oceny toksycznosci i genotoksycznos$ci probek srodowiskowych polecane sg baterie
biotestow [1,2]. Biotesty wykorzystywane do wykrywania genotoksyczno$ci to przewazne test
Amesa, test kometkowy i testy in vitro na komoérkach ssakow. Sa rowniez relatywnie tanie,
proste metody wykrywania genotoksyczno$ci z uzyciem systemow roslinnych takich jak
TRAD-MCN czy TRAD-SHM (z Tradescantiq) oraz testy stozkoOw wzrostu korzeni (RTA —
Root Tip Assay) z uzyciem cebuli (Allium cepa) i bobiku (Vicia faba). Vicia faba RTA jest
bardzo dogodng metoda oceny genotoksycznosci probek ciektych [3.4,5] i stalych [6,7].
Parametrami oceny s3: mikrojadra (MN) lub aberracje chromosomowe (CA) obserwowane
podczas podziatow mitotycznych (zwlaszcza w anafazie 1 telofazie). Pomimo, iz test
mikrojadrowy z Vicia zostal ustandaryzowany w 2013 roku (ISO 29200 “Assessment of
genotoxic effects on higher plants — Vicia faba micronucleus test”), to jednak w protokole nie
okreslono dokladnie odmiany rosliny testowej. Z innych zroédet wiadomo, ze wrazliwosé
kietkujacych nasion odmian Vicia faba np. na kadm [8] czy otéw [9] moze si¢ znaczgco roznic.
Stwierdzono tez, iz u odmian innych gatunkow wystepuja istotne réznice wrazliwosci na
czynniki toksyczne i genotoksyczne, co w przypadku zastosowania ich w biotestach moze mie¢
wplyw na rezultat badan [10].

Naszym celem byto poréwnanie wynikéw oceny genotoksycznosci probki wody
pobranej z Wislty w Warszawie, przy uzyciu testu aberracji chromosomowych z
wykorzystaniem jako roslin testowych sze$ciu polskich odmian bobiku: Kodam, Neptun,
Amulet, Olga, Kasztelan i Nadwislanski. Indeks mitotyczny postuzyt do oceny
cytotoksycznosci, a aberracje chromosomowe w anafazie i telofazie do oceny genotoksycznosci
probki. Dwie a szesciu odmian (Kodam 1 Amulet) nie wykazaly cytotoksycznos$ci probki wody,
ale wszystkie sze$¢ wykazato jej genotoksyczno$¢. Zaobserwowano jednak pewne rdznice
wrazliwo$ci odmian na czynniki genotoksyczne; Najbardziej wrazliwa okazata si¢ Olga
(niskotaninowa), a najmniej Kodam (wysokotaninowa). Konkluzja: odmiana ro$liny testowe;j
w tescie Vicia faba RTA moze mie¢ istotny wplyw na wynik badan, dlatego aby rezultaty byly
porownywalne, nalezatoby wybra¢ do testu jedna, wrazliwa odmiang bioindykatora.

Effect of the test plant cultivar on the result of genotoxicity test
Vicia faba Root Tip Assay.

Key words: genotoxicity, Vicia faba, test plant, cultivar

Routine chemical and physical analyses are not able to detect all the substances present
in environmental samples. Some of these unrecognised substances may be of great danger for
living organisms, therefore it is important to indicate their presence. For complete toxicity or
genotoxicity assessment of environmental samples, the application of batteries of biotests are
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recommended [1,2]. Biotests used for genotoxicity detection are mainly the Ames test, the
Comet assay and in vitro tests on mammalian cells. There are also relatively low-cost, easy
methods of detecting genotoxicity using plant systems such as Trad-MCN or Trad-SHM assays
(with Tradescantia), and Allium cepa or Vicia faba Root Tip Assays. Vicia faba RTA is a very
convenient method of genotoxicity assessment in liquid [3,4,5] and solid samples [6,7]. The
parameters of genotoxicity assessment are: micronuclei (MN) or chromosomal aberrations
(CA) observed during mitotic division (especially in anaphase and telophase).

Although the Vicia micronucleus assay was standardised in 2013 in an international protocol
ISO 29200 “Assessment of genotoxic effects on higher plants — Vicia faba micronucleus test”,
the cultivar of the test plant was not exactly specified. From some reports it is known that the
sensitivity of germinating seeds of Vicia faba cultivars for example to cadmium [8] or lead [9]
may vary significantly. It also reported that cultivars of some other species may vary quite
seriously in sensitivity to toxic or genotoxic factors which may affect the results of toxicity or
genotoxicity tests [10].

Our aim was to compare the results of genotoxicity testing of Vistula river water sample,
collected in Warsaw, using the chromosomal aberration (CA) assay performed with six Polish
cultivars of Vicia faba: Kodam, Neptun, Amulet, Olga, Kasztelan and Nadwislanski. Mitotic
index (MI) was scored to assess cytotoxicity and chromosomal aberrations (CA) in anaphase
and telophase to assess genotoxicity. Two of six cultivars (Kodam and Amulet) did not show
the cytotoxicity of the tested water sample, but all six detected its genotoxicity, however some
differences in the sensitivity of cultivars to genotoxic agents were observed; the most sensitive
one was Olga (low tannin content) and the least sensitive Kodam (high tannin content).
Conclusion: The cultivar of the test plant in Vicia faba RTA may have significant effect on the
test result, therefore to obtain comparable data, one sensitive cultivar should be chosen as the
bioindicator.

1. Mankiewicz-Boczek J., Nalecz-Jawecki G., Drobniewska A., Kaza M., Sumorok B., Izydorczyk K.,
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Ocena jakosci procesu defosfatacji Sciekow na podstawie analizy
specjacyjnej fosforu oraz identyfikacji bakterii nitkowatych

BEZAK-MAZUR E.*, STOINSKA R.*
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Celem badan bylo wykazanie mozliwosci oceny defosfatacji na podstawie réwnoczesnej
analizy specjacji fosforu oraz bakterii nitkowatych w przypadku zmieniajacych si¢ warunkow
w reaktorze osadu czynnego. Analiza specjacyjna jest metodg badawczg opierajaca si¢ na
procedurach ktéore umozliwiajg identyfikacje form danego pierwiastka oraz ich ilo$ciowe
oznaczenie w badanej probce. Pierwotnie stosowano ja do okreslenia form specjacyjnych
pierwiastkow w glebach oraz osadach dennych, a w ostatnich latach stosuje si¢ réwniez do
analizy osadow $ciekowych[1]. Jest ona oparta na sekwencyjnej izolacji poszczegdlnych frakcji
fosforu poprzez zastosowanie kolejno rozpuszczalnikow o wzrastajacej sile ekstrahowania. W
literaturze znanych jest kilkanascie metod specjacji fosforu, w ktoérych wykorzystuje sig¢
ckstrakcje sekwencyjng. Jedng z nich jest metoda Goltermana [2]. Polegata ona na
wykorzystaniu w analizie odczynnikow chelatowych (Na-EDTA i Ca-EDTA) oraz roztworow
H2SO4 i NaOH. Taka kombinacja ekstrahentow pozwala wyizolowaé formy nieorganiczne
fosforu (wyodrebnione za pomoca Na-EDTA i Ca-EDTA) oraz formy organiczne
(wyodrgbnione za pomoca roztworow NaOH 1 H2SO4). Wedlug Goltermana forma specjacyjng
o najwigkszej dostgpnosci biologicznej (biodostepnosci, mobilnosci) jest fosfor zaadsorbowany
na powierzchni czastek osadow, czyli frakcja Ca-EDTA i frakcja Na-EDTA. Analize
specjacyjng fosforu mozna réwniez wykorzysta¢ do oceny procesu defosfatacji Sciekoéw
poprzez badanie poszczegdlnych udziatow form fosforu w osadzie Scieckowym, ktére zmieniaja
si¢ w zaleznosci od warunkoéw fizyko-chemicznych panujacych w reaktorze biologicznym [3].
W pracy analizowano specjacj¢ fosforu w osadzie czynnym, w tym udzial form biodostepnych
fosforu. Oprocz tego wskaznika chemicznego analizowany byt réwniez zespdt bakterii
nitkowatych osadu czynnego. Zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy obecnoscia
poszczegolnych gatunkow bakterii nitkowatych a udziatami form specjacyjnych fosforu.
Wykonano dwie serie pomiarowe osadow $ciekowych, poniewaz kazda z serii pomiarowych
reprezentowata odmienne warunki natlenienia. Pierwsza seria prob osadu zostala pobrana w
momencie awarii systemu napowietrzenia a druga seria 3 tygodnie po jej naprawie. Analiza
wynikow doprowadzita do wnioskéw iz w przebadanym osadzie czynnym w warunkach braku
napowietrzenia dominujgcymi formami wystepowania fosforu byly formy mobilne 1
biologicznie dostepne, czyli frakcje Ca-EDTA i Na-EDTA, co moze sugerowa¢ uwalnianie
fosforu z komoérek organizméw w warunkach beztlenowych. Réwniez analiza mikroskopowa
mikroorganizmow nitkowatych osadu czynnego wykazata, iz w probkach osadu czynnego
pobranego w czasie trwania awarii napowietrzania nie dochodzi do wbhudowywania fosforu w
komorki bakterii, poniewaz dominujagcymi gatunkami bakterii nitkowatych byty gatunki:
Beggiatoa oraz Typ 021N. Gatunki te sa bakteriami Neisser-ujemnymi [4], czyli
niegromadzacymi w swoim organizmie polifosforanow. Ponadto wystgpowanie tych
organizmoéw wigze si¢ bardzo z niskim stezeniem tlenu. Gatunek Beggiatoa dodatkowo
gromadzi w swoim organizmie globule siarki, co $wiadczy o wysokiej zawartosci siarkowodoru
w $ciekach a zatem o zagniwaniu osadu. W przebadanym osadzie czynnym pobranym po
usunigciu awarii systemu napowietrzenia dostrzega si¢ znaczny wzrost frakcji NaOH oraz
redukcje frakcji Ca-EDTA. Frakcja fosforu NaOH utozsamiana jest z fosforem zawartym w
materii organicznej, dlatego tez zwigkszony udziat tej frakcji moze $wiadczy¢ o wzmozonym
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procesie asymilacji fosforu w organizmach mikroorganizméw w warunkach tlenowych.
Zachodzenie procesu asymilacji fosforu w warunkach tlenowych moze potwierdza¢ rowniez
obecnos¢ bakterii nitkowatej Microthrix parvicella [5]. Bakteria ta jest gatunkiem Neisser-
dodatnim, gromadzgcym w swoim organizmie polifosforany. Gatunek ten ma réwniez
szczegolnie wysokie powinowactwo do tlenu, co powoduje ze bakteria ta moze korzysta¢ z
metabolizmu tlenowego juz przy minimalnym stezeniu tego gazu w $rodowisku [6], dlatego tez
dowodzi o poprawie warunkow tlenowych panujacych w reaktorze osadu czynnego. Wyniki
badan wskazujg iz rownoczesna analiza specjacji fosforu oraz bakterii nitkowatych pozwala
oceni¢ jako$¢ procesu defosfatacji $ciekow oraz ocen¢ kondycji osadu $ciekowego w
przypadku zmieniajacych si¢ warunkow fizykochemicznych w reaktorze osadu czynnego.
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The aim of the research was to show the possibility of evaluation of dephosphatation on the
basis of simultaneous analysis of speciation of phosphorus as well as filamentous bacteria in
the case of changing conditions in the reactor of the active sediment. The speciation analysis is
a research method basin on the procedures which allow the identification of forms of a given
element as well as its quantitative marking in the examined sample. It was primarily applied to
determine the speciation forms of elements in soils and sediments and lately it is also used to
analyse wastewater sediments [1]. It is based on the sequential isolation of fractions of
phosphorus through the application of solvents with the increasing extracting force. The
literature provides several methods of speciation of phosphorus in which sequential extraction
is applied. One of them is the Golterman method [2]. It consists in the use of chelating agents
(Na-EDTA and Ca-EDTA) as well as solutions of H,SO4 and NaOH in the analysis. This
combination of extractants allows to isolate inorganic forms of phosphorus (separated by means
of Na-EDTA and Ca-EDTA) as well as organic forms (separated by means of solutions of
NaOH and H2SO4). According to Golterman the speciation form characterised by larger
bioavailability (mobility) is the phosphorus absorbed on the surface of sediment particles, that
is Ca-EDTA and Na-EDTA fractions. The speciation analysis of phosphorus may also be
applied to the evaluation of the process of sediment dephosphatation through the examination
of particular shares of phosphorus forms in the wastewater sediment which change according
to the physical-chemical conditions in the biological reactor [3]. In the research work the
speciation of phosphorus in the active sediment together with the share of bioavailable forms
of phosphorus were analysed. Apart from this chemical indicator, the set of filamentous
bacteria of the active sediment was also analysed. The relation between the presence of
particular kinds of filamentous bacteria and the shares of phosphorus speciation forms was
observed. Two measurement series of wastewater sediments were carried out because each of
the measurement series represented different oxygenation conditions. The first series of
sediment samples was collected in the moment of breakdown of the aeration system and the
second one 3 weeks after the breakdown was fixed. The analysis of the results led to the
conclusion that in the examined active sediment in conditions of lack of aeration the dominant
forms of phosphorus were mobile and bioavailable forms, that is Ca-EDTA and Na-EDTA
fractions. This may suggest that phosphorus is released from cells of organisms in anaerobic
conditions. The microscopic analysis of filamentous microorganisms of the active sediment
showed that in the samples of the active sediment collected during the breakdown of the aeration
system that building phosphorus into bacteria cells does not occur because the dominant species
of filamentous bacteria were following: Beggiatoa and Type 021N. These species are Neisser-
negative bacteria [4]. This means that they do not gather polyphosphates in their organisms.
Additionally, the occurrence of these organisms is connected with a very low concentration of
oxygen. The Beggiatoa species additionally gathers in their organisms globules of sulphur
which is a sign of high content of hydrogen sulphide in the wastewater so of sediment
putrefaction. In the examined active sediment collected after the aeration system breakdown
was repaired a significant increase of NaOH fraction and decrease of Ca-EDTA fraction can be
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noticed. The NaOH phosphorus fraction is identified with the phosphorus contained in the
organic matter therefore its increased share may be a sign of the growth of the process of
assimilation of phosphorus in microorganisms in aerobic conditions. The proof of the process
of assimilation of phosphorus in the aerobic conditions may be also the presence of filamentous
bacteria Microthrix parvicella [5]. This is a Neisser-positive bacteria which gathers
polyphosphates in their organisms. This species has also exceptionally high affinity to oxygen.
This causes that the bacteria may use the aerobic metabolism even if the concentration of this
gas in the environment is minimal [6]. Therefore it is a proof of aerobic conditions in the active
sediment reactor. The results of the research show that the simultaneous analysis of phosphorus
speciation and filamentous bacteria allows to evaluate the quality of the process of the
dephosphatation of wastewater as well as estimate the condition of the wastewater sediment in
the case of changing physical-chemical conditions in the active sediment reactor.
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Fotodegradacja i toksycznos$¢ inhibitorow korozji w wodzie morskiej
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Stowa kluczowe: benzotiazol, benzotriazol, woda morska, toksycznosc

Benzotriazol (BTA) i benzotiazol (BT) znalazly zastosowanie gtownie jako inhibitory
korozji metali. Wprowadzone w niewielkich ilosciach do korozyjnego srodowiska powoduja
znaczne zmniejszanie szybkosci korozji metalu stykajacego si¢ z tym $rodowiskiem, poprzez
wytworzenie na powierzchni metalu warstwy ochronnej. Sg to rowniez zwigzki szeroko
stosowane jako sktadniki tworzyw sztucznych, kauczukow, barwnikéw i roznych powtok w
celu zwigkszenia trwalosci i wydajnosci produktu. BT i BTA wykorzystywane sg takze w
materiatach przeznaczonych do ochrony przeciw promieniowaniu UV. BTA wykorzystywany
jest rowniez w lotnictwie, jako skladnik $rodkoéw odladzajacych, plyndw zapobiegajacych
zamarzaniu w transporcie samochodowym, oraz jako sktadnik chtodziw. W gospodarstwach
domowych uzywany jest w $rodkach chemii gospodarczej jako skladnik detergentow
stosowanych do zmywarek.

Benzotiazol (BT) i benzotriazole (BTA), poprzez powszechne zastosowanie, s3
wykrywane w rdéznych matrycach $rodowiskowych. Wystepuja zarowno w Sciekach
przemystowych, miejskich, jak i w wodach powierzchniowych- mi. in. w rzekach i jeziorach,
wodach morskich, a takze w glebie.

W pracy oceniono toksyczno$§¢ BT i BTA w stosunku do organizméw naturalnie
bytujacych w wodach stonych tj. Vibrio fischeri, Artemia salina i Phaeodactylum tricornutum.
Syntetyczng wode morska, zawierajaca badanie zwiazki w stezeniach 10 mg/L poddawano
naswietlaniu w reaktorze SOLARBOX 1500 (Co.Fo.Me.Gra; Wlochy), wyposazonym w
chtodzong powietrzem lamp¢ ksenonowa, emitujaca promieniowanie polichromatyczne z
zakresu UVB, UVA, $wiatla widzialnego 1 podczerwieni, ktorego zakres jest tozsamy z
zakresem promieniowania emitowanego przez Stonce. Badania prowadzono w temperaturze
35- 37°C, przy irradiancji 500 W/m?. Stopief usunigcia substancji aktywnych okreslano za
pomoca HPLC-UV, produkty posrednie fotodegradacji identyfikowano za pomoca LC-
MS/MS. Weryfikacje toksyczno$ci roztworow poreakcyjnych przeprowadzono z udzialem
wyzej wymienionych gatunkow.

Praca finansowana przez NCN w ramach grantu 2011/03/D/ST8/04595
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Photodegradation and toxicity of corrosion inhibitors in marine water
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Abstract

Benzotriazole (BTA) benzothiazole (BT) have been used mainly as corrosion inhibitors.
Introduced in small amounts to the corrosive environment result in a significant reduction of
the corrosion rate of the metal, by generating the protective layer on its surface. BT and BTA
are also widely used as components of plastics, rubber, pigments, and various coatings to
enhance the stability and performance of the product. BT and BTA are used in materials
intended for protection against UV radiation. BTA is a component of de-icing and antifreeze
liquids, in the road transport and aviation, and as a component of refrigerants. In households,
BTA is used as a component of detergents for dishwashers.

Benzothiazoles (BT) and benzotriazole (BTA), are detected in the various
environmental matrices. There are both urban and industrial wastewater as well as in the surface
waters e.g. in rivers and lakes, marine waters, as well as in the soil.

During the study the toxicity of BT and BTA was evaluated, in relation to natural
organisms inhabiting brackish waters, ie., Vibrio fischeri, Artemia salina and Phaeodactylum
tricornutum. A synthetic sea water containing the test compounds at concentrations of 10 mg/L
was subjected to irradiation 500 W/m2 in SOLARBOX reactor. Active substances removal was
determined by LC-UV, photo-degradation intermediates were identified by LC-MS/MS.
Toxicity of postprocessing solutions toxicity was verified with the above-mentioned species.
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Dynamika zanikania wybranych 1-alkilo-3-metyloimidazoliowych
cieczy jonowych w aspekcie ich oddzialywania
na aktywnos$¢ oksydazy o-difenolowej w glebie

TELESINSKI A., SULKOWSKA N., ONYSZKO M.
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Stowa kluczowe: ciecze jonowe, fluor, gleba, oksydaza o-difenolowa

Wzrost  zainteresowania  cieczami  jonowymi  jako  niekonwencjonalnymi
rozpuszczalnikami wynika z ich korzystnych wtasciwosci fizykochemicznych, m.in. bardzo
matej preznos$ci par oraz dobrej stabilnosci termicznej i elektrochemicznej. Zwigzki te sg solami
organicznymi, zbudowanymi z r6znych organicznych kationdw oraz nieorganicznych lub
organicznych aniondw, o temperaturze topnienia rownej lub bliskiej temperaturze pokojowe;.
Substancje te moga dostawac¢ si¢ do gleby miedzy innymi w wyniku przypadkowego rozlania,
stosowania kompostow z osadow $ciekowych, czy odciekdéw ze sktadowisk odpadow.

Celem podjetych badan byto okreslenie dynamiki zanikania dwdch cieczy jonowych tj.
tetrafluoroboranu  1-butylo-3-metyloimidazoliowy oraz tetrafluoroboranu 1-heksylo-3-
metyloimidazoliowy w kontekscie ich oddzialywania na aktywnos$¢ oksydazy o-difenolowejw
glebie.

Dos$wiadczenie przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na dwoch rodzajach
gleb: piasku gliniastym o zawartosci wegla organicznego 8,7 g-kg™ i gliny lekkiej o zawartosci
wegla organicznego 10,9 g-kg?. Do czeéci ziemistych pobranego materiatu glebowego
wprowadzono analizowane ciecze jonowe w dawkach: 5, 50, 500 oraz 5000 mg-kg''s.m. gleby.
Nastepnie doprowadzono wilgotnos¢ gleb do 60% m.p.w. Glebe doktadnie wymieszano i
przechowywano w szczelnie zamknigtych workach polietylenowych w temperaturze 20°C.
Punktem odniesienia byta gleba kontrolna (bez dodatku cieczy jonowych) utrzymywana w
takich samych warunkach jak probki glebowe z dodatkiem cieczy jonowych. W 1., 7., 14., 28.,
56. dzien doswiadczenia oznaczono chromatograficznie zawartos$¢ kationow imidazoliowych,
potencjometrycznie zawarto$¢ fluoru rozpuszczalnego i potencjalnie dostgpnego dla roslin oraz
spektrofotometrycznie aktywnos¢ oksydazy o-difenolowe;j.

Otrzymane wyniki badan wykazaty, ze kation 1-butylo-3-metyloimidazoliowy okazat
si¢ ukladem odpornym na degradacj¢ w glebie, podczas gdy wydluzenie podstawnika
alkilowego do szesciu atomoéw wegla (kation 1-heksylo-3-metyloimidazoliowy) zdecydowanie
przyspieszyto proces rozktadu. Zawartos¢ fluoru rozpuszczalnego w roztworze glebowym, jak
1 potencjalnie dostgpnego dla roslin, w glebie zanieczyszczonej imidazoliowymi cieczami
jonowymi, zwigkszala si¢ w trakcie trwania doswiadczen, jednak na ilo§¢ uwalnianego fluoru
nie miala wigkszego wptywu dlugos¢ podstawnika alkilowego w kationie. Zwigkszanie dawki,
oraz wydluzanie podstawnika alkilowego w kationie imidazoliowym zwigkszato
oddziatywanie cieczy jonowych na aktywno$¢ oksydazy o-difenolowej. Zmiany aktywnosci
oksydazy o-difenolowej w glebie zanieczyszczonej imidazoliowymi cieczami jonowymi:
tetrafluoroboranem 1-butylo-3-metyloimidazoliowym oraz tetrafluoroboranem 1-heksylo-3-
metyloimidazoliowym, zalezne byty od dawki oraz rodzaju cieczy jonowej, a takze wlasciwosci
fizyczno-chemicznych gleby.
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Dissipation dynamic of some 1-alkyl-3-methylimidazolium ionic liquids
and their effect on o-diphenol oxidase activity in soil
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The increased interest in ionic liquids as unconventional solvents due to their favorable
physicochemical properties, including very low vapor pressure, good thermal and
electrochemical stability. These compounds are organic salts, constructed from a variety of
organic cations, and inorganic or organic anions, having a melting point at near room
temperature. These substances can get into the soil, among other things as a result of accidental
spillage, the use of compost from sewage sludge or landfill leachate.

The aim of study was to determine the dissipation of two ionic liquids: tetrafluoroborate
1-butyl-3-methylimidazolium and tetrafluoroborate 1-hexyl-3-methylimidazolium in terms of
their impact on o-diphenol oxidase activity in soil.

The experiment was carried out in laboratory conditions on the two types of soil: loamy
sand containing organic carbon, 8.7 g-kg™* and the sandy loam with organic carbon content of
10.9 g'kg. Analyzed ionic liquids, in doses: 5, 50, 500 and 5000 mg-kg*dm. were treated into
soil material. Then, the soil moisture content was adjusted to 60% of the maximum water
holding capacity. The soil was mixed thoroughly and stored in polyethylene bags at 20°C. Soil
without addition of ionic liquids stored in the same conditions as the samples containing ionic
liquids, was reference. On day 1, 7, 14, 28 and 56 imidazolium cation content was determined
by chromatographic method, content of fluoride soluble, and content of fluoride potentially
available to plants were determined by potentiometric method, and o-diphenol activity was
determined by spectrophotometric method.

The obtained results showed that the 1-butyl-3-methylimidazolium cation proved
system resistant to degradation in the soil, while the elongation of the alkyl chain to six carbon
atoms (1-hexyl-3-methylimidazolium cation) strongly accelerated the decomposition. The
content of fluoride soluble, as well as fluoride potentially available to plants in soil
contaminated with imidazolium ionic liquids, increased during the experiments, however, the
amount of released fluoride does not exert much influence the length of the alkyl chain of the
cation. Increasing the dose and lengthening the alkyl substituent of the imidazolium cation
increased impact of ionic liquids on the o-diphenol oxidase activity. Changes in the o-diphenol
oxidase activity in soil contaminated with ionic liquids imidazoliowymi tetrafluoroborate 1-
butyl-3-methylimidazolium and tetrafluoroborate 1-hexyl-3-methylimidazolium, depended on
the dose, type of ionic liquid, and the soil physico-chemical properties.
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Fitotoksycznos$¢ tetrafluoroboranu amonu dla wybranych roslin wyzszych
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Stowa kluczowe: fitotoksycznosc, lgdowe rosliny wyzsze, tetrafluoroboran amonu

Tetrafluoroboran amonu to substancja chemiczna dobrze rozpuszczalna w wodzie i
nierozpuszczalna w alkoholu. Zwigzek ten wykorzystywany jest jako sktadnik kapieli
galwanicznych, w obrobce metali oraz jako katalizator alkilowania 1 polimeryzacji.
Prowadzono rowniez badania majace na celu zastosowanie tetrafluoroboranu amonu do
impregnacji drewna.

Tetrafluoroboran wykazuje dziatanie szkodliwe na oczy, skorg i blony $luzowe ludzi i
zwierzat. W dostepnej literaturze brak jest badan dotyczacych wplywu tetrafluoroboranu
amonu na ladowe rosliny wyzsze.

W przedstawionej pracy wptyw tetrafluoroboranu amonu [A][BF4], wprowadzonego do
gleby w roznych stezeniach, na wschody i wezesne stadia wzrostu i rozwoju roslin wyzszych,
okreslono w badaniach fitotoksycznosci w oparciu o przewodnik OECD/OCDE 208/2006. W
przeprowadzonym eksperymencie, nasiona wybranych gatunkéw ladowych roslin wyzszych —
jeczmienia jarego (Hordeum vulgare) i rzodkiewki zwyczajnej (Raphanus sativus L. subvar.
radicula Pers.) wysiano do wazondw zawierajacych glebe do ktorej dodano badany zwigzek
chemiczny i do wazondéw zawierajacych glebe kontrolng. Przez caty okres prowadzenia badan
utrzymywano optymalne warunki wzrostu i rozwoju wybranych gatunkow roslin.

Oceniajac fitotoksyczno$¢ zastosowanych stezen tetrafluoroboranu amonu okreslono i
porownano wschody i mas¢ (suchg i zielong) pedéw roslin kontrolnych, ze wschodami i masg
(sucha i zielong) pedow roslin rosnacych na glebie, do ktorej wprowadzono odpowiednie ilosci
zwigzku. Dokonano ponadto, oceny wizualnej wszystkich uszkodzen badanych gatunkow
ro§lin, takich jak zahamowanie wzrostu, nekroza i1 chloroza, czego odzwierciedleniem sa
wykonane zdjecia cyfrowe roslin doswiadczalnych. Na podstawie otrzymanych wynikow
okreslono wielkosci LOEC (the lowest observed effect concentration) — najnizsze stezenie
wywotujace zauwazalne skutki w postaci obnizki we wzroscie 1 wschodach w poréwnaniu z
kontrolg oraz NOEC (no observed effect concentration) — najwyzsze stezenie nie wywotujace
zauwazalnych, toksycznych skutkow.
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Phytotoxicity ammonium tetrafluoroborate for selected higher plants
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Ammonium tetrafluoroborate is a chemical substance soluble in water and insoluble in
alcohol. This compound is used in electroplating bath, metal working and as catalyst in
alkylation and polymerization. Research studies aiming to the use of ammonium
tetrafluoroborate to the impregnation of wood.

Tetrafluoroborate exerts harmful for eyes, skin and mucous membranes of humans and
animals. In the available literature, there are no studies on the effect of ammonium
tetrafluoroborate for terrestrial higher plants.

In this study, the effect of ammonium tetrafluoroborate [A][BF4], introduced into the
soil at various concentrations, on emergence and early stages of growth and development of
higher plants identified in the study of phytotoxicity based on the guide OECD/OCDE
208/2006. In the experiment, seeds of some species of terrestrial higher plants — spring barley
(Hordeum vulgare) and radish (Raphanus sativus L. subvar. radicula Pers.) Were seeded into
vases containing soil to which was added the test compound and to vases containing soil control.
Throughout the study period we maintained the optimal conditions for the growth and
development of selected plant species.

In In assessing the phytotoxicity of ammonium tetrafluoroborate concentrations used
were determined and compared emergence and weight (dry and green) shoots of the control
plants, the emergence and weight (dry and green) shoots of plants growing in soil having been
introduced the corresponding amount of a compound. An evaluation of all visual lesions on
studied plant species such as stunting, chlorosis and necrosis, which is reflected in digital
photographs taken of the test plants. Based on the obtained results, the size of the LOEC (the
lowest observed effect concentration) — the lowest concentration causing observable effects in
the form of a reduction in growth and germination compared with the control — and the NOEC
(no observed effect concentration) — the highest concentration not causing observable, toxic
effects.
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