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W $rodowisku cztowieka wystepuja bardzo liczne zwiazki naturalne o dziataniu
mutagennym, a takze rozne zwiazki mutagenne powstajace w wyniku dzialalno$ci
przemystowej. Poniewaz liczne chemiczne mutageny sa takze karcinogenami i moga
indukowaé powstawanie nowotwordw, zatem wykrywanie tych zwiazkéw ma istotne
znaczenie dla ochrony cztowieka przed ich dziataniem. Opracowano szereg testow
pozwalajacych okresli¢ potencjalne dziatanie mutagenne i karcinogenne zwigzkow
chemicznych. W testach tych wykorzystuje si¢ zarowno organizmy wyzsze (ssaki)
jaki 1 nizsze a takze hodowle komorek ssakow. Testy krotkoterminowe
wykorzystujace do badan bakterie i hodowle komdrkowe sa szczegolnie przydatne dla
wstepnej oceny zwigzku. Do grupy bakteryjnych testow krotkoterminowych zalicza
si¢ test SOS Chromotest. Jest to test bakteryjny, w ktorym stosowany jest
odpowiednio przygotowany szczep Escherichia coli. Zwigzki uszkadzajagce DNA
wywolujg u szczepu testowego szereg funkcji znanych pod nazwg reperacji SOS. W
tescie tym wykorzystano fuzj¢ operonu umieszczajac gen lacZ, gen strukturalny dla ?-
galaktozydazy, pod kontrola genu sfiA. Szczep testowy posiada delecj¢ normalnego
regionu lac, tak wigc aktywnos$¢ ?7-galaktozydazy mierzona w tescie zalezy wylacznie
od ekspresji genu sfiA i jest odbiciem poziomu indukcji tego genu, ktdra to indukcja
jest zalezna od stopnia uszkodzenia DNA przez zwigzek genotoksyczny. Ilosciowa
miarg dzialania genotoksycznego zwigzkow jest wartos¢ wspotczynnika IF
i wspolczynnika SOSIP . Poniewaz bakterie stosowane w testach wykrywania
mutagenno$ci zwigzkow nie zawieraja calego spektrum monooksygenaz, ktore
wystepuja u wyzszych organizmow, nie jest mozliwe wykazanie takich wlasciwosci w
przypadku zwiazkoéw, ktoére wymagaja aktywacji, aby naby¢ wiasciwosci mutagenne
lub rakotwoércze. Aktywacje takich zwiazkow przeprowadza si¢ inkubujac je,
W postmitochondrialnym supernatancie komorek watréb ssakow (tj. we frakeji S9).
Frakcja S9 zawiera wigkszo$¢ roznych monooksygenaz i innych enzymow
potrzebnych do aktywacji potencjalnych mutagenéw i kancerogenow Zalecana
i najczesciej stosowana jest frakcja S9 uzyskana z wqtrob szczurOw rasy Sprague-
Dawley. Do aktywacji zwigzkéw genotoksycznych oprocz frakcji S9 pochodzacej
Z watrob szczurow rasy Sprague-Dawley stosowana jest rowniez frakcja S9 uzyskana
z watrob myszy rasy B10.A, bedacych czestym obiektem badan z zakresu
kancerogenezy chemicznej. Uzyskane wyniki nie wskazuja jednoznacznie, ktora
z frakcji S9 — mysia czy szczurza — silniej aktywuje promutageny. W przypadku
benzo(a)pirenu oraz acetyloaminofluorenu silniejsza aktywacj¢ uzyskano stosuja
frakcje mysia, w przypadku aminoantracenu frakcja szczurza aktywowata badany
zwigzek lepiej niz mysia, natomiast dla metylocholantrnu uzyskano zblizone wyniki
dla obu rodzajéw frakcji. Wyniki potwierdzaja konieczno$¢ stosowania w testach
frakcji S9 pochodzacych od réznych gatunkow i ras zwierzat.
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Badania wykonano w rejonie Olkusza uznanego za jeden z najbardziej
zanieczyszczonych metalami cigzkimi obszar w Europie. Hutnictwo cynku i otowiu na
tych terenach istniato od XVIII wieku. Najwigkszym zrodtem emisji metali ciezkich w
tym rejonie jest zlokalizowany w poblizu miejscowosci Bukowno koto Olkusza
Kombinat Gérniczo-Hutniczy ,Bolestaw”, ktory rozpoczatl dziatalno$¢ w 1952r.
Rejon ten znajduje si¢ rowniez pod wplywem emisji przemystowych z Gornego
Slaska, Krakowa i Moraw. W badaniach wykorzystano cztery czesto stosowane
metody bioindykacji zanieczyszczenia $rodowiska metalami cigzkimi: metode
transplantacyjng ,,moss-bag” polegajaca na okreSleniu akumulacji metali
w eksponowanym mchu Sphagnum falax, oraz w rosnagcym mchu Pleurozium
schreberi, a takze akumulacji metali w liSciach brzozy brodawkowatej (Betula
pendula Roth) i igtach sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.). Czynnikiem
roznicujacym bezwzgledny wynik stopnia zanieczyszczenia srodowiska, wyrazony
poziomem akumulacji arsenu w bioindykatorach, jest przede wszystkim czas
ekspozycji wynikajacy ze specyfiki zastosowanej metody bioindykacyjnej, zrodto
zanieczyszczenia (powietrza, gleba) oraz cechy (budowa morfologiczna) rosliny
wskaznikowej. Mimo zastosowanie roznych technik bioindykacyjnych i roéznych
ro$lin wskaznikowych przestrzenny rozktad zanieczyszczen arsenem na mapach byt
zblizony, potwierdzony statystyczng analiza wynikéw. Wielkosci bezwzgledne
akumulacji roznity sig¢, ale ich obraz rozmieszczenia byt podobny. Zastosowana
metoda prezentacji wynikow w postaci map imisji zanieczyszczenia, pozwolita
wskaza¢ obszary szczegdlnego zagrozenia dla zdrowia mieszkancow i ekosystemow.
Huta otowiu i cynku w Bukownie i halda odpadoéw przemystowych tej fabryki, zostaty
zidentyfikowane, jako najwigksze zrodla zanieczyszczenia arsenem w badanym
obszarze.
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W ostatnich latach obserwuje si¢ gwaltowne obnizanie poziomu prochnicy w glebach
Polski. Gtéwna przyczyng tej sytuacji jest zmniejszanie $redniej dawki obornika do
5,6 t/lha. Poza tym zachodzi ciagla mineralizacja substancji organicznej, a takze
przemieszczanie jej w glab profilu w wyniku pogtebionej orki. Taka sytuacja zmusza
do poszukiwania innych, niekonwencjonalnych zrédet materii organicznej. Moga to
by¢ migdzy innymi osady Sciekowe i odpadowe wegle brunatne, ktore sg Zrodlem
mikroelementow 1 pierwiastkow $ladowych. Celem niniejszych badan byto
przesledzenie zmian w zawarto$ci zelaza i molibdenu w materiatach organicznych,
utworze glebowym i zycicy wielokwiatowej (Lolium multiflorum Lam.) pod wptywem
stosowania odpadowych wegli brunatnych, osadow sciekowych oraz ich mieszanin.
Trzyletnie do$wiadczenie wazonowe przeprowadzono metoda catkowicie losowa
z obiektem kontrolnym (piasek gliniasty lekki) w trzech powto6rzeniach. Do wazonéw
wypemionych utworem glebowym (8kg) dodano odpadowe wegle brunatne, osady
$ciekowe, ich mieszaniny i obornik w ilosci 7,5% masy gleby w wazonie. Stosowano
takze nawozenie mineralne w g/wazon, w formie polifoski 8 (przedsiewnie) i saletry
amonowej (poglownie po I i Il pokosie) w stosunku 1:1:1 (N:P:K). Nasiona zycicy
wielokwiatowej (Lolium multiflorum Lam.) odmiany Kroto wysiewano w ilo$ci 1g na
wazon. W sezonie wegetacyjnym zbierano cztery pokosy trawy. Pobrane proby
wysuszono i rozdrobniono. Po zakonczeniu eksperymentu pobrano proby materiatu
glebowego, wysuszono i przesiano przez sito o $rednicy lmm. W tak przygotowanych
materiatach oznaczono zawartos¢ Fe i Mo metoda ICP-AES na spektrometrze
emisyjnym z indukcyjnie wzbudzang plazma, po uprzedniej mineralizacji ,,na sucho”.
Poziom oznaczonych pierwiastkéw $ladowych w analizowanych materiatach
wyjsciowych byt bardzo zréznicowany. Najwigksze ilosci Fe oznaczono
W odpadowym weglu brunatnym z Sieniawy, natomiast Mo w osadzie $ciekowym
z Siedlec. Srednia zawarto$¢ zelaza ogdtem w poditozu glebowym po zakonczeniu
badan wynosita 3254,6 mg/kg, a molibdenu 0,96 mg/kg. Odpadowe wegle brunatne
zKonina i Sieniawy, osady $ciekowe z Siedlec, Lukowa i Drosedu oraz ich
mieszaniny istotnie réznicowaly zawartos¢ Fe i Mo w suchej masie Zzycicy
wielokwiatowej (Lolium multiflorum Lam.) w kolejnych latach prowadzenia badan.
Srednia zawarto$¢ zelaza oznaczona w suchej masie rosliny testowej wynosita
250,5 mg/kg, a molibdenu 3,11 mg/kg. W kolejnych latach badan nastgpito obnizenie
zawarto$ci Fe 1 Mo w suchej masie zycicy wielokwiatowej. Zawarto$¢ oznaczonych
pierwiastkow w suchej masie trawy miescita si¢ w zakresie liczb granicznych
dopuszczalnych dla pasz.
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Badania glebowe prowadzono w wybranych kompleksach lesnych (LMs$w, BMsw,
Bs$w) Niziny Potudniowopodlaskiej o mozliwie matym wplywie antropogenicznym na
przebieg procesow pedogenicznych (lesne rezerwaty przyrody, starodrzewy).
Obiektami badan bylo 12 dobrze wyksztalconych profili gleb rdzawych wiasciwych,
bielicowo-rdzawych i bielicowych. W wyrdznionych poziomach organicznych (n=30)
i mineralnych (n=61) oznaczono podstawowe wiasciwosci gleb metodami
powszechnie stosowanymi w laboratoriach gleboznawczych. Zawarto$¢ metali
0znaczono na atomowym spektrometrze emisyjnym z indukcyjnie wzbudzong plazma
(ICP-AES), po mineralizacji probek na ,sucho” (w temperaturze 450°C)
i sporzadzeniu wyciggow pierwiastkow w 20% HCI. Badania prowadzono w trzech
powtdrzeniach, a otrzymane wyniki obliczono w stosunku do absolutnie suchej masy
gleby. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie (§rednia, odchylenie standardowe,
korelacja prosta), obliczono wspélczynniki wzbogacenia w metale poziomow
organicznych i mineralnych (w stosunku do ich zawarto$ci w skale macierzystej).

W badanych glebach bielicoziemnych na zawarto§¢ cynku, miedzi i niklu najwiekszy
wplyw miata naturalna zasobno$¢ skaty macierzystej, akumulacja biologiczna oraz
antropogenizacja Srodowiska. Profilowe rozmieszczenie badanych metali cigzkich
zroznicowaty procesy pedologiczne, a zwlaszcza wytworzenie si¢ poziomow
organicznych i prochnicznych oraz proces bielicowania i (w mniejszym stopniu)
rdzawienia. Najwigksza zawartos¢ metali stwierdzono w poziomach organicznych.
W poziomach mineralnych ich zawarto$¢ wyraznie zmniejszata si¢ wraz z glgbokoscia
profilu (przy modyfikujacym wplywie procesu bielicowania). Badane lesne gleby
Niziny Potudniowopodlaskiej nalezy raczej zaliczy¢ do gleb o naturalnej zawarto$ci
cynku, miedzi i niklu. Tylko w niektdrych poziomach organicznych stwierdzono
niewielkie przekroczenie ~dopuszczalnych —zawartosci Zn (>100 mg-kg™)
i Ni (>35mg-kg™). Najsilniejsze zwigzki korelacyjne stwierdzono pomiedzy
zawarto$cig badanych metali a zawartoscig materii organicznej, pojemnoscia
sorpcyjng i stosunkiem C/N, a w poziomach mineralnych takze z zawarto$cig zelaza,
glinu i ilastej frakcji glebowe;j.
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Dolina rzeczna oraz powytopiskowe zaglebienia sprzyjaja akumulacji materiatu
glebotworczego, ktory moze by¢ objety bagiennym procesem glebotworczym.
Zroznicowanie fizjograficzne i hydrologiczne terenu, rézne sposoby uzytkowania oraz
zabiegi melioracyjne wptywaja na duza zmienno$¢ glebowa w dolinie rzeki Liwiec.
Rzeka ta jest lewobrzeznym doplywem dolnego Bugu i jedna z wigkszych na terenie
Niziny Potudniowopodlaskiej.

Celem badan bylo oznaczenie zawartosci zelaza, glinu i manganu W ptlytkich i §rednio
glebokich glebach torfowo-murszowych (12 profili) o zréznicowanym stopniu
zmurszenia, zlokalizowanych na trwatych uzytkach zielonych pierwszego tarasu
zalewowego goOrnego biegu rzeki Liwiec oraz ocena wplywu proceséw
pedogenicznych 1 stopnia antropopresji na zawarto$¢ 1 rozmieszczenie tych
pierwiastkdw w profilu glebowym.

W materiale glebowym oznaczono podstawowe wlasciwosci fizykochemiczne
i chemiczne metodami powszechnie stosowanymi w laboratoriach gleboznawczych.
Zawarto$¢ ogdlng Fe, Al i Mn oznaczono metodg ICP-AES. Analizy prowadzono w
trzech powtorzeniach, a otrzymane wyniki obliczono w stosunku do absolutnie suchej
masy gleby. W warstwach murszu (Mt), torfu (Otni) oraz podtozy mineralnych (D)
badanych gleb, stwierdzono zréznicowang zawarto$¢ analizowanych metali. Srednie
zawartoéci tych pierwiastkow (mg ° kg') mozna ulozy¢ w nastgpujace szeregi
malejacych wartosci dla warstw murszu (Mt): Fe (24300) > Al (3380) > Mn (547);
torfu (Otni): Fe (13400) > Al (2710) > Mn (182); dla podtozy mineralnych (D):
Al (1500) > Fe (1330) > Mn (30,7).

Warstwy murszu w stosunku do warstw torfu zawieraly wigcej Zzelaza, glinu
i manganu. Wzbogacenie warstw powierzchniowych w te pierwiastki $wiadczy
0 ilosciowych i jakosciowych przeobrazeniach masy glebowej pod wptywem procesu
murszenia materii organicznej oraz Wwytracenie ich w strefie aeracji wraz
z konkrecjami zelazistymi, co jest charakterystyczne dla gleb, w ktérych dynamicznie
zmienia si¢ polozenie wody kapilarnej w profilu glebowym.
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W wykrywaniu powaznych zagrozen S$rodowiska wynikajqcych z dziatalnosci
cztowieka ptaki draplezne odgrywaty istotng role¢ w przeszlosci i nadal stanowig cenne
zrodlo informacji o jego zanieczyszczeniach, w tym metalami ci¢zkimi.
W organizmach ptakéw drapieznych z rzgdu Falconiformes, stanowiacych koncowe
ogniwa tancuchow pokarmowych, nagromadzaja sie¢ znaczne ilo$ci rdznych
metalicznych pierwiastkow $ladowych, wérod ktorych pewne pelnig wazne funkcje
fizjologiczne u statocieplnych kregowcdéw (zelazo, cynk, miedz, chrom, molibden
i kobalt), rola innych nie jest jeszcze w petni poznana i przez WHO sa klasyfikowane
jako prawdopodobnie niezbedne dla cztowieka (mangan, wanad, nikiel), a inne
uznano za wybitnie toksyczne — otow, kadm i rte¢ (HRAG 2007). U ptakow
drapieznych rzadko okresla si¢ stezenia manganu, wanadu i niklu, a w Polsce istnieja
jedynie pojedyncze prace na ten temat (Falandysz i in. 2000, Kalisinska i in. 2008),
chociaz ekotoksykolodzy coraz czesciej podkreslaja konieczno$¢ poglebiania studiow
nad tymi pierwiastkami ze wzgledu na ich coraz wigksze rozpowszechnianie w
$rodowisku przyrodniczym. Dotyczy to zwlaszcza manganu, ktérego zwigzki
dodawane sg do tzw. paliw bezotowiowych. W badaniach zanieczyszczenia
srodowiska metalami cigzkimi z wykorzystaniem dziko zyjacych zwierzqt
(bioindykatorow) do wilasciwej interpretacji wynikow niezbedne jest poznanie ich
stezen odzwierciedlajacych tto geochemiczne oraz gromadzenie rozmaitych danych
poréwnawczych. W niniejszej pracy podjeto probe oceny stezen trzech pierwiastkow
— manganu, wanadu i niklu — w mézgowiu i watrobie pustutki (Falco tinnunculus,
n=9) i myszotowa (Buteo buteo, n=9), ktore zginegty w réznych okoliczno$ciach. Oba
te gatunki reprezentuja rzad Falconiformes, a liczebno$¢ ich populacji w Europie
szacuje si¢ odpowiednio na ponad 330 oraz 710 tys. par legowych i sg one okreslane
jako stabilne (BirdLife International, 2004). Sposréod trzech badanych metali
najwigksze stezenia osiggal mangan: w watrobie wahato si¢ ono od 4,41 do 24,07, a w
moézgowiu od 1,09 do 1,93 mg/kg mokrej masy. U obu gatunkéw w watrobie byto ono
wigksze w porownaniu do mézgowia (p<0,001), przy czym nie stwierdzono zadnych
statystycznie istotnych réznic miedzy myszotowem a pustutka (do porownan
zastosowano nhieparametryczny test U Manna-Whitneya). Koncentracja wanadu w
watrobie wahata si¢ od 0,097 do 1,444, a w mézgowiu od 0,107 do 1,424 mg/kg m.m.
U pustutki $rednie stezenia tego metalu w obu narzadach byty zblizone, ale u
myszolowa bylo ono Wyraznie wigksze w moézgowiu niz w watrobie (p=<0,05).
Myszotow mial wigcej wanadu w mongWIU (p<0 05) 1 watrobie (p<0,01)
W poréwnaniu do pustulkl W =zasadzie najmniejsze stgzenia obserwowano w
przypadku niklu (w moézgowiu nie przekraczaly one wartosci 0,260, a w watrobie
0,230 mg/kg m.m.). Srednie stgzenia niklu w badanych narzqdach byly u obu
gatunkow podobne. Jednakze w watrobie jednej pustutki wykryto niemal 2 mgNi/kg
m.m. Zaré6wno w mozgowiu, jak i watrobie $rednie st¢zenie niklu osiggato wigksze
warto$ci u pustutki niz u myszotowa (odpowiednio p<0,03 i p<0,02).



WSTEPNA OCENA RYZYKA EKOLOGICZNEGO NA TERENIE
ROLNICZYM NARAZONYM NA ODDZIALYWANIE WWA

Agnieszka KLIMKOWICZ-PAWLAS, Barbara MALISZEWSKA-KORDYBACH,
Bozena SMRECZAK, Beata SUSZEK

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

Najistotniejsza funkcja dla gleb uzytkowanych rolniczo jest funkcja produkcyjna
gleby, w ogromnym stopniu uzalezniona od czynnikoéw biologicznych, czyli od
mozliwosci petnienia przez glebe roli siedliska dla organizmow glebowych oraz roslin
(Maliszewska-Kordybach i Smreczak 2003). Jednym z gltownych zagrozen dla
siedliskowych funkcji gleb uzytkowanych rolniczo jest zanieczyszczenie substancjami
chemicznymi, w tym zwigzkami organicznymi z grupy WWA. Zbyt wysoka
zawarto$¢ zanieczyszczen moze wplywaé negatywnie na organizmy glebowe, na
obnizenie bioréznorodnosci i pogorszenie jakosci gleb (Maliszewska-Kordybach i in.
2007). Ze wzgledu na ogromng roznorodno$¢ zaréwno czynnikOw stwarzajacych
zagrozenie i substancji zanieczyszczajacych, jak i organizmow, dla ktorych istnieje
ryzyko narazenia na stres, problem oceny ryzyka jest zagadnieniem bardzo trudnym.
Ocena ryzyka eckologicznego (ERA) jest procesem, w ktorym ocenia si¢
prawdopodobienstwo wystapienia negatywnych skutkow ekologicznych w wyniku
narazenia na oddziatywanie jednego lub wiecej czynnikéw (US EPA 1998). Proces ten
obejmuje trzy podstawowe etapy: 1) sformulowanie problemu, 2) analize i 3) ocene
ryzyka. Pierwszy etap polega na wyznaczeniu celow i opracowaniu metodyk badan.
Celem tego etapu jest uzyskanie odpowiedzi na pytanie, jak potencjalne
zanieczyszczenie moze wplyng¢ na struktur¢ i funkcje ekosystemu. Etap analizy
obejmuje ocen¢ drdég narazenia na oddzialywanie badanego czynnika (stresora)
i oceng¢ zaleznosci pomigdzy oddziatywaniem stresora i efektami ekologicznymi.
W trzeciej fazie ocenia si¢ ryzyko ekologiczne poprzez integracje profili narazenia
i reakcji wybranych organizméw na oddziatywanie czynnikow powodujacych
zagrozenia (US EPA 1998, Tarazona i Vega 2002). Celem pracy bylo
przeprowadzenie wstepnych etapdw oceny ryzyka na wybranym obszarze uzytkdéw
rolnych w sferze oddzialywania Zrodta zanieczyszczenia substancjami chemicznymi.
Jako teren badan do oceny ryzyka ekologicznego zwigzanego z obecno$cia
zanieczyszczen organicznych w glebach wytypowano tereny uzytkowane rolniczo
(ok. 100 km?) zlokalizowane w poblizu miejscowoéci Czerwionka w potudniowo-
zachodniej cze$é Gornoslaskiego Okregu Przemystowego (woj. Slaskie, powiat
rybnicki). Obszar ten zlokalizowany jest w rejonie oddzialywania koksowni, zaktadow
produkcji asfaltu oraz hatd pokopalnianych. Wyboru terenu dokonano w oparciu
0 wyniki badan wstepnych, ktore wskazywaly na wysokg zawartos¢ WWA w glebach.
Z badanego obszaru pobrano 24 probki gleb, ktore scharakteryzowano pod wzgledem
wlasciwosci gleb oraz zawartosci WWA 1 wybranych metali cigzkich. Wyznaczono
wskazniki poziomu zanieczyszczenia badanych gleb przez WWA (w oparciu
0 aktualne regulacje prawne i kryteria jakosci gleb) i wytypowano punkty badawcze
0 zwickszonym  ryzyku  ekologicznym,  wymagajace  dalszych  badan
ekotoksykologicznych.
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EURO-SOILS | SIM-EURO-SOILS - GLEBOWE MATERIALY
REFERENCYJNE W BADANIACH EKOTOKSYKOLOGICZNYCH

Barbara MALISZEWSKA-KORDYBACH, Agnieszka KLIMKOWICZ-PAWLAS,
Bozena SMRECZAK

Instytut Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa-Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Gleboznawstwa,
Erozji i Ochrony Gruntéw, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

W badaniach ekotoksykologicznych prowadzonych w s$rodowisku glebowym,
dobor whasciwych materiatow referencyjnych ma podstawowe znaczenie ze wzgledu
na istnienie zalezno$ci pomigdzy obserwowanymi efektami i wiasciwosciami gleb [1].
Zastosowanie nieodpowiednich materialdow moze w istotny sposob znieksztatcad
uzyskane wyniki i prowadzi¢ do falszywych wnioskéw. Pomimo licznych prob
podejmowanych przez odpowiednie organizacje miedzynarodowe dziatajace w tym
zakresie (np. OECD, ISO TC190) problem ten do chwili obecnej nie znalazt
zadawalajgcego rozwigzania. Testy ekotoksycznosci prowadzone sg zasadniczo
w dwoch celach: a/ oceny ekotoksycznosci substancji chemicznych wprowadzanych
do gleb (np. w celach rejestracji nowych substancji chemicznych), b/ oceny
wiasciwosci ekotoksycznych gleb zanieczyszczonych (np. w celu oceny ryzyka) [2,4].
W pierwszym przypadku gleba referencyjng (kontrolng) jest przewaznie gleba
wykorzystywana w badaniach, ale bez dodatku badanej substancji. Natomiast w
drugiej sytuacji problem jest trudniejszy. Zgodnie z zaleceniami ISO, moze to by¢
gleba nie zanieczyszczona o wlasciwosciach ,,tak zblizonych do gleby badanej, jak
jest to mozliwe” lub sztuczna mieszanina tzw. ,,gleba OECD”. Obydwa rozwiazania
budza wiele watpliwosci 1 nie ulatwiajg porownywania wynikow.

Jednym z alternatywnych proponowanych rozwigzan jest wykorzystanie wybranej
grupy gleb typowych dla okreSlonych obszarow geograficznych w  Europie,
tzw. ,,EURO-Soils”. Zidentyfikowano siedem gleb reprezentujacych wybrane obszary
w krajach ,,starej UE” [2,3]; gleby te jednak sa dostgpne w bardzo ograniczonym
zakresie. Zaproponowano wig¢c [2] poslugiwanie si¢ w badaniach glebami
referencyjnymi o charakterystyce zblizonej do wtasciwosci EURO-Soils (tzw. SIM-
EURO-Soils), podkreslajac rownoczesnie brak odpowiednich informacji z zakresu
dostepnosci tych gleb na szerszych obszarach (np. w aktualnych granicach UE) [4].
Celem przedstawionej pracy byta ocena mozliwosci wykorzystywania odpowiednich
materialow referencyjnych w badaniach ekotoksycznosci w srodowisku glebowym
oraz okres§lenie mozliwosci identyfikacji gleb o wlasciwosciach odpowiadajacych
SIM-EURO-Soils na terenie Polski.
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STEZENIA WYBRANYCH PIERWIASTKOW TOKSYCZNYCH W 0SOCZzU
CHORYCH Z PRZEWLEKLYM ZAPALENIEM, STANAMI
PRZEDRAKOWYMI | RAKIEM KRTANI

Maciej RUTKOWSKI®, Krzysztof GRZEGORCZYK?, Elzbieta RAPACKAZ

Alicja LIPKA-KOCISZEWSKA*

Uniwersytet Medyczny w Lodzi: *Katedra Chemii i Biochemii Klinicznej, ?Zaktad Fizjologii Cztowicka
Katedry Nauk Podstawowych i Przedklinicznych; *Pracownia Endoskopii Zabiegowej Wojewddzkiego
Specjalistycznego Szpitala im. Wi. Bieganskiego w L.odzi; “Oddzial Laryngologii Wojewodzkiego
Specjalistycznego Szpitala im. M. Pirogowa w Lodzi

Czynnikami zwigkszonego ryzyka zapadalno$ci mieszkancow duzych miast na
nowotwory sg m.in. emisje i $cieki z zakladow przemystowych, smog wielkomiejski
oraz niektore metale majace styczno$¢ z woda pitng i zywnoscia. Do powstawania
zmian nowotworowych w gardzieli i krtani przyczyniaja si¢ pochodzace
z powyzszych zrodet pierwiastki toksyczne. Celem pracy byta ocena stezen glinu (Al),
otowiu (Pb) i kadmu (Cd) w osoczu 0s6b z wymienionymi nizej chorobami krtani i ich
poréwnanie z wynikami uzyskanymi dla os6b zdrowych. Badaniami objeto 4 grupy
dorostych o0séb obojga pici: I (kontrolna) — 33 zdrowych, Il — 33 chorych
z przewlekltym zapaleniem krtani, III — 33 chorych ze stanami przedrakowymi krtani,
IV — 34 chorych z rakiem krtani. Probki osocza pobieranej od nich krwi
mineralizowano mieszaning 30% H,0, i 65% HNO; (1:4, v/v) z ogrzewaniem w piecu
mikrofalowym przez 45 minut. Po ostudzeniu i rozcienczeniu woda dejonizowanag
poddawano je oznaczeniom metoda atomowej spektrometrii emisyjnej z indukcyjnym
wzbudzeniem  plazmowym  (AES- ICP) Stezenia  wszystkich  oznaczanych
pierwiastkow byty na]w1f;ksze w grupie IV (Al 4,98+1,08; Pb 7,7£2,1; Cd
0,043+0,006 ng/100 cm®), Wykazujqc znamienne statystycznie réznice (p<0.05)
wobec Wartos01 dla grupy I oprécz kadmu (Al 3.86+0.97; Pb 6.9+2,0; Cd 0,040+0,007
119/100 cm®). Dla Pb znamienne tez byly wszystkie roznice ]ego stezen wsrod grup I-
111, dla Cd tylko miedzy grupa I a III, natomiast dla Al nie stwierdzono zadnej
znarniennos’ci roznic stgzen miedzy gruparni I, IT i 1. Uzyskane wyniki wskazuja na
wspotzaleznos¢ miedzy wielkoscig stezenia Pb w osoczu, a stadiami rozwoju raka
krtani, §wiadczac o istotnym wplywie tego pierwiastka na proces karcynogenezy.
Odnosnie Cd nalezy sadzi¢, ze przyczynia si¢ on do wczesnych stadiow zmian
rakowych krtani, a Al oddziatuje na ich koncowa fazg. Oznaczanie stezen powyzszych
pierwiastkdw w osoczu moze by¢ wiec pomocne w diagnostyce raka krtani.
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BIOMONITORING ZANIECZYSZCZENIA ROZNORODNYCH
SRODOWISK FLUOREM PRZY UZYCIU PTAKOW

Wiestaw SALICKI, Elzbieta KALISINSKA

Akademia Rolnicza w Szczecinie, Katedra Zoologii, ul. T. Judyma 20, 71-466 Szczecin

Badaniami zawartosci fluoru w popiele i suchej masie kosci skokowych
(tarsometatarsus) objeto pig¢ gatunkow ptakow: roslinozernego grzywacza (Columba
palumbus) zwigzanego ze $rodowiskiem ladowym, wszystkozerna krzyzowke (Anas
platyrhynchos), ktora zdobywa pokarm w $rodowisku ladowo-wodnym oraz ogorzatke
(Aythya marila), lodowke (Clangula hyemalis) i gagota (Bucephala clangula)
odzywiajace si¢ pokarmem zwierzecym w Srodowisku wodnym. W przypadku
grzywacza (n=176), krzyzéwki (n=77) i ogorzalki (n=68) badania przeprowadzono na
dwoch grupach wiekowych: mlodych — do pierwszego roku zycia i dorostych —
powyzej pierwszego roku zycia. Lodéwka (n=15) i gagol (n=9) reprezentowane byty
tylko przez mlode osobniki. Wszystkie badane ptaki pochodzily z terenu pdétnocno-
zachodniej Polski: okolic Szczecina, Zalewu Szczecinskiego i wybrzeza Battyku.
Porownania osobnikoéw mlodych i dorostych (grzywacz, krzyzowka i ogorzalka)
ujawnity bardzo wyrazne réznice w stezeniach fluoru zar6wno w popiele, jak i suchej
masie kosci. W kazdym przypadku duzo wigcej fluoru stwierdzono u dorostych
osobnikow. Sposrod zbadanych gatunkéw ptakoéw najwigeej fluoru w ko$ciach
dorostych osobnikow wykryto u wszystkozernej krzyzowki zwigzanej ze otwartymi
wodami $rodladowymi. Najmniej tego pierwiastka stwierdzono u ro$linozernego
i zerujacego wyltacznie na ladzie grzywacza. Przeprowadzona analiza poréwnawcza
wykazata, Ze istnieje wyrazna roéznica (jedynie w przypadku dorosiych osobnikow)
pomiedzy ste;zenlem fluoru w popiele kosci ptakéw odzywiajacych si¢ pokarmem
roshnnym 1 Zzerujgcym na la,dzw (grzywacz) a ptakami pobierajagcymi z wody i lqdu
diet¢ mieszanga — ro$linno-zwierzgca (krzyzowka). Stwierdzono, ze nie roznlly si¢
migdzy sobg wymienionym parametrem grzywacz i kaczki poblerajqce zw1erz<—;cy
pokarm wylacznie w wodzie. Zadnych réznic, w 0rnaw1anym aspekcie, nie
odnotowano w przypadku stezen fluoru w suchej masie kosci. Stwierdzono
przydatno$¢ réznych gatunkéw ptakéw do biomonitoringowych studiow nad
zanieczyszczeniem $rodowiska fluorem, przy czym konieczne jest uwzglednienie ich
wieku.

Praca naukowa sfinansowana ze $rodkow przeznaczonych na nauke w latach 2004—
2006 jako projekt badawczy 2 P04G 020 27.
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WPLYW WIEKU, PLCI I SRODOWISKA NA ZAWARTOSC MIEDZI WE
WLOSACH MIESZKANCOW POMORZA SRODKOWEGO

Czestawa TROJANOWSKA*, Piotr TROJANOWSKI**, Jan TROJANOWSKI*,
Jozef ANTONOWICZ*

*Pomorska Akademia Pedagogiczna, Zaktad Chemii Srodowiskowej, ul. Arciszewskiego 22,
76-200 Stupsk, trojanowski@pap.edu.pl, **Szpital Psychiatryczny ,,Dziekanka”, 62—200 Gniezno

W latach 2003-2006 przeprowadzono badania wlosow pochodzacych od 416 o0séb
z Pomorza Srodkowego. Osoby te reprezentowaly szerokie spektrum wiekowe, od 10-
miesigcznego dziecka do 75-letniej osoby starszej. Do badan dobierano je w sposob
losowy. Badania mialy na celu ustali¢ zalezno$§¢ migdzy zawartoscia miedzi we
wlosach ludzkich a ich wiekiem, picig, waga, wzrostem, stanem zdrowia, sposobem
odzywiania, srodowiskiem i barwg wloséw. Wszystkie badane osoby podzielono na
cztery grupy wiekowe: | — ponizej 16 lat, I1 — od 16 do 25 lat, 111 —od 26 do 50 lat i IV
— powyzej 50 lat. Na podstawie zebranych wynikow stwierdzono, ze ilos¢
kumulowanej miedzi we wlosach badanych ludzi zalezala w istotny sposob od
wszystkich wymienionych wyzej czynnikow z wyjatkiem pici, wzrostu i wagi.
Najwiecej tego metalu gromadzily wlosy mlodziezy (II grupa wiekowa) — $rednio
15,6 ng/g, przy szerokim zakresie 5,8+32,0 ug/g. Wiosy III i IV grupy wiekowe;j
zawieraly §rednio taka samg ilo§¢ miedzi — okoto 11 pg/g. W 11 i Il grupie wiekowej
zawarto§¢ miedzi we wlosach zmniejszata si¢ wraz z wiekiem, charakteryzujac si¢
istotnym wspotczynnikiem korelacji (r=0,63). Stwierdzono, ze osoby spozywajace
produkty mleczne i migsne zawieraly we wlosach przeszio 50% wigcej miedzi niz
ludzie, ktorzy unikali tych potraw. Natomiast osoby, ktérych glownym pokarmem
byty produkty mleczne zawieraly podobng ilo$¢ miedzi co osoby, ktore spozywaty
gléwnie potrawy migsne. Osoby mieszkajace na wsi zawieraly mniej tego metalu
(okoto 14%) niz mieszkajace w miastach. Jedynie wsrod dzieci nie obserwowano
istotnych roznic. Wlosy rude wykazaty wigksza zdolno$¢ do akumulacji miedzi niz
wlosy o innej barwie. Zawarto$¢ cynku we wlosach wigzata si¢ rowniez ze stanem
zdrowia. Osoby zdrowe zawieraly przecigtnie 12,4 pug/g miedzi we wlosach, osoby
chore na cukrzyce typu IT — 14,5 ug/g, a osoby z miazdzyca 9,2 ug/g.
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ZALEZNOSC MIEDZY ZAWARTOSCIA PB I CD WE WLOSACH
A MIEJSCEM ZAMIESZKANIA, SPOSOBEM ODZYWIANIA
| STANEM ZDROWIA

Jan TROJANOWSKI*, Piotr TROJANOWSKI**

Pomorska Akademia Pedagogiczna, Zaktad Chemii Srodowiskowej, ul. Arciszewskiego 22,
76-200 Stupsk, trojanowski@pap.edu.pl, **Szpital Psychiatryczny ,,Dziekanka”, 62—200 Gniezno

Analiza wtos6w od wielu lat znalazta zastosowanie nie tylko w diagnostyce i patologii
klinicznej, ale rowniez w toksykologii sadowej i w okreSlaniu stopnia odzywienia
organizmu. W ostatnim dziesigcioleciu wlosy sa wykorzystywane do biologicznego
monitoringu ekspozycji zawodowej 1 srodowiskowej na metale cigzkie. Oznaczanie
tych pierwiastkow we wtosach okre§lonej populacji moze shuzy¢ jako sposob
wykrywania terenéw nadmiernie zanieczyszczonych przez poszczegélne metale oraz
do poréwnania rozmiaru skazen réznych srodowisk. W latach 2003-2006 zbadano
416 os6b w wieku 1+75 lat, w tym 210 plci zenskiej i 206 pici meskiej. Badang
populacje podzielono na cztery grupy wiekowe. W probkach pobranych wlosow
oznaczano zawarto$¢ olowiu i kadmu przy pomocy spektrofotometru absorpcyjnego
AAS-3. Srednia zawarto$¢ otowiu we wlosach badanych osob wynosita 3,20 ng/g,
a kadmu 0,284 ng/g. Najwigksza zawarto$¢ otowiu (okoto 3,88 nug/g) stwierdzono we
wlosach o0sob z grupy wiekowej 61+75 lat, a kadmu (0,406 pg/g) z grupy wiekowej
26+50 lat. Natomiast najmniejsza (dla obydwu metali odpowiednio 2,07 i 0,152 ug/g)
— z grupy wiekowej 0+15 lat. Wigkszo$¢ 0sob (przeszto 50%) zawierata we wtosach
od 2,01 do 4,00 pg/g otowiu i okoto 40% o0sob zawierato od 0,001 do 0,300 ng/g.
Przeprowadzone badania wykazaly istotng zaleznos$¢ koncentracji otowiu i kadmu we
wlosach w zaleznosci od pici badanych osob. Wilosy kobiet zawieraly mniej Pb
(sredmo 2,63 pglg) i Cd ($rednio 0,236 },Lg/g) niz wlosy quczyzn (odpowiednio 3,79
i 0,334 ug/g) Srodowisko, w ktérym zyja badane osoby réwniez w istotny sposob
wplywa na kumulacje tych metali w ich wtosach. Mieszkancy wsi zawierali znacznie
mniej tych metali ($rednio Pb — 2,39, Cd — 0,214 ug/g) niz mieszkancy miasta
(odpowiednio 4,17 i 0,361 pg/g). Na zawartos¢ Pb i Cd we wilosach ma rowniez
wplyw sposob odzywiania si¢. Osoby, ktore nie unikaty konsumpcji produktow
migsnych i mlecznych zawieraly we wtosach najwigcej tych metali (érednio Pb —
3,54 ug/g, Cd — 0,315 },tg/g) natomiast osoby, ktore unikaly w swojej diecie tych
produktow zawieraly najmniej otowiu i kadmu (odpowiednio 2,08 i 0,141 pg/g).
Przeprowadzone badania wykazaty rowniez, ze kumulacja tych metali we wlosach
$ciSle wigzala si¢ ze stanem zdrowia badanych osob. Osoby chorujace na rozrost
gruczotu krokowego, niedokrwistos¢ i alergicy zawierali we wlosach znacznie wigcej
ofowiu niz osoby zdrowe (3,05 pg/g). Znacznie ponad poziom kadmu odpowiadajacy
osobom bez objawéw chorobowych (0,257 pug/g) mieli we wiosach chorzy na
niewydolno$¢ nerek, miazdzyce, rozrost gruczolu krokowego oraz alergicy. Z kolei
osoby chorujace na nadci$nienie t¢tnicze mialy we wlosach znacznie mniejsze ilo$ci
tych metali (odpowiednio 1,73 i 0,182 ug/g).
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TOKSYCZNOSC HODOWLI GRZYBOW KSEROFILNYCH
| KSEROTOLERANCYJINYCH W POZYWKACH ZAWIERAJACYCH
ODPAD GLICERYNOWY LUB GLICERYNE

K. ULFIG!, G. NALECZ-JAWECKI?, G. PLAZA® K. JANDA-ULFIG*

'Zaklad Biomaterialéw i Technologii Mikrobiologicznych, Instytut Polimeréw, Politechnika Szczecinska,
ul. Putaskiego 10, 70-322 Szczecin; k_ulfig@ps.pl; *Zaktad Badania Srodowiska, Wydziat Farmacii,
Warszawski Uniwersytet Medyczny, 02-097 Warszawa, ul. Banacha 1; grzes@farm.amwaw.edu.pl;
37espot Mikrobiologii Srodowiska, Zaklad Biotechnologii Srodowiskowych, Instytut Ekologii Terenow
Uprzemystowionych, ul. Kossutha 6, 40-844 Katowice; pla@ietu.katowice.pl; *Katedra Mikrobiologii

i Biotechnologii Srodowiska, Wydziat Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa, Akademia Rolnicza,

ul. Stowackiego 17, 71-434 Szczecin; kjanda@agro.ar.szczecin.pl.

Przy produkcji paliwa Biodiesel powstaja duze ilosci gliceryny. W procesie destylacji
gliceryna oczyszczana jest w stopniu umozliwiajacym jej wykorzystanie w przemysle
kosmetycznym i farmakologicznym. W procesie tym wytwarzany jest jednak
toksyczny odpad, zawierajacy gliceryne, mono- i diglicerydy oraz znaczne ilo$ci
zwigzkow mineralnych (pozostato$¢ po prazeniu w 600 °C — 20,5%), zwlaszcza potasu
i siarczanow. Poniewaz odpad ten stanowi znaczace obcigzenie dla $rodowiska,
uzasadnione jest poszukiwanie technologii majacych na celu jego unieszkodliwienie.
Wyniki badan Ulfiga i wsp. (2008) wskazuja, ze rozcieniczony w pozywce mineralnej
odpad glicerynowy utylizowany jest przez grzyby kserofilne i kserotolerancyjne.
Grzyby te przystosowane sg do wzrostu w warunkach niskiej aktywnosci wody i moga
wykorzystywac¢ gliceryng jako zrodto wegla i energii (Samson i wsp., 2000). Celem
pracy bylo okreslenie, jak utylizacja przez grzyby odpadu glicerynowego oraz czystej
chemicznie gliceryny wplywa na toksyczno$¢ przesaczow pohodowlanych.
Przeprowadzono dwie serie doswiadczen majace na celu okreslenie produkcji suche;j
masy i ubytku gliceryny w hodowli mieszanej szczepdéw Eurotium herbariorum L1
i Aspergillus tubingensis L2, wyodrebnionych z zaple$niatych suszow ziotowych.
W pierwszej serii do p%ynneaj pozywki mineralnej Czapka wprowadzono azotan
amonowy W ilosci 6 i 12 g/dm” lub pepton (enzymatyczny hydrolizat kazeiny) w ilo$ci
20 i 40 g/dm® oraz odpad glicerynowy w ilosci 45 i 180 g/dm®, a w drugiej - zamiast
odpadu glicerynowego do pozywki dodano gliceryne (cz.d.a.; POCh) w ilosci 30
i 110 g/dm®. Odczyn (pH) pozywek wynosit 7,0. Pozywki rozlewano do kolbek
Erlenmeyera o pojemnosci 300 cm® w iloéci 200 cm® na kazda. Probki inokulowano
zawiesing zarodnikéw. Kontrole stanowily probki niezaszczepione zarodnikami.
Inkubacja z wytrzgsaniem probek trwata 14 dni w 25°C. Dos$wiadczenia
przeprowadzono w trzech powtdérzeniach. Suchg mase probek oznaczano metoda
grawimetryczng. Zawarto$¢ gliceryny w przesgczach oznaczano wedlug European
Pharmacopoeia 2005:496, zawartos¢ wegla organicznego - analizatorem Shimadzu
TC, a ChZT - metoda miareczkowa.

W analizie toksykologicznej przesaczOw pohodowlanych wykorzystano test
Microtox®. Wyniki toksycznosci podano jako ECsy, czyli stezenie wywolujace 50%
reakcj¢ bakterii testowych Vibrio fischeri. Wartosci te przeliczano na jednostki
toksycznosci TU = 1/ECsp * 100%.
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W pierwszej serii doswiadczen wysokie wartosci ubytku gliceryny (56—76%)
uzyskano w pozywce zawierajacej pepton; w pozywce z azotanem amonowym ubytek
gliceryny byl znaczaco nizszy (0-17%). Wysoka produkcj(—; suchej masy netto
uzyskano W hodowli grzybow w pozywce z peptonem i odpadem glicerynowym (19—
67 g/dm®); w pozywkach z azotanem amonowym produkcja suchej masy byla
Znaczaco nizsza (6,5-10,5 g/dm ). Wartosci TUjsmin dla probek kontrolnych miescity
si¢ w zakresie od 24,5 do 102,5, a dla probek inokulowanych grzybami — w zakresie
od 7,7 do 33,4. Stwierdzono dodatnie korelacje pomiedzy wartoSciami TUjsmin
a zawartoscig gliceryny (r = 0,58), TOC (0,76) i ChZT (0,66), na poziomie istotnosci
p <0,05.

W drugiej serii doswiadczen wysokie wartosci ubytku gliceryny (72- 91%) uzyskano
W pozywce zawierajacej pepton, jak rowniez w pozywce zawierajacej azotan
amonowy w ilosci 6 g/dm® (64-77%). Najwyzsza wartos¢ produkcji suchej masy netto
uzyskano w hodowli grzybow w pozywce z peptonem w ilosci 40 g/dm (41,5~
43 g/dm®), anajnizszg — w hodowli grzybow W pozywce zawierajacej azotan
amonowy w ilosci 6 g/dm® (7-8 g/dm®). Wartosci TUysmin dla probek kontrolnych
miescity si¢ w zakresie od 1,1 do 5,7, adla probek inokulowanych grzybami —
w zakresie od 6,3 do 13. Na poziomie istotnosci p < 0,05, nie stwierdzono Kkorelacji
pomiedzy warto$ciami TU1smin @ zawarto$cia gliceryny, TOC i ChZT.

Wyciggnigto nastgpujace wnioski: (1) pozywka zawierajaca odpad glicerynowy
charakteryzowata si¢ znaczng toksycznos$cia; zgodnie z zasadami klasyfikacji sciekow
(Persoone i wsp., 2003) wigkszo§¢ badanych probek (819%) nalezala do klasy IV
(wysoka ostra toksycznos¢; 10 < TU < 100), a dwie probki mialy bardzo wysoka ostra
toksycznos¢, tzn. TU > 100; (2) gliceryna nie byla glownym determinantem
toksycznosci odpadu; (3) grzyby spetiaty funkcje detoksykacyjna w pozywkach
zawierajagcych odpad glicerynowy, nawet przy malym ubytku gliceryny i niskiej
produkcji suchej masy; (4) grzyby produkowatly substancje toksyczne (zapewne rozne
metabolity wtorne), ale ich toksyczno$¢ byta mata w porownaniu z toksycznosciag
odpadu glicerynowego.
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AKTYWNOSC DEHYDROGENAZ, UREAZY | FOSFATAZ W GLEBIE
ZANIECZYSZCZONEJ BENZYNA

Jadwiga WY SZKOWSKA, Mirostaw WY SZKOWSKI
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, pl. £odzki 3, 10-727 Olsztyn,
jadwiga.wyszkowska@,uwm.edu.pl

Zanieczyszczenie S$rodowiska naturalnego zwigzkami ropopochodnymi stanowi
bardzo powazny problem, a produkty przemystu petrochemicznego: weglowodory
alifatyczne, olefinowe, naftenowe oraz aromatyczne znajdujg si¢ na czele listy
najbardziej niebezpiecznych ksenobiotykdéw. Zanieczyszczenia te przyczyniajg si¢ do
utraty biologicznej sprawnosci gleby nawet na wiele lat. Naruszajg jej strukture,
powoduja pogorszenie wlasciwosci powietrzno-wodnych i chemicznych, a w efekcie
takze zachwianie roéwnowagi biologiczng. Dlatego tez przeprowadzono
doswiadczenie, ktorego celem bylo okreslenie wptywu zanieczyszczenia benzyng na
ksztaltowanie si¢ biochemicznych wlasciwosci gleby oraz wykazanie czy aplikacja
kompostu, bentonitu oraz wapna moze przywroci¢ jej rownowage biologiczna.
Badania przeprowadzono w hali wegetacyjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie w polietylenowych wazonach (w 4 powtorzeniach). Do badan
wykorzystano materiat glebowy pobrany z poziomu orno-prochnicznego. Glebe
zanieczyszczono benzyng w nastepujacych ilosciach: 2,5; 5 i 10 cm®kg gleby.
Doswiadczenie przeprowadzono w czterech seriach: kompost w ilosci 3%, bentonit w
dawce 2% w stosunku do masy gleby i wapno w ilosci odpowiadajacej jednej peinej
kwasowosci hydrolityczne;. Gleb% przed umieszczeniem w wazonach przesiano przez
sito 0 oczkach $rednicy 1 em® i wymieszano z nawozami mineralnymi oraz
w odpowiednich obiektach z benzyna oraz kompostem, bentonitem i wapnem. Tak
przygotowane prébki gleby (po 9,5 kg) umieszczono w wazonach, doprowadzono
wilgotno$¢ do 60% kapilarnej pojemnosci wodnej i posiano rzepak jary (Brassica
napus var. oleiferd) odmiany Mazowiecki. Po wschodach w kazdym wazonie
pozostawiono po 8 roslin. Bezposrednio po zbiorze plonu glownego w fazie
kwitnienia (58 dzien wegetacji) i pobraniu probek do analiz biochemicznych wysiano
jako ro$ling nastepcza — owies (Avena sativa L.) odmiany Borowik. Po wschodach
pozostawiono w wazonie po 15 roslin owsa. Zbioru owsa dokonano w fazie
wysuwania wiech (52 dzien wegetacji) i powtornie pobrano probki glebowe do analiz.
Przez caly czas trwania do$wiadczenia (110 d) utrzymywano stala wilgotno$¢ na
poziomie 60% kapilarnej pojemnosci wodnej. Analizy biochemiczne polegaly na
oznaczeniu: aktywno$ci dehydrogenaz glebowych, ureazy, fosfatazy kwasnej
i fosfatazy alkalicznej. Wyniki zostaly opracowane statystycznie z wykorzystaniem
analizy wariancji dwuczynnikowej ANOYA.

W wyniku badan stwierdzono, ze zanieczyszczenie gleby benzyng w ilosci od 2,5 do
10 cm®/kg naruszalo jej rownowage biochemiczng. Substancja ta, niezaleznie od
aplikacji kompostu, bentonitu i wapna oraz gatunku ro$lin ograniczata aktywnos$¢
dehydrogenaz, ureazy i fosfatazy kwasnej. Wigkszy ujemny wptyw benzyny na
aktywnos$¢ ureazy i fosfatazy kwasnej odnotowano w glebie spod rosliny gtownej —
rzepaku jarego niz rosliny nastepczej — owsa. W przypadku dehydrogenaz wystapity
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zaleznosci odwrotne. Najwicksze zmiany aktywnosci testowanych enzymow
stwierdzono w przypadku do dehydrogenaz, a najmniejsze w aktywnos$ci ureazy.
Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej w glebie spod rzepaku jarego wyraznie wzrosta,
podczas gdy po zbiorze owsa — malata (jednak w stosunkowo niewielkim zakresie
w poréwnaniu do innych enzyméw glebowych). Aplikacja do gleby kompostu,
bentonitu i wapna okazata si¢ skuteczna w tagodzeniu negatywnego wptywu benzyny
na aktywno$¢ enzymow glebowych. Wzbogacenie gleby w kompost, bentonit i wapno
stymulowato aktywno$¢ ureazy i fosfatazy alkalicznej oraz ograniczalo aktywnos$é
fosfatazy kwasnej. Wpltyw bentonitu i wapna byt wigkszy niz kompostu. Wapno
I W mniejszym zakresie kompost oddzialywaly pozytywnie na aktywnos¢
dehydrogenaz w glebie, podczas gdy bentonit dziatat wyraznie ujemnie, zwlaszcza w
przypadku rosliny gtéwnej — rzepaku jarego. Aktywno$¢ dehydrogenaz, ureazy
i fosfatazy kwasnej, w odréznieniu od aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej, byta wyzsza
w glebie spod rzepaku jarego niz owsa.

Badania wykonano w ramach projektu wtasnego MNiSW nr 2P06S01628.
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SELECTED PROBLEMS OF TOXICOLOGY, CHROMATOGRAPHIC
SEPARATION AND QUANTITATIVE ANALYSIS OF FULLERENES

P.K. ZARZYCKI, F.B. HARASIMIUK

Section of Toxicology and Bioanalytics, Department of Environmental Biology, Koszalin University of
Technology, Sniadeckich 2, 75-453 Koszalin; Poland; e-mail pkzarz@wp.pl;
www.whbiis.tu.koszalin.pl/labtox/

Fullerenes are well-known sphere-shaped low molecular mass compounds (less than
1000) that are consisting of at least 60 or more carbon atoms. Because of their unique
physical and chemical properties they are still within of an extensive interest for the
number of research groups including toxicology and chromatography communities.
Particularly, due to high electrophilicity, superior ability of generating singlet oxygens
and high reactivity toward free radicals, fullerenes and their soluble in water
derivatives, are an attractive target molecules for number of biological applications
and medical technologies. The main goal of this research communication is to discuss
an overall status and challenges for assessing of fullerenes toxicity, based on up-to
date scientific literature review. Especially, trends and research needs in this relatively
new toxicology field will be discussed. Moreover, the author’s contribution
concerning application of thermostated micro planar chromatography for fast
separation and quantification of C60 and C70 fullerenes will be presented.
Particularly, it has been found that C60/C70 fullerenes separation performed on
HPTLC micro plates with a developing distance of 45 mm can be better for those
observed on a 25 cm length analytical HPLC column, under similar conditions to that
on carbon coverage of the stationary phase, n-hexane as the mobile phase and
separation temperature. The advantage of the planar chromatographic separation of
fullerenes presented is a short elution time of less than 6 minutes. Furthermore, the
reported separation protocol shows a capability for the evaluation of fullerenes
guantity in commercial samples [6]. In addition, an application of such simple and
inexpensive method for sensitive and robust detection as well as fast quantification of
C60/C70 fullerenes residues, which may be created during electric arch steel cutting
technology, performed under air and underwater conditions will be discussed.
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APPLICATION OF THERMOSTATED MICRO PLANAR
CHROMATOGRAPHY FOR FAST SEPARATION AND QUANTIFICATION
OF COMPLEX SAMPLES CONSISTING OF SELECTED STEROIDS
AND ALGAE DYES

P.K. ZARZYCKI, M.B. ZARZYCKA
Section of Toxicology and Bioanalytics, Department of Environmental Biology, Koszalin University of
Technology, Sniadeckich 2, 75-453 Koszalin, Poland, pkzarz@wp.pl, www.wbiis.tu.koszalin.pl/labtox/

The main objective of present chromatographic studies was to explore the capability
of temperature controlled micro thin-layer chromatography toward simultaneous
separation and quantification of steroids complex mixtures consisting of testosterone
and its derivatives including methyltestosterone, testosterone propionate, isobutyrate,
phenylpropionate, isocaproate, enanthate and caprate as well as selected estrogens like
estetrol, estriol, estradiol and estrone. Particularly, steroids standards were
chromatographed on 5x5 cm glass plates covered with silica and wettable with water
octadecylsilica as well as aluminium oxide under saturated chamber conditions. TLC
chamber unit was placed inside aluminum oven that was connected to circulating
thermostat and separation temperature was set at 20°C. Chromatographic properties of
steroids were investigated across whole range of binary mixtures from 0 to 100% (v/v)
including methanol/water, acetonitrile/water, methanol/dichloromethane and
acetone/n-hexane. Moreover, the effect of temperature ranging from minus 20 to plus
60°C under saturated and unsaturated chamber conditions was also investigated. It has
been found that the best condition for testosterone and methyltestosterone separation
can be obtained on aluminium oxide plates and mobile phases composed of more than
10% acetone in n-hexane. The best separation within testosterone esters group was
observed on RP18W plates developed with methanol/water mobile phases.
Interestingly, wettable with water octadecylsilica covered plates may work as NP or
RP system depends on the acetonitrile concentration in mobile phase. Moreover, our
preliminary results indicate that micro TLC system investigated can be applied as a
fast fractionation device or simple and robust quantitative tool for determination of
testosterone residue containing testosterone derivatives in complex pharmaceutical,
biological or environmental samples. High separation throughput of the micro-planar
chromatography will be also demonstrated by presenting the results of application of
the reported technique for efficient separation of the natural product extracts.
Particularly, fast screening of the extraction process efficiency of the Spirulina
maxima dyes from the pharmaceutical formulation using water based cyclodextrins
solutions (native a-, B- and y-CD and their hydroxypropyl derivatives) as well as
organic liquids including methanol, ethanol, 1-propanol, 2-propanol, THF,
acetonitrile, acetone, n-hexane, toluene and dichloromethane will be reported.
Resulting matrix that is composed of the separated bands intensity (variables) for each
extraction solvent (objects) will be explored using Cluster Analysis and Principal
Component Analysis multivariate methods. Possible application of the reported
guantification protocols for ecotoxicological studies will be discussed.
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DETERMINATION OF EDCS LIKE COMPOUNDS FROM SURFACE
WATER SAMPLES USING TEMPERATURE DEPENDENT INCLUSION
CHROMATOGRAPHY

P. K. ZARZYCKI, E. WLODARCZYK, M. BARAN

Section of Toxicology and Bioanalytics, Department of Environmental Biology, Koszalin University
of Technology, Sniadeckich 2, 75-453 Koszalin; Poland; e-mail pkzarz@wp.pl;
www.whiis.tu.koszalin.pl/labtox/

Quantification of Endocrine Disrupting Compounds (EDC’s) in biological and
environmental samples presents unique challenges for sample extraction,
concentration and separation. Basic methodologies that are currently in use for
measurements of such compounds, particularly steroid hormones, include RIA, mass
spectrometry, chromatography and electrophoresis. All of them have significant
limitations in scope, throughput and quantification. This is because EDCs are highly
non-homogenous group of compounds that vary in concentration, polarity, structure,
light-sensitivity, volatility and stability. Therefore, no one technology can effectively
quantify whole range of EDCs and their metabolites that are present in complex
biological or environmental samples. The first aim of this research communication is
to present and discuss a simple optimization strategy for efficient SPE pre-
concentration and isocratic HPLC separation of multicomponent mixtures composed
of UV-non-transparent low molecular EDCs. The effect of temperature on separation
efficiency and capability of temperature driven HPLC system for quantification of
complex mixtures will be discussed from practical point of view. Particularly, this
work was focused on separation of number of natural (a) and artificial steroids (b) as
well as non-steroidal compounds (c) that may be considered as the environmental
biomarkers for the endocrine disrupting phenomenon including:

a) d-equilenin, equilin, estetrol, estriol, estrone, 17B-estradiol, 17a-
hydroxyprogesterone, 20a-hydroxyprogesterone, cortisol, cortisone, progesterone,
testosterone, tetrahydrocortisol and tetrahydrocortisone,

b) ethynylestradiol, norgestrel isomers, medroxyprogesterone, mestranol,
methyltestosterone, norethindrone, 17o-estradiol,

c) diethylstilbesterol, bisphenol A, 4-tert-butylphenol, dimethyl phthalate, dibutyl
phthalate and dioctyl phthalate.

The second aim of this contribution concerns determination of listed above chemicals
and related compounds from surface water samples derived from selected lakes and
rivers characterized by different sources of EDCs loading (and different amounts and
composition expected), which are present within a short (up to 50 km) distance from
Koszalin. These waters are located within the same geological and climatic region
what enables comparisons, but differ also in their physical stability, temperature
regime, trophy and overall microbial activities, what is expected to act as factors
affecting metabolism of EDCs and their persistence in ecosystems.

The experimental work summarized in this communication was supported by the
Ministry of Education and Science (Grant No 2P04G 107 29, Poland).
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FAST SCREENING OF FREE STEROIDS AND RELATED LOW
MOLECULAR MASS COMPOUNDS FRACTION IN ENVIRONMENTAL
SAMPLES DERIVED FROM SEWAGE WATER

P.K. ZARZYCKI, E. WLODARCZYK, M. BARAN

Section of Toxicology and Bioanalytics, Department of Environmental Biology, Koszalin University of
Technology, Sniadeckich 2, 75-453 Koszalin; Poland; e-mail: pkzarz@wp.pl;
www.whiis.tu.koszalin.pl/labtox/

Quantification of Endocrine Disrupting Compounds (EDC’s) in biological and
environmental samples presents unique challenges for sample extraction,
concentration and separation [1]. Basic methodologies that are currently in use for
measurements of such compounds, particularly steroid hormones, include RIA, mass
spectrometry, chromatography and electrophoresis. All of them have significant
limitations in scope, throughput and quantification. This is because EDCs are highly
non-homogenous group of compounds that vary in concentration, polarity, structure,
light-sensitivity, volatility and stability. Therefore, no one technology can effectively
guantify whole range of EDCs and their metabolites that are present in complex

biological or environmental samples [2,3].

The aim of this study is to present the results of our work concerning:

a) optimization of solid phase extraction protocol using binary eluents and C-18 tubes
(sample concentration ratio 1:10000);

b) high throughput isocratic separation procedure based on the temperature-dependent
inclusion chromatography involving B-cyclodextrin and its hydroxypropyl
derivative as the inclusion modifiers of HPLC mobile phase;

c) DAD-HPLC quantification of steroids fraction and related low molecular
compounds which are present in the environmental samples derived from drinking
and sewage water samples.

The main groups of the component of interest include wide range of natural and
artificial steroids as well as non-steroidal substances that may be considered as the
environmental biomarkers for the endocrine disrupting phenomenon. Moreover, the
pre-purification, separation and quantification protocols described can be easily
implemented for biomedical and environmental analysis of low molecular mass
bioactive compounds that are present in the multicomponent samples containing high
level of interfering substances.
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