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Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,Mlodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika
monografi¢ dotyczaca prac badawczych zwigzanych z ochrong s$rodowiska. Prezentowana
monografia sktada si¢ z 12 rozdziatdéw tematycznie zwigzanych z funkcjonowaniem $rodowiska,
a wigc i takze z jego ochrona.

Pierwszy z rozdziatow dotyczy bioinzynierii, a w szczegélnosci bardzo interesujacej
technologii zastosowania sinic do tworzenia biobetonu. Jak wiadomo proces produkcji cementu jest
zrddlem ditlenku wegla, ktory ulatuje do atmosfery nasilajac efekt cieplarniany. Zastapienie zatem
cementu i wytwarzanie betonu w inny sposob bytby bardzo korzystny dla srodowiska. Takim wtasnie
materiatem, moglby by¢ sktadajacy si¢ z piasku, zelatyny i cyjanobakterii ,,zywy beton”. Co prawda
opisywana w artykule technologia wykorzystywana jest dotychczas tylko laboratoryjnie, jednak
W przyszlosci by¢ moze znajdzie masowe zastosowanie.

Wraz ze wzrostem dostgpnosci lekow 1 ilosci ich produkeji pojawil si¢ problem
z wystgpowaniem lekéw w Srodowisku, w tym w zywnosci i wodzie. Ten sam problem wystepuje
w stosunku do lekéw psychoaktywnych, gdyz wzrost ich konsumpcji w ostatnich dziesigcioleciach
przyczynia si¢ do generowania coraz wigkszej liczby odpadéw farmaceutycznych. Nie sg stosowane
tez skuteczne metody eliminacji farmaceutykow w oczyszczalniach Sciekow. Leki psychoaktywne sa
szczegblnie niebezpieczne, poniewaz negatywnie oddziatuja na system nerwowy i zachowania
gatunkéw. Problemowi poswigcono jeden z rozdzialdéw monografii, niestety nie ma jednego
skutecznego sposobu na eliminacje lekow ze srodowiska, dziatania musza by¢ wielotorowe i dotyczy¢
$cistej kontroli odpadow jak i skuteczniejszej ich neutralizacji w sciekach.

W kolejnym rozdziale opisano problem blizniaczo podobny do wspomnianego powyzej,
a mianowicie rozprzestrzenianie si¢ estrogenéw w srodowisku, ktore bardzo niekorzystnie wplywaja
na organizmy wodne. Ich dziatanie jest addytywne i skutki moga si¢ pojawi¢, nawet gdy st¢zenie
poszczegolnych zwigzkow jest ponizej mozliwosci wywotania zagrozen.

Zmiany klimatyczne stanowig niewatpliwie wyzwanie obecnych czaséw. Wplywaja one na
cate srodowisko, wptywaja takze na mikroorganizmy, jak reaguja, i to jak przystosuja si¢ one do
nowego Srodowiska. Rownowaga migdzy wychwytywaniem, a produkcja przez mikroorganizmy
gazoéw cieplarnianych moze zosta¢ tatwo zachwiana i moze by¢ czynnikiem nadajacy zmianom
klimatu szybsze tempo. Inna, zwigzana ze zmianami klimatycznym jest mozliwa coraz szybsza
transmisja czynnikow zakaznych. Drobnoustroje patogenne, zyskuja odpowiednie srodowisko do
szybszego namnazania si¢ i moga stanowi¢ istotne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Jak wynika
z rozdzialu o tej tematyce, brak przygotowania do szybkiej reakcji, moze powodowa¢ skutki podobne
do pandemii COVID-19.

Powyzej przedstawitem tylko kilka wybrane zagadnienia poruszane w monografii z zakresu
ochrony $srodowiska. Wigkszo$¢ rozdzialdéw ma charakter przegladowy, ale warto je przeczyta¢ aby
pozna¢ najnowsze trendy w badaniach dotyczacych ochrony srodowiska. Ja uwazam, ze doktoranci
i mtodzi badacze z pasjg i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej pracy, a doswiadczenie jakie
nabierajg publikujgc prace w monografiach wydawnictwa Mtodzi Naukowcy, pozwoli im efektywnie
doskonali¢ swoj warsztat pracy.

dr hab. Jacek Lesny
prof UPWR
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1. Nowe zastosowanie sinic Synechococcus sp. PCC 7002 w bioinzynierii
New application of Synechococcus sp. PCC 7002 cyanobacteria in
bioengineering

Paulina Siedlecka, Agata Goryluk-Salmonowicz

Katedra Biochemii i Mikrobiologii, Instytut Biologii, Wydziat Rolnictwa i Biologii, Szkota Glowna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Stowa kluczowe: biotechnologia, sinice, Synechococcus, biobeton

Streszczenie

Istotnym ogdlnoswiatowym problemem jest globalne ocieplenie, do ktdrego przyczynia si¢
m.in. przemyst cementowy. Beton stosowany jest w budownictwie od starozytnosci, jednak wiadomo,
7ze ma negatywny wplyw na $rodowisko. Nowym, obiecujacym pomysltem jest zywy materiat
budowlany skonstruowany z rusztowania piaskowo-zelatynowego oraz fotosyntetyzujacych
cyjanobakterii Synechococcus sp. PCC 7002. Sinice te cechuje wyjatkowa tolerancja na wysokie
napromieniowanie §wiattem, szybki wzrost, zdolno$¢ do mikrobiologicznego wytracania CaCO3, CO
wzmacnia matryc¢ hydrozelowa w biobetonie. Mikroorganizmy dodatkowo posiadaja mechanizm
koncentracji ditlenku wegla, pozwalajacy im na zwickszenie stezenia CO, w miejscu wystgpowania
enzymu Rubisco. Biobeton reprezentuje nowa klase materiatow konstrukcyjnych i stanowi
ekologiczng alternatywe dla betonu obecnie stosowanego w budownictwie. Dzigki obecno$ci szczepu
Synechococcus, biobeton zdolny jest do regeneracji i wytwarzania z jednego pokolenia
rodzicielskiego co najmniej trzech kolejnych pokolen potomnych. Udowodniono, iz mineralizacja
CaCO3z jakosciowo zwigkszala si¢ z kazdym kolejnym pokoleniem. Wysoka energia pgkania
biobetonu wskazuje na to, ze materiaty te moga nadawac si¢ w przysztosci do zastosowan, w ktorych
pozadana jest odporno$¢ na pekanie, np. w budownictwie. Potencjalne zastosowania obejmuja:
tymczasowe konstrukcje cywilne i wojskowe, kostke brukowa, oktadziny elewacyjne i inne lekkie
materiaty no$ne. Wprowadzenie zywych materiatéw budowlanych na $wiatowy rynek mogloby
skutkowa¢ zmniejszeniem zapotrzebowania na cement, w konsekwencji ograniczeniem zuzycia
energii oraz emisji ditlenku wegla.

1. Wstep

Niezwykle istotnym problemem s$wiatowym XXI wieku jest globalne ocieplenie. Nie
jestesmy juz w stanie cofna¢ procesow wynikajacych ze zmiany klimatu, zatem konieczne jest
ograniczanie dalszej emisji gazoéw cieplarnianych, w tym ditlenku wegla, ktorego Zrodla emisji sg
rézne. Emisja CO2 jest sumg emisji ze spalania paliwa oraz emisji wynikajacej z procesu
technologicznego wytwarzania betonu (Duda i in. 2015). Beton to materiat kluczowy dla §wiatowej
gospodarki stosowany do infrastruktury budowlanej. Przemyst cementowy, ze wzgledu na
wysokotemperaturowy proces wypalania klinkieru i znaczny udzial energochtonnych procesow
przemiatu, nalezy do grupy przemystow szczegodlnie energochtonnych i ucigzliwych dla §rodowiska
naturalnego. Emisja duzych ilosci CO2 nast¢puje podczas wydobycia surowcow i ich przetwarzania,
produkeji klinkieru i produkcji betonu, ponadto w trakcie budowy, rozbiorki i recyklingu oraz
transportu. Produkcja cementu, ktora wykorzystuje ogromne ilosci ciepta i energii, stanowi 5%
catkowitej emisji CO2 do atmosfery (Sroda 2019). Ograniczenie globalnego ocieplenia mozna
osiggng¢ poprzez recykling materiatow budowlanych i poszukiwanie ich ekologicznych
odpowiednikow. Emisje gazow cieplarnianych mozna zmniejszy¢ za pomoca materialow
budowlanych, ktére wymagaja mniejszej ilosci energii do ich produkcji. Koncepcja budownictwa
przyjaznego dla $rodowiska opiera si¢ na zasadach biomimetyki, czyli, w tym przypadku, na
znalezieniu naturalnego materialu o duzej wytrzymato$ci i wlasciwosciach samoczyszczacych.
Naukowcy z Uniwersytetu w Kolorado maja pomyst na mozliwo$¢ uzyskania biologicznego
materiatu budowlanego. Do jego konstrukcji uzyli piasku, zelatyny i cyjanobakterii, a uzyskany
materiat nazwali ,,zywym betonem” (Heveran i in. 2020).
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2. Opis zagadnienia — Metoda wytwarzania biobetonu

Biobeton, tzw. LBM (ang. Living building materials) skonstruowano z wykorzystaniem
piasku, zelatyny oraz mikroorganizméw (Rys. 1). Jako zywy komponent, odporny na zmiany
warunkow Srodowiskowych (np. temperaturg, pH, $wiatlo, wilgo¢, ci$nienie) zastosowano do tego
doswiadczenia szczep sinicy Synechococcus sp. PCC 7002. Rusztowania z piasku i hydrozelu
strukturalnie podtrzymywato zywy sktadnik LBM - Synechococcus sp. PCC 7002. Zelatyna taczyta
czastki piasku i stanowilta podtoze do mineralizacji, natomiast szczep Synechococcus utwardzat
matryce¢ hydrozelowa poprzez biomineralizacj¢ CaCOs tzw. stracanie indukowane mikrobiologicznie
(MICP, ang. Microbiologically induced calcium carbonate precipitation) (Heveran i in. 2020; Zehner

i in. 2020).
CaCO;* PIASEK (Rusziowa S E
ZYWY BETON
<
N
E Ep B3
g POKOLENIA POTOMNE
F_) i CO;
Q
CYJANOBAKTERIA

Synechococcus sp. PCC7002

Rys.1. Wytwarzanie biobetonu przy udziale sinic Synechococcus sp. PCC 7002.

Mikrobiologiczne stragcanie CaCQOjszachodzi w efekcie procesu fotosyntezy. Cyjanobakterie
sg organizmami fotosyntezujacymi, zatem posiadajg enzym RuBisCO (karboksylaza rybulozo-1,5-
bisfosforanu) odpowiedzialny za katalizowanie reakcji wiazania CO2 do RUBP w pierwszym etapie
cyklu Calvina-Bensona. Enzym ten wykorzystywany jest takze przez cyjanobakterie z rodzaju
Synechococcus. W srodowisku o niskiej emisji CO2, Oz konkuruje o miejsce aktywne enzymu i wigze
si¢ z nim, przyczyniajac sie do zmniejszenia wydajnosci karboksylacji CO». Synechococcus sp.
pokonuje ograniczenie koncentrujac HCO3™ z podioza do CO; bedacego w komorce i transportuje
OH" na zewnatrz komorki, zwigkszajac w ten sposob odczyn srodowiska i sprzyjajac wytracaniu si¢
CaCOs. Jak wiadomo, sinice posiadaja mechanizm koncentracji COz, tzw. CCM (ang. CO-
concentrating mechanism), sktadajacy si¢ z dwoch gtéwnych komponentow: uktadow wychwytu C;
i karboksysomoéw (wyspecjalizowanych Dbiatkowych subkomoérkowych —kompartmentow).
Mechanizm koncentracji CO; jest waznym procesem biologicznym, maksymalizujacym
efektywno$¢ wychwytu wegla nieorganicznego oraz wigzania CO; przez cyjanobakterie. W poblizu
miejsca aktywnego Rubisco podnosi on poziom CO2, co prowadzi do zwiekszenia wydajnosci
fotosyntezy. CCM umozliwia przystosowanie si¢ cyjanobakterii do roéznorodnych s$rodowisk,
aw szczegbdlnosei srodowisk z ograniczong iloscig CO2 (Heveran i in. 2020; Klanchui i in. 2017;).
W efekcie fotosyntezy, ktora ma zwigzek z asymilacjg CO2, zachodzi proces mikrobiologicznego
wytracania CaCOs.

Ca** + C03~ & CaCo0, |

Do skonstruowania LBM uzyto miejscowego piasku rzecznego pochodzacego z Boulder w Kolorado.
Piasek przesiewano do rozmiaru ziaren w zakresie od 1,18 mm do 2,36 mm, nastepnie dodawano 4%
HCI przez 24 h i plukano woda destylowang do momentu, az pH osiggnie wartos¢ 7. Tak
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przygotowany piasek wymieszano z zelatyna, poniewaz jej temperatura topnienia wynoszaca 37°C
jest kompatybilna z zywotno$cig bakterii, ale rowniez dlatego, ze rusztowania zelatynowe nabieraja
wytrzymato$ci poprzez fizyczne usieciowanie podczas odwodnienia. Material ten uzyskuje
integralno$¢ strukturalng poprzez wysychanie. W dalszym etapie ochtodzono LBM, w celu
utworzenia trojwymiarowej sieci hydrozelowej wzmocnionej biogennym CaCOs. Aby zapewnic stala
zywotno$¢ komorek cyjanobakterii i wytracanie CaCOs, utrzymywano je w standardowej pozywce
A+ z dodatkiem 1 mM tiosiarczanu sodu oraz 1,5% agaru (Heveran i in. 2020). Inkubowano
Synechococcus w 50 mL pozywki ALS (bez NaCl) zmieszanej z 10% rozpuszczong zelatyng (ALS-
zel). Pozywke ALS-Zel stworzono poprzez modyfikacj¢ pozywki A+ w taki sposob, aby zawierata
wystarczajaca ilos¢ sktadnikow odzywczych do utrzymania zywotnosci komorek, a jednoczesnie
zmniejszata tendencj¢ do opadania halitu, ktorego gtdwnym komponentem jest NaCl (Heveran i in.
2020). Zywotno$¢ drobnoustrojéow w LBM utrzymywanych w wilgotnoéci wzglednej (o najmnigj
50% przez 30 dni) wynosita 9%-14%, co wedlug Profesora Heveran i jego zespotu, w poréwnaniu
z danymi literaturowymi, znacznie przekraczalo Zywotno$¢ drobnoustrojow zamknigtych
W materiatach cementowych (0,1%-0,4%) (Bundur i in. 2017). LBM jak i kontrole abiotyczne miaty
wytrzymato$¢ zblizona do minimalnej dopuszczalnej wytrzymatosci dla zwyktych zapraw na bazie
cementu portlandzkiego (3,5 MPa). Wicksza zywotnos¢ LBM moze wynika¢ z braku trudnych
warunkow panujgcych wewnatrz masy cementowej podczas jej nawadniania egzotermicznego, jakimi
sa: wysoki odczyn (pH >12), wysoka sita jonowa, podwyzszona temperatura i wyczerpywanie si¢
sktadnikéw odzywczych (Heveran i in. 2020).

Przygotowujac LBM naukowcy przeprowadzili eksperyment w roznych warunkach
fizycznych $rodowiska. Zmiany temperatury i wilgotnos$ci zostaly wykorzystane do regulacji
aktywnosci metabolicznej mikroorganizmow jak i wyhodowania trzech kolejnych zywych pokolen
potomnych LBM z jednego pokolenia rodzicielskiego. Po wykorzystaniu materiatu konstrukcyjnego
mozna bylo poddaé go recyklingowi w celu odtworzenia nowych LBM. Co najmniej trzy kolejne
generacje LBM z zywymi Synechococcus sp. PCC 7002 zostaty zregenerowane z jednej generacji
pokolenia rodzicielskiego. Zdolno§¢ regeneracyjna LBM wykazuje potencjat do wyktadniczego
wzrostu w produkcji materiatbw budowlanych. Dla kazdej kolejnej generacji jeden LBM
z poprzedniej generacji byt uzupelniany o nowe podloze abiotyczne i piasek, tworzac dwa nowe
LBM. W ten sposob, w trzech pokoleniach, jeden LBM utworzyt osiem nowych kostek zywego
betonu z jednego macierzystego inokulum mikrobiologicznego. Mineralizacja CaCOj3 jako$ciowo
zwigkszata si¢ z kazdym kolejnym pokoleniem (Heveran i in. 2020).

Eksperyment przeprowadzono w optymalnej temperaturze inkubacji i wzrostu sinic (37°C),
ktora byla wystarczajaca do rozpuszczenia macierzy zelatynowej, pobudzenia aktywnosci
metabolicznej bakterii oraz wytracania si¢ mineratow. Z kolei zastosowana niska temperatura,
powodujaca powstawanie trwalego LBM (zelatyna zastyga i tworzy trwate kompleks z sinicami
i podtozem), odpowiadata temperaturze przechowywania (4°C). W tej temperaturze matryca
zelatynowa skutecznie zamocowala cyjanobakterie i podloze tworzac staty LBM. Cyjanobakterie
pozostawaly zywotne w temperaturze przechowywania tak dtugo, jak dlugo wilgotnos¢ byla
wystarczajaca, aby zapobiec nadmiernemu wysuszaniu komorek (50%-100% RH). Co wazne, 50%
wilgotno$¢ wzgledna powietrza byla podobnie skuteczna w utrzymaniu zywotnosci sinic, jak 100%
wilgotnos¢ wzgledna powietrza. Odkrycie to ma istotne znaczenie w budownictwie, poniewaz wiele
obszaro6w na globie ziemskim znajduje si¢ w strefie klimatu, ktdry charakteryzuje si¢ co najmniej
50% wilgotnoscia wzgledna powietrza. Te informacje moga przyczyni¢ si¢ do rozpowszechnienia

uzyteczno$ci LBM w celu wykorzystania ich do wielu zaawansowanych zastosowan (Heveran 1 in.
2020).

3. Przeglad literatury - Pochodzenie, budowa i charakterystyka cyjanobakterii

Cyjanobakterie, potocznie nazywane sinicami, s3 uznawane przez badaczy za najodleglejsze
ewolucyjnie formy zycia, powstate okoto 3,5 mld lat temu (Thajuddin i Subramanian 2005). Jak
podajg zrodia jest to najliczniejsza grupa spo$rod Gram-ujemnych prokariontdow oraz bardzo
zroznicowana pod wzgledem morfologicznym: jednokomorkowe, kolonijne, wielokomorkowe
W postaci nici i trychoméw. Odgrywaja znaczacg role w teorii o powstaniu zycia na Ziemi. Ich

9|Strona



Ochrona srodowiska

zdolno$¢ do przeprowadzania procesu fotosyntezy sprawita, ze byly odpowiedzialne za powstanie
ziemskiej atmosfery tlenowej 2200-2400 min lat temu (Meriluoto i in. 2017). Uwaza si¢ rdwniez, ze
komorki eukariotyczne ewoluowaly od prokariotycznych przodkéw. Thumaczy to teoria
endosymbiozy, wedlug ktorej mitochondria powstaly z proteobakterii, za$ chloroplasty z sinic.
Proces, w ktorym komorka eukarionta wchloneta komorki sinic, a nastepnie doszto do ich
przeksztalcenia w plastydy to endosymbioza pierwotna. Badania filogenetyczne potwierdzaja, ze
chloroplast roslinny pochodzi z endosymbiozy z cyjanobakterii. Obecnie wiadomo, iz dwie btony
komorkowe jakie posiadaja plastydy powstaty z dwoch bton otaczajacych komorki sinic. Ponadto
organella te maja swoj wlasny genom porownywalny w odniesieniu do organizacji jak i homologii
genomow sinicowych (Nowicka, Kruk 2016).

Sinice posiadaja kilkuwarstwowa §cian¢ komorkowa, ktorej glownym sktadnikiem jest
mukopeptyd, z lipopolisacharydami (LPS) po zewngtrznej stronie. W $cianie znajduja si¢ m.in. pory
wydzielajace $luz na zewnatrz, ktory tworzy otoczke o niejednakowej grubosci, konsystencji oraz
zabarwieniu. Ponadto, pory te umozliwiaja protoplastowi kontakt z otoczeniem. Otoczke pelniaca
funkcje ochronng m.in. przed wysychaniem, czy tez utatwiajaca ruch slizgowy niektorym gatunkom
Sinic, tworza kwasy pektynowe oraz mukopolisacharydy. W typowo prokariotycznym protoplascie
zawieszone s3 w cytoplazmie nukleoid, rybosomy 70 S, aparat fotosyntetyczny w postaci lamelli
zebranych w tylakoidy, w ktére wbudowane sa barwniki: chlorofil a, karotenoidy oraz ksantofile (B-
karoten, echinenon, myksoksantyna, myksoksantofil), fikobiliny-niebieska fikocyjanina, czerwona
fikoerytryna. Barwniki sa w stanie przetwarza¢ energi¢ stoneczng w chemiczng, tworzac zwiazki
organiczne z ditlenku wegla i wody w procesie fotosyntezy. Poza tym obecne sg wakuole gazowe,
ktorych wnetrze wypelnione jest gazem o sktadzie jako$ciowym podobnym do tego jaki jest
w otoczeniu (O2, N2, COy), a ich funkcjg jest unoszenie si¢ w toni wodnej oraz przypuszczalnie
odbijanie, zalamywanie i rozpraszanie §wiatta, co chroni sinice przed nadmiernym promieniowaniem.
W komorkach cyjanobakterii wystepuja takze réznego typu inkluzje jak na przyklad ciatka
wielokatne, posiadajace glowny enzym fazy ciemnej fotosyntezy, czyli karboksylazg rybulozo-1,5-
bisfosforanowg odpowiedzialng za wigzanie CO». Inne wtrety petnigce rolg cial zapasowych to: ziarna
poliglukanu, ciata polifosforanowe (wolutyna), ziarna cyjanoficyny (gromadzace substancje
zapasowe, gldwnie zwiazki azotowe) oraz krople tluszczu. Niektore grupy sinic posiadaja zdolnos¢
wigzania azotu atmosferycznego dzigki wyspecjalizowanym tworom tzw. heterocystom (Klasik i in.
2010; Szweykowski 2011). Pewne grupy wytwarzaja roéwniez wiele metabolitow wtérnych,
mogacych negatywnie wptywac na inne organizmy, w tym ludzi. Toksyny sinicowe mozna podzieli¢
na neutrotoksyny (alkaloidy oddziatujace na uktad nerwowy), hepatoksyny (dzialajace glownie na
komoérki watroby — mikrocystyny, nodularin), cytotoksyny, dermatotoksyny i lipopolisacharydy
(Mazur-Marzec, Torunska 2007). Dodatkowo efektem ubocznym dziatania cyjanobakterii sg
stromatolity (biofilmy bakteryjne) wystepujace w przyrodzie miedzy innymi w Polsce — w Gorach
Swigtokrzyskich (Chlebicki 2015).

Cyjanobakterie s3 organizmami kosmopolitycznymi, poniewaz wykazuja szeroki zakres
tolerancji na rézne czynniki S$rodowiskowe. W trakcie ewolucji wyksztalcity wiele cech
adaptacyjnych migdzy innymi eksportuja na zewnatrz komorek polimery — gldwnie polisacharydy,
tworzace otoczke chronigcg przed nieodpowiednimi czynnikami $rodowiska, jak i pomagaja
W kontaktowaniu si¢ z otoczeniem (Nonga i in. 2017). Stanowia mikroorganizmy o globalnym
zasiegu, dlatego tez mozna je spotka¢ praktycznie w kazdej niszy ekologicznej, nawet
w ekstremalnych $rodowiskach takich jak: obszary polarne, pustynne, zrodla termalne, wieczna
zmarzlina, zamarznigte wody polarne Arktyki, rejony o niskim pH, alkaliczne jeziora (np. jeziora
Momela i Natron w Tanzanii, gdzie dominujagcym sktadnikiem fitoplanktonu sg cyjanobakterie,
stanowigce podstawowy pokarm flamingoéw), wody stodkie, jak rowniez w osadach dennych oraz
przytwierdzone do roslin czy kamieni. Niektore gatunki moga zy¢ w symbiozie z roslinami wyzszymi
lub grzybami tworzac porosty (Nonga i in. 2017; Meriluoto i in. 2017).

W ostatnich latach cyjanobakterie byly z powodzeniem wykorzystywane jako platforma do
wytwarzania szeregu produktow o znaczeniu handlowym, w tym izoprenu (Bentley i in. 2014),
izobutanolu (Atsumi i in. 2009), 2,3-butanodiolu (Oliver i in. 2013) oraz etylenu (Ungerer i in. 2012).
We wszystkich przypadkach fotoasymilowany wegiel byt pobierany z rodzimych szlakow
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metabolicznych poprzez heterologiczng ekspresj¢ jednego lub wigcej enzymdéw w celu utworzenia
nowych pochtaniaczy wegla. Cyjanobakterie wykorzystane sg rowniez do produkcji szerokiej gamy
biomateriatéw i biopaliw, ktore gtéwnie pochodza z waznych produktéw posrednich centralnych
szlakow metabolicznych, w ktérych bardzo szerokie zastosowanie znalazty sinice nalezace do rodzaju
Synechococcus.

Cyjanobakteria Synechococcus sp. CPP 7002 po raz pierwszy zostala wyizolowana w roku
1962 z ryb wystepujacych w wodach otaczajacych wyspe Magueyes w Portoryko przez Van Baalena
(van Baalen, 1962). Synechococcus sp. CPP 7002 to jednokomoérkowy, euryhalinowy, czyli majacy
szeroki zakres tolerancji na zasolenie wody organizm fotoautotroficzny, wykorzystujacy swiatto jako
gtowne zrodto energii, a CO2jako jedyne zrodto wegla . Szczep ten stat si¢ organizmem modelowym
w badaniach metabolizmu cyjanobakterii. Okazato si¢, Ze ma ogromny potencjat biotechnologiczny,
poniewaz jest zdolny do wzrostu w szerokim zakresie st¢zen NaCl np. w wodzie morskiej, stonawych
wodach przybrzeznych (nie konkuruje wigc o zasoby wody stodkiej) i jest odporny na wysokie
napromieniowanie (Nomura i in. 2006). Jest jedna z najszybciej rosnacych cyjanobakterii, gdyz, jak
dowodzg naukowcy, w optymalnych warunkach (38°C, 1% (v/v) CO, w powietrzu oraz przy
nasyceniu promieniowaniem ~250umol fotonéw m? s?) czas podwojenia wynosi 2,6 h przy
zredukowanym zrodle azotu, ale takze moze rosna¢ na glicerolu jako jedynym zrodle wegla (Frigaard
i in. 2004). Cechy te sprawiaja, ze Synechococcus jest rowniez odpowiedni do stworzenia LBM
(zywego materiatu budowlanego), poniewaz takie materiaty musza by¢ odporne na zmienne warunki
srodowiskowe. W ostatnich latach wiele produktow biologicznych zostalo wyprodukowanych
z udziatem szczepu Synechococcus sp. CPP 7002. Sg to miedzy innymi: limonen, bisabolen, kwasy
thuszczowe, mannitol, poli-3-hydroksymaslan (Davies i in., 2014; Jacobsen i Frigaard, 2014; Zhang
i in. 2015). Ponadto, dziki szczep Synechococcus sp. CPP 7002 stat si¢ surowcem do produkcji
bioetanolu przez drozdze (Mdllers i in. 2014).

4. Podsumowanie

W celu ograniczenia emisji CO; potrzebne sg odnawialne i przyjazne dla $rodowiska
zamienniki.

Mikroorganizmy fotosyntetyczne stanowig alternatywne zrodto biomasy z wielu powodow.
Drobnoustroje te rosna znacznie szybciej niz ro$liny ladowe, maja wigksza wydajnosé
w wykorzystywaniu energii $wietlnej, w naturalny sposob wigzg ditlenek wegla i moga zyé
w trudnych warunkach oraz moga by¢ hodowane na obszarach nie wykorzystywanych rolniczo.
Mikroorganizmy fotosyntetyczne morskie majg przewage w hodowlach na duza skale, poniewaz
mozna je hodowa¢ w wodzie morskiej, ktéra nie jest zdatna do spozycia przez ludzi oraz
wykorzystywa¢ do wielu zastosowan w rolnictwie. Mikroorganizmy fotosyntetyczne moga stanowic¢
doskonate narzedzie wykorzystywane w bioinzynierii, przemy$le i ochronie srodowiska, nie tylko
w kontrolowaniu wydzielania znacznych ilo$ci COp, ale takze w generowaniu przychodow.

Wyniki badan zespotu naukowcéw z Uniwersytetu w Kolorado pokazuja, ze nowe klasy
LBM, o zdolnosciach regeneracyjnych i mozliwo$ciach ponownego uzycia, moga by¢ w przysziosci
zastosowane w budownictwie. Jak sugerujg naukowcy, nie majg one na celu zastgpi¢ materiatlow
cementowych, lecz stanowia nowa klas¢ materiatow, w ktorej funkcje strukturalne sg uzupeiane
przez funkcje biologiczne. Wysoka energia pekania LBM wskazuje na to, ze materiaty te moga
szczegolnie dobrze nadawac si¢ do zastosowan, w ktorych pozadana jest odporno$¢ na pekanie.
Potencjalne zastosowania LBM obejmuja tymczasowe konstrukcje cywilne i wojskowe, kostke
brukowa, oktadziny elewacyjne i inne lekkie materiaty no$ne. Zastosowanie biomineralizacji CaCOs
indukowanej przez Synechococcus sp. PCC 7002  jako techniki przyjaznej $rodowisku
i energooszczednej to perspektywiczny kierunek. Wdrozenie tej metody w przysztoSci wymaga
wspotpracy uczonych z wielu dziedzin m.in. mikrobiologéw, inzynierow budownictwa, chemikow.
W efekcie, wprowadzenie biobetonu skutkowatoby zmniejszeniem zapotrzebowania i wykorzystania
cementu, a w konsekwencji, ograniczeniem zuzycia energii jak i emisji ditlenku wegla, rdwnoczesnie
przyczyniajgc si¢ do ograniczenia nasycenia powietrza CO2 (Heveran i in. 2020).
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Streszczenie

Benzofenony to jedne z najbardziej popularnych filtrow UV stosowanych w celu ochrony
skory przed szkodliwym promieniowaniem ultrafioletowym. W zwigzku z ich szerokim
rozpowszechnieniem w produktach kosmetycznych oraz farmaceutycznych, duze ich iloéci uwalniane
sg do srodowiska naturalnego. W zwigzku z tym zostaly opracowane szybkie oraz proste metody
mikroekstrakcyjne stuzace do oznaczania benzofenonéow w probach wodnych na niskich poziomach
stezen. Niniejsza praca zawiera przeglad literatury oraz teoretyczne podstawy wybranych metod
mikroekstrakcyjnych umozliwiajacych oznaczanie benzofenonow w probach wody.

1. Wstep

Zwiazki promieniochronne (filtry UV) to sktadniki aktywne preparatow kosmetycznych oraz
farmaceutycznych, jak i produktow higieny osobistej, przeznaczone do ochrony ludzkiej skory przed
negatywnymi skutkami wywolywanymi przez promieniowanie UV-A oraz UV-B. W zaleznosci od
mechanizmu dziatania filtry promieniochronne dzielimy na dwie grupy: organiczne (chemiczne) oraz
nieorganiczne (fizyczne). Dziatanie filtrow chemicznych polega na absorpcji promieniowania UV,
a filtrow fizycznych na jego odbiciu. Powszechnie stosuje si¢ mieszaniny filtrow UV pokrywajace
zarowno zakres promieniowania UV-A, jak i UV-B. Jednymi z najpopularniejszych filtrow UV
0 szerokim spektrum dziatania sa benzofenony (BPs), ktore ze wzgledu na szerokie zastosowanie
w kosmetykach oraz farmaceutykach zaczety si¢ pojawia¢ w srodowisku naturalnym. Wystepowanie
tych zwiazkow w §rodowisku skutkuje gromadzeniem si¢ ich w organizmach zywych. Benzofenony
sa substancjami bardzo trwalymi w §rodowisku naturalnym przez co rozpatruje si¢ je w aspekcie
zanieczyszczen. Stad tez istnieje potrzeba oznaczania zawartosci tych zwiazkéw w §rodowisku
wodnym.

Istnieje wiele metod mikroekstrakcyjnych pozwalajacych na oznaczanie benzofenondéw
W probach wodnych na niskich poziomach st¢zen. Naleza do nich zaréwno techniki mikroekstrakcji
do fazy stacjonarnej, jak i do fazy cieklej. W wigkszoS$ci techniki te sa zgodne z zasadami tzw. zielonej
chemii analitycznej. Oznacza to, ze techniki te eliminujg badz w znacznym stopniu ograniczajg
zuzycie rozpuszczalnikbw organicznych, zmniejszaja ilos¢ odpadéw wytwarzanych podczas
procedury analitycznej, a takze zmniejszajg praco- oraz czasochtonnos$¢ postgpowania analitycznego.
Wszystkie metody mikroekstrakcyjne wymagaja przeprowadzenia optymalizacji, tak aby dobierane
parametry danej techniki pozwalaly na uzyskiwanie odpowiednio wysokiej wydajnosci metody oraz
umozliwiaty oszacowanie analitow na niskich poziomach ste¢zen.

2. Opis zagadnienia

2.1 Charakterystyka benzofenonow

W dzisiejszych czasach benzofenony oraz ich pochodne to najpopularniejsze filtry UV.
Substancje te naleza do chemicznych filtrow UV, ktoére absorbuja jednoczesnie promieniowanie
ultrafioletowe w zakresie UV-A (nadfioletu bliskiego), jak rowniez UV-B (nadfioletu $redniego).
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Substancje te zaliczane sa do grupy zwiazkéw chemicznych - ketonéw, zbudowanych z grupy
karbonylowej taczacej dwa pierscienie benzenowe (Rys. 1), w budowie pochodnych benzofenonéw
wystepuja dodatkowo podstawniki ulokowane w pierscieniach aromatycznych. Zwiazki te otrzymuje
si¢ na drodze reakcji utleniania, arylowania, a takze za pomoca ozonolizy (Kolodzieczyk
i Dzierzbicka 2014).

o}

Rys. 1. Podstawowa struktura benzofenonu (Kotodzieczyk i Dzierzbicka 2014).

Benzofenony przedostaja si¢ do srodowiska wodnego dwiema $ciezkami: posrednig oraz
bezposrednig. Do zZrddet bezposrednich gromadzenia si¢ benzofenonéw w $rodowisku wodnym
zalicza sie glownie ich zmywanie ze skory podczas zaje¢ rekreacyjnych (np. podczas ptywania). Do
zrddel posrednich naleza Scieki domowe oraz przemystowe, jak rowniez $cieki pochodzace
z oczyszczalni $ciekow. Zdarza sig, ze cze¢$¢ oczyszczonych Sciekow zawierajaca filtry UV zostaje
ponownie wprowadzona do srodowiska naturalnego, gdzie moga si¢ one akumulowa¢ w osadach
dennych, faunie oraz florze. Poza tym wybrane benzofenony moga ulega¢ fotodegradacji badz
biodegradacji w $rodowisku, ulegajac rozkladowi na produkty transformacyjne, czgsto o wigkszej
toksycznosci i szkodliwosci niz produkty pierwotne (Cadena-Aizaga i in. 2020; Giokas i in. 2007).

2.2 Podziat technik mikroekstrakcyjnych

W literaturze (Chisvert i in. 2018) odnalezé mozna wiele odmian mikroekstrakcji
wykorzystywanych do oznaczania BPs w probach wodnych. Do podstawowych technik zalicza sig:
o mikroekstrakcje bazujace na sorbentach:
o mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (ang. Solid Phase Microextraction — SPME);
o ekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego (ang. Stir Bar Sorptive
Extraction — SBSE);
o mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu (ang. Microextraction by Packed Sorbent —
MEPS);
o dyspersyjna ekstrakcja do fazy statej (ang. Dispersive Solid Phase Extracion — dSPE);
o mikroekstrakcja z precikiem adsorbujagcym (ang. Bar Adsorptive Microextraction —
BAME);
o dyspersyjna mikroekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego (ang.
Stir Bar Sorptive-Dispersive Microextraction —- SBSDME);
o mikroekstrakcje bazujace  na rozpuszczalnikach:
o mikroekstrakcja do pojedynczej kropli (ang. Single-Drop Microextraction — SDME);
o ekstrakcja membranowa mikroporowata membrang w ukladzie ciecz-ciecz (ang.
Membrane-Assisted Liquid-Liquid Extration — MALLE);
o dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz (ang. Dispersive Liquid-Liquid Microextraction
— DLLME).

2.3 Charakterystyka wybranych technik mikroekstrakcyjnych
Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPME)

Opracowana w 1990 roku przez Arthura i Pawliszyna mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej
(SPME) jest technika, ktora zainicjowata rozw¢j innych technik mikroekstrakcji. Metoda ta polega
na zaadsorbowaniu zwigzkow lotnych na wtoknie kwarcowym badz szklanym, ktére pokryte jest
odpowiednio dobranym materiatem sorpcyjnym, stanowigcym tzw. faze stacjonarng. Witdkno pokryte
sorbentem umieszcza si¢ w metalowej rurce, ktéra shuzy ochronie fazy stacjonarnej, jak rowniez
pozwala na przektucie membrany fiolki analitycznej oraz dozownika chromatografu. Istniejg dwie
mozliwo$ci prowadzenia ekstrakcji z wykorzystaniem witokna sorpcyjnego. Pierwszym sposobem
jest umieszczenie widkna bezposrednio w analizowanej probie wodnej (direct immersion, DI-SPME),
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a drugim sposobem jest umiejscowienie wtokna w gazowej fazie nadpowierzchniowej nad badang
proba (head space, HS-SPME).

Metodg ta przeprowadza si¢ dwuetapowo. Na poczatku dokonuje si¢ adsorpcji analitow na
powierzchni sorbentu. Wiokno poddawane jest dziataniu sktadnikow proby, a zwigzki w niej zawarte
ulegaja podzialowi pomiedzy faze stacjonarng a matryce. Nastepnie przeprowadza si¢ desorpcje
termiczng w dozowniku chromatografu. Schemat przygotowania proby za pomoca mikroekstrakcji
do fazy stacjonarnej zostat przedstawiony na ponizszym rysunku (Rys.2). Dodatkowo w metodzie
SPME mozna réwnocze$nie przeprowadzaé derywatyzacjg, ktora wplywa na wihasciwosci
fizykochemiczne analitow, tj. zwigkszenie lotnosci, zmniejszenie polarnosci, dzigki czemu wzrasta
czutos¢ oraz selektywno$¢ analiz. Derywatyzacje analitow mozna wykona¢ bezposrednio w matrycy
lub na widknie SPME.

Istotnym jest aby przed zastosowaniem SPME wykona¢ optymalizacj¢ parametréw catego
procesu ekstrakcji. Dlatego tez wazne jest dobranie odpowiedniego widkna sorpcyjnego, ktore
determinuje czulo$¢ i selektywnos¢ metody, grubo§¢ powloki sorpcyjnej wplywajacej na czuto$§é
metody oraz czas ekstrakcji, rodzaju oraz ilosci analizowanej proby, wartosci pH, dodatku soli, czasu
oraz temperatury, w ktorej prowadzona jest ekstrakcja, parametréw desorpcji oraz warunkow pracy
chromatografu gazowego (Arthur i Pawliszyn 1990).

ADSORPCJA DESORPCJA
ANALITOW ANALITOW
UMIESZCZENEE
WYCOFANEE WLOKNAW
PRZVRZAD SPME WLOKNA DOZOWNIKU GC
— [ ] —

WLOKNO E g DOZOWNIK GC
SORPCYJNE

KOLUMNA GC

Rys. 2. Schemat przeprowadzania mikroekstrakcji SPME (Schmidt i Podmore 2015).

Ekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego (SBSE)

Kolejng metoda mikroekstrakcyjna do oznaczania benzofenondéw w probach wodnych jest
ekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego. Zostata ona zapoczatkowana przez
Baltussena oraz wspotpracownikow w 1999 roku i zostata wprowadzona pod nazwa handlowa jako
Htwisters”.

Technika SBSE sktada si¢ z dwoch gtownych etapow, jakimi sg: ekstrakcja oraz desorpcja.
W czasie ektrakcji anality sorbujg si¢ na powtoce wykonanej z odpowiedniego materiatu sorpcyjnego,
umieszczonej na ruchomym elemencie zanurzonym w roztworze probki. Najczesciej stosowang
powloka sorpcyjng wykorzystywang w technice SBSE jest polidimetylosiloksan (PDMS). Po
ekstrakcji mieszadetko oplukuje si¢ woda destylowang i osusza rgcznikiem papierowym, a nastepnie
dokonuje si¢ desorpcji. Etap ten moze by¢ przeprowadzany na dwa sposoby, tj. termicznie lub
rozpuszczalnikowo. Desorpcja termiczna (ang. thermal desorption, TD) pozwala na bezpos$rednie
wprowadzenie analitow do ukladu chromatograficznego oraz nie wymaga stosowania
rozpuszczalnikow organicznych.  Desorpcja z wykorzystaniem rozpuszczalnika (ang. liquid
desorption, LD) wykorzystywana jest wtedy, gdy anality sg substancjami labilnymi termicznie badz
gdy nie posiada si¢ kosztownej aparatury z mozliwoscia przeprowadzania desorpcji termiczne;.
Podczas desorpcji rozpuszczalnikowej mieszadlo magnetyczne z powloka sorpcyjng zanurza si¢
W kompatybilnym z wlasciwos$ciami sorbentu rozpuszczalnikiem badz mieszaning rozpuszczalnikow.
Do najczesciej stosowanych rozpuszczalnikow zalicza sie: metanol, acetonitryl, mieszaniny tych
rozpuszczalnikoéw badz mieszaniny z woda. Tak przygotowang probe wprowadza si¢ do dozownika
chromatografu gazowego.

W celu osiagnigcia wysokiej wydajnosci SBSE nalezy zoptymalizowa¢ niektore
z parametrow tej metody, takie jak: dobor odpowiednich parametréw fazy stacjonarnej mieszadta
magnetycznego (tj. rozmiaru mieszadet oraz rodzaju powloki sorpcyjnej), czas ekstrakcji oraz
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desorpcji, temperatury desorpcji, dodatek soli, dobor oraz ilos¢ rozpuszczalnika uzywanego w etapie
desorpcji, a takze wptyw ultradzwigkow na desorpcje (Baltussen i in. 1999; Nogueira 2012).

( DESORPCJA )

I
L))

Rys. 3. Schemat procesu ekstrakcji SBSE z zastosowaniem desorpcji rozpuszczalnikowej (Gilart i in.
2013).

Mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu (MEPS)

MEPS to technika mikroekstrakcyjna opracowana w 2004 roku przez Mohameda Abdel-
Rehima. Metoda ta stanowi miniaturyzacj¢ ekstrakcji do fazy statej (SPE), w ktorej wykorzystywane
sorbenty sa identyczne jak te stosowane w technice SPE. Jednakze w przeciwienstwie do
wykorzystywanych w technice SPE kolumienek, w MEPS zloze sorbentu jest bezposrednio
zintegrowane ze strzykawka, a nie jest ono odrebng kolumna. W strzykawce tej zachodza wszystkie
czynnosci przygotowania proby do analizy, tj. kondycjonowanie, przemywanie, sorpcja oraz elucja,
a takze za pomocg strzykawki mozliwe jest wprowadzenie proby do instrumentu analitycznego.

Standardowy MEPS zaprojektowany jest w formie gazoszczelnej szklanej strzykawki
0 pojemnosci od 10 do 1000 pl. W metodzie MEPS sorbent umieszcza si¢ w strzykawce (1-4 mg) na
dwa rozne sposoby. Pierwszy wariant obejmuje upakowanie sorbentu w korpusie strzykawki,
a w drugim sorbent wystepuje w postaci wktadki (naboju) pomigdzy korpusem strzykawki a iglg (tzw.
metoda BIN, ang. Barrel Insert and Needle Assembly). Istnieje rowniez mozliwo$¢ zastosowania obu
tych wariantow jednoczesnie.

Mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu sklada si¢ z czterech glownych etapow:
kondycjonowanie, pobieranie probki, ptukanie oraz elucja (Rys.4). Pierwszym etapem jest
kondycjonowanie ztoza, ktore ulega aktywowaniu przed naniesieniem proby. Nastepnym krokiem
jest pobieranie proby, w tym celu odpowiednio dobrang ilo$¢ proby przepuszcza si¢ w strzykawce
przez sorbent, poprzez zatadowanie (naciaganie) i wypuszczanie proby kilkukrotnie. Trzeci etap
obejmuje przemywanie sorbentu, majace na celu usuni¢cie analitow, ktdre zostaty niespecyficznie na
nim zatrzymane. Ostatnim etapem MEPS jest elucja, podczas ktdrej nastepuje uwolnienie analitow
z sorbentu za pomocg odpowiednio dobranego rozpuszczalnika. Tak przygotowana proba moze by¢
poddana analizie chromatograficznej.

W celu osiagnigcia najwyzszej wydajnosci MEPS nalezy zoptymalizowa¢ parametry
przeprowadzania tej mikroektrakcji. Nalezy dobra¢ migdzy innymi rodzaj i ilo§¢ rozpuszczalnika
stosowanego w etapie elucji oraz ilo§¢ proby w zaleznosci od spodziewanego stgzenia analitow, jak
réwniez sposob przeprowadzania elucji, tj. krotno$¢ wymywania analitow ze ztoza (Yang i in. 2017;
Moein i in. 2015).

Etap I Etap 1T Etap 11 Etap IV
Kondycj: ieranie proby Przemywanie Elucja

L
*
*
i

Rys. 4. Schemat procesu mikroekstrakcji MEPS (Yang i in. 2017).
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Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli (SDME)

Technika SDME zostata opracowana w 1996 roku przez Jeannota i Cantwella. Podczas
przeprowadzania mikroekstrakcji do pojedynczej kropli wykorzystuje sie typowg mikrostrzyawke
sktadajaca si¢ z korpusu, ttoka i igly, na koncu ktorej zawieszona zostaje kropla rozpuszczalnika.

SDME sktada si¢ z kilku etapow. Na poczatku zasysa si¢ do wewnatrz strzykawki 1-2 pl
rozpuszczalnika organicznego i przekluwa si¢ igla uszczelke fiolki, w ktdrej umieszczona jest proba.
Nastepnie wypycha si¢ rozpuszczalnik, ktérym formutuje si¢ krople na koncu igty. W celu dokonania
absorpcji analitow, uformowang krople umieszcza si¢ w probie (ang. direct immersion - DI-SDME)
lub nad jej powierzchnia (ang. head space — HS-SDME) (Rys.4). Kropla umieszczona w probie musi
mie¢ charakter niepolarny, za§ kropla formowana w fazie gazowej powinna by¢ tworzona
z rozpuszczalnika trudnolotnego. Podczas etapu absorpcji proba jest caly czas mieszana za pomoca
mieszadetka magnetycznego. Po zakonczonej ekstrakcji krople rozpuszczalnika wcigga sig
z powrotem do wnetrza mikrostrzykawki. Znajdujace si¢ w rozpuszczalniku anality sa wprowadzane
bezposrednio do dozownika chromatografu cieczowego badz gazowego.

Do parametrow optymalizacyjnych tej techniki nalezy: objetos¢ kropli rozpuszczalnika, rodzaj
rozpuszczalnika (najczgéciej wybieranymi rozpuszczalnikami sa heksan, toluen, izooktan), czas
ekstrakcji, temperatura, intensywnos$¢ mieszania, dodatek soli (Tang 2018; Jeannot 2010).

KROPLA

KROPLA
ROZPUSZCZALNIKA ™~

PROBA -

DI-SDME HS-SDME

Rys. 4. Schemat przeprowadzania mikroekstrakcji do pojedynczej kropli (Tang i in. 2018).

Dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz (DLLME)

Technika dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz-ciecz zostala odkryta w 2006 roku przez
Assadiego i wspolpracownikow. DLLME polega na wyekstrahowaniu analitow z kilku mililitrow
proby wodnej do kilkudziesigciu mikrolitréw rozpuszczalnika ekstrahujacego, czesto w tym
charakterze stosowany jest chloroform lub chlorobenzen. Calo$ci towarzyszy obecnos¢ okoto jednego
mililitra rozpuszczalnika dyspergujacego, tj. metanol, aceton badz acetonitryl, ktérego zadaniem jest
poprawa rozproszenia rozpuszczalnika ekstrahujagcego w formie mikroskopijnych kropelek, co
powoduje przyspieszenie procesu ekstrakcji. Ponadto rozpuszczalnik dyspergujacy moze niwelowad
skutek adsorpcji analitow na Sciankach naczynia. Po przeprowadzonej ekstrakcji proba zostaje
odwirowana, powstata mieszaning rozpuszczalnika ekstrahujacego z analitami wykorzystuje si¢ do
analizy (Rys.5).

Optymalizacja metody DLLME obejmuje dobor rozpuszczalnikow: ekstrahujacego oraz
dyspergujacego, ich odpowiednich iloéci, pH proby, a takze czas ekstrakcji (Zgota-Grzeskowiak
2015).
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Rys. 5. Schemat przygotowania proby metoda DLLME (Zgota-Grzeskowiak 2015).

2.4 Pordéwnanie wybranych technik mikroekstrakcyjnych
W Tab. 1 zebrano najwazniejsze wady i zalety opisywanych metod.

Tab. 1. Wady i zalety wybranych technik mikroekstrakcyjnych.

METODA ZALETY WADY
SPME - metoda bezrozpuszczalnikowa - uszkodzenia wtdkien
- szybkos¢ (tamanie, $cieranie fazy
- prostota stacjonarnej)
-szeroki zakres liniowos$ci - uszkodzenia igiet
- stosunkowo duzy koszt zakupu
wiokien
SBSE - prostota - duze ilo$ci uzywanej proby
- metoda bezrozpuszczalnikowa - koszty zakupu mieszadet
(TD) magnetycznych
-niskie granice oznaczalnos$ci i - Czaso- 1 pracochtonnosé
wykrywalnosci
MEPS - prostota - mozliwo$¢ uszkodzenia
- szybko$é sorbentu

- mozliwo$¢ automatyzacji
- mata ilo$¢ proby
- mate ilosci rozpuszczalnikow
- niskie koszty analizy

SDME - niskie koszty - niestabilnos¢ kropli (mozliwos¢
- bardzo mate iloSci jej zerwania)
zuzywanych rozpuszczalnikow
- szybko$¢
DLLME - szybkos§¢ - trudna do zautomatyzowania
- mate ilosci rozpuszczalnikow - ograniczony wybor
- wysoki wspolczynnik rozpuszczalnikow

wzbogacania

3. Przeglad literatury

W Tab. 2 zostaly zebrane najwazniejsze parametry wybranych technik mikroekstrakcyjnych
oznaczania benzofenonu-3 w probach wodnych.
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Tab. 2. Wybrane metody oznaczania benzofenonu-3 w probach wodnych.

METODA SPME SBSE DLLME IL-SDME* MEPS
EKSTAKCYJNA
METODA INSTRU- GC-MS HPLC- GC-MS HPLC-DAD GC-MS(EI*)
MENTALNA APCI-
MS/MS
ELUENT - metanol rozpuszczalnik [CeMIM][PFe] octan etylu
dyspersyjny —
aceton;
rozpuszczalnik
ekstrakcyjny —
chloroform
ODZYSK [%] 102 71-100 82-126 99 109
LOD [ng/l] 0,7 80 33 110 53
LOQ [ng/l] - 25 1100 370 -
OBJETOSC 7000 10000 5000 20000 800
PROBY |[pl]

STEZENIE 1 pg/l wody 20 mg/I 40 ng/ml wody | 500 pg/l wody 1 ng/ml
ROZTWORU destylowa- metanolu: destylowanej destylowanej wody
ROBOCZEGO nej wody destylo-

destylowa- wanej
nej (80:20)
ZRODLO (Zhang i (Nuyen i in. (Tarazona (Vidal i in. (Moeder i in.
LITERATUROWE | Lee?2012) 2011) i in. 2010) 2010) 2010)
*IL-SDME - jonowa mikroekstrakcja do pojedynczej kropli
4. Podsumowanie
Wzrastajgca $wiadomo$¢ ludzi odnosnie zagrozen zwiazanych ze szkodliwym

oddzialywaniem promieniowania UV na zdrowie cztowieka spowodowata, ze na rynku pojawila si¢
szeroka gama preparatow zawierajacych w swoim sktadzie m.in. benzofenony. Wzrost zuzywania
takich produktow spowodowal, ze zwiazki te zaczely pojawiaé si¢ w duzych ilosciach w srodowisku
naturalnym. Z powodu wykazywania przez benzofenony szkodliwych wlasciwoséci na organizmy
zywe wymagana jest kontrola iloéci tych zwiazkow w probach srodowiskowych. Istnieje wiele tanich,
szybkich oraz prostych w wykonaniu metod mikroekstrakcyjnych umozliwiajacych oznaczanie
benzofenondéw w probach wodnych na bardzo niskich poziomach stezen. Naleza do nich wymienione
powyzej mikroekstrakcja do fazy statej, mikroekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu
sorpcyjnego, mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu, mikroekstrakcja do pojedynczej kropli oraz
dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz.
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Streszczenie

W niniejszym artykule przedstawiono wyniki optymalizacji dla wybranych metod
mikroekstrakcyjnych, takich jak: mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (ang. Solid Phase
Microextraction — SPME), mikroekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego
(ang. Stir Bar Sorptive Extraction — SBSE) oraz mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu (ang.
Microextraction by Packed Sorbent — MEPS), ktore znajdujg zastosowanie w oznaczaniu takich
zanieczyszczen S$rodowiska, jakimi sa benzofenony (filtry UV). Dodatkowo poréwnano
zoptymalizowane metody mikroekstrakcyjne pod katem granic wykrywalnoS$ci, odzysku oraz innych
parametréw charakteryzujacych metode.

1. Wstep

W sktad procesu analitycznego wchodzg takie etapy jak: pobieranie oraz przechowywanie
proby, przygotowanie proby do koncowej analizy, pomiar oraz obrobka wynikow. W celu
zapewnienia wiarygodnos$ci otrzymanego wyniku, nalezy mie¢ na uwadze kazdy z wymienionych
powyzej etapow procedury analitycznej. Jednakze to etap przygotowania proby do wlasciwej analizy
jest najtrudniejsza oraz najbardziej praco- oraz czasochlonng cze$cig procesu analitycznego.
Dodatkowo mozliwo$¢ popetnienia btedu analitycznego w tym etapie jest na bardzo wysokim
poziomie. Idealnie dopracowana procedura przygotowania prob do analizy powinna odznaczaé si¢
szybkoscig oraz prostota wykonania, niskimi kosztami, a takze kompatybilno$cia w potaczeniu
z zastosowanymi metodami analitycznymi. W zwiazku z istota etapu przygotowania proby do
koncowej analizy w calej procedurze analitycznej, etap ten jest caly czas rozwijany oraz
udoskonalany (Namiesnik 2003).

Ekstrakcja to jedna z glownych technik przygotowania proby do wilasciwej analizy.
Umozliwia ona zar6wno wyselekcjonowanie analitow z préb o ztozonej matrycy, jak i ich zatezenie.
Dodatkowo pozwala ona na wyeliminowanie substancji przeszkadzajacych z badanej proby. Juz
trzydzie$ci lat temu pojawity si¢ pierwsze informacje odnosnie wykonywania ekstrakcji w skali
mikro. Od tego czasu zauwaza si¢ trend rozwoju mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej oraz
mikroekstrakcji do fazy cieklej. Jednym z czynnikow przyczyniajacym si¢ do rozwoju tych technik
byta potrzeba pracy z bardzo mala iloscia proby poddanej badaniu. Dodatkowo na popularyzacje
technik mikroekstrakcyjnych wptynety aspekty srodowiskowe oraz finansowe, a takze mozliwos¢
skrocenia czasu potrzebnego na przygotowanie proby.

Do popularnych metod mikroekstrakcji stosowanych w oznaczeniach zanieczyszczen
W probach $srodowiskowych, tj. benzofenony, zalicza si¢: mikroekstrakcj¢ do fazy stacjonarnej,
mikroekstrakcje z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego oraz mikroekstrakcje do
upakowanego sorbentu (Ptotka-Wasylka J i in. 2015).

Istotnym jest, aby kazda z wykorzystywanych technik mikroekstrakcyjnych, byta
odpowiednio zoptymalizowana. Optymalizacj¢ metod mikroekstrakcyjnych stosuje sie w celu
wybrania prawidlowych parametrow prowadzonej analizy. Parametry metody dobiera si¢ w taki
sposob, zeby efektywno$¢ danej metody analitycznej byta jak najwigksza (Costa Ferreira i in. 2007).
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2. Material i metody

W celu przeprowadzenia badan optymalizacyjnych przygotowano roztwory wzorcowe
2-hydroksy-4-metoksybenzofenonu (benzofenonu-3) w wodzie destylowanej zakwaszone kwasem
chlorowodorowym do pH~3. Nastepnie roztwor wzorcowy rozcienczono i przygotowano roztwory
robocze o stezeniach dostosowanych do kazdej z wymienionych powyzej metod.

Badania prowadzono z wykorzystaniem chromatografu gazowego HP 5890, a jego
parametry zostaly przedstawione w Tab.1.

Tab. 1. Parametry pracy chromatografu gazowego.

Typ aparatu chromatograf gazowy HP 5890
Detektor detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID)
detektor mas (MS)
Dozownik split-splitless (5:1)
Kolumna ZB-5 (30m x 0,53mm x 1,50pm)
ZB-5 MS (30m x 0,25mm x 0,25um)
Temperatura dozownika 250°C
Temperatura detektora 250°C

Na Rys. 1 zostal przedstawiony przyktadowy chromatogram roztworu roboczego mieszaniny
benzofenondéw, zawierajacej w swoim sktadzie benzofenon-3 (BP-3).
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Rys. 1. Przykltadowy chromatogram roztworu wodnego benzofenondéw: 2-hydroksy-4-metoksy-
benzofenon (BP-3), 2,4-dihydroksybenzofenon (BP-1) oraz 2,2’-dihydroksy-4-metoksy-benzofenon
(BP-8).

Procedury postepowania podczas wybranych metod analitycznych sg nastepujace:
a) mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPME)

W celu przeprowadzenia mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej, do 4 ml fiolek wprowadzono
roztwor roboczy, umieszczono w niej mieszadetko magnetyczne, zamknigto fiolke silikonowa
uszczelka i tak przygotowana fiolke postawiono na mieszadle magnetycznym. Kolejno silikonowa
uszczelke przebito stalowa igla 1 rozpoczeto etap ekstrakcji analitow z roztworu na wtdkno sorpcyjne
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umieszczone w igle. Po uplywie okreslonego czasu wtokno wyjeto i wprowadzono za jego pomoca
anality do dozownika chromatografu gazowego w celu przeprowadzenia analizy.

Optymalizacja mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej polegalta na doborze widkna
sorpcyjnego, czasu ekstrakcji oraz ilosci dodatku chlorku sodu.

b) mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu (MEPS)

Pierwszym etapem mikroekstrakcji do upakowanego sorbentu bylo zakondycjonowanie
ztoza sorpcyjnego (ztoze C18 w ilosci~ 8 mg, wielkosci czastek 45 pm, wielkosci porow 60 A)
umieszczonego w strzykawce MEPS za pomoca 250 pl mieszaniny octanu etylu i dichlorometanu
(1:1) oraz 250 pl wody destylowanej. Kolejnym krokiem jest ekstrakcja analitow z 2 ml roztworu
roboczego, a nastgpnie przemycie zloza przy uzyciu 250 pl wody destylowanej. Po tym etapie ztoze
sorpcyjne suszono z wykorzystaniem powietrza. Kolejno zasorbowane anality na ztozu eluowano za
pomoca 100 pul octanu etylu i poddawano je analizie chromatograficzne;.

W celu ustalenia najlepszych parametréw mikroekstrakcji do upakowanego sorbentu zostata
zoptymalizowana ilo$¢ ekstrahowanego roztworu benzofenondéw, a takze ilo§¢ oraz rodzaj
rozpuszczalnika zastosowanego do etapu elucji, dodatkowo sprawdzono wplyw krotnosci elucji
analitow ze zloza.

¢) mikroekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego (SBSE)

W celu przeprowadzenia mikroekstrakcji z wykorzystaniem ruchomego elementu
sorpcyjnego do fiolek o pojemnosci 40 ml wprowadzono 20 ml roztworu roboczego. W fiolce
umieszczono ruchomy element sorpcyjny (tj. mieszadetko magnetyczne sktadajace si¢ z precika
magnetycznego umieszczonego w szklanej ostonce pokrytej powtoka sorpcyjna o grubosci 0,5 mm
oraz dlugosci 10 mm) i rozpoczgto etap ekstrakcji analitbw z roztworu do powloki sorpcyjnej. Po
uptywie okreslonego czasu ekstrakcji, mieszadetko magnetyczne wyjmuje si¢ z fiolki, przemywa
wodg destylowang, osusza r¢cznikiem papierowym i przenosi do fiolki, w ktorej bedzie zachodzit
etap desorpcji z uzyciem rozpuszczalnika (150 pl metanolu) w okre§lonym czasie. Kolejno element
sorpcyjny wyjmuje sie, a otrzymany ekstrakt poddaje sie analizie chromatograficznej.

Podczas optymalizacji parametréw mikroekstrakcji z wykorzystaniem ruchomego elementu
sorpcyjnego dobiera si¢: czas ekstrakcji oraz desorpcji, rodzaj rozpuszczalnika do etapu desorpcji,
ilo§¢ dodatku chlorku sodu, temperature, a takze rodzaj mieszadta magetycznego.

3. Wyniki i dyskusja
3.1 optymalizacja parametréw wybranych metod mikroekstrakcyjnych
» mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej

e  dobor widkna sorpcyjnego

Efektywnos¢ ekstrakcji benzofenonu-3 poréwnano stosujac cztery rodzaje wtokien:
karboksen/polidimetylosiloksan (CAR/PDMS), polidimetylosiloksan (PDMS),
polidimetylosiloksan/diwinylobenzen (PDMS/DVB) oraz poliacetylen (PA).
Najlepszymi wlasciwos$ciami sorpcyjnymi odznaczat si¢ CAR/PDMS.

e  czas ekstrakcji

Wyznaczanie czasu ekstrakcji polegalo na ekspozycji wildkna sorpcyjnego
w roztworze benzofenonu czasie od 15 do 65 minut. Optymalnym czasem
przeprowadzania ekstrakcji byto 60 minut (Rys. 2).

e  wplyw wysalania

W celu wyznaczenia wplywu wysalania na efektywno$¢ sorpcji analitow na
wioknie zastosowano nast¢pujace dodatki chlorku sodu: 0%, 5%, 10%, 15% oraz
20%. Najwicksza efektywno$¢ sorpcji wykazano przy 10%-owym dodatku soli
(Rys. 3).
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Rys. 2. Zalezno$¢ pola powierzchni benzofenonu-3 od czasu ekstrakcji.
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Rys. 3. Zaleznos$¢ pola powierzchni benzofenonu-3 od wysolenia proby.

» mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu
e rodzaj rozpuszczalnika uzytego do etapu elucji

W celu doboru odpowiedniego rozpuszczalnika do etapu elucji analitow ze ztoza
sorpcyjnego wykonano ekstrakcje analitow, a nastepnie przeprowadzono elucj¢
z wykorzystaniem: octanu etylu, dichlorometanu oraz mieszaniny tych
rozpuszczalnikéw. Najwieksza efektywnos$¢ sorpcji wykazywal octan etylu
(Rys. 4).
e  krotnos¢ elucji analitow ze ztoza

Zbadano wptyw krotnosci elucji analitow ze ztoza za pomoca octanu etylu na dwa
sposoby: jednokrotnie — 1 x 100 pl rozpuszczalnika oraz dwukrotnie — 2 x 50 ul

rozpuszczalnika. Stwierdzono, ze wicksza ilo$¢ cykli wymywania analitow ze ztoza
zwigksza procentowy odzysk analitow (Rys. 5).

e ilo$¢ wodnego roztworu benzofenonu-3 oraz ilo§¢ rozpuszczalnika potrzebnego do
etapu elucji
W celu wyznaczenia powyzszych parametrow zastosowano 4 réozne kombinacje, mianowicie
uzyto:
- 1 ml wodnego r-ru benzofenonu-3 / 50 ul rozpuszczalnika do etapu elucji;
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- 1 ml wodnego r-ru benzofenonu-3 / 100 pl rozpuszczalnika do etapu elucji;
- 2 ml wodnego r-ru benzofenonu-3 / 50 ul rozpuszczalnika do etapu elucji;
- 2 ml wodnego r-ru benzofenonu-3 / 100 pl rozpuszczalnika do etapu elucji.
Zastosowano 1 oraz 2 ml préby w celu sprawdzenia czy nie wystgpowalo przetadowanie
ztoza przy zastosowanym stezeniu roztworu roboczego.
Najwydajniejszym rozwigzaniem jest zastosowanie 2 ml wodnego roztworu préby oraz 100

ul rozpuszczalnika do etapu elucji.

Rodzaj rozpuszczalnika
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Rys. 4. Zalezno$¢ pola powierzchni piku benzofenonu-3 od rodzaju uzytego do elucji rozpuszczalnika
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Rys. 5. Wplyw ilosci wodnego roztworu benzofenonu-3 oraz ilo$¢ eluenta (OE) na efektywnos$¢
ekstrakeji

» mikroekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego
e  czas ekstrakcji
W celu wyznaczenia optymalnego czasu ekstrakcji, badang probe poddano etapowi
ekstrakcji z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego w czasie 20 min, 40
min, 60 min, 80 min, 100 min i 120 min. Jak wynika z Rys. 6. po uptywie jednej
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godziny nastapit stan rdwnowagi, na powloce zaadsorbowata si¢ najwicksza ilo$¢
analitow.
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Rys. 6. Zaleznos¢ pola powierzchni benzofenonu-3 od czasu ekstrakcji

e czas desorpcji oraz rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika

Do wyznaczenia optymalnego czasu desorpcji oraz rodzaju uzytego
rozpuszczalnika zastosowano nastepujace mozliwosci:

- metanol / 15 minut;

- acetonitryl / 15 minut;

- metanol + dichlorometan / 15 minut;

- metanol / 30 minut;

- acetonitryl / 30 minut;

- metanol + dichlorometan / 30 minut.

Najwyzsza  wydajnoscia ~ uzyskano  stosujac  mieszaning  metanolu
z dichlorometanem (1:1) w czasie 15 minut.

3.2 wyniki optymalizacji wybranych metod mikroekstrakcyjnych

W Tab. 2 zostaly zebrane wyniki optymalizacji wybranych metod mikroekstrakcyjnych
znajdujacych zastosowanie w oznaczaniu benzofenondw w probach wodnych.

Tab. 2. Wyniki optymalizacji parametrow metod ekstrakcyjnych

PARAMETR MEPS SBSE SPME
objetos¢ proby 2ml 20 ml 4 ml
czas ekstrakcji ok. 5 minut 60 minut 60 minut

rodzaj C18 PDMS CAR/PDMS
zastosowanego
sorbentu
Wysalanie - 10% dodatek NaCl 10% dodatek NaCl
rodzaj octan etylu metanol -
rozpuszczalnika
uzytego do
desorpcji
ilosé 2x50pul 150 pl -
rozpuszczalnika
uzytego do
desorpcji
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3.3 wyniki uzyskanych granic wykrywalnosci oraz wyznaczone odzyski dla wybranych metod
mikroekstrakcyjnych

W Tab. 3 zostaly przedstawione uzyskane granice wykrywalnosci oraz odzyski dla
wybranych metod mikroekstrakcyjnych podczas oznaczania benzofenonu-3 w probach wodnych.

Tab. 3. Wyniki uzyskanych granic wykrywalno$ci oraz wyznaczonych odzyskow wybranych metod
mikroekstrakcyjnych.

PARAMETR MEPS SBSE SPME
granica 671 ng/l 8,7 ng/l 2,9 ng/l
oznaczalnoS$ci*
odzysk [%6] 90 99 -

*wyznaczone za pomocg chromatografu gazowego sprzgzonego z detektorem mas w trybie SIM (GC-MS)

4. Wnhnioski

W niniejszej pracy przedstawione zostaly wyniki optymalizacji parametréw wybranych
metod mikroekstrakcyjnych, tj. mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej, mikroekstrakcji do
upakowanego sorbentu oraz mikroekstrakcji z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego.
Wszystkie z wymienionych metod sa odpowiednie do oznaczania benzofenonow w probach
wodnych. Metody SPME, MEPS oraz SBSE naleza do prostych, tanich oraz zuzywajacych mate ilosci
rozpuszczalnikow technik mikroekstrakcyjnych.

Z optymalizacji metody SPME wynika, ze najlepszymi wlasciwosciami sorpcyjnymi
odznacza si¢ wiokno wykonane z CAR/PDMS, objetos¢ proby do ekstrakeji to 4 ml, a czas ekstrakcji
to jedna godzina. Dodatkowo technika ta jest catkowicie bezrozpuszczalnikowa. Technika SBSE
wykorzystuje jako sorbent analitow mieszadto magnetyczne pokryte PDMS, optymalna ilo$¢ proby
to 20 ml, a czas ekstrakcji 60 minut. W etapie desorpcji wykorzystuje si¢ 150 ul metanolu. Metoda
MEPS w poréwnaniu do SBSE oraz SPME, wykorzystuje najmniejszg ilo$¢ proby (2 ml), a jej czas
ekstrakcji jest najkrotszy, tj. okoto 5 minut. W metodzie tej optymalne jest zastosowanie 100 pl octanu
etylu w etapie elucji. Uzyskane stopnie odzysku dla oznaczanego benzofenonu-3 posiadajg wysokie
wartosci, co dowodzi wysokiej doktadnosci zoptymalizowanych metod.
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4, Rozpraszanie fosforu narastajacym zagrozeniem dla Srodowiska
Phosphorus dispersion is a growing environmental hazard
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Streszczenie

Fosfor jest pierwiastkiem o duzym znaczeniu biologicznym i przemystowym. Wzrost
zapotrzebowania na zwigzki fosforu przyczynia si¢ do znacznego wykorzystywania naturalnych,
nieodnawialnych zt6z apatytow i fosforytow, stanowiacych gtéwny surowiec do produkcji nawozoéw
i pasz. Prognozy dotyczace naturalnych $wiatowych zt6z fosforu przewiduja, ze w ciggu 200-300 lat
zostang one wyczerpane. Fosfor jest pierwiastkiem niezbednym do prawidlowego wzrostu i rozwoju
ro§lin. Gtownym zréodlem fosforu w wodzie jest wietrzenie mineratow, erozja gleby, opady
atmosferyczne, nawozy fosforowe, $cieki komunalne. Zmienno$¢ fosforu w wodach wystepuje
w zalezno$ci od danego regionu, od jego specyfiki gospodarczej i uzytkowej, od pory dnia czy pory
roku. Srodowisko naturalne jest waznym sktadnikiem bogactwa narodowego, dlatego nalezy dbaé o
nie stosujac nowe metody ochrony, wykorzystujac ponownie fosfor, ktory zostat sztucznie
wprowadzony do §rodowiska.

1. Wstep

Fosfor zostat odkryty w 1669 roku przez alchemika Henninga Brandta podczas ogrzewania,
bez dostgpu powietrza zaggszczonego moczu. Nazwa fosforu pochodzi z greckiego ,,phosphoros”
i 0znacza ,,niosacy $wiatto”. Fosfor pod wptywem tlenu utlenia si¢ wywotujac widzialny w ciemnosci
efekt chemiluminescencji (Bezak-Mazur Stoinska 2013).

Poczatkowe przemystowe zainteresowanie zwigzkami fosforu ograniczato si¢ do produkeji
zapatek w XIX wieku. Fosfor w XX wieku wykorzystywano réwniez do produkcji bojowych
srodkow trujgcych, np. sarinu, somanu czy tabunu, ktory zsyntetyzowano w 1936 roku, przy okazji
badan nad zastosowaniem fosfin jako insektycydow (Klaczynski 2015). Fosfor nalezy do glownej
rodziny azotowcow. Istnieje kilka rodzajow fosforu: czerwony, biaty, fioletowy, czarny. Wystepuje
pospolicie w przyrodzie, jego udzial w skorupie ziemskiej wynosi 0,12% wag. Ze wzgledu na swoja
wysokg aktywnos$¢ nie wystepuje w Srodowisku w postaci czystej (www.potopk.pl). Z jonami glinu,
manganu i zelaza fosfor tworzy okoto 170 mineratow, jednak najwigksza liczbe wiazan tworzy
z wapniem (Klaczynski 2015). Fosfor posiada mas¢ atomowa 31 oraz liczbe atomowa 15. Wystepuje
na +1, +2, +3 i +5 stopniu utlenienia, lecz w zwigzkach mineralnych i organicznych wystgpuje
gtownie tylko na jednym z nich +5 w postaci PO4* (Dojlido 1995).

Glownymi i ekonomicznie oplacalnymi zrédlem fosforu na Ziemi sa apatyty i fosforyty
(www.potopk.pl). Zawartos¢ fosforu w poktadach fosforytow na Swiecie jest rozna i waha si¢ od 15
do 40% P20s, co wptywa na konkurencyjno$¢ produkcji (Korzeniowska i Stanistawska-Glubiak
2011).

Od ponad 100 lat wydajnos¢ produkcji rolnej jest $cisle zwigzane ze stosowaniem
sztucznych nawozow fosforowych. Wzrost liczy ludnosci i zmiany w gospodarce energetycznej
powoduja, ze rosnie globalne zapotrzebowania na zywnos$¢ i ,,biopaliwa” (Dabrowska 2008), co
wigze si¢ z wigkszg potrzebg uprawiania gruntéw, a tym samym zwigksza si¢ popyt na nawozy oraz
pasze dla zwierzat (Lukawska 2014). Fosfor jest pierwiastkiem wykorzystywanym w gospodarkach
narodowych zaliczanym do zwiazkow biogennych, ale moze on takze przyczyni¢ si¢ do zniszczenia
srodowiska naturalnego (Jezierska 2008). Zwiazki biogenne pochodza gtownie ze Sciekow, z terenow
uzytkowanych rolniczo czy opadow atmosferycznych. Efektem nadmiernego obcigzenia wod
biogenami jest eutrofizacja, ktora ogranicza ich wykorzystanie (Dgbrowska 2008).
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Rozpuszczalno$¢ fosforu, ktory wystepuje naturalnie jest mata. Z tego wzgledu cykl
biogeochemiczny obiegu fosforu jest inny w poréwnaniu z innymi pierwiastkami. Jest to
spowodowane brakiem formy gazowej zwiazkow fosforu. Przemieszczanie si¢ tego pierwiastka
zwigzane jest z transportem zawiesin i osadow w wodach oraz pylow w atmosferze (Zarzycki 2007).
Poniewaz fosfor nie krazy w cyklu atmosferycznym, jak to jest w przypadku azotu czasteczkowego,
dlatego jego obieg moze by¢ scharakteryzowany jako zamkniety (Mitsch i Gosselink 2015).

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie znaczenia dostgpnos$ci fosforu dla zycia ludzi na
Ziemi. Zagadnienie to przedstawiono glownie w kontekscie wplywu intensyfikacji produkcji
roslinnej i zwierzgcej na rozpraszanie tego pierwiastka w Srodowisku w perspektywie kryzysu
bezpieczenstwa produkcji zywnosci zwigzanego ze $wiatowym szczytem wydobycia fosforytow.

2. Przeglad literatury

2.1 Szczyt wydobycia fosforu

Najwicksze ztoza fosforytow znajduja si¢ w Afryce pdinocnej. Zasoby naturalnych
fosforytow podobnie jak zasoby ropy naftowej — sa niecodnawialne. Wyczerpanie zt6z fosforytow
moze doprowadzi¢ do niedoborow nawozoéw w przemysle rolniczym, co bedzie wigzato si¢
z zagrozeniem produkcji zywno$ci. Fosfor nie posiada substytutu takiego jak ropa naftowa czy
wegiel.

Aktualne $wiatowe wydobycie fosforytow wynosi ponad 160 mln ton rocznie i w okresie
ostatnich 10 lat wzrosto o ok. 20%. Krajem przodujacym w produkcji tego surowca sa Chiny, ktore
realizuja prawie 40% $wiatowego wydobycia. W ostatnich latach wydobycie fosforytow w Chinach
dynamicznie wzrasta. Obecnie Chiny wraz z USA i Marokiem kontroluja ponad 65% $wiatowego
wydobycia fosforytow (Korzeniowska i Stanistawska-Glubiak 2011).

Wydobycie fosforu z reguty prowadzone jest w kopalniach odkrywkowych, ktére zajmuja
znaczng powierzchni¢ gruntu. Oprdocz kopalni, w ktorej prowadzone jest wydobycie, potrzebne jest
miejsce na hatdy i osadniki polowe. Taki spos6b wydobycia generuje znaczne ilosci odpadow statych,
ktore moga ro6zni¢ si¢ pomiedzy obiektami. Na wyprodukowanie jednej tony kwasu fosforowego
potrzebne jest 9,5 tony rudy fosforanowej, a powstaje przy tym 21,8 tony réznych odpadow i 6,5
tony zwatowisk. W trakcie produkcji kwasu fosforowego wytwarza si¢ znaczne ilosci fosfogipsu,
ktéry przechowuje si¢ na stertach z uwagi na przepisy dotyczace poziomow radioaktywnosci lub
dlatego, ze alternatywy (gips naturalny i gips pochodzacy z odsiarczania spalin) sa bardziej
konkurencyjne. W efekcie juz na tym etapie ogromne ilosci fosforu sg rozpraszane do srodowiska.
W wydobyciu i przetworstwie fosforytu zuzywana jest roéwniez duza ilos¢ wody. W nowoczesnych
kopalniach mozna ponownie wykorzysta¢ do 95 % pobranej wody, jednak taka wydajnos¢ nie jest
powszechna. Mozliwy jest wyciek lub przesgczanie si¢ kwasnej wody procesowej, a to moze skazi¢
ekosystemy wodne. W trakcie wydobycia rowniez zuzywa si¢ znaczne iloSci energii. Na wytworzenie
jednej tony produktu konicowego potrzebne jest 2,4 GJ energii pierwotnej — ilos¢ ta ulega podwojeniu,
jesli uwzgledni si¢ transport do Europy. Kazdego roku na transportowane sg miliony ton fosforytu,
co niesie za soba ogromne koszty ekologiczne (Villalba i in. 2008).

Fosfor jest niezbednym pierwiastkiem do produkcji rolniczej. Fosforyty, ktére stanowia
podstawowy surowiec do produkcji nawozow fosforowych zostaly zaliczone do tzw. surowcow
krytycznych dla europejskiej gospodarki. W 2014 r. fosforyt znalazt si¢ na liScie surowcow
krytycznych, poniewaz ryzyko niedoboru dostaw oraz jego skutki dla gospodarki sg wigksze niz dla
innych surowcow. W 2017 r. zaktualizowano list¢ surowcow krytycznych, poszerzajac ja o czysty
fosfor. Znaczenie surowcow fosforowych dla gospodarki UE jest ogromna, poniewaz ich dostgpnosé
moze szybko ulec zmianie w zwigzku ze zmianami przeptywow handlowych lub zmianami w polityce
handlowej, co potwierdza ogélna potrzeb¢ dywersyfikacji dostaw i1 zwigkszenia poziomu ich
recyklingu (Smol i Kulczycka 2018).

Szacuj¢ si¢, ze nakarmienie prognozowanej populacji - 9 miliardow - w 2050 r. bedzie
wymagato 66% wzrostu produkcji roslinnej od poziomu w 2005/2007 r., podczas gdy w tym samym
okresie produkcja migsa wzrosnie o 85%. Zapotrzebowanie na nawozy fosforowe bedzie
przyspiesza¢, poniewaz wzrasta ilo$¢ i jako$§¢ produkeji zywnosci i zbdz paszowych. Niestety fosfor
nalezy do zasobow nieodnawialnych, ktorych zasoby kiedy$ sie skonczg (Eric i Paul 2010).
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Najnowsze badania dowodza, ze w ciggu 200-300 lat zloza fosforytow — gldwnego,
ekonomicznie optacalnego zrodta fosforu na Ziemi zostang wyczerpane (Korzeniowska 2011). Przy
obecnym poziomie wydobycia, Stany Zjednoczone wyczerpia swoje rezerwy w ciagu 30 lat. Zasoby,
ktére sa ekonomiczne optacalne do wydobywania przy uzyciu istniejacych technologii obecnie
szacowane s3 na 15 miliardow ton, z tego okoto 167 milionéw ton wydobywa si¢ rocznie. Fosfor nie
moze by¢ wytwarzany, dlatego nalezy poszukiwaé alternatywnych zrédel, aby mozna bylo go
odzyska¢ i ponownie wykorzysta¢ (Gert 2009). Chociaz litosfera bogata jest w fosfor, nie jest on
roéwnomiernie rozmieszczony na calym $wiecie tylko skumulowany geograficznie przez co jest
ograniczony dostep do zasobow fosforu w wielu krajach(Li 2019).

2.2 Funkcje fosforu

Fosfor jest pierwiastkiem niezb¢dnym do prawidtowego wzrostu i rozwoju roslin. Pelni
funkcje strukturalne (fosfolipidy), zapasowe (fityna) i regulacyjne (regulacja ekspresji gendow).
Uczestniczy w metabolizmie komdérkowym bezposrednio (np. fosforany cukrow) i posrednio (np.
regulacja aktywno$ci enzymoéw poprzez fosforylacje i defosforylacj¢). Bierze takze udziat
w procesach przekazywania informacji genetycznej (skladnik kwasoéw nukleinowych) oraz
W magazynowaniu energii (sktadnik ATP, PPi) (Zebrowska 2007, Slezak 2015). Plonotwoércze
dziatanie fosforu szczegdlnie silnie zaznacza si¢ w okresie budowania systemu korzeniowego oraz
tworzenia plonu (Glowacka 2017).

Przewaza opinia, ze to fosfor jest gldwnym czynnikiem limitujagcym produkcj¢ pierwotng
(Adamczyk 2013). Najbardziej typowsa reakcja na deficyt fosforu jest zahamowanie wzrostu pedu
oraz zmniejszenie powierzchni i masy lisci, przy jednoczesnej stymulacji wzrostu korzenia. Stosunek
suchej masy korzenia do suchej masy pgdu moze by¢ wyzszy u roslin rosngcych w warunkach
deficytu fosforu. Ponadto, pod wptywem deficytu fosforu, zabarwienie todyg i liSci moze zmieniaé
si¢ na purpurowe lub ciemno-zielone. Purpurowa barwa wynika ze zwigkszonej akumulacji
antocyjanow. Obnizenie zawartosci fosforu w srodowisku lub jego brak decyduja o morfologii
korzeni: zwigksza si¢ masa korzeni i ich dtugo$¢, zmniejsza si¢ za$ srednica, powstaje wigcej korzeni
bocznych, wydtuzajg sie wiosniki (Ciereszko 2000). Niedobor fosforu ogranicza rozwoj rolin,
natomiast nadmiar fosforu nie jest szkodliwy, a wrecz przeciwnie sprzyja rozwojowi biomasy (Sapek
2009).

2.3 Formy fosforu w przyrodzie

W wodzie fosfor moze wystgpowaé w postaci zwigzkéw mineralnych oraz organicznych.
Nieorganiczne zwiazki fosforowe mozna podzieli¢ na ortofosforany oraz fosforany skondensowane
(polifosforany, metafosforany) (Hejduk 2011). Mineralne zwigzki fosforu to gldwnie potaczenia
z wapniem, ktorych rozpuszczalno$¢ maleje ze wzrostem zasadowosci oraz fosforany glinu i zelaza.
Organiczne zwigzki fosforu wystepuja w zywych organizmach, szczatkach (Gacek 2000). Moga one
wystgpowaé w stanie rozpuszczonym w postaci zawiesin lub koloidéw. Powszechnie uznaje sig, ze
zwiazki fosforu migruja do wod powierzchniowych, gtownie w wyniku erozji wodnej, wniesione do
rzeki tgcznie z zawiesinami (Hejduk 2011). W $rodowisku wodnym fosfor wystepuje w postaci
fosforanow(V) i jest wykorzystywany w formie rozpuszczonej przez organizmy wodne do budowy
wiasnych komorek (Adamczyk 2013).

W warunkach naturalnych st¢zenie zwigzkdéw fosforu rozpuszczonych w wodzie rzecznej na
o0go6t nie przekracza 0,02-0,03 mgP/dm® (Trzaski 2010). W zakresie pH spotykanym najczesciej
w wodach naturalnych dominuje HPO4%, HoPO, . Obecnie moga by¢ rowniez poli- i metafosforany
oraz organiczne potaczenia fosforu. Ponizej pH = 6 przewazaja jony H2POs ", przy pH powyzej
6 wystepuja gtownie jony HPO.%, a przy pH powyzej 9 powstaja takze jony PO4> (Dojlido 1995).

Zawarto$¢ fosforu w warstwie ornej ksztattuje si¢ od 0,01-0,2%, w zaleznoS$ci od rodzaju
gleby. Zwiazki fosforu zawarte w glebie wykazuja duza réznorodno$¢ pod wzgledem form
chemicznych (Potarzycki 2003). Fosfor ulega rozpuszczeniu i przemieszcza si¢ dobrze w srodowisku
kwasnym, a w §rodowisku zasadowym ma tendencje do wystegpowania w formie trwatej, trudno
dostepnej dla roslin, jako fosforan wapnia, zelaza czy manganu (Kiryluk 2011). Rosliny pobieraja
fosfor z gleby przez korzenie w formie anionéw H2PO4 i HPO4%. W przewazajacej wigkszosci fosfor
glebowy wystepuje w zwigzkach trudno dostgpnych dla roslin. Uruchomianie fosforu polega na
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przechodzeniu zwigzkoéw trudno dostepnych w zwigzki tatwo przyswajalne dla roslin. Zjawisko
odwrotne nazywamy uwsteczniam fosforu. W glebach uzytkéw rolnych w przemianach tych
uczestniczy rowniez fosfor wprowadzony do gleby wraz z nawozami (Korzeniowska i Stanistawska-
Glubiak 2011). Parametr, ktory decyduje o przyswajalno$ci fosforu przez rosliny jest odezyn gleby.
W glebach o pH 4,5-7,0 przewazaja jony HoPO4". Na glebach o odczynie ponizej 4,5 dochodzi do
wigzania si¢ fosforanow z kationami metali 2- i 3-warto$ciowych (zelaza, glinu i manganu) w trudno
rozpuszczalne zwigzki co prowadzi do uwsteczniania fosforu (spadku przyswajalnosci).
W $rodowisku zasadowym fosfor tworzy trudnodostepne dla roslin fosforany metali: wapnia,
magnezu. Z uptywem czasu stracone fosforany przybieraja formy krystaliczne: waryscyt i strengit,
stanowigce fosfor zapasowy. Skutki glodu fosforowego u roslin uprawnych wystepuja tym silniej, im
gleba jest mniej zasobna w fosfor oraz bardziej kwasna. Czynnikiem sprzyjajacym silniejszej reakcji
ro$lin na niedobor fosforu w poczatkowym okresie wegetacji jest wysoki poziom nawozenia azotem.
Dlatego skutki glodu wystepuja na glebach ubogich, kwasnych, nie wapnowanych, nawozonych
niskimi dawkami fosforu i w przypadku jednostronnego nawozenia azotem (Senyk2011).

2.4 Zachowanie si¢ fosforu w srodowisku wodnym

W przeciwienstwie do innych pierwiastkow — wegla, tlenu, azotu, obieg fosforu tylko
w niewielkim stopniu obejmuj¢ atmosfere i ogranicza si¢ gtownie do ekosysteméw wodnych
i ladowych. Fosfor w przyrodzie nicozywionej jest pierwiastkiem mato ruchliwym, raz wprowadzony
do uktadu pozostaje w nim. Ruchliwy jest w przyrodzie ozywionej, pobierany aktywnie przez rosliny.
Z obumartych ro$lin wraca do gleby. Naturalnych warunkach obieg migdzy materig nieozywiong
i ozywiong jest zamkniety (Sapek 2009).

Obieg fosforu w zbiorniku wodnym odbywa si¢ w rdzny sposob, dlatego wyrdézniono dwa
obiegi fosforu — maty i duzy. Maly obieg wystepuje w czasie stagnacji w gornej warstwie jeziora.
Fitoplankton znajdujacy si¢ w powierzchniowej warstwie wody pobiera jony fosforanowe
i wbudowuje w organizm. Ruchy cyrkulacyjne sprawiaja, ze organizmy planktonowe nie opadaja
glebiej. Prowadzi to do rozktadu organicznej formy fosforu z powrotem do jondéw fosforanowych,
ktore moga zosta¢ ponownie przyswojone przez fitoplankton. Caly proces nieustannie trwa.

Jezeli fosfor przedostanie si¢ do glebszych warstw wody (duzy obieg) nastepuje jego
wytragcanie i akumulacja w osadach dennych. Fosfor moze sedymentowa¢ na dno zbiornika wodnego
W postaci obumartej materii organicznej, jak i zwigzany z jonami glinu, zelaza czy wapnia oraz
z zawiesinami mineralnymi. Korzystnymi warunkami dla nadmiernego wzbogacenia si¢ zbiornika
wodnego w substancje odzywcze sa warunki beztlenowe, w ktorych zelazo trojwarto$ciowe
przechodzi do dwuwarto$ciowego. Proces ten skutkuje przej$ciem fosforu z osadéw dennych do
wody, poniewaz fosforany zelaza(Il) sa tatwiej rozpuszczalne. W przypadku przejscia siarczanow
znajdujacych si¢ w wodzie w siarkowodor, duza czes¢ jonow zelaza(Il) tworzy nierozpuszczalne
zwigzki siarczkow w warstwie powierzchniowej osadow dennych, co powoduje wytaczenie Zelaza
dwuwartosciowego ze stracania fosforu. Prowadzi to do powstania metanu, ktéry unoszac si¢ ku
gbrze zbiornika, transportuje znaczne ilosci fosforu. Proces ten przyczynia si¢ do gwattownego
przyspieszenia eutrofizacji (Szczepanska 2017). Substancje chemiczne dostajgce si¢ do wod
powierzchniowych moga pochodzi¢ z wielu zrédet, a ich tadunki sa zmienne w czasie i zalezg m.in.
od: uksztattowania terenu, rodzaju i przepuszczalnosci gleb, sposobu zagospodarowania zlewni,
stosunkow wodnych i warunkow klimatycznych (Szczykowska 2016).

Rozmieszczenie fosforandw w zbiorniku wodnym jest na ogot odwrotnie proporcjonalne do
stezenia tlenu. W epilimnionie fosfor jest szybko zuzywany przez fitoplankton, natomiast wobec
braku tlenu w hypolimnionie, sole zelazowe kwasu fosforowego ulegaja redukcji na latwiej
rozpuszczalne zelazawe. Dzieje si¢ tak w okresie stagnacji letniej. Jesienig podczas cyrkulacji, przy
dobrym natlenieniu, wytraca si¢ z wody prawie caly zapas fosforu i osadza na dnie w postaci
nierozpuszczalnego fosforanu zelazowego. Jest to zjawisko wystepujace cykliczne w zbiornikach
z okresami przemieszania i stagnacji.

Fosfor rozpuszczony w wodzie pochodzi z ladu, jest wymywany z gleby (trudniej od azotu),
oraz z rozkladu organizméw. Pierwiastek ten uwalnia si¢ takze z polgczen organicznych za
posrednictwem bakterii, oraz znacznie efektywniej w czasie rozktadu (autolizy) obumartych

32|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

organizmoé6w wodnych. W tym ostatnim procesie czynny udzial bierze enzym fosfataza, ktory
odczepia fosfor z nukleoproteidow. Jest to proces szybki - po 10 minutach z ciata niezywych
organizmow zaczyna wydziela¢ si¢ fosfor nieorganiczny. Po 30 minutach od chwili $mierci 12%, a po
24 godzinach 50-60% ogoélnej iloéci fosforu przechodzi w fosforany. Stad tez tempo cyrkulacji
fosforu w wodzie jest szybsze niz azotu (Plifiski 1995).

Bakterie tlenowe i wzglednie tlenowe czerpia energi¢ z rozktadu materii zuzywajac tlen.
Tlen, ktory znajduj¢ si¢ w wodzie pochodzi z atmosfery oraz z procesu fotosyntezy prowadzonego
przez rosliny wodne i ogranicza si¢ tylko do wierzchniej warstwy. Zasoby tlenu do glgbszych warstw
dostarczane s3 przez falowanie, cykliczne mieszanie w pionowym profilu zbiornika. Wraz ze
wzrostem obcigzenia wod zwigzkami biogennymi zwigksza si¢ zapotrzebowanie na tlen. Niedobor
tlenu wptywa na sktad mikroorganizméw oraz zmienia kierunek i charakter prowadzonych przez nie
reakcji biochemicznych. W takich warunkach mikroorganizmy pobierajg tlen z utlenionych form
zwigzkoéw biogennych, m.in. azotandéw, fosforandéw, siarczandw czy weglanéw, zakumulowanych
i zwigzanych w osadzie dennym, co prowadzi do uwolnienia jondéw tych zwigzkow do toni wodne;j.
Anoksja powoduje zmiany potencjatu redoks i ogranicza mozliwo$¢ wigzania fosforu w warstwie
osadu. Jeziora anoksyczne posiadaja nizszy potencjatl wigzania fosforu niz jeziora dobrze natlenione
(WCI Technologie).

Zwykle w wodzie morskiej i w stodkiej fosforu jest mato. Stosunek P:N ksztattuje si¢ na
0go6t jak 1:10. W Morzu Polnocnym w warstwach powierzchniowych notuje si¢ przecigtnie okoto 20
mg fosforu w m®. Wraz z gleboko$cig zawartoéé stopniowo rosnie. W jeziorach zawarto$é¢ fosforu
jest dos¢ zroznicowana. Na przebadanych 494 jeziorach w stanie Wisconsin (USA) w 20% jezior
stwierdzono $lady fosforu lub jego brak, w 40% - 2-3 mg/m®, w 18% - 4 mg/m3, a w 6% - 6-7 mg
w m? wody. Dotyczy to warstwy powierzchniowej w okresie stagnacji letniej. W jeziorach Pojezierza
Baltyckiego stosunki s3 podobne. Latem w epilimnionie zawarto$¢ fosforu wynosi przecigtnie 0-4
mg/m3, za$ w hypolimnionie 15-30 mg/m?. Natomiast podczas cyrkulacji zawarto$¢ jest wyréwnana
- wiosng 9-10 mg/m®, jesienig 6-8 mg/m®. W jeziorach meromiktycznych w monimolimnionie
dochodzi do 800 mg/m®. Wahania sezonowe zawarto$ci fosforu majg podobny przebieg jak azotu
i uderzajaca jest zalezno$¢ miedzy rozwojem fitoplanktonu a zasobami fosforu (Plinskil995).

Fosfor w formie jonow fosforanowych jest wysoce biodostepny i stanowi podstawowe
zrodto nutrientow dla fitoplanktonu — glonéw i sinic — dlatego uwolnienie znacznego tadunku
fosforanow skutkuje nadmiernym, intensywnym wzrostem i rozwojem tych organizmow, czyli tzw.
zakwitem (WCI Technologie).

W okresie letnim fosforany rozpuszczalne sg pobierane w znaczacej iloSci przez intensywnie
namnazajacy si¢ fitoplankton, ktory z kolei obumiera powodujac sedymentacje fosforu. Dlatego tez
stezenie tego pierwiastka latem jest najnizsze, a zimg gdy ustajg procesy biologiczne- najwyzsze
(Bezak-Mazur 2013). Dlatego obserwuje si¢ sezonowa zmienno$¢ w  wystepowaniu fosforu
w wodach powierzchniowych. Dobrym przyktadem jest Zalew Wislany. Badania zawarto$ci jondw
fosforanowych zostaty przeprowadzone w latach 2004-2015. Maksymalne st¢zenia notowane byty
zima 1 wczesng wiosna, przed rozpoczgciem wegetacji. W Zalewie Wislanym po zej$ciu pokrywy
lodowej niemal natychmiast rozpoczyna si¢ wiosenny zakwit fitoplanktonu. Bardzo czgsto, juz
w trakcie badan kwietniowych, notowane byly niskie stezenia biogenéw (Kopiec 2016).

Dobowe fluktuacje w wystepowaniu fosforu w wodach powierzchniowych zostaty pokazane
na jeziorze Gubisz. Okoto godziny 20:00 w ciggu 3 kolejnych dob stezenia rozpuszczonych
fosforand6w w wodzie wykazywaly zblizong warto$¢ stezenia (200 mg/dm®). W porannych godzinach
zaobserwowano wzrost stezenia fosforanow, po ktérym nastepowal spadek okoto godziny 16:00.
Analizujac zgromadzone dane, zauwazono powtarzajaca si¢ wiasciwos¢ fluktuacji czasowych
stezenia jonow fosforanowych. Fluktuacje te wykazuja czgsto charakter cykliczny (Antonowicz
2014).

2.5 Rozpraszanie fosforu w srodowisku

Wody wystepujace w srodowisku poddawane sg bezposrednim lub posrednim wplywem
czlowieka, ktora powoduje pogorszenie ich stanu ilosciowego 1 jakosciowego. Przyczyna
zanieczyszczenia wod, ktore jest zjawiskiem powszechnym mogg by¢ réoznego rodzaju substancje
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znajdujgce sie w wodzie pochodzace ze zrodet naturalnych lub sztucznych. Najbardziej podatne na
zanieczyszczenie s3 wody powierzchniowe, duzo mniej wody podziemne, ktérych stopien
antropogenicznego zagrozenia zalezy od glebokosci ich wystgpowania. Sztuczne zrddia
zanieczyszczen wod mozna podzieli¢ na zrodla punktowe, obszarowe i liniowe. Do punktowych
zrddel zanieczyszczen zalicza si¢ oczyszczalnie §ciekéw komunalnych, oczyszczalnie Sciekow
przemystowych, sktadowiska odpadéw oraz magazyny substancji niebezpiecznych (Rybak 2010).
Zanieczyszczenia obszarowe pochodzg glownie z sektora rolniczego. Do zanieczyszczen rolniczych
zaliczamy pestycydy, substancje ropopochodne i zwiazki biogenne zawarte w nawozach (Kalda
2017). Zanieczyszczenia liniowe (pasmowe), sg to zanieczyszczenia ktore wystepuja gtownie wzdhuz
szlakow komunikacyjnych (Rakowska 2012).

Duze znaczenie w zasilaniu wod powierzchniowych w fosfor maja $cieki bytowe lub
przemystowe (Gacek 2000). Scieki, ktore sa nieoczyszczone i zostaja wprowadzone do wod
ptynacych, stojacych czy do gruntu stanowia powazne zagrozenie dla rodowiska naturalnego. Scieki
bytowe to mieszanina wody z substancjami organicznymi i nieorganicznymi. Substancje w §ciekach
bytowych wystepuja w postaci stalej i rozpuszczonej oraz w roznym stopniu zdyspergowanych — od
duzych czastek do zawiesin koloidalnych. Do sktadnikow $ciekow bytowych zaliczamy: fekalia
ludzkie, odpadki zywnos$ci, mydta, §rodki piorace i czyszczace, papier, szmaty, zuzel i popiot
(Slizowski 2008). ITlos¢ fosforu w surowych $ciekach bytowych moze byé rézna i wahaé sig
w granicach od 10 do 25 g P/m? (Jozwiakowski 2006).

Opad atmosferyczny moze by¢ rowniez istotnym obszarowym zroédtem zanieczyszczen wod
powierzchniowych. Wyniki badan zbiornika zaporowego w Goczatkowicach pokazuja, ze udziat
fosforu z opadow wynosi 15% catkowitego obcigzenia tego zbiornika. Waznym elementem
wplywajacym na poziom zanieczyszczenia wod na danym terenie jest rOwniez natgzenie deszczu,
ktore ma wplyw na sptywy obszarowe z ternu zlewni Podczas jednej nawatnicy moze by¢ wymyte
z gleb nawet 30% rocznego tadunku biogenéw (Dabrowska2008).

Innym jeziorem, ktdre zostato przebadane pod katem opadéw atmosferycznych jest jezioro
Dobra. Wyniki, ktore uzyskano pokazaty, ze miesi¢cznie z opadem dostarczone zostato nawet 1,5 kg
P-PO4. Uwzgledniajac kryterium Vollenweidera o rocznej wielko$ci tadunkow fosforu, ktore dla tego
jeziora wynosza 0,7 (dopuszczalny) i 1,3 (niebezpieczny) kg-P/ha potwierdzono, ze roczna suma
dostarczanego fosforu z opadu atmosferycznego do jeziora stanowi okoto 50% dopuszczalnego
tadunku. Stwierdzono, ze ten sposdb pionowej obszarowej dostawy fosforu, jest istotnym elementem
wplywajgcym na jako$¢ wody jeziora Dobra (Jarosiewicz 2012).

Niekontrolowane rozpraszanie fosforu z rolnictwa do wod powierzchniowych jest duzym
problem dla $rodowiska (Burzynska 2015). Podstawowym odbiorcg fosforu z wydobywanych
surowcow geologicznych jest rolnictwo, do ktorego trafia ponad 90% urobku przetwarzanego na
nawozy mineralne (Sapek 2008). Fosforyty i apatyty, ktore wykorzystuje si¢ do produkcji nawozow,
moga mie¢ podwyzszone zawarto$ci niektorych metali ciezkich (np. kadmu). Skutkuje to zwickszona
ilocig pobierania przez rosliny tatwo dostgpnych form metali cigzkich, co prowadzi do skazenia
produktu koncowego (Gtodowska 2018). Nawozenie fosforem jest konieczne dla utrzymywania na
wysokim poziomie zyznosci gleby zapewniajacej uzyskiwanie wysokich plonéw roslin i dobrej
jakosci produktow (Tujaka 2009). W ostatnim czasie pojawil si¢ nowy model rolnictwa
wykorzystujacy wysoce przemystowe metody produkcji, ktérg nazywa si¢ ,.high-techagriculture”.
W tym systemie produkcyjnym wykorzystuje si¢ intensywne nawozenie, chemiczne $rodki ochrony
ro$lin i mikroelektronike (dozowanie wody, nawozow) (Glodowska 2018). Ograniczenie zuzycia
nawozow fosforowych jest bardzo trudne, poniewaz nawet ponad 90% fosforu, ktory znajduje
si¢ w glebie wystepuje w formie organicznej i nie jest bezposrednio dostepny dla roslin
(Zboinska 2016). W Polsce zawartos$¢ przyswajalnego fosforu w glebie jest mata, az 38% gleb posiada
niska jego zawarto$¢ (Jadczyszyn 2014).

Wysycenie pojemno$ci gleby fosforem utatwia jego bezposrednie wymywanie z gleby
(Sapek 2009). W badaniach, ktoére prowadzono przez wiele lat stwierdzono, ze 1-5% fosforu
wprowadzonego do gleby z nawozami mineralnymi zostaje wyptukane do okolicznych wod (Lossow
i Gawronska 2000). Formy fosforu, ktére wystepuja w wodzie sa podobne do wystepujacych
w $rodowisku glebowym (Gacek 2000). Zrodlem fosforu moze byé nieodpowiednie przechowywanie
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obornika czy gnojowki. Obornik z reguly skladuje si¢ na gruncie, natomiast gnojowke czesto
W nieszczelnych zbiornikach. Nieodpowiednie przechowywanie odchodow zwierzgcych w okresach
opadowych i roztopowych migracj¢ fosforu do wod gruntowych (Korybut 2008).

Zrédlem biogenéw moze by¢ rowniez osad denny. Zdeponowane w osadach zwigzki
uwalniane sg w procesie dyfuzji, zwlaszcza w warunkach beztlenowych istnieje wymiana substancji
pomiedzy osadami a wodg. Zmiana rownowagi chemicznej (zawarto$ci tlenu, pH) moze spowodowac
przedostanie si¢ duzej ilosci biogenow z glebszych warstw osadéow. Zgromadzone w osadach jony
fosforanowe w warunkach tlenowych tworza trudno rozpuszczalne fosforany zelazowe,
a w warunkach beztlenowych zredukowane jony zelazawe tworza latwo rozpuszczalne fosforany
zelazawe, ktore w duzych ilosciach przechodza do wod (Dabrowska 2008).

Zrédtami rozproszenia fosforu jest jego nadmierne nagromadzanie w glebach, w tym
réwniez uzytkow zielonych, a zwlaszcza pastwisk. Opad atmosferyczny i zawarty w nim fadunek
fosforu jest dodatkowym Zrédtem wzbogacania gleb w ten sktadnik. Obecnie nie bez znaczenia staje
si¢ wzbogacanie gleby w fosfor wprowadzany do niej w postaci réznego rodzaju odpadéw, jak
i przemystowej oraz $ciekow i osadow (Sapek 2014). Efektem nadmiernego obcigzenia waod jest ich
zanieczyszczenie oraz ograniczenie mozliwosci ich uzytkowania (Dabrowska 2008).

3. Podsumowanie

Fosfor jest jednym z pierwiastkow, dzigki ktoremu mozliwe jest zycie. Wchodzi on w sktad
kwaséw nukleinowych, dzigki niemu mozliwy jest prawidlowy wzrost i rozwoj rosliny. Poprzez
postepujacy rozwoj demograficzny i towarzyszacy mu wzrost produkcji ro§linnej i zwierzecej oraz
wspotczesny styl zycia dochodzi do nadmiernego rozpraszania fosforu w srodowisku. Obieg fosforu
ogranicza si¢ gtownie do ekosystemow ladowych i wodnych przyczyniajac si¢ do przyspieszonej
eutrofizacji tych drugich. Dostawa fosforu do wod powierzchniowych jest naturalnym
i nieuniknionym procesem, ktory obecnie jest intensyfikowany poprzez dziatalno$¢ antropogeniczng.
W Polsce przewazajaca ilos¢ zwiazkoéw fosforu migrujacego do wod powierzchniowych i gruntowych
pochodzi z rolnictwa. Fosfor w wodach powierzchniowych pochodzi glownie ze $ciekow, sptywow
powierzchniowych, opadow atmosferycznych, tugowania i erozji gleb. Nie bez znaczenia jest
wzbogacanie gleby w fosfor wprowadzany do niej w postaci réznego rodzaju odpadéw w postaci
sciekow i osadow Sciekowych.

Zrodia fosforu s nieodnawialne, co czyni fosforyty i apatyty surowcem krytycznym dla
$wiatowych gospodarek. Wiele badan potwierdza, ze w niedlugim czasie zasoby fosforu zostana
wyczerpane. Nalezy poszukiwaé alternatywnych zrodet fosforu, aby ograniczy¢ te konwencjonalne,
co w przysztosci pozwoli na utrzymanie produkcji rolniczej na odpowiednim poziomie. Srodowisko
naturalne stwarza wiele mozliwoéci odzysku fosforu, warto zwroci¢é uwage na recykling
rozpraszanego w Srodowisku tego pierwiastka np. ze Sciekow komunalnych lub przemystu rolno-
SpOZywczego.
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Streszczenie

Ekotoksykologia to nauka interdyscyplinarna na pograniczu m.in. nauk chemicznych,
biologicznych, ekologicznych, Srodowiskowych. Zajmuje si¢ badaniem wiasnosci substancji
(potencjalnie) toksycznych i negatywnymi skutkami ich dzialania na czynniki $rodowiska na
wszystkich poziomach organizacji komoérkowej. Drobnoustroje, a w szczegolnosci bakterie, sa
idealnymi organizmami testowymi do oceny toksycznosci w tzw. mikrobiotestach. Sa to badania,
w ktorych jednokomoérkowe lub mate organizmy wiclokomérkowe poddaje si¢ ekspozycji na
dziatanie ptynnej probki w celu zmierzenia specyficznego dziatania toksycznego. W przypadku
badania substancji chemicznych pod katem ich potencjalnie toksycznych wiasciwosei, testy
bakteryjne stanowig dobrg metode wstepnej selekcji (jako test przesiewowy), poniewaz pozytywny
wynik testu bedzie wskazywat na prawdopodobne toksyczne wlasciwosci badanego zwigzku i bedzie
podstawa do wykonywania dalszych badan. W niniejszej pracy oméwiono popularne testy
ekotosykologiczne stosowane w badaniach srodowiskowych.

1. Wprowadzenie

Srodowisko przyrodnicze to uktad wzajemnie zaleznych od siebie elementow, ktore
wspbttworza dany obszar. Srodowisko jest odpowiedzialne za zjawiska hydrologiczne i procesy
glebotworcze, aktywnie uczestniczy w procesach obiegu materii i energii w przyrodzie. Do gtownych
czynnikow wpltywajacych na stan srodowiska nalezg rozwoj gospodarczy, sytuacja demograficzna
oraz aktywnos¢ czlowieka. Wysoki poziom konsumpcji energii, niewlasciwe postgpowanie
z odpadami, brak wiedzy w zakresie gospodarowania dobrami materialnymi oraz brak poszanowania
zasobow srodowiska (zwlaszcza tych nieodnawialnych) to problemy, ktorym wspoétczesny swiat musi
sprosta¢. Efektem nieodpowiedzialnej dzialalnosci czlowieka byly choroby: Itai-Itai (cigzkie
zachorowania ludzi wskutek nawadniania pdl ryzowych woda zanieczyszczong kadmem) czy tez
Minamata (okolo 1000 ofiar $miertelnych wskutek uszkodzenia uktadu nerwowego rtecia,
wprowadzang ze Sciekami do wody morskiej). Obecnie, dzigki intensywnemu rozwojowi technologii
i nauki mozliwe jest dokonanie doktadnej oceny §rodowiska przyrodniczego.

Ekotoksykologia jest nauka na pograniczu nauk chemicznych, biologicznych,
ekologicznych, Srodowiskowych. Zgodnie ze wspotczesng definicja, zajmuje si¢ ona migracja,
transformacja i wplywem (obecnych w $rodowisku) toksycznych zwiazkéw nieorganicznych
i organicznych pochodzenia naturalnego (biotycznego i abiotycznego) lub antropogenicznego na
struktury uktadéw ekologicznych (ekosystemow). Oznacza to, ze ekotoksykologia zajmuje si¢ ocena
dziatania toksykantow na organizmy zywe i skutkach tych oddzialywan widocznych wsérod wielu
organizméw. Dzieki tym badaniom mozliwe jest nie tylko oszacowanie stopnia zanieczyszczenia
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ekosystemow, ale takze podjecie skutecznych i efektywnych dziatan w celu zapobiezenia
rozprzestrzeniania si¢ tym zmianom w §rodowisku.

Testy biologiczne sa uzupelnieniem klasycznych, chemicznych metod stuzacych do oceny
stanu ekosystemu. Podstawowym celem biotestu jest wykazanie obecnosci substancji toksycznych
w srodowisku oraz ocena iloSciowa tych zanieczyszczen. W ten sposob mozliwe jest uzyskanie pelnej
oceny stanu $rodowiska. Biotesty umozliwiaja nie tylko ocene wpltywu badanej substancji na
organizmy zywe, ale rowniez wyznaczenie okresu narazenia oraz ustalenie wielkosci dawki, przy
ktorej wystgpi dzialanie niepozadane. Tym samym mozliwe jest wyznaczenie efektow ostrych
i przewlektych u organizméw, ktore na przyktad nalezg do r6znych poziomoéw troficznych. Dziatanie
biotestu opiera si¢ na zatozeniu, ze reakcja biowskaznikow narazonych na dziatanie toksykantow jest
podobna do reakcji, jaka moze pojawi¢ si¢ u innych organizmow, ktore zasiedlajg dany ekosystem.
Ponadto, zmiany, ktore beda zachodzity w badanych organizmach pod wpltywem substancji
toksycznych wptyna bezposrednio np. na zahamowanie ich wzrostu/rozwoju a posrednio na strukture
i funkcjonowanie catego ekosystemu. Jako biowskazniki wykorzystuje si¢ najczgsciej: bakterie
(Vibrio fischeri, Pseudomonas fluorescense), pierwotniaki (Tetrahymena termophila), dzdzownice
(Eisenia fetida), skorupiaki (Heterocypris incongruens), stawonogi (Daphnia magna). Przyktadowo,
w testach ekotoksykologicznych do oceny jakosci wody stosuje si¢ obecnie organizmy, nalezace do
réznych grup taksonomicznych, powszechnie wystepujacych w ekosystemach stodkowodnych lub
morskich — w ten sposob, przy jednoczesnym fakcie, Ze rejestrowane sg rézne reakcje na dziatanie
toksykanta (punkt koncowy testu) — wynik testu jest wiarygodny w kontekscie oceny oddziatywania
zanieczyszczen na ekosystemy wodne (Tab. 1).

Testy ekotoksykologicznych stosuje si¢ do w badaniach toksycznos$ci ostrej, podostrej
(subletalnej) i przewlektej (chronicznej). Krotki czas ekspozycji przy jednorazowym podaniu
toksykanta w wysokim stezeniu/dawce jest charakterystyczng cecha badania toksycznosci ostrej.
Skutkiem takiego dziatania jest $mieré¢ organizmu testowego, a parametrem do$wiadczalnym jest
stezenie $miertelne (LC50, Lethal Concentration)/dawka $miertelna (LD50, Lethal Dose), czyli
stezenie/dawka wywolujace po ustalonym czasie $mier¢ 50% osobnikoéw badanej populacji. Dtuzszy
czas ekspozycji i bardziej opisowe wyniki charakteryzuja metody badania toksycznosci podostrej
i przewlektej. Efektem tych badan jest np. zmiana intensywno$ci procesow komorkowych
i biochemicznych organizmow testowych. W badaniach ekotoksycznosci przewleklej wyznacza sig
warto$¢ tzw. stezenia efektywnego (EC50, Effect concentration), czyli takie, ktoére wywoluje
spodziewane efekty toksyczne u 50% populacji organizméw testowych.

Szczegodlnie tatwe, szybkie i proste w wykonaniu okazaty si¢ testy ekotoksykologiczne
wykorzystujace bakterie. Rozmiar tych mikroorganizméw oznacza, ze obserwowane i mierzone
efekty dotycza duzej liczby (wielu milionéw) organizméw testowych. Czas trwania testow
bakteryjnych jest znacznie skrécony w poréwnaniu do klasycznych testow biologicznych, w ktérych
wykorzystuje si¢ organizmy wyzsze. Koszty zwigzane z testami bakteryjnymi sa znacznie nizsze niz
w przypadku badan ekotoksycznosci wobec bezkrggowcow i kregowcow a kwestie etyczne
(szczegodlnie zwigzane z testowaniem kr¢gowcow) nie budza obaw. Na aktywno$¢ metaboliczna
i fizjologiczna bakterii substancje toksyczne wplywaja znacznie szybciej niz na organizmy wyzsze,
co takze potwierdza celowo$¢ ich stosowania. Szacuje si¢, ze okoto 30% wszystkich testow
biologicznych stosowanych w badaniu wody stodkiej opiera si¢ na bakteriach (okoto 40% na
bezkrggowcach, 10% na glonach i rybach). W przypadku analizy §ciekow, testy bakteryjne stanowig
prawie 30% wszystkich stosowanych testow i sg na drugim miejscu, po testach wykorzystujacych
bezkrggowce (35%). Z kolei, w testach biologicznych do oceny osadow, najczgsciej uzywa si¢
bezkregowce (60%) i bakterie (25%) (Repetto 2013). W przypadku badania substancji chemicznych
pod katem ich potencjalnie toksycznych wlasciwosci, testy bakteryjne stanowia dobra metode
wstepnej selekcji (test przesiewowy), poniewaz pozytywny wynik testu bedzie wskazywal na
prawdopodobne toksyczne wilasciwosci badanego zwiazku i bgdzie podstawa do wykonywania
dalszych badan. W testach bakteryjnych oceng punktu koncowego dokonuje si¢ na podstawie zmian
w morfologii, aktywnosci zyciowej, wzrostu, rozwoju lub zycia komoérek pod wptywem dziatania
substancji toksycznych. Sam mechanizm toksycznego dziatania poszczegélnych zwiazkow jest
rézny, a obserwowane skutki mogg wynika¢ z dziatania toksykanta na receptory komoérkowe,
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bezposrednich reakcji z elementami sktadowymi komorki.

Tab. 1. Charakterystyka przykladowych komercyjnych mikrobiotestow stosowanych w badaniach

ekosystemdéw wodnych.

POZIOM BIOTEST PUNKT KONCOWY POMIAR
TROFICZNY PUNKTU
KONCOWEGO
Testy w fazie cieklej
DESTRUENT Bakteryjny test Inhibicja 15 min - 1C25
Vibrio fischeri bioluminescencji
(Microtox ®) (toksyczno$¢ ostra)
DESTRUENT MARA Zahamowanie wzrostu 18h— MTC
(wielogatunkowy test | 11 gatunkow
ptytkowy do oceny drobnoustrojow
ryzyka (toksycznos¢ przewlekta)
srodowiskowego)
GLOWNY Mikroptytkowy test z | Zahamowanie wzrostu 72h — 1C25/1C50
PRODUCENT algami (toksycznos¢ przewlekta)
Pseudokirchneriella
subcapitata
GLOWNY Test na Smiertelno$¢ 24h - LC50
KONSUMENT mikroskorupiakach (toksyczno$¢ ostra)
Thamnocephalus
platyurus (test
Thamno Toxkit®)
WTORNY Test na Zmiany morfologiczne 96h — EC50
KONSUMENT parzydetkowcach (toksycznos¢ podostra)
Hydra attenuata
Badanie na Cytotoksycznosé 48h - TEC
komoérkach rybnych | (toksyczno$é podostra)
(pierwotny test
hepatocytow pstraga
teczowego)
Testy w fazie stalej
DESTRUENT Bakteryjny test Inhibicja 20 min —1C25
Vibrio fischeri bioluminescencji
(Microtox ®) (toksycznos¢ ostra)
GLOWNY ASPA (oznaczenie Zahamowanie 24h — 1C50
KONSUMENT glonéw w fazie aktywnosci esterazy
statej) z (toksycznos$¢ podostra)
Pseudokirchneriella
subcapitata

2. Microtox ®

Przyktadem testu toksycznosci ostrej jest Microtox®. Zostal opracowany w 1979 r.
w Stanach Zjednoczonych (Bulich 1982; Krzeminska 2004) i stanowi cenne narzedzie do badan
przesiewowych w celu monitorowania zanieczyszczen chemicznych, ktore trafiajg do srodowiska.
Zaleta testu Microtox® jest polaczenie bioindykacji z precyzja instrumentalna. Obecnie, jest on
najczesciej stosowanym testem bioindykacyjnym ze wzgledu na wrazliwo$é, ktéra zblizona jest do
wrazliwosci organizmoéw wyzszych (Kaiser et al. 1991).
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Organizmami wskaznikowymi w tym bioteScie sg bakterie Vibrio fischeri (Photobacterium
fischeri) oraz Vibrio harvey z rodzaju Vibrio (Backhaus i Grimme 1999; Abbas et al. 2018). Na
podtozu statym tworza kolonie, powstajace przez wielokrotnie podziaty komodrek bakteryjnych.
Bakterie te zawieraja enzym lucyferyne, ktora skltada si¢ z dlugiego, oligomerycznego tancucha
aldehydowego i zredukowanej formy fosforanu ryboflawiny. Za luminescencj¢ odpowiada gen lux,
kodujacy ten enzym. W obecnosci tlenu lucyferyna aczy si¢ ze zredukowanym mononukleotydem
flawinowym. W trakcie tej reakcji dochodzi do utlenienia tancucha aldehydu do kwasu thuszczowego
i rownoczesnie lucyferyna przechodzi w stan wzbudzony (oksylucyferyna). Ze wzglgdu na duza
niestabilno$¢, oksylucyferyna tatwo przechodzi do stanu podstawowego i towarzyszy temu emisja
promieniowania o dtugosci fali A = 490 nm (§wiatlo niebiesko-zielone).

Sumarycznie, podczas bioluminescencji bakterii z rodzaju Vibrio zachodza nastepujace
reakcje (Pajor i in. 2017):

FMNH;+ R-CHO + O > FMN + R-COOH + H20 + hv

0

HO s, 8 ATP, tlen CC N~
> 4 : _ | \> </
\@N/ \Nj ", ~OH T S

I

lucyferyna oksylucyferyna

Inhibicja enzymoéw zmienia nie tylko szybko$¢ zachodzenia poszczegdlnych reakcji, ale
réwniez ilos¢ wyemitowanego §wiatta (Traczewska 2008). Intensywnos$¢ §wiecenia bakterii zalezy
m.in. od ilosci dostgpnego tlenu. W normalnych warunkach na wytwarzanie §wiatta zuzywa si¢ okoto
10% metabolizmu bakterii.

Nowoscig w tescie Microtox® bylo uzycie liofilizowanych bakterii. W takiej postaci
bakterie moga by¢ przechowywane przez rok w temperaturze -20°C. Moga by¢ one uzyte w testu
w dowolnej chwili, po uprzednim zawieszeniu ich w wodzie dejonizowanej. Procedury zwigzane
Z wykonaniem biotestu nie sa skomplikowane (Rys.1). Polegaja na zmieszaniu zawiesiny bakterii
z réwna iloscia substancja toksyczna w 2% roztworze NaCl. Test Microtox® wykorzystuje jedynie
bakterie morskie, wigc nie jest on reprezentatywny dla ekosysteméw stodkowodnych. Do
przygotowania proby kontrolnej nalezy uzy¢ tej samej zawiesiny bakterii i wcze$niej przygotowanego
2% roztworu NaCl. Reakcja testowa jest obnizenie luminescencji bakterii. Czas inkubacji wynosi 15
minut w temperaturze 15°C. W teScie wyznaczana jest warto§¢ EC50. Oznacza ona takie st¢zenie
substancji toksycznej, przy ktérym bioluminescencja bakterii Vibrio jest zahamowana na poziomie
50% w czasie trwania do$wiadczenia. Istnieje zalezno$¢ pomiedzy intensywnos$cia luminescencji
bakterii a stgzeniem dodawanego do probki toksykanta — im wyzsze jest jego stezenia, tym nizsza jest
intensywnos¢ ,,§wiecenia” bakterii. Do zalet testu Microtox® nalezy szybkos¢ wykonywanych analiz,
prostota, czulo$¢ oraz powtarzalno$¢. Za pomocy tej metody mozliwe jest wykrycie ponad 1 300
zwigzkéw chemicznych. Microtox® ma jednak ograniczone zastosowanie w przypadku obecnosci
W materiale badanym zwigzkdéw powierzchniowo czynnych lub innych substancji, ktére moga
spowodowa¢ zmniejszenie napigcia powierzchniowego.

Obecnie stosuje si¢ tzw. ,kinetyczny test bakterii luminescencyjnych”, ktora jest
zmodyfikowang wersja ,,podstawowego” test Microtox®. W omawianej wersji testu uzywa si¢ dwoch
szczepOw bakterii (Vibrio i Photobacterium phosphoreum) a jego dziatanie opiera si¢ na potaczeniu
dwoch efektow: inhibicji luminescencji bakterii Vibrio oraz inhibicji wzrostu Photobacterium
phosphoreum. W zmodyfikowanym tescie uwzglednia si¢ trzy punkty koncowe:

— inhibicj¢ luminescencji po 30 minutach (tzw. ostra)
— inhibicja luminescencji po 24 godzinach (tzw. przewlekta) oraz
— inhibicja wzrostu po 14 godzinach.

Zaleta tego biotestu jest mozliwo$¢ przeprowadzenia skutecznej oceny toksyczno$ci
krotkoterminowej i dlugoterminowej. Moze by¢ rdwniez stosowana jako wstepny test przesiewowy
probek srodowiskowych Iub substancji o nieznanych wlasciwosciach toksykologicznych.

Podobnymi testami, opartymi na analogicznych zalozeniach co Microtox®, sa niemiecki
Lumistox oraz finski Biotox.
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Rys. 1. Schemat analizatora Microtox®.

Pod koniec lat 90-tych XX wieku przeprowadzono pierwsze eksperymenty, polegajace na
wstawianiu genu lux (odpowiedzialnego za zjawisko bioluminescencji) do chromosomu komorek
Escherichia coli. W ciagu ostatnich 25 lat pojawito si¢ wiele ,rekombinowanych” bakterii
bioluminescencyjnych wykorzystywanych do wykrywania toksycznosci ogoélnej lub poszczegélnych
zwiazkow. Przyktadowo, E. coli DNT5 zawierajacy nagR-nagA::luxCDABE g stosowano do oceny
toksycznosci powodowanej przez kwas salicylowy a P. fluorescens OS8 zawierajacy dmpR-
Po::luxCDABE p do oceny toksycznosci powodowanej przez fenol i jego pochodne (Thouand
i Durand 2013). Duzg zaletg rekombinowanych bakterii luminescencyjnych jest wysoka czuto$¢ na
obecnos¢ toksykantow jednak ze wzgledu na wysokie koszty otrzymania zmodyfikowanych bakterii
nie wprowadzono na rynek testow komercyjnych.

3. MARA ® (Microbial Assay for Risc Assessment)

Poczatkowo projektowanie testow bakteryjnych opierato si¢ na jednym gatunku. Jednak jest
to mato prawdopodobne, aby ocena toksycznosci okreslona na podstawie reakcji pojedynczego
gatunku byta miarodajna, zwlaszcza w przypadku badania toksycznosci probek $rodowiskowych.
Test MARA® jest przyktadem coraz popularniejszych ostatnio ,,baterii testow” (Wadhia 2013). Jest
to wielogatunkowy biotest toksycznosci chronicznej, wykorzystujacy jako organizmy testowe 11
niepatogennych mikroorganizméw Srodowiskowych

— 1 organizm eukariotyczny (drozdze — Saccharomyces cerevisiae),
— 10 organizméw prokariotycznych.

Wybrane szczepy charakteryzuja si¢ szeroka roznorodnoscia genetyczng. Zapewnia to duzy
zakres wrazliwosci na badane toksykanty, jak rowniez stwarza warunki testowe lepiej
odzwierciedlajace te, ktéore panuja w prawdziwym ekosystemie (w porownaniu do testow
jednogatunkowych). Wérdd organizméw prokariotycznych najczesciej stosowane sa Pseudomonas
fluorescens, Microbacterium trichothecenolyticum, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas
hydrophila, Escherichia coli, Micrococcus sp., Aeromonas caviae, Serratia rubidaea, Staphylococcus
warneri, Kurthia gibsonii. Pseudomonas fluorescens to saprofityczna bakteria, ktora dzigki obecnosci
fluorescencyjnego barwnika wykazuje zdolno$¢ do $wiecenia w promieniach UV. Microbacterium
trichothecenolyticum jest bakterig Gram dodatnig, ktora mozna powszechnie izolowaé ze srodowiska
przyrodniczego. Stenotrophomonas maltophilia wystepuje powszechnie, moze kolonizowaé
zwierzeta i ro$liny oraz sprzet medyczny, bedac przyczyna zakazen szpitalnych. Aeromonas
hydrophila jest bakteria Gram ujemna, ktora zasiedla wody stodkie i stone. Escherichia coli stanowi
wazny sktadnik katowego zanieczyszczenia wody. Jest glownym skladnikiem mikrobiota jelita
cienkiego i grubego. Bakterie z rodzaju Micrococcus sp. mozna wyizolowaé z ludzkiej skory.
Aeromonas caviae naleza do Gram ujemnych bakterii, ktérych naturalnym miejscem wystepowania
jest woda i gleba. Serratia rubidaea jest wzglednie beztlenows, Gram ujemng bakterig. Stanowi
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glowny czynnik zakazen oportunistycznych. Staphylococcus warneri jest sktadnikiem flory skérnej
u ludzi i zwierzat. Rzadko powoduje choroby. Kurthia gibsonii w wigkszosci przypadkéw nie sa
uwazane za chorobotworcze.

W tescie MARA® mikroorganizmy sa umieszczone w studzienkach 96-dotkowe;j
polistyrenowej mikroptytki, a badanie przeprowadza si¢ rdwnocze$nie wobec wszystkich szczepow.
Inkubuje si¢ je w pozywce z dodatkiem barwnika (bezbarwnego chlorku tetrazolinowego) przez 18h
i48h. W przypadku nieobecnosci toksykantow, barwnik ulega redukcji i jednoczes$nie zmienia barwe
na czerwong. Z kolei pod wptywem substancji toksycznych barwnik nie zmienia koloru ze wzgledu
na inhibicje oddychania komérkowego. Takze w przypadku obecnosci komoérek uszkodzonych lub
martwych, chlorek tetrazolinowy nie zmienia swojego zabarwienia.

Ponizej przedstawiony zostal schemat ptytki titracyjnej stosowanej w tesScie MARA®
(Rys.2a). Na ptytce kolumny pionowe oznaczone sa numerami 1-12 a wiersze: literami A-H. Rzad A
stanowi kontrole ujemna biotestu, tzn. w kazdym z dotkoéw tego rzgdu obecne sa wytacznie badane
mikroorganizmy testowe, bez dodatku substancji toksycznej. W rzedzie H, w dolkach 1-11 sa
umieszczone liofilizowane mikroorganizmy. W celu ich aktywacji (po dodaniu roztworu peptonu
sojowego z dodatkiem 0,02% roztworu chlorku tetrazoliowego), ptytki umieszcza si¢ w cieplarce o
temperaturze 30°C. Po okreslonym czasie ptytki wyjmuje si¢, a zawiesing komoérek (z rzedu H)
przenosi do kazdego z dotkéw w rzedach G-A. Nastepnie, w gradiencie st¢zenia, do kazdego z dotkoéw
w rzedach G-B dodaje si¢ badang substancj¢ toksyczng. Tak przygotowana plytke titracyjna
umieszcza si¢ w cieplarce w temperaturze 30°C na 18 godzin. Po uptywie czasu, ptytke skanuje si¢
i ponownie inkubuje w cieplarce przez 24 godziny. Powstaly na 96-dotkowej plytce swoisty,
niepowtarzalny wzor okreslany jest mianem FIP (fingerprint) (Rys.2b). Uzyskany schemat umozliwia
ocen¢ toksycznego dziatania (potencjalnie) toksycznego zwigzku na poszczegblne szczepy
mikroorganizméw oraz uzyskanie zalezno$ci miedzy stezeniem toksykanta a intensywnoscia inhibicji
wzrostu komoérek (Natecz-Jawecki 2008).

Do wykonania obrazu plytki testowej wykorzystuje si¢ skaner a obraz jest nastepnie
analizowany za pomoca specjalnego oprogramowania. Punktem kofcowym testu jest
mikrobiologiczne stezenie toksyczne (Microbial Toxic Concentration, MTC), wyznaczane dla
kazdego z badanych szczepow.

Gltowng zaletg testu MARA® jest fakt, ze jest to test wielogatunkowy, dzigki czemu lepiej
odzwierciedla rzeczywista odpowiedZz organizmow S$rodowiskowych na dziatanie substancji
toksycznej. Ponadto to test prosty i tatwy w wykonaniu, nie wymaga uzycia drogiego sprzetu
laboratoryjnego (jedynie cieplarki) ani prowadzenia hodowli komérkowych. Znalazt on zastosowanie
do oceny toksycznosci sciekow oczyszczonych, gleby, odciekow ze sktadowisk, osadow $ciekowych
z oczyszczalni, farmaceutykdw, biocydow i in.

W ostatnich latach opracowano réwniez modyfikacje ,,klasycznego” biotestu MARA. Jedna
z nich to LumiMARA® - test do szybkiej oceny toksycznosci. Wykorzystuje on 11 naturalnie
bioluminescencyjnych szczepow bakterii: 9 szczepdéw morskich i 2 stodkowodnych. Zasada dziatania
tego biotestu polega na pomiarze spadku bioluminescencji po ekspozycji szczepow bakterii na badana
probke. Bioluminescencj¢ mierzy si¢ za pomoca luminometru, a otrzymane dane wyraza si¢ jako
warto$ci EC50 lub % hamowania. Inna modyfikacja jest DermaMARA® stosowany do testowania
kosmetykow. Ten wielogatunkowy biotest wykorzystuje 11 gatunkéw drobnoustrojow skoérnych,
zard6wno patogendw jak i komensali. Organizmy wykazujg zré6znicowang wrazliwo$¢ na produkty
i sktadniki do pielegnacji skory. Obecnie w trakcie badah sg kolejne modyfikacje MARA®
z przeznaczeniem do oceny toksycznos$ci antybiotykéw i srodkdéw dezynfekujacych.

4. Podsumowanie

Obecnie obserwuje si¢, ze istotnym czynnikiem ingerujacym w nasze Srodowisko jest
dziatalnos¢ cztowieka. Silny rozwoj przemystu i obszaréw gospodarczych, jak rowniez wzrost
urbanizacji miast moze by¢ przyczyng wzrostu zanieczyszczen, w szczegolnosci tych uwalnianych
do gleby, ktora stanowi istotny element w tancuchu troficznym. Ochrona $rodowiska stanowi istotne
znaczenie w utrzymywaniu rdéznorodnosci biologicznej oraz zycia spotecznego. Wlasciwe
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gospodarowanie odpadami, ograniczanie emisji zanieczyszczen gazowych i pylowych, jak réwniez
produkowania i uwalniania $ciekow pozwoli na ochrong naszego otoczenia.

Istotne znaczenie maja rdwniez badania, majace na celu oceng stanu srodowiska. Obecnie
obserwuje si¢ wzrost zainteresowania metodami bioindykacyjnymi, w tym testami biologicznymi.
W Polsce jest to stosunkowo nowy kierunek badan, jednak mozna zauwazy¢, ze odczuwa si¢ coraz
wigkszg potrzebe stosowania w codziennej praktyce testow, ktore moglyby w krotkim czasie oceni¢
toksyczno$¢ gleby lub wody. Biotesty stanowig doskonata forme oceny stanu $rodowiska, gdyz
W bardziej czuly sposob reaguja na zmiany w S$rodowisku. Pozwalajg rowniez oceni¢ wplyw
toksykanta na organizmy zywe. Kumulacja substancji toksycznych przez organizm moze tez
wskaza¢, ze dalsza ekspozycja na zanieczyszczenia poskutkuje wyginieciem badanej populacji lub
zniszczenia catej biocenozy (Traczewska 2011). Ze wzgledu na duzg réznorodno$é substancji
toksycznych pod wzgledem rodzaju i st¢zenia, na rynku dostgpnych jest coraz wigksza ilos¢ gotowych
testow. Fakt ten w duzym stopniu jest uzasadniony prostota w ich obstudze, jak réwniez szybkim
uzyskiwaniem wynikow. Dotychczas stosowane metody opieraty si¢ na technikach czasochtonnych
i pracochtonnych, a do ich przeprowadzenia konieczny byt dostep do specjalistycznego laboratorium
(Kotwzan 2009).
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Rys.2. Schemat ptytki uzywanej w teScie MARA® (a) oraz przyktad typowego skanu ptytki
z zaznaczonym profilem toksycznos$ci badanej probki (b).
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Streszczenie

Enzymy glebowe w zwiazku z petnionymi przez nie funkcjami, zwigzanymi z rozktadem
materii organicznej i obiegiem sktadnikéw odzywczych, sa uznawane za wskazniki jakosci gleby.
Aktywnos$¢ enzymow jest $ci§le powigzana z organizmami wystgpujacymi w glebie, zwlaszcza
mikroorganizmami. Zrédtem tych czasteczek w glebie sa drobnoustroje, rosliny oraz zwierzeta
bytujace w glebie. Produkowane przez nie enzymy wspotdziataja w celu zwigkszenia dostepnosci
sktadnikéw odzywczych w ryzosferze, bedac zaangazowane w hydroliz¢ substratow weglowych
i organicznych form substancji odzywczych takich jak zwigzki azotu, fosforu i siarki. Zmiana
aktywnos$ci enzymow moze by¢ nastgpstwem przemian zachodzacych w srodowisku. Ich wysoka
aktywno$¢ jest §cisle skorelowana z dobra jakos$cia i zyznoscia gleby. Okreslenie tego parametru za
pomoca testow biochemicznych pozwala na wykazanie zmian w glebie wynikajacych z sposobu
gospodarowania gruntami czy z wystepujacych w glebie zanieczyszczen. Do enzymow najczgsciej
oznaczanych w glebie w celach okreslenia jej jako$ci naleza enzymy z klasy hydrolaz (np. B-
glukozydaza, alkaliczna fosfataza), oksydoreduktaz (np. dehydrogenaza), liaz (np. dekarboksylaza
glutaminianu) i transferaz (np. transferaza tiosiarczanu). Okreslenie ich aktywno$ci pozwala na
biologiczng oceng stanu gleby.

1. Wstep

Enzymy sa biologicznymi czasteczkami (zazwyczaj biatkami), ktore znacznie przyspieszaja
tempo reakcji chemicznych zachodzacych w komoérkach (Cooper 2000). Enzymy glebowe zwigkszaja
szybkos¢ reakeji rozktadu pozostatosci ro§linnych i uwalniaja dostepne dla roslin sktadniki odzywcze.
W zwiazku z tym odgrywaja wazna role w procesie rozktadu materii organicznej i obiegu sktadnikow
odzywezych. Czasteczki te sg istotnym wyznacznikiem jakosci gleby i zmian zachodzacych
w srodowisku poniewaz reaguja na zmiany w gospodarce glebowej na dtugo przed pojawieniem si¢
innych wykrywalnych zmian wskaznikow jakos$ci gleby.

2. Opis zagadnienia

Enzymy sa katalizatorami reakcji chemicznych. Sa one istotne dla przemian substancji,
rowniez w Srodowisku glebowym. Substancja, na ktoérg dziala enzym glebowy, nazywana jest
substratem. Enzymy sg specyficzne dla danego substratu i majg miejsca aktywne, ktére wigzg si¢
Z substratem tworzac tymczasowy kompleks. W wyniku reakcji enzymatycznej uwalniany jest
produkt, ktory moze by¢ sktadnikiem odzywczym zawartym w podlozu. Zrédtem enzymoéw
glebowych sa zywe i martwe mikroorganizmy, korzenie i pozostatosci roslin oraz zwierzgta glebowe.
Enzymy unieruchomione na czastkach gleby gromadza lub tworza kompleksy z materia organiczna
(prochnica), itami i glinami prochnicowymi. Sg tez w duzej mierze zwigzane z bakteriami
zasiedlajacymi glebg. Uwaza sig, ze czg¢$¢ aktywno$ci enzymatycznej moze pochodzi¢ od
ustabilizowanych enzymow, natomiast pozostala aktywno$¢ jest skorelowana z biomasa
mikrobiologiczna. Dlatego tez aktywnos¢ enzymow w glebie jest przede wszystkim skumulowanym
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efektem dtugotrwatej aktywnos$ci mikrobiologicznej i aktywnos$ci populacji bakterii zywych w chwili
pobierania probek (Gainfreda 2015).

Termin "jako$¢ gleby" jest uzywany do okreslenia zdolnosci konkretnego rodzaju gleby do
produkcji zywnoéci oraz funkcjonowania w naturalnych lub zagospodarowanych ekosystemach,
W celu utrzymania wydajnos$ci roslin i zwierzat, utrzymania lub poprawy jako$ci wody i powietrza
oraz wspierania zdrowia ludzkiego (Doran i Jones 1996). Grunty podlegajace praktykom
gospodarowania majacym na celu promowanie jakosci gleby zwykle wykazuja wigksza aktywnosc
biologiczng, czego odzwierciedleniem jest rowniez wyzsza aktywno$¢ enzymow glebowych. Brak
lub zahamowanie aktywnosci enzymoéw glebowych hamuje lub ogranicza procesy, ktére moga
wplywaé na odzywianie roslin. Staba aktywno$¢ enzymow (np. enzymow degradujacych pestycydy)
moze takze prowadzi¢ do akumulacji substancji chemicznych, ktore sg szkodliwe dla §rodowiska.
Niektore z tych substancji chemicznych moga dodatkowo hamowac aktywno$¢ enzymow glebowych.
Z kolei wigksza produkcja organicznych koloidow i agregatow w glebie przyczynia si¢ do stabilizacji
i ochrony enzymow, ktore sa zwigzane z matrycg glebowa. Enzymy pelnig istotne funkcje w glebie.
Niektore z nich jedynie ulatwiaja rozktad materii organicznej (np. hydrolaza, glukozydazy), podczas
gdy inne uczestnicza w mineralizacji sktadnikow odzywczych (np. amidaza, ureaza, fosfataza,
siarczany) (Adetunji i in. 2017).

Wsréd réznych wskaznikow biologicznych, ktore zostalty zaproponowane w celu
monitorowania zdrowia gleby, enzymy glebowe maja duzy potencjal, aby zapewni¢ biologiczng
oceng stanu i jakosci gleby oraz dajag mozliwo$¢ oceny zdrowia fauny i flory glebowe;.

3. Przeglad literatury

Jako$cia gleby okreslana jest jej zdolno§¢ do zaspokojenia okreslonych potrzeb cztowieka,
takich jak np. wspieranie wzrostu roslin. Powigzana jest ona silnie ze zdrowiem gleby, ktore
odzwierciedla ekologiczne cechy gleby majace wpltyw na jej jako$¢ lub zdolnos¢ do produkeji danej
rosliny uprawne;.

Aktywno$¢ enzymow glebowych jest uwazana za wskaznik zyznosci gleby, poniewaz
odzwierciedla ona rézne czynniki, takie jak klimat, rodzaj uprawy, czynniki edaficzne itd. Enzymy
glebowe sg istotne w rolnictwie ze wzglgdu na ich rolg w obiegu sktadnikéw odzywczych i rozktadzie
materii organicznej (Tab. 1). Sa wskaznikami specyficznych reakcji biochemicznych w glebie ze
wzgledu na ich powigzania z biologia gleby i szybkie reagowanie na zmiany w gospodarce gruntami
(Zhang i in. 2010).

Aktywnos$¢ enzymow zmniejsza si¢ wraz z glebokos$cia gleby i zmienia si¢ w zalezno$ci od
pory roku i rodzaju pokrywy roslinnej. Na parametr ten wptyw moga mie¢ rowniez pestycydy,
herbicydy i odpady organiczne. Aktywnos¢ enzyméw glebowych jest zatem dobrym wskaznikiem
praktyk stosowanych w gospodarce rolnej, skutecznosci dziatan rekultywacyjnych, a takze wplywu
zanieczyszczen na zdrowie gleby. Aktywnos$¢ enzymdéw moze by¢ stosowana jako wskaznik w celu
wykrycia zmian zachodzacych w $rodowisku glebowym, np. zmiana aktywnosci biologicznej
i jakosci gleby po wdrozeniu nowego systemu zarzadzania gruntem. Enzymy glebowe majg jednak
pewne ograniczenia jako wskazniki zanieczyszczenia gleby, a informacje o aktywnosci enzymow
musza by¢ uzupetnione o informacje o innych biochemicznych wtasciwos$ciach gleby.

Enzymy jako wskazniki wykazuja pewne cechy, ktorych brak fizykochemicznym
wskaznikom stanu gleby. Koncepcyjne uzasadnienie aktywnos$ci enzymoéw glebowych jako
wskaznika zdrowia gleby opiera si¢ na obserwacjach, ze aktywno$¢ enzymow:

— jest zwigzana z waznymi parametrami fizycznymi gleby i jej wlasciwosciami (np. iloscia
materii organicznej, wlasciwosciami fizycznymi gleby, aktywnoscia mikrobiologiczna,
biomasg)

— zmienia si¢ znacznie szybciej (w ciggu miesigcy do 1 - 2 lat) niz inne wlasciwosci (takie jak
np. zawarto$¢ wegla organicznego w glebie), w odpowiedzi na rézne sposoby gospodarowania
gleba lub zaktocenia w tym zakresie

— stuzy jako integrujacy wskaznik biologiczny gleby w dotychczasowej gospodarce glebowej

— obejmuje procedury, ktdre sa stosunkowo proste i niedrogie (Alkorta i in. 2003).
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Tab. 1. Rola wybranych enzymow glebowych (Das i Varma 2011).

Glukoza Zrodto energii dla Rozktad materii

Zwiazki wegla

(cukier) mikroorganizmoéw  organicznej
C s Zrodto energii i Rozktad materii
n Wegiel i rozne o, . L
Materia skdadniki sktadnikow organicznej, obieg
organiczna I — odzywczych dla substancji

mikroorganizmow odzywczych

Zwiazki wegla  Jony amonowe NH4 dostepny dla Obieg substancji

i azotu (NH.) ro$lin odzywcezych
Azot o dmon:ak (Il(\l H) N, dostepny dla  Obieg substancji
(mocznik) I dwutlene roslin odzywczych
wegla (COy)
P dostepny dla Obieg substancji
Fosfor Fosforany (PO4) rodlin o
Siarka Siarczany (SO%) S ’clf)stf;pna dla Ob‘leg substancji
roslin odzywczych

Aktywno$¢ enzymdéw mierzona jest posrednio w laboratorium za pomocg testow
biochemicznych. Oznaczenia enzymow sa postrzegane jako wskaznik poniewaz odzwierciedlaja
potencjalng aktywno$¢ a nie reprezentuja prawdziwych pozioméw aktywnosci in situ. Najczesciej
W probkach gleby oznaczana jest aktywno$¢ enzymow z grup wymienionych w Tab. 2.

Tab. 2. Gtowne grupy oznaczanych enzymow glebowych.

Klasa enzymow Przyklady enzyméw z danej grupy
Oksydoreduktazy Dehydrogenazy, katalazy, peroksydazy, oksydazy polifenoli
Hydrolazy Fosfataza, sulfataza, glukozydazy, galaktozydazy, amylaza,

celulaza, inwertazy, sacharaza, proteinaza, peptydaza, ureaza,
asparaginaza, glutaminaza, amidaza

Transferazy Dekstranosacharaza, transferaza tiosiarczanu, rodanaza

Liazy Dekarboksylaza  glutaminianu,  dekarboksylaza  tyrozyny,
amoniako-liaza L-histydyny

Enzymy hydrolizujace Rozne enzymy o tej aktywnosci

dioctan fluoresceiny (FDA)

Przyktadem enzymu, ktory teoretycznie moze wystgpowac tylko w zywych komorkach,
a nie w kompleksach glebowych, jest dehydrogenaza. Nalezy ona do klasy oksydoreduktaz (Tab 2).
Poniewaz oksydoreduktazy wykazuja pozorny brak specyfiki substratowej, sa one zdolne do
przeksztatcania organicznych ksenobiotykow. Dehydrogenaza jest enzymem, ktory utlenia materig
organiczng gleby poprzez przenoszenie protondw oraz elektronow z substratow do akceptorow.
Dehydrogenaza funkcjonuje jako integralna czg$¢ nienaruszonych komorek i odzwierciedla catkowita
aktywno$¢ oksydacyjng mikroflory glebowej, wazna w utlenianiu materii organicznej gleby. Jest ona
wskaznikiem aktywnosci zywych komodrek drobnoustrojow, ale jest mniej odpowiednia do
przewidywania dtugoterminowych zmian w §rodowisku glebowym, poniewaz odzwierciedla skutki
aktualnego zarzadzania gleba lub sezonowe zmiany, ktore moga by¢ przejsciowe. Pomiar aktywnos$ci
dehydrogenazy pozwala lepiej zrozumie¢ wplyw zabiegdw rolniczych, takich jak stosowanie
pestycydow czy innych praktyk gospodarowania, na zdrowie gleby. Pozwala takze na bezposrednie
okreslenie aktywno$ci mikrobiologicznej gleby. Innym przyktadem enzymu nalezacego do
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oksydoreduktaz jest oksydaza polifenolowa. Utlenia ona zwigzki fenolowe, a takze bierze udziat
w procesie humifikacji (Dick 1997).

Enzymy hydrolityczne (Tab. 2) sa zaangazowane w kluczowe reakcje zwigzane z obiegiem
pierwiastkow takich jak wegiel, azot fosfor i siarka. Tworzg one klas¢ enzymoéw katalizujacych
hydrolize wigzan kowalencyjnych. Mikroorganizmy wykorzystuja hydrolazy do degradacji
naturalnych polimeréw organicznych w celu wykorzystania ich jako zrodla energii. Ponadto biora
one udziat w metabolizmie ksenobiotykow, takich jak pestycydy. Hydrolazy sa jednymi z enzymow
najczesciej oznaczanych w glebach i s powszechnie stosowane jako bioindykatory (ze wzglgdu na
to, ze organizmy rozktadajace pozostatosci organiczne sa prawdopodobnie gtownym czynnikiem
przyczyniajacym si¢ do aktywnosci gleby) (Souza i in. 2018). Przyktadem hydrolaz wystepujacych
w ryzosferze sa fosfatazy. Fosfatazy katalizuja rozpad organicznych zwiazkow fosforu (m.in. estrow
fosforu pochodzenia organicznego i bezwodnikow kwasu fosforowego) do nieorganicznej postaci
fosforu. Jest to istotne ze wzgledu na to, ze rosliny, podobnie jak i inne organizmy, wykorzystuja
wylacznie nieorganiczne zwiazki fosforu w postaci jonow ortofosforanowych. Zapotrzebowanie
ro§lin na fosfor pokrywane jest w wickszosci z transformacji glebowej materii organiczne;j.
Wystepowanie fosfataz w glebie wynika z obecno$ci grzybow i komorek bakteryjnych bytujacych
gléwnie w ryzosferze oraz z samych korzeni roslinnych. Zatem mineralizacja fosforu organicznego
zachodzi gtéwnie z udzialem mikroorganizmow, a aktywnos$¢ fosfataz odgrywa wazna rolg
w degradacji organicznych zwigzkéw fosforu po poczatkowym rozktadzie katalizowanym przez
wielosktadnikowe systemy enzymatyczne. Aktywnos$¢ fosfataz w srodowisku glebowym zalezy od
wielu czynnikdéw, wsrdd ktdrych najwazniejsze to: sprawno$é katalityczna enzymu, warunki fizyczne
i chemiczne gleby, sktad i r6znorodno$¢ mikroorganizmow, ilos¢ fosforu w glebie, temperatura
i wilgotnos¢, a takze sposdb uzytkowania gleby (George i in. 2002). Znaczenie fosfataz jest duze
zardwno w rolnictwie, jak tez z ekonomicznego punktu widzenia, zwigzanego ze zmniejszeniem
naktadow finansowych na fosforowe nawozy mineralne. Do fosfataz najczesciej badanych w glebie
naleza fosfomonoesterazy: kwasna i zasadowa, ktore odgrywaja istotng rolg w cyklu
biogeochemicznego krazenia fosforu w przyrodzie. Enzymy te moga by¢ wykorzystywane jako
wyznaczniki odczynu pH gleby optymalnego dla wzrostu ptodéw rolnych. Zaobserwowano, ze
stosunek aktywnosci fosfatazy zasadowej do kwasnej jest czutym wskaznikiem zmian pH w glebie,
zwlaszcza wzbogaconej materig organiczng. Wykazano, ze aktywno$¢ fosfataz w strefie korzeniowej
ro§lin wplywa na ich zdolno$¢ do przyswajania fosforu pochodzgcego z roéznych substratow
organicznych zawierajacych ten pierwiastek (Gianfreda 2015). Najwyzsza aktywnos¢ fosfatazy
kwasnej zaobserwowano w ryzosferze tubinu biatego, bobu, fasoli, groszku i pszenicy, co sugeruje,
ze zalezy ona od gatunku ros$liny uprawianej w danej glebie. Ponadto, aktywno$¢ tego enzymu jest
wyzsza w ryzosferze gdy nie stosuje si¢ nawozow fosforanowych (Nuruzzaman i in. 2006).

Innym przyktadem enzymu z klasy hydrolaz, istotnym dla jako$ci gleby, jest ureaza.
Katalizuje ona hydrolize mocznika. Ureaza jest istotna ze wzgledu na jej udzial w mineralizacji
organicznego azotu do latwo dostgpnego dla roslin azotu amonowego. Jony amonowe podlegaja
procesom nitryfikacji do azotanéw (III) i azotanow (V) a te z kolei stanowia zrddto azotu dla roslin.
Ureaza pelni kluczowa rolg w obiegu azotu w przyrodzie, bez jej udzialu mogloby dojs¢ do
akumulacji mocznika w $rodowisku. Enzym ten jest uwalniany z zywych i zdezintegrowanych
komorek drobnoustrojow i przyswajany przez czasteczki gliny oraz magazynowany w kompleksie
zwigzkéw huminowych. Aktywnos$¢ ureazy bioracej udzial w przemianach azotu w glebach jest
istotnie zréznicowana w zaleznosci od zasobnosci gleby w wegiel organiczny i azot. Badania majace
na celu zweryfikowanie wptywu roznych form azotu na wytwarzanie ureazy w glebie o zréznicowane;j
zawartosci wegla organicznego wykazaly, ze jony NHas + oraz NO; stymulujg aktywnos$c
mikrobiologiczng, jednocze$nie te formy azotu hamuja w sposob posredni produkcje ureazy. Inhibicje
powoduja substancje powstate wskutek asymilacji tych zwiazkow przez drobnoustroje glebowe.
Aktywnos$¢ ureazy moze by¢ wykorzystywana jako wskaznik jakosci gleby i zmian w niej
zachodzacych pod wptywem uzytkowania oraz wykorzystywana jest do oceny stanu ekologicznego
gleb poddanych dziataniu odpadéw organicznych. Wysoka jej aktywno$¢ uwazana jest za parametr
$wiadczacy o dobrej jakosci gleby. Innymi czgsto oznaczanymi w glebie enzymami odgrywajacymi
istotng rol¢ w obiegu i mineralizacji azotu sg proteinazy hydrolizujgce wigzania peptydowe (C-N)
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w biatkach z utworzeniem matych peptydow i zwigzkéw aminowych oraz asparaginaza i glutaminaza
hydrolizujace wigzania C-N (inne niz peptydowe) w asparaginie i glutaminie, z wytworzeniem
amoniaku (Dick 1997).

Kolejnym przyktadem hydrolaz jest beta-glukozydaza. Bierze ona udzial w rozkladzie
resztek pochodzenia ro$linnego i jest powigzana z przemianami i obiegiem wegla oraz glebowej
materii organicznej. Enzym ten jest produkowany przez szereg organizméw, poczgwszy od ro$lin
i zwierzat poprzez grzyby i bakterie. B-glukozydaza katalizuje rozktad celobiozy do dwodch
czasteczek glukozy. Jest to koncowy etap hydrolizy celulozy (endohydroliz¢ wigzania beta-1,4 - D-
glukozydowego w celulozie katalizuje inna hydrolaza glebowa - celulaza), w ktéorym uwalniana jest
glukoza dostgpna dla mikroorganizméw. Celuloza jest jednym z zwiazkéw organicznych, ktore
najobficiej wystgpuja w biosferze, a produkt jej hydrolizy enzymatycznej stanowi cenne zrodto
energii dla drobnoustrojow glebowych. Z tego wzgledu enzym ten petni bardzo wazng rolg w obiegu
wegla w glebie. Poniewaz B-glukozydaza jest bardzo czula na dziatanie réznorodnych czynnikow,
oznaczanie jej aktywnos$ci moze by¢ pomocne w monitorowaniu jakosci gleby. Enzym ten moze by¢
wskaznikiem zmian aktywnos$ci biologicznej gleby, jak réwniez wskaznikiem wpltywu zabiegdéw
agrotechnicznych na $rodowisko glebowe. Wykazano, ze wplywaja one na kinetyke reakcji
enzymatycznej katalizowanej przez pB-glukozydaze oraz na stopien stabilizacji enzymu zwigzanego
z koloidami glebowymi. Roézne zabiegi agrotechniczne w sposob istotny obnizaja aktywno$¢
enzymatyczng poprzez zmniejszenie ilosci enzymu w glebie. Dotyczy to przede wszystkim B-
glukozydazy zwiazanej z czasteczkami gleby.

Hydrolazg biorgcg udziat w obiegu siarki jest arylosulfataza. Enzym ten jest odpowiedzialny
za rozklad estrow siarczanowych i jest wydzielany przez bakterie w odpowiedzi na deficyt siarki
w glebie. Aktywno$¢ arylosulfatazy jest istotna ze wzgledu na to, ze enzym ten uwalnia z materii
organicznej siarczan, bedacy sktadnikiem odzywczym, ktorego niedobor jest czesto czynnikiem
ograniczajacym wzrost roslin i rozwoj mikroorganizmow.

Jednym z przedstawicieli enzyméw z grupy z transferaz glebowych jest dekarboksylaza
glutamianu. Wystepuje ona m.in. u ro$lin wyzszych i katalizuje dekarboksylacje kwasu
glutaminowego. Pelni istotng role w metabolizmie azotu. Aktywno$¢ enzymu ulega obnizeniu u roslin
w warunkach niedoboru azotu, zatem moze stuzy¢ za wskaznik jego odpowiedniej ilosci w glebie.

Przyktadem liazy glebowej jest rodanaza, ktoéra jest mitochondrialng tiosiarczanowa
sulfurtransferaza. Jest to enzym szeroko rozpowszechniony w réznych grupach zywych organizméow:
wérod bakterii, grzybow, roslin i zwierzat. Jest to enzym istotny ze wzgledu na udziat w metabolizmie
siarki, ktora jest podstawowym pierwiastkiem niezbednym do zycia wielu organizméw. Jest to
zauwazalne m.in. przez duza ilo§¢ substancji chemicznych, w ktorych sktad wchodzi, takich jak:
biatka zawierajace cysteing i/lub metioning, biatka zawierajace siarke, glutation, weglowodany
siarczanowe, siarkowodor i tiosiarczan. Rodanaza odgrywa istotng role¢ w utrzymywaniu
odpowiedniej puli siarki w zywych komorkach. Enzym ten nalezy do nadrodziny biatek bioracych
udzial w réznych procesach, w tym w detoksykacji cyjankow, tworzeniu klastrow Fe/S, reakcjach
redoks, a takze transporcie wewnatrzkomorkowym i szlakach regulacyjnych. Badania wykazaty, ze
rodanaza jest roéwniez istotna dla funkcjonowania organizméw poniewaz podlega represji
katabolicznej i odgrywa rol¢ w tlenowym metabolizmie energetycznym komorki. (Cipollone i in.
2007).

Hydroliza dioctanu fluoresceiny (FDA) jest jednym z czesto okre§lanych parametrow gleby.
Enzymy hydrolizujace FDA (dioctanu fluoresceiny lub 3', 6'-diacetylofluoresceiny) majg potencjat
do szerokiego reprezentowania aktywnosci enzyméw glebowych, poniewaz do grupy tej nalezy kilka
réznych enzymow, takich jak proteazy, lipazy i esterazy, ktore sa produkowane przez zrdéznicowane
grupy bakterii i grzybow bytujacych w glebie. Wykazano, ze oznaczanie spektrofotometryczne
hydrolizy FDA metoda spektrofotometryczna jest prosta, czula i szybka metoda oznaczania
aktywnosci mikrobiologicznej w glebie. Analiza hydrolizy FDA polega na inkubacji probki gleby
z buforem i FDA przez 1 - 2 godziny. Ilo$¢ fluorescencyjnego zabarwienia powstajacego podczas
inkubacji wskazuje na aktywno$¢ enzymatyczng spotecznosci mikroorganizméw w probee gleby.
Aktywnos¢ ta stuzy jako miara ogodlnej liczby drobnoustrojow w probcee i wskaznik uzyteczny do
oceny zdrowia i jakosci gleby (Patle i in. 2018).
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4. Podsumowanie

Enzymy glebowe sa naturalnymi mediatorami i katalizatorami wielu waznych proceséw
glebowych, takich jak rozktad substancji materii organicznej uwalnianej do gleby podczas wegetacji,
reakcje tworzenia i rozktadu humusu, produkcja mineralnych sktadnikéw odzywczych w formach
dostepnych dla roslin, wigzanie azotu, a takze obieg wegla, azotu i innych podstawowych
pierwiastkdbw w przyrodzie. Aktywno$¢ enzymatyczna gleby jest uwazana za istotny parametr
ujawniajacy stan Srodowiska naturalnego i ukazujacy procesy biochemiczne, ktéry zachodza
w srodowisku glebowym. Okres$lanie aktywnosci enzymow oraz poznanie czynnikow je regulujacych
jest istotne dla charakterystyki potencjalu metabolicznego i zyznosci gleby. Sa to czasteczki
uzyteczne w ocenie gleby w odniesieniu do ilo$ci bakterii i grzybow ja zamieszkujacych oraz do
badania procesé6w biochemicznych zachodzacych w glebie i oceny jakosci gleby. Okreslenie
aktywnosci wybranych enzyméw w glebie pozwala nie tylko na ocene¢ jej obecnego stanu, ale
réwniez, w polaczeniu z danymi dotyczacymi innych wiasciwosci gleby, utatwia wybor metod
zarzadzania gleba, co jest szczegoélnie istotne w kontekscie gruntéw rolnych. Nalezy jednak pamietac,
ze aktywno$¢ enzyméw glebowych ma pewne ograniczenia i musi by¢ zawsze rozpatrywana
W polaczeniu z innymi pomiarami biologicznymi i fizykochemicznymi, jesli chcemy prawidtowo
zdiagnozowac¢ stan zdrowia gleby.
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Streszczenie

Naturalne ekosystemy zostaty przeksztalcone przez ludzi w wyniku uprawy roli majacej na
celu przygotowanie optymalnych warunkéw glebowych dla wzrostu roslin uprawnych. Chociaz
uprawa roli ma liczne zalety, to jednak w agroekosystemach pojawiaja si¢ takze pewne czynniki
niekorzystnie oddzialujace na $rodowisko. W konsekwencji wywotuja one zmiany fizycznych,
chemicznych i biologicznych wlasciwosci gleby. Ma to wplyw na réznorodno$¢ organizmoéow
glebowych, w tym mikroflory. Konwencjonalny i ekologiczny system upraw w odmienny sposob
oddzialujg na réznorodnos$¢, biomasg i aktywnos$¢ mikroorganizméw glebowych. Jest to istotne
zjawisko ze wzgledu na kluczowe funkcje spetniane w glebie przez drobnoustroje. Ich obecnosé
wplywa na wlasciwosci gleby, przemiany substancji odzywczych w glebie oraz na wzrost roslin.

1. Wstep

Wraz z nadej$ciem zielonej rewolucji, wydajnos$¢ rolnictwa zostata zwigkszona poprzez
wzmozone nawozenie i stosowanie pestycydow, poprawe nawadniania, systemow zarzadzania glebg
i uprawami, jak rowniez masowa konwersje gruntow. Istnieje jednak coraz wigksza obawa, ze
intensyfikacja rolnictwa prowadzi do degradacji ekosystemow na duzg skale 1 utraty produktywnosci
w dluzszej perspektywie. Negatywne skutki dla srodowiska obejmuja degradacje gleby, zwiekszona
emisje gazoéw cieplarnianych, akumulacj¢ pestycydow oraz zmniejszong dostepno$é i jakos¢ wody.
W rzeczywistosci intensyfikacja rolnictwa jest postrzegana jako jedno z najwigckszych zagrozen dla
$wiatowej roznorodnos$ci biologicznej. Systemy niskonaktadowe, takie jak rolnictwo ekologiczne,
ktore znacznie ograniczaja stosowanie nawozow sztucznych, pestycydow, energii i stresu
mechanicznego, maja na celu ztagodzenie tych negatywnych skutkdbw w celu poprawy
zrownowazonej produkcji. Nadal jednak prowadzone sa badania majace na celu dokladniejsze
zrozumienie wyzwan, korzysci i ograniczen zwigzanych z zréwnowazonym rozwojem rolnictwa
ekologicznego (Hartmann i in. 2015).

Wykazano, ze sposob zarzadzania gleba jest istotnym czynnikiem wplywajacym na fizyko-
chemiczne i biologiczne wlasciwosci gleby. Jest tez istotny dla zyznosci gleby i plonéw osigganych
w gospodarstwach rolnych. System rolnictwa, bedacy systematycznie wykonywanym okreslonym
sposobem uprawy roli, ma znaczacy wptyw na glebe. Ekologiczny i konwencjonalny system
rolnictwa kladzie odmienny nacisk na niektore aspekty produkcji roslin, ochrong $rodowiska
i zachowanie bior6znorodnosci organizméw zamieszkujacych glebe. Nieodlagcznym elementem
agrobiosystemdw sg mikroorganizmy bytujace w glebie, ktore petnig w niej szereg waznych funkcji.
Ich ilo$¢ i sktad jest istotny dla produktywnosci uprawianych gleb (Gomiero i in. 2011). Wiadome
jest, ze sposob zarzadzania gleba wywiera wplyw na mikrobiom glebowy. W zwigzku z tym
prowadzone sa liczne badania majace na celu okreslenie r6znic w oddziatywaniu konwencjonalnego
i ekologicznego systemu upraw na ztozono$¢ drobnoustrojéw zamieszkujgcych te nisze.

2. Opis zagadnienia

Agroekosystemy sg naturalnymi ekosystemami, ktore zostaty zmodyfikowane do produkcji
zywnosci 1 blonnika. Chociaz zachowuja wiele z cech naturalnych ekosystemow, charakteryzuja si¢
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jednak czesta obecnoscia agrochemikaliow i powigzanymi z tym zmianami w bior6znorodnosci.
Charakter i zakres zanieczyszczen agrochemicznych bedzie si¢ znacznie rdzni¢ w zaleznosci od
sposobu zarzadzania gruntem. Rolnictwo konwencjonalne i ekologiczne ktadzie odmienny nacisk na
ochrong $rodowiska, w zwigzku z tym wystepuja miedzy nimi pewne roznice (Tab. 1). Rolnictwo
konwencjonalne wykorzystuje sztucznie stworzone srodki produkcji, podczas gdy ekologiczne
wykorzystuje naturalne $rodki produkcji, aby stworzy¢ ten sam koncowy produkt zywno$ciowy.
Rolnictwo ekologiczne odnosi si¢ do systemu gospodarki rolnej, ktory zakazuje stosowania
agrochemikaliow, takich jak nawozy sztuczne i pestycydy oraz wykorzystania organizméw
zmodyfikowanych genetycznie, jak rowniez wielu syntetycznych zwigzkoéw stosowanych jako
dodatki do zywnosci. System produkcji ekologicznej jest zaprojektowany w celu:
— zwigkszenia roznorodnosci biologicznej,
— zwigkszenia aktywnosci biologicznej gleby,
— utrzymania dlugotrwatej zyznosci gleby,
— recyklingu odpaddw roslinnych i zwierzgcych w celu zwrocenia sktadnikow odzywcezych do
gleby, minimalizujac w ten sposob wykorzystanie niecodnawialnych zasobow,
— promowania zdrowego wykorzystania gleby, wody i powietrza, jak réowniez w celu
zminimalizowania wszelkich form zanieczyszczen, ktore moga wynikac z praktyk rolniczych,
— obchodzenia si¢ z produktami rolnymi z dbato$cig o metody przetwarzania w celu utrzymania
ekologicznej integralnosci i jakosci produktu na wszystkich etapach produkc;ji.

Tab. 1. Porownanie wybranych aspektéw rolnictwa konwencjonalnego i ekologicznego.
Rolnictwo konwencjonalne Rolnictwo ekologiczne

Stosowanie mineralnych nawozéw do Stosowanie naturalnych nawozow, takich jak
promowania wzrostu roslin kompost czy obornik do zasilania gleby i roslin

Wykorzystanie pozytecznych owadow i ptakow
lub putapek w celu ograniczenia szkodnikow i
chorob

Rozpylanie insektycydow w celu
redukecji szkodnikéw i chordb

Plodozmian, reczne usuwanie chwastéw lub

Uzywanie chemicznych herbicydow, o, . . .
Y Y y ’ Scidtkowanie w celu radzenia sobie z

aby usuwac chwasty

chwastami
Maksymalizacja plonow Plon optymalny
Eksploatacja az do degradacji Programowa ochrona

Produkcja $redniej jakosci biologicznej | Produkcja wysokiej jako$ci biologicznej

Skazenie srodowiska Ochrona gleby i wody

Jednym z fundamentoéw gospodarki rolnej jest wiasciwe gospodarowanie glebg. Gleba
zapewnia podstawowe funkcje ekosystemu, w tym obieg sktadnikow odzywczych, regulacje wody,
przetwarzanie materiatow organicznych i zwigzkdéw toksycznych, a takze zwalczanie szkodnikdéw
i chordb (Doran i Zeiss 2000). Na poziomie systemowym, integralng rol¢ w praktycznie wszystkich
procesach glebowych odgrywa mikrobiom. Z tego powodu obfitos¢, aktywnos¢ i sktad
mikroorganizméw w duzym stopniu determinuje zrownowazong produktywnos$¢ gruntéw rolnych.
Zatem zdolno$¢ zarzadzania mikrobiomem glebowym, aby wptywa¢ na obecno$¢ korzystnych
i nieszkodliwych organizméw, moze stanowi¢ obiecujace podejscie do poprawy zrownowazonej
produkcji rolnej. Badania pokazuja, ze w przypadku gleb rolniczych liczba operacyjnych jednostek
taksonomicznych (OTU) mikroorganizméw moze by¢ nawet o 30% nizsza niz w glebach
nieuprawianych (Wolifska i in. 2017). Skutki gospodarki rolnej dla mikrobiomu glebowego sg jednak
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zlozone i zréznicowane, a wyciagni¢cie powszechnie obowigzujacych, uniwersalnych wnioskéw
dotyczacych wptywu systemow rolnictwa ekologicznego i konwencjonalnego na mikroorganizmy
jest trudne. Ogolnie rzecz biorac, wykazano, ze systemy uprawy niskonaktadowej promuja wicksza
liczebnos¢ i réznorodnos¢ wigkszosci organizméw, w tym mikroorganizméw. Jednak ogromna
ztozono$¢ wystepujacych drobnoustrojow oraz ograniczenia techniczne zwigzane z wlasciwym
pomiarem ich skladu do tej pory ograniczyly zrozumienie zwigzkéw migdzy rolnictwem
niskonakladowym a roznorodnoécia mikrobiologiczng. Nowe, wysokowydajne technologie
sekwencjonowania DNA oferujag sposoby badania drobnoustrojow glebowych z wigksza
rozdzielczoS$cia, zasiggiem 1 wydajnoscia, a takze moga rzuci¢ wigcej Swiatla na reakcje spotecznosci
i taksonow na gospodarke rolng (Hartmann i in. 2015).

3. Przeglad literatury

Zyzno$é i warto$¢ produkcyjna gleby sa $cile zwigzane zardwno z jej whasciwosciami
fizykochemicznymi jak i z jej aktywnos$cig biologiczng. Aktywno$¢ ta jest zwigzana z intensywnoscig
przebiegu katalizowanych przez drobnoustroje proceséw przemian substancji organicznych
i mineralnych zawartych w glebie. Przebieg tych procesow jest $cisle skorelowany z iloscig oraz
bior6znorodnoscig mikroorganizméw glebowych, zwlaszcza bakterii oraz aktywnoscia enzymow
produkowanych przez drobnoustroje (Rys. 1).

o Aktywnosc Wiasciwosci  Zyznosé
o .||05C L enzymow Aktywnosc fizyko - i wartosc
b!oroznoro§ no?‘: -przemiany biologiczna - chemiczne . produkcyjna
mikroorganizmow substancji dleby gleby gleby
glebowych w glebie

Rys. 1. Powigzanie mikroorganizméw glebowych z wartoscia produkcyjna gleby.

Mikroorganizmy sg istotne dla funkcjonowania gleby oraz zdrowia i wzrostu roslin. Wynika
to z licznych funkcji, ktére mikroorganizmy, zwlaszcza bakterie, petnia w srodowisku glebowym
(Rys. 2). Mikroorganizmy glebowe odgrywaja wazna role w utrzymaniu wydajnosci gleby poprzez
procesy biochemiczne, takie jak rozktad substancji i recykling sktadnikow odzywczych. Glebowa
spoteczno$¢ mikroorganizméw jest waznym czynnikiem wplywajacym na zdrowie roslin, gdyz
warunkuje ich odporno$¢ na choroby. Rowniez wpltywa na poprawe struktury gleby. Bakterie
zashiguja na szczegdlng uwage, poniewaz sa najbardziej rozpowszechnione w glebie. Kazda gleba
charakteryzuje si¢ swoim swoistym profilem zyjacych w niej bakterii. Wplyw na to maja same
wilasciwos$ci gleby jak rowniez sposob zarzadzania nig. Bakterie mogg by¢ pozyteczne lub zdolne do
zakazenia ro$liny, w zalezno$ci od gatunku, ros§liny zywicielskiej i warunkow §rodowiska. Wigkszo$¢
bakterii $rodowiska glebowego uwazana jest jednak za mikroorganizmy pozyteczne, kluczowe dla
zachowania zdrowia gleby i roslin.

Na obecnos¢ bakterii w glebie majag wpltyw m.in. majg praktyki agronomiczne, takie jak:
uprawa roli, nawadnianie oraz nawozenie. W agroekosystemach podczas uprawy roli narzg¢dzia
i maszyny rolnicze ingeruja w glebe. W ten sposob oddzialuja na jej elementy i whasciwosci.
Znaczacej presji podlegaja agregaty glebowe, o zmienia strukture i gesto$¢ objetosciowa gleby oraz
jej whasciwosci wodne i powietrzne. Ponadto, wplyw na te ekosystemy majg czgsto stosowane
w rolnictwie agrochemikalia. Skutkiem tego na gruntach uprawnych dochodzi do zmian fizycznych,
chemicznych i biologicznych wlasciwosci gleby, w tym zmian w réznorodnosci i ilosci
mikroorganizméw glebowych (Gomiero i in. 2011). Bakterie s3 uznawane za wskazniki wczesnego
ostrzegania o jakosci gleby ze wzgledu na ich szybka reakcje i wrazliwo$¢ na zmiany §rodowiskowe.
Odmiennego wplywu na mikroorganizmy glebowe mozna si¢ zatem spodziewaé w glebach
zarzadzanych w sposob konwencjonalny i ekologiczny. Pomimo integralnej roli mikrobiomu
glebowego w produkcji rolnej, wcigz ograniczone jest nasze zrozumienie zlozonych zmian
réznorodno$ci mikrobiologicznej wynikajacych z odmiennych systeméw zarzadzania gruntem.
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srozktad Swiezej masy organicznej
*wytwarzanie metabolitow do budowania
zwigzkow humusowych

suczestniczag w udostepnianiu zwigzkow
fosforu, potasu i mikroelementow

*procesy przemiany zwigzkoéw azotowych,
takich jak: proteoliza, amonifikacja,
nitryfikacja i denitryfikacja

*Wytwarzaja metabolity, ktore uczestnicza w
powstawaniu agregatow glebowych

swytwarzanie substancji biologicznie
czynnych, regulatorow wzrostu, fitohorméw
(wzrost odpornosci ro$lin na choroby
i szkodniki)
*wspomaganie rozktadu fitopatogenow
glebowych

* degradacja i rozktad pestycydow oraz
ztozonych zwigzkéw aromatycznych

s transformacja metali ciezkich

Rys. 2. Rola mikrobiomu glebowego.

Przeprowadzono liczne badania, ktorych celem bylo okreslenie jak rézne systemy uprawy
wplywaja na sktad glebowych zbiorowisk bakterii. Wiele z nich opartych byto na okresleniu biomasy
i aktywno$ci drobnoustrojow. Jednak aby uzyska¢ lepszy wglad w to, jak ekologiczne
i konwencjonalne systemy uprawy wplywaja na zbiorowiska bakterii glebowych, obecnie prowadzi
si¢ badania oparte na sekwencjonowaniu regionow bakteryjnego genu 16S rRNA,. Takie podejscie
pozwolito na wykrycie specyficznych zmian strukturalnych na poziomie poszczegodlnych taksonow
drobnoustrojow. Poza profilowaniem genetycznym do badania zmian w strukturze zbiorowisk
mikroorganizméw stosuje si¢ takze analizy kwasow tluszczowych. Wyniki badan wykazaty, ze
istnieje znaczaca roznica w sktadzie bakteryjnym pomig¢dzy systemami zarzagdzania organicznego
i konwencjonalnego (Esperschuetz i in. 2007; Lupatini i in. 2017).

W poczatkowych badaniach nad wplywem systemu upraw na spotecznosci
mikroorganizmow stwierdzono, ze systemy ekologiczne wptywaja na wzrost biomasy i aktywnosci
drobnoustrojow, co jest w duzej mierze zwigzane z ilo$cia i jako$cia stosowanego obornika (Birkhofer
i in. 2008). Nastgpnie dzieki analizom genetycznym wykazano, ze dlugoterminowa uprawa
ekologiczna zwigksza takze roznorodnos$¢, zmniejsza dyspersje i zmienia struktur¢ mikroflory
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glebowej w poréwnaniu z tradycyjng uprawg w warunkach nawozenia wytacznie mineralnego. Efekt
ten w duzej mierze wynika z zastosowania i jakoS$ci nawozow organicznych, gdyz roznice te sa
mniejsze w przypadku gleb uprawianych konwencjonalnie w systemie nawozenia zintegrowanego.
Dlatego warto mie¢ na wzgledzie, ze szerokie spektrum praktyk rolniczych ogranicza
porownywalno$¢ pomiedzy réznymi badaniami przeprowadzonymi w celu okre§lenia rdznic
w sktadzie bakteryjnym miedzy konwencjonalnym i ekologicznym systemem upraw (Gomiero i in.
2011). Podczas gdy systemy organiczne sg powszechnie definiowane przez praktyki zarzadzania,
w ktorych nie stosuje si¢ nawozow sztucznych 1 pestycydow, definicja zarzadzania
konwencjonalnego jest bardziej zmienna. Schematy nawozenia i ochrony ro$lin, jak roOwniez strategie
ptodozmianu i uprawy roli czgsto rdéznig si¢ w poszczegodlnych konwencjonalnych systemach
rolniczych. Zazwyczaj konwencjonalne praktyki zarzadzania opieraja si¢ na stosowaniu nawozow
syntetycznych oraz pestycydow i czgsto unikajg stosowania nawozow organicznych. Jednakze odkad
wykazano, ze wprowadzanie nawozow organicznych ma pozytywny wpltyw na rézne wilasciwosci
gleby, bardziej zintegrowane strategie nawozenia konwencjonalnego daza do stosowania kombinacji
nawozOw syntetycznych i organicznych (Rosen i Allan 2007). W przypadku takiego systemu
nawozenia mozemy roéwniez spodziewaé si¢ odmiennej reakcji mikroorganizméw niz w glebach
gospodarstw konwencjonalnych, gdzie stosowane sa jedynie nawozy mineralne.

Niektorzy autorzy sugeruja, ze pozytywny wplyw wywierany przez rolnictwo ekologiczne
na bogactwo gatunkowe mozna zaobserwowaé przede wszystkim w przypadku intensywnie
uzytkowanych gruntéw rolnych (Bengtsson i in. 2005). W innych badaniach z kolei wykazano, ze
zmiany w zréznicowaniu mikrobiologicznym mig¢dzy rolnictwem organicznym i konwencjonalnym
sg jeszcze wigksze w przypadku bardziej intensywnego stosowania pestycydow i zabiegdw
agrotechnicznych. Jednak analizujac liczne badania ostatecznie stwierdzono, ze wptyw systemu
zintegrowanej ochrony roslin przed szkodnikami (charakteryzujacego si¢ umiarkowanym i celowym
stosowaniem pestycydow) ma tu podrzedne znaczenie (Hartmann i in. 2015). Wykluczajac inne
podstawowe czynniki czgsto wspolne dla gospodarki rolnej, takie jak zréznicowana uprawa roli lub
systemy monokultury, badania wykazaty, ze schemat nawozenia, w szczegdlnos$ci stosowanie i jako$¢
nawozOw organicznych, jest gtownym wyznacznikiem réznorodnosci mikrobiologicznej. Nadmierne
stosowanie nawozow mineralnych poglebia spadek zawartosci materii organicznej i zyznos$ci gleby
oraz przyspiesza jej zakwaszanie. Nawozenie wplywa na zrdéznicowanie mikroorganizmow
glebowych poprzez bezposrednie oddziatywanie na zawarto$¢ sktadnikow pokarmowych w glebie.
Powtarzajace si¢ nadmierne stosowanie nawozow chemicznych moze mie¢ negatywny wplyw na
jakos¢ gleby. Dlugoterminowe stosowanie nawozoéw azotowych lub nawozéw azotowych
W polaczeniu z innymi nawozami mineralnymi wptywa na cykl azotowy i zwigzane z nim bakterie.
Nawozy organiczne maja jednak wigkszy wpltyw na mikroorganizmy glebowe w poréwnaniu
znawozami chemicznymi. Stwierdzono, Zze stosowanie nawozOw organicznych zmniejsza
wystepowanie chorob glebowych oraz przebudowuje strukture i funkcje spoteczno$ci bakterii
glebowych. Nawozy organiczne, takie jak obornik, pozostatosci roslinne i kompostowana materia
organiczna moga zmieni¢ strukture i aktywnos$¢ zbiorowosci bakterii w glebie oraz wplyna¢ na ilosé
bakterii zwiazanych z obiegiem azotu. Pola objgte zarzadzaniem ekologicznym wykazuja znaczaco
lepsze warunki odzywcze gleby, co takze pozwala na lepszy rozwdj mikroorganizmow. Z tej
przyczyny zaobserwowano wzrost biomasy i aktywno$ci drobnoustrojéw w gospodarstwach
ekologicznych (Lori i in. 2017). Natomiast aktywno$¢ ta jest obnizana przez stosowanie azotu
w formie syntetycznej, jak to ma miejsce w gospodarstwach konwencjonalnych. Liczebno$é¢
populacji grzybow i termofili jest istotnie wyzsza w glebach pochodzgcych z gospodarstw
organicznych w pordwnaniu z konwencjonalnymi. A dtugo$¢ korzeni skolonizowanych przez grzyby
mykoryzowe w rolnictwie ekologicznym jest o 40% wyzsza niz w systemach konwencjonalnych
(Gomiero i in. 2011).

W glebach gospodarstw ekologicznych zaobserwowano wyzsza niz w gospodarstwach
konwencjonalnych aktywnos¢ niektorych enzymow, takich jak dehydrogenaza, proteaza, alkaliczna
fosfataza i ureaza. Enzymy te sa zaangazowane m.in. w obieg substancji odzywczych. Aktywnos¢
enzymow glebowych w systemie ekologicznym jest dodatnio skorelowana z pH gleby, wysoka
zawartos$cig organicznego wegla i catkowitego azotu oraz korzystnym niskim stosunkiem C/N
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(Kwiatkowski i in. 2020). Do korzystnych wilasciwosci chemicznych gleb zarzgdzanych w sposob
ekologiczny mozna zaliczy¢ réwniez wigksza ilo§¢ azotandow i dostepna dla roslin ilos¢ fosforu,
a takze wigksza zdolno§¢ wymiany kationowej (Ge i in. 2011). Sa one bezposrednio powigzane
z dziatalno$cia mikroorganizméw glebowych.

Badania przeprowadzone przez Caporali i wsp. (2003) wykazaty, ze rolnictwo ekologiczne
przyczynia si¢ do zachowania roznorodnosci biologicznej gleby. Roéznorodno$¢ gatunkowa
mikroorganizméw jest istotna w kontekscie funkcji petnionych przez poszczegélne gatunki. Liczne
procesy zachodzace w S$rodowisku glebowym nie sa wynikiem dziatania jednego gatunku
mikroorganizméw, ale ich zbiorowisk jako calosci (m.in. produkowane przez nie enzymy
wspotdziataja w celu zwigkszenia dostepnosci sktadnikow odzywcezych w glebie). Wazne jest zatem,
aby w takiej spoteczno$ci mikroorganizméw znajdowaty si¢ bakterie petnigce rozne funkcje.

Poréwnujac sktad taksonomiczny mikroorganizmow glebowych pochodzacych z upraw
ekologicznych i konwencjonalnych, naukowcy wykazali, ze wigksza roznorodnos¢ bakterii wystepuje
w glebach uprawianych w systemie ekologicznym albo tez réznorodno$¢ ta utrzymuje si¢ na
podobnym poziomie w obu systemach upraw (Lupatini i in. 2017; Bonanomi i in. 2016). Wiadomo
takze, ze dhugofalowa gospodarka rolna wptywa na specyficzne dla systemu wzorce spoteczno$ci
mikroorganizméw (obecnos$¢ poszczegolnych grup taksonomicznych). Takie podejscie pozwolito na
wykrycie specyficznych zmian strukturalnych na poziomie poszczegdlnych taksonow
drobnoustrojéow, wywotanych odmiennym sposobem gospodarowania glebg. W jednym z badan
wykazano, ze ekologiczna uprawa wiazata si¢ z wigksza wzgledng liczebnoscia bakterii
Proteobacteria, podczas gdy Actinobacteria i Chloroflexi byto wigcej w konwencjonalnych
systemach rolniczych. Dominujace rodzaje, w tym Blastococcus, Microlunatus, Pseudonocardia,
Solirubrobacter, Brevundimonas, Pseudomonas i Stenotrophomonas wykazywaly znaczne
zréznicowanie pomigdzy organicznym i konwencjonalnym systemem rolniczym. Wzgledna
liczebnos¢ zbiorowisk bakteryjnych na poziomie typu i klasy byta skorelowana z pH gleby (silnie
powiazanym z rodzajem nawozenia), a nie z innymi wlasciwosciami edaficznymi (Li i in. 2012).

Cho¢ badania filogenetyczne wskazaly na obecno$¢ charakterystycznych grup
drobnoustrojow, to jednak informacje funkcjonalne dostarczane przez tego typu badania s3
ograniczone i niestety wykluczaja wyciaganie bardziej konkretnych wnioskow. Mimo tego, zdolnos¢
do obserwowania specyficznych zmian strukturalnych na poziomie poszczegdlnych taksondw
drobnoustrojéw oferuje obecnie nowe spojrzenie na potencjat zarzadzania mikrobiomem glebowym
dla zréwnowazonej wydajnosci rolnictwa i ochrony ro$lin. Zatem zasadne jest prowadzenie dalszych
badan w tym zakresie, aby doktadniej poznac te zaleznoSci.

4. Podsumowanie

Wykazano, ze w zaleznoSci od sposobu zarzadzania glebg moze si¢ zmienia¢ ilosé¢
mikroorganizmow glebowych i struktura tej mikroflory. Badania filogenetyczne wykazaty, ze gleby
rolne uzytkowane dlugoterminowo w rolnictwie ekologicznym i konwencjonalnym sa siedliskiem
odrgbnych mikrobioméw. Ogodlnie wyniki badan wskazuja na to, ze wigksza ilo§¢ 1 ré6znorodnosé
mikroorganizméw wystepuje w glebach gospodarstw ekologicznych. Reakcja spolecznos$ci
mikroorganizméw na zarzadzanie gospodarka rolng jest jednak bardzo ztozona. Nalezy zatem mieé
na uwadze, ze chociaz badania potwierdzaja pozytywny wplyw rolnictwa ekologicznego na
réznorodno$¢ biologiczna, to zauwaza si¢ rowniez, ze takie korzys$ci moga zosta¢ osiagnigte takze
przez rolnictwo konwencjonalne, gdy jest starannie zarzadzane.
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Abstract

Hydrogels are multifunctional materials which owe a number of their applications to unique
properties such as: ability to retain large amounts of water, mechanical strength or porosity allowing
the diffusion of substances into and out of a three-dimensional polymer network. These and other
features make the hydrogel matrices used in many fields - from pharmacy, medicine, health care,
cosmetics, biotechnology to the food industry as well as agriculture and gardening. Due to the
constantly growing demand for food and the need to optimize water consumption, there is huge
interest in using these superabsorbent materials in the cultivation of plants. Hydrogel systems are
successfully applied for the release of bioactive substances for example in modern soilless
cultivations. These materials enable on the improvement of soil properties, the reclamation of
degraded areas, and the introduction of cultivation fields in desert areas. They are also used for
encapsulation of seeds, scaffolding of tissue cultures and for irrigation of cut flowers. Unfortunately,
synthetic or semi-synthetic hydrogels are often applied, which requires their disposal or recycling
after use. Therefore, it is important to strive for the use of biodegradable polymer matrices that are
environmentally friendly and fully biocompatible.

1. Introduction

Hydrogel materials are characterized by important functional properties as shown in Fig. 1.
These features have an impact on their versatile application. These cross-linked polymer matrices are
able to swell as a result of absorbing large amounts of water - even up to 1000 g per 1 g of dry matter
(Tyliszczak and Pielichowski 2007). The three-dimensional porous structure is formed as the
consequence of cross-linking the polymeric chains and enable on diffusion of various types of
substances inside and outside the network. Depending on the structure and the content of polymers
included in a given hydrogel, it is possible to adjust its mechanical properties and elasticity to targeted
function. A characteristic feature of a particular matrix is also the packing density of the polymer
network affecting the size of pores in the hydrogel structure. This parameter determines the
permeability of liquids and gases through this material (Hoffman 2002).

Due to the very wide variety of hydrogel matrices, their division can be made on the basis of
several categories - possibility of degradation, way of cross-linking, properties, methods of obtaining,
reaction to environmental stimuli or the resultant charge. However, the most obvious and most
frequently used classification is the origin of polymeric building blocks (Ullah et al. 2015). The
hydrogel network can be composed of natural, synthetic or semisynthetic polymers. A schematic
division of hydrogel materials is shown in Figure 2.

Table 1 shows the basic polymers used to produce hydrogel materials - natural and synthetic
origin and their combinations. Increasingly, special attention is paid to the biodegradability and
biocompatibility of the matrices used, which is extremely valuable for biomedical or agricultural
applications. However, the addition of synthetic compounds significantly improves the mechanical
properties of the hydrogel, ensuring its long life and durability even in very difficult conditions - high
temperature or very acidic environment (Chai et al. 2017).

Hydrogels are a group of functional polymeric materials with specific properties enabling
their wide application in the life-science sector. The first commercial use of these materials dates back
to the 1960s when they were used in the production of flexible contact lenses (Wichterle et al. 1960).
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Since then the interest in hydrogel matrices has been constantly growing and nowadays they are used
in many fields - pharmacy, medicine (controlled release systems, dressings), biomedical engineering
(implants, tissue substitutes), biotechnology, cosmetic industry, food industry (functional additives).
One of the large areas of application of these materials are also agriculture and gardening, that are the
main subject of the presented review paper.

Diffusion
in pores

Permeability

Mechanical
resistance

Fig. 1. Selected characteristics of hydrogel materials.

* natural
» synthetic ¢ copolymers

~ hybrlds FORMATION . homopo|ymer5

¢ interpenetrating networks
* biodegradable

DEGRADABILITY

* non-biodegradable REACTION « chemical
TO THE * biochemical
CROSSLINKED [l STIMULATION « physical
» chemical
e cationic hydrogels
PHYSICAL Sl el e ION CHARGE e anionic hydrogels
PROPERTIES * conventional hydrogels « non-ionic hydrogels

Fig. 2. Schematic division of hydrogel matrices according to the criterion under consideration (Ullah
et al. 2015).

2. Description of the issue

Nowadays, a great importance is attached to the use of environmentally friendly
technologies. One of the observed trends is the replacement of conventional polymeric materials with
hydrogel matrices. The ease of production, beneficial bio-functional properties, as well as
biodegradability in the natural environment make their utilization highly justified from both the
economic and the ecological point of view.

Agriculture and gardening are sectors of great importance for providing adequate quantities
of food for humans and animals. Extensive investigations are constantly being conducted in order to
optimize crops while maintaining sustainable development requirements. The ever-increasing
population and the need for rational use of the Earth's water resources have contributed to an increase
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in research on the use of Super Absorbent Polymers (SAP) for irrigation of agricultural fields. In this
case, the application of hydrogels with a high sorbent capacity has enabled on significant reduction
in water consumption for these purposes. In addition, various nutrients and other bioactive compounds
- fertilizers, pesticides, fungicides etc. - can be immobilized/trapped in the cross-linked structure of
hydrogels. Long-term controlled release of these components reduces the amount of their penetration
into the soil and thus reduces the burden on the environment and minimizes the risk to living
organisms. Moreover hydrogel materials are able to adsorb hazardous soil contaminants, especially
heavy metals. These polymeric matrices have also been implemented for other tasks, such as irrigation
of cut flowers, encapsulation of seeds or cultivation of plant tissue cultures. The most common ways
of using these materials in agricultural and gardening crops are presented graphically in Fig. 3.

Tab. 1. Tabular overview of polymers used in the production of hydrogel materials.

NATURAL SYNTETHETIC SEMI-SYNTHETIC
Anionic polymers: Polyhydroxybutyrate (PHB) P(PEG-co-peptide)
Alginic acid Butylene polyoxide (PBO) P(PLGA-co-serine)
Pectin Poly(butylene terephthalate) P(HPMA-g-peptide)
Hyaluronic acid (PBT) Alginate-acrylate
Carragen Poly(vinyl alcohol) (PVA) Collagen-acrylic
Dextran sulphate Polyphosphazene
Chondroitin sulphate N-vinylpyrrolidone
Cationic polymers: Polycaprolactone (PCL)

Chitosan Polyhydroxybutyrate (PHB)
Polylysine Propylene fumarate (PF)
Amphiphilic polymers: PEG-PLA-PEG
Collagen PEG-PLGA-PEG
Gelatine PEG-PCL-PEG

Fibrin PLA-PEG-PLA

Starch

Uncharged polymers:

Dextran

Agarose

Pollulan

The designations used in the table: PEG - polyethylene glycol, PLA - polymeric acid, PLGA — copolymer of DL-
polymeric acid and glycolic acid, PCL - polycaprolactone, HPMA — hydroxypropylmethacrylate

An important issue in the relation to the use of hydrogel materials in agriculture and
gardening is their biocompatibility and biodegradability. In this case the most important is the lack of
negative impact on the environment into which these matrices are introduced. A highly undesirable
effect is the accumulation of used polymers in the soil, which would be a dangerous waste requiring
disposal. Therefore, the natural, fully biocompatible materials such as cellulose, gelatine, chitosan,
starch and other and biodegradable synthetic matrices: polyvinyl alcohol (PVA) or polycaprolactone
(PCL) are more often used. Hydrogel matrices can be designed in such a way that after use, they can
be easily decomposed under enzymatic or hydrolytic means, as a result of changes in pH or ambient
temperature, or under the influence of an electric field (Rudzinski et al. 2002). In addition, the use of
natural polymers has other obvious advantages, like easy availability of these materials and lower
production cost.

The main fields of application of superabsorbent hydrogel materials in agriculture and
gardening are described in more detail below.
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Fig. 3. Main sections of functional applications of hydrogel materials in agriculture and gardening.

2.1 Optimization of water resources

The primary application of hydrogel materials in agriculture is the irrigation of the fields.
The polymer matrices used for this purpose absorb significant amounts of water coming from rainfall
or watering. Moreover, the diffusion mechanism determines its slow release from the polymer
network, which ensures long-term soil moisture and prevents its rapid evaporation, thus minimizing
the consumption of water resources.

In this case, the most commercially sold materials are synthetic acrylic gels, which should
be applied with caution, because after using they remain in the soil as waste requiring disposal.
Therefore, biodegradable materials that do not pose a threat to the environment are increasingly being
used. An alternative can be the matrices of natural origin based on cellulose — easily accessible and
cheap biomaterial characterized by biocompatibility and biodegradability (Sannino et al. 2009).

2.2 Controlled release of the bioactive substances

Hydrogel release systems allow for the enrichment of arable soils through a long-term and
controlled supplementation of various components - mineral salts, plant protection products,
fertilizers, pesticides and many others. Such systems consist of an active substance entrapped in a
polymeric hydrogel network in the form of microcapsules or granules. The most important advantage
of these types of systems is the slow release of the bioactive component from the hydrogel core,
stabilization of the substance used, reduction of its evaporation and leaching, and protection against
environmental degradation. As a consequence, it has a significant impact on the reduction of the
required amount of dosage in the form of conventional spraying, which in turn minimizes the pollution
of the environment with biocides toxic to plants and animals (Rudzinski et al. 2002).

The latest generation of hydrogels can be designed in an extremely precise way — in the
response to selected environmental conditions (e.g. pH, temperature, pressure, radiation, presence of
appropriate ligands) they can release substances contained in their network as shown in Fig. 4 (Ullah
et al. 2015).

2.3 Improving soil properties
Hydrogels used in plant cultivation, in addition to fulfilling basic roles (such as long-term
irrigation and nutrient supplementation) can also support soil permeability and improve soil structure.
The absorption of water by the xerogel (hydrogel in a dry form) increases its volume and thus
improves the porosity of the soil ensuring optimal oxygenation of the roots. This approach supports a
significant increase in the productivity of cultivated areas (Sannino et al. 2009).
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Fig. 4. Intelligent stimulus-responsive hydrogels (Gupta et al. 2002).

2.4 Seed encapsulation

The idea of synthetic seeds is to place the meristematic tissues of plants in the protective
material (which may be hydrogel). Additionally, such a system may contain nutrients, growth
regulators or antimicrobial agents that facilitate the survival of encapsulated seeds and their
subsequent growth. Long-term storage is made possible by the addition of growth retardants such as
abscisic acid (ABA), reduced oxygen concentration, intensity of light radiation or temperature
reduction. Alginate or cellulose derivatives, carrageenan and pectin (fully biodegradable and
biocompatible polymers) are the most commonly used for seeds encapsulation coatings. These
hydrogels are designed to provide mechanical protection and ensure genetic stability of the stored
plant material (Rai et al. 2009).

2.5 Soilless cultivation

A method of soilless cultivation called hydroponics is based on providing plants with all the
ingredients they need for growth - inorganic ions, water, CO, and solar energy. The growing medium
is usually a highly porous perlite with super-absorbent hydrogel as a reservoir of water and the
nutrients dissolved in it. The advantage of this type of cultivation is space-saving (the cultivation can
be done in tiers), easy control and dosing of substances, homogeneity of obtained plants, and the
possibility of cultivation even in the city centre. Exemplary, such systems are already used for the
production of lettuce or tomatoes (Nguyenl et al. 2016).

2.6 3D scaffolding of plant tissue cultures

At the beginning, two-dimensional growth was used in the laboratories of plant tissue
cultures. This type of culture is easy to observe but has many imperfections. Native tissues, both plant
and animal, form three-dimensional structures nourished by a network of vessels. Based on this
natural phenomenon, the studies on 3D culture cultivation were begun. Scaffolds for this type of
growth can be made of protein and peptide gels, based on collagen, fibrin, or hyaluronic acid and
other natural compounds - chitosan, alginate and silk fibres. For this purpose the polymer network
should be highly hydrated which facilitates the transport of oxygen and other nutrients. The use of
scaffolds based on natural substances also supports cell viability and proliferation (Kitel et al. 2013;
Tibbitt and Anseth 2009).

2.7 lrrigation materials for cut flowers

Safe transport and long-term storage of cut flowers can be provided by hydrogel irrigation
systems. The use of absorbent polymeric materials enables the long-lasting supplementation of water
with the necessary nutrients, as well as the plant hormone suppressors (such as ethylene) and other
additives extending the durability of plants. The polyvinyl alcohol (PVVA), a biodegradable, non-toxic
and biocompatible synthetic polymer is used as the hydrogel matrice for irrigation of cut flowers.
Another example is poly-y-glutamic acid (y -PGA), which is a natural cationic biopolymer based on
D- and L-glutamic acid (Kongkloma et al. 2018).
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2.8 Reclamation of degraded areas

The priority of 20th century agriculture was to maximize agricultural production to satisfy
the nutritional needs of the growing population. Excessive use of fertilizers and pesticides resulted in
significant weakening of arable soils and their pollution with dangerous compounds and toxic metals.
Nowadays it is necessary to clean up degraded areas and groundwater. The use of polymeric materials
with adsorption properties enables the effective catching of heavy metal ions. The advantage of this
type of matrix is also a large specific surface area, stability and biodegradability. Moreover, it is
possible to functionalize hydrogel materials with additional groups (hydroxyl, carboxyl, sulfonic) and
introduce chelating groups into their structure. In order to improve specific properties, silver
nanoparticles, which have antibacterial properties with a wide spectrum of action, are also
incorporated into such gel networks. An example of a material with high chemical and physical
stability used for sorption of heavy metals is a composite hydrogel based on tragacanth rubber (GT),
a highly branched, hydrophilic polysaccharide and graphene oxide (GO). Both are non-toxic and
biodegradable, which is a great advantage. It is very important for the economic reasons, because this
matrix can be effectively regenerated and after a few cycles of adsorption-desorption, its adsorption
properties only slightly decreased. Therefore it can be effectively reused several times (Sahraei and
Ghaemy 2017).

2.9 Introduction of farmland in desert areas

In the face of climatic anomalies, including the lack of rainfall affecting prolonged periods
of drought, huge attempts have been made to create arable fields in dry and desert areas. For this
purpose the Super Absorbent Polymers (SAP) enable long-term soil moistening and effective use of
supplied water. They can also have a positive effect on the condition of weak soils, including soil
loosening, permeability and infiltration rate. It is particularly important, that they reduce the frequency
of irrigation, stop water erosion and runoff, facilitate soil aeration and increase plant productivity
(Ekebafel et al. 2011).

3. Summary

Hydrogels are multi-functional materials with a very wide range of applications - from
medicine, food processing to agricultural and gardening, which are described in detail in this paper.
Many technologies are already very widespread, such as using hydrogel matrices for the controlled
release of active substances into the growth medium or adding such materials to the soil to optimize
water consumption. Unfortunately, synthetic or semi-synthetic hydrogels are often applied, which
requires their disposal or recycling after use. Therefore, it is the top purpose to use fully biocompatible
and non-toxic hydrogels, which can decompose safely in the natural environment. It is a big challenge
to combine high mechanical strength of the matrix with the possibility of biodegradation under mild
conditions. Due to this fact, the extensive studies are constantly carry out to refine these materials and
their production methods in order to meet the commercial and pro-ecological requirements, such as:
the lowest possible manufacturing costs with the highest possible environmental safety (Milani et al.
2017).
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9. Ocena zanieczyszczenia osadow dennych metalami ciezkimi oraz analiza
potencjalnego ryzyka ekologicznego stwarzanego przez te pierwiastki na
przykladzie zbiornika zaporowego Kozlowa Gora (wojewodztwo $laskie,
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Streszczenie

Badania mialy na celu oceng stopnia zanieczyszczenia osadow dennych zbiornika
zaporowego Koztowa Gora wybranymi metalami cigzkimi (Cd, Cr, Cu, Pb, Zn) oraz analiz¢
potencjalnego ryzyka ekologicznego stwarzanego przez te pierwiastki. Zbiornik Koztowa Gora
znajduje si¢ na terenie Gornos$laskiego Okregu Przemystowego (GOP), ktory stanowi jeden
z najbardziej przeobrazonych dziatalnoscig cztowieka regionow w Polsce, jak rowniez w Europie.
Probki osadéw pobierano na 5 stanowiskach pomiarowych, przez okres 5 miesiecy. Wedtug
kryterium geochemicznego analizowane osady denne sa Silne zanieczyszczenie kadmem, cynkiem
i olowiem (klasa IV). Powyzsze obserwacje potwierdzity rowniez obliczone wartosci wskaznika
Geoaccumulation Index (lgeo), z ktorych wynika, ze osady wykazujg silne do ekstremalne
zanieczyszczenie ww. metalami, tj. 6,5-7,2 (Cd), 4,3-4,7 (Zn) i 3,9-4,4 (Pb). Analiza ryzyka
ekologicznego przeprowadzona w oparciu o kryterium ekotoksykologiczne wykazata, ze Cd, Pb i Zn
moga oddziatywac toksycznie na organizmy zywe. Ponadto warto$ci wskaznika Potential Ecological
Risk Factor (ER) wskazuja, ze sposrod analizowanych metali najwieksze ryzyko ekologiczne moga
powodowa¢ kadm (ER; 4140-6660) i otow (ER; 113,5-158,6). Biorac pod uwage fakt, iz zbionik
Koztowa Gora pelni m.in. funkcje zaopatrzenia w wodg stacji uzdatniania oraz czeSciowo
turystyczno-rekreacyjna, jak réwniez stanowi wazne miejsce lggowe wielu gatunkéw ptakow,
konieczne jest regularne monitorowanie jego stanu chemicznego.

1. Wstep

Osady denne stanowig integralng czgs¢ ekosystemow wodnych, jednakze obecne w nich
metale cigzkie moga oddziatywa¢ negatywnie na organizmy bytujace w zbiornikach wodnych,
aw przypadku ich rekultywacji czy odmulania, powodowaé zagrozenie takze dla organizmow
ladowych. Opisane zagadnienie jest istotne, szczegdlnie biorgc pod uwagg fakt, ze zanieczyszczenia
te nie podlegaja biologicznej degradacji (Baran i in. 2016; Tytla i Kostecki 2019). Do zrodet metali
w wodach powierzchniowych mozna =zaliczy¢ S$cieki komunalne i1 przemyslowe, spltywy
powierzchniowe z pol i drog oraz depozycje z atmosfery. Finalnie, pierwiastki te kumulowane sa
w osadach dennych (Banerjee i in .2017; Tytta i in. 2018; Sojka i in. 2019). Zgodnie z Ustawa
0 odpadach (Dz.U. 2013 poz. 21) osad wydobyty z dna zbiornika wodnego, traktowany jest jako
odpad i w zalezno$ci od sktadu chemicznego klasyfikowany jako material nadajacy si¢ do
powtdrnego umieszczenia w srodowisku bez ograniczen lub jako material zanieczyszczony (odpad
niebezpieczny) przeznaczony do sktadowania na sktadowiskach odpadéw niebezpiecznych. Ze
wzgledu na fakt, Ze ocena jakosci chemicznej osadow dennych wskazuje nie tylko na stan czystosci
zbiornikow wodnych, ale stanowi takze podstawe do rozwoju strategii systemu zarzadzania osadami
w $rodowisku, badanie zawarto$ci metali cigzkich ma znaczenie priorytetowe.

Obicktem badan w niniejszej pracy jest zbiornik zaporowy Koztowa Goéra, zlokalizowany
na obszarze Gornoslaskiego Okrggu Przemystowego (wojewodztwo §laskie), ktory nalezy do jednego
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z najbardziej przeobrazonych dzialalno$cig czlowieka regionéw w Polsce, jak rowniez w Europie.
Istotny wptyw na degradacj¢ $rodowiska w tym regionie wywarta dziatalno$¢ przemystu. Na obszarze
wojewodztwa §laskiego nie wystepuja naturalne zbiorniki wodne, a tylko te powstatle w wyniku
dziatalnosci czlowieka (zbiorniki zaporowe, poeksploatacyjne lub powstale w wyniku osiadania
terenu). Zbiornik Kozlowa Gora znajduje si¢ wsrod najwigkszych tego typu akwenow (Tytla
i Kostecki 2019). Petni on funkcj¢ zaopatrzenia w wod¢ stacji uzdatniania wody Goérnoslaskiego
Przedsigbiorstwa Wodociagow, jak roOwniez przeciwpowodziowg oraz w ograniczonym zakresie jest
wykorzystywany na cele turystyczno - rekreacyjnie. Zbiornik ten zostat zbudowany na nurcie rzeki
Brynicy (prawy doptyw Czarnej Przemszy).

Do oceny stopnia zanieczyszczenia osadow dennych zbionika Koztowa Goéra wykorzystano
kryterium geochemiczne (klasy czystosci osadow dennych) (Bojakowska i Sokotowska, 1998) oraz
wskaznik Geoaccumulation Index (lgeo) (Miiller, 1969). Przydatnym narzedziem, w ochronie
srodowiska naturalnego przed jego wtornym zanieczyszczeniem metalami cigzkimi wydaje si¢ by¢
rowniez analiza potencjalnego ryzyka ekologicznego. W analizie tej stosowane sa rozne
wskazniki/kryteria, m.in. Kryterium ekotoksykologiczne (Probable Effect Concentration — PEC
i Threshold Effect Concentration - TEC) (Mcdonald i in. 2000) oraz wskaznik Potential Ecological
Risk Factor (ER) (Hakanson 1980). Moga si¢ one odnosi¢, m.in. do pojedynczego metalu lub grupy
metali, ich toksyczno$ci czy tez negatywnego oddzialywania na organizmy zywe. Przydatno$§¢
réznych typoéw wskaznikdw/kryterii do oceny stopnia zanieczyszenia osadow dennych metalami
cigzkimi oraz analizy potencjalnego ryzyka ekologicznego zwigzanego z obecnoscig tych
pierwiastkow potwierdzili réwniez inny naukowcy (Zhao i in. 2012; Saleem i in. 2015; Sojka i in.
2019).

Badania miaty na celu: (1) oceng¢ stopnia zanieczyszczenia osadow dennych wybranymi
metalami ci¢zkimi (Cd, Cr, Cu, Pb, Zn) oraz (2) analize potencjalnego ryzyka ekologicznego
stwarzanego przez te pierwiastki.

2. Material i MetodyMateriat

Materiat badawczy stanowity osady denne, pobierane na pigciu stanowiskach pomiarowych,
rozmieszczonych wzdtuz osi duzej zbiornika Kozlowa Gora, tj. stanowisko 1 (gltebokos¢ pobierania
probek - 1 m), 2 (1,5 m), 3 (2,5 m), 4 (3 m) i 5 (3,6 m), przez okres pi¢ciu miesigcy (2018r.). Do
pobierania probek wykorzystano probnik Birge-Eckmann (grubo$¢ warstwy osadu 0-5 cm). Probki
osadow pobierano kilkakrotnie, a nastepnie mieszano je celem usrednienia. W okresie wykonywania
analiz osady denne przechowywano w pojemnikach z HDPE, w temperaturze 4°C.

] Strefa doplywu Rzeki
Brynicy do zbiornika

®
®
®
®

Odplyw Rzeki Brynicy - _ZAPORA

Rys. 1. Schemat rozmieszczenia stanowisk pomiarowych.
2.2 Metody
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W prébkach osadow dennych wykonano oznaczenie pH (przy uzyciu wielofunkcyjnego
urzgdzenia CX-401 Elmetron; elektroda 1J44A), st¢zenia suchej masy (wg PN-1SO 11465:1999) oraz
analize zawarto$ci wybranych metali cigzkich (Cd, Cr, Cu, Pb, Zn). Przygotowanie probek do analizy
sktadu pierwiastkowego obejmowalo suszenie osadéw przez okres 7 dni w temperaturze pokojowej
oraz mielenie przy uzyciu mtynka mozdzierzowego (Fritsch) w celu uzyskania ziarna analitycznego
(0,2 mm), a nastepnie mineralizacj¢ w piecu miktofalowym (Anton Paar). W tym celu przygotowano
odwazki o masie 0,2 g, do ktérych dodawano 6 cm3, HCI, 2 cm® HNOs i 2 cm3 HF. Zawarto$¢ metali
w probkach osadow oznaczano technika spektrometrii mas z plazma indukcyjnie sprzezong (ICP-MS)
oraz absorpcyjnej spektrometrii atomowej (AAS). Wszystkie wzorce przygotowywano w dniu
wykonywania analiz. Kazdg z analiz wykonywano w trzech powtorzeniach.

Do oceny stopnia zanieczyszczenia osadow dennych oraz analizy potencjalnego ryzyka
ekologicznego wykorzystano wskazniki/kryteria zaprezentowane w Tab. 1.

Tab. 1. Wskazniki/kryteria do oceny stopnia zanieczyszczenia osadéw dennych oraz analizy
potencjalnego ryzyka ekologicznego.

giczne (KE)
(Mcdonald i in. 2000)

PEC - Probable
Effect Concentration
TEC - Threshold
Effect Concentration

Wskaznik/Kryteria Wzor Skala Wyjasnienie
Krvteri hemi | W zaleznosci od metalu
ry erlurrzgg:v)c emiczne I 1 - 100 mg -kg? (nie zan.)
i i PR
(Bojakowska i Sokotowska, 11 0.5 150263% kg .Ignﬂemle zan.)
1998) Y, - 1000 mg "kg” (zan.)
>5 - >1000 mg -kg'! (silnie zan.)
=1 c, lgeo< 0 niezanieczyszczone
geo = 1092\7 5 0 < lgeo< 1 niezan. do umiarkowanie zan.

; Cn - stezenie metalu 1<lgep=2 umiarkowanie zan.
Geoaccunz:Jla)tlon Index w probce 2 <lgeo<3 umiarkowanie do silnie zan.
g 'Bn - geochemiczna 3< lgeo< 4 silnie zan.

(Miiller 1969) wartos¢ tha w skorupie 4 <1< 5 silnie do ekstremalnie zan.
ziemskiej (Kabata - 5 < lgeo ekstremalnie zan.
Pendias 2011)
Metal < TEC dziatanie nietoksyczne
PEC>Metal <TEC dziatanie obojetne
Kryterium ekotokslykolo- Metal > PEC dziatanie toksyczne

Factor

ER =T} - CF ER <40 niskie ryzyko
. . . 40 < ER <80 umiarkowane ryzyko
Potential £oo '("Egéf)a' Risk T~ wspolezynnik 80< ER < 160 zmaczgce ryzyko
(Hakanson 1980) toksycznos$ci metalu 160 < ER <320 wysokie r)_/zyko
CF - Contamination ER >320 bardzo wysokie ryzyko

1Bn:"Cd (0,1 mg-kg?); Cr (100 mg-kg?); Cu (55 mg-kg); Pb (15 mg-kg?); Zn (70 mg-kg™?);
2T: Cd (30); Cr (2); Cu (5); Pb (5); Zn (1)

3. Wyniki i dyskusja

3.1 Ocena stopnia zanieczyszczenia osadow dennych

W Tab. 2 zaprezentowano $rednie wartosci stezen wybranych metali cigzkich w osadach
dennych zbiornika zaporowego Koztowa Gora, na poszczegolnych stanowiskach pomiarowych (S1-
S5). Osady te charakteryzowaty sie stabilnymi warto$ciami pH (7,1-7,4). Metale ciezkie w osadach
dennych zbiornika Kozlowa Gora tworzyly nastepujacy szereg: Zn> Pb> Cr> Cu> Cd. Najwicksze
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stezenie metali odnotowano na stanowiskach 3 i 4. Nie stwierdzono istnienia silnych zalezno$ci
pomiedzy glebokoscia pobierania osadéw a zawarto$cia poszczegdlnych metali.

Zgodnie z klasyfikacja oparta o kryterium geochemiczne (Bojakowska i Sokotowska, 1998)
stwierdzono, ze osady denne zbiornika Koztowa Goéra byty miernie do silnie zanieczyszczone ww.
metalami cigzkimi. Szczeg6lnie silne zanieczyszczenie powodowaty kadm, otéw i cynk (klasa 1V).
Nalezy tu nadmieni¢, ze omawiany zbiornik jest polozony na obszerze Gornoélaskiego Okregu
Przemystowego (GOP), gdzie odnotowywane sa wyzsze st¢zenia metali cigzkich w $rodowisku
w poréwnaniu do innych regionow Polski. GOP zlokalizowany jest w centralnej czg$ci wojewoddztwa
Slaskiego 1 jest to obszar o najwickszej koncentracji zaktadow przemystowych w kraju. Podobne
warto$ci stgzen metali do tych w badanych osadach dennych odnotowano takze w zbiorniku
Rybnickiem, tj. 25,8 (Cd), 129,8 (Cr), 451,7 (Cu), 118,6 (Pb), 1583,4 (Zn) mg kg (Loska i Wiechuta
2003), zlokalizowanym na terenie Rybnickiego Okregu Weglowego (ROW), z ktérego pochodzi
okoto 30% krajowego wydobycia wegla kamiennego. Dla poréwnania osady denne pochodzace ze
zbiornikéw wodnych potozonych na obszarach charakteryzujacych si¢ nizszym udzialem przemystu
ciezkiego w gospodarce, takie jak Malta oraz Sroda w wojewddztwie wielkopolskim, charakteryzuja
si¢ nizszym stgzeniem metali, tj. odpowiednio 0,09 (Cd), 7,8 (Cr), 11,0 (Cu), 2,7 (Pb), 72,0 (Zn)
mg-kg! (Rzymski i in. 2014) oraz 0,2 (Cd), 4,8 (Cr), 4,6 (Cu), 7,4 (Pb), 357,5 (Zn) mg-kg* (Sojka
iin. 2019). W Tab. 3, zaprezentowano $rednig zawarto$¢ wybranych metali cigzkich w osadach
dennych pochodzacych ze zbiornikéw wodnych mieszczacych si¢ na obszarze Polski i za granica.

Tab. 2. Srednia zawarto$¢ metali cigzkich w osadach dennych zbiornika Koztowa Géra.

Stanowisko Cd Cr Cu Pb Zn
1 15,8 41,7 35,3 342,3 2229,0
2 13,8 46,2 36,3 340,5 20129
3 20,0 59,3 52,1 4222 2658,0
4 22,2 55,0 56,0 4759 2550,7
5 15,7 50,0 38,3 360,3 2079,3
x 17,5 51,6 43,6 388,2 2305,1
SD 3,5 5,4 9,7 59,2 285,9
RSD, % 19,8 10,5 22,2 15,2 12,4

X - $rednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; RSD — wzgledne odchylenie standardowe

Tab. 3. Zawarto$¢ metali ciezkich w osadach dennych zbiornikéw wodnych w Polsce i za granica.

. Cd Cr Cu Pb Zn .
Lokalizacja 1 Zrédlo
mg-kg
Zbiornik . .
Dzierzno Duze, 54 | 963 | 1399 | 1835 | 12589 | YHaikKostecki
(2019)

Polska
Zbiornik Brody Smal i in.
Itzyckie, Polska 2.5 414 16,6 69,2 3450 (2015)
Mangla Lake, Saleem i in.
Pakistan 4.4 25,0 22,6 30,7 127,3 (2015)
Hoedong Leeiin.
Reservoir, Korea 16 28,7 57,6 60,5 241.8 (2017)
Suyahu Liin.
Reservoir, Chiny 0.1 52,3 17.8 19.9 52,1 (2019)

Stopien zanieczyszczenia osadéw dennych zbiornika Koztowa Goéra byt rowniez oceniany
w oparciu o warto$ci wskaznika Geoaccumulation Index (lgeo) (Miiller 1969). Stwierdzono, ze
analizowane osady denne byly ekstremalnie zanieczyszczone kadmem (Igeo; 6,5-7,2), silnie do
ekstremalnie cynkiem (lgeo; 4,3-,4,7), jak rowniez silnie do ekstremalnie oraz silnie zanieczyszczone
otowiem (Igeo; 3,9-4,4). W przypadku Cu i Cr stwierdzono niewielkie zanieczyszczenie osadéw tymi
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metalami. Rozpatrujac wartosci Igeo, analizowane metale tworzyly nastgpjacy szereg: Cd > Zn > Pb >
Cu > Cr. Identyczng zalezno§¢ zaobserwowano we wczesniejszych badaniach wlasnych,
w odniesieniu do osadéw dennych ze zbiornika Dzierzno Duze (GOP, wojewddztwo §laskie) (Tytla
i Kostecki 2019). Dla poréwnania Sojka i in. (2019) wykazali, ze w przypadku pieciu zbiornikéw
zlokalizowanych na terenie wojewddztwa wielkopolskiego, charakteryzujacego si¢ mniejszym
uprzemystowieniem od wojewoddztwa $laskiego, ogdlna zawarto$¢ Cd, Cr, Pb czy Cu nie powodowata
zanieczyszczenia tych ekosystemow wodnych, z kolei Zn stwarzal realne zagrozenie. Interpretacje
wynikow uzyskanych w odniesieniu do obliczonych warto$ci Igeo zaprezentowano w Tab. 4.

Tab. 4. Interpretacja lgeo dla metali cigzkich w osadach dennych zbiornika Koztowa Gora.
Metal Sl S2 S3 S4 S5
Cd EZ EZ EZ EZ EZ
Cr NZ NZ NZ NZ NZ
Cu NZ NZ NZ NZ NZ
Pb Ccz Ccz C-EZ C-Ez Ccz
Zn CEZ C-EZ C-EZ C-Ez C-EzZ

NZ - niezanieczyszczone; CZ - cigzko zan.; C-EZ - cigzko do ekstremalnie zan.; EZ - ekstremalnie zan.
3.1. Analiza potencjalnego ryzyka ekologicznego

Do analizy potencjalnego ryzyka ekologicznego zwigzanego z obecnos$cia rozpatrywanych
metali cigzkich w osadach dennych zbiornika zaporowego Koztowa Goéra, zastosowano m.in.
kryterium ekotoksykologiczne oparte na wskaznikach Probable Effect Concentration (PEC)
i Threshold Effect Concentration (TEC) (Mcdonald i in. 2000). Kryterium to informujg o takiej
zawartosci pierwiastka, powyzej ktérej zauwazalny jest jego toksyczny wplyw na zywy organizm.
W omawianych badaniach toksyczne oddziatywanie stwierdzono w przypadku Cd, Pb i Zn. Podobne
obserwacje poczyniono we wczesniejszych badaniach wilasnych, gdzie wykazano, ze w osadach
dennych zbiornika Dzierzno Duze (GOP, wojewodztwo §laskie) obecne sg metale, ktore moga
oddziatywac toksycznie na organizmy zywe, tj. Cd, Zn, Pb, Cr (Tytta i Kostecki 2019). Dla kontrastu
Tarnawski i Baran (2018) nie stwierdzili toksycznego oddziatywania Zn, Cu, Pb i Cr, w zwigzku
Z obecnoscig tych metali w osadach zbiornika zaporowego Rzeszoéw (wojewddztwo podkarpackie).
Z kolei, potwierdzili oni toksyczne oddzialywanie w przypadku Cd. Interpretacje wynikoéw
otrzymanych w odniesieniu do kryterium ekotksykologicznego przedstawionow w Tab. 5.

Tab. 5. Interpretacja PEC/TEC dla metali cigzkich w osadach dennych zbiornika Koztowa Gora.

Metal S1 S2 S3 S4 S5
Cd T T T T T
Cr NT/T NT/T NT/T NT/T NT/T
Cu NT/T NT/T NT/T NT/T NT/T
Pb T T T T T
Zn T T T T T

NT - oddzatywanie nietoksyczne; NT/T - ani toksyczyczne ani nietoksyczne; T - toksyczne

Toksycznos¢ danego pierwiastka uwzglednia rowniez wskaznik Potential Ecological Risk
Factor (ER) (Hakanson 1980). W oparciu 0 obliczone wartosci ER wykazano, ze spo$rod
analizowanych metali najwicksze ryzyko ekologiczne stwarzajg kadm (ER; 4140-6660,0) i otéw (ER;
113,5-158,6). Rozpatrujgc wartosci ER, analizowane metale tworzyty nastgpjacy szereg: Cd > Pb >
Zn > Cu > Cr. W przeciwienstwie do prezentowanych wynikéw badan, Baran i in. (2016) wykazali,
ze kadm i miedZ obecne w osadach dennych zbiornika Rybnickiego, ktory rowniez zlokalizowany
jest na terenie wojewodztwa $laskiego stwarzaly umiarkowane ryzyko ekologiczne, podczas gdy
olow, chrom czy cynk — niskie (Cd > Cu>Pb > Cr > Zn). Z kolei badania przprowadzone w osadach
dennych zalewu Bardowskiego (wojewddztwo mazowieckie), wykazaly ze pomimo catkowicie
odmiennego charakteru zlewni od tej omawianej w niniejszej pracy, rozptrywane osady stwarzaty
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wysokie ryzyko ekologiczne ze wzgledu na obecnosc kadmu (ER; 420,0-3180,0) (Tytta i in. 2018).
Nalezy tu podkresli¢, ze pomimo, iz kadm wystepuje w srodowisku w niskich stezeniach, to jest on
jednoczesnie wysoce toksyczny dla ludzi i zwierzat (w nadmiernych ilosciach), natomiast mniej
toksyczny dla roslin (Tiruneh i in. 2014). Dlatego tez nalezy dotozy¢ wszelkich staran w kontek$cie
wdrozenia systematycznego monitoringu zawartosci tego metalu w osadach dennych. Obliczone
warto$ci ER dla metali ciezkich w osadach dennych zbiornika Kozlowa Goéra zaprezentowano na
Rys.2A i 2B.
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Rys. 2A. Wartosci ER dla metali cigzkich w osadach dennych zbiornika Koztowa Gora (Cr, Cu, Zn).
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Rys. 2B. Wartosci ER dla metali cigzkich w osadach dennych zbiornika Koztowa Goéra (Pb i Cd).

4. Wnhnioski

W niniejszej pracy przeprowadzono ocen¢ stopnia zanieczyszczenia osadow dennych
wybranymi metalami cigzkimi (Cd, Cr, Cu, Pb, Zn) oraz analiz¢ ryzyka ekolgicznego w oparciu
0 wybrane wskazniki/Kryteria, tj. kryterium geochemiczne (klasy czystosci osadow dennych)
i wskaznik Geoaccumulation Index (lgeo), jak rowniez kryterium ekotoksykologiczne (PEC i TEC)
i wskaznik Potential Ecological Risk Factor (ER). Osady denne pobierano przez okres kilku miesigcy
ze zbiornika zaporowego Koztowa Gora, ktory zlokalizowany jest na terenie jednego z najbardziej
przeobrazonych dziatalno$cig czlowieka regionéw w kraju i Europie, tj. Goérnoslaskiego Okregu
Przemystowego (GOP) w wojewddztwie §lagskim (potudniowa Polska).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wedlug kryterium geochemicznego oraz obliczonych
warto$ci wskaznika Igeo, 0sady denne zbiornika Koztowa Gora sg silne zanieczyszczenie kadmem,
cynkiem i otowiem. Z kolei, analiza ryzyka ekologicznego przeprowadzona w oparciu o kryterium
ekotoksykologiczne oraz warto$ci wskaznika ER, wykazata, ze kadm, otéw i cynk moga dodatkowo
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oddziatywa¢ toksycznie na organizmy zywe. Ponadto, zaobserwowano roéwniez, ze metale, ktore
wystepuja W osadach dennych, w nizszych stezeniach, jak np. kadm, moga stwarza¢ wyzsze lub
poréownywalne ryzyko ekologiczne w poréwnaniu do pozostatych pierwiastkow, jak cynk czy olow.

Podsumowujgc, wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na konieczno$¢ uwzglednienia
w procedurze oceny jakosci chemicznej osadow dennych wynikdéw analiz dotyczacych zawarto$ci
metali ciezkich. Zanieczyszczenia te powinny podlegaé systematycznemu minitoringowi. Dziatanie
to ma szczegolne znaczenie w przypadku rekultywacji czy odmulania zbiornikéw wodnych, celem
ochrony $rodowiska przed jego wtornym zanieczyszczeniem metalami cigzkimi. Zagadnienie podjete
W ninejszej pracy jest wazne rowniez ze wzgledu na staby stan srodowiska w wojewddztwie §laskim,
gdzie znajduje si¢ zbiornik zaporowy Koztowa Gora.

5. Zroédlo finanasowania

Badania przeprowadzono w ramach realizacji pracy statutowej o nr 1a-123/2018 ,,Zmienno$¢
specjacyjnych form fosforu i wybranych metali w wodzie i osadach dennych zbiornikdéw
antropogenicznych w aspekcie ich rekultywacji”, finansowanej ze $rodkéw Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego.
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10. Obecnos¢ w Srodowisku lekow stosowanych w psychiatrii
The presence of drugs used in psychiatry in the environment

Dawid Wardecki®®”, Ewa Adamek®

WStudenckie Koto Naukowe przy Zaktadzie Chemii Ogélnej i Nieorganicznej, Wydziat Nauk
Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

@Qpiekun naukowy STN, Katedra i Zaktad Chemii Ogélnej i Nieorganicznej, Wydziat Nauk
Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

*Wardecki Dawid: wardecki.dawid@gmail.com
Stowa kluczowe: Organizmy wodne, leki psychoaktywne, $rodowisko

Streszczenie

Stale rosnaca konsumpcja lekéw ma jednak swoje czarne strony a jedng z nich jest kwestia
zanieczyszczenia Srodowiska pozostatoSciami lekéw. Problem ten pojawit si¢ juz kilkadziesiat lat
temu, jednak zwrocit uwage naukowcoOw pozniej, gdy zostaly opracowane nowoczesne metody
analityczne, pozwalajace na precyzyjne oznaczanie lekéw wystepujacych w $rodowisku. Do
najczesciej identyfikowanych w $rodowisku lekow naleza niesteroidowe leki przeciwzapalne,
antybiotyki, B-blokery, leki regulujace gospodarke lipidowa oraz hormony piciowe (syntetyczne
i naturalne). W niniejszej monografii skupiono si¢ na lekach stosowanych w psychiatrii, ktorych
pozostato$ci wykrywa si¢ w coraz wigkszej ilosci probek srodowiskowych. Obecne w $rodowisku
leki o dzialaniu psychoaktywnym stanowia zagrozenie dla organizmoéw wodnych, poniewaz
oddzialuja m.in. na system nerwowy oraz mogg powodowac zaburzenia rownowagi hormonalne;j
w organizmach. W literaturze dostgpne sa réwniez informacje o zmianach w przezywalnosci,
zdolnosci do ptywania i w liczebnosci gatunkéw spowodowane dziataniem tych farmaceutykow.

W pracy scharakteryzowano podstawowe grupy lekow psychiatrycznych oraz przedstawiono
przeglad literatury dotyczacej wystgpowania wymienionych zwiazkow w réznych matrycach
srodowiskowych oraz dziatania na wybrane organizmy.

1. Wstep

W zwiazku z szybkim rozwojem gospodarczym, na Ziemi panujg coraz lepsze warunki do
zycia. Przeklada si¢ to na zwigkszenie dlugosci zycia zwlaszcza osob starszych oraz wzrost
liczebnosci catej populacji. Takie zjawisko skutkuje zwigkszeniem zapotrzebowania na leki. Rosnacy
popyt napedza wzrost podazy tych zwigzkow. Zjawisko to wystepuje praktycznie w kazdej grupie
farmaceutykoéw. Przyktadowo, wsrod 22 panstw OECD (Organizacji Wspotpracy Gospodarczej
i Rozwoju) w latach 2000-2018, sprzedaz lekow przeciw depresyjnych wzrosta o 81% (OECD Health
Statistics 2013).

Leki psychoaktywne nalezg do najczesciej przepisywanych lekow na $wiecie. Pozostatosci
lekow psychoaktywnych wykrywa si¢ w wodzie pitnej, wodach powierzchniowych, rzekach,
odptywach z oczyszczalni $ciekow w stezeniu od ng/l do pg/l. Istnieje jeszcze jedna droga
wprowadzania farmaceutykow do $rodowiska. Leki psychoaktywne wykryto w osadach statych
z oczyszczalni Sciekow, ktore sa stosowane w rolnictwie jako nawoz. Moze wigc nastgpi¢ ponowne
wprowadzenie farmaceutykow i ich metabolitow do srodowiska ladowego. Leki psychoaktywne sa
pobierane ze Srodowiska przez rosliny; w tkankach roslin najczesciej wykrywano karbamazeping
(CM2) i lorazepam (LZP) a ponadto odnotowano biotransformacje¢ i bioakumulacj¢ tych zwiazkoéw
przez organizmy glebowe. W zwigzku z powyzszym problem obecnosci w srodowisku pozostatosci
lekoéw psychoaktywnych i produktow ich naturalnej transformacji wydaje si¢ wazny i celowym jest
jego oméwienie (Calisto i Esteves 2009).
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2. Najwazniejsze grupy lekéw stosowanych w psychiatrii

2.1 Pochodne benzodiazepiny

Pochodne benzodiazepiny to grupa lekéw o dziataniu uspokajajacym i nasennym, ktore sa
najczesciej przepisywane przez lekarzy. Wyparty one ze stosowania starsza grupe lekow
0 analogicznym dziataniu czyli pochodnych kwasu barbiturowego, m.in. ze wzgledu na znacznie
szersza rozpigtos¢ pomiedzy dawka lecznicza a szkodliwg. Najczesciej stosowanymi lekami z tej
grupy sa alprazolam (ALP), bromazepam (BRO), diazepam (DZP), klonazepam (KLO) i temazepam
(TMZ).

W zalezno$ci od okresu poéttrwania, leki z tej grupy maja zastosowanie nie tylko jako srodki
nasenne i uspokajajace ale takze przeciwlgkowe oraz przeciwpadaczkowe. Najpopularniejszym
lekiem z tej grupy jest DZP. Niektore pochodne benzodiazepiny wykazuja szersze zastosowanie, jak
np. w leczeniu choroby alkoholowej (klorazepat i DZP) oraz objawowego zwiekszonego napiecia
mie$ni (TMZ). Pochodne benzodiazepiny sa takze stosowane w weterynarii. Z uwagi na ich
komponentg przeciwlekowa podawane sa np. podczas transportu, gdy zwierzeta sa pobudzone
i zestresowane.

Dhugotrwate stosowanie benzodiazepiny wywotuje silnie uzaleznienie. Po zaprzestaniu
podawania rozwija si¢ zespol abstynencyjny w postaci leku, niepokoju, bezsenno$ci, zaburzen
koncentracji a niekiedy nawet depresji (Janiec 2015).

2.2 Trojeykliczne leki przeciwdepresyjne (TLPD)

Ta grupa lekow psychoaktywnych obejmuje okoto 20 preparatow, do ktérych zalicza sie,
m.in. amitryptyling (AMI), imipramine (IMI), klomipraming (KPA), dokseping (DOX) i dotiepine
(DOT).

Leki z grupy TLPD sa nieselektywnymi inhibitorami wychwytu zwrotnego. Oznacza to, ze
hamuja wychwyt zwrotny zar6wno noradrenaliny jak i serotoniny. Skutkiem tego dziatania jest
nasilenie neuroprzekaznictwa zarowno w uktadzie noradrenergicznym i serotoninergicznym, a co za
tym idzie poprawa nastroju oraz nape¢du psychoruchowego. Tréjcykliczne leki przeciwdepresyjne
majg zastosowanie w leczeniu depresji (gtownie przewleklej, z podtozem nerwicowym), dystymii,
zespolow natrectw, lekow i1 nerwic, bezsennosci a takze bulimii. Pomocniczo, mozna je stosowac
w terapii nikotynizmu i innych uzaleznien. Obecnie, leki z tej grupy nie sg czgsto stosowane, ze
wzgledu na liczne dziatania niepozadane (Janiec 2015).

2.3 Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI)

Wprowadzenie do lecznictwa lekéw przeciwdepresyjnych z grupy selektywnych inhibitorow
wychwytu zwrotnego serotoniny bylo waznym etapem w rozwoju psychofarmakologii kliniczne;j.
Pojawienie si¢ pod koniec lat 80. XX w. pierwszego leku z tej grupy, czyli fluoksetyny (pod nazwa
»Prozac®”), bylo w Stanach Zjednoczonych wydarzeniem o charakterze kulturowym (tzw.
subkultura Prozacu, powstata na skutek wypromowania tego leku jako tzw. ,pigutki szczgscia”
usuwajacej wszelkie zmartwienia). Do grupy lekéw SSRI zalicza si¢, m.in. citalopram (CIT),
sertraling (SER), fluoksetyn¢ (FLU) i wenlafaksyne (WEN).

Mechanizm dziatania lekow z grupy SSRI polega na blokowaniu transportera
odpowiedzialnego za wychwyt serotoniny ze szczeliny synaptycznej. Zwigksza to poziom serotoniny
nazywanej ,,hormonem szczescia” co prowadzi do poprawy nastroju i ustgpienia depresji. Skuteczne
sa w leczeniu depresji, fobii spotecznej, zespotu Aspergera, lekow i nerwic. Omawiane leki, podobnie
jak leki z grupy TLPD, wykazujg pozytywne efekty po okoto 2-3 tygodniach stosowania.

Do najpowazniejszych dziatan niepozadanych lekow z tej grupy nalezg zmiany zachowania
w postaci zachowan samobojczych oraz wrogo$ci wobec otoczenia. Leki z grupy SSRI powoduja
takze uzaleznienie, objawy abstynencyjne wystepuja u okoto 60% leczonych i pojawiajg si¢ w ciagu
kilku dni od zaprzestania stosowania (Janiec 2015).

2.4 Leki przeciw psychotyczne (neuroleptyki)

Neuroleptyki to leki o dziataniu przeciwpsychotycznym oraz uspokajajacym. Znoszg stany
pobudzenia psychoruchowego oraz agresje. Stosowane sg w leczeniu psychoz schizofrenicznych oraz
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stanow maniakalnych. Lagodza objawy i jednocze$nie nie wywieraja ujemnego dzialania na
$wiadomos¢ i funkcje intelektualne a takze zapobiegaja nawrotom choroby. Do najpopularniejszych
neuroleptykoéw zalicza si¢: chloropromazyng (CHP), protypendyl (PRO), klozaping (KZP)
i tiorydazyne (TRD).

Neuroleptyki moga by¢ krétkotrwale stosowane, m.in. w zespolach urojeniowych, stanach
maniakalnych z pobudzeniem psychoruchowym, niepokojem lub Igkiem, depresjach urojeniowych
oraz depresjach z niepokojem i Igkiem, jak roéwniez w psychozach wieku podesziego (Janiec 2015).

3. Obecnos$é lekéw o dzialaniu psychoaktywnym w Srodowisku

Farmaceutyki, ktoére sa zaprojektowane i podawane w celu wywolania skutkéw
biologicznych lub fizjologicznych u ludzi i/lub zwierzat, s3 wydalane z organizméw w postaci
niezmienionej lub jako metabolity (najczesciej jako glukuroniany). W przypadku pochodnych
fenotiazyny, okoto 30% podanego doustnie leku jest wydalanych z moczem a okoto 50% z katem
przy czym zwiazki te sg uprzednio metabolizowane w watrobie (3-7% dawki przyjetego leku jest
wydalane w postaci niezmienionej lub koniugatow). Wydaliny ludzi najczesciej trafiaja do kanalizacji
a nastepnie do oczyszczalni $ciekéw. Zrodtem lekéw w srodowisku jest tez ich niewlasciwa
utylizacja. Ankieta przeprowadzona wérod mieszkancéw potudniowo-wschodniej Anglii na temat
usuwania farmaceutykoéw wykazata, ze prawie 67% o0sob przyznato si¢ do ich wyrzucania do kosza
(Calisto i Esteves 2009).

Farmaceutyki po raz pierwszy wykryto w srodowisku wodnym pod koniec lat 70. XX wieku.
Oznacza to, ze powszechnie stosowane procesy oczyszczania §ciekOw nie sg skuteczne wobec tych
zwigzkoéw. Ponadto, nowe procesy uzdatniania, np. ozonowanie lub dzialanie promieniowaniem
ultrafioletowym moga by¢ niewystarczajace i niekompletne. Powstajace w trakcie tych reakcji
produkty ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizykochemiczne moga utrzymywac si¢ przez dhuzszy
czas w srodowisku wodnym. Nie jest tez wykluczone, ze produkty przemian moga wykazywac inne
wlasciwos$ci 1 dzialania niz zwigzki macierzyste, np. wigksza toksyczno$¢ wobec organizmoéw
wodnych. Ponadto, koniugaty farmaceutykow w tym lekow psychoaktywnych mogg ulec
srodowiskowej transformacji z powrotem do metabolitow fazy I, co potwierdzono w przypadku
koniugatow CHP. (Cunha i in. 2017).

W wodach powierzchniowych, farmaceutyki w tym leki psychoaktywne moga podlegaé
procesom biodegradacji. Niestety, wiele z nich jest odpornych na te przemiany z udziatem
mikroorganizméw §rodowiskowych. Przyktadem jest CMP, ktorej okres pottrwania w srodowisku
wodnym miesci si¢ w granicach 125-233 dni, a wskaznik usuwania poprzez biodegradacje wynosit <
0.1% (Cunhai in. 2019) .

Omawiajac obecnos¢ lekow psychoaktywnych w §rodowisku nie mozna pomina¢ jeszcze
jednej kwestii, mianowicie tych ktore sa pozyskiwane z nielegalnych zrodet. Na rynku jest wiele tego
typu preparatow psychoaktywnych, wsrod ktorych sa stymulanty (uzywki) jak kokaina
i metamfetamina oraz halucynogeny jak np. dietyloamid kwasu D-lizergowego (LSD). W trzech
rzekach na terenie Wielkiej Brytanii stwierdzono obecnos¢ licznych lekow stosowanych w psychiatrii
oraz substancji psychoaktywnych (Baker i in. 2013). W 90% sposréd pobranych probek wykryto
kokaine (0,5-17,4 ng L) i jej metabolity (1,1-72,4 ng L), kodeing (7-340 ng L) i dihydrokodeine
(1,7-97 ng LY. Z grupy benzodiazepin w probkach wody w najwiekszych ilosciach wystepowal TMZ
(1,3-78 ng L) i oksazepam (OZP) (1,2-20 ng L). Tlo$ci tych zwigzkow byly wykrywane w coraz
wiekszych ilosciach wzdtuz biegu rzek. Stezenie DZP (0,5-1,1 ng L) byto zblizone do stezenia tego
leku, ktére oznaczono w rzece na terenie péinocnych Wtoch (0,13-2,13 ng L). Z kolei, stezenie
nordiazepamu (0,2-6,8 ng L) bylo podobne do stezenia tego zwigzku w probkach wody rzeki
z Francji (<2,4 ng LY. FLU i jej glowny metabolit norfluoksetyna naleza do jednych z najczesciej
analizowanych na $wiecie antydepresantow w matrycach srodowiskowych. W prébkach wody
powierzchniowej na obszarze Standéw Zjednoczonych, stezenie FLU i metabolitu byto rzedu,
odpowiednio, 12-20 oraz 0,83-1,0 ng LY. W rzekach na terenie Wielkiej Brytanii, stezenie FLU
miescito sie w przedziale 5,7-13,5 ng L™ natomiast norfluoksetyny wynosito 1,1-3,5 ng L%, W tym
samym badaniu, antydepresantem wykrywanym w najwyzszym stezeniu byta WEN (0,8-85 ng L)
a analiza wody poddawanej recyklingowi w celu ponownego uzycia (Teksas, Stany Zjednoczone)
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wykazata obecno$¢ tego leku w stezeniu siegajacym 1000 ng L2, W wodzie rzek Wielkiej Brytanii,
obecne byly DOT (0,2-17,4 ng LY i AMI (0,7-52,6 ng LY). W wodach powierzchniowych w poblizu
Szanghaju (Chiny) w najwyzszych ilosciach wystepowaly LZP (<8,3 ng L), CMZ (83,8 ng L)
i DZP (<79,3 ng L'Y). W tym samym badaniu, stwierdzono obecno$¢ LZP w wodzie gruntowej (46,8
ng L) (Xiang i in. 2018).

Niepokojace sg wyniki badan, ktdre potwierdzily obecnos¢ AMI w wodzie do picia (<1,4 ng
L) pobranej na obszarze Francji. Wskazujg one na konieczno$¢ doktadnej analizy probek wody
powierzchniowej przeznaczonej — po uzdatnieniu — do picia (Cunha i in. 2019).

Wyniki licznych badan wskazuja, ze st¢zenie lekow psychoaktywnych w wodach
powierzchniowych jest znacznie wyzsze podczas pory suchej a znacznie nizsze podczas pogody
deszczowej z powodu znacznego ich rozcienczenia woda deszczowa. Nie stwierdza si¢ wyraznej
sezonowosci w zmianach st¢zenia omawianych lekéw wraz z porg roku (Cunha i in. 2019).

Obecnos¢ duzej liczby legalnych i nielegalnych $rodkoéw psychoaktywnych w $ciekach
wprowadzanych do oczyszczalni $cieckow na obszarze Wielkiej Brytanii. W kazdej sposrod 109
pobranych probek wykryto, m.in. kokaine (<208 ng L) i jej metabolity (< 567 ng L), kodeine (<
3,97 mg L) i jej metabolity (dihydrokodeina <1,03 mg L). W 95% prébek obecna byla amfetamina
a jej maksymalne stezenie siegato 3,11 mg L. Sposrod benzodiazepin,w 95% przebadanych probek
obecny byt OZP (<155 ng L) a TMZ (<254 ng L) w 92% probek. Z grupy antydepresantow, we
wszystkich badanych probkach stwierdzono obecno$é DOT (673 ng L), AMI (<1,05 mg Lt) i WEN
(<446 ng L) (Baker i in. 2013).

4. Dzialanie lekéw stosowanych w psychiatrii na organizmy wodne

Wickszo$¢ lekow psychoaktywnych ma strukture podobna do substancji naturalnych oraz
wiasciwosci hydrofobowe, poniewaz aby uzyska¢ pozadane efekty farmakologiczne w mozgu musza
przekroczy¢ bariere krew-mozg. Niestety te wlasciwosci powoduja, ze w srodowisku wodnym sg one
fatwo pobierane przez organizmy, ktore tam zamieszkuja. W tkankach ryb dziko Zyjacych na terenach
Stanéw Zjednoczonych, Europy i Japonii stwierdzono obecnos$¢ réoznych lekow psychoaktywnych,
przy czym najczesciej byly to antydepresanty (FLU i sertralina) oraz przeciwpadaczkowe (CMZ).
Wymienione zwiazki gromadzily si¢ gtownie w mozgu ryb, ktory jest glownym miejscem ich
dziatania (Cunha i in. 2019). Zrozumiale jest, ze naukowcy zainteresowali si¢ problemem czy leki
psychoaktywne zmieniajg zachowanie organizméw wodnych. Mozna bowiem oczekiwac, ze podobne
skutki lekow psychoaktywnych beda wystepowac zaréwno u ludzi, jak i organizméw wodnych, jesli
stezenia w osoczu tych organizméw osiagna wartosci, ktore powoduja dziatanie terapeutyczne.
Dotychczas opublikowane wyniki badan dotycza wptywu omawianych lekéw psychoaktywnych na
kregowce wodne (tj. ryby) oraz bezkregowce (tj. migczaki i krewetki). Najczesciej
w doswiadczeniach ocenia si¢ dziatanie lekow przeciwdepresyjnych i przeciwlgkowych na
zachowanie ryb (Kalichak i in. 2016). Poniewaz badania zachowania si¢ ryb wolno zyjacych w ich
naturalnym $rodowisku sg niezwykle trudne, eksperymenty przeprowadza si¢ w tzw. mikrokosmach
i mezokosmach. Jako punkty koncowe doswiadczen ustala si¢ najczesciej: tempo zdobywania
pokarmu, unikanie drapieznikow, chwytanie zdobyczy, agresje¢, szukanie schronienia, czas spedzony
w gornej potowie akwarium i odwage (typ behawioralny). W prawie wszystkich do§wiadczeniach
odnotowano, ze leki psychoaktywne zmienily zachowanie ryb w sposob, ktory prawdopodobnie
obniza ich sprawno$¢. Przyktadowo, CMZ w stezeniu w zakresie 200-2000 ng L wplywala na
zachowanie organizméw wodnych oraz zmienila struktur¢ spoteczno$ci stodkowodnych i dynamike
ekosystemow. Z kolei CIT, FLU i OZP spowodowaly, m.in. zmiany w zdolno$ci ptywania u Oryzias
latipes, zwigkszenie aktywnos$ci u Perca fluviatilis, zmniejszenie czgstotliwoséci pobierania zywno$ci
przez Gastrosteus aculeatus, zwigkszenie aktywnosci Perca fluviatilis, oraz zmniejszenie
czestotliwosci pracy serca u Danio rerio. Pod wptywem omawianej grupy lekow obserwowano
zmniejszong przezywalno$¢ larw O. latipes. Stwierdzono, ze pod wptywem FLU, DZP i risperidonu
dochodzito do zmniejszenia liczebnosci larw D.rerio co przetozylto sie na zmniejszenie populacji
dorostych osobnikow. Najsilniejsze dzialanie hamujace przezywalno$¢ larw tego gatunku ryby
wykazywaty risperidon i FLU. Z kolei DZP nie wplywat znaczaco na wykluwalno$¢ ikry ale istotnie
zmniejszyt przezywalnos¢ larw wskutek inhibicji tempa pracy ich serc. Opisano takze dziatanie
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mianseryny wobec kregowcow wodnych. Wymieniony zwigzek wykazywal dziatanie estrogenne
i powodowal zaburzenia endokrynologiczne u D.rerio (Calisto i Esteves, 2009). Podobnie, obecno$é
FLU w stezeniu na poziomie ng/l wplyneta na zmiang st¢zenia estradiolu w osoczu O.latipes
i przyczynita si¢ do zwigkszonej liczby nieprawidlowo$ci rozwojowych u mtodych osobnikow.
W badaniach w ktoérych analizowano dziatanie CIT na rozwdj bezkr¢gowcoOw zaobserwowano, m.in
odwarstwienie stopy $limakéw (Leptoxis carinata i Stagnicola elodes). Z kolei u przedstawicieli
komarow (Aedes aegypti), matych skorupiakéw wodnych (Cypridopsis vidua) i parzydetkowcow
(Hydra vulgaris) stwierdzono zmniejszong przezywalnos¢ larw.

W badaniach nad ekotoksycznoscia lekdw psychoaktywnych wobec $rodowiskowych
organizmow wodnych, stosuje si¢ testy biologiczne, w ktorych wykorzystuje si¢ zwierzgta:
pierwotniaki Spirostomum ambiguum lub skorupiaki Thamnocephalus platyurus. CHP i tiorydazyna
byty bardzo toksyczne dla obu gatunkéw a po 24 godzinach, wartosci LC50 byty zblizone do 0,5 mg
L (Nalecz-Jawecki i in. 2008). Mniej popularne sg testy toksycznoéci wykorzystujgce rodliny: glony
(zielenice, sinice i okrzemki), rzes¢ wodng (Lemna gibba i Lemna minor) oraz ukorzenione makrofity.
Organizmy te charakteryzuja si¢ duzym znaczeniem poniewaz, m.in. dostarczaja tlen, zapewniaja
obieg zwigzkow organicznych, oraz schronienie i siedlisko zycia licznym organizmom, w tym
bezkregowcom, rybom, i plazom. Z tego powodu, zmiany zachodzace w ro$linach wodnych
bezposrednio wpltywaja na rownowage calego ekosystemu. W badaniu wykorzystujacym rzese
drobna (L.minor), po 148 godzinach ekspozycji na CHP stwierdzono toksyczne dziatanie tego leku
a warto$é EC50 byla rowna 0,92 mg L* (Trautwein i in. 2012). FLU spowodowata zahamowanie
wzrostu algi Pseudokirchneriella subcapitata. Opisano takze inhibicyjne dziatanie CMZ na rozwdj
i dziatanie chloroplastow u alg, ktére moze skutkowaé zaburzeniem procesu fotosyntezy.

Przy ocenie ekotoksykologicznego wplywu lekow na organizmy wodne wazne jest
uwzglednienie produktéw ich przemian, jakim podlegaja. W s$rodowisku wodnym, zwiagzki
organiczne ulegaja przemianom biotycznym z udzialem, m.in. bakterii $§rodowiskowych i/lub
grzybow. Wymienione mikroorganizmy tworza takie same produkty degradacji lekow
psychoaktywnych jak powstajace podczas metabolizmu w organizmie cztowieka. Przyktadowo, CHP
jest metabolizowana przez grzyb strzgpkowy Cunninghamella elegans a pigé¢ gtownych metabolitow
zostatlo wykrytych w metabolizmie ssakow. Pojawiaja si¢ jednak doniesienia, ze produktami
biodegradacji omawianych lekow sg zwiazki o innych wlasciwosciach fizykochemicznych i innej
aktywnosci biologicznej (Trautwein i in. 2012).

Nieroztozone farmaceutyki czesto ulegaja w wodach powierzchniowych przemianom
abiotycznym, na drodze utleniania, hydrolizy i fotolizy. Czg$¢ promieniowania stonecznego z zakresu
315400 nm (tzw. UVA) indukuje bezposrednie i posrednie procesy fotochemiczne w goérnych
warstwach wod powierzchniowych Najwigcej dostepnych danych literaturowych dotyczy
fotodegradacji fenotiazyn. TRD ulega fotodegradacji pod wptywem symulowanego naswietlania
$wiattlem stonecznym a w wyniku bezposredniej fotolizy tworzy si¢ mieszanina produktow.
W najwigkszych ilo§ciach powstaja pochodne sulfotlenkowe co $wiadczy, ze sa one nie tylko
produktami metabolizmu w organizmach ludzi ale takze produktami powstajacymi wskutek
degradacji w $rodowisku wodnym. Pochodne sulfotlenkowe obecne byly takze wsrdd produktow
fotodegradacji CHP. Zwiazki powstale po naswietlaniu promieniowaniem UVA roztworow CHP
i TRD nie byty toksyczne wobec skorupiaka T. platyurus . Z drugiej strony, produkty fotolizy TRD
oraz CHP jak réwniez oba farmaceutyki wykazywaly wysokg toksyczno$¢ wobec pierwotniaka S.
ambiguum — powodujac, m.in. jego deformacje. Przyczyng tego zjawiska jest najprawdopodobniej
fakt, Zze niektore leki stosowane w psychiatrii, w tym fenotiazyny wykazujg dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe, ktore nasila si¢ wskutek ekspozycji na swiatlo. Przyktadowo, naswietlanie
CHP promieniowaniem UVA generuje wolne rodniki promazylowe, ktore tatwo tworza addukty
z kwasem dezoksyrybonukleinowym (DNA) co prowadzi do utworzenia tlenu singletowego (Natgcz-
Jawecki i in. 2008).

Wydaje si¢, ze szczegdélng uwage nalezy zwrdci¢ na toksyczne dziatanie lekow
psychoaktywnych wobec pierwotniakow. Organizmy te odgrywaja bardzo wazna rolg
w ekosystemach, ze wzgledu na ich udzial - jako glownych organizmoéw - w procesach
samooczyszczania wody i $ciekéw. Ze wzgledu na swoje mate wymiary majg duza powierzchni¢
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w kontakcie z otoczeniem i moga by¢ latwo poddane dziataniu promieniowania stonecznego. Opisany
powyzej pierwotniak S. ambiguum byt bardzo wrazliwy nie tylko leki (CHP i TRD) ale takze na ich
fotopochodne. Swiadczy to o tym, ze zardwno obecno$é lekéw psychoaktywnych, jak i produktow
ich fotolizy w $rodowisku moze mie¢ szkodliwy wplyw na populacje organizméw wodnych.

Z omawianym w niniejszej monografii tematem wigza si¢ dwa istotne problemy. Pierwszy
wynika z faktu, ze wyniki do§wiadczen przedstawionych w niektorych artykutach sa catkowicie
sprzeczne z wynikami opisanymi przez innych naukowcow. Z tego powodu nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, ktore z nich sa wiarygodne i powtarzalne. Przyktadem moze by¢ praca, w ktorej opisano
wyrazny niekorzystny wplyw WEN na mtode ryby. W innym artykule nie stwierdzono Zzadnego
negatywnego wplywu tego leku przez caty cykl zyciowy ryb. Drugi problem wigze si¢ z tym, ze o ile
stosunkowo tatwo oceni¢ wplyw danego, konkretnego farmaceutyku na jeden gatunek to
w srodowisku najczgéciej wystepuje  ,,mieszanina” wielu lekéw, o réznym dziataniu
farmakologicznym. Czeg$¢ z nich moze dziala¢ synergistycznie, inne wrecz przeciwnie — beda
oddziatywac silnie antagonistycznie. Ogoélnie, efekty sa trudne do przewidzenia (Jacob i wsp 2020).
Tym samym wynikoéw eksperymentéw prowadzonych w warunkach laboratoryjnych i dotyczacych
wplywu jednego zwiazku na jeden gatunek nie mozna przetozy¢ na warunki rzeczywiste. Jednym
Z rozwigzah moze by¢ prowadzenie do§wiadczen w mezokosmach (powierzchnia uktadu 0,5-5 m?)
i mikrokosmach powierzchnia uktadu mniejsza niz 0,5 m?), zapewniajacych warunki zblizone do
warunkow naturalnych (Li i in. 2014).

5. Podsumowanie i wnioski

Problem wystepowania lekow psychoaktywnych w $rodowisku jest znaczacy poniewaz
wzrost konsumpcji lekow w ostatnich dziesigcioleciach przyczynia si¢ do generowania coraz
wigkszej liczby odpadow farmaceutycznych. Brak skutecznych metod eliminacji farmaceutykow
w oczyszczalniach $ciekow skutkuje tym, ze pozostatosci omawianych lekow sg wykrywane nawet
w probkach wody do picia. Leki psychiatryczne sg szczeg6lnie niebezpieczng grupa lekow, poniewaz
negatywnie oddzialujg na system nerwowy i zachowania gatunkdéw. Obserwuje si¢ nie tylko szereg
reakcji ktore odbiegaja od normy ale takze zmniejszenie liczebnosci badanych gatunkow. Dlatego
obecnos¢ tych lekow w srodowisku moze prowadzi¢ do zaburzen w eksosystemach. Celowym wigc
dzialaniem jest prowadzenie kontroli zawartosci lekow psychoaktywnych zwiaszcza w $ciekach
oczyszczonych, przed ich zrzutem do §rodowiska oraz badanie dziatania tych zwigzkéw na organizmy
wodne w mezo- i mikrokosmach.
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Streszczenie

Zmiany klimatu na przestrzeni ostatnich lat przybieraja na sile, a ich skutki sa coraz mocniej
odczuwalne. Na te procesy duzy wplyw ma czlowiek i jego dzialania, zwlaszcza te zwigzane
zrozwojem przemyshu. Zmiany klimatyczne powoduja ocieplanie si¢ Ziemi i sg przyczyna
ekstremalnych zjawisk pogodowych, takich jak okresy suszy, intensywne opady i powodzie. W ich
wyniku zachodza pewne modyfikacje w §rodowisku zarowno wodnym jak i ladowym, zmienia si¢
réznorodno$¢ bytujagcych w nich organizmoéw, w tym rowniez tych najmniejszych. Mikroorganizmy
stanowia duzg czg¢$¢ zasiedlajgcych naszg planete organizmow i wplywaja na ich funkcjonowanie,
dostarczajac im sktadnikow odzywczych oraz uczestniczac w waznych zyciowo przemianach.
Przeobrazenia w tej grupie organizméw nie obegda si¢ wigc bez wptywu na innych uzytkownikoéw
planety, poniewaz rosliny oraz zwierzeta sa od nich w pewien sposob zalezne. Jednym z mozliwych
wpltywow klimatu na mikroorganizmy jest zwigkszenie si¢ zasiggu i liczebnosci ich populacji. Taki
scenariusz mozemy zaobserwowacé juz teraz w przypadku niektorych choréb zakaznych, a zaktadajac
dalszy wzrost zakazen tymi drobnoustrojami, problem ten bgdzie stanowit powazne wyzwanie dla
wspolczesnej medycyny. Niniejsza praca porusza kwestie wptywu zmian klimatu na mikroorganizmy
oraz tego jakie zagrozenia mogg si¢ wigza¢ z modyfikacjami w ich populacji.

1. Wstep

Okres czasu, w ktorym sie obecnie znajdujemy, jest niewatpliwie pierwszym w dziejach
ludzkosci, ktory charakteryzuje sie tak wielkim wptywem cztowieka na otaczajacy swiat. Z jednej
strony jako$§¢ zycia na naszej planecie zdecydowanie si¢ podniosta. Zyjemy wygodniej, ale nie za
darmo. Surowce, ktore do takiego trybu zycia dostarcza nam Ziemia, nie s3 nieskonczone. Aktualnie
coraz mocniej jesteSmy w stanie odczu¢ zmiany zachodzace na naszej planecie. Czlowiek stal si¢
waznym czynnikiem ksztaltujacym Ziemie, a przemyst wywart znaczacy wptyw na jej litosferg,
hydrosfer¢ oraz atmosfere. Z uwagi na ten jakze szybko narastajacy proces, zaproponowana zostala
nowa nazwa epoki geologicznej w dziejach Ziemi — antropocen. Okre$lenie to, chociaz funkcjonuje
juz od pewnego czasu, nie zostato oficjalnie zatwierdzone jako nowa epoka geologiczna, ktora
zakoniczyta holocen. Do 2021 roku Grupa Robocza ds. Antropocenu (ang. Anthropocene Working
Group, AWG) miata przedstawi¢ oficjalne stanowisko Miedzynarodowej Komisji Stratygraficznej
(ICS).

To czlowiek i jego dziatania moga by¢ glowna przyczyna obserwowanych ostatnio zmian klimatu
i jego ocieplenia. Za gtdéwng przyczyne obserwowanego wzrostu temperatur uwaza si¢ emitowane
przez przemyst gazy cieplarniane, takie jak np. dwutlenek wegla. Wystepujac w duzej ilosci
W atmosferze, tworza one niejako ,,szklarnie” na Ziemi, zatrzymujac emitowane przez nia cieplo,
ktére promieniuje w kierunku kosmosu. Globalne ocieplenic ma coraz wigkszy wpltyw na zycie
codzienne, a wedlug obecnych prognoz ma si¢ ono tylko zwickszaé. Jego mozliwe skutki, jak
i przyczyny, sa coraz szerzej badane i poznawane. Za jedng z mozliwych naturalnych przyczyn
wzrastania temperatury powierzchni Ziemi podawalo si¢ energi¢ Stonca, ktora to odpowiedzialna
byta zardwno za nadejscie, jak i zakonczenie si¢ epok lodowcowych. I cho¢ niewatpliwie naturalne
zjawiska rowniez maja wplyw na zmiany zachodzgce na naszej planecie, to nie obserwujemy
bezposredniej korelacji ich ze wzrostem energii stonecznej, a zmiany te sg zbyt szybkie, aby to jedynie
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Stonice byto za nie odpowiedzialne (Rys.1). Przyczyng zmiany klimatu, na ktérag mamy bezposredni
wplyw, jest na pewno zwigkszenie ilosci dwutlenku wegla w atmosferze. Jego wzrost powodowac
oczywiscie moga rowniez procesy naturalne, takie jak oddychanie organizméw czy erupcja
wulkanow, jednak od poczatku rewolucji przemystowej jego st¢zenie w atmosferze wzrosto o 47%.
W swoim raporcie, sktadajacy si¢ z grupy 1300 niezaleznych naukowcow Migdzyrzadowy Zespot
ds. Zmian Klimatu, stwierdzil, ze istnieje 95% prawdopodobienstwo, ze to wiasnie dzialalnos¢
czlowieka w ostatnich 50 latach spowodowata ogrzanie si¢ Ziemi.

Temperature vs Solar Activity
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Rys. 1. Wykres przedstawia zmiany w energii Slofica odbieranej przez Ziemi¢ oraz zmiany
temperatur jej powierzchni na przestrzeni lat 1880-2020 (https://climate.nasa.gov/fag/14/is-the-sun-
causing-global-warming/).

Jednym z bardziej interesujacych zagadnien, kiedy mowa o ociepleniu klimatu, jest to jak
wplynie ono na nasze zycie. To, co bedziemy z pewno$cig zauwazaé, to zmiana trendow
temperaturowych w roznych regionach $wiata, wilgotnosci powietrza, czy wzrost poziomu wod
w wyniku topnienia lodowcow. Podnoszenie si¢ temperatury powierzchni Ziemi wptywa jednak
réwniez na inne elementy, ktore trudniej nam dostrzec. Obserwujac zmiany klimatyczne zachodzace
na Ziemi, tatwiej okresli¢, jaki maja one wptyw na rézne gatunki zwierzat czy roslin, a spadek ich
réznorodnos$ci szybko nas alarmuje. Jednak to, jak zmienia si¢ populacja mikroorganizméw, zdaje si¢
by¢ sprawg pomijang w wielu modelach klimatycznych. Ich powszechno$¢ i fatwos¢ w namnazaniu
si¢ oraz to, ze wchodza one w silne korelacje z innymi organizmami, moze jednak sprawi¢, ze to
wiasnie zmiany w tej grupie organizméw bedg przez nas najmocniej odczuwalne. Moga one mieé
duzy wplyw na zmiany klimatyczne, zarowno przyspieszajacy, jak i zwalniajacy ich tempo. Dlatego
temat wplywu mikroorganizméw na klimat i odwrotnie powinien by¢ szeroko badany.

2. Opis zagadnienia i przeglad literatury

2.1 Mikroorganizmy morskie

W $rodowisku morskim mikroorganizmy stanowia az 90% calej biomasy i sa jego
kluczowym sktadnikiem, uczestniczac w wielu tancuchach pokarmowych. Powierzchnia oceanow
i moérz pokrywa wigkszo$¢ Ziemi, ok. 70%, mozna si¢ wigc spodziewad, jak znaczacy wplyw maja
wahania w strukturze tego ekosystemu dla catej planety. Zmiany klimatu przyczyniajg sie do wzrostu
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temperatury, zakwaszenia wod, efektywnosci dostarczania sktadnikéw odzywczych oraz powoduja
nasilanie si¢ ekstremalnych zjawisk pogodowych. Te wszystkie czynniki wywieraja wpltyw na
organizmy zasiedlajace wody, w tym na mikroorganizmy, ktére co prawda maja duze zdolnosci
adaptacyjne, jednak ich przystosowanie si¢ moze nie by¢ natychmiastowe i moze nie$§¢ za soba
zmiany w innych populacjach. Moga by¢ one zmuszone do migracji, badz zostang zastgpione tatwiej
przystosowujacymi si¢ rodzajami. Wszystkie te zmiany, a W szczego6lnosci podwyzszony poziom
dwutlenku wegla, zazwyczaj dzialaja na organizmy zywe, zaburzajagc réwnowage produkcji
zwigzkow odzywcezych, a takze moga prowadzi¢ do spadku badZ wzrostu ich populacji. W przypadku
niektérych mikroorganizmow jest to szczegodlnie niepokojace. Trend spadkowy w warunkach
podwyzszonego poziomu dwutlenku wegla zaobserwowa¢ mozna u fitoplanktonu, ktory to, mimo
tego, ze stanowi zaledwie 1% globalnej biomasy roslin, odpowiada za produkcj¢ ponad potowy tlenu
na Ziemi (Cavicchioli i in. 2019). W przypadku tych organizmoéw, a zwlaszcza sinic, zaobserwowaé
mozna réwniez wzrost populacji, jednak zalezy on od innego czynnika klimatycznego, a mianowicie
wzrostu temperatury. JesteSmy juz w stanie zaobserwowac ich coraz czestsze zakwity w zbiornikach
wodnych. Kwitnace sinice wytwarzaja toksyczne dla ptactwa wodnego i ssakow zwiazki, takie jak
neurotoksyny, hepatotoksyny i dermatoksyny. Zagrazaja one zdrowiu i Zyciu niektorych gatunkow
zwierzat, a takze rekreacyjnemu wykorzystaniu tych zbiornikow, pozyskiwaniu wody pitnej czy tez
wody do uzytku w rolnictwie.

2.2 Mikroorganizmy ladowe

Catkowita liczba mikroorganizméw w $rodowiskach ladowych wynosi ~ 102° i jest podobna
do ich zawarto$ci w zbiornikach morskich (Flemming i in. 2019). Znaczng cz¢$¢ tych organizméw
stanowia te znajdujace si¢ w glebach. Biorg one udzial w dostarczaniu niezbednych dla roslin
sktadnikéw pokarmowych, takich jak azot czy fosfor oraz reguluja poziom wegla organicznego
magazynowanego w glebach i tego uwalnianego do atmosfery. Réznorodno$¢ drobnoustrojow
glebowych, z uwagi na spetniang przez nie rolg, wptywa na réznorodnos$¢ i ilos¢ roslin porastajacych
Ziemig oraz ich bogactwo w sktadniki odzywcze. Spadek ilosci roslin moze wptynaé natomiast na
spadek liczby innych organizméw oraz na przyspieszenie zmian klimatycznych. Do takich efektow
doprowadzi¢ moze akumulacja dwutlenku wegla w atmosferze, ktory to naturalnie jest absorbowany
przez rosliny w procesie fotosyntezy. Uzytkowanie ziem przez cztowieka rowniez nie pozostaje bez
wplywu na mikroorganizmy. Blisko 40% powierzchni ladowych Ziemi to tereny uzytkowane
w celach rolniczych (dane Banku Swiatowego o gruntach rolnych). Przewiduje si¢ tendencje wzrostu
tego obszaru. Uzytkowanie ziemi w takich celach wplywa na zmiany w obiegu gleb i sktadnikow
odzywczych, takich jak cho¢by wspomniany azot czy fosfor. Powoduje to znaczne zmniejszenie si¢
populacji i réznorodno$ci organizmow, w tym mikroorganizméw. Zmniejszenie ich bioréznorodnosci
na tak obszernej powierzchni ma niewatpliwie wptyw na pozostata cze¢$¢ populacji mikroorganizmow
ladowych oraz zachwianie obiegu wegla w przyrodzie.

2.3 Wplyw zmian klimatycznych na populacje mikroorganizméw

Zmiany klimatyczne powoduja zwickszenie temperatury w wodach i na ladach, zmiany
w pH $rodowisk, zwicksza si¢ tez ilo§¢ gazow cieplarnianych w atmosferze, w tym dwutlenku wegla
oraz coraz czgsciej obserwowane sg naglte zjawiska pogodowe. Wszystko to wptywa na zasiedlajacy
Ziemie mikrobiom. W zmieniajgcych si¢ warunkach musza si¢ one przystosowaé, w innym wypadku
liczebno$¢ ich populacji oraz organizmoéw od nich zaleznych zostanie zachwiana. Mikroorganizmy
w wyniku zmian $rodowiska moga zmieni¢ swoja aktywno$¢ i przyspieszy¢, badz wptyna¢ na
zwolnienie zmian klimatycznych. Podwyzszona temperatura determinuje tempo wzrostu
mikroorganizméw. Jednak nie wszystkie sa w stanie szybko przystosowac si¢ do jej zmian. Grzyby
i wirusy zwykle wolniej przystosowujg si¢ do zmian temperatury niz bakterie, co moze wplyna¢ na
réznorodno$¢ tych mikroorganizméw w Srodowisku i zbytnie rozprzestrzenienie si¢ tych szybciej
przystosowujacych si¢. W wyniku podnoszenia si¢ temperatury zmienia si¢ aktywno$é
mikroorganizmow i tutaj wigkszo$¢ modeli klimatycznych przewiduje pozytywne sprzezenie zwrotne
i zwigkszenie oddychania mikrobiomu, jednak jest to zalezne od ekosystemu i nie wszystkie z nich
reaguja w ten sposob. Konsekwencja podwyzszenia temperatury jest czgstsze wystepowanie susz
i zwigkszenie si¢ obszaréw pustyn i terenéw suchych. W takich glebach spada ilo§¢ magazynowanej
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wody, a w wyniku tego zmniejsza si¢ rowniez aktywnos$¢ mikroorganizmow i akumulowanego przez
nie dwutlenku wegla. Takie mikroorganizmy staja si¢ mniej stabilne, moze zmniejszy¢ si¢ ich
réznorodno$¢ i ilos¢. Nagle zjawiska pogodowe, takie jak ulewne deszcze i powodzie, rowniez
wywieraja wptyw na mikroorganizmy i moga one doprowadzi¢ do rozprzestrzeniania si¢ niektorych
z nich. Zalewanie wickszych obszar6w powoduje taczenie si¢ $rodowisk wodnych i ladowych,
wpltywajac na ré6znorodno$¢ mikrobiomu. Mikroorganizmy i ich reakcja na zmiany klimatu moze sta¢
si¢ waznym czynnikiem, ktory wptynie na szybkos$¢ tych przemian. Niektore srodowiska, takie jak
torfowiska, ktore aktualnie pochfaniaja dwutlenek wegla, a wyniku zachodzacych zmian moga zaczaé
oddawac go do atmosfery, odegraja wazna rolg w przyspieszaniu badz zahamowaniu tych zmian.

2.4 Wplyw zmian klimatycznych na mikroorganizmy patogenne

Obserwujac zmiany zachodzace w populacjach mikroorganizméw, nie mozemy pomina¢
mikroorganizméw patogennych. Ich zbytni wzrost moze by¢ bezposrednim zagrozeniem dla
organizmoéw, ktoére sa w stanie zainfekowaé¢ migdzy innymi czlowieka 1 spowodowac
rozprzestrzenianie si¢ chordb zakaznych. Wzrost temperatury, nagle zjawiska pogodowe, w tym fale
upatdéw, susze i powodzie oraz zwigzana ze zmianami klimatu migracja ludnosci doprowadzajg do
sytuacji, w ktdrej mikroorganizmy patogenne oraz wektory je przenoszace sg w stanie
rozprzestrzenia¢ si¢ na inne niz dotad przez nie zasiedlane obszary i moga pojawia¢ si¢ tam nowe
infekcje. Stanowi to powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Juz teraz obserwujemy pojawienie
si¢ wczesniej niewystepujacych na terenie Europy zakazen, badz gwaltowny wzrost zakazen jak dotad
Sporadycznie wystepujacymi chorobami wywolanymi przez pewne patogeny. Wzrost zakazen na
terenie Europy obserwujemy np. w przypadku flawiwirusow wywotujacych kleszczowe zapalenie
mozgu (KZM) oraz wirusa gorgczki Zachodniego Nilu (WNV). W tych obu przypadkach mamy do
czynienia z wigksza ekspansjg wektorow powodujacych zakazenie. W przypadku KZM jest to
zwigkszenie si¢ populacji kleszcza w Europie i powodowany tym wzrost zakazen wirusem wsrod
ludzi oraz pojawienie si¢ zachorowan w regionach, w ktéorych wczesniej zakazenia nie
wystepowaly/wystepowaly sporadycznie. WNV jest wirusem przenoszonym przez komary
i przywleczonym do Europy w II potowie XX wieku. Z uwagi na wzrost temperatury, przenoszace
go komary sg aktywne na wickszych obszarach. Wirus ten powoduje zachorowania gtownie u koni
i ptakow. Jednak od 2018 roku obserwuje si¢ wzrost zachorowan rowniez u ludzi, z najwigkszym
przyrostem w Bulgarii, Francji i we Wtoszech. W 2018 roku na terenie Europy na WNV zachorowato
wigcej ludzi niz na tym samym obszarze podczas 7 wezesniejszych lat (Pancer 2020). Inng choroba
wywotywang przez flawiwirusy, na ktorg zachorowalno$¢ w ostatnich latach na Swiecie ro$nie, jest
denga. Choroba ta przenoszona jest rowniez przez wektory, a doktadniej komary Aedes aegypti
i Aedes albopictus. W ciggu ostatnich 50 lat zachorowalno$¢ na t¢ chorobe rosnie, a w latach 2005-
2015 $miertelno$¢ z jej powodu na §wiecie wzrosta o prawie 50% (Wang i in. 2016). Jest to zwigzane
ze wzrostem temperatury, pozwalajacym wektorom dengi, ktdre to szczyt swojej aktywnosci
uzyskuja przy 29°C (Liu-Helmersson i in. 2014), na aktywno$¢ na wigkszym obszarze. Zwiekszong
zachorowalno$¢ mozna zaobserwowac rowniez w przypadku choréb powodowanych przez bakterie.
Taka choroba jest np. borelioza wywotywana przez kretki, gtownie Borrelia burgdorferi i Borrelia
azfeli, przenoszona na ludzi przez wektory, a doktadniej kleszcze Ixodes. Zapadalno$ci na t¢ chorobe
w Polsce wzrosta w ostatnich latach z poziomu ok. 10/100 tys. w 2004 r. do 56/100 tys. w 2017 r.
(Fiecek 2020). Wzrost zapadalno$ci na borelioze zwiazany jest z rozprzestrzenianiem si¢
geograficznym i powickszaniem si¢ populacji przenoszacego ja wektora, a warunkowane jest to przez
wzrost temperatury. Coraz rzadsze wystgpowanie niskich temperatur zima nie reguluje liczebnosci
kleszczy, a co za tym idzie, okres ich aktywnosci znaczaco si¢ wydtuza.

Zmiany klimatu warunkuja réwniez rozprzestrzenianie si¢ drobnoustrojéw, ktére nie
przenosza si¢ za posrednictwem wektoréw. W ostatnich latach obserwujemy rozszerzenie si¢ zasiegu
wystepowania oraz zwiekszong ilo$¢ zakazen przecinkowcami Vibrio. W wodach Battyku wystepuja
przecinkowce powodujace wibriozy, objawiajace si¢ jako niezyty przewodu pokarmowego,
zakazenia ran, ucha, czy spojowek oczu. Sa to nietoksynotwoércze V. cholerae, V. vulnificus i V.
parahaemolyticus. Problem wzrostu zakazen tymi bakteriami dotyka wszystkich krajow
Europejskich, a szczegolnie tych okolobattyckich. Z uwagi na to, ze nie ma obowiazku zglaszania
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przypadkéw zachorowan nimi powodowanych, nie jest znana doktadna skala problemu. Jednak
W ciepte lata notowany jest znaczny wzrost przypadkéw zakazen tymi patogenami. Badania prébek
wody z Morza Baltyckiego pobranych z polskich wod przybrzeznych w okresie od czerwca do
wrzesnia 2019 roku, wykazaly mniej wigcej statg obecnos¢ w nich przecinkowcoéw nalezacych do
opisanych grup. Szczegdlnie licznie wystgpowaly one w cieptych wodach Zatoki Gdanskiej
(Wolkowicz i in. 2020). Oprocz znanych nam juz mikroorganizmoéow, ktérych wzrost populacji
obserwujemy, badz jestesmy w Stanie obserwowac jesli takowy si¢ pojawi, zmiany klimatu powoduja
zagrozenie nowymi patogenami, jak dotad niezagrazajacymi czlowiekowi. Podwyzszenie si¢
temperatur bedzie zmusza¢ organizmy, takie jak grzyby czy wirusy, do przystosowania si¢ do nich,
powodujac w efekcie przystosowanie si¢ do temperatury panujacej w ciele cztowieka i umozliwiajac
zakazenie. Zagrozeniem staja si¢ rOwniez mikroorganizmy, ktore zostaly zamrozone w aktualnie
topniejacej wiecznej zmarzlinie.

3. Dyskusja i wnioski

Zmiany Kklimatyczne stanowia niewatpliwie wyzwanie obecnych czasow. Wiele prac
podejmuje temat, w jaki sposob te zmiany moga wptyna¢ na nasze codzienne zycie, a prognozy raczej
nie sa optymistyczne. Coraz bardziej podnosi si¢ temperatura Ziemi, lodowce i wieczna zmarzlina
topnieja, pojawiajg sie czestsze i bardziej dynamiczne zjawiska pogodowe, a okresy suszy przeplatane
przez ulewne deszcze coraz bardziej nas dotykaja i wplywaja na zubozenie plonow. Jednak bardzo
wazna w zachodzacych zmianach jest reakcja mikroorganizméw i to jak przystosuja si¢ one do
nowego srodowiska. Z uwagi na rolg, jaka mikroorganizmy odgrywaja w §wiatowym obiegu wegla
i emisji gazéw cieplarnianych, potrzeba badan méwiacych o tym, czy w pewnym momencie nie
zaczng one oddawa¢ wickszej ilosci tych gazow do atmosfery. Rownowaga miedzy
wychwytywaniem, a produkcja przez mikroorganizmy gazow cieplarnianych moze zostaé tatwo
zachwiana przez dziatania cztowieka i zmiany klimatu. Bylby to niewatpliwie czynnik nadajacy
zmianom klimatu szybsze tempo, a wiemy juz, ze w niektorych §rodowiskach taka reakcja byta
obserwowana. Potrzebne sg w tym temacie doktadniejsze badania laboratoryjne dziatania stresorow
na mikroorganizmy oraz badania terenowe, ktore pozwola Sledzi¢ zmiany zachodzace w populacjach.
Dzigki takim badaniom bedziemy w stanie lepiej przewidywaé scenariusze nadchodzacych zmian.
Kolejnym z zagrozen, jakie ptynie z narastajacych zmian klimatycznych, jest mozliwa coraz szybsza
transmisja czynnikow zakaznych. Wektory, jaki isame drobnoustroje patogenne, zyskaty
odpowiednie $rodowisko do szybszego namnazania si¢ 1 stanowia zagrozenie dla zdrowia
publicznego. W obecnej sytuacji potrzeba nam systemow, ktore pozwola szybciej wylapywac
zardbwno niekontrolowany wzrost znanych, jak i pojawienie si¢ jak dotad nieznanych
mikroorganizméw zakaznych dla czlowieka. Brak szybkiej reakcji na czynniki zakaZzne moze
doprowadzaé¢ do sytuacji globalnego rozprzestrzenienia si¢ szkodliwego drobnoustroju, tak jak
cho¢by w przypadku obecnie trwajgcej pandemii COVID-19. Zmiany klimatu jakie zachodza
W naszym otoczeniu, stawiajg nas przed nowymi wyzwaniami. Przyjety przez spoteczenstwo styl
zycia niewatpliwie ulegnie zmianie, jesli nie w wyniku dzialan kierowanych przez rozsadek
i zmierzajacych do zahamowania zmian klimatu, to wtasnie w wyniku jego zmian i narastajgcej
intensywnosci zjawisk przyrodniczych i ich destrukcyjnej sile.
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12. Zanieczyszczenie Srodowiska estrogenami
Environmental pollution by estrogenic compounds
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Streszczenie

Zenskie hormony plciowe, czyli estrogeny to zwigzki, ktore dzialaja na uktad hormonalny.
Ich obecno$¢ w srodowisku (np. w wodach powierzchniowych) stanowi powazny problem, poniewaz
negatywnie oddzialuja na organizmy zamieszkujace akweny wodne. Sa to zwiazki trwale,
trudnobiodegradowalne a ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizyko-chemiczne (m.in. lipofilowo$¢),
tatwo ulegajace sorpcji na osadach dennych.

Celem pracy jest charakterystyka estrogendow, drogi jakimi trafiaja do Srodowiska,
efektywnos$¢ ich usuwania podczas proceséw oczyszczania $ciekow oraz wplyw na organizmy.
W pracy wykorzystano najnowsze publikacje opisujace temat. Przeglad publikacji zostat wykonany
w oparciu o dostepne elektroniczne bazy medyczne. Przedstawiona praca ma charakter pogladowy.

1. Wstep

Jednym z najprezniej rozwijajacych si¢ galezi $wiatowego przemystu jest rynek
farmaceutyczny. Rozwdj ten jest oparty, m.in. na rosngcym popycie na farmaceutyki (Hrydziuszko
2017). W rezultacie, ilo$¢ substancji stosowanych przez pacjentdw w powszechnym uzytku stale
zwigksza si¢. Polska jest krajem, w ktorym sprzedaz lekow w ostatnich kilkunastu latach sukcesywnie
wzrasta. Na tle Europy, polski rynek farmaceutyczny zajmuje 6. miejsce pod wzgledem zbytu lekow
(Roguska i Feliksaik 2010). Istnieje proporcjonalna zalezno$¢ miedzy wzrostem ilo$ci stosowanych
farmaceutykow a wzrostem ilo$ci zanieczyszczen §rodowiskowych powodowanych przez zwigzki
oraz produkty powstale w procesach ich rozktadu (Szymonik i Lach 2012). Spos$réd powszechnie
uzytkowanych lekow czg$¢ nie ulega metabolizmowi w organizmie i tym samym sa wydalane
w formie niezmienionej lub tylko nieznacznie zmienionej jako polarne czasteczki (Kot-Wasik i in.
2003). Praktycznie we wszystkich probkach pobieranych ze $rodowiska wodnego obecne sa leki
nalezace do réznych grup: B — blokery, niesteroidowe leki przeciwzapalne, antybiotyki, naturalne
i syntetyczne estrogeny oraz neuroleptyki.

Do parametréw pozwalajacych oceni¢ czy dany zwigzek moze stanowi¢ zagrozenie dla
srodowiska zalicza si¢ jego trwatos$¢, toksyczno$¢ oraz podatno$¢ na biodegradacje, czyli rozktad
przez mikroorganizmy $rodowiskowe. W raporcie Szwedzkiej Agencji Produktéw Medycznych na
temat skutkow obecno$ci farmaceutykéw w $rodowisku (Ldkemedelsverket 2004), 30
farmaceutycznie aktywnych zwigzkow zostalo sklasyfikowanych pod katem ich toksycznosci dla
organizmow wodnych (Tab.1).

Dane zawarte w Tab. 1 wskazuja, Zze estrogeny moga by¢ zaliczane, wraz z m.in.
antybiotykami, do szczegolnie niebezpiecznych substancji dla srodowiska naturalnego.
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Tab.1. Klasyfikacja srodowiskowa farmaceutykow.

SUBSTANCJA | TOKSYCZNOSC | BIOAKUMULACJA | TRWALOSC | KLASYFIKACJA

Etynyloestradiol | Toksyczny dla Potencjalna Nietatwo Niebezpieczny dla
organizmow bioakumulacja ulegajacy srodowiska
wodnych biodegradacji

Noretysteron Bardzo toksyczny Nieulegajacy Nietatwo Niebezpieczny dla
dla organizmow bioakumulacji ulegajacy srodowiska
wodnych biodegradacji

Estradiol Nietoksyczny Potencjalna Brak Brak informacji

bioakumulacja jednoznacznych
danych
Estriol Brak danych Nieulegajacy Brak danych Brak informacji

bioakumulacji

2. Estrogeny —ogélne informacje

Wsroéd hormondéw produkowanych przez organizmy zywe w tym organizm czlowieka
estrogeny zajmujg szczegoélne miejsce. Te zenskie hormony piciowe sg niezbgdne do tego, aby
narzady rodne kobiet rozwijaly si¢ i funkcjonowaty prawidtowo. Charakteryzuja si¢ wysoka
aktywnoscia biologiczng (endokrynng), a ich dziatanie obserwuje si¢ juz przy bardzo niskich

stezeniach.

Wszystkie estrogeny swoja budowa wywodza si¢ od struktury steranu (Rys.1.). Oznacza to,
ze posiadaja charakterystyczny szkielet, w ktorego sktad wchodza cztery pierScienie: jeden
benzenowy (pierscien A), dwa cykloheksanowe (pierscienie B i C) oraz jeden cyklopentanowy
(pierscien D) (Kumirska i in. 2012).

Rys.1. Struktura steranu.

Ze wzgledu na réznice strukturalne w pier$cieniu D mozemy wyrdznié:

— estron (E1), ktory zawiera grupe karbonylowa w pozycji C17,
— estriol (E3), posiadajacy dwie grupy alkoholowe przy C16 i C17 oraz

— 17-estradiol (E2), zawierajacy dodatkowa grupg¢ hydroksylowa przy C17

. Ze wzgledu na

orientacje¢ (konformacj¢) przestrzenng tej grupy, istnieja dwie formy tego zwiazku: a i f.

(Rys.2.)

cHy 2
} mfw
HO™? HO

estron (E1) 17a-estradiol (17a —E2)

Rys.2. Wzory strukturalne naturalnych estrogenow.

17B-estradiol (17B —E2)

estriol (E3)

Estrogeny przede wszystkim odpowiadaja za kontrole cyklu rozrodczego, prawidtowego
przebiegu cigzy i uwydatnienie drugorzedowych cech piciowych u kobiet a ponadto wyplywaja na
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dobrg kondycje skéry kosci, ukladu sercowo-naczyniowego, przyspieszenie metabolizmu,
zwigkszenie stezenia tzw. ,dobrego” cholesterolu, oraz zapobiegaja osteoporozie poprzez
wspomaganie mineralizacji kosci. U mezczyzn, estrogeny reguluja poped plciowy i wspomagaja
dojrzewanie plemnikoéw. Kobiety produkuja wigksze ilosci hormonow estrogenowych niz m¢zezyzni,
przy czym ilo$¢ ta nie jest stala i zmienia si¢ w zalezno$ci od tego w jakim okresie zycia jest kobieta.
Najwicksza produkcja estrogendw ma miejsce w czasie cigzy a najmniejsza - W okresie
pomenopauzalnym (Tapiero i in. 2002). Szacuje si¢, ze organizm kobiet w cigzy produkuje prawie
120 razy wiecej 17B-E2 niz organizm kobiet w czasie menopauzy. Srednie dzienne wydalanie
estrogenéw z moczem kobiet miesigczkujacych wynosi 4,8 pug E3, 8,0 ug E1 1 3,5 ug E2, natomiast
$rednie dzienne wydalanie tych zwigzkow przez kobiety w cigzy wynosi: 6000 pg E3, 600 pg E1 oraz
259 ug E2. Srednie wydalanie E1, E2 i E3 z moczem przez kobiety po menopauzie wynosi ok. 7
pg/dzien i odpowiada $redniemu wydalaniu estrogendéw przez dorostych mezczyzn. U kobiet
w okresie rozrodczym, najwigksza aktywno$¢ posiada 17B-E2. Okoto 5-krotnie mniejsza aktywnosé
ma El, ktory jest gléwnym estrogenem w okresie pomenopauzalnym. Najstabsze dzialanie
endokrynne ze wszystkich estrogenow posiada E3. Za wydzielanie estrogenow u kobiet
odpowiedzialne sg kora nadnerczy, jajniki i tozysko (Adeel i in. 2017). W organizmie mezczyzn
gléwnym zrédlem estrogenoéw a doktadniej E2 jest przemiana testosteronu w jadrach.

Estrogeny sa pochodnymi cholesterolu wiec podobnie jak on s3 metabolizowane w watrobie.
Wymiana grupy -OH na =0 prowadzi do przemiany E2 w E1, ktéry w wyniku dalszych przemian
przeksztalca si¢ w E3. W wyniku estryfikacji powstaja glukuronowe i siarczanowe pochodne, ktore
sg wydalane z organizmu z z6tcig, katem lub moczem.

Wymienione estrogeny, wraz z produkowanym jedynie w czasie trwania cigzy E3, stanowig
grupe naturalnych estrogenow (Kumirska i in. 2012). Oprocz nich istnieje wiele syntetycznych
odpowiednikow, ktore charakteryzuja si¢ znacznie stabszym dziataniem niz naturalne hormony.
Wyjatkiem sa niektore skladniki preparatow farmaceutycznych, m.in. etynyloestradiol (EE)
i dietylostilbestrol (DES) (Tapiero i in. 2002). Pierwszy z nich hamuje w organizmie synteze
naturalnych estrogenéw i dzigki tym wiasciwosciom jest sktadnikiem tabletek antykoncepcyjnych.
Drugi z wymienionych podawany jest kobietom m.in. w celu podtrzymania cigzy. Istnieje tez grupa
fitohormondw, czyli zwigzkéw pochodzenia roslinnego, ktére rowniez sa endokrynnie czynne.
Zalicza si¢ niej ponad 100 réznych substancji, ktore na podstawie struktury chemicznej dzieli sig
m.in. na flawony, izoflawony, lignany i dipertenoidy.

2.1 Wiasciwosci fizykochemiczne estrogenow

Znajac wlasciwosci fizykochemiczne estrogenéw mozna przewidzie¢ w jakich elementach
srodowiska bedg si¢ one kumulowac. Estrogeny majg wiasciwosci lipofilowe a wigc wykazujg
tendencj¢ do gromadzenia si¢ zwlaszcza w tkance ttuszczowej ludzi i zwierzat oraz fatwo pokonuja
bariere krew-moézg (Tapiero i in. 2002). Dzieki obecnosci pierScienia A z grupa -OH, wykazuja
wlasciwosci stabych kwasdéw. Sa to zwiazki stabo rozpuszczalne w wodzie, przy czym estrogeny
naturalne sg lepiej rozpuszczalne od syntetycznych (Dudziak, Bodzek 2005). W $rodowisku
obojetnym najstabiej rozpuszczalny jest EE (zawierajacy w swej strukturze dodatkowe grupy
etynylenowe), lepiej — 17-E2 a najlepiej — E1. W $rodowisku zasadowym (pH=10) rozpuszczalnos¢
wszystkich estrogenow jest wigksza. Parametrem, ktory wskazuje na zdolno$¢ do kumulacji zwiazku,
a wlasciwie na tendencje do rozpuszczania w wodzie w pordéwnaniu do rozpuszczalno$ci
W n-oktanolu jest wspotczynnik podziatu oktanol-woda (Kow). Im wigksza jest jego wartos¢
parametru to tym wigksza zdolnos¢ do sorpcji na materiale stalym (osadzie) wykazuje badany
zwigzek. W przypadku naturalnych estrogenéw, wartosci log Kow sg wysokie. Najwyzsza wartoscig
log Kow wynoszaca 4,01 cechuje si¢ E2, a wigc gdy zwiazek ten trafi do Srodowiska to
najprawdopodobniej bedzie kumulowaé sie na osadach i koloidach organicznych wystepujacych
w wodach powierzchniowych (Adeel i in. 2017). W warunkach aerobowych, okres pottrwania 1763-
E2 i E1 w wodzie wynosi odpowiednio 1,8 i 3,0 dni. EE jest bardziej trwaly niz naturalne estrogeny
zardwno w wodzie, jak i osadach a jego okres pottrwania wynosi 17 dni i jest 10-krotnie dtuzszy niz
E2 w tych samych warunkach.
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3. Wystepowanie estrogenow w srodowisku

Szacuje si¢, ze cala §wiatowa populacja ludzi, a wigc ponad 7,5 miliarda 0séb corocznie
uwalnia do srodowiska okoto 30 000 kg naturalnych estrogenéw oraz okoto 700 kg estrogenow
syntetycznych, stosowanych gtéwnie jako antykoncepcja hormonalna (Adeel i in. 2017).

Praktycznie wszystkie leki stosowane w medycynie i weterynarii moga przedostaé si¢ do
srodowiska naturalnego (Rydzynski 2016). Moga w nim wystgpowac w postaci niezmetabolizowanej
lub w postaci tzw. metabolitow I badz II fazy (Czech. 2012). Okoto 65% doustnie podanego E2 lub
E1 jest wydalane z moczem a okoto 15% - z katem. Hormonalne $rodki antykoncepcyjne (tabletki
antykoncepcyjne) zawieraja EE, ktory wydalany jest glownie w postaci sprz¢zonych siarczanow
(80%).

Prawdopodobnie najwickszym zrodtem estrogenéw w $srodowisku sa wydaliny i odchody
zwierzgce. Szacuje si¢, ze hodowla zwierzat gospodarskich na masowa skale przyczynia si¢ do emisji
ponad dwukrotnie wyzszej ilo$ci estrogenéw w poréwnaniu do ilosci tych zwigzkow pochodzacych
z medycyny (83 000 kg/rok). Przyktadowo, hormony estrogenowe sa stosowane na szeroka skalg
W przemysle mleczarskim w celu zwigkszenia tempa i efektywnosci wzrostu bydta oraz obecnosé
U zwierzat masy mie$niowej pozbawionej thuszczu (Adeel i in. 2017). Wg Andaluri i in. (2011)
stezenie 170-E2, 17B-E2 i E1 w nawozach wynosi od 6 do 462 ng/g suchej masy. Biomasa ze
zwierzgcego obornika jest czesto stosowana jako alternatywne zrodio skladnikow odzywczych
W rolnictwie ekologicznym, czyli tzw. “nawdz naturalny”. W takim przypadku, estrogeny i inne
farmaceutyki obecne w odchodach zwierzat gospodarskich, moga by¢ z nich wymywane, wraz
z opadami atmosferycznymi. W rezultacie, zwigzki te trafiajg do wod gruntowych skad przedostaja
si¢ do wod powierzchniowych. Rezerwuarem estrogenéw sa oczyszczalnie Sciekow miejskich do
ktorych trafiaja $cieki komunalne zawierajace estrogeny i ich metabolity. 1768-E2, E1 1 E3 wystepuja
w $ciekach w stezeniu, odpowiednio, <0,1-88 ng/l, <0,1-220 ng/l i <0,1-42 ng/l. Syntetyczny EE
obecny jest w $ciekach na poziomie <0,053-62 ng/l. W wodach powierzchniowych st¢zenia
estrogendw sg nizsze niz w $Sciekach i wynosza 0,05- 15 ng 17B8-E2/I, <0,1-17 ng E1/I, <0,1-3,4 ng
E3/l oraz <0,053 - 30,8 ng EE/I.

3.1 Degradacja srodowiskowa estrogenow

Warunki §rodowiskowe sg czynnikiem, ktory w istotny sposéb wptywa na szybkos¢ rozktadu
substancji w Srodowisku. Rozklad zwiazkéw organicznych w $rodowisku bez udziatu
mikroorganizméw $rodowiskowych przebiega na drodze przemian fizycznych, chemicznych lub
fotochemicznych. Przy ograniczonym dostepnie tlenu, stopien degradacji estrogendw w srodowisku
jest niewielki. Niektore z estrogenoéw, jak np. E2 1 EE, ulegaja degradacji pod wplywem
promieniowania stonecznego (Adeel i in. 2017). Efektywnos¢ takiej reakcji zalezy gtownie od
natgzenia promieniowania, a wigc od szerokosci geograficznej, pory dnia i roku, zachmurzenia, lecz
réwniez od warunkoéw eutroficznych, w tym od zawartosci i rodzaju rozpuszczonej materii
organicznej. Przyktadowo, ze wzgledu na ograniczong dostgpno$¢ $wiatta stonecznego, procesy
degradacji zachodza wylacznie w powierzchniowej warstwie gleby (do okoto 1 mm) natomiast
w wodach powierzchniowych — do glebokosci okoto 2 metrow. Z intensywnos$cia promieniowania
wiaze si¢ temperatura. Przyjmuje si¢, ze wzrost temperatury sprzyja zwigkszeniu szybkosci reakcji.
Tym samym, procesy degradacji w sferze klimatycznej goracej sa znacznie intensywniejsze niz
w strefie umiarkowanej i chtodnej. Najpowszechniejszym procesem odpowiedzialnym za abiotyczna
degradacje zwigzkow organicznych w srodowisku jest hydroliza. W trakcie tej reakcji dochodzi do
wymiany labilnej grupy obecnej w organicznym substracie na grupe -OH, dzigki czemu zwigksza si¢
jego rozpuszczalnos¢.

W rozktadzie zwigzkéw organicznych w $rodowisku naturalnym uczestnicza tez
drobnoustroje a proces ten moze przebiega¢ zardwno w warunkach beztlenowych (anaerobowych)
jak 1 tlenowych (aerobowych). Dla mikroorganizméw zasiedlajacych wody i gleby, substraty
organiczne stanowig zrodto wegla, azotu i energii. Podatno$¢ zwigzkéw organicznych na
biodegradacje zalezy od ich struktury czasteczkowej. Obecnos¢ licznych pierscieni, jak w przypadku
estrogenow, oraz krotkich fancuchow bocznych utrudnia lub nawet uniemozliwia rozktad tych
zwigzkoéw przez drobnoustroje srodowiskowe. Z tego powodu, estrogeny zalicza si¢ do zwiazkoéw
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trudnobiodegradowalnych. Ponadto estrogeny wykazuja wlasciwosci lipofilowe co oznacza, ze
W oczyszczalniach Sciekdéw nie ulegaja biodegradacji a jedynie sorpcji na ktaczkach osadu czynnego.
Poniewaz rozktad zanieczyszczen metoda biologiczng (osadu czynnego) jest dominujaca metoda
oczyszczania §ciekdbw w oczyszczalniach, to niepelne usunigcie estrogendw wplywa na ich
pojawienie si¢ w Srodowisku wraz ze $Sciekami oczyszczonymi, ktére sa odprowadzane do wod
powierzchniowych.

4. Skutki obecno$ci estrogenéw w Srodowisku

Narazenie organizméw na kontakt (czgsto dtugotrwaty) z estrogenami moze przyczynié si¢
do wystapienia réznych negatywnych skutkow. Nalezy pamigtac, ze dziatanie estrogendéw nie
ogranicza si¢ wylacznie do uktadu plciowego, poniewaz wplywaja tez na tkanke kostng, uktad
krwiono$ny, nerwowy i limfatyczny.

Organizmy bytujace w Srodowisku wodnym sag szczego6lnie wrazliwe na zanieczyszczenia
estrogenami pochodzacymi z réznych zroédet. W ostatnich kilkudziesieciu latach zaobserwowano
feminizacj¢ samcow ryb stodkowodnych, jak i morskich, w wielu krajach europejskich oraz w USA
i Japonii. Wigkszo$¢ przypadkéw dotyczyta dzikich populacji ryb stodkowodnych: ptoci, kielbi,
karpi, leszczy, kleni i pstragdw potokowych. Kontrolowane eksperymenty potwierdzily, ze
czynnikami sprawczymi tych zaburzen byly estrogeny. Feminizacja samcoéw ryb objawia si¢, m.in
indukcja wytwarzania witellogeniny w watrobie, zmniejszonym wzrostem gonad, feminizacja
meskich gonad i obnizeniem zdolnosci reprodukcyjnych poprzez produkowanie mniejszej ilosci
plemnikoéw, a takze zmienionymi proporcjami plci. Feminizacje stwierdzono w réznym stopniu
u poszczegdlnych ryb, od tagodnych zmian po bardzo powazne zaburzenia meskiego uktadu
rozrodczego. W populacji wielu gatunkéw jesiotra rozprzestrzenia si¢ zjawisko wystepowaniem
interseksualnosci (anormalnej postaci hermafrodytyzmu) - w jadrach samcoéw obecne sg wczesne
stadia komorek jajowych a u niektérych osobnikéw rozwija si¢ przewdd prowadzacy jaja do
jajowodu. Najwiecej osobnikdw obojnaczych byto w rzekach Delaware i Cooper (jesiotr krotkonosy)
oraz Missisipi (fopatonos biaty), na terenie Standéw Zjednoczonych. Z powodu opdznienia w rozwoju
meskich komoérek rozrodczych zaobserwowano asynchroni¢ w rozwoju komoérek rozrodczych
U samcow 1 samic. Tylko 50% samcow byto zdolnych do tarfa a u innych wystgpowata zmniejszona
objeto$¢ mleczu oraz zmniejszona gesto$¢ i ruchliwo$¢ plemnikdéw. Wskazuje to na obnizong
ptodnos¢ u silnie interseksualnych osobnikéw meskich. Istnieja rowniez badania ktore wykazaty, ze
przez ekspozycje na estrogeny zdolnosci reprodukcyjne samic moga zosta¢ zmniejszone. Skutkiem
zaburzenia normalnego cyklu dojrzewania komorek jajowych byto zmniejszenie liczby jaj.

Z uwagi na obecno$¢ zaburzen reprodukcyjnych populacji ryb, przeprowadzono szereg
eksperymentow z kontrolowana ekspozycja na estrogeny w celu ustalenia najnizszego stezenia
niezbe¢dnego do uzyskania tych zmian. 176-E2 indukowat produkcje biatka zottka przy stezeniu 5 ng/l
i wywolywat interseksualnos¢ przy 10 ng/l. Przy stezeniu od 10 do 50 ng 176-E2/1 dochodzito do
hamowania rozwoju me¢skich komérek rozrodczych, a ponadto zaobserwowano obecno$¢ licznych
zdegenerowanych komorek ptciowych. Podobna lub nieco nizsza aktywno$¢ estrogenowa wykazal
El. Indukcje witellogeniny i pojawienie si¢ interseksualno$ci u samcoOw zaobserwowano przy
stezeniach, odpowiednio, 30 i 10 ng E1/1. Najstabsze dziatanie estrogenne sposrdd trzech naturalnych
estrogenéw wykazywal E3. W warunkach in vitro byt 30 razy stabszy niz E2 a w odniesieniu do
indukcji interseksualnos$ci in vivo byt okoto 100 razy stabszy. Pod wzgledem wywotywania zaburzen
w meskim ukladzie rozrodezym EE okazal si¢ silniejszy niz naturalne estrogeny. Indukcja
witellogeniny i wystapienie interseksualnosci u samcow ryb obserwowano przy st¢zeniu 0,1 ng EE/L.
Stezenie 0,6 ng EE/l wptyneto na zmiang proporcji plci a szereg innych efektow rozrodczych, w tym
hamowanie prawidtowego rozwoju plemnikoéw, zaobserwowano przy stezeniach ponizej 10 ng/l.

Roézne gatunki ryb wykazuja rézng wrazliwo$¢ na estrogeny, przy czym u wszystkich
osobnikdw za najbardziej wrazliwe uwazane s3 wczesne etapy zycia, gdy nastgpuje rozwdj plci.
Istnieja jednak réwniez badania, ktére wykazaly, ze sukces reprodukcyjny samic moze zostac
zmniejszony przez ekspozycje na estrogen, tj. Poprzez zmniejszenie liczby jaj. Wydaje si¢, ze dzieje
si¢ to poprzez zaburzenie normalnego dojrzewania komorek jajowych. Ponadto, okresowa ekspozycja
organizmoéw wodnych na wysokie stezenie estrogendw skutkuje liczniejszymi 1 bardziej
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niepozadanymi efektami niz ciagla ekspozycja na nizsze st¢zenie a wigec nawet krotkotrwate
uwalnianie do $rodowiska wysokich stezen estrogendéw i/lub zwigzkow estrogenowych moze
spowodowaé¢ zmniejszenie ptodnosci ryb. Obecno$¢ EE w $ciekach prowadzi do zmniejszenia
biomasy ryb i negatywnie wplywa takze na inne organizmy zamieszkujace Srodowisko wodne.
Stwierdzono, m.in. liczne zaburzenia czynnosci serca kijanek zaby ryczacej(Adeel i in. 2017).

W niektérych eksperymentach, stezenia E2, E1 i EE byly wystarczajaco wysokie aby
wyjasni¢ pojawienie si¢ feminizacji samcow ryb. W innych niepozadane efekty wystgpowaty nawet
wowczas gdy stosowano stezenie ponizej najnizszego, ktore moglo spowodowa¢ omawiane
zaburzenia u osobnikdw meskich. Jednak oceniajac wplyw estrogenéw na zdolnosci reprodukcyjne
samcow ryb nalezy pamigtac, ze dziatanie tych zwigzkow w Srodowisku wodnym bedzie addytywne.
Dlatego stezenie pojedynczego estrogenu, ktory oddziatuje na osobniki meskie, bedzie nizsze, gdy
bedzie on obecny w mieszaninie estrogenow i ksenoestrogenow.

Omawiajac temat niniejszej pracy warto rowniez wspomnie¢ o fitoestrogenach a szczegolnie
o izoflawonach. Zaobserwowano, ze u owiec wypasanych na tgkach bogatych w koniczyng
i zawierajacg wysokie stezenie fitoestrogendow, rozwija sie trwata bezptodnosé. Z kolei Newbold R.
i in. zaobserwowali, ze podawanie niemowlgtom preparatow sojowych zawierajacych fitoestrogeny
wptywa na ich otytos$¢ w pdzniejszym wieku.

Z uwagi na ograniczenia, nie oméwiono w pracy zwigzkéw endokrynnie czynnych, w tym
pestycydow i bisfenolu.

5. Whnioski

Estrogeny stanowig wazng grupe hormondéw produkowanych przez organizmy zwierzat
w tym przez ludzi. Do naturalnie wystepujacych estrogenow zalicza si¢ estron, estradiol oraz estriol.
Poza nim istnieje wiele syntetycznych odmian estrogenéw oraz inne substancje wykazujace dziatania
na uktad hormonalny m.in. fitoestrogeny. Mimo wielu pozytywnych dziatan jakie powoduja
estrogeny, stanowig powazne zagrozenie dla srodowiska naturalnego - szczegdlnie dla organizmow
wodnych. Szkodliwe dziatanie estrogenéw i ich pochodnych wynika zaréwno z ich aktywnosci
biologicznej, wlasnosci fizykochemicznych jak tez odpornosci na biodegradacje w $srodowisku.
Najwigkszym Zrodlem estrogenéw w srodowisku sg wydaliny i odchody zwierzat zwlaszcza z farm
hodowlanych oraz $cieki komunalne i szpitalne. Powszechnym skutkiem obecnosci estrogenow
w $ciekach oczyszczonych i w wodach powierzchniowych rzek jest gtownie feminizacja samcow
i wzrost liczby osobnikéw obojnaczych w populacji ryb. Istotnym problemem jest fakt, ze nawet
krotkotrwate uwalnianie do srodowiska wysokich stezen estrogenow i/lub zwiazkow estrogenowych
moze spowodowaé zmniejszenie ptodnosci ryb. Ponadto dziatanie estrogenow jest addytywne
i niepozadane efekty pojawiaja sie¢ nawet wowczas gdy stezenie kazdego z omawianych zwigzkow
w $rodowisku wodnym jest nizsze niz to, ktére moze przyczyni¢ si¢ do pojawienia zaburzenia
U osobnikow meskich.
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