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Anton AMANN'?, Julian KING'*?, Alexander KUPFERTHALER'*?
Karl UNTERKOFLER??, Helin KOC>?, Susanne TESCHL*
and Hartmann HINTERHUBER?*?

EXHALED BREATH ANALYSIS - QUANTIFYING THE STORAGE
OF LIPOPHILIC COMPOUNDS IN THE HUMAN BODY

ANALIZA WYDECHU - OZNACZANIE ZAWARTOSCI
ZWIAZKOW LIPOFILOWYCH W ORGANIZMIE CZLOWIEKA

Abstract: Real-time analysis of exhaled breath is a promising new method to get quantitative information on
lipophilic compounds stored in the human body. Some pilot results are presented on isoprene, which is produced
as a by-product of the cholesterol synthesis and appears in exhaled breath at concentrations of about 100
parts-per-billion (ppb). The results have been obtained using proton transfer reaction mass spectrometry
(PTR-MS) from healthy volunteers undergoing an ergometer challenge test (with 75 W). Peak exhalation flow of
isoprene is about 400 nmol/min shortly after start of the challenge. The setup holds great potential in capturing
continuous dynamics of non-polar, low-soluble VOCs over a wide measurement range with simultaneous
recording of physiological parameters affecting exhalation kinetics.

Keywords: exhaled breath analysis, isoprene, proton transfer reaction mass spectrometry (PTR-MS)

Numerous organic compounds may be stored in the human body, and this is, in
particular, so for lipophilic species. Determination of the amounts of such compounds in
different compartments of the body (eg a hypothesized homogenous fat compartment or
various organs) is an important task. A popular example in this framework is isoprene,
a moderately cancerogenous C5 hydrocarbon, whose endogenous origin in mammals has
mainly been attributed to the cholesterol synthetic pathway. Isoprene is also produced by
plants in huge amounts. Other examples are hydrocarbons (C3-C13), which partly are of
exogenous origin (kerosene, petrol) and partly may be due to metabolization of precursors
by cytochrome P450 enzymes, by bacteria in the gut or are formed as a result from lipid
peroxidation.

Considering their often high volatility, analysis of exhaled breath is the method of
choice to reveal the presence of such compounds. Determination of their concentrations in
a provided breath sample can be done by gas chromatography with mass spectrometric
detection (GC-MS), proton transfer reaction mass spectrometry (PTR-MS), selected ion
flow tube mass spectrometry (SIFT-MS), laser spectrometry or ion mobility spectrometry
(IMS). Particularly, PTR-MS and SIFT-MS allow real-time measurements of exhaled
breath, even with breath-to-breath resolution.

The concentration levels in exhaled breath change, depending on the stored amount of
the compound in the body, but also depending on various physiological factors such as
heart and breathing rate, rate of synthesis in the body, and rate of uptake from external
sources.

! Innsbruck Medical University, Department of Operative Medicine, Anichstr. 35, A-6020 Innsbruck
2 Breath Research Unit of the Austrian Academy of Sciences, Dammstr. 22, A-6850 Dornbirn

* Vorarlberg University of Applied Sciences, Hochschulstr. 1, A-6850 Dornbirn
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Based on the real-time capability of PTR-MS and SIFT-MS, one may model and
simulate the continuous flows of volatile compounds within the human body, and validate
such simulations by experiments: eg, by measuring concentration levels during physical
activity on an ergometer, or by looking at the concentration changes during sleep (with
different sleep phases giving rise to different heart and breathing rate).

Methods

A high-sensitivity proton transfer reaction mass spectrometer (PTR-MS, 3 turbopumps,
Ionicon, Innsbruck, Austria) with Teflon rings (instead of Viton rings) was used for our
measurements. The count rate of primary ions H;O" was around 10’ counts per second.
Hydronium ions (H;0") and water clusters (H;O" H,O) are primary ions, the parasitic
primary ions O and NHj are controlled (with counts being less than 2% of the primary

ions, respectively). Isoprene (molecular weight 68 g/mol) and acetone (molecular weight
58 g/mol) were measured using their respective protonated forms at mass-to-charge ratios
m/z 69 and m/z 59. Due to their contrasting physicochemical properties (isoprene is
strongly lipophilic whereas acetone is hydrophilic) we view these two species as
paradigmatic examples revealing valuable information on the broad spectrum of possible
VOC responses according to distinct physiological conditions.

TCP/IP
=2 MATLAB
Algorithms
Data analysis
alveolar
ECG, cardiac output, ventilation
blood pressure T

isoprene/acetone
concentrations

ry
SpiroStar

flow-triggered
valve

24 >

/ heated teflon line (~ 40 °C)

Task Force Monitor

Fig. 1. Schematic presentation of the experimental setup for non-invasive real-time analysis of exhaled breath.
Measurement of volatile compounds is performed by proton transfer reaction mass spectrometry
(PTR-MS) or by selected flow tube mass spectrometry (SIFT-MS, not shown). Alveolar ventilation is
determined by a flow measurement (SpiroStar, Medikro Oy, Kuopio, Finland). The electrocardiogram
(ECG), cardiac output and blood pressure are measured by the Task Force Monitor (CNSystems, Graz,
Austria)

Respiratory flow is obtained by means of an OEM version of the Medikro SpiroStar
USB differential pressure sensor (Medikro Oy, Kuopio, Finland) delivering volumetric
flow rates with a sampling frequency of 100 Hz. Inhalation and exhalation occurs through
pre-calibrated single-use flow transducers, which can be connected to sterilizable or
personal silicone head masks (CORTEX biophysics GmbH, Leipzig, Germany). This
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allows the test subject to breath freely through mouth and/or nose while simultaneously
reducing the risk of hyperventilation (see Fig. 1).

Results

The concentration of isoprene in healthy volunteers is around 100 ppb in mixed
expiratory exhaled breath [1]. During a challenge experiment at an ergometer its
concentration increases ~3-fold (see Fig. 2). Since the alveolar ventilation increases during
pedalling at the ergometer by a factor ~5, the absolute concentration of isoprene decreases
soon after having reached a peak concentration.

exercise sequence [75W]

500 . 50
——alveolar ventilation [l/min]

cardiac output [I/min]

400 ) I - isoprene concentration [ppb] 40

300 30

[ppb]
[unuy]

200 20

¥
i

prugewadinay

exercise sequence [75W]

2000 . : 500
| ——isoprene concentration [ppb]
1 —amount of isoprene exhaled per minute [nmol/min]

[ppb]
[unwyowu]

[sec]

Fig. 2. Isoprene concentration (in ppb) during a challenge at an ergometer of one healthy volunteer (75 W,
starting at 317 s, ending at 1213 s). Cardiac output and alveolar ventilation (in dm*/min) are shown. As
soon as the volunteers starts pedalling at the ergometer, the concentration of isoprene shows a huge peak,
with the concentration increasing ~3-fold. The increase in alveolar ventilation by a factor
of ~5 dilutes the amount of isoprene and therefore leads to a decrease in absolute concentration. The
maximum amount of isoprene excreted per minute is ~12 times the amount per minute at rest. The mean
amount of isoprene excreted during pedalling (in this experiment) is ~3.2 times the amount per minute at
rest
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The production rate of isoprene has been estimated as 0.34 umol/h/kg B.W., from
which 0.31 pmol/h/kg B.W. are metabolized [2]. Only 0.03 umol/h/kg B.W. isoprene are
exhaled unchanged (net isoprene production), amounting to 5x10~ mol/day for a 70 kg
person. Elimination through the lungs happens at a concentration of about 100 ppb [1],
corresponding to an alveolar concentration of ~140 ppb (5.2x10” mol/dm® at body
temperature). Considering an alveolar minute ventilation flow of 5.25 dm’/min [3], this
corresponds to ~4x10~ mol of isoprene/day (~2.7x10* mol of isoprene per minute), which
is about 80% of the net isoprene production.

The maximum amount of isoprene excreted per minute (in the ergometer experiment
described in Fig. 2) is ~12 times the amount per minute at rest. The mean amount of
isoprene excreted during pedalling (in this experiment) is ~3.2 times the amount per minute
at rest.

With a partition coefficient of 0.75 between arterial blood and alveolar air [2], the
concentration of isoprene in arterial blood is estimated as 3.9x10” mol/dm’. The
distribution constant between fat and blood in humans is ~82 [2]. Hence, in steady state the
concentration of isoprene in the fat compartment is estimated to be 3.2x10”" mol/dm’. For
an arterial blood volume of 2.8 dm® [4] and fat tissue volume of 13.3 dm® (19% of B.W.),
the amount of isoprene in this compartments is estimated to be 1.1x10™° mol
and 4.2x107° mol, respectively. Therefore in steady state the amount of isoprene in the fat
compartment is ~380 times the amount of isoprene in the arterial blood.

Discussion

Kinetic modeling and corresponding on-line determination of concentrations of
lipophilic compounds in exhaled breath is a new interesting field of research, still in its
infancy. In the future it will be a powerful tool for better understanding of the fate of
volatile compounds within the body.
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ANALIZA WYDECHU - OZNACZANIE ZAWARTOSCI
ZWIAZKOW LIPOFILOWYCH W ORGANIZMIE CZE.OWIEKA

Abstrakt: Przedstawiono wstgpne wyniki oznaczenia stgzenia izoprenu w wydechu zdrowego czlowieka. Izopren
jest produktem ubocznym reakcji syntezy cholesterolu. Do oznaczenia zastosowano metod¢ reakcji przeniesienia
protonu przy wykorzystaniu spektrometrii mas (PTR-MS).

Stowa kluczowe: analiza wydechu czlowieka, izopren, metoda reakcji przeniesienia protonu wraz ze
spektrometriag mas (PTR-MS)
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ENHANCEMENT OF SOLAR PANELS’ POWER GENERATION
BY THE USAGE OF SOLAR TRACKING

WZROST GENEROWANE]J MOCY
MODULOW NADAZAJACYCH ZA SLONCEM

Abstract: Solar energy will have a continuously rising importance in energy harvesting in the future. Despite all
its potential and importance photovoltaic energy still has to be improved in some fields to become competitive
with the conventional energy sources of today in large scale applications. One possibility to raise the energy
produced by solar modules and panels is solar tracking. Solar tracking allows us to direct solar panels continuously
in optimal position to the sun, thus improving the overall efficiency of a photovoltaic system. We calculated the
theoretical possible excess energy that can be gained by application of solar tracking. Based on these preliminary
calculations we designed and built a complex system using two-axis positioning and electronically realized
maximum power point tracking at the same time. Thanks to the built-in radio-wave communication infrastructure
it is possible to monitor, control and synchronize different trackers remotely. The extension and scalability of the
system enables building solar farms consisting of dozens of individual units.

Keywords: solar tracking, two axis tracking, energy enhancement

Nowadays the importance of alternative energy sources and especially solar energy has
been steadily increasing. Solar cells give the opportunity to convert the sunlight directly
into electrical energy. However, the energy delivered by the solar cells depends on various
factors, eg the construction and efficiency of the solar cell, the temperature and of course
the intensity of the irradiated light. Even under clear weather conditions (steady amount of
solar radiation) the position of the sun changes during the day, which in case of fix installed
solar panels leads to changes in the effective surface of the solar panels towards the sun and
a decreased output power. The optimal position is, when the solar panels are perpendicular
to the light; in this case the effective surface equals to the surface of the solar panel. This
optimal position can be maintained with solar tracking. Despite the fact that solar tracking
enhances the generated power the cost effectiveness and pay-back time is still frequently
disputed.

Types of solar tracking

Solar tracking can be performed using different solutions and types of control systems.
Depending on the movement’s degree of freedom two different types of tracking can be
distinguished:

- one axis tracking,
- two axis tracking.

The first one has the advantage of a simpler mechanics and the necessity of a tilting
mechanism for only one axis, but the rotated panels cannot follow the seasonal changes in
the sun’s ecliptic, unlike in case of the two axis tracking.

! Department of Electron Devices, Budapest University of Technology and Economics, H-1521. Budapest,
Hungary, email: plesz@eet.bme.hu, peter.sagi@gmail.com, timarne @eet.bme.hu
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Solar trackers can also be categorised by the type of tracking control, where they can
be divided into two groups:
- passive tracking,

- active tracking.

Normally the passive trackers do not incorporate sensors or actuators, but use any
physical phenomenon to position the solar panels, eg thermal expansion of gases [1]. Active
trackers are systems whose motion is performed by actuators controlled by signals of
a sensor. The most common types of active control are the time and the intensity controlled
tracking. The first one calculates the sun position from the given geographical location and
the local time; the latter one tracks the brightest spot on the sky.

Theoretical gain of solar tracking

Based on data collected in our previous long-term outdoor measurements [2] we
calculated the possible excess power that could be gained by two axis solar tracking. Figure
1 shows the comparison of the electric powers delivered by fixed (45 degree inclination,
faced south) and tracking installations. These calculations showed that using tracking the
harvested amount of energy could be increased by more than 30% (37% for the particular
day in Figure 1) and this corresponds to the energy gains experienced by some
manufacturers of solar trackers [3, 4]. The tracking does not increase the peak power, but
the excess energy is mainly produced in the time period, where the position of the fixed
system is not optimal, eg the morning and the evening hours.

80 T T T

Power [W]

11 12 13 14 15 16 birg 18 19
local time [h]

Fig. 1. Calculated energy gain during one day, E/ is the energy in case of a fixed module, E2 in case of rotated
module (calculation for an 80 W monocrystalline Si module, based on data from Oct. 6™ 2006)

We also performed calculations for the yearly exploitable excess energy based on data
gathered in Hungary in the year 2000 [5]. The results of the calculations are shown in



Enhancement of solar panels’ power generation by the usage of solar tracking 17

Figure 2 in monthly distribution. The calculation shows that on the average an excess
power of about 33% can be gained by tracking.

250000

200000

150000 A

O With two axis tracking

[Wh/m2]

100000

B Fixed installation,
Pag— o

directed to south

50000

Fig. 2. Calculated yearly energy gain in monthly distribution (incoming energy/m” on the surface of fixed and
rotated solar panels)

Concept of the Heliotrex solar tracking system

During the design of our system we kept two purposes in mind. The first was to build
a solar tracker to perform long-term investigations, and to receive reliable data about the
efficiency of tracking with photovoltaic solar panels. In addition our goal was to create
a system that could be applicable in large scale energy harvesting applications like solar
farms, for photovoltaics as well as for photo-thermal applications.

Thinking about future industrial applications we chose to build a fully automated
system with remote controlling and monitoring possibilities. Because its attractive results in
energy gain [3, 6] we decided to use two-axis tracking. Another requirement was the
scalability of the system, which means trackers of different sizes and power ratings can be
built with minimal changes to the design. Finally low power consumption and low
manufacturing costs were also our requirements.

To achieve low power consumption DC motors with high torque gear transmissions
were chosen to perform the rotation.

Electronics

Because of the mixed calculation and control tasks the electronics are based on
microcontrollers. A modular structure was chosen to ensure the scalability with minimum
changes to the electronics. The electronics consist of three main modules such as: the
Tracking Control, the Maximum Power-Point Tracking (MPPT) module and the
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Communication Module. The block diagram is shown in Figure 3. To perform the tracking
only the tracking control unit is needed, the other two units are optional.

‘Heliotrex

Tracking Control

Motor

Driver 1. SOLAR-
SENSOR

Motor
Driver 2,

Communication
Interface
Position
Sensor 1.

Position
Sensor2.

END Sensor . Main Control Unit

END Sensor2.

Communication

Inverter &
Charge
Controller

MPP Unit

MPPT

Fig. 3. Electronics scheme of the Heliotrex solar tracking system

The MPPT unit’s function is to set the optimal electrical load electronically, thus
reaching the maximal power-point. The maximum power-point is determined from the
measured voltage and current with the “perturb and observe” (P&O) method [7]. The
MPPT contains a Charge Controller circuit to control the appropriate charging of batteries
and to prevent incidental overcharging or deep discharging. If applied, the MPPT unit is
used as a power supply for all electronics too.

Measured values can be transmitted via the Communication Module to serve
monitoring purposes. For RF transmission the 433 MHz ISM band is used. The software on
the monitoring PC may transmit control commands to each of the electronic units.

The different units are connected to the Communication Module over an 8-bit parallel
bus and are addressed; this allows the connection of more than one Tracking Control Unit
and additional MPPT modules if needed. With the further planned TDMA communication
several Communication Modules can transmit the data of different trackers, so the
monitoring and control of a solar farm could be managed from a single monitoring centre
(Fig. 4).
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Solar Farm Remote Central

7]

o (((ccy

Fig. 4. Structure of a Heliotrex system solar farm

The tracking algorithm

The tracker applies both intensity- and time-controlled tracking modes. For the
intensity-controlled tracking and for the detection of the weather conditions
a self-developed solar sensor is used. For the time-controlled tracking a real-time clock chip
is used.

The selection of the control mode can be made manually or is decided upon the
weather conditions by the tracker in automatic selection mode.

The algorithm checks the intensity and the current position every 30 seconds. In
automatic selection mode, if the intensity is below a certain (adjustable) level, the tracker
switches to time-controlled mode, above this level the intensity-controlled mode gets
activated.

In time-controlled mode the tracker performs every 8 minutes a movement of
2 degrees around the vertical axis. The rotation around the horizontal axis is performed
once every hour. In intensity-controlled mode the hysteresis of the algorithm is 2 degrees.

The mechanical construction

The current version of the tracker is suitable to carry and rotate four 50 W crystalline
silicon photovoltaic modules. The total weight of the rotated modules can be up to 30 kg.

The mechanical work consisted of the design of the framework and the drives for two
different kinds of movement. Because the drive gears have to provide enough braking force
even in the case of strong wind (100+150 km/h) a self-locking worm-gear drive had been
chosen. The structure of the tracker is shown in Figure 5.
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‘Heliotrex

Fig. 5. Structure of the tracker: 1 - solar modules, 2 - framework with bracing, 3 - bearings, 4 - housing for the
electronics and the tilting drive gear, 5 - shaft, 6 - housing for the rotating drive gear

The domains of the two axes’ displacement are the followings:
1) rotation around the vertical axis: 270°,
2) tilting of the framework: 70°.

Fig. 6. The Heliotrex system with two mounted solar modules during first tests in the laboratory
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The speed of rotation is not critical: 1 deg/s. The same type of motor is used for both
axes with drive gears of similar structure but different gear ratio. The structural elements of

the tracker are made from steel, the system is designed to be stable at wind velocities up to
150 km/h.

Costs

The theoretical calculations of the possible energy gain achievable by solar tracking
were given above. In the case of an electric powered system this has to be reduced by the
power consumed for operation. Based on the power consumption measured during the tests
of the system, we calculated the ratio of the energy consumed for operating the system and
the excess energy (Fig. 7). The calculation resulted that over a year in average only 4.6% of
the excess energy is consumed for system’s operation. In total this results in
a calculated gain of 32.3% in comparison with the investigated fixed system.

18,00%
16,00% —
14,00% -
1200% 1 [7]
10,00% —
8,007 1 —
6,00% —
4,00% || =
] j B - F i
0,00%
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Fig. 7. Energy consumed for the operation of the tracking system in percentage of the excess energy

Like other photovoltaic systems solar tracking enhanced photovoltaics can not compete
nowadays with the prices of the electrical energy produced from conventional energy
sources. On the other hand our preliminary calculations showed that a tracker with mounted
panels of 1 kW, power can replace fixed installations in the size of 1.3 kW,. Calculated
with the nowadays common total installation cost of approx. 4 Euro/W,, we found that the
usage of a tracking system for 1 kW, amounts to 80% of the cost of installation of the
additional 0.3 kW, fixed panels. Thus everywhere, where the conditions for photovoltaics
are given (stand-alone systems, appropriate subventions, etc) solar tracking is a considerable
option.

Conclusions

The possible energy gain of solar tracking and a micro-controller based fully
automated solar tracking system was shown that can operate both in intensity and time
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control mode. The system is equipped with a maximum power point tracking module for
the energy enhancement and an RF communication subsystem for monitoring and remote
control purposes.

Based on the power consumption of the system the total excess energy gained by
tracking was calculated and resulted in 32.3%, which makes solar tracking to
a considerable option in photovoltaic installations.

The next step is to perform long-term outdoor measurements, to confirm the
preliminary calculations, and to determine the optimal tracking algorithm. All data of the
long-term operation will be stored in a database and used for monitoring and statistical
purposes.

The main aspect of the further developments to the tracking system is the ability to
come to the market. With the planned TDMA communication numerous trackers can be
installed and easily managed in one solar power plant.
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WZROST GENEROWANE]J MOCY
MODULOW NADAZAJACYCH ZA SLONCEM

Abstrakt: Energia stoneczna w przysztosci bedzie miala coraz wigksze znaczenie. Przed jej powszechnym
wykorzystaniem musza jednak zosta¢ usuni¢te pewne bariery, co spowoduje, Zze bedzie ona konkurencyjna
w poréwnaniu z konwencjonalnymi zrédtami energii. Jednym ze sposobow zwigkszenia sprawnos$ci modutéw jest
ich nadazanie za Stoncem. Sprawia ono, ze moduly przez caly dzien pracy pozostaja w optymalnym potozeniu
wzgledem Stonca i generuja znacznie wigcej energii elektrycznej niz ta zuzyta przez system napgdowy. W pracy
oméwiono budowe i dzialanie elektronicznie sterowanego, dwuosiowego systemu nadazajacego. Dzigki
komunikacji radiowej jest mozliwe monitorowanie, kontrolowanie i zdalna synchronizacja réznych systemow
nadaznych. Skalowalno$¢ i mozliwo$¢ rozszerzenia systemu umozliwia jego zastosowania w wielu modutach
elektrowni fotowoltaiczne;j.

Stowa kluczowe: nadazanie za Stoncem, dwuosiowy system nadazajacy, przyrost generowanej energii
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ASSESSMENT OF ENERGETIC POTENTIAL OF BIOMASS

OCENA POTENCJALU ENERGETYCZNEGO BIOMASY

Abstract: In the paper the authors present the algorithm of the evaluation of energetic potential of green biomass
and animal wastes for specific geographical area. Main assumptions of the algorithm have been presented as well
as interrelations between different kinds of potentials. On the basis of statistical agricultural data about area of
particular tillages, wastelands, forests and the number of hogs the energetic potential of biomass has been
computed for the exemplary rural district of Opole province. For the chosen kinds of green biomass and animal
wastes theoretical and technical potentials of energy has been found on the assumption that energy conversion
takes places during process of firing biofuels in order to produce heat. Technical biomass potential has been shown
with reference to heat demand of the rural district.

Keywords: green biomass, energetic potential, assessment of the potential

Usage of energy potential of biomass, both on large (global) and small (local) scale,
depends on a number of factors. The most crucial is economic factor that determines
development of installations of energetic usage of biomass as a fuel. Extent of biomass
usage on small scale (for instance in rural district) results from proper assessment of
biomass production of analyzed area [1].

The process of computing the quantity of energy that is likely to be produced from
biomass is called evaluation of energetic potential of biomass.

Methodology of evaluation of energetic potential of biomass

According to the Energy Law local authorities are obligated to work out heat,
electricity and gaseous fuels supply plans that should also include possibilities of usage of
local alternative energy resources. Unfortunately, it is prevalent that local authorities are
not well prepared to make a proper assessment of renewable energy resources due to lack of
suitable procedures, methods and data [2]. Each kind of biomass requires specific method
of evaluation of energetic potential according to its physical and chemical quality,
accessibility and efficiency of usage final energy product for a specific technology. For the
reason of big variety of biomass usage technologies the evaluation of energy potential of
biomass has been done according to the kind of biomass. The unit of energy has been
standardized to GWh per year for heat alike the electricity. It makes preparing quantitative
comparisons more convenient for the sake of different kinds of biomass as well as for
comparing biomass potential of different analyzed areas (for example rural districts).

According to practical usage of derived results it is reasonable to classify energetic
potential of biomass as follows:

* theoretical potential - energy amount achieved from biomass on the condition that
efficiency of energy conversion processes equals 100% (energy losses and processes
flaw in devices are not taking into consideration). It is also assumed that potential at
this level is used exclusively for energetic purposes;

! Department of Environmental Engineering, Opole University of Technology, 5 Stanistaw Mikotajczyk St.,
45-271 Opole, tel./fax 077 400 61 92, email: m.tanczuk @po.opole.pl, r.ulbrich@po.opole.pl
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* technical potential - a portion of theoretical potential. The efficiency of technical
processes of energy production as well as internal energy demand of the processes is
included. Computing this kind of potential requires running accurate technical analyses
for the most part;

» economical potential (economic, market) - depends on fuel and energy prices, taxes,
financial structure and economic indexes such as payback time and others. This is the
portion of technical potential that can be used taking into consideration economic
criterions;

» usable potential (operational) - amount of energy that can be finally used for energetic
purposes;

Deriving of theoretical and technical potential is the quick and simple way to obtain the
general information on how to fulfill energy demand of the district. However, presented
method has a serious disadvantage due to necessity of generalizing and approximating both
at the stage of taking assumptions and while computing [3].

Evaluation results

On the basis of input data and assumptions (tables 1-3) the value of theoretical and
technical potential of biomass has been derived for specified kinds of biomass for the
district. The calculations have been made for three different kinds of conversion of
chemical energy of biomass: conversion via burning in water boilers, conversion via
alcoholic fermentation and conversion via anaerobic fermentation.

Statistical agricultural data (tillage and land area, quantity of animal farming), crop
yield and accessibility of particular kinds of biomass as well as its physical and chemical
quality, efficiency of conversion of chemical energy to the heat has been presented in
tables 1-3.

Table 1
Assumptions and input data for calculating technical energetic potential of biomass fired in water boiler
. . Efficiency of
. Area Accessibility Crop yield/ Yea.rly Low heating energy
Green biomass Increment logging value ’
conversion

A [ha] D [%] 1 P [%] Wy N [%]
Salix - fallow lands 469 60 11 Mg - ha 100 13.5 GJ/Mg 85
Salix - meadows 1537 60 11 Mg - ha 100 13.5 GJ/Mg 85
Miscanthus grass - 1537 60 10Mg-ha| 100 | 142GI/Mg 85

meadows

Corn seeds 9596 20 4 Mg - ha 100 14 GJ/Mg 80
Straw 9 596 62 4 Mg -ha 100 17.8 GJ/Mg 80
Forest wood 7 690 16 7.73m’- ha 56 12.2 GI/m’ 80

Value of technical potential of biomass has been derived by multiplying each quantity
placed in tables 1-3, according to each kind of biomass. In case of potential of biomass
transformed in anaerobic fermentation of animal wastes (table 3) density of excrements has
been taken into account. Results of calculation have been presented in tables 1-3 and in
figure 1.
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Table 2
Assumptions and input data for calculating technical energetic potential of biomass used for alcoholic
fermentation to produce biogas as a fuel for water boiler

Bioetanol Low Efficiency of
Area Accessibility | Crop yield . heating energy
. production ’
Biomass value conversion
3 Wy
A [ha] DI%] | IMghal | Sm'Mgl | gyt 1 (%]
Beets 431 10 40 80
Potatos 302 20 25 80 23,4 85
Corn seeds 9 596 15 4 330
Table 3

Assumptions and input data for calculating technical energetic potential of biomass used for anaerobic
fermentation to produce biogas as a fuel for water boiler

Number of o Unitary Organic dry Biogas Loyv Efficiency of
Accessibility] excrement matter . heating energy
. cattle . production ?
Biomass production content value conversion
wastes (6] B W
; 3 . ; d
Z [animal] D [%] [dm (/je;r;l]mal ODMy, [%] [m¥/kg of ODM]| [GI/m’] n [%]
Stock 3003 60 30 12 0.40
Swine 9480 70 6 5 0.45 21.5 85
Poultry 47 449 60 0.066 17 0.46

Salix - fallow lands
Salix - meadows
Miscanthus grass - meadows
Corn seeds
Straw
Forest wood
Bioethanol (beets, potatos and corn seeds)

Biogas (animal wastes from farming)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Technical potential (heat) GWh/year

Fig. 1. Technical energetic potential of different kinds biomass derived for specified rural district

Derived values of technical potential of biomass shown in Figure 1 have been referred
to the heat demand of the analyzed rural district. This demand is equal to 45 GWh and is
marked with dashed line. It can be noticed from the figure that potential of straw is twice
more bigger than demand.
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Conclusions

On the basis of the analyses it can be stated that:

1. Created evaluation algorithm can be a useful and convenient tool for computing
energetic potential of biomass at theoretical and technical level.

2. Utility value of estimating energetic potential of biomass at theoretical and technical
level is low for the reason of a big difference between theoretical level and economical
and usable ones.

3. Results obtained by means of presented method are the basis for farther research made
for specified areas (for instance for a rural district) with use of economic instruments
and technical and economical analyses for investments oriented for biomass production
and its conversion into usable forms of energy.

4. Evaluating of biomass should take place for closed area (for examplary for rural
district) taking into consideration possibilities of local production of biomass as well as
local consumption of generated energy.
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OCENA POTENCJALU ENERGETYCZNEGO BIOMASY

Abstrakt: Przedstawiono algorytm szacowania potencjalu energetycznego biomasy pochodzenia roslinnego
i zwierzecego dla okres$lonego obszaru geograficznego. Zaprezentowano zalezno$ci pomigdzy réznymi rodzajami
potencjatéw oraz koncepcj¢ algorytmu szacowania. Na podstawie przyjetych informacji o areale poszczegdlnych
upraw, nieuzytkéw, obszaréw lesnych oraz liczbie trzody chlewnej dokonano obliczen warto$ci potencjatu
energetycznego dla jednej z gmin wojewddztwa opolskiego. Dla wybranych rodzajéow biomasy zielonej
i pochodzenia zwierzgcego wyznaczono potencjal teoretyczny i techniczny energii mozliwej do uzyskania
w wyniku jej odpowiedniego przetworzenia do no$nika energii w postaci ciepta. Warto§¢ potencjatu technicznego
dla poszczegdlnych rodzajéw biomasy odniesiono do calkowitego zapotrzebowania na ciepto grzewcze
analizowanej gminy.

Stowa kluczowe: biomasa zielona, potencjal energetyczny, szacowanie potencjatu, algorytm, zapotrzebowanie na
ciepto
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ANTIOXIDANTS AND ENVIRONMENTAL STRESS:
SPECTROSCOPIC STUDY ON STABILITY
OF NATURAL COMPOUNDS AND THEIR INTERACTION
WITH A MOLECULE OF PROTEIN IN AN IN VITRO MODEL

ANTYOKSYDANTY A STRES SRODOWISKOWY,
BADANIA SPEKTRALNE STABILNOSCI SUBSTANCJI NATURALNYCH
I ICH ODDZIALYWANIE Z MOLEKULA BIALKA

Abstract: The stability of eight hydroxycinnamic acids (HCAs) during long-term incubation under physiological
conditions was studied by UV-VIS absorption spectroscopy and their possibility of binding to a model protein
(bovine serum albumin, BSA) under physiological conditions was investigated by tryptophan fluorescence
quenching method. The obtained results suggest that the stability of hydroxycinnamic acids is dependent upon its
individual structure and duration of incubation. The monosubstituted derivatives (coumaric acids) were stable
within the course of long-term incubation, while di- and trisubstituted derivatives decomposed easily. It was found
out that all studied compounds changed fluorescence emission spectrum of BSA. The Stern-Volmer analysis was
employed in order to explore binding of HCAs to BSA in details. The binding constants (Ky), number of binding
sites (n) and the free energy changes (AG’) were determined. The binding affinity was strongest for rosmarinic
acid and ranked in the following order rosmarinic acid > chlorogenic acid > sinapic acid > caffeic acid > ferulic
acid > o-coumaric acid > p-coumaric acid > m-coumaric acid. All free energy changes (AG") possessed negative
sign indicating the spontaneity of HCAs binding to BSA.

Keywords: oxidative stress, antioxidant, hydroxycinnamic acid, serum albumin, protein-ligand binding

There is a large amount of air pollutants in our environment and many of them show
adverse oxidative effects on living organisms [1]. Although the properties of air pollutants
vary markedly, they all have one common feature. They can cause oxidative stress, a state
in which the prooxidant-antioxidant balance is seriously impaired. This imbalance can
occur when the generation of reactive oxygen species overwhelms endogenous antioxidant
systems. Oxidative stress can have serious impact on human health [1, 2]. Recently,
considerable attention has been focused on the study of naturally occurring compounds
with antioxidant effects (eg flavonoids, hydroxycinnamic acids, carotenoids) which can
protect body against environmental pollutants. Hydroxycinnamic acids (HCAs) are natural
compounds widely distributed in higher plants and are used in folk medicine because of
their antioxidant and other effects [3, 4]. Serum albumin was used as a model protein
because it is one of the most abundant proteins in circulatory system of a wide variety of
organisms and one of the most extensively studied proteins at all. It possesses a wide range
of physiological functions involving the binding, transport and deposition of many
endogenous and exogenous ligands present in blood circulation [5, 6]. It is well known that

lDepar’[ment of Chemistry, Faculty of Education, University of Hradec Krilové, Rokitanského 62,
500 03 Hradec Kréilové, Czech Republic, tel. +420 49 333 11 59, fax +420 49 333 11 66,
email: lucie.trnkova@uhk.cz

? Department of Biochemical Sciences, Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy, Heyrovského 1203,
500 05 Hradec Kralové, Czech Republic
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many drugs are bound to serum albumin and that their effectiveness depends on their
binding ability [6]. But on the other hand, drugs can cause various changes in protein
conformation, which may influence its physiological function and these impaired proteins
may be consequently pathologically accumulated in body tissues. Spectroscopic techniques
are an ideal tool to observe conformational changes in structure of protein since it allows
non-destructive measurements of compounds present at low concentration under
physiological conditions. In the presented study the interactions of HCAs with the molecule
of BSA were studied using UV-VIS absorption spectroscopy and fluorescence quenching
method which is based on quenching of protein fluorescence by drug. The Stern-Volmer
analysis is often used in order to analyze obtained data and to elucidate protein-drug
(ligand) binding mechanism [7].

Experimental
Chemicals and preparation of stock solutions

Bovine serum albumin and all hydroxycinnamic acids (Fig. 1) were obtained from
Sigma-Aldrich GmbH, Germany. All other chemicals were of analytical grade. Bovine
serum albumin was dissolved in sodium phosphate buffer (pH 7.4; 0.1 M; 0.05% sodium
azide) in order to yield solution with concentration of 2 uM for fluorescence spectroscopic
experiments. Individual HCAs were dissolved in 20 mM NaOH in order to yield 10 mM
stock solutions. BSA and HCA solutions were freshly prepared before each measurement.

COOH COOH COOH COOH COOH
V. Vs V4 V. Y
OH
OH OH OMe
OH OH OH
o-Coumaric m-Coumaric p-Coumaric Caffeic Ferulic
acid acid acid acid acid
OH
COOH o COOCH
0
Y O, oH OH
/ HO e
OH
HO T
o OH
MeO OMe HO
OH OH
OH
Sinapic Chlorogenic Rosmarinic
acid acid acid

Fig. 1. Chemical structures of tested hydroxycinnamic acids
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UV-VIS absorption spectroscopy

Absorption spectra were measured using spectrophotometers Lambda 25 (Perkin
Elmer, United Kingdom) and Helios p (Spectronic Unicam, United Kingdom) in a 10 mm
quartz cuvette. 50 uM solutions of HCAs in sodium phosphate buffer (pH 7.4; 0.1 M;
0.05% sodium azide) were incubated for up to 28 days at 37°C. The absorption UV-VIS
spectra were recorded from 190 to 550 nm at the time O, 1 hour and day 1, 7, 14, 21, and
28. The sample temperature was maintained at 37°C.

Fluorescence spectroscopy

Fluorescence spectra were recorded using a luminescence spectrometer LS 50B
(Perkin Elmer, United Kingdom) in a 10 mm quartz Suprasil cuvette. Quantitative analysis
of the potential interaction between individual HCA and BSA was performed by the
fluorimetric titration. Briefly, solution of BSA (2 uM) was titrated in cuvette by successive
additions of HCA solution (10 mM) to a final concentration of 20 uM. Fluorescence
emission spectra were recorded from 300 to 530 nm with excitation at 295 nm while
stirring. The excitation and emission slits were both set to 5 nm and scanning speed to
200 nm/min. All experiments were carried out at 37°C. Fluorescence intensity was read at
emission wavelength of 350 nm.

Principles of fluorescence quenching

Dynamic (collisional) quenching occurs when the excited-state fluorophore is
deactivated upon contact with some other molecule (quencher) and no molecule is
chemically altered during this process. In the case of static quenching, a non-fluorescent
complex is formed between molecules of fluorophore and quencher. Collisional quenching
of fluorescence is described by the well-known Stern-Volmer equation as follows [7]

%:1+quo[Q]=1+st[Q] M

In this equation, F, and F are the fluorescence intensities of BSA in the absence and
presence of quencher, respectively, [Q] is the quencher concentration, kg is the bimolecular
quenching constant, and 1, is the lifetime of the fluorophore in the absence of quencher.
The Stern-Volmer quenching constant (Kgy) is given by kqto. The static and dynamic
quenching can be distinguished by the Stern-Volmer diagram (dependence of Fy/F on
quencher concentration). When the plot of Stern-Volmer diagram shows exponential
dependence, both static and dynamic quenching is present. In case the plot shows linear
dependence, the quenching is either purely static or dynamic. One criterion for
distinguishing of type of quenching is the fact that the obtained bimolecular quenching
constant k, is larger than the limiting diffusion rate constant of the biomolecule
(2.0 x 10" dm’ - mol™ - s7") [7], and so the static quenching process can be postulated to
obtain the binding parameters according to the following equation

log F"F’ F_ logKos + nlog[Q] 2)

where K, represents binding constant for quencher-protein interaction, n the number of
binding sites per BSA, and F,, F have the same meaning as in Eq. (1). The values of K, and
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n could be measured from the intercept and slope by plotting log (F, — F)/F against log [Q]
[2]. Utilizing Ky, the free energy change (AG”) value can be estimated from the following
equation [8]

AG’ =-R TInK,, 3)

Results and discussion

Changes in UV-VIS absorption spectra were employed to check stabilities of stock
solutions of hydroxycinnamic acids. Each HCA has characteristic profile of its UV-VIS
spectrum at physiological conditions (pH 7.40; 37°C). No changes in UV-VIS spectra of
monosubstituted derivatives (coumaric acids) were observed during their incubation.
Profile of spectrum of ferulic acid was not altered throughout the incubation, but the
intensity of absorbance in maximum slowly decreased. The spectra of other four tested
derivatives (caffeic, sinapic, chlorogenic, and rosmarinic acid) showed remarkable changes
(Fig. 2) which suggest that these compounds were decomposed probably to catechol and its
substituted derivatives within first 24 hours of incubation. It can be concluded that
coumaric acids are stable within the course of long term incubation, while di- and
trisubstituted derivatives decompose easily and therefore they are not suitable for long
lasting experiments.
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Fig. 2. Effect of long term incubation (28 days at 37°C) on characteristic UV-VIS absorption spectrum of 50 pM

caffeic acid in sodium phosphate buffer (pH 7.4; 0.1 M; 0.05% sodium azide)

Quenching of protein intrinsic (tryptophan) fluorescence was employed for more
detailed study of HCA-BSA binding. Fluorescence emission spectra were recorded upon
excitation at 295 nm and possessed maximum at 350 nm. The excitation at 295 nm was
used to ensure that the light was absorbed by tryptophan residues only [7]. Protein solution
was titrated by successive additions of individual HCAs solutions. Fluorescence intensitiy
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of BSA gradually decreased with increasing concentration of hydroxycinnamic acid
(Fig. 3). This may indicate alterations in microenvironment around tryptophan residues in
protein molecule upon interaction with tested compound. Red shifts of protein fluorescence
emission bands in dependence on increasing concentration of tested compound were
observed in the case of sinapic, chlorogenic and rosmarinic acids. Emission maximum of
BSA was shifted by 2, 4 and 5 nm towards longer wavelength after BSA interaction with
sinapic, chlorogenic, and rosmarinic acids in 20 uM concentration, respectively. Significant
red shifts by 12 and 18 nm were observed by other authors upon interaction of human
serum albumin with sinapic acid [9] and chlorogenic acid [10] but the concentrations of
tested compounds that caused so remarkable shifts of emission maxima were as much as
150 pM. The red shift of protein emission band is caused by decrease in hydrophobic
property of binding cavity near tryptophan in BSA suggesting that tryptophan has been
brought to more hydrophilic environment [10] and protein secondary structure has been
changed [11]. Other tested HCAs did not show any shifts in their spectra, which indicates
that these HCAs can bind to BSA without affecting the immediate environment of the
tryptophan residues [8].
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Fig. 3. Fluorescence emission spectra of BSA (2 uM) in the absence and in the presence of increasing amounts of
m-coumaric acid (020 uM) in sodium phosphate buffer (pH 7.4; 0.1 M; 0.05% sodium azide) at
Aex = 295 nm and 37°C. The insert shows the corresponding Stern-Volmer diagram of the m-coumaric
acid-BSA system (A = 350 nm), R* = 0.9951

The type of fluorescence quenching was determined using the Stern-Volmer diagrams.
Apart from rosmarinic acid the linear dependence in the Stern-Volmer diagram was found
out in all tested HCAs and type of quenching was distinguished by the bimolecular
quenching constants (kg). In the case of rosmarinic acid the plot exhibited exponential
dependence (Fig. 4) indicating that both static and dynamic type of quenching was asserted.
The bimolecular quenching constants (k;) of the rosmarinic acid-BSA system were
obtained from the linear range (concentrations of 0+10 uM) of the diagram. The
bimolecular quenching constants of all HCAs (Table 1) were found to be higher than
10" dm® - mol™ - s [7] which is the maximum value of k, for a diffusion controlled
quenching process. This fact suggests that the static quenching mechanism between each
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HCA and BSA is the main reason of protein fluorescence quenching and binding
parameters can be determined according to the equation (2) (Fig. 5). The binding constants
(Ky), binding sites (n) and free energy change (AGO) are showed in Table 1. The binding
affinity was the strongest for rosmarinic acid and ranked in the order rosmarinic acid >
chlorogenic acid > sinapic acid > caffeic acid > ferulic acid > o-coumaric acid >
p-coumaric acid > m-coumaric acid. The obtained results suggest that the binding affinity
depends on the number and the position of hydroxyl groups. Di- and trisubstituted
derivatives have stronger binding affinity than monosubstituted derivatives. Binding of
rosmarinic acid to BSA proceeds the most easily due to higher number and suitable position
of hydroxyl groups on the aromatic ring. The negative sign for AG’ indicates that the
binding of HCAs to the molecule of BSA is spontaneous process.

Table 1
The bimolecular quenching constants (k,), the binding constants (Ky), the number of binding sites (n) and the free
energy change (AG’) of the HCA-BSA system at 37°C

Tested compound kql [x10" dm> mol 's™] Ky [x10° dm* mol "] n AG [kJ-mol ']
o-coumaric acid 1.19 3.34 1.17 -32.73
m-coumaric acid 1.19 1.31 1.08 -30.36
p-coumaric acid 1.43 1.81 1.10 -30.98

caffeic acid 0.86 4.16 1.18 -33.12
ferulic acid 0.97 3.39 1.18 -32.75
sinapic acid 0.85 4.19 1.21 -33.36
chlorogenic acid 1.07 6.67 1.23 —34.55
rosmarinic acid 16.392 96.16 1.40 —41.43

Standard deviation (mean value of three independent measurements) was lower than 10%.
'kq = Ksv/t0; To = 5x107 s [7]
Zassessed in the linear range (1+10 pM)
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Fig. 4. The Stern-Volmer diagram of the rosmarinic acid-BSA system obtained by the titration with rosmarinic
acid at physiological conditions (37°C; pH 7.4). [BSA] = 2 pM, [rosmarinic acid] = 0:20 pM,
hex = 295 nm and Aen = 350 nm. R, = 0.9895 and R,? = 0.9957. The insert shows the corresponding
fluorescence quenching spectra
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Fig. 5. Logarithmic plots of fluorescence quenching of BSA treated with different concentrations of o-coumaric
acid at physiological conditions (37°C; pH 7.4). [BSA] = 2 pM, [o-coumaric acid] = 020 pM,
Aex =295 nm and Aem = 350 nm. R* = 0.9983

Conclusions

It can be concluded that coumaric acids are stable within the course of long term
incubation, while di- and trisubstituted derivatives decompose easily and therefore they are
not suitable for long lasting experiments. All HCAs are able to bind spontaneously to the
protein molecule with different affinity depending on the number and the position
of hydroxyl groups. This binding may influence physiological function of altered protein.
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ANTYOKSYDANTY A STRES SRODOWISKOWY,
BADANIA SPEKTRALNE STABILNOSCI SUBSTANCJI NATURALNYCH
IICH ODDZIALYWANIE Z MOLEKULA BIALKA

Abstrakt: Badano trwalo§¢ osmiu kwaséw hydrooksycynamonowych, HCAs, podczas inkubacji dlugoterminowe;j
w warunkach fizjologicznych i mozliwo$¢ ich wiazania si¢ z modelowym biatkiem (albumina, BSA). Uzyskane
wyniki pokazaly, ze trwato$¢ tych kwaséw zalezy od ich indywidualnej budowy oraz czasu inkubacji.
Wyznaczono state trwatosci (Ky), liczb¢ miejsc wigzania (n) oraz zmiang wartosci energii Gibbsa (AG®) wigzania
HCAs do BSA, ktdry to proces przebiegal samorzutnie.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, antyoksydant, kwas hydrooksycynamonowy, albumina (BSA), wigzanie
biatka z ligandem
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J6zef ANTONOWICZ'

OLOW I KADM W MIKROWARSTWIE POWIERZCHNIOWE]
WODY PLYTKIEGO JEZIORA DOLGIE WIELKIE

LEAD AND CADMIUM IN SURFACE MICROLAYERS
OF SHALLOW LAKE DOLGIE WIELKIE

Abstrakt: Probki mikrowarstwy powierzchniowej wody pobierano z lagunowego jeziora Dotgie Wielkie w cyklu
kwartalnym w latach 2000-2004. Na jeziorze usytuowano trzy stanowiska badawcze reprezentujace czg$¢
wschodnia, zachodnia i $rodkowa. Prébki wody pobierano trzema sposobami: technika szklanej plyty (SM)
zbierano mikrowarstwe¢ powierzchniowa wody o grubosci okoto 0,1 mm. Technika siatki Garretta (GM) pobierano
mikrowarstwe powierzchniowa o grubosci okoto 0,25 mm, liczac od powierzchni, natomiast warstwg wody
podpowierzchniowej (SUB) pobierano z glgbokosci 15 cm. W pozyskanych prébkach oznaczono stgzenie kadmu
i ofowiu metodami spektrometrii atomowej ze wzbudzeniem elektromagnetycznym.

Stowa kluczowe: mikrowarstwa powierzchniowa, metale ci¢zkie, jezioro

Mikrowarstwa powierzchniowa stanowi interfaze wystepujaca na powierzchni kazdego
zbiornika wodnego. Stanowi ona stref¢ wymiany miedzy hydrosferg i atmosferg. Warstwa
ta reprezentuje znikoma czg¢$¢ Srodowiska wodnego, tworzac specyficzny ekoton na granicy
tej strefy wymiany. Jest ona $rodowiskiem szczegélnym pod wzgledem chemicznym
i fizycznym w poréwnaniu do wody podpowierzchniowej [1]. Cecha charakterystyczng
tego ekotonu jest jego zdolno$¢ do kumulowania substancji chemicznych oraz
mikroorganizméw w ilosciach czesto znacznie wigkszych niz obserwuje si¢ w warstwie
wody podpowierzchniowej [2, 3]. Mikrowarstwa powierzchniowa odgrywa wazng role
W wymianie gazowej i transporcie réznych substancji z kolumny wody do atmosfery
i na odwrét. Rozpuszczone substancje chemiczne i materia nierozpuszczona oraz
mikroorganizmy sg transportowane do tej unikatowej strefy przez dyfuzje prosta, unoszenie
m.in. przez ruchy konwekcyjne z osadéw dennych oraz wody podpowierzchniowej. W tym
samym czasie mikrowarstwa powierzchniowa jest zasilana przez opad atmosferyczny
w pyly i aerozole. Prowadzi to do akumulacji substancji chemicznych i mikroorganizméw
w mikrowarstwie powierzchniowej wody [4].

Celem pracy bylo poréwnanie zdolnosci do kumulowania kadmu i otowiu
w mikrowarstwach powierzchniowych wody lagunowego baltyckiego jeziora Dolgie
Wielkie.

Materialy i metody

Badania prowadzono w lagunowym jeziorze Dolgie Wielkie usytuowanym na terenie
Stowinskiego Parku Narodowego. Badane jezioro o powierzchni 156,4 ha i $redniej
glebokoscig 1,4 m zlokalizowane jest w zlewni typowo lesnej, ktéra stanowi naturalng
otuling tego zbiornika wodnego [5]. Prébki wody do badan w jeziorze Dotgie Wielkie
pobierano w cyklu kwartalnym w latach 2000-2004 roku na trzech stanowiskach

1Zaklad Chemii Srodowiskowej, Akademia Pomorska, ul. adm. K. Arciszewskiego 22b, 76-200 Stupsk,
email: antonowicz@apsl.edu.pl
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badawczych: stanowisko 1 usytuowano we wschodniej czgéci jeziora, stanowisko 2

w Srodkowej cze$ci, natomiast stanowisko 3 w czesci zachodniej.

Wodg do analiz pobierano trzema metodami:

a) technikg szklanej ptyty (SM) [6] zbierano wode¢ powierzchniowg grubosci okoto
100 + 20 pm. Ptyte zanurzano w wodzie i po ustabilizowaniu si¢ powierzchni wody
wyjmowano ja z predkoscig od 5 do 20 cm s,

b) technika siatki Garretta (GM) [7] pobierano mikrowarstwe powierzchniowa
o gruboSci 240 + 50 pm. Siatke zanurzano w wodzie podobnie jak ptyte¢ szklang
i nastepnie wycieraczka $ciggano wode do pojemnika,

¢) wode podpowierzchniowa (PW) pobierano na gigbokosci 15 cm od lustra wody.
Prébki wody podpowierzchniowej pobierano jako probke poréwnawcza dla
mikrowarstw pobranych poprzednimi metodami.

Analiza chemiczna i statystyczna

Zmineralizowane probki wody oznaczano za pomoca spektrofotometru absorpcji
atomowej Carl-Zeiss Jena AAS3. Do oznaczen otowiu i kadmu stosowano spektrofotometr
absorpcji atomowej wyposazony w atomizer elektromagnetyczny EA3 i automatyczny
podajnik prébek [8]. Program pracy elektromagnetycznego atomizera ustalano zgodnie ze
wskazowkami zawartymi w instrukcji uzytkownika [9] i wbudowanymi danymi
w komputer poktadowy aparatu. W kazdym przypadku przygotowywano odpowiednie
skale wzorcéw i uwzgledniano poprawke na probe zerowa.

Analiz¢ wariancji, ktérej celem bylo poréwnanie warstwy wody podpowierzchniowej
migdzy trzema stanowiskami pobierania probek pobranych z jeziora Dotgie Wielkie,
wykonano za pomocg programu Statistica [10]. W celu poréwnania dwéch badanych
Srodowisk: wody z mikrowarstwy powierzchniowej i wody podpowierzchniowej uzyto
wspotczynnikow wzbogacenia (EF), ktére obliczano ze wzoru:

EF = Cu/Cp

gdzie: Cwm - stgzenie analizowanego skladnika w odpowiedniej mikrowarstwie
powierzchniowej; Cr - st¢zenie tego samego skladnika w wodzie podpowierzchniowej [1,
11].

Wyniki i ich oméwienie

Jezioro Dotgie Wielkie charakteryzowato si¢ woda o Srednim st¢zeniu kadmu
0,55 pg-dm™. Najwieksza jego zawarto$¢ zaobserwowano na stanowisku srodkowym i byta
ona wigksza 0 45% niz na pozostatych stanowiskach badawczych (tab. 1). Mimo tej
réznicy, duza zmiennoS§¢ tej cechy spowodowata (duze wartosci CV), ze test ANOVA nie
wykazat r6znic migdzy stanowiskami.

Sredni wspétczynnik wzbogacenia EF obliczony dla jeziora Dotgie Wielkie wynosit
odpowiednio 4,09 dla mikrowarstwy SM i 2,99 dla mikrowarstwy GM. Na stanowisku
pierwszym EFgy byt najwiekszy (5,04), o 71% wigkszy niz na stanowisku drugim (tab. 1).
Natomiast wspétczynnik wzbogacenia dla mikrowarstwy GM w jeziorze Dotgie Wielkie
byt podobny na wszystkich stanowiskach. Srednie stezenie ofowiu w wodzie

podpowierzchniowej Jeziora Dotgie Wielkie wynosito 2,32 pg-dm™ i bylo podobne na
wszystkich stanowiskach. Nie stwierdzono w tym jeziorze statystycznie istotnych réznic



Otéw i kadm w mikrowarstwie powierzchniowej wody plytkiego jeziora Dolgie Wielkie 41

miedzy stanowiskami (tab. 2). Zawarto§¢ otowiu w mikrowarstwach SM i GM badanych
jezior zawsze byta wigksza niz w wodzie podpowierzchniowe;.

Tabela 1
Stezenia $rednie kadmu [pg-dm™] w jeziorze Dotgie Wielkie; $rednia arytmetyczna (X), rozstep (R), odchylenie
standardowe (SD), wspétczynnik zmiennosci (CV), wspéiczynnik wzbogacenia (EF), analiza wariancji ANOVA
obliczona dla warstwy PW poréwnujaca stanowiska pobierania probek

Table 1
Cadmium concentration [ug-dm™] in waters of Lake Dotgie Wielkie; arithmetic mean (X), range (R), standard
deviation (SD), coefficient of variation (CV), enrichment factor (EF), analysis of variance ANOVA
and Tukey's test calculated for the PW layers, comparing sampling stations

X R SD CV [%] EF

ISM 1,65 4,59 1,25 75,9 5,04

1GM 1,15 2,64 0,75 64,7 291
1PW 0,46 0,83 0,28 60,2

2SM 1,58 3,10 1,01 63,6 2,94

2GM 1,35 2,86 0,95 70,1 2,83
2PW 0,69 2,28 0,58 83,8

3SM 1,35 2,45 0,68 50,4 4,28

3GM 1,19 2,58 0,86 72,7 3,22
3PW 0,49 1,16 0,32 66,5

warto$ci usrednione dla calego jeziora: X EF

SM 1,53 4,09

GM 1,23 2,99
PW 0,55

| ANOVA (PW) | df=45,F=1,46,p>0,05 | ns |

Tabela 2
Stezenia $rednie otowiu [ug-dm™] w jeziorze Dolgie Wielkie; $rednia arytmetyczna (X), rozstep (R), odchylenie
standardowe (SD), wspoétczynnik zmienno$ci (CV), wspdtczynnik wzbogacenia (EF), analiza wariancji ANOVA
obliczona dla warstwy PW poréwnujaca stanowiska pobierania probek

Table 2
Lead concentration [p g~dm’3] in waters of Lake Dotgie Wielkie; arithmetic mean (X), range (R), standard
deviation (SD), coefficient of variation (CV), enrichment factor (EF), analysis of variance ANOVA
and Tukey's test calculated for the PW layers, comparing sampling stations

X R SD CV [%] EF
1SM 3,54 7,26 1,73 49,2 1,87
IGM 4,13 8,29 1,97 47,7 2,64
1PW 2,47 5,15 1,35 54,6
2SM 4,79 13,50 3,39 70,7 2,25
2GM 448 13,70 3,28 73,1 2,12
2PW 2,29 4,41 1,19 52,2
3SM 3,90 6,71 1,85 473 1,92
3GM 4,19 12,54 2,88 68,8 2,60
3PW 2,19 4,09 1,05 48,1
wartosci usrednione dla calego jeziora: X EF
SM 4,08 2,01
GM 4,27 2,45
PW 2,32

| ANOVA (PW) | df=45,F=0.21,p>0,05 | ns |
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W jeziorze Dotgie Wielkie Sredni wspdiczynnik wzbogacenia dla mikrowarstwy
powierzchniowej SM  wyniést 2,01 i byl mniejszy niz ten obserwowany
w mikrowarstwie GM (2,45) (tab. 2). W przypadku otowiu najwigksze wspéiczynniki
wzbogacenia obserwowano w warstwie GM na stanowiskach 1 i 3. Interesujace jest, ze na
stanowisku Srodkowym, gdzie obserwowano najwigkszy wspéiczynnik wzbogacenia
w mikrowarstwie EFsm = 2,25, stwierdzono najmniejszy wspotczynnik wzbogacenia
EFam = 2,12. Moglo to by¢ spowodowane przemieszczaniem si¢ otowiu z warstw nizszych
(GM) do wyzszych (SM). Zamieszczone w tabeli 3 wspdtczynniki wzbogacenia
potwierdzaja mozliwo§¢ zasilania mikrowarstw powierzchniowych olowiem z nizej
potozony partii wody.

Tabela 3
Wspéiczynniki korelacji dla Cd i Pb migdzy mikrowarstwa SM i warstwa PW oraz mikrowarstwa GM i warstwa
PW (n = 48, podkreslono wspétczynniki korelacji statystycznie istotne, p < 0,05)

Table 3
Correlation coefficients for Cd and Pb between microlayer SM and the PW layer, and microlayer GM and the PW
layer (n = 48, statistically significant correlation coefficients are underlined, p < 0.05)

Cd Pb
Dotgie W. SM 0,16 0,59
Dotgie W. GM 0,24 032

Z literatury [4, 12-14] wynika, Ze material dostaje si¢ do interfazy woda - powietrze
z toni wodnej i z atmosfery. Z atmosfery substancje przenikaja do powierzchniowych
mikrowarstw wody poprzez opady lub w wyniku porywania sktadnikéw powietrza przez
rozpryskujace si¢ fale. Z prac prowadzonych na terenie Srodkowego Pomorza wynika, ze
wspotczynniki korelacji uzyskane dla jezior polskiego Pomorza wskazuja na kumulacje
substancji w mikrowarstwie powierzchniowej pochodzacych w gltéwnej mierze
z hydrosfery [1, 15]. Tabela 3 przedstawia wyniki korelacji obliczonych dla Cd i Pb
uzyskanego w badanym wieloleciu migdzy mikrowarstwami a woda podpowierzchniowa.
Jak wyzej wspomniano, statystycznie istotne wspoétczynniki korelacji uzyskane dla otowiu
wskazuja, ze wigkszo$¢ tych zwiazkéw w mikrowarstwie prawdopodobnie pochodzi z toni
wodnej. W przypadku kadmu w jeziorze Dolgie Wielkie nie uzyskano zwiazku
korelacyjnego w zawartoSci tego sktadnika w wodzie podpowierzchniowej i analizowanych
warstwach. Dlatego nalezy sadzi¢, Zze prawdopodobnie jego Zrédtem sa opady
atmosferyczne. Mozliwo$¢ zasilania mikrowarstwy powierzchniowej w kadm potwierdza
bardzo duza zawarto$¢ tego pierwiastka w opadach atmosferycznych mierzonych
w okolicach Tréjmiasta i Swinoujscia [16].

Podsumowanie

Kadm i oléw kumuluje si¢ w mikrowarstwach powierzchniowych analizowanego
jeziora w iloSciach wigkszych niz obserwuje si¢ w wodzie podpowierzchniowej. Kadm
w najwigkszych iloSciach kumulowal si¢ w mikrowarstwie pobranej technika szklanej
plyty, natomiast otéw technika siatki Garretta.
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LEAD AND CADMIUM IN SURFACE MICROLAYERS
OF SHALLOW LAKE DOLGIE WIELKIE

Abstract: Samples of surface water microlayer were collected from a lagoon lake Dotgie Wielkie on a quarterly
basis in the years 2000-2004. Three experimental stations were located on the lake, representing the eastern,
western and central part. Water samples were collected by three methods: using a glass plate (SM) the surface
water microlayer approx. 0.1 mm thick was sampled. The Garrett mesh (GM) was used to sample the surface
microlayer with a thickness of approx. 0.25 mm counting from the surface and the subsurface water layer (SUB)
sampled from a depth of 15 cm. In collected samples the concentration of cadmium and lead was determined by
atomic spectrometry with electromagnetic excitation.

Keywords: surface microlayer, heavy metals, lake
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KADM I MANGAN W MIKROWARSTWIE POWIERZCHNIOWE]
I W WODZIE PODPOWIERZCHNIOWE]
ESTUARIOWEGO JEZIORA GARDNO

CADMIUM AND MANGANESE IN SURFACE MICROLAYER
AND IN SUBSURFACE WATER OF ESUTARINE LAKE GARDNO

Abstrakt: Badajac wplyw zasolenia na st¢zenie kadmu i manganu w mikrowarstwie powierzchniowej wody,
probki tej mikrowarstwy pobierano z estuariowego jeziora Gardno w cyklu kwartalnym przez okres 4 lat. Na
jeziorze usytuowano trzy stanowiska badawcze w reprezentatywnych jego punktach. Jezioro Gardno jest
zbiornikiem estuariowym i mozna w nim wyr6zni¢ trzy zasadnicze strefy o roznym zasoleniu. W zalezno$ci od
stosowanej techniki pobierania probek wody zbierano mikrowarstwe¢ powierzchniowa wody o grubosci okoto
0,1 mm i okolo 0,25 mm. Wod¢ podpowierzchniowa pobierano na glgbokosci 15 cm od lustra wody.
W pozyskanych prébkach wyznaczono st¢zenie kadmu i manganu metodami spektrometrii atomowe;j.

Stowa kluczowe: mikrowarstwa powierzchniowa, metale ci¢zkie, jezioro estuariowe

Mikrowarstwa powierzchniowa wody jest cienka warstwa wystepujaca na styku
powierzchni wody i atmosfery. Warstwa ta reprezentuje znikomg cze§¢ Srodowiska
wodnego, tworzac specyficzny ekoton na granicy tych dwdch stref. Jest ona srodowiskiem
szczegélnym pod wzgledem chemicznym i fizycznym, i w zasadniczy sposéb réznigcym
si¢ od wody podpowierzchniowej [1, 2]. Mikrowarstwa powierzchniowa odgrywa wazna
rol¢ w wymianie gazowej oraz transporcie réznych substancji z kolumny wody do
atmosfery i na odwrét. Rozpuszczone substancje, czastki i mikroorganizmy sg
transportowane do tej unikatowej strefy przez dyfuzje prosta i unoszenie, m.in. przez ruchy
konwekcyjne, z osadéw dennych oraz z toni wodnej. W tym samym czasie mikrowarstwa
powierzchniowa jest rdwniez zasilana przez opad atmosferyczny, pyly i aerozole. Prowadzi
to do akumulacji r6znych substancji chemicznych i mikroorganizméw w mikrowarstwie
powierzchniowej wody [3].

Celem pracy bylo poréwnanie zdolnosci do kumulowania mikrowarstw
powierzchniowych wody jeziora Gardno w kadm i mangan w trzech rejonach jeziora,
charakteryzujacych si¢ réznym stopniem wymieszania wody stodkiej z morska.

Materialy i metody

Obiektem badan bylo estuariowe jezioro Gardno, ktére cechuje si¢ powierzchnig
2468 ha, niewielkg gltebokoscia $rednig 1,3 m i maksymalng 2,6 m oraz stonawymi wodami
[4]. Wspdlrzedne geograficzne jeziora wynosza: szeroko$¢ geograficzna 53°39,4', dlugosé
geograficzna 17°07,1'. Na jeziorze usytuowano trzy stanowiska badawcze (rys. 1). Pierwsze
u ujscia rzeki Lupawy do jeziora, gdzie wody jeziora wykazuja cechy ladowe, drugie
w cze¢sci srodkowej, a trzecie w poblizu kanatu taczacego jezioro z Morzem Battyckim. Na
stanowisku trzecim obserwowano najwigksze st¢zenie jondw chlorkowych ze wzgledu na
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silne mieszanie si¢ wod morskich z jeziornymi podczas silnych wiatréw i sztorméw,
powodujacych wlewanie si¢ wod Morza Battyckiego do jeziora.
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Rys. 1. Wspétczynniki wzbogacenia mikrowarstwy powierzchniowej SM i GM w bakterie heterotroficzne [21]
i mangan w jeziorze Gardno

Fig. 1. Enrichment factors of surface microlayer enrichment SM and GM in heterotrophic bacteria [21] and
manganese in Lake Gardno

Prébki wody do analiz pobierano przez 4 lata od 1998 do 2002, w cyklu kwartalnym,
trzema metodami:

a) technikg szklanej ptyty (SM) [5] zbierano wod¢ powierzchniowa o grubos$ci okoto
(100 + 20) pm. Plyte zanurzano w wodzie i po ustabilizowaniu si¢ powierzchni wody
wyjmowano jg z predkoscig okoto 15 cm-s™;

b) technika siatki Garretta (GM) [6] pobierano mikrowarstwe powierzchniowa o grubosci
(240 £ 50) um. Siatke zanurzano w wodzie podobnie jak ptyte szklang i nast¢pnie
wycieraczka §ciggano wode¢ do pojemnika;

¢) wod¢ podpowierzchniowa (PW) pobierano do szklanego pojemnika na glebokosci
15 cm od lustra wody. Prébki wody podpowierzchniowej pobierano jako prébke
poréwnawcza dla mikrowarstw pobranych poprzednimi metodami.

Analiza chemiczna i statystyczna

Zmineralizowane prébki wody oznaczano za pomocag spektrofotometru absorpcji
atomowej Carl - Zeiss Jena AAS3. Analiz¢ wykonywano w plomieniu acetylenowo-
-tlenowym przy dlugosci fali A = 279,5 nm dla manganu [7]. Do oznaczen kadmu
stosowano przystawk¢ z atomizerem elektromagnetycznym EA3 i automatycznym
podajnikiem prébek [8]. Analiz¢ wykonywano przy dlugosci fali A = 228,8 nm.

Analize¢ wariancji wraz z testem Tukeya, ktérej celem bylo poréwnanie warstwy wody
podpowierzchniowej migdzy trzema stanowiskami pobierania prébek z jeziora Gardno,
wykonano w programie Statistica [9]. Zdolno$¢ kumulacyjng badanych mikrowarstw
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powierzchniowej wody w odniesieniu do kadmu i manganu analizowano, uzywajac
wspoOtczynnikow wzbogacenia (EF), ktére obliczano z wzoru:

EF = Cul/Cp

gdzie: Cwm - stezenie analizowanego skladnika w odpowiedniej mikrowarstwie
powierzchniowej; Cp - stezenie tego samego sktadnika w wodzie podpowierzchniowej
[1, 10].

Wyniki oraz ich oméwienie i analiza

Jezioro Gardno, taczac si¢ z Morzem Baltyckim, okresowo zasilane jest wodami
morskimi, w zwigzku z czym mozna w nim wyrdzni¢ trzy strefy o réznym zasoleniu.
W pierwszej strefie (st. 1) dominuja wody stodkie, ktére charakteryzuja si¢ najmniejszym
stezeniem jonoéw CI". W strefie §rodkowej (st. 2) stezenie tych jondéw jest posrednie,
a najwigksze ich stezenie obserwowano w trzeciej strefie (st. 3), bedacej pod najwigkszym
wptywem wody morskiej [1].

Tabela 1
Stezenie kadmu [ug-dm™] w wodach jeziora Gardno; $rednia arytmetyczna (X), rozstep (R), odchylenie
standardowe (SD), wsp6tczynnik zmiennosci (CV), wspéiczynnik wzbogacenia (EF), analiza wariancji ANOVA
oraz test Tukeya obliczony dla warstwy PW, poréwnujacy stanowiska pobrania prébek

Table 1
Cadmium concentration [u g-dm’3] in waters of Lake Gardno; arithmetic mean (X), range (R), standard deviation
(SD), coefficient of variation (CV), enrichment factor (EF), analysis of variance ANOVA and Tukey's test
calculated for the PW layers, comparing sampling stations

X R SD CV [%] EF
1SM 2,75 11,93 3,51 1274 3,11
1GM 3,25 10,42 2,88 88,4 4,15
1PW 0,82 0,89 0,28 33,4
2SM 1,65 1,67 0,47 28,7 6,82
2GM 1,35 1,88 0,48 35,7 4,52
2PW 0,42 0,88 0,27 63,3
3SM 2,13 1,65 0,55 26,1 4,73
3GM 2,16 3,46 1,12 51,6 5,49
3PW 0,68 0,78 0,30 45,1

ANOVA (PW) df =33, F=6,30, p< 0,01 wk
Test Tukeya *(st.2-st. 1); ¥ (st. 2 - st. 3)

W tabeli 1 przedstawiono $rednie stezenia kadmu w badanych warstwach wody jeziora
Gardno, a w tabeli 2 - st¢zenia manganu. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
stwierdzi¢, ze zawarto§¢ obydwoéch pierwiastkow byla wigksza w mikrowarstwach
powierzchniowej wody niz w warstwie wody podpowierzchniowej (tabele 1 i 2). Sytuacja
taka zgodna jest z wynikami badan prowadzonych [11-16] zar6wno w wodach morskich,
jak i w wodach stodkich. Wynika to prawdopodobnie z wigkszych zdolno$ci absorpcyjnych
i wigzacych zawartych w mikrowarstwie powierzchniowej substancji chemicznych
i mikroorganizméw.
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Tabela 2
Stezenie manganu [ug-dm~] w wodach jeziora Gardno; $rednia arytmetyczna (X), rozstep (R), odchylenie
standardowe (SD), wsp6tczynnik zmiennosci (CV), wspéiczynnik wzbogacenia (EF), analiza wariancji ANOVA
oraz test Tukeya obliczony dla warstwy PW poréwnujacy stanowiska pobrania prébek

Table 2

Manganese concentration [p g-dm’3 ] in waters of Lake Gardno; arithmetic mean (X), range (R), standard deviation

(SD), coefficient of variation (CV), enrichment factor (EF), analysis of variance ANOVA and Tukey's test
calculated for the PW layers, comparing sampling stations

X R SD CV [%] EF
ISM 101,94 291,52 77,95 76,5 241
1GM 151,90 282,70 92,13 60,7 3,61
1PW 82,77 231,94 79,25 95,8
2SM 144,67 331,25 88,30 61,0 6,20
2GM 198,50 887,76 233,61 117,7 7,25
2PW 76,33 254,13 72,88 95,5
3SM 329,41 1119,85 296,70 90,1 1,86
3GM 298,86 883,83 244,67 81,9 1,71
3PW 174,10 219,85 59,51 34,2
ANOVA (PW) df =33,F=7,11,p<0,01 HH
Test Tukeya st.3-st. list.3-st.2 Hk

Analizujac stgzenie kadmu i manganu w badanych warstwach wody powierzchniowej
jeziora Gardno w zalezno$ci od stanowiska, nalezy stwierdzi¢, ze st¢zenie kadmu bylo
najnizsze zaréwno w mikrowarstwach, jak i wodzie podpowierzchniowej w strefie
srodkowej jeziora (st. 2). W przypadku tego metalu wyraznie uwidacznia si¢ korelacja
migdzy jego koncentracja w  wodzie podpowierzchniowej a  koncentracja
w mikrowarstwach, co sugeruje, ze kadm w omawianym jeziorze migruje do mikrowarstwy
powierzchniowej gtéwnie z toni wodnej, do ktérej dostaje si¢ prawdopodobnie z osadéw
dennych. Takiej zaleznoéci nie obserwowano w przypadku manganu. Koncentracja tego
metalu w mikrowarstwach wzrastata w miar¢ wzrostu zasolenia wody. Natomiast w wodzie
podpowierzchniowej st¢zenie tego metalu, podobnie jak kadmu, bylo najnizsze w strefie
srodkowej (st. 2).

Wyznaczone wspdtczynniki wzbogacenia (tabele 1 i 2) pozwalaja okresli¢ zdolnosé
kumulacyjng badanych mikrowarstw powierzchniowej wody jeziornej w stosunku do
kadmu i manganu. Uzyskane §rednie wspoélczynniki wzbogacenia dla kadmu wzrastaly
wraz ze zwigkszajacym si¢ st¢zeniem jondw chlorkowych (tab. 1). Szczegélnie wyraznie
jest to widoczne w mikrowarstwie GM, dla ktérej warto§¢ EF wzrasta od 4,15 (st. 1) do
5,49 (st. 3). Z przegladu literaturowego dotyczacego badan mikrowarstwy wynika, ze
wspo6tczynniki wzbogacenia mikrowarstwy powierzchniowej wody morskiej dla wigkszosci
metali s3 wigksze niz obserwowane w jeziorach o wodach stodkich [17]. Dlatego tez mozna
sadzi¢, Ze zmieniajace si¢ zasolenie wptywalo na kumulacje kadmu, szczegdlnie
w mikrowarstwie GM. Duzy wspétczynnik wzbogacenia kadmu w warstwie SM na st. 2
koreluje z wysokim wspoétczynnikiem obserwowanym w tym miejscu dla manganu.
W przypadku obu mikrowarstw analizowanych pod wzgledem zawarto$ci manganu
obserwuje si¢ najwyzszy wspdlczynnik wzbogacenia w strefie $rodkowej jeziora
(SM = 6,20 1 GM = 7,25), a najnizszy w strefie o najwigkszych cechach morskich (st. 3).
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Prawdopodobnie waznym czynnikiem wptywajacym na kumulacje¢ kadmu i manganu
w mikrowarstwie powierzchniowej jeziora Gardno jest zasolenie oraz towarzyszaca temu
obecno$¢ réznych grup mikroorganizméw o réznych preferencjach do zasolenia.
W przypadku manganu mate wzbogacenie warstwy SM w stosunku do GM w jeziorze
Gardno mozna wiagza¢ z wplywem wody morskiej i zachowaniem mikroorganizméw.
Wplyw ten jest wyraznie widoczny w przypadku mikrowarstwy GM. Wspétczynniki
wzbogacenia w tej mikrowarstwie koreluja ze wspéiczynnikami wzbogacenia dotyczacymi
liczebnosci bakterii heterotroficznych (CFU) (rys. 1). Na stanowisku drugim tego jeziora
obserwowano wyjatkowo wysokie wspétczynniki wzbogacenia zaréwno dla Mn, jak i CFU
(odpowiednio EFom = 7,25 i EFom = 5,82), mimo Zze stgzenie manganu w wodzie
podpowierzchniowej na tym stanowisku jest mniejsze niz na stanowiskach 1 i 3.
Jednoczesnie liczebnoS$¢ bakterii heterotroficznych, mimo ze jest najmniejsza w tym
rejonie, wykazuje réwniez wysokie wspélczynniki wzbogacenia w tej mikrowarstwie.
W tym przypadku mangan, jako pierwiastek niezbgdny do zycia, prawdopodobnie
stymuluje liczebno$¢ bakterii w mikrowarstwie powierzchniowej tego jeziora. By¢ moze
przyczyna duzej liczby bakterii heterotroficznych w mikrowarstwie SM na stanowisku 1
jest wigksze stgzenie substancji biogennych [18] kumulujacych si¢ w tej mikrowarstwie niz
w mikrowarstwie GM, stad na stanowisku 1 zmiany warto$ci CFU i Mn nie pokrywaja sig.
W literaturze [19-21] znane sa przyklady, gdzie liczebnos$¢ bakterii heterotroficznych
zalezna jest od stgzenia metali cigzkich rozpuszczonych w wodzie begdacej Srodowiskiem
zycia tych organizmow.

Whioski

Kadm i mangan wykazuja zdolno$¢ do kumulowania si¢ w mikrowarstwach
powierzchniowych jeziora Gardno w iloSciach znacznie wigkszych niz wystgpuja w wodzie
podpowierzchniowej. Stezenie kadmu w mikrowarstwach powierzchniowych tego jeziora
zalezy gtéwnie od jego stezenia w wodzie podpowierzchniowej. Zdolno$¢ do wzbogacania
mikrowarstwy powierzchniowej w przypadku kadmu zalezna byto od mieszania si¢ wody
morskiej z woda stodka. Natomiast w przypadku manganu prawdopodobnie czynnikiem
stymulujacym wzbogacanie oprécz wody morskiej byty bakterie heterotroficzne.
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CADMIUM AND MANGANESE IN SURFACE MICROLAYER
AND IN SUBSURFACE WATER OF ESUTARINE LAKE GARDNO

Abstract: In order to investigate the effect of salinity level on the concentration of cadmium and manganese in the
surface microlayer, several samples were collected from an estuarine lake Gardno in a quarterly cycle over the
period of four years. Three testing stations were established in locations typical of this lake. In the lake, one can
distinguish three areas with various levels of salinity, with a sampling site for each of these areas. The volume of
water taken as samples varied, depending on the techniques used. During the experiment, surface microlayer
samples of ca 0.1 and 0.25 mm were obtained. The subsurface water was obtained at the depth of 15 cm. The
collected samples were analysed with an atomic spectrometer in order to determine the concentration of cadmium
and manganese.

Keywords: surface microlayer, heavy metals, estuarine lake
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DEGRADACJA WYBRANYCH POLIESTR()VY W GLEBIE
Z UDZIALEM MIKROORGANIZMOW

MICROBIAL DEGRADATION OF SELECTED POLYESTERS IN SOIL

Abstrakt: Obecnie w wielu gatgziach przemystu niedegradowalne tworzywa sztuczne zast¢puje si¢ polimerami
przyjaznymi $rodowisku. Wprowadzenie tych biodegradowalnych materiatéw do codziennego uzytku pomoze
zredukowac¢ ilo$¢ powstajacych odpadéw statych, ktérych recykling jest nieoptacalny. Chociaz biodegradowalne
polimery sa produkowane z mys$la o ich kompostowaniu po zuzyciu, niestety nie ma mozliwosci uniknigcia
stosowania tzw. niewlasciwych praktyk (za$miecania), ktére prowadza do powstawania nielegalnych,
niekontrolowanych sktadowisk odpadéw. Poniewaz wiadomo, Ze biopoliestry moga ulega¢ degradacji w glebie
w obecnosci szerokiej gamy mikroorganizméw, takich jak: bakterie, promieniowce czy grzyby, istnieje potrzeba
badania oddziatywania tych materialéw na $rodowisko glebowe. Prezentowane wyniki dotycza testu biodegradacji
wybranych poliestréw (alifatyczno-aromatyczny kopolimer tereftalan-butanodiol/adypinian-butanodiol BTA,
krystaliczny i amorficzny polilaktyd PLA, ataktyczny poli[(R,S)-3-hydroksymaslan] a-PHB) oraz ich mieszanin
w glebie, przygotowanego w formie eksperymentu wazonowego, prowadzonego w warunkach kontrolowanych.
Probki tych poliestréw w postaci zylek umieszczono w glebie, a nastgpnie w okre§lonych odstgpach czasu
dokonywano analizy na obecno$¢ mikroorganizméw. Zmiany liczebnos$ci mikroorganizméw glebowych
w testowanych poliestrach wykrywano na réznych podlozach selektywnych: bakterie na podiozach YS,
promieniowce na ekstrakcie glebowym i grzyby na podiozu DRBC. Rodzaj i liczebno$¢ bakterii rozktadajacych
polimery oznaczano na podlozach zawierajacych BTA, PLA i a-PHB jako jedyne zrédlo wegla przy uzyciu
podtozy selektywnych. Zaobserwowano, ze liczebno$¢ bakterii zdolnych do tworzenia kolonii zalezata od czasu
trwania do$wiadczenia i rodzaju zastosowanych polimeréw. Liczebno$¢ bakterii obecnych na podiozu
zawierajagcym a-PHB byta wigksza w poréwnaniu do podlozy z pozostatymi poliestrami. Wsr6d bakterii zdolnych
do rozktadu biopolimeréw dominowaty Gram-dodatnie laski przetrwalnikujace oraz Gram-ujemne pateczki.

Stowa kluczowe: biodegradacja, degradacja z udzialem mikroorganizméw, poliestry biodegradowalne

W ostatnich latach produkcja i zuzycie materialéw polimerowych znacznie wzrosta,
powigkszajac tym samym ilo§¢ odpadéw ucigzliwych dla $rodowiska. Wszechstronnosé
zastosowan klasycznych tworzyw sztucznych, w tym gléwnie opakowan, wynika z ich
waloréw uzytkowych, takich jak: niska cena, funkcjonalno$¢, duza elastycznos¢, niewielka
masa, chemiczna stabilnos$¢, nieprzepuszczalno$é, strukturalna réznorodnos$¢, odpornosé na
rozklad mikrobiologiczny czy atmosferyczny. Produkty te z powodzeniem zastepuja wiele
tradycyjnych materialéw, takich jak: papier, szkto, drewno oraz metale.

Niekorzystnym efektem tak szerokiego zastosowania tworzyw jest duza ilos¢ odpadéw
trafiajagcych do $rodowiska, ktérych znaczna wigkszo$¢ jest niedegradowalna, a ich
recykling jest malo optacalny. Dlatego wydaje si¢ by¢ wazne zastgpienie nieulegajacych
degradacji tworzyw sztucznych takimi, ktére s3 w pelni biodegradowalnymi,
tj. przyjaznymi §rodowisku materiatami polimerowymi otrzymywanymi gléwnie ze zrédet
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odnawialnych zdolnych do samorzutnej degradacji hydrolitycznej badZ enzymatycznej po
wymaganym czasie eksploatacji.

Obecnie polimerami biodegradowalnymi cieszacymi si¢ duzym zainteresowaniem sg
m.in. polimery uzyskiwane bezposrednio z surowcOéw odnawialnych (polisacharydy
naturalne, takie jak skrobia, celuloza i ich pochodne), naturalne poliestry produkowane
przez mikroorganizmy (poli-3-hydroksymaslan PHB, jego kopoliester z kwasem
3-hydroksywalerianowym PHBYV), polimery produkowane przez klasyczng syntezg
chemiczng z monomeréw pochodzenia naturalnego (polilaktyd, PLA) oraz polimery
wytwarzane z surowcOw petrochemicznych jak poli(e-kaprolakton) PCL [1-3].

Szybko§¢ procesu degradacji biodegradowalnych materiatéw polimerowych
w §rodowisku przyrodniczym zalezy zar6wno od budowy i wlasciwos$ci samego materiatu,
jak 1 od warunkéw otoczenia, w ktérym si¢ znajduje. Najwazniejszym biologicznym
czynnikiem wyst¢epujacym w S$rodowisku naturalnym (kompost, gleba, osad czynny),
wplywajacym na tempo mineralizacji biopolimeru, jest aktywno$¢ obecnych tam
mikroorganizméw, a zwlaszcza bakterii, promieniowcéw i grzybow [4-5].

Materiaty i metody

Badania nad udzialem mikroorganizméw glebowych w rozkladzie biopolimeréw
prowadzono na prébkach polimeréw w postaci wytloczonych zylek przygotowanych
w Centrum Materiatéw Polimerowych i Weglowych PAN w Zabrzu. Wykorzystane
w do$wiadczeniu wazonowym materialy poliestrowe to: alifatyczno-aromatyczny
kopolimer tereftalan-butanodiol/adypinian-butanodiol  (BTA), krystaliczny (PLLA)
i amorficzny (PDLLA) polilaktyd, ataktyczny poli[(R,S)-3-hydroksymas$lan] (a-PHB).
Dodatkowo, oprécz zytki BTA, do testu biodegradacji przygotowano probke tego samego
polimeru w postaci folii.

Gleba uzyta do badan nalezala do grupy piasku luznego, o pH zblizonym do
obojetnego. Eksperyment prowadzono w temperaturze 22+2°C z zachowaniem stalej
wilgotnosci prébek gleby. Badania mikrobiologiczne przeprowadzono w pierwszym,
trzecim, dziesigtym, pig¢tnastym oraz dwudziestym trzecim miesigcu inkubacji polimeréw
w glebie. Oprécz tych poliestréw badano nastgpujace binarne mieszaniny z ich udziatem:
PDLLA/a-PHB(90/10), PDLLA/a-PHB(95/5), BTA/PDLLA(70/30), BTA/PLLA(70/30),
oraz mieszaniny tréjsktadnikowe: BTA/PDLLA/a-PHB(40/40/20) i BTA/PDLLA/
a-PHB(90/5/5).

Prébki polimeréw po wyjeciu z gleby umieszczano w 10 cm’ 0,1% roztworu Tween 80
w 0,9% NaCl i wytrzasano przez 10 minut. Liczebno$¢ bakterii heterotroficznych
i promieniowcéw okreslano na podtozu YS (wyciag glebowy z ekstraktem drozdzowym),
grzyby mikroskopowe na podiozu DRBC (z chloramfenikolem i r6zem bengalskim). Do
podtozy z polimerami oraz YS dodawano nystatyny oraz actidionu w iloci 50 pg/cm’
podltoza w celu zahamowania wzrostu grzybéw. Kolonie bakterii heterotroficznych liczono
po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 28°C, po 14 dniach liczono promieniowce, a po
7 dniach liczebno$¢ grzybéw mikroskopowych. Wynik podano jako ogdlng liczebnos¢
mikroorganizméw w 1 cm’ [6-8].

Wystepowanie bakterii zdolnych do degradacji polimeréw okreslono w prébkach po
23 miesigcach inkubacji. Material posiewano na podloza zawierajgce polimery PLLA,
PDLLA, BTA, a-PHB jako jedyne Zrédto wegla. Polimery rozpuszczono w chloroformie,
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a nastepnie zhomogenizowano w mineralnym podiozu przy uzyciu dezintegratora firmy
Bandelin electronics typ: UW 2070 [9]. Po 14 dniach inkubacji obserwowano wokét
kolonii bakterii strefy przejasnienia zwane ,halo” wskazujace na degradacje polimeru
znajdujacego si¢ w podiozu.

Wyniki, ich oméwienie i analiza

W trakcie badan najwigksza liczebnos¢ bakterii heterotroficznych wystgpita
w pierwszych miesigcach badan, a mniejsza w koncowych miesigcach, co prawdopodobnie
wigze si¢ z wyczerpywaniem substratOw w podiozu. Wyniki te znajdujg potwierdzenie
w badaniach [8] i [10], w ktérych stwierdzono, ze aktywny wzrost mikroorganizméw
glebowych jest ograniczony przez dostgp substancji pokarmowych, zwtaszcza Zrddet
wegla. Liczebno$¢ bakterii heterotroficznych w trakcie catych badan byta wigksza niz
pozostalych  badanych grup  mikroorganizméw  (promieniowcéw i  grzybéw
mikroskopowych). W pracach [3, 8, 10] réwniez bakterie stanowily dominujaca grupe
mikroorganizméw, za§ promieniowce i grzyby byly mniej liczne.
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Rys. 1. Liczebno$¢ bakterii obecnych na powierzchni wybranych prébek polimerowych

Fig. 1. Number of bacteria presented on surface of selected polymer samples

Liczebno$¢ bakterii heterotroficznych zasiedlajacych poszczegdlne polimery byta
zréznicowana (rys. 1). Stwierdzono, ze najliczniej zasiedlanym poliestrem byt BTA, przy
czym wigcej bakterii obserwowano na folii niz na zylce, co mogloby wskazywac, ze folia
z racji wickszej powierzchni w poréwnaniu do zytki jest bardziej dostgpna dla
mikroorganizméw. Wyniki te znajduja potwierdzenie w badaniach Wanga [11], ktory
wykazal, ze szybko§¢ rozktadu polimeréw jest zalezna od rodzaju powierzchni, tj. polimery
o powierzchni niejednorodnej (szorstkie) byly szybciej rozktadane niz gtadkie.
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Poréwnujac zasiedlanie przez bakterie PDLLA i PLLA (rys. 1) zaobserwowano, ze
PLLA jest gorzej i wolniej zasiedlany przez bakterie niz PDLLA, co wskazuje, ze forma
amorficzna polilaktydu (PDLLA) szybciej ulega degradacji hydrolitycznej, a nastgpnie
enzymatycznej. Przeglad literatury $wiatowej wskazuje, ze polilaktyd jest wolno
degradowany mikrobiologicznie i przez niewiele szczepéw bakterii, szczegélnie
w nizszych temperaturach [12-14].

W badaniach wlasnych wykazano, ze krystaliczny PLLA w mieszaninie
z kopoliestrem BTA charakteryzuje si¢ wyzszym stopniem zasiedlenia przez bakterie
w poréwnaniu do homopolimeru PLLA. Obecnosé ataktycznego
poli[(R,S)-3-hydroksymaslanu] w mieszaninie z amorficznym PDLLA w 1, 3 i 23 miesigcu
analizy powoduje wzrost przyswajalno$ci przez mikroorganizmy tego ostatniego (rys. 1).

W mieszaninach tréjsktadnikowych BTA/PDLLA/a-PHB z duzym udzialem
kopoliestru BTA zwigksza si¢ stopien zasiedlenia probek przez bakterie w poréwnaniu do
mieszanin o malej zawarto$ci tego sktadnika (rys. 2).
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Rys. 2. Liczebno$¢ bakterii obecnych na powierzchni tréjsktadnikowych probek polimerowych

Fig. 2. Number of bacteria presented on surface of BTA/PDLLA/a-PHB polymer samples

Grzyby szybciej zasiedlajg BTA niz PLLA i PDLLA, przy czym, podobnie jak
u bakterii, duza powierzchnia folii BTA odznacza si¢ wigkszg iloscig grzybéw niz zytka
BTA.

Zasiedlanie polimeru PDLLA przez grzyby bylo wigksze w mieszaninie z a-PHB
w porOwnaniu z samym homopolimerem PDLLA. W przeciwienstwie do bakterii
odnotowano, ze PLLA jest w 3 i 15 miesigcu badan tatwiej zasiedlana przez grzyby niz
amorficzny PDLLA.

Obecnos¢  syntetycznego, alifatyczno-aromatycznego BTA w  mieszaninie
z krystalicznym PLLA czy amorficznym PDLLA powoduje tatwiejsze i szybsze zasiedlanie
tych mieszanin w poréwnaniu tych homopolimeréw zasiedlanych kazdy z osobna. Z kolei
dodatek PDLLA do BTA pogarsza zasiedlanie w stosunku do czystego BTA (rys. 3).
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Rys. 3. Liczebno$¢ grzybéw obecnych na powierzchni wybranych prébek polimerowych

Fig. 3. Number of fungi presented on surface of selected polymer samples

Obecnos¢ promieniowcéw obserwowano do 10 miesigca badan, w 15 i 23 miesiacu
pojawy byly sporadyczne, co moglo by¢ spowodowane wyczerpywaniem si¢ substratow
w glebie [8, 10]. Réwniez i w tym przypadku BTA w postaci folii charakteryzowata si¢
wigksza liczebnos$cia promieniowcéw w stosunku do zytki. Relatywnie duzg liczebno$é
zaobserwowano takze na mieszaninie BTA/PDLLA. Wprowadzenie BTA do mieszaniny
z PDLLA powoduje, ze probka jest tatwiej zasiedlana niz czysty PDLLA (rys. 4).
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Rys. 4. Liczebno$¢ promieniowcéw obecnych na powierzchni wybranych prébek polimerowych

Fig. 4. Number of actinomycetales presented on surface of selected polymer samples

Wsréd bakterii zdolnych do wzrostu na polimerach, jako jedynym zrédle wegla,
najwigkszg liczbe kolonii, otoczonych wyrazng strefa halo, obserwowano na podtozu
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zawierajagcym a-PHB (rys. 5a); na pozostalych podiozach z polimerami wystgpowaty
pojedyncze kolonie otoczone niewielka strefa halo (rys. 5b).

Rys. 5. Zdjecia cyfrowe kolonii bakterii z widoczna strefa ,,halo”: a) na podtozu a-PHB, b) na podtozu BTA
Fig. 5. Digital photographies of bacterial colonies with ‘halo” surrounded: a) a-PHB medium, b) BTA medium

Bakterie te nalezaly gtéwnie do tlenowych laseczek przetrwalnikujacych z rodzaju
Bacillus, wystapity réwniez nieliczne pateczki Gram-ujemne nalezagce do
Pseudomonadacae.

Podsumowanie i wnioski

1. Szereg dostgpnosci badanych polimeréw dla mikroorganizméw ksztattuje sig
nastepujaco: BTA folia > BTA zytka > PDLLA >PLLA.

2. Degradacje poliestréw mozna przyspieszy¢ poprzez tworzenie mieszanin z innymi
materialami biodegradowalnymi, ulatwiajgc w ten sposéb zasiedlanie trudniej
biologicznie rozktadalnych polimeréw przez mikroorganizmy glebowe.
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MICROBIAL DEGRADATION OF SELECTED POLYESTERS IN SOIL

Abstract: Nowadays in a lot of industrial branches non-degradable plastics have been replaced by environmental
friendly polymers. Introducing these biodegradable materials to human’s daily life help reduce harmful solid
waste, which recycling is impractical and uneconomical. Generally, biodegradable polymers are produced to be
composted after disposal, however there is no possibility to avoid improper practices dealing to produce illegal,
uncontrolled landfill sites. As generally known, that biopolyesters can be degraded in soil by the action of a wide
range of microorganisms such as bacteria, actinomycetales, and fungi, there is a big necessity for studying
ecotoxicological impact of these materials placed in soil. The present results deals with biodegradation test of
selected polyesters (aliphatic-aromatic copolymer (terepthalate-butylene/adipate-butylene, BTA, crystalline and
amorphous polylactide PLA, and atactic poly[(R,S)-3-hydroxybutyrate], a-PHB) and their blends incubated in soil,
performed under controlled conditions in the pot experiment. Samples of monofilaments prepared from mentioned
above polyesters were placed in soil medium and analyzed for microbial activity after specified period of time.
The changes of the number of soil microorganism on tested polyesters using a number of different selective media
were detected on: YS - for bacteria, soil extract for actinomycetales, DRBC for fungi. Species and number of
polymer-degrading microorganisms were estimated on media containing BTA, PLA, and a-PHB as only carbon
sources using a number of different selective media. It was found that numbers of all tested culturable
microorganisms were dependent upon both on tested polymers and time of experiment. In the presence of
polymer BTA, PLA, and a-PHB in medium, more bacteria on a-PHB as only carbon sources, than the other have
been noticed. Among bacteria capable of degrading tested polymers Gram-positive sporulated baccili and Gram-
negative rods was dominated.

Keywords: biodegradation, microbial degradation, biodegradable polyesters
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METALE CIEZKIE W GLEBIE
I ORGANIZMACH BEZKREGOWCOW GLEBOWYCH

HEAVY METALS IN THE SOIL AND IN THE ORGANISMS
OF THE INVERTEBRATES INHABITING THE SOIL

Abstrakt: W celu oceny toksycznosci metali dla mezofauny glebowej zbadano zréznicowanie, liczebno$¢ oraz
zawarto$¢ Pb, Cd, Ni, Zn zar6wno w glebie, jak i w ciele zasiedlajacej ja fauny wybranych siedlisk trawiastych.
Badane stanowiska byly potozone blisko traktéw komunikacyjnych o réznym stopniu nasilenia ruchu pojazdéw
mechanicznych i dla poréwnania w parku miejskim. Gleby charakteryzowal podobny odczyn oraz mata
wilgotno$¢. Roznity si¢ one natomiast zawarto$cig metali cigzkich. Gleba w parku miejskim wykazata mniejsza
zawarto$¢ Pb i mala pozostatych metali cigzkich, a jednocze$nie najwigksze zageszczenie mezofauny. Natomiast
w organizmach badanych zwierzat glebowych stwierdzono duze stg¢zenia metali cigzkich na stanowiskach o duzej
zawarto$ci tych metali w glebie.

Stowa kluczowe: mezofauna, zaggszczenie, metale cigzkie

Metale cigzkie ze zrédet antropogennego zanieczyszczenia powietrza, wody i gleby
ulegaja w nich rozproszeniu i skazaja bezposrednio lub posrednio przez ro$liny lub martwa
materi¢ organiczng zyjace w nich organizmy [1]. Ich szkodliwos$¢ polega na mozliwosci
kumulowania si¢ w organizmach zywych i ich chronicznej toksycznosci [2].

Zwigkszona zawarto$¢ metali cigzkich wptywa szkodliwie na wtasciwoSci biologiczne
gleby poprzez zmniejszenie jej zyznoSci, aktywnoSci enzymatycznej i zmiany jej
zakwaszenia. Zwigkszona ilo§¢ metali w glebie moze dziata¢ toksycznie na mikroflorg,
ro$liny, zwierzgta glebowe i cztowieka, bowiem staja si¢ one w mniejszym lub wigkszym
stopniu cze$cig tancucha pokarmowego [3, 4]. Mechanizmy szkodliwego oddziatywania
metali cigzkich na organizmy zywe sa zréznicowane i moga prowadzi¢ do zmian
fizjologicznych powodujacych obumieranie komérek i tkanek, a takze wywolywaé zmiany
mutagenne i kancerogenne w organizmach [5].

W celu oceny toksyczno$ci metali dla mezofauny glebowej zbadano zréznicowanie,
liczebno$¢ oraz zawarto$¢ Pb, Cd, Ni i Zn zaréwno w glebie, jak i w zasiedlajacej ja faunie.

Material i metodyka

Materiat badawczy stanowita gleba z czterech trawnikéw potozonych blisko traktéw
komunikacyjnych o réznym stopniu nasilenia ruchu pojazdéw mechanicznych oraz dla
poréwnania gleba z parku miejskiego oddalonego o okoto 200 m od traktu
komunikacyjnego:

Stanowisko I usytuowane w odlegtosci ok. 1 m od ulicy
Stanowisko II usytuowane w odlegtosci ok. 5 m od ulicy
Stanowisko III usytuowane w odlegtosci ok. 4 m od ulicy

! Zaktad Ekologii, Badan Lowieckich i Ekoturystyki, Instytut Biologii, Uniwersytet Pedagogiczny, ul. Podbrzezie
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Stanowisko IV usytuowane w odlegtosci ok. 0,5 m od ulicy
Stanowisko V usytuowane w odlegtosci ok. 200 m od ulicy

Na badanych stanowiskach pobierano wiosng 2008 r. serie prébek za pomoca ramy
glebowej o wymiarach 25 cm x 25 cm, ktéra wbijano w glebe do glebokosci 10 cm. Kazda
seria skladata si¢ z 16 prébek o facznej powierzchni 1 m”. Mezofaung wyptaszano metoda
dynamiczng w zmodyfikowanym aparacie Tullgrena. Po oznaczeniu szczegélowej analizie
poddano jej zréznicowanie i zageszczenie. Badano réwniez wilgotnosé, temperaturg oraz
pH gleby, a takze oznaczono zawarto$¢ otowiu, kadmu, niklu i cynku metoda AAS na
absorpcyjnym spektrofotometrze atomowym (firmy Cole-Parmer, BUCK 200A) zaréwno
w glebie, jak i w wyekstrahowanej mezofaunie.

Wyniki

Gleby charakteryzowal podobny lekko alkaliczny odczyn (7,33+7,74) oraz podobna
wilgotno$¢ mieszczaca si¢ w przedziale 16,1+20,4% (tab. 1).

Tabela 1
Charakterystyka gleby badanych stanowisk w Krakowie
Table 1
Soil characteristics of the analysed localities in Krakéw
Wybrane parametry Stanowisko I | Stanowisko II | Stanowisko III | Stanowisko IV | Stanowisko V
Wilgotnos¢ [%] 16,5 16,1 20,4 18,9 18,85
pH gleby 7,33 7,38 7,72 7,74 7,53
Temperatura powietrza [°C] 11,5 9,8 12,6 12,9 8.5
Temperatura gleby [°C] 9,3 11,1 11,4 11,9 8,8
Stanowisko I ul. J.K. Dietla
Stanowisko II Most J. Pitsudskiego
Stanowisko IIT Most Grunwaldzki
Stanowisko IV ul. Podgodrska
Stanowisko V Park Bednarskiego

Niewielkie r6znice w wilgotno$ci nie miaty wptywu na zageszczenie mezofauny. Nie
stwierdzono wigkszych zmian w réznorodnosci mezofauny na badanych stanowiskach
(tab. 2).

Tabela 2
Zageszczenie i réznorodno$¢ pedofauny na badanych stanowiskach
Table 2
Density and diversity of the pedofauna in analysed localities
Wybrane parametry Stanowisko I | Stanowisko II | Stanowisko III | Stanowisko IV | Stanowisko V

Zage;szczzeme mezofauny 440 566 396 590 1484
[1 0s./m"]
Réznorodnos¢ (liczba grup 9 9 10 9 1
systematycznych)
Stanowisko I ul. J.K. Dietla
Stanowisko II Most J. Pitsudskiego
Stanowisko IIT Most Grunwaldzki
Stanowisko IV ul. Podgodrska

Stanowisko V Park Bednarskiego
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Istotne réznice dotyczyty natomiast zaréwno zawarto$ci metali cigzkich w glebie, jak
1 w zamieszkujacej ja mezofaunie.

Gleba w parku miejskim wykazata najmniejsze st¢zenie Pb oraz stosunkowo mate Cd
1 Ni. Jednoczes$nie stwierdzono tu najwigksze zageszczenie mezofauny. Na tym stanowisku
odnotowano 1484 osobniki na m?, podczas gdy na pozostatych zageszczenie mezofauny
byto od ponad dwéch do ponad trzech razy mniejsze (tab. 2).

Mezofauna parku zawierala najmniejsze st¢zenie Cd, stosunkowo male Pb i Zn oraz
najwicksze stezenie Ni mimo jego matej zawartosci w glebie (rys. 1). Moze to §wiadczy¢
o braku bezposredniej zalezno$ci migdzy zawarto$cia Ni w glebie i zamieszkujacej ja
faunie.

Na stanowiskach o duzym nasileniu ruchu pojazdéw mechanicznych (II, III)
stwierdzono w glebie najwigksze stgzenia Cd, Ni i Zn przy jednocze$nie malym
zageszczeniu mezofauny i duzej zawartoSci Cd w ich ciele. Jednak w ciele mezofauny
najwigksza koncentracj¢ Cd stwierdzono na stanowisku I, Ni na stanowisku V i Zn na
stanowisku I (rys. 1), gdzie glebe charakteryzowata najmniejsza Kkoncentracja
ww. pierwiastkéw. W przypadku Pb jego najwigksza koncentracj¢ odnotowano w ciele
mezofauny stanowiska II, gdzie jednoczes$nie stwierdzono najwigksza zawartos$¢ tego
pierwiastka w glebie (rys. 1).

Cd Po Ni Zn
40 120 150 100
o 30 100 o 2 80
< 80 %5 100 S 60
g 20 2 £ E
< 60 50 40
10 € 40 20
0 20 0 0
nm v 0 Fnmyv I v
Lmv
W Fauna 0O Gleba B Fauna 0O Gleba m Fauna 0O Gleba m Fauna O Gleba

Rys. 1. Zawarto$¢ metali cigzkich w glebie i mezofaunie glebowej w mg/kg

Fig. 1. Heavy metal content in the soil and in mesofauna in mg/kg
I ul. J.K. Dietla
I Most J. Pitsudskiego
Il Most Grunwaldzki
IV ul. Podgérska
V  Park Bednarskiego

Whioski

1. Niewielkie réznice warto$ci pH i wilgotnoéci badanych gleb nie miaty wplywu na
zageszczenie mezofauny.

2. Duza zawarto$¢ Cd, Pb, Ni i Zn w glebie wptywa ograniczajaco na ilo$¢ zasiedlajacej
ja mezofauny.

3. Duza zawarto§¢ Cd i Zn w ciele mezofauny jest czynnikiem ograniczajacym jej
zageszczenie.
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4. W odniesieniu do Cd, Ni i Zn nie stwierdzono bezposredniej zalezno$ci miedzy ich
ilodcig w glebie a iloScig tych metali w ciele mezofauny ja zasiedlajacej.

5. Duza ilo¢ drzew i krzewéw oraz wigksza odlegto$¢ od traktéw komunikacyjnych
chroni glebe przed dostawaniem si¢ do niej Pb.
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HEAVY METALS IN THE SOIL AND IN THE ORGANISMS
OF THE INVERTEBRATES INHABITING THE SOIL

Abstract: The heavy metals that get into the organisms influence their vital processes. In order to evaluate the
toxicity of metals to mesofauna of the soil the diversity, the number and the content of Pb, Cd, Ni, Zn in the soil
and in the body of the fauna of grass habitats were analyzed. The chosen areas were situated near the roads with
different rates of traffic flow and, to compare, in the city park. The soils were characterized by similar pH reaction
and the low humidity. They differ in the content of the heavy metals. The soil in the city park showed the lowest
concentration of Pb and low for the other heavy metals and, at the same time, the highest density of mesofauna.
Whereas in the organisms of the animals of the soil analyzed the high concentration of the heavy metals on the
habitats with the high concentration of these metals in the soil was detected.

Keywords: soil mesofauna, abundance, diversity, heavy metals
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POLIDYSPERSYJNOSC I WEASCIWOSCI HYDROFILOWE
I HYDROFOBOWE KWASOW HUMINOWYCH GLEB
POD TOPOLAMI

POLYDISPERSITY AND THE HYDROPHILIC AND HYDROPHOBIC
PROPERTIES OF HUMIC ACIDS OF SOILS UNDER DIFFERENT USE

Abstrakt: Celem pracy bylo okreslenie stopnia polidyspersyjnosci oraz wlasciwosci hydrofilowo-hydrofobowych
kwasow huminowych gleb spod plantacji topolowych oraz gleb uzytkowanych rolniczo. Do badan wykorzystano
probki gleb ptowych, glejowych i rdzawych pobrane na obszarze centralnej i zachodniej czg$ci Polski,
z réznowiekowych - 7, 17, 30, 32, 45 i 57 lat - plantacji topolowych, zatozonych na gruntach porolnych oraz
probki gleb uprawnych i gleby takowej. Prébki pobierano z glebokosci 0+7,5 i 7,5+25 cm. Z prébek gleb
wyizolowano kwasy huminowe (KH) ogélnie przyjeta metoda IHSS. Wykazano, ze kwasy huminowe niezaleznie
od sposobu zagospodarowania cechuja si¢ wigkszym udziatem frakcji hydrofobowych (HOB) niz hydrofilowych
(HIL). Kwasy huminowe pod plantacjami topolowymi cechowaty si¢ wigkszymi warto$ciami stosunku HIL/HOB
w poréwnaniu z KH gleb uprawnych i gleby takowej. KH warstwy powierzchniowej, niezaleznie od sposobu
zagospodarowania, cechowaty si¢ wigkszymi warto§ciami HIL/HOB w poréwnaniu z KH warstwy glebszej.
Udzial powierzchni piku w widmach HPSEC kwaséw huminowych zwiazanego z obecno$cia molekut
o wigkszych rozmiarach wahat si¢ w przedziale od 0 do 26,2%, dlatego dominujacy okazat si¢ pik II o dluzszym
czasie retencji, charakterystyczny dla molekut o mniejszych rozmiarach.

Stowa kluczowe: plantacje topolowe, kwasy huminowe HPLC, HPSEC

Kwasy huminowe (KH) stanowig grupe specyficznych zwigzkéw organicznych
powstajacych w skomplikowanych procesach biochemicznej kondensacji i polimeryzacji
produktéw rozktadu resztek pochodzenia roslinnego i zwierzecego oraz produktéw
przemian materii mikroorganizméw [1-3]. W zwigzku z tym powstanie dwoch
identycznych struktur jest praktycznie niemozliwe. Budowa (polaczenia aromatyczne,
fancuchy alifatyczne, grupy funkcyjne) i wlasciwosci kwaséw huminowych sprawiaja, ze
biorg one udzial we wszystkich procesach zachodzacych w glebie i wptywaja na jej
wiladciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne [2, 4].

Jak wynika z doniesief literaturowych [4], wlasciwo$ci substancji humusowych sa
cechg charakterystyczna dla danego typu gleby, jednak w pewnym zakresie moga by¢
modyfikowane poprzez sposéb uzytkowania gleb. W glebach uprawnych duza rolg
w ksztaltowaniu wlasciwo$ci substancji humusowych odgrywaja resztki pozbiorowe
pozostawione corocznie po sprzecie uprawianych roslin, a w glebach lesnych opad
ro§linny. Jak wynika z doniesien literaturowych [1, 4, 5], sktad chemiczny materialéw
ro§linnych jest jednym z podstawowych czynnikéw ksztaltujacych wlasciwoscei
powstajacych substancji humusowych oraz przebieg procesu humifikacji. Jednym
z parametréw zmieniajacych si¢ w procesie humifikacji jest stopien polidyspersyjnosci
molekut substancji humusowych [1, 6] oraz udziat frakcji hydrofobowych i hydrofilowych
[6-8]. Powyzsze parametry sa wazne z ekologicznego punku widzenia, gdyz wzajemne

' Wydziat Rolniczy, Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy, ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz,
tel. 052 374 95 11, fax 052 374 95 05, email: debska@utp.edu.pl, magdybe @poczta.fm, mdrag@utp.edu.pl
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proporcje tych frakcji decyduja o rozpuszczalno$ci kwaséw  huminowych,
a w konsekwencji o ich migracji w glab profilu glebowego.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wtasciwosci hydrofilowo-hydrofobowych oraz
stopnia polidyspersyjnosci kwaséw huminowych réznych typéw gleb pod plantacjami
topolowymi oraz sasiadujacych z tymi plantacjami gleb uzytkowanych rolniczo.

Material i metody

Do badan wykorzystano kwasy huminowe wyizolowane z probek gleb ptowych,
glejowych i rdzawych, pobranych na obszarze centralnej i zachodniej czgéci Polski,
z réznowiekowych - 7, 17, 30, 32, 45 1 57 letnich - plantacji topolowych, zatozonych na
gruntach porolnych oraz prébki gleb uprawnych i gleby tgkowej. Prébki pobierano
z glebokosci 0+7,5 1 7,5+25 cm. Kwasy huminowe wyizolowano ogdlnie przyjeta metoda
IHSS. Dla wyseparowanych kwaséw huminowych o zawarto$ci popiotu nieprzekraczajacej
2% wykonano analizy:

- rozdzialu na frakcje makro- 1 malomolekularne, metod¢ wysokosprawnej
chromatografii cieczowej wykluczania (HPSEC) przy uzyciu chromatografu
cieczowego firmy PerkinElmer Series 200 wyposazonego w detektor DAD, na
kolumnie BioSep-SEC-S 3000 o wymiarach 600 x 7,8 mm (prekolumna
BioSep-SEC-S3000 o wymiarach 35 x 7,8 mm). Na podstawie uzyskanych
chromatograméw wyznaczono nastgpujace pola powierzchni: SO - catkowita
powierzchnia, S1 - powierzchnia pod pierwszym pikiem, S2 - powierzchnia pod
drugim pikiem, a takze stosunek powierzchni piku pierwszego do drugiego S1/S2 [6,
9, 10];

- rozdzialu na frakcje hydrofobowe i hydrofilowe chromatografem HPLC series 200
firmy PerkinElmer. Zastosowano kolumn¢ analityczng X-Terra C18 o rozmiarach
czastek 5 um i wymiarach 250 x 4,6 mm L.D. Stezenie KH w 0,01 M NaOH wynosito
2 g/dm’. Nastrzyk - 100 mm’, detekcja - A = 254 nm. Na podstawie wyznaczonych
powierzchni pod pikami obliczono w molekutach kwaséw huminowych udziat frakcji
hydrofilowych (HIL) i frakcji hydrofobowych (HOB-1, HOB-2) oraz parametr
HIL/(HOB-1+HOB-2) [6-8, 11, 12].

Wyniki i ich oméwienie oraz analiza
Stopien polidyspersyjnosci molekut kwasow huminowych

Zaréwno zastosowane warunki pomiarowe, jak i dobdr kolumny (TSK GEL 3000SW)
pozwalaja na rozdzial wyizolowanych kwaséw huminowych ze wzgledu na rozmiar
molekul. Pierwszy pik (czyli ten o krétszym czasie retencji) kryje pod swoja powierzchnia
czastki o wigkszych rozmiarach, za$ pik o dluzszym czasie retencji jest charakterystyczny
dla czastek o mniejszych rozmiarach [6, 9, 10]. Rozdziat analizowanych kwaséw
huminowych nie byl wyraznie zaznaczony, a w niektérych przypadkach otrzymano jeden
szeroki pik bez wyraznych tendencji do rozdzialu wystepujacy w przedziale od ok. 12,0 do
ok. 28,0 min (rys. 1). W widmach kwaséw huminowych, w ktérych wyodrgbniono dwie
frakcje, pierwszy pik wystgpowat w zakresie od ok. 12 do ok. 15,5 min, a drugi w zakresie
15,5+28,0 min (rys. 1). Otrzymane zaleznoSci wskazuja na duza polidyspersyjnosé
omawianych KH.



Polidyspersyjnos¢ i wlasciwosci hydrofilowe i hydrofobowe kwaséw huminowych gleb pod topolami 65

1
I T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
czas [min]
2
I T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
czas [min]

Rys. 1. Przyktadowe chromatogramy HPSEC kwaséw huminowych (1 - gleba ptowa - wiek topoli 32 lata;
2 - gleba ptowa - uprawna)

Fig. 1. Selected HPSEC chromatograms spectra of humic acids (1 - Luvisols - years of poplar plantation - 32;
2 - Luvisols - arable soil)

Dla kwaséw huminowych, ktérych przebieg -chromatograméw umozliwit
wyodregbnienie dwoéch frakcji, obliczono powierzchnie pod pikami i ich udziaty. Udziat
powierzchni piku zwigzanego z obecno$cia makromolekularnych frakcji kwaséw
huminowych (S1) w widmach HPSEC wahat si¢ w przedziale od 6,3 do 26,2%, w zwiazku
z tym dominujacy byt pik II, o czym réwniez §wiadcza otrzymane wartosci stosunku
powierzchni pikéw S1/S2 (tab. 1). Na podstawie wartosci stosunku S1/S2 mozna
stwierdzi¢, ze polidyspersyjnos¢ KH z jednej strony zalezy od typu gleby, z drugiej od
sposobu zagospodarowania. Uprawa topoli w pewnym zakresie modyfikowata warto$ci
parametru S1/S,, na ogélt KH warstwy powierzchniowej pod topolami cechowaty sig
wigkszymi warto§ciami omawianego parametru w poréwnaniu z KH warstwy
powierzchniowej gleb uprawnych.
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Tabela 1
Parametry rozdzialu kwaséw huminowych metoda HPSEC
Table 1
Parameters of chromatographic resolution of humic acids HPSEC methods
Gleba (Soil) G(lgz‘;}iﬁ)sc S s, Sin
1 0+7,5 cm 19,2 80,8 0,238
Gleba ptowa 1 7,5+25 cm 19,5 80,5 0,242
Luvisols 2 0+7,5 cm 26,2 73,8 0,355
7 lat 2 7,5+25 cm 17,4 82,6 0,211
Gleba glejowa 1 0+7,5 cm 11,5 88,5 0,130
Gleysols 1 7,525 cm 8.9 91,1 0,100
17 lat 2 0+7,5 cm - - -
2 7,5+25 cm - =¥ -
Gleba glejowa 1 0+7,5 cm
Gleysols 1 7,5+25 cm 11,0 89,0 0,124
30 lat 2a 0+7,5 cm 8,6 91,4 0,094
2a 7,5+25 cm - - -
Gleba ptowa 1 0+7,5 cm 21,5 78,5 0,274
Luvisols 1 7,5+25 cm 13,8 86,2 0,160
32 lata 2 0+7,5 cm 15,0 85,0 0,176
2 7,5+25 cm 18,8 81,2 0,232
Gleba glejowa 1 0+7,5 cm 10,4 89,6 0,116
Gleysols 1 7,5+25 cm 13,5 86,5 0,156
32 lata 2 0+7,5 cm 11,8 88,2 0,134
2 7,5+25 cm 13,0 87,0 0,149
Gleba ptowa 1 0+7,5 cm 99 90,1 0,110
Luvisols 1 7,5+25 cm 15,3 84,7 0,181
45 lat 2 0+7,5 cm 7,6 92,4 0,082
2 7,5+25 cm 11,0 89,0 0,124
Gleba rdzawa 1 0+7,5 cm 17,4 82,6 0,211
Arenosols 1 7,525 cm 9.4 90,6 0,104
57 lat 2 0+7,5 cm 8.4 91,6 0,092
2 7,5+25 cm 6,3 93,7 0,07

* - brak rozdziatu pikéw
* - no resolution of peak

Wtasciwosci hydrofobowo-hydrofilowe molekut kwasow huminowych

W  molekutach analizowanych kwaséw huminowych wyodrebniono frakcje
hydrofilowe (HIL) i hydrofobowe (HOB-1 i HOB-2). Piki mieszczace si¢ na
chromatogramach (rys. 2) w zakresie od 2,5 do 5,5 min odpowiadaja frakcjom
hydrofilowym, a piki wystepujace w przedziale 12,5+18,5 min odpowiadaja frakcjom
hydrofobowym (HOB) [7, 11, 12]. Ze wzgledu na staby rozdziat pikéw odpowiadajacych
frakcjom hydrofilowym potraktowano je jako jedng frakcje hydrofilowa - HIL.
W przedziale 12,5+18,5 min wyodrebniono 2 zakresy: jeden w przedziale 12,5+15,5 min
okreslono jako HOB-1 i drugi w zakresie 15,5+18,5 min oznaczono jako HOB-2.

Udziat frakcji hydrofilowych w analizowanych kwasach huminowych wahat si¢
w granicy od 38,00 do 48,97% (tab. 2), a wigc badane KH cechowaly si¢ przewaga frakcji
hydrofobowych nad hydrofilowymi. KH warstwy powierzchniowej gleb pod plantacjami
topolowymi charakteryzowaly si¢ na ogét wigkszym udzialem frakcji hydrofilowych
i mniejszym hydrofobowych w poréwnaniu z KH warstwy powierzchniowej gleb
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uprawnych. Wyjatek stanowily kwasy huminowe plantacji najstarszej oraz plantacji
30-letniej, dla ktérej odnosnikiem byla tgka, gdzie zaobserwowano zalezno$¢ odwrotna.
W wigkszo$ci wariantéw KH wyizolowane z prébek gleb pobranych z warstwy 7,5+25 cm
w poréwnaniu z KH warstwy powierzchniowej miaty mniej frakcji o wilaSciwosciach
hydrofilowych i wigcej o hydrofobowych.
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Rys. 2. Przykladowe chromatogramy RP-HPLC kwaséw huminowych (1 - gleba ptowa - wiek topoli 32 lata;
2 - gleba ptowa - uprawna)

Fig. 2. Selected chromatogram RP-HPLC of humic acids (1 - Luvisols - years of poplar plantation - 32;
2 - Luvisols - arable soil)

Konsekwencja zmian udziatu poszczeg6lnych frakcji byty obliczone warto$ci stosunku
HIL/HOB (tab. 2). I tak kwasy huminowe warstw glebszych charakteryzowaly si¢
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mniejszymi warto§ciami HIL/HOB w poréwnaniu z KH warstw powierzchniowych.
Odwrotna zalezno$¢ zanotowano dla plantacji najstarszej i najmtodszej. Moze to §wiadczy¢
o nasilonej migracji frakcji hydrofilowej - jako dobrze rozpuszczalnej - w giab profilu
glebowego, co moze by¢ zwigzane réwniez z wlasciwosciami fizykochemicznymi
badanych gleb. Natomiast KH warstwy powierzchniowej gleb pod plantacjami topolowymi
cechowaty si¢ wigkszymi warto$ciami parametru HIL/HOB w poréwnaniu z KH gleb
uprawnych. Wyjatkiem byly KH plantacji najstarszej oraz KH gleby iakowej. Nalezy
réwniez podkresli¢, ze réznice, jakie otrzymano dla KH gleby pod plantacjami topolowymi
miedzy warstwa powierzchniowag i warstwa 7,5+25 cm, byly wigksze niz miedzy KH
poszczegélnych warstw w glebach uprawnych. Jest to prawdopodobnie wynikiem
zabiegéw agrotechnicznych - gtéwnie orki - stosowanych na polach uprawnych.

Tabela 2
Udziat frakcji hydrofilowych i hydrofobowych w molekutach kwaséw huminowych
Table 2
Share of hydrophilic and hydrophobic fractions in molecules of humic acids
Gleba (Soil) G(lg:;lfl‘l’)“ HIL HOB-1 | HOB-2 | YHOB | HIL/HOB
1 0+7,5 cm 44,34 25,96 29,70 55,66 0,798
Gleba ptowa 1 7,525 cm 47,34 21,52 31,14 52,66 0,902
Luvisols 2 0+7,5 cm 40,14 40,71 19,15 59,86 0,673
7 lat 2 7,5+25 cm 38,79 44,02 17,19 61,21 0,634
Gleba glejowa 1 0+7,5 cm 43,31 24,16 32,53 56,69 0,765
Gleysols 1 7,5+25 cm 41,55 43,89 14,56 58,45 0,711
17 lat 2 0+7,5 cm 39,01 46,73 14,26 60,99 0,640
2 7,525 cm 39,41 47,04 13,56 60,59 0,652
Gleba glejowa 1 0+7,5 cm 44,23 32,00 23,76 55,71 0,800
Gleysols 1 7,525 cm 40,44 36,80 22,76 59,66 0,677
30 lat 2a 0+7,5 cm 47,68 25,24 27,08 52,32 0,915
2a | 7,5+25cm 44,74 43,09 12,16 55,26 0,812
Gleba ptowa 1 0+7,5 cm 44,11 21,85 34,04 55,89 0,789
Luvisols 1 7,5+25 cm 38,02 43,81 18,17 61,98 0,614
32 lata 2 0+7,5 cm 39,88 40,84 19,28 60,12 0,663
2 7,525 cm 38,00 43,91 18,09 62,00 0,613
Gleba glejowa 1 0+7,5 cm 48,97 22,05 28,98 51,03 0,964
Gleysols 1 7,5+25 cm 43,88 40,18 15,94 56,12 0,783
32 lata 2 0+7,5 cm 44,10 39,24 16,66 55,90 0,789
2 7,525 cm 43,48 41,32 15,19 56,52 0,770
Gleba ptowa 1 0+7,5 cm 43,70 38,77 17,53 56,30 0,777
Luvisols 1 7,525 cm 42,13 43,03 14,85 57,87 0,728
45 lat 2 0+7,5 cm 41,03 42,31 16,67 58,97 0,696
2 7,5+25 cm 40,94 41,08 17,98 59,06 0,696
Gleba rdzawa 1 0+7,5 cm 41,72 42,44 15,84 58,28 0,716
Arenosols 1 7,5+25 cm 44,96 40,55 14,48 55,04 0,818
57 lat 2 0+7,5 cm 44,70 30,71 24,59 55,30 0,812
2 7,525 cm 41,79 42,20 16,01 58,21 0,718

1 - plantacja topoli (poplar plantation ), 2 - gleba uprawna (arable soil), 2a - gleba takowa (meadow soil)

Otrzymane wartosci udzialu frakcji hydrofilowych i hydrofobowych potwierdzity
wczesniejsze  spostrzezenia, ze wlasciwosci kwaséw huminowych sa cecha



Polidyspersyjnos¢ i wlasciwosci hydrofilowe i hydrofobowe kwaséw huminowych gleb pod topolami 69

charakterystyczng dla danego typu gleby, ale moga by¢ modyfikowane sposobem
zagospodarowania gleb.

Whioski

1.

Kwasy huminowe niezaleznie od sposobu zagospodarowania cechuja si¢ wigkszym
udzialem frakcji hydrofobowych niz hydrofilowych. Kwasy huminowe pod
plantacjami topolowymi cechowaty si¢ wigkszymi warto$ciami stosunku HIL/HOB
w poréwnaniu z KH gleb uprawnych i gleby tgkowej. KH warstwy powierzchniowej,
niezaleznie od sposobu zagospodarowania, cechowaty si¢ wigkszymi warto$ciami
HIL/HOB w poréwnaniu z KH warstwy gtebszej.

2. Udziat powierzchni piku w widmach HPSEC kwaséw huminowych zwigzanego
z obecnoscig czastek o wigkszych rozmiarach wahat si¢ w przedziale od 0 do 26,2%,
w zwigzku z tym dominujacy okazal si¢ pik II, o dluzszym czasie retencji,
charakterystyczny dla czastek o mniejszych rozmiarach.
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POLYDISPERSITY AND THE HYDROPHILIC AND HYDROPHOBIC
PROPERTIES OF HUMIC ACIDS OF SOILS UNDER DIFFERENT USE

Abstract: The aim of the present paper was to determine the degree of polydispersity and the hydrophilic and
hydrophobic properties of humic acids of soils under poplar plantations and soils under agricultural use. The
research involved soil sampled in the central and western part of Poland (Luvisols, Gleysols, Arenosols) from
poplar plantations of different age (7, 17, 30, 32, 45 and 57 year-old) established on post-arable land and soil
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sampled from arable land and meadow soil. The soils were sampled at the sampling depth of 0+7.5 and 7.5+25 cm.
From the soil samples there were isolated humic acids (HAs) with the commonly applied method recommended by
IHSS. It was shown that humic acids, irrespective of the soil use, demonstrate a higher share of hydrophobic
fractions than the hydrophilic ones. Humic acids under poplar plantations revealed higher values of the HIL/HOB
ratio as compared with HAs of arable soils and meadow soil. HAs of the surface layer, irrespective of the use,
showed higher HIL/HOB values as compared with HAs of the deeper layer. The share of the peak area in HPSEC
spectra of humic acids connected with the presence of molecules larger in size ranged from 0 to 26.2%, and thus
the second peak appeared to be dominant, of a longer retention time, characteristic for molecules of smaller in size.

Keywords: poplar plantations, humic acids, HPLC, HPSEC
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SPINOSAD JAKO INSEKTYCYD
W ROLNICTWIE EKOLOGICZNYM -
MOZLIWOSCI STOSOWANIA I MONITORING POZOSTALOSCI

SPINOSAD AS INSECTICIDE IN ORGANIC FARMING -
POSSIBILITIES OF USING AND MONITORING OF RESIDUES

Abstrakt: System rolnictwa ekologicznego wymaga stosowania $cisle okreslonych zasad produkcji roslinnej
i zwierzgcej. Zostaty one zawarte w unijnych i krajowych aktach prawnych. Spinosad nie znalazt si¢ w Zataczniku
IIB Rozporzadzenia (EWG) nr 2092/91 z dnia 24 czerwca 1991, w ktérym ujeto dozwolone substancje do ochrony
upraw ekologicznych. W 2008 roku na mocy Rozporzadzenia (EU) nr 404/2008 spinosad zostat wpisany do
wspomnianego Zatacznika IIB. Dotychczas w Polsce spinosad byt stosowany gtéwnie do zwalczania szkodnikéw
w szklarniowych uprawach ro$lin ozdobnych oraz wybranych szkodnikéw w uprawach sadowniczych
i warzywniczych. W krajach europejskich jego zastosowanie jest znacznie szersze. W artykule zamieszczono dane
dotyczace mozliwosci stosowania spinosadu, ktéry jest stosunkowo bezpieczny (z wyjatkiem pszczét i trzmieli)
dla owadéw pozytecznych. Charakteryzuje si¢ szerokim zakresem mozliwosci stosowania, wykazuje jedynie
ograniczong skuteczno$¢ w stosunku do niektérych gatunkow chrzaszezy, szkodliwych owadéw ssacych,
siatkoskrzydtych oraz roztoczy. Uwaza sig, Ze spinosad jest produktem ulegajacym szybkiej degradacji pod
wpltywem promieniowania stonecznego, jednak w najnowszej literaturze pojawity si¢ doniesienia o wykryciu
w produktach zywnoséciowych jego pozostatosci. W celu monitorowania jego pozostatosci byt on (suma spinosynu
A i spinosynu D) ekstrahowany z prébek gleb mieszaning acetonitylu i wody oraz oczyszczany z wykorzystaniem
ekstrakcji ciecz-ciecz na kolumienkach Chem-Elut. Natomiast z materialu ro$linnego ekstrakcj¢ spinosadu
przeprowadzono metoda QUEChERS. Nastgpnie badane zwiazki oznaczano metoda ultrasprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja na tandemowym detektorze mas (RP-UPLC-MS/MS). Odzyski z prébek wzbogaconych
dodatkiem standardu analitycznego spinosadu (Srednia z sumy spinosynu A i spinosynu D) na poziomie
0,01 mg kg™ wyniosty 93,2 i 99,8% odpowiednio dla gleby i materiatu roslinnego (pomidory). Dolna granica
oznaczalnoéci dla spinosynu A i spinosynu D zostata ustalona na poziomie 0,01 mg kg™ dla obu typéw
materiatéw.

Stowa kluczowe: spinosad, rolnictwo ekologiczne, zwalczanie szkodnikéw, monitoring pozostatosci

Rolnictwo ekologiczne jest promowane w réznorodny sposéb, réwniez poprzez
wspieranie finansowe. Znalazlo to swoje odbicie w Programach Rozwoju Obszaréw
Wiejskich przygotowanych na lata 2004-2006 oraz 2007-2013. Poprzez realizacj¢
programu rolno$rodowiskowego dotyczacego pakietu ,,Rolnictwo ekologiczne” polscy
rolnicy moga otrzyma¢ pieniadze unijne. Dotacja taka jest przygotowana dla tych
producentéw rolnych, ktérzy, produkujac, nie wptywaja ujemnie na stan Srodowiska
przyrodniczego. Przystapienie do ekologicznego systemu produkcji rolniczej zobowigzuje
producentéw do przestrzegania zasad, ktére sa zawarte w Rozporzadzeniu EWG nr 2092/91
w sprawie produkcji ekologicznej i znakowania produktéw ekologicznych. Krajowe
ustawodawstwo réwniez odwotuje si¢ do tego aktu. W 2009 roku weszty znowelizowane
akty prawne uchylajagce wspomniane Rozporzadzenie (EWG) nr 2092/91 (obowigzuje
Rozporzadzenie Rady (WE) nr 834/2007 z dnia 28 czerwca 2007 r.) oraz wkrétce zacznie

! Zaktad Metod Biologicznych i Kwarantanny

? Zaktad Badania Pozostatosci Srodkéw Ochrony Roglin

Instytut Ochrony Ro§lin - Panstwowy Instytut Badawczy, ul. Wiadystawa Wegorka 20, 60-318 Poznan,
tel. 061 864 90 77, email: J. Kowalska@ior.poznan.pl
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obowigzywa¢ kompensacyjna polska Ustawa o rolnictwie ekologicznym. Rozporzadzenie
(WE) nr 834/2007 zawiera m.in. zasady ekologicznej produkcji roSlinnej, zwierzece;j,
przetwoérstwa produktéw ekologicznych oraz pozyskiwania surowcOw naturalnych ze
stanowisk dziko rosngcych. Przepisy wykonawcze do tegoz Rozporzadzenia zawarto
w Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 889/2008. Zawiera ono trzynascie zatacznikow.
W drugim wymienione s3 dozwolone do produkcji pestycydy. Jest to lista, ktdra réwniez
podlega pewnym zmianom, odzwierciedlajacym aktualny stan badan. W 2008 roku zostat
na t¢ liste wpisany spinosad, ktéry dotychczas byt jedynie rekomendowany przez IFOAM
(Migdzynarodowa Federacja Rolnictwa Ekologicznego). Umieszczenie spinosadu w Zat.
IIB Rozporzadzenia (EWG) nr 2092/91 stwarza znacznie wigksze mozliwosci ochrony
upraw ekologicznych, gdyz spinosad charakteryzuje si¢ szerokim spektrum podatnych na
niego owadow.

Charakterystyka chemiczna i sposob dzialania spinosadu

Spinosad jest produktem procesu fermentacji bakteryjnej mikroorganizméw
Saccharopolyspora spinosa (Actinomycetes) nalezacych do promieniowcéw, ktérych
budowa jest czym$ posrednim pomigdzy bakteriami i grzybami. Ze wzgledu na chemiczna
budowe spinosadu jest on zaliczany do makrocyklicznych laktonéw, A:D 65-69:35-5, jako
[I-rzgdowy metabolit grzyba [1].

W sklad spinosadu wchodza dwa metabolity-makrocykliczne laktony: spinosyn A
i spinosyn D o wzorach sumarycznych C4HgsNO g + C4,Hg7NO o [2].

Spinosad wykazuje dziatanie wglebne na ro$linach, jako substancja owadobdjcza
dziata kontaktowo i przede wszystkim zotadkowo. Ze wzgledu na specyfike dziatania
w organizmie owada zaliczany jest do insektycydéw blokujacych kanaly chlorkowe
zwigzane z receptorami kwasu gamaaminomaslowego GABA - fenylopirazole. GABA
wystepuje w ukladzie nerwowym owada jako mediator hamujacy rozprzestrzenianie si¢
bodzca w neuronie odbiorczym. Insektycydy, ingerujac w wigzania GABA do
synaptycznego receptora, zaklécaja tym samym proces przenikanie jonéw chloru.
Wynikiem tego jest hamowanie potencjalow postsynaptycznych, a koncowym efektem
paraliz szkodnika [3].

Charakterystyka biologiczna spinosadu

Spinosad jest stosowany w ochronie upraw od 1990 roku. Ponad 200 réznych
gatunkéw roslin uprawnych jest chronionych ta substancja. Z powodzeniem jest
wykorzystywany do zwalczania szkodnikéw z rzgdu Lepidoptera (motyle), szczeg6lnie
gasienic Heliothis virescens (szkodnik tytoniu), Helicoverpa zea (szkodnik bawelny),
H. armigera, z rodziny séwkowatych (Spodoptera spp.) i zwéjkowatych (Tortricidae spp.,
np. owocOwka jabtkéweczka, owocoéwka §liwkéweczka) [4-6]. Inne badania potwierdzaja
jego skuteczno$¢ réwniez w stosunku do motyli [7] oraz chrzaszczy [8]. Z sukcesem
zwalcza muchy (Musca domestica) [9], szaranczaki (Locusta spp.) [10], pchetki
(Phyllotreta spp.) [11], szkodniki magazynowe [12] oraz szkodniki zb6z (Oulema spp.).

Niektére gatunki owadéw wykazuja zréznicowang wrazliwo$¢ na spinosad,
np. pluskwiaki i chrzgszcze ro$linozerne. Mozliwo$¢ ich zwalczania istnieje jedynie
w czasie ich wczesnych stadiéw larwalnych, kiedy to larwy konsumuja duze ilo$ci pokarmu
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ro$linnego. Spinosad wykazuje bardzo niewielki efekt dla roztoczy oraz szkodnikéw
0 ssacym aparacie ggbowym [13-15].

Zaleta tej substancji jest to, ze prawdopodobienstwo nabycia przez owady odpornosci
na te insektycydy jest niewielkie. Na przyktad, w przypadku stonki ziemniaczanej
i spinosadu wykazano, ze mechanizmy odpowiadajace u niej za nabycie odpornosci sg inne
w przypadku spinosadu niz w przypadku insektycydéw zawierajacych imidachloprid czy
innych insektycydéw z grupy neonicotynoidowych [16]. Stonka ziemniaczana jest
podmiotem badan dotyczacych wykorzystania spinosadu w rolnictwie ekologicznym, gdzie
jest ekonomicznie waznym szkodnikiem. Uzyskane rezultaty sg zadowalajace [17-20].

Trwalo§¢ spinosadu w srodowisku

Spinosad jest szybko degradowany poprzez dzialanie promieni stonecznych. Okres
péttrwania spinosynu A wynosi od 1,6 do 16 dni w zaleznosci od nat¢zenia $wiatla
stonecznego. W sytuacji calkowitego braku nastonecznienia okres péttrwania spinosynu A
i D moze wynosi¢ co najmniej 200 dni. Po zastosowaniu spinosadu do wody
zaobserwowano niewielki efekt hydrolizy i mozliwo$¢ przetrwania tej substancji, natomiast
po zastosowaniu spinosadu do wody poddawanej nastonecznieniu wystepuje
fotodegradacja. Na temat badan pozostatosci tych substancji w jadalnych cze$ciach rosélin
i glebie oraz dynamiki ich zanikania istnieje skapa wiedza, dopiero od niedawna zajeto si¢
tym zagadnieniem, gdyz przewazala opinia, Ze jest to substancja szybko degradowalna
i tym samym niemozliwa do wykrycia. W najnowszej literaturze pojawily si¢ doniesienia
o wykryciu w produktach zywno$ciowych jego pozostatosci [21].

Badania pozostalo$ci spinosynu A i spinosynu D, podstawowych skladnikéw
spinosadu, przeprowadzono dwiema metodami. W badaniach gleby zastosowano ekstrakcje
acetonitrylem z wykorzystaniem tazni ultradzwigkowej, a nastgpnie oczyszczania na
kolumienkach ChemElut [22], natomiast w przypadku materialu roslinnego zastosowano
metode QUEChERS [23]. W przypadku matrycy roslinnej metod¢ w petni zwalidowano dla
pomidoréw, truskawek, salaty i pieczarek. Pozostato$ci spinosynu A i D oznaczano metoda
ultrasprawnej chromatografii cieczowej z detekcja za pomoca tandemowego detektora
masowego. Srednie odzyski dla gleby wzbogaconej standardem spinosadu wyniosty 93,2%
z odchyleniem standardowym 7,8%, natomiast dla materialu rodlinnego od 98,2% do
103,6% wraz z odchyleniem od 4,1% do 12,4% w zaleznosci od badanej matrycy. Dolna
granica oznaczalno$ci dla spinosynu A i D zostata ustalona na poziomie 0,01 mg/kg dla
wszystkich rodzajéw materiatow.

Podzigkowanie

Praca naukowa finansowana ze §rodkéw panstwowych na nauke¢ w latach 2007-2010
jako projekt badawczy Nr NN 310 4358 33.
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SPINOSAD AS INSECTICIDE IN ORGANIC FARMING -
POSSIBILITIES OF USING AND MONITORING OF RESIDUES

Abstract: The organic farming requires of strictly defined plant and animal production’s rules. All of them are
included in both the Polish and European legal acts and in the private standards of organic associations. Spinosad
was not included in the Annex IIB of Regulation EWG No. 2092/91, where are listed all substances permited to
use in protection of organic crops. In 2008 year spinosad was added to the mentioned Annex. In Poland spinosad
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is used to control only of selected pests in orchards, vegetables and ornamental plants. In the European countries
this substance is applied against many others pests. Efficacy of spinosad is different and depends on mode of
application and species of pest. In the article are presented data about spectrum of action of spinosad, which is
relatively safe for benefitial organisms with exceptions of bees. Spinosad is very promising insecticide against
injuries insects, the limited efficacy was observed for some beetles, the sucking insects, the lacewings and the
mites, only. This product can be easy degraded by sunlight, but in the newest literature has appeared information
on detection of residues of spinosad in food. In order of monitoring of spinosad it was (sum of spinosyn A and
spinosyn D) extracted from soil samples using acetonitryle - water mixture and cleaning by solid supported
liquid-liquid extraction (SLE, Chem-Elut) and from plant material using QUEChERS method followed by reverse
phase ultra performance liquid chromatography analysis with quadrupole mass detection (RP-UPLC-MS/MS).
Recoveries for the samples spiked with spinosad at the level of 0.01 mg/kg averaged 93.2 and 99.8% for soil and
plant material, respectively. The limit of quantification for spinosyn A and spinosyn D were 0.01 mg/kg for both
types of materials.

Keywords: spinosad, organic farming, control of pests, residues monitoring






Proceedings of ECOpole
Vol. 3, No. 1 2009

Anna KRZEPILKO'i Agata SWIECILO'

CZY ANTYOKSYDANTY PRZECIWDZIALAJA SKUTKOM
TOKSYCZNEGO ODDZIALYWANIA PYRETROIDOW
NA KOMORKI DROZDZY Saccharomyces cerevisiae?

DO ANTIOXIDANTS COUNTERACT THE TOXIC EFFECTS
OF PYRETHROIDS ON Saccharomyces cerevisiae YEAST?

Abstrakt: Pyretroidy sa estrami alkoholi pierwszo- lub drugorzgdowych zawierajacych przynajmniej jedno
wigzanie podwdjne i kwasu chryzantemowego lub halogenowych analogéw tego kwasu. Zwiazki te znalazty
zastosowanie jako insektycydy. Mechanizm ich toksycznego dziatania na owady polega na hamowaniu
aktywnosci kanatéw jonowych w komdrkach nerwowych. Wedtug danych literaturowych, te pestycydy moga
wywotywaé u réznych organizméw szereg niespecyficznych reakcji, ktérych wspélnym mechanizmem moze by¢
generowanie reaktywnych form tlenu. Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie, czy dodatek antyoksydantéw do
pozywki uchroni komérki drozdzy Saccharomyces cerevisiae przed zabiciem powodowanym inkubacja
z pyretroidami. Komérki drozdzy inkubowano przez 2 h z wybranymi pyretroidami, a nast¢gpnie wysiewano na
pozywke stala zawierajaca rézne antyoksydanty. Porownywano przezywalno$¢ komérek drozdzy na pozywkach
kontrolnych i wzbogaconych o antyoksydanty. W przypadku komoérek drozdzy nie stwierdzono ochronnej roli
zastosowanych antyoksydantéw przed toksyczno$cia pyretroidow.

Stowa kluczowe: pyretroidy, antyoksydanty, drozdze

Pyretroidy sa estrami alkoholi pierwszo- lub drugorzgdowych zawierajacych
przynajmniej jedno wigzanie podwdjne i kwasu chryzantemowego [kwasu
3-(2,2-dimetylowinylo)-2,2-dimetylocyklopropanokarboksylowego] lub halogenowych
analogéw tego kwasu [1]. W wielu pracach autorzy podkre$lajg ostra toksyczno$¢
pyretroidéw dla owadéw, ryb i innych wodnych organizméw [2-4]. Zwiazki te powoduja
zahamowanie funkcji kanatéw przewodnictwa jonowego (kanaty sodowe) w membranach
komérek nerwowych owadéw, co w konsekwencji prowadzi do $mierci owada [5].
Pyretroidy tak jak i inne ksenobiotyki moga wptywac na funkcjonowanie ich komdrek.
Wedtug danych literaturowych, wspdlnym mechanizmem tych niespecyficznych reakcji
u réznych organizméw na pyretroidy moze by¢ generowanie wolnych rodnikéw [6].
W wyniku fizjologicznych proceséw zwigzanych z metabolizmem tlenu w komdrkach
powstaja reaktywne formy tlenu. Rownowaga pomigdzy wytwarzaniem i usuwaniem
reaktywnych form tlenu jest utrzymywana dzigki enzymom antyoksydacyjnym
i antyoksydantom. Zaburzenie tej homeostazy przejawia si¢ wzrastajgcym st¢zeniem
wolnych rodnikéw i prowadzi do stresu oksydacyjnego [7]. Za generowanie wolnych
rodnikéw odpowiada wiele réznych czynnikéw S$rodowiskowych, migdzy innymi
pestycydy.

W  komérkach wszystkich organizméw wystgpuje znacznie zréznicowana pod
wzgledem budowy chemicznej grupa zwigzkéw petnigca funkcje antyoksydacyjne.
Zadaniem tych molekul jest reagowanie z wolnymi rodnikami, hamowanie reakcji
wolnorodnikowych na wczesnych etapach ich propagacji. Wolne rodniki moga
niespecyficznie reagowaé z antyoksydantami, takimi jak: glutation, cysteina, witaminy A,

' Wydziat Nauk Rolniczych w Zamosciu, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Szczebrzeska 102,
22-400 Zamos¢, tel. 084 677 27 24, email: akrzepilko@wnr.edu.pl
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C i E, kwas moczowy, tauryna, metalotioneiny, polifenole ro§linne. Komérki drozdzy nie
sa zdolne do syntezy tokoferoli i kwasu askorbinowego, jednak tatwo pobieraja z pozywki
te sktadniki i wbudowuja w struktury komdrkowe. Drozdze S. cerevisiae wytwarzaja kwas
erytroaskorbinowy, jednak jego stezenie jest znacznie mniejsze niz st¢zenie kwasu
askorbinowego w komérkach innych eukariotycznych organizméw [8].

Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie, czy dodatek antyoksydantéw do pozywki
uchroni komoérki drozdzy Saccharomyces cerevisiae przed zabiciem powodowanym
inkubacja z pyretroidami. Zastosowano antyoksydanty dzialajace w obregbie §rodowiska
hydrofilowego i hydrofobowego organelli komérkowych, takie jak kwas askorbinowy
i alfa-tokoferol, a takze ich pochodne: kwas palmitylo-6-askorbinowego (dziala w obrebie
srodowiska bton komérkowych) i kwas bursztynylo-alfa-tokoferolu (dziata tez w obrebie
srodowiska hydrofilowego komorki).

Material i metody

Szczep drozdzy - SP-4 Mat o leul arg4 [9].

Warunki hodowli drozdzy

Drozdze hodowano w pozywce ptynnej YPG, w warunkach standardowych do fazy
pdznologarytmicznej. Komorki drozdzy inkubowano przez dwie godziny z nast¢pujacymi
pyretroidami: cypermetryna, fenwalerat, tetrametryna, permetryna. Po inkubacji
z pyretroidami zawiesing komdrek drozdzy wysiano na szalki z pozywka stata YPG + 2%
agar z dodatkiem antyoksydantéw w stezeniach, ktére nie zmniejszaja przezywalnosci
komorek drozdzy.

Roztwory antyoksydantow wecierano w zestalong pozywke bezposrednio przed
wysiewem. Szalki po wysiewie inkubowano dwie doby w temperaturze 28°C, a nastgpnie
policzono liczbe kolonii. Przezywalno$ci komérek drozdzy okreslono w procentach. Za
100% przyjeto liczbg kolonii uzyskang w prébie kontrolne;.

Wiyniki i ich oméwienie

Pierwsza czgé¢ doSwiadczenia miata na celu ustalenie wptywu wybranych
antyoksydantéw na przezywalno§¢ komoérek drozdzy. Ustalono st¢zenia, ktére nie
powoduja obnizenia przezywalnosci komoérek drozdzy, byty to: 0,015 mM dla
alfa-tokoferolu, 0,006 mM dla bursztynylo-alfa-tokoferolu, 0,016 mM dla
palmitynianu-6-askorbylu i 40 mM dla kwasu askorbinowego. Drozdze sa zdolne do
wzrostu w obecnosci duzych dawek witaminy C. Nastepnie zbadano wplyw pyretroidéw na
przezywalnoéé komoérek drozdzy. Po zastosowaniu dawki 50 pg-cm’ stwierdzono, ze
najbardziej toksyczna jest cypermetryna, nast¢pnie tetrametryna i permetryna, natomiast
fenwalerat nie zmniejszal przezywalnosci komérek drozdzy (tab. 1). Wigksza dawka
pyretroidéw 100 pg-cm® byla bardziej toksyczna, silne zmniejszenie przezywalnosci
stwierdzono dla permetryny i fenwaleratu. Chcac sprawdzi¢, czy dodatek antyoksydantow
chroni przed toksycznym dzialaniem pyretroidéw, komdrki drozdzy inkubowano
z: cypermetryng, fenwaleratem, tetrametryng, permetryng, a nastgpnie wysiano je na
podioza zawierajagce antyoksydanty. Nie stwierdzono jednak znaczacego wplywu
antyoksydantéw na przezywalno§¢ komorek drozdzy (tab. 1). Jedynie przy mniejszej
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zastosowanej dawce cypermetryny, tetrametryny i permetryny stwierdzono niewielki
wzrost przezywalnoéci w probie z alfa-tokoferolem. Po inkubacji z 50 upg-cm’
cypermetryng, a nastgpnie wysianiu komodrek na pozywke wzbogacong o alfa-tokoferol
wzrost przezywalno$ci wynosit okoto 16%, dla tetrametryny 13% i 10% dla permetryny.

Tabela 1
Przezywalnos$¢ [%] komoérek drozdzy w fazie péznologarytmicznej szczepu dzikiego SP4
w obecnosci wybranych antyoksydantéw po wcze$niejszej inkubacji z pyretroidem

Table 1
Survival rate [%] of wild type SP4 (wf) yeast cells in the late logarithmic phase of growth in the presence of
selected antioxidants after previous incubation with pyrethroid

Rodzai i stezenic koficowe Rodzaj i stezenie koncowe pyretroidéw [ug-cm’]
antyg)ksy?ian t6w [mM] cypermetryna fenwalerat tetrametryna permetryna

50 100 50 100 50 100 50 100

ﬁ’g;‘z’g ipizgrye‘frfi‘;‘;cll po 785 | 477 100 | 253 | 762 | 413 | 874 | 252

alfa-tokoferol 0,015 95,2 37,8 103,2 13,25 69,5 51,3 83,8 32,9

kwas

bursztynylo-alfa-tokoferolu 84,7 23,9 102,7 10,95 89,7 34,9 79,9 30,2

0,006

18"5?56palm“ylo'é'“k"rbm"wy 783 | 33.1 119 | 241 | 779 | 377 | 727 | 226

fgas askorblnowy 852 | 364 | 971 | 206 | 752 | 408 | 864 | 239

Podsumowanie i wnioski

1. Pyretroidy powoduja obnizenie przezywalno$ci komérek drozdzy Saccharomyces
cerevisiae.

2. Dodatek antyoksydantéw nie wplywa znaczaco na przezywalno$¢ komoérek drozdzy
wczesniej inkubowanych z pyretroidem.

Podzi¢kowanie

Praca finansowana ze $rodkéw budzetowych na nauk¢ w latach 2005-2008 jako
projekt badawczy Nr 2 PO6T 09128.
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DO ANTIOXIDANTS COUNTERACT THE TOXIC EFFECTS
OF PYRETHROIDS ON Saccharomyces cerevisiae YEAST?

Abstract: Pyrethroids are synthetic esters of primary or secondary alcohols containing at least one double bond
and chrysanthemic acid [2,2-dimethyl-3-(2-methylpropenyl)-cyclopropanecarboxylic acid] or halogen analogues
of this acid. These compounds have been used as insecticides. Their mechanism of toxic action on insects consists
in inhibiting the activity of ion channels in nerve cells. According to data from the literature, generation of reactive
forms of oxygen may be the mechanism of numerous non-specific reactions induced by these pesticides in various
organisms. The aim of this study was to determine whether supplementing media with antioxidants protects
Saccharomyces cerevisiae yeast cells from loss of viability caused by incubation with pyrethroids. The yeast cells
were incubated for 2 h with selected pyrethroids and then plated on solid medium containing various antioxidants.
The survival rates of yeast cells grown on control media and enriched media were compared. The antioxidants
applied were not found to protect the yeast cells from the toxicity of the pyrethroids.

Keywords: pyrethroids, yeast, antioxidants
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FOTOKATALITYCZNA DEGRADACJA AMPICYLINY
W ROZTWORACH WODNYCH

PHOTOCATALYTIC DEGRADATION OF AMPICILLIN
IN WATER SOLUTIONS

Abstrakt: Metody zaawansowanego utleniania, polegajace na generowaniu reaktywnych rodnikéw
hydroksylowych, sa stosowane do usuwania antybiotykéw z roztworéw wodnych. Moga by¢ tez stosowane do
degradacji antybiotykéw do zwigzkéw przejSciowych, ktére nastgpnie ulegaja tatwiej biodegradacji. Roztwory
antybiotyk6w naswietlano promieniowaniem UV A = 366 nm w obecnosci fotokatalizatora P 25 Degussa.
Zawarto$¢ ampicyliny i jej produktéw przejsciowych w trakcie fotodegradacji badano metoda HPLC. Stale
szybkosci rozktadu ampicyliny wyznaczano z zalezno$ci logC/C, od czasu trwania procesu. Dodatek jonéw zelaza
do roztworu ampicyliny powoduje nieznaczny spadek szybkosci jej degradacji. Wptyw jonéw miedzi zalezy od
stosunku molowego metalu do antybiotyku. Wptyw jonéw wapnia na szybko$¢ rozpadu ampicyliny jest niewielki,
natomiast w przypadku jonéw magnezu i jonéw kobaltu powoduje spadek szybkosci degradacji ampicyliny. Na
powierzchni katalizatora P 25 adsorbuje si¢ ampicylina; proces ulega zmianie w obecnosci jondw metali i jonéw
fosforanowych.

Stowa kluczowe: ampicylina, fotokatalityczna degradacja

W ostatnich latach pos$wigca si¢ wiele uwagi mikrozanieczyszczeniom $rodowiska,
tj. lekom i ich metabolitom [1, 2]. Obecna tendencja do syntetyzowania odpornych na
mechanizmy biotransformacyjne lekéw prowadzi do powstawania trwatych i odpornych na
chemiczng i biologiczna degradacj¢ substancji, a w konsekwencji zwigksza zawarto$¢
lekéw w $ciekach i wodach powierzchniowych. Antybiotyki P-laktamowe, takie jak
naturalne penicyliny, m.in. pélsyntetyczna ampicylina, s3 wydalane w niezmienionej
postaci w 60+-90% [3]. W ten sposéb przedostajg si¢ do $ciekow lub ewentualnie do wody
pitnej, jezeli nie ulegng eliminacji podczas ich oczyszczania. Jest to zagrozenie dla
ludzkiego zdrowia, gdyz obecno$¢ antybiotykéw w $rodowisku powoduje powstawanie
lekoopornoéci wielu szczepéw bakterii [4].

Jedna z metod usuwania antybiotykéw z roztworéw wodnych jest metoda
fotokatalityczna. Polega ona na utlenianiu zanieczyszczen poprzez nas§wietlanie roztworéw
antybiotykéw z zawiesing fotokatalizatora niskoenergetycznym promieniowaniem UV
[5-8].

Celem przedstawionej pracy bylo zbadanie kinetyki fotokatalitycznej degradacji
ampicyliny i wptywu jonéw metali Fe®*, Cu®*, Ca®*, Mg®*, Co** i jonéw fosforanowych
oraz pH $rodowiska na jej przebieg.

Czes¢ doswiadczalna

Naswietlano roztwory wodne ampicyliny (C;¢H;9N3O,S cz.d.a. Sigma-Aldrich)
oraz ampicyliny z zawiesing TiO, (P 25 firmy Degussa, rozmiar czastek 21 nm,

‘, Zaktad Chemii Ogélnej i Nieorganicznej, Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej,
Slaski Uniwersytet Medyczny, ul. Jagiellofiska 4, 41-200 Sosnowiec, email: pulp @interia.pl
? Instytut Podstaw Inzynierii Srodowiska PAN, ul. M. Sktodowskiej-Curie 34, 41-819 Zabrze
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powierzchnia wtasciwa 50 m*/g), oraz roztwory antybiotykéw z jonami metali w obecnosci
fotokatalizatora. Do przygotowania roztworéw antybiotyku z jonami metali o0 odpowiednim
stosunku molowym uzywano roztworéw chlorkéw metali cz.d.a. Do przygotowania
roztworéw z jonami fosforanowymi uzywano wodorofosforanu(V) amonu cz.d.a. POCh.
Badane roztwory antybiotyku z jonami metali i z jonami fosforanowymi opisano w tabeli 1.
Proces prowadzono w krystalizatorach z ciggtym mieszaniem za pomoca mieszadet
magnetycznych i z dostgpem powietrza atmosferycznego. Stosowano 4 lampy Philips
TL-40 W/05 o natezeniu promieniowania 2,9 mW cm™ i maksimum emisji przy dtugosci
fali A = 366 nm. W naswietlanych roztworach po odwirowaniu badano zmiany stg¢zenia
ampicyliny metodg HPLC. Stosowano detektor UV-VIS f-my Merck-Hitachi o dtugosci fali
A =220 nm i kolumn¢ BDS Hypersil C18 o uziarnieniu 5 pm, dlugosci 150 mm i $rednicy
2,1 mm. Jako faz¢ ruchomg stosowano roztwér buforu mréwczanowego i acetonitrylu
o stosunku objetosciowym 1:1. Nastepnie wyznaczano zalezno$¢ logC/C, od czasu trwania
procesu fotokatalitycznego 1 obliczano stale szybkosdci fotokatalitycznej degradacji
ampicyliny. Oceniajac wptyw pH na stale szybkosci degradacji antybiotyku, badano jego
roztwory o pH ustalonym odpowiednio poprzez dodatek 0,1 mol/dm® HCI Ilub
0,1 mol/dm’ NaOH.

Roztwory ampicyliny o stezeniu 0,1 mmol/dm® z jonami metali i jonami fosforanowymi fabela
Table 1
Solutions of ampicillin (0.1 mmol/dm®) with metal and phosphate ions
Jony Stosunek molowy antybiotyk : jony metalu
Fe'* 1;3; 5;10
Cu* 1;5
Ca™ 5;10
Mg** 5; 10
Co™* 10
HPO ;5

Wiyniki i ich oméwienie

Zalezno$¢ C/C, ampicyliny od czasu trwania procesu fotolitycznego dla roztworu
ampicyliny i procesu fotokatalitycznego dla roztworu tego antybiotyku i jego roztworéw
z jonami zelaza o r6znym stosunku molowym antybiotyk : metal zamieszczono na rysunku
1. Jak wynika z tego rysunku i danych z tabeli 2, dodatek jonéw zelaza powoduje
zmniejszenie szybko$ci fotokatalitycznego rozpadu ampicyliny. Szybko§¢ procesu
fotolitycznego jest wielokrotnie mniejsza niz procesu fotokatalitycznego.

Na rysunku 2 zamieszczono zalezno$¢ C/C, ampicyliny w roztworze tego antybiotyku
i jej roztworach z jonami Ca® i jonami fosforanowymi od czasu trwania procesu
fotokatalitycznego. Jak wynika z danych w tabeli 2, jony wapnia nieznacznie wptywaja na
szybkos¢ procesu, a jony fosforanowe przyspieszaja proces degradacji ampicyliny.

Z rysunku 3 i danych z tabeli 2 wynika, Zze jony magnezu wptywaja na szybkos¢
degradacji ampicyliny wraz ze wzrostem ich stezenia w roztworze.
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Fig. 1. Relationship of C/C, for ampicillin: o without TiO,, O with TiO,, & Fe*: ampicillin = 1:1,
0 Fe™: ampicillin = 5:1, « Fe®*: ampicillin = 10:1 vs degradation time
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Rys. 2. Zalezno$¢ C/C, dla ampicyliny: ¢ z TiO,, O Ca®: ampicylina = 10:1, & Co**: ampicylina = 10:1,
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Fig. 2. Relationship of C/C, for ampicillin ¢ z TiO,, O ca*: ampicillin = 10:1, & Co™: ampicillin = 10:1,
o HPO i' : ampicillin = 10:1 vs degradation time



84 Andrzej Makowski, Andrzej Sobczak, Danuta Wcisto, Ewa Adamek, Wojciech Baran i Witold Nocon

0,9
2B

08 - N T

07 | T T~

06 - \‘.

CiCo

04 - ) N

03 -
0,2

0,1 |

czas/min/
Rys. 3. Zalezno$¢ C/C, dla ampicyliny: 0 z TiO,, O Mg*": ampicylina = 5:1, & Mg**: ampicylina = 10:1 od czasu
degradacji
Fig. 3. Relationship of C/C, for ampicillin: ¢ z TiO,, O Mg*: ampicillin = 5:1, & Mg**: ampicillin = 10:1 vs
degradation time
1
09 %\

R
038 La\\\\\\

\\ N,
v N
06 — B N

05 — \*\?ﬁ\g_\;‘_\_

-] -
o . - O
g N —2
i \\}
L —
02 -
01 -
0 T T T T T T
o 10 20 30 40 50 60 70 80
czas/min/

Rys. 4. Zalezno$é C/C, dla ampicyliny: ¢ z TiO,, O Cu?*: ampicylina = 1:1, & Cu**: ampicylina = 5:1 od czasu
degradacji

Fig. 4. Relationship of C/C, for ampicillin: ¢ z TiO,, O Cu®*: ampicillin = 1:1, & Cu®": ampicillin = 5:1 vs
degradation time
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Na rysunku 4 uwidoczniono zalezno$¢ C/C, ampicyliny w roztworze tego antybiotyku
1 jej roztworach z jonami miedzi od czasu trwania procesu fotokatalitycznego. Jak wynika
z tabeli 2, poczatkowo szybkos$¢ degradacji wzrasta, a nast¢pnie wraz ze wzrostem st¢zenia
miedzi maleje. Wigze si¢ to z osadzaniem metalicznej miedzi na powierzchni
fotokatalizatora w trakcie procesu fotokatalitycznego [9]. Jony kobaltu (tab. 2) powoduja
zmniejszenie szybkosci fotokatalitycznego rozpadu ampicyliny. Wptyw pH roztworu na
szybkos¢ fotokatalitycznego rozpadu ampicyliny nie jest jednoznaczny, optymalnym
odczynem roztworu wydaje si¢ by¢ 7,15 (tab. 3).

Tabela 2
State szybkosci rozktadu fotokatalitycznego ampicyliny
Table 2
Rate constans of ampicillin photocatalytic degradation
Jony metalu Stosunek molowy ampicylina : jony Stata szybkosci Czas polowicznego
metalu [s] rozktadu [s]
------------------------------------- 1,957-10" 3541,13
Fe** 1 1,964-10° 3536,92
” 3 1,881-10° 3684,21
” 5 1,810-10° 3890,12
” 10 1,802-10 3840,46
Cu™ 1 3.071-107 2256,59
” 5 1,535-10° 4514,66
Ca™ 5 2,188-10™ 3167,28
” 10 1,996-10° 3471,94
Mg™* 5 1,497-10* 4629,26
” 10 1,420-10" 4880,82
Co™ 10 1,574-10 4402,79
Jony Stosunek molowy ampicylina : jony Stata szybkosci Czas polowicznego
fosforanowe fosforanowe [s™] rozktadu [s]
HPO 1 2,610-10™ 2655,17
HPO 5 2,917-107 2375,73
Proces fotolityczny (naswietlanie bez TiO,)
stata szybkosci [s"] czas polowicznego rozkladu [s]
1,53510° 45146,58
Tabela 3
State szybkosci rozktadu fotokatalitycznego ampicyliny w zaleznosci od pH roztworu
Table 3
Rate constans of ampicillin photocatalytic degradation, determined for different pH values
pH Stata szybkosci [s™'] Czas potowicznego rozpadu [s]
4,3 1,957-10° 3541,13
7,15 2,457-10° 2820,51
10,25 1,804-10°" 3841,47
Podsumowanie

Stwierdzono, ze na proces fotokatalitycznej degradacji ampicyliny wptywaja badane
jony metali i jony fosforanowe. Jony zZelaza, podobnie jak jony wapnia, nieznacznie
wplywaja na szybko$¢ rozpadu ampicyliny, a wptyw jonéw miedzi zalezy od stosunku
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molowego metalu do antybiotyku. Jony kobaltu i magnezu zmniejszaja szybko$¢ rozpadu
antybiotyku w odréznieniu od jonéw fosforanowych.
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PHOTOCATALYTIC DEGRADATION OF AMPICILLIN
IN WATER SOLUTIONS

Abstract: The advanced oxidation methods are applied to remove antibiotics from water solutions. They involve
generating hydroxylic radicals (OH) with high oxidation potential, which are able to mineralize organic
compounds. They can be use to degrade antibiotics to transient metabolites, which are then easily biodegradable.
They were irradiated with UV A = 366 nm in the presence of P 25 Degussa photocatalyst. The level of ampicillin
and its transient products during photocatalytic degradation was tested using the HPLC method. To estimate the
photocatalytic degradation rate constants of ampicillin, the relationship log C/C, from time of duration of
photocatalytic process were defined. The addition of iron ions to the ampicillin solution slightly slows down its
photocatalytic degradation. The influence of copper ions on the speed of ampicillin degradation depends on the
molar ratio of metal to antibiotic. The influence of calcium ions on the speed of ampicillin breakdown is not too
significant, while in the case of magnesium ions, similar to cobalt ions, the ampicillin breakdown slows down.
Ampicillin is adsorbed on the surface of P 25 catalyst; the process changes in the presence of metal ions and
phosphate ions. The optimum of environment during the photodegradation process is pH reaction 7.2.

Keywords: ampicillin, photocatalytic degradation
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FOTOKATALITYCZNA DEGRADACJA DOKSYCYKLINY
W ROZTWORACH WODNYCH

PHOTOCATALYTIC DEGRADATION OF DOXYCYCLINE
IN WATER SOLUTIONS

Abstrakt: Wsréd substancji stanowigcych mikrozanieczyszczenia wod powierzchniowych, $ciekéw i gleby
znajduja si¢ leki i ich metabolity. Najbardziej niebezpieczne sa antybiotyki, gdyz sa trudno biodegradowalne
i wywoluja powstawanie zjawiska lekooporno$ci wielu szczepéw bakterii. Zaawansowane procesy utleniania sa
powszechnie akceptowanymi technologiami oczyszczania $ciekéw, wdd gruntowych i powierzchniowych
z opornych i trudno biodegradowalnych zanieczyszczen organicznych. Polegaja one na generowaniu rodnikéw
hydroksylowych ("OH) o wysokim potencjale utleniajacym, ktére sa zdolne zmineralizowa¢ zwiazki organiczne.
Roztwory antybiotykéw naswietlano promieniowaniem UV A = 366 nm w obecnosci fotokatalizatora P 25 firmy
Degussa. Zawarto§¢ doksycykliny i jej produktow przejsciowych podczas fotokatalitycznej degradacji badano
metoda HPLC. Stafe szybkosci fotokatalitycznego rozktadu doksycykliny wyznaczano z zaleznosci logC/C, od
czasu trwania procesu. Jony Zzelaza i kobaltu przy$pieszaja proces fotokatalitycznego rozpadu doksycykliny,
natomiast jony miedzi, wapnia, magnezu i jony fosforanowe spowalniaja ten proces. Na powierzchni P 25
nastegpuje proces adsorpcji doksycykliny, najwickszy w przypadku obecnos$ci w roztworze jondéw zelaza. Jony
miedzi ulegaja w trakcie procesu redukcji i miedz osadza si¢ na powierzchni fotokatalizatora. Optymalnym
odczynem podczas procesu jest pH rowne 6,8; nie znaleziono jednak korelacji pomigdzy stalymi szybkosci
rozpadu doksycykliny a pH roztworu.

Stowa kluczowe: doksycyklina, fotokatalityczna degradacja, proces fotokatalityczny

W  ostatnich latach wzrosto zainteresowanie wystgpowaniem farmaceutykéw
w §rodowisku, gdyz ich szerokie zastosowanie w ochronie zdrowia ludzi i zwierzat
prowadzi do ich niepozadanej kumulacji. Zawarto§¢ farmaceutykéw oznaczono w $ciekach
oczyszczalni i wodach rzek Renu, Laby i Dunaju na poziomie kilku pg/dm’ [1]. Do
farmaceutykéw tych naleza m.in.: antybiotyki [2], hormony [3], $rodki znieczulajace,
przeciwzapalne i przeciwbélowe [4] oraz [-blokery, cytostatyki i $rodki odkazajace
i kontrastowe [5].

W 2000 roku w Unii Europejskiej zuzyto 13 280 Mg antybiotykéw, z czego 65% do
leczenia ludzi. W zaleznosci od rodzaju antybiotyku (np. doksycyklina i ampicylina
50+90%) jest wydalane z organizméw w niezmienionej postaci, gdyz nie sg przez nie
metabolizowane.

Najbardziej widocznym skutkiem obecnosci antybiotykéw w Srodowisku jest rozwoj
opornosci szczepdéw bakteryjnych [2]. Antybiotyki, ktére do tej pory ratowaly zycie, staja
si¢ nieskuteczne w walce z zakazeniami. Wzglednie mato chorobotwdércze drobnoustroje,
tzw. oportunistyczne, dzigki zdobytym mechanizmom opornoéci staly si¢ powaznym
czynnikiem zagrazajacym zdrowiu i zyciu, np. enterokoki oporne na wankomycyny. Cecha
wielu wspoétczesnych patogendw bakteryjnych jest wielooporno$¢, tzn. brak wrazliwosci na
co najmniej 3 rézne grupy terapeutyczne. Przyktadem moga by¢ szczepy Streptococus

‘, Zaktad Chemii Ogélnej i Nieorganicznej, Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej,
Slaski Uniwersytet Medyczny, ul. Jagiellofiska 4, 41-200 Sosnowiec, email: pulp @interia.pl
? Instytut Podstaw Inzynierii Srodowiska PAN, ul. M. Sktodowskiej-Curie 34, 41-819 Zabrze
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pneumoniae, najczestszego czynnika etiologicznego zapalenia pluc, wsréd ktérych
obserwuje si¢ oporno$¢ na penicyliny, makrolidy i fluorochinolony.

Sposréd wielu metod oczyszczania $Sciekéw, wéd gruntowych i powierzchniowych
z trudno biodegradowalnych zanieczyszczen organicznych, zaawansowane metody
utleniania (AOP - Advanced Oxidation Process) sa najbardziej perspektywiczne [3].
Procesy te opieraja si¢ na generowaniu rodnikéw hydroksylowych (‘OH), ktére moga
inicjowac¢ reakcje utleniania zwigzkéw organicznych.

Cel pracy

Celem przedstawionej pracy jest zbadanie kinetyki procesu procesu fotokatalitycznego
rozpadu doksycykliny i wptywu na ten proces jonéw Fe'*, Fe**, Cu**, Ca™*, Mg** i HPOZ
oraz pH roztworu wodnego antybiotyku.

Czes¢ doswiadczalna

Naswietlano roztwory wodne doksycykliny (Cy,H»N,Og - HCI - 0,5H,0 - 0,5C,HsOH
cz.d.a. Sigma-Aldrich), doksycykliny z zawiesing TiO, (P 25 firmy Degussa, rozmiar
czastek 21 nm, powierzchnia wlasciwa 50 m?/g) oraz roztwory antybiotykéw z jonami
metali w obecnos$ci fotokatalizatora. Do przygotowania roztworéw antybiotyku z jonami
metali o odpowiednim stosunku molowym uzywano roztworéw chlorkéw metali cz.d.a. Do
przygotowania roztworéw z jonami fosforanowymi uzywano wodorofosforanu(V) amonu
cz.d.a. POCh. Badane w pracy roztwory doksycykliny z jonami metali i jonami
fosforanowymi opisano w tabeli 1. Proces prowadzono w krystalizatorach z cigglym
mieszaniem i dostgpem powietrza atmosferycznego. Stosowano 4 lampy Philips TL-40
W/05 o natgzeniu promieniowania 2,9 mW cm ™ i maksimum emisji przy dhugosci fali
A = 366 nm. W naswietlanych roztworach po odwirowaniu badano zmiany stgzenia
doksycykliny metoda HPLC (Merck Hitachi, detektor UV-VIS o dlugosci fali A = 268 nm;
kolumna BDS Hypersil C18 o uziarnieniu 5 um i dtugo$ci 150 mm i §rednicy 2,1 mm).

Tabela 1
Roztwory doksycykliny (0,1 mmol/dm?) z jonami metali i jonami fosforanowymi
Table 1
Solutions of doxycycline (0.1 mmol/dm®) with metal and phosphate ions
Jony Stosunek molowy antybiotyk : jony metalu
Fe'* 1;3;5;10
Cu* 1;5
Ca™ 5; 10
Mg** 5; 10
Fe’* 10
Co™* 10
HPO I ;5

Jako faz¢ ruchoma stosowano roztwér buforu mréwczanowego 1 acetonitrylu
o stosunku objetosciowym 1:1. Nastgpnie wyznaczano zaleznos¢ logC/C, od czasu trwania
procesu fotokatalitycznego 1 obliczano state szybkosci fotokatalitycznej degradacji
doksycykliny. Oceniajac wplyw pH na stale szybkosci degradacji antybiotyku, nas§wietlano
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jego roztwory o pH ustalonym odpowiednio poprzez dodatek 0,1 mol/dm’ HCI lub
0,1 mol/dm® NaOH. Oznaczenia zawartoéci wegla organicznego (TOC) wykonywano przy
uzyciu analizatora Shimadzu 5000A.

Wiyniki i ich oméwienie

Zalezno$¢ stosunku stezen C/C, od czasu trwania procesu fotolitycznego dla roztworu
doksycykliny i procesu fotokatalitycznego dla roztworu tego antybiotyku i jego roztworéw
z jonami zelaza o réznym stosunku molowym antybiotyk : metal zamieszczono na
rysunkach 1-6.

06 4 N

CiCo

80
czas/min/
Rys. 1. Zalezno$¢ C/C, dla doksycykliny: & bez TiO,, B ; TiO, ~Fe*: doksycyklina = 1:1, O pe*:
doksycyklina = 3:1, 0 Fe*: doksycyklina = 5:1 od czasu fotokatalitycznej degradacji

Fig. 1. Relationship of C/C, for doxycycline: ¢ without TiO,, B with TiO,, ~ Fe**: doxycycline = 1:1, 0O pe*:
doxycycline = 3:1, 0 Fe™: doxycycline = 5:1 vs photocatalytic degradation time

Z przebiegu zaleznoSci na rysunku 1 i danych w tabeli 2 wynika, Ze proces
fotolitycznego  rozktadu doksycykliny (na$wietlanie roztworu tego zwigzku
promieniowaniem UV bez obecnosci fotokatalizatora) przebiega z duzo mniejsza
szybkoscig niz proces fotokatalityczny. Obecno$¢ jondéw zelaza w roztworze powoduje
zmniejszenie ~ wyjsciowego  stezenia  antybiotyku, niezaleznie od  stosunku
metal : antybiotyk, i niewielkie zmiany w szybko$ci fotokatalitycznego rozktadu
antybiotyku, uwidocznione w tabeli 2. Obnizenie wyjsciowego st¢zenia antybiotyku
wynika z powstawania rozpuszczalnych komplekséw doksycykliny z jonami zelaza, ktére
sa oznaczane jako oddzielny pik metoda HPLC lub z silnej adsorpcji tego kompleksu na
powierzchni fotokatalizatora.

Jony zelaza Fe®* i Co™ powoduja przyépieszenie fotokatalitycznej degradacji
antybiotyku, co przedstawiono w tabeli 2. Jony Ca’* powoduja nieznaczne obnizenie
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szybkosci fotokatalitycznej degradacji doksycykliny (tab. 2); znaczace, chociaz niewielkie
obnizenie szybko$ci nastgpuje w przedziale 15+60 minut.
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Rys. 2. Zalezno$¢ C/C, dla doksycykliny : ¢ z TiO,, B Co* : doksycyklina = 10:1, “ Fe**: doksycyklina = 10:1
od czasu fotokatalitycznej degradacji

Fig. 2. Relationship C/C, for doxycycline : ¢ with TiO,, B Co** : doxycycline = 10:1, “ Fe**: doxycycline =
= 10:1 vs photocatalytic degradation time
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Rys. 3. Zalezno$é C/C, dla doksycykliny: # z TiO,, & Ca®* : doksycyklina = 5:1, « Ca** : doksycyklina = 10 : 1
od czasu fotokatalitycznej degradacji

Fig. 3. Relationship C/C, for doxycycline: ¢ with TiO,, O Ca** : doxycycline = 5:1, “ Ca* : doxycycline =
=10: 1 vs photocatalytic degradation time
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CiCo

czas/min/
Rys. 4. Zalezno$é C/C, dla doksycykliny: & z TiO,, O Mg** : doksycyklina = 5:1, & Mg** : doksycyklina =
=10 : 1 od czasu fotokatalitycznej degradacji

Rys. 4. Relationship C/C, for doxycycline: ¢ with TiO,, T Mg** : doxycycline = 5:1, & Mg** : doxycycline =
=10:1 vs photocatalytic degradation time

Niewielkie obnizenie szybkosci fotokatalitycznego rozktadu doksycykliny wystepuje
réwniez podczas naswietlania roztworéw tego antybiotyku z jonami magnezu, co
przedstawiono w tabeli 2.
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Rys. 5. Zalezno$¢ C/C, dla doksycykliny: O z TiO,, O Cu®* : doksycyklina = 1:1, & Cu®* : doxycycline = 5:1 od
czasu fotokatalitycznej degradacji

Fig. 5. Relationship C/C, for doxycycline: ¢ with TiO,, O Cu*" : doxycycline = 1:1, & Cu** : doxycycline=5: 1
vs photocatalytic degradation time
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Rys. 6. Zalezno$¢ C/C, dla doksycykliny: ¢ z TiO,, Ml HPO > : doksycyklina = 1:1, « HPO " : doxycycline =
= 5:1 od czasu fotokatalitycznej degradacji

Fig. 6. Relationship C/C, for doxycycline ¢ z TiO,, Ml HPO ™ : doxycycline = 1:1, « HPO ™ : doxycycline =
= 5:1 vs photocatalytic degradation time
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Rys. 7. Zalezno$¢ TOC dla doksycykliny: ¢ z TiO,, B Fe* : doksycyklina = 3:1 od czasu fotokatalitycznej

degradacji

Fig. 7. Relationship TOC for doxycycline ¢ z TiO,, Bl Fe™ : doxycycline = 3:1 vs photocatalytic degradation

time

Znaczne zmniejszenie szybko$ci fotokatalitycznej degradacji doksycykliny nastepuje
podczas naswietlania roztworéw z jonami Cu®*, zwlaszcza w roztworze o stosunku
molowym antybiotyk : jony Cu®* réwnym 1 : 5 (tab. 2). Podczas procesu nastepuje redukcja
jonéw miedzi na powierzchni fotokatalizatora i zmniejszenie szybkosci degradacji

antybiotyku [6].
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Tabela 2
State szybkosci rozktadu fotokatalitycznego doksycykliny
Table 2
Rate constans of doxycycline photocatalytic degradation
Stosunek molowy doksycyklina : jon Stata szybkosci Czas potowicznego
Jony metalu nZetalu e o [s’}i] rol:z’kladu [s] ¢

------------------------------------- 5,028:10 1378,28
Fe™* 1 5,681-10™ 1219,86
” 3 5,873-107 1179,98
v 5 5,834-10™ 1187,86
” 10 5,489-107* 1262,53
Cu™ 1 3,838:10 1805,63
” 5 1,612-10° 4299,01
Ca™ 5 4,721-10™ 146791
” 10 4,798-107* 1444,35
Mg* 5 4,107-107* 1687,36
” 10 4,683-107* 1479,82
Fe™ 10 6,184-10~ 1121,36
Co™ 10 6,295-10 1100,87

Jony Stosunek molowy doksycyklina : jony Stata szybkosci Czas polowicznego

fosforanowe fosforanowe [s] rozktadu [s]
HPO;” 1 3,301-107" 2099,36
» 5 2,034-107" 3407,08
Proces fotolityczny (na§wietlanie bez TiO,)
Stata szybkosci [s™'] Czas potowicznego rozktadu [s]

5,757-10° 12037,52

Jony HPO;  powoduja spadek adsorpcji doksycykliny na powierzchni fotokatalizatora
i spadek szybkos$ci jej degradacji; szczegllnie duzy w przypadku roztworu o stosunku
molowym antybiotyk : jony HPO, réwnym 1:5. Ogélnie rzecz biorac jony oddziatuja na
szybkos¢ fotokatalitycznego rozkltadu doksycykliny w sposéb specyficzny, co
uwidocznione zostalo w tabeli 2. Jony metali zmieniaja réwniez szybko$¢ procesu
mineralizacji, co wida¢ na rysunku 7, gdzie przedstawiono przebieg zmian TOC
w roztworze antybiotyku i jego roztworze o stosunku molowym antybiotyk : jony Fe'*
réwnym 3. Jony zelaza przys$pieszaja mineralizacje doksycykliny i jej produktéw
przejsciowych w trakcie procesu fotokatalitycznego.

Tabela 3
State szybkosci rozktadu fotokatalitycznego doksycykliny w zaleznosci od pH roztworu
Table 3
Rate constans of doxycycline photocatalytic degradation, calculated for different pH values
pH Stata szybkosci [s™'] Czas potowicznego rozpadu [s]

2,57 5,642-10° 1228,29
3,65 502810 3541,13
6,8 6,448-10" 1074,75
9.27 4,069-10 1703,12
12,34 2418107 2866,00
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Wptyw pH $rodowiska reakcji na szybko$¢ fotokatalitycznej degradacji antybiotyku
przedstawiono w tabeli 3. Nie znaleziono statystycznie istotnej korelacji pomig¢dzy tym
parametrem a stalymi szybko$ci fotokatalitycznego rozktadu doksycykliny.

Podsumowanie

Stwierdzono, ze na proces fotokatalitycznej degradacji doksycykliny wptywaja badane
jony metali i jony fosforanowe. Jony zelaza i kobaltu przyspieszaja rozpad doksycykliny,
pozostale jony metali opdZniaja ten proces. Nie znaleziono korelacji pomiedzy pH roztworu
a stalymi szybko$ci rozpadu antybiotyku.
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PHOTOCATALYTIC DEGRADATION OF DOXYCYCLINE
IN WATER SOLUTIONS

Abstract: Drugs and their metabolites are among substances which micro-pollute surface waters, sewage and soil.
Antibiotics are the most hazardous, as they are hardly biodegradable and trigger the formation of drug resistance
of numerous bacteria strains. The advanced oxidation processes (OP) are widely accepted techniques for removing
resistant and hardly biodegradable organic pollutants from sewage, as well as ground and surface waters. They
involve generating hydroxylic radicals ("OH) with high oxidation potential, which are able to mineralize organic
compounds. This work aims at testing the photocatalytic degradation of doxycycline and the influence of metal
ions Fe**, Cu**, Ca®, Mg®, Co** and phosphate ions on this process, as well as at determining the optimum pH
range for this process. The solutions were irradiated with UV A = 366 nm in the presence of P 25 Degussa
photocatalyst. The content of doxycycline and its transient products during photocatalytic degradation was tested
using the HPLC method. To estimate the photocatalytic degradation rate constants of doxycycline, the relationship
log C/C, from time of duration of photocatalytic process were determined. The iron and cobalt ions accelerate the
process of photocatalytic doxycycline breakdown, while the copper, calcium, magnesium and phosphate ions slow
down this process. The process of doxycycline adsorption takes place in the presence of metal ions, particularly
iron. The fastest mineralization of organic substances takes place in the presence of iron ions. The copper ions are
reduced during the process and copper forms a deposit on the photocatalyst. The optimum pH of the solution
during the photocatalytic process is 6.8. However, no correlation was found between the constants of doxycycline
breakdown rate and and pH of the solution.

Keywords: doxycycline, photocatalytic degradation, photocatalytic process
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INWAZYJNOSC I REPRODUKCJA
NICIENI ENTOMOPATOGENNY CH Heterorhabditis megidis
(POINAR, JACKSON I KLEIN 1987)
PO KONTAKCIE Z JONAMI OL.OWIUI)

INVASIVENESS AND REPRODUCTION
OF THE ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE Heterorhabditis megidis
(POINAR, JACKSON AND KLEIN 1987)
AFTER ITS CONTACT WITH LEADI) IONS

Abstrakt: Wykorzystanie nicieni owadobdjczych jako biologicznego $rodka w zwalczaniu szkodnikéw roslin
spowodowato zwrdcenie uwagi na zwigzek migdzy skazeniem gleb metalami cigzkimi a przezywalno$cia nicieni
w glebach. Toksyczne wlasciwosci metali cigzkich, w tym ofowiu, zaburzaja funkcje Zzyciowe nicieni
entomopatogennych. W przeprowadzonych testach zbadano wptyw krétkotrwatego i dlugotrwatego oddziatywania
jonéw otowiu na inwazyjnos¢ i reprodukcje¢ H. megidis. Larwy, ktére przezyty kontakt z jonami otowiu w stgzeniu
500 ppm, wprowadzano do pojemnikéw z gleba, w ktérych znajdowaly si¢ owady testowe (Galleria mellonella).
Kontrolg stanowily nicienie przetrzymywane w wodzie destylowanej. Polowe¢ martwych owadéw poddawano
sekcji w dwa dni od ich $mierci w celu zbadania intensywno$ci inwazji. Druga polowe¢ przeznaczano na
reprodukcje¢. Otrzymane z reprodukcji larwy nicieni wykorzystywano do kolejnych do§wiadczen. Wykonano 5
pasazy. Zaobserwowano, ze w miar¢ wydluzania czasu kontaktu nicieni z jonami otowiu(Il) obniza si¢
inwazyjno$¢ nicieni oraz liczba migrujacych z owada larw H. megidis.

Stowa kluczowe: nicienie entomopatogenne, Heterorhabditis megidis, Galleria mellonella, jony otowiu

Nicienie owadobdjcze narazone sa na wplyw wielu czynnikéw biotycznych
1 abiotycznych zaréwno naturalnych, jak i wynikajacych z dziatalno$ci cztowieka. Czynniki
te moga dziala¢ na nicienie szkodliwie lub korzystnie. Jednym z takich czynnikéw sa
metale cigzkie. W dotychczasowych badaniach stwierdzono, Ze jony metali ci¢zkich moga
w znacznym stopniu niekorzystnie wptyna¢ na patogenno$¢ nicieni owadobdjczych [1-9].
Przeprowadzone badania miaty na celu oceng wptywu:
- czasu kontaktu nicieni z jonami otowiu(Il) oraz
- dlugotrwalego pasazowania przez jednego zywiciela nicieni po przebytym kontakcie
z jonami otowiu(II) na inwazyjnos¢ i reprodukcje H. megidis.

Material i metody

Material badan stanowily larwy inwazyjne (IJs) H. megidis oraz larwy ostatniego
stadium G. mellonella L. (163 mg). Zaréwno nicienie entomopatogenne, jak i owady
pochodzity z hodowli wlasnej Zaktadu Zoologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie.

Larwy inwazyjne nicieni przetrzymywano przez 24 godz. (prébka B) i 5 dni (prébka
C) w szalkach Petriego w roztworach wodnych azotanu otowiu w st¢zeniu 500 ppm Pb(II).
Larwami, ktore przezyly kontakt z jonami olowiu, zarazano owady testowe. Kontrolg

! Zaktad Zoologii, Katedra Biologii Srodowiska Zwierzat, Wydzial Nauk o Zwierzetach, Szkota Giéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa, email: joannasggw @op.pl
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(prébka A) stanowity nicienie przetrzymywane w wodzie destylowanej. Owady zarazano
indywidualnie: w jednym pojemniku z wilgotnym piaskiem umieszczano 1 owada
1 500 larw inwazyjnych. Potlowe¢ martwych owadéw poddawano sekcji w dwa dni od ich
$mierci w celu zbadania intensywnosci inwazji. Druga potowe martwych owadéw
przekladano na indywidualne gabki migracyjne (zmodyfikowane putapki do gromadzenia
migrujacych z cial owadéw larw inwazyjnych nicieni). Stopien migracji larw nicieni z ciata
zywiciela do $rodowiska zewnetrznego badano codziennie az do zakonczenia migracji.
Pozyskanymi larwami zarazano kolejne owady testowe w celu sprawdzenia wptywu
dlugotrwatego pasazowania przez jednego zywiciela nicieni po przebytym kontakcie
z jonami otowiu(Il). Wykonano 5 pasazy. Okres$lono: $miertelno$¢ larw inwazyjnych
nicieni po jedno- i pigciodniowym kontakcie z jonami otowiu, $miertelno$¢ owadéw
testowych poddanych kontaktowi 2z nicieniami traktowanymi jonami olowiu,
ekstensywno$¢ inwazji i intensywno$¢ inwazji oraz liczb¢ migrujacych z owada nicieni.

Dos$wiadczenie prowadzono w temperaturze 25°C. Jest to optymalna temperatura dla
H. megidis, przy ktérej obserwuje si¢ najwigksza inwazyjnos¢ tego gatunku [10-13].

Do poréwnania wynikéw wykorzystano analiz¢ wariancji jednej zmiennej
(UNIANOVA).

Wyniki, ich oméwienie i analiza

Przezywalno§¢ larw nicieni po jedno- (prébka B) i pigciodniowym (prébka C)
kontakcie z jonami otowiu zalezala od obecnosci jonéw w S$rodowisku, w ktérym
przebywaly larwy oraz od czasu kontaktu z tymi jonami. Im dluzszy byl czas kontaktu
nicieni z jonami olowiu, tym $miertelno$¢ larw byta wigksza (tab. 1).

Tabela 1
Inwazyjnos¢ nicieni po r6znym czasie kontaktu z jonami otowiu(II)
Table 1
Invasiveness of nematodes after different time of their contact with lead(Il) ions
prébka A prébka B prébka C
Zywe larwy nicieni [%] 96 82 68
Zywe/martwe 24 4,5 2.1
Smiertelno$¢ owadoéw [%] 98,5 91 70,5
Ekstensywnos¢ [%] 96,6 89,2 68
Intensywno$¢ [szt.] 67 50 32
Migracja larw z 1 mg masy ciata owada [szt.] 864 288 146
) Tabela 2
Smiertelno$¢ owadéw w kolejnych pasazach [%]
Table 2

Insect mortality in consecutive passages [%]

probka A | prébka B | probka C
pasaz 1 99 93 72
pasaz 2 100 89 71
pasaz 3 97 94 74
pasaz 4 98 90 69
pasaz 5 99 91 68
$rednia z pasazy 98,5 91 70,5
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Analizujac $miertelno§¢ owaddw, ekstensywno$¢ 1 intensywno$¢ inwazji, nie
zanotowano wyraznych réznic w kolejnych pasazach w obrgbie kazdej z prébek. Dlatego
do poréwnania wykorzystano $rednig z pigciu pasazy, odpowiednio dla kazdej z prébek
(tabele 2-4).

Tabela 3
Ekstensywno$¢ inwazji w kolejnych pasazach [%]
Table 3
Extensity of invasion in consecutive passages [%]
probka A | prébka B | probka C
pasaz 1 98 92 69
pasaz 2 99 87 66
pasaz 3 95 88 67
pasaz 4 96 89 68
pasaz 5 95 90 70
$rednia z pasazy 96,6 89,2 68
Tabela 4
Intensywno$¢ inwazji w kolejnych pasazach [szt.]
Table 4
Intensity of invasion in consecutive passages [ind.]
prébka A | probka B | probka C
pasaz 1 68 49 33
pasaz 2 67 52 31
pasaz 3 67 48 34
pasaz 4 68 51 31
pasaz 5 66 50 32
$rednia z pasazy 67,2 50 32,2

Przeprowadzona jednoczynnikowa analiza wariancji oraz test NIR dla intensywnosci
inwazji badanych prébek (nicienie, ktérych poprzednie pokolenie larw miato rézny czas
kontaktu z jonami otowiu) wykazata duze statystycznie istotne réznice mi¢dzy wszystkimi
probkami (A, B, C) (tab. 5).

Tabela 5
Analiza wariancji dla cechy ,,intensywnos$¢ inwazji”
Table 5
Results of ANOVA for the factor ,,intensity of invasion”
. Jednoczynnikowa ANOVA
Intgnsngoso Suma Liczba stopni ,
inwazji . Sredni kwadrat F Istotnos$¢
kwadratéw swobody
Miedzy grupami 45942,000 2 22971,000 1812,211 0,000
Wewnatrz grup 2814,000 222 12,676
Ogétem 48756,000 224

Zaobserwowano, ze na inwazyjno$¢ nicieni niekorzystnie wptywa zaréwno kontakt,
jak i czas kontaktu z jonami otowiu. Wraz z wydtuzaniem czasu kontaktu larw H. megidis
z jonami otowiu(II) ulegata obnizeniu inwazyjnos$¢ nicieni.
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Brak statystycznie istotnych réznic w kolejnych pasazach w obrgbie kazdej prébki
zanotowano takze w przypadku liczby migrujagcych larw z owada. Wykazano, Ze na ten
parametr réwniez wptywaja te dwa czynniki (kontakt z jonami olowiu i czas kontaktu)
(tab. 1, rys. 1).
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00
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300 4
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0

liczha mignyacych lanw z

ciata owada [szt.]

priba & prdba B probal
Rys. 1. Migracja larw nicieni z 1 mg masy ciata owada [szt.]

Fig. 1. Migration of nematode larvae from 1 mg of insect’s body mass [ind.]

Zauwazono réwniez, ze osobniki, ktére jako larwy mialy dtuzszy (5 dni) kontakt
z jonami olowiu (prébka C), rozpoczety migracje w 21 dniu od zarazenia w odréznieniu od
osobnikéw, ktdre jako larwy miaty krétszy (24 h) kontakt z jonami otowiu (prébka B) oraz
nicienie z grupy kontrolnej (prébka A), ktére rozpoczety migracje w 15 dniu od zarazenia
owadow.

Otrzymane wyniki moga $wiadczy¢ o tym, iz na inwazyjno$¢ i reprodukcje H. megidis
wplyw ma nie tylko kontakt poprzedniego pokolenia larw z jonami otowiu, ale réwniez
czas tego kontaktu.

Przeprowadzone analizy i ich wyniki znajdujg odzwierciedlenie w literaturze. Prace
opisujgce badania nad wpltywem metali cigzkich na nicienie owadobdjcze wskazujg
gléwnie na niekorzystny wplyw jonéw olowiu(Il) na przezywalno$¢ i aktywnos$é
biologiczna tych zwierzat [3, 4, 14]. Udokumentowany réwniez zostal negatywny wptyw
metali ci¢zkich na reprodukcje¢ nicieni oraz na ich zdolno$§¢ do migracji z owada do
srodowiska zewngtrznego [2, 15].

Podsumowanie

Jony otowiu(Il) znajdujace si¢ w $rodowisku glebowym, w ktérym wystgpuja nicienie
owadobdjcze, niekorzystnie oddzialuja na inwazyjno$¢ i reprodukcje tych zwierzat.
W miar¢ wzrostu stezenia jonéw otowiu(Il) oraz wydtuzania czasu kontaktu z tymi jonami
obniza si¢ inwazyjnos$¢ i liczba migrujacych larw nicieni z ciata owada.
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INVASIVENESS AND REPRODUCTION
OF THE ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE Heterorhabditis megidis
(POINAR, JACKSON AND KLEIN 1987)
AFTER ITS CONTACT WITH LEADI) IONS

Abstract: The use of entomopathogenic nematodes as biological means of plant pests control focussed the
attention on the relationship between soil pollution by heavy metal and nematode survival. Toxic properties of
heavy metals like lead disturb life functions of entomopathogenic nematodes. Short and long term effect of lead
ions on the invasiveness and reproduction of H. megidis was studied in laboratory tests. Larvae that survived the
contact with lead ions at a concentration of 500 ppm were placed in containers filled with soil with test insects.
Nematodes kept in distilled water served as a control. Half of dead insects were dissected two days after their
death to check the intensity of invasion. Second half of dead insects were intended for nematode reproduction.
Nematode larvae obtained in that way were used for subsequent experiments. Five passages were made in total.
Prolonged contact of nematodes with lead(Il) ions was observed to decrease nematode invasiveness and the
number of H. megidis larvae migrating from the host insect.

Keywords: entomopathogenic nematodes, Heterorhabditis megidis, Galleria mellonella, lead ions
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WPLYW SKELADU CHEMICZNEGO
OSOKI ALOESOWATE] Stratiotes aloides L.
NA STRUKTURE ZASIEDLAJACEJ JA MAKROFAUNY

INFLUENCE OF WATER SOLDIER Stratiotes aloides L.
ON THE STRUCTURE OF INHABITING MACROFAUNA

Abstrakt: Badania prowadzono w sezonach wiosennym i letnim 2007 roku dla Jeziora Smotdziniskiego (odcigta
zatoka jeziora Gardno) oraz otaczajacych go kanatach melioracyjnych. Okre$lono struktur¢ fauny epifitycznej
zasiedlajacej osoke aloesowata Stratiotes aloides L. oraz sklad pierwiastkowy (Cd, Pb, Zn, Cr, Ni, Cu, Ca i Mg)
tego makrofitu. Dzigki wykorzystaniu metody ordynacyjnej pCCA podj¢to probe okreslenia wptywu chemicznego
podloza rodlinnego na zasiedlajacych je przedstawicieli makrofauny. Lacznie znaleziono 27 taksonéw fauny
epifitycznej, wsrdd ktorej dominowaty przedstawiciele §limakéw. Najwigkszy wplyw na epifaun¢ naroslinng maja
otéw i miedz, redukujac gléwnie wystepowanie przedstawicieli migczakéw. Réwniez akumulacja w lisciach tego
makrofitu innych metali cigzkich wptywa niekorzystnie na Zzyjacych na jej powierzchni przedstawicieli
makrofauny, natomiast st¢zenia wapnia i magnezu wplywaja bardzo korzystne na przedstawicieli chrzaszczy,
chruscikow oraz migczakéw. Sam wpltyw sezonowosci na chemiczne oddzialywanie osoki na zasiedlajace ja
zwierzgta nie zostal potwierdzony.

Stowa kluczowe: fauna naroslinna, pierwiastki, Jezioro Smotdzinskie, kanaty melioracyjne

Makrofity zanurzone lub ptywajace po powierzchni wody stanowig wazny element
ekosysteméw wodnych. Ro§liny wodne plywajace po powierzchni bywaja posrednio lub
bezposrednio Zrédtem pozywienia dla znacznej liczby zwierzat wodnych [1]. Maja duze
znaczenie siedliskowe: ograniczaja przenikanie energii §wietlnej w giab toni wodnej oraz
redukuja falowanie wiatrowe i zjawisko resuspensji osadéw dennych. Szczegdlna role
w tym wypadku moze odgrywac osoka aloesowata (Stratiotes aloides L.) o duzych
zwartych kepach liSci, mogacych pokry¢ cate lustro wody i preferujac silnie
zeutrofizowane, polimiktyczne jeziora [2, 3].

W tkankach tego makrofitu moga si¢ gromadzi¢ zar6wno pierwiastki biogenne, jak
i metale [3]. Na ilo§¢ zakumulowanych metali w osoce wptyw ma jako$¢ warunkéw
srodowiskowych oraz typ ekosystemu wodnego. Réwnocze$nie osoka stanowi latwo
dostgpne poziome podioze dla duzej grupy zwierzat wodnych, ogélnie nazywanych faung
epifityczng [4]. Czynnikami potencjalnie wyplywajacymi na populacje tej formacji
ekologicznej sa $wiatlo, temperatura, falowanie, rodzaj podtoza, sktad chemiczny wody,
a takze wyzeranie [5]. Wptyw poszczegblnych czynnikéw zostal zbadany, natomiast wciaz
niewiele wiadomo na temat chemicznego oddzialywania osoki na pozostajace z nia
w kontakcie hydrobionty. S.aloides zostala przebadana pod katem allelopatycznego
oddzialywania na inne roéliny, gtéwnie fitoplankton [6], co potwierdzilo jej wplyw na
struktury innych formacji ekologicznych. Brak jest jednak do chwili obecnej informacji
0 oddzialywaniu chemicznym osoki na zasiedlajaca ja makrofaung, dla ktérej stanowi ona
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odpowiednik dna. Ze wzgledu na dobrze poznany wplyw chemizmu osadéw dennych
zasiedlanych przez te same gatunki fauny co osokg¢, wydaje si¢ Ze takie oddziatywanie jest
oczywiste [7]. Szczegblnie oddzialywanie metali toksycznych wchodzacych w skiad
wydzielanych substancji moze by¢ dowodem na ksztaltowanie struktur fauny fitofilnej
przez podtoza biotyczne [8].

Celem pracy bylo okreslenie wpltywu zawartosci pierwiastkéw (Cd, Pb, Zn, Cr, Ni, Cu,
Ca i Mg) w tkankach liSci na zagegszczenie przedstawicieli fauny epifitycznej
zasiedlajacych osoke aloesowata w Jeziorze Smotdzinskim i otaczajacych go rowach
melioracyjnych.

Material i metody

Jezioro Smoldzinskie powstalo po odcigciu zatoki od jeziora Gardno na obszarze
Stowinskiego Parku Narodowego. Jest bardzo mtodym akwenem, cz¢éciowo zaro$nigtym
helofitami, w$réd ktérych rozwija si¢ grupa Hydrocharitetum morsus-ranae,
reprezentowana gtéwnie przez S.aloides [9]. Duza zyzno§¢ wdd sprzyja rozwojowi tego
hydromakrofitu, a jednocze$nie pozwala tworzy¢ nowe miejsca jego rozwoju
w potaczonych z tym zbiornikiem eutroficznych kanatéw melioracyjnych [10].

Pobieranie prébek plywajacej S.aloides i zasiedlajacej ja fauny epifitycznej
prowadzono od kwietnia do lipca w 2007 roku. Material pobierano w dwéch
powtdrzeniach, kazde z nich obejmowato 3 proébki, liczace od 12 do 14 kormuséw osoki,
o masie mokrej roslin wynoszacej ok. 5,0 kg - ogétem zebrano 42 okazy osoki. Badania
przeprowadzono zgodnie z ogdlnie przyjeta metodyka [5], w trakcie ktérych oznaczono
przedstawicieli makrofauny naro$linne;.

Pozbawione fauny liScie byly wysuszone w 105°C. Po wysuszeniu i homogenizacji
probki poddano mineralizacji ,,na mokro” w stezonym kwasie azotowym z dodatkiem 30%
wody utlenionej w wysokoci$nieniowym piecu mikrofalowym. Oznaczenia metali
wykonano metoda plomieniowej spektrofotometrii absorpcji atomowej. Wyniki analiz
ro§lin weryfikowano za pomoca certyfikowanego materialu odniesienia: INCT-MPH-2
i INCT-TL-1. Obliczony btad pomiarowy nie przekraczal 5% wartosci certyfikowane;j.
Zawarto$¢ Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn Ca i Mg podano w mg na 1 kg suchej masy (s.m.).

Zalezno$¢ pomiedzy zmiennymi niezaleznymi (sktad chemiczny  osoki)
a zgrupowaniami fauny fitofilnej analizowano za pomoca kanonicznej analizy
korespondencji z uzyciem analizy krokowej postepujacej (pCCA) z wykorzystaniem
programu STATISTICA 8.0. Okre$lono réwniez wspdtczynnik korelacji na poziomie
p =0,05.

Wiyniki i ich oméwienie

Sposréd analizowanych pierwiastkéw w Jeziorze Smoldzinskim liscie osoki zawieraty
znaczne ilo$ci kadmu i otowiu, ponadto znaczne iloSci niklu, miedzi, wapnia i cynku
(tab. 1). W kanalach melioracyjnych ilo§ci badanych pierwiastkéw w tkankach osoki
r6znily si¢ w znacznym stopniu.

Fauna fitofilna zasiedlajaca liScie osoki aloesowatej w badanych ekosystemach
wodnych Stowinskiego Parku Narodowego jest utworzona przez 27 taksondéw (tab. 1).

Wisréd zidentyfikowanych taksonéw pod wzgledem zageszczenia dominowaty $limaki
Planorbarius planorbarius L. (D = 27%), a ze wzgledu na biomas¢ Lymnaea stagnalis L.
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(D = 40%), poniewaz oba gatunki znajduja na liSciach makrofitéw znaczne zasoby

pokarmowe w postaci glondéw perifitonowych [2, 5].

Srednia zawarto$é pierwiastkéw [mg/kg s.m.] w osoce aloesowatej S.aloides

oraz struktura dominacji zasiedlajacej ja epifauny (D%) pod wzglgdem zaggszczenia (Z)

i biomasy (B) w Jeziorze Smoldzinskim i otaczajacych je kanatach melioracyjnych

Tabela 1

Table 1

The average concentration of chemical elements (mg/kg d.m.) in water soldier S.aloides and density (Z)
and biomass (B) domination structure (D%) of epiphytic fauna it inhabiting the Smoldzinskie Lake
and surrounding melioration ditches

Lo . Jezioro Smotdzinskie Kanat I Kanat II
Pierwiastki - - -
wiosna lato wiosna lato wiosna lato
Cd 1,25 0,50 0,10 0,75 0,80 1,05
Pb 9,5 5,0 0,5 7,5 8,0 8
Zn 40,5 13,5 4,7 29,5 61,5 39,0
Cr 0,45 2,00 2,15 1,95 0,50 6,50
Ni 5,3 2,9 0,7 4,6 5,5 44
Cu 3,10 2,55 0,15 2,00 345 2,80
Ca 206,5 181,3 221,0 302,0 153,5 1775
Mg 146,0 153,0 198,0 138,0 149,5 153,0
Taksony Z B VA B Z B Z B 7 B V4 B
1. Oligochaeta 0 0 0 0 0 0 0502 ]| 1,8]0,1 0 0
2. Erpobdella octooculata (L.)| 2,5 | 2,9 0 0 10 {295 1,7 | 32 | 18 | 26 | 125 1,6
3. Erpobdella sp. 1851 7,3 [30,3[204| 25| 08 [ 68 | 1,2 0 0 0 0
4. Glossiphonia 12 130561912510 (87| 1,1 1,8|03|63]16
heteroclita (L.)
5. Helobdella stagnalis (L.) 0 0 14 | 2,8 0 0 0 0 0 0 0 0
6. Asellus aquaticus (L.) 1,2 | 0,1 | 134 2,5 0 0 10,8 1 0,9 | 41,8 | 1,7 |250]| 14
7. Caenis macrura Stephens 0 0 9,2 19 |125] 0,2 | 11,1 | 0,6 0 0 0 0
8. Colymbetes sp. 0 0 0 0 0 0 0,2 0 1,8 | 0,1 6,3 2.8
9. Limnephilus sp. 0 0 14 | 34|88 |150] 09 | 1,7 0 0 0 0
10. Ecnomus tenellus Rambur 0 0 0 0 0 0 0,5 | 0,0 0 0 0 0
11. Nepa cinerae (L.) 0 0 0 0 1251 02 | 0,7 | 0,7 0 0 0 0
12. Aeschna grandis (L.) 0 0 0 0 0 0 02 | 21191 901]| 63 | 80,5
13. Dytiscus sp. 0 0 0,7 1,1 0 0 0 0 0 0 0 0
14. Notonecta sp. 0 0 0,7 | 0,2 0 0 02 | 05 0 0 3,1 6,0
15. Chironomidae larvae 11,1107 [12,7] 18 |37,5]| 1,8 | 524 | 20 |345| 1,2 |375]| 3,1
16. Lepidoptera larvae 0 0 0 0 0 0 0 0 1,8 | 0,2 0 0
17. Dytiscus sp. 1,2 (272107 [129] 0 0 0 0 1,8 | 3,7 | 3,1 | 2,8
18. Planorbarius corneus (L.) | 1,2 | 5,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19. P. planorbarius (L.) 2721106 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20. Anisus sp. 12 104 |14 1]102]88] 08|07 0 36 | 0,2 0 0
21. Viviparus viviparous (L.) 0 0 0 0 0 0 051499 O 0 0 0
22. Viviparus contectus
(Millet) 0 0 0 0 1,31 62 0 0 0 0 0 0
23. Lymnaea stagnalis (L.) 23,5 | 40,3 0 0 38 152109 (|292| 0 0 0 0
24. Lymnaea aureculata (L.) 11,1 | 1,8 | 5,6 | 6,2 0 0 0 0 0 0 0 0
25. Ancylus lacustris (L.) 0 0 0 0 11,3 3,3 | 09 | 0,2 0 0 0 0
26. Bithynia tentaculata (L.) 0 0 (169|447 | 11,3353 | 2,1 | 6,5 0 0 0 0
27. Sphaerium corneum (L.) 0 0 0 0 1,3 108 0 0 0 0 0 0
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Zakumulowane w tkankach osoki pierwiastki staja si¢ elementem wydzielanych przez
ro$ling substancji majacych bezposredni wplyw na warunki zycia fauny i flory [6].
Swiadcza o tym wartosci wspStczynnika korelacji Spearmana, wskazujace na bardzo
znaczng wspétzalezno$¢ sktadu osoki na strukture fauny naro$linnej. Badane metale ci¢zkie
wplywaja negatywnie na ilo§¢ fauny, szczegélnie wyraznie jest to widoczne w przypadku
otowiu, ktérego duze wartosci zle znoszg Colymbetes sp. (r = —0,94), Viviparus contectus
(r = -0,89), Ancylus lacustris (r = —0,89), Sphaeriu corneum (r = —0,89) i Anisus sp.
(r=-0,83).

Otéw, mimo ze w lisciach osoki osiggnal wartosci duzo mniejsze niz okreslone jako
toksyczne (30 mg/kg s.m.), to i tak wplywa destrukcyjnie na przedstawicieli fauny
naroslinnej [11]. Dostaje si¢ do ciala organizméw przez skére lub drogi oddechowe,
uszkadzajac uktad nerwowy. Réwniez bioakumulacja miedzi w tkankach osoki powoduje
ustapienie z podloza Napa cinera (r = —0,95), Limnephilus sp. (r = —0,94), A.lacustris
(r=-0,93), V.contectus (r =-0,91), S.corneum (r =-0,91). Nikiel wptywal niekorzystnie na
chrusciki z rodzaju Limnephilus oraz przedstawicieli migczakéw: V.viviparus, A.lacustris
i S.corneum.

Sposréd analizowanych pierwiastkéw niewielki wpltyw na przedstawicieli fauny
naroslinnej miaty kadm i cynk, gdyz ich znaczna ilo§¢ w tkankach osoki nie byta
tolerowana jedynie przez Limnephilus sp. i Bithynia tentaculata. Kadm jest pierwiastkiem
bardzo toksycznym, kumulujagcym si¢ w organizmie. U zwierzat wodnych moze
powodowa¢ zanik mig$ni, a u migczakéw odwapnienie muszli. Pierwiastek ten narusza
przemiany metaboliczne np. wapnia, magnezu, miedzi [12]. Natomiast cynk wydzielany
przez osoke moze ograniczy¢ wchlanianie miedzi i zelaza oraz przyspieszy¢ wydalanie
zelaza z organizmu zwierzat jg zasiedlajacych [8].

Koncentracja metali alkalicznych (Ca i Mg) okazuje si¢ by¢ bardzo korzystna dla
przedstawicieli fauny naro§linnej. Znaczna bioakumulacja wapnia wplywa na pojawienie
si¢ bezdomkowych chruscikéw (Ecnomus tenellus, r = 0,89) oraz duzych S$limakéw
V. viviparus (r = 0,89), ktére wykorzystuja go do budowy swoich muszli [5]. Magnez
oddzialuje korzystnie na chrzaszcze Colymbetes sp. (r = 0,94) oraz migczaki V.contectus
(r=0,96), S.corneum (r = 0,96), A.lacustris (r = 0,94) i Anisus sp. (r =0,91).

Zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cig pierwiastkéw w liSciach osoki a zgrupowaniem
zasiedlajacych makrofit przedstawicieli makrofauny analizowano za pomoca kanonicznej
analizy korespondencji z uzyciem analizy krokowej postepujacej (pCCA). Jej wykonanie
wykazato znaczny wplyw sktadu pierwiastkowego podioza biotycznego na zréznicowanie
zgrupowan fauny fitofilnej, bez wzgledu na miesigc badan brak wplywu sezonu
badawczego.

Obie osie kanoniczne zaréwno pod wzgledem zaggszczenia, jak i biomasy opisuja
blisko 60% wariancji (rys. 1). Duze st¢zenia magnezu w tkankach osoki preferowaty
Limnephilus sp., A.lacustris, V.contectus, S.corneum, Anisus sp. i Nepa cinerae. Jednak
musiato by¢ to skorelowane z niskimi warto$ciami Cd, Pb, Cu, Ni i Zn. Akumulacja
w tkankach osoki chromu i cynku jest tolerowana przez Erpobdella octooculata
i Chironomidae larvae, natomiast Colymbetes sp., Aeschna grandis, Asellus aquaticus,
Dytiscus sp. pojawialy si¢ na biotycznym podlozu nawet przy znacznej akumulacji, s
rowniez dosy¢ odporne na akumulacj¢ w podtozu Cd, Pb, Cu i Ni. Male stgzenia Cr
preferuja Erpobdella sp., Lymnaea aureculata, L.stagnalis, Planorbarius corneus, Dytiscus
sp. 1 Helobdella stagnalis (rys. 1A).
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Taksony/taxa
1. Oligochaeta
2. Erpobdella octooculata (L.)
3. Erpobdella sp.
4. Glossiphonia heteroclita (L.)
5. Helobdella stagnalis (L.)

pCCA2:21,19%
[S)
[S)

6. Asellus aquaticus (L.)
7. Caenis macrura Stephens

8. Colymbetes sp.

s ; 9. Limnephilus sp.
-1.0 10. Ecnomus tenellus Rambur

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 11. Nepa cinerae (L.)
pCCA 1 :36,43% 12. Aeschna grandis (L.)
13. Lestes sp.
B 14. Notonecta sp.

15. Chironomidae larvae

1,0 R T . 4 16. Lepidoptera larvae

) P (] 257 . 17. Dytiscus sp.

i 18. Planorbarius corneus (L.)
19. P. planorbarius (L.)

05 20. Anisus sp.

21. Viviparus viviparous (L.)
22. Viviparus contectus (Millet)
23. Lymnaea stagnalis (L.)

24. Lymnaea aureculata (L.)

o
[=]

25. Ancylus lacustris (L.)
26. Bithynia tentaculata (L.)

pCCA 2:21,19%

27. Sphaerium corneum (L.)

-1,0

pCCA1:36,43%
Rys. 1. Oddziatywanie wybranych pierwiastkéw na przedstawicieli fauny naroslinnej pod wzglgdem zaggszczenia
(A) i biomasy (B) z wykorzystaniem analizy pCCA

Fig. 1. The influence of selected chemical elements on the density (A) and biomass (B) of epiphytic fauna
representatives in the pCCA analysis
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W przypadku biomasy fauny fitofilnej duze stezenia w tkankach osoki Mg,
a niewielkie Cd, Pb, Cu, Ni i Zn wplywaja na mas¢ B.tentaculata, E.tenellus, A.grandis,
Erpobdella sp., A.aquaticus, V.viviparous. Duze st¢zenia Cr powodujga wzrost biomasy
pijawek z rodzaju Erpobdella sp. oraz larw Lepidoptera, natomiast wigksze stezenia Cr i Zn
zwigkszaja mase Limnephilus sp., Dytiscus sp., Caenis macrura, P.corneus. Male ilosci Cr
powoduja wzrost biomasy G.heteroclita, A.lacustris, L.aureculata, E.octooculata,
Limnephilus sp. Akumulacja metali alkalicznych (Ca i Mg) wptywa na wigksza biomase
S.corneum (rys. 1B), gdyz malze te potrzebuja znacznych ilosci wapnia do budowy swoich
muszli, a magnez jest im niezbedny do prowadzenia proceséw metabolicznych [5].

Whioski

1. Osoka aloesowata dzigki zakumulowanym w swoich tkankach pierwiastkom
oddziatuje na zasiedlajaca ja faung naroslinng.

2. Bioakumulacja metali ci¢zkich powoduje matg liczebnos¢ fauny naroslinnej, natomiast
pierwiastki alkaliczne sprzyjaja wigkszemu zaggszczeniu zwierzat na osoce.

3. Sposréd oznaczonych pierwiastkéw oléw i miedz maja zdecydowanie najwigkszy
wplyw na strukture jako$ciowo-ilo§ciowg epifauny naroslinne;j.

4. Przedstawiciele migczakéw wykazuja si¢ najwicksza wrazliwoscia na bioakumulacje
metali cigzkich w liciach osoki.

Podzigkowanie

Badania zostaty sfinansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego jako
projekt badawczy N N305 189635.
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INFLUENCE OF WATER SOLDIER Stratiotes aloides L.
ON THE STRUCTURE OF INHABITING MACROFAUNA

Abstract: The investigation was conducted in spring and summer seasons 2007 in the Smoldzinskie Lake (the cut-
off bay of the Gardno Lake) and surrounding melioration ditches. The structure of epiphytic fauna inhabiting water
soldiers Stratiotes aloides L. and chemical composition of this macrophyte were determined. With the help of
ordination technique (pCCA) we assessed the influence of chemical composition of plant substrate on macrofauna
representatives. Altogether 27 taxa of epiphytic fauna were found and most of them were observed in summer,
except for one of the melioration ditches. It turned out, that lead and copper had the most important influence on
epiphytic fauna inhabiting water soldiers and those chemical elements limited the occurrence of mollusks. The
accumulation of other heavy metals in leaves of the studied macrophyte also did not favour the presence of
macrofauna representatives. In turn, the higher concentrations of calcium and magnesium were correlated with
higher abundance of beetles, caddis-flies and mollusks. The influence of season on chemical interactions between
water soldiers and inhabiting macrofauna was not observed.

Keywords: epiphytic fauna, Smoldzinskie Lake, melioration ditches
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AKUMULACJA AZOTU I FOSFORU PRZEZ KUKURYDZE
POD WPLYWEM OGRANICZONEGO NAWOZENIA POTASEM

ACCUMULATION OF NITROGEN AND PHOSPHORUS BY MAIZE
AS THE RESULT OF A REDUCTION
IN THE POTASSIUM FERTILIZATION RATE

Abstrakt: Celem przeprowadzonego doswiadczenia polowego byto okreslenie wptywu nawozenia potasem na
pobranie i rozmieszczenie makroelementéw (N i P) w kukurydzy uprawianej na glebie o bardzo duzej zasobnosci
w potas (>250 mg K kg")A Probki roélinne pobierano 37, 48, 58, 69, 79, 89, 100, 109, 118, 132 i 140 dnia po
wysiewie kukurydzy i oznaczano w nich zawarto$¢ azotu i fosforu. Dane opracowano statystycznie za pomoca
analizy wariancji przy poziomie istotnosci a = 0,05. Stwierdzono, ze nawozenie nie bylo czynnikiem, ktéry
istotnie réznicowat pobranie sktadnikéw pokarmowych przez kukurydzg. Ponadto, w warunkach gleby o duzej
zasobno$ci w potas nawozenie K miato niewielki wptyw na stan odzywienia (optymalng zawarto$¢ N i P) ro$lin
kukurydzy.

Stowa kluczowe: kukurydza, azot, fosfor, pobranie, nawozenie potasem

Zbilansowane nawozenie potasem - jednym z podstawowych skladnikéw
pokarmowych decydujacych o plonach roslin i determinujacych ich jako$¢ - powinno
uwzglednia¢ zasobno$¢ gleb w ten pierwiastek [1]. Przenawozenie potasem moze
prowadzi¢ do wzrostu zawarto$ci tego pierwiastka w glebie i jego nadmiernego pobierania,
a nastgpnie zaburzenia gospodarki sktadnikami pokarmowymi, m.in. azotem i fosforem.
Rezygnacja z nawozenia potasem w warunkach bardzo duzej zasobnosci gleb w ten
sktadnik moze ograniczy¢ $rodowiskowo i ekonomicznie niepozadany strumien potasu
[2, 3]. Celem podjetych badan bylo okredlenie wptywu nawozenia potasem na pobranie
i rozmieszczenie azotu i fosforu w kukurydzy uprawianej na glebie o bardzo duzej
zasobnosci w potas.

Material i metody

Dwuletnie badania przeprowadzono na plantacji produkcyjnej kukurydzy (odmiana
Turini) w rejonie poludniowo-wschodniej Lubelszczyzny na glebach brunatnych
wlasciwych, wytworzonych z utworéw lessowych o odczynie obojetnym, S$redniej
zasobno$ci w przyswajalny fosfor i magnez oraz bardzo duzej w przyswajalny potas
(powyzej 250 mg K kg™'). Biorgc pod uwage zasobno$¢ gleb w przyswajalny potas,
w uprawie kukurydzy zastosowano petne nawozenie NPK i bez potasu (NP).
W przeliczeniu na jeden hektar przedsiewnie wniesiono 140 kg fosforanu amonu (16,8 kg
N i 31,9 kg P) oraz 280 kg nawozu Kemira Corn (16,8 kg N, 24,6 kg P i 65 kg K).
Nawozenie pogtéwne azotem w postaci saletry amonowej (81,6 kg N ha™) zastosowano na
calej plantacji w fazie 5-6 liSci. Prébki roslinne pobierano po 37 (I termin), 48 (II termin),
58 (I termin), 69 (IV termin), 79 (V termin), 89 (VI termin), 100 (VII termin), 109
(VIII termin), 118 (IX termin), 132 (X termin) i 140 (XI termin) dniach od siewu roslin.

! Katedra Chemii Rolnej i Srodowiskowej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Akademicka 15,
20-950 Lublin, tel. 081 445 69 95, fax 081 445 66 64, email: monika.skowronska@up.lublin.pl
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Zawarto$¢ azotu oznaczono metoda Kjeldahla, a fosforu metoda wanado-molibdenowa po
mineralizacji materiatu ro§linnego w st¢zonym kwasie siarkowym (H,SO,4) z dodatkiem
perhydrolu (H,0,). Uzyskane dane opracowano statystycznie za pomoca analizy wariancji
z p6tprzedziatami ufnosci Tukeya przy poziomie istotno$ci a = 0,05.

Wiyniki i ich oméwienie oraz analiza

Pominigcie w dawce nawozowej potasu nie bylo czynnikiem istotnie wptywajacym na
pobranie oraz zawarto$¢ azotu i fosforu w kukurydzy (rys. rys. 112, tab. 1).
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Fig. 2. Phosphorus uptake by maize during vegetation
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Tabela 1
Zawarto$é N, P w organach kukurydzy [g kg™']
Table 1
N, P concentration in maize organs [g kg™']
Nawozenie
Fertilization Organ N P
liscie - leaves 7,84 1,3
todygi - stalks 4,48 0,6
NPK ziarno - grain 15,96 5,4
kolby - cobs 3,22 0,5
korzenie - roots 3,92 0,4
x 7.08 1,64
lidcie - leaves 8,68 2,0
fodygi - stalks 3,78 0,6
NP ziarno - grain 14,42 6,2
kolby - cobs 3,08 0,4
korzenie - roots 3,92 0,4
x 6.78 1.91
NIR s nawozenie; LSDy s fertilization n.i.;n.s. n.i.;n.s.
liscie - leaves 8,26 1,63
_ fodygi - stalks 4,13 0,58
X ziarno - grain 15,19 5,80
kolby - cobs 3,15 0,45
korzenie - roots 3,92 0,40
NIRy s organ; LSDy ¢s organ n.i.;n.s. n.i.;n.s.

Roslina ta wykazywata si¢ jednak zréznicowana szybko$cia akumulacji analizowanych
makroelementéw w okresach krytycznych. Podczas intensywnego przyrostu nowych tkanek
(faza 7-9 liScia) tempo pobierania azotu bylo o 66,7% wigksze, a w fazie wiechowania
0 35,7% mniejsze w warunkach gleby stabiej zaopatrzonej w potas (rys. 1).

Fosfor byt najszybciej akumulowany przez kukurydze w okresie reprodukcji
(wiechowanie, nalewanie ziarna); przy czym nawozenie potasem intensyfikowato
nieznacznie ten proces w pierwszym przypadku (wiechowanie), a spowalnialo w drugim
(nalewanie ziarna) (rys. 2). W doswiadczeniu Niu i wspétaut. [4] ilo$¢ azotu i fosforu
transportowana w soku ksylemu i floemu nie zmienita si¢ pod wplywem lepszego
zaopatrzenia ro§lin w potas. Wedlug niektérych autoréw [3, 5], zwigkszanie poziomu
przyswajalnego potasu w glebie powyzej 150 mg kg™ nie oddzialuje na akumulacje azotu
i fosforu przez kukurydze.

Kierunek przemieszczania si¢ pobranych sktadnikéw do réznych cze$ci roslin byt
uzalezniony od intensywno$ci metabolizmu, stad tez najwigksze iloSci azotu i fosforu
zostaly stwierdzone w lisciach i ziarnie (tab. 1). Niezaleznie od zastosowanego nawozenia
obserwowano wigkszg efektywnos¢ translokacji P (wspétczynnik zbioru 0,80+-0,81) anizeli
N (wspétczynnik zbioru 0,64+0,65) [6]. Lepsze zaopatrzenie kukurydzy w potas
zwigkszylo nieznacznie ilo$¢ azotu, a zmniejszylo poziom P nagromadzonego w ziarnie
(tab. 1), jednak z punktu widzenia stanu odzywienia roslin, zawartosci analizowanych
makrosktadnikéw byly optymalne [2]. Nawozenie potasem, poprzez wplyw na wzrost
stezenia jonéw H* (ujawnienie wymiennej i fizjologicznej kwasowosci), moglo w sposéb
posredni wptyna¢ na zmiany w biodostgpnosci sktadnikéw pokarmowych. [7]. Kationy
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wodorowe, oddzialujac na siatk¢ krystaliczng mineratéw ilastych, zwigkszajag mobilnosé
niewymiennie zwigzanych jonéw NH,*, ale ograniczaja aktywno$¢ fosforanéw, nasilajac
ich sorpcje specyficzng i niespecyficzng [5, 8]. Poza tym, potas korzystnie wplywa na
absorpcje, szybkos¢ translokacji i redukcje azotanéw w roslinach [9, 10].

Whioski

1. W warunkach gleby o duzej zasobno$ci w potas nawozenie K miato niewielki wptyw
na pobranie i zawarto$¢ azotu oraz fosforu w kukurydzy.

2. Kukurydza, niezaleznie od zastosowanego nawozenia, najszybciej akumulowata azot
oraz fosfor w okresach, gdy jej procesy metaboliczne przebiegaly najintensywniej,
tj.: podczas rozwoju lisci (N), wiechowania (N, P) i nalewania ziarna (P).

3. Niezaleznie od zastosowanego nawozenia potasem, reutylizacja N i P z organéw
wegetatywnych  kukurydzy (gléwnie lisci) stanowila wazne zrédlo tych
makroelementéw w czesciach generatywnych (w ziarnie).
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ACCUMULATION OF NITROGEN AND PHOSPHORUS BY MAIZE
AS THE RESULT OF A REDUCTION
IN THE POTASSIUM FERTILIZATION RATE

Abstract: The field experiment was carried out to evaluate the effect of potassium fertilization rates on uptake and
distribution of macroelements (N and P) in maize grown in soil with very high soil-test K levels (>250 mg K kg™).
Plant samples were taken at 37, 48, 58, 69, 79, 89, 100, 109, 118, 132 and 140 days after maize sowing and
analyzed for nitrogen and phosphorus contents. Data was subjected to analysis of variance with significant
differences among means determined by LSD at p < 0.05. It was found that fertilization was not a factor that
significantly differentiated nutrient uptake by maize. Additionally, under conditions of soil with a very high
soil-test K level, potassium fertilization had a minimal effect on nutritional status (optimal N and P contents) of
maize plants.

Keywords: maize, nitrogen, phosphorus, uptake, K fertilization



