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1. WSTEP

Wysteopowanie coraz liczmiejswych rodzajéw obecych zwigzkoéw
chemlcznyoh w powletrzu, glebie, wodzie i zywnos$ci, mozliwosé
kumulacji niektérych z nioch w organizmach Zywych oraz migracji
w laicuchu troficznym stwarza powazne zagrozenle dla Srodowls-
ka 1 zdrowia czlowieka. Wiele z tych zanieczyszczeil jest bowiem
szczepdlnie szkodliwych zo wzgledu na swe wiasnoéci toksyczne,
mutuﬁenne, rakotwércze, teratogenne lub alergiczne.

Wydaje sie¢, #%e ekologiczne uwarunkowania powstawania
zwlaszcza chordéb nowotworowych u ludzi stanowig zagadnienie
plerwszoplanowe, gdyz postepujaca degradacja Srodowiska natu-
ralnego pozostaje w bezposrednim zwigzku z eksplozjag chordb
nowvo tworowych obserwowang w ostatnich latach. Dlatego tez wy=-
daje sig, %e Scisle ukierunkowanie badali wylgcznie w celu
stwierdzenia rakotwdérczego charakteru okreslonego zwinzku,
czy grupy zwigzkéw, w stosunku do wyzszych kregowedw /ssakédw/
i czlowleka jest pilerwszym i najwazniejszym Krokiem zmierza-
Jgeym do ograniczenia tych zwiqzkéw w $rodowisku naturalnym.
Rozpatrujac zag;dnienie chemicznej karcinogenezy nalezy braé
ponadto pod uwage caly szereg czynnikdéw Srodowiskowych, a tak-
zZe kilerunek przemian badanychlzwiéékéw w ekosystemie.

Wazne uzupeilnienie stanowi takZe poznanie zakresu ekspo=- :
zyeji organlizmu 1udzkiego, w tym rozpoznanie Zrddel skazenia,

vielkos$é emisji, a talkze trwvato$eci zwiazkéw w $rodowisku

naturalnym.

Bardzo istotnym elementom jest problem przemian bada=

nych substancji w $rodowisku naturalnym.. Znane bowiem sa



przypadki pows tawania zwiqzkéwlkarcinogannych v Srodowisku
naturalnym z prekursoréw, ktére takich wlasnodéci nie po=-
sladajg lub powstawania produktéw charskteryzujacych sie
aktywnosciag bilologiczng ze zwigzkédw pod tym wzgledem obo-
Jgtnych itp.

Istotne znaczenie maja réwnlez zagadnienia dotyoczaco
Kuwinulae ji badenych =zwigzkéw, a zatem istnienia i powigksza-
nia depozytu tych substancji w srodowisku naturalnym oraz
tkankach roélin i zwierzat, ich migracji w ladicuchu troficz-
nym, przy jednocZesnym rozpatrzeniu tego zjawiska w aspek=-
cie sktywnego gfomadzenia si¢ zaniecuyszcwenll w produktach
ro$linnych i zwlerzecych stanowigcych Zrédio pokarmu din
ludzi,

Dopiero wtedy, majac ogdlny poglad na zakres ekspozuy-
¢ji organizmu ludzkiego i ich przemliany w drodowisku na-
turalnym, mozna w pelni wypowledzieé sie¢ na temat kore-
lac ji pomigdzy narazeniem organizmu ludzkiego na kontakt
z badanymi zwigzkami, bad< ich metabolitami a transforma-
¢ja nowotworowg prowadzacg w konsekwencji do pojawienia
sl¢ zmlan patologicznych.

Oddzielnym zagadnieniem w karcinogenezie Jjest poz-
nanie loséw subétanoji rakotwércze] w obrebie organizmu
ludzkiego lub zwierzgcego:

S one niezwykle wazne zwlaszcza na poziomie moleku-
lainym, gdyz poznanie szlakéw przemian enzymatycznych
byé moze pozwolilyby szukaé mozliwoéci ich przerwania

i tywm samym uniemozliwienia powstawania zmian nowotworowych,
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co dotyozyé moze Zwlaszoza zwigzkéw podlegajacych aktywacji
metabolioczne].

Badania na poziomie molekularnym dajg mozliwo$é zapobie-
gania chorobom o skutkach odlegiych. Mieéoi si¢ w tym malo
Jeszoze poznana oze$é zegadnienia etiologlili choréb nowotwo-
rowych oraz mutagenezy i teratogenezy [123] .

Poza bezposrednim oddziatywaniem, o szkodliwoéei dla
zdrowia niektérych zwigzkéw chemicznych decyduje réwniez
wiele innych czynnikéw np. droga i szybkosé wchianiania, wy-
dalanie lub odkiadanie si¢ w tkankach, dzialanie réznych
barier ochronnych wraz 2z obrong immunologlczng wigcznie itp.

Do zwigzkéw wykazujgcych duZa,l aktywnos$é nowotworowg
w stosunku do ssakéw, w tym do organizmu ludzkiego, zalicza

sle réwniez wielopierscieniowe weglowodory aromatyczme /WWA/.
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2. STUDIA LITERATUROWE

2.1. Charakterystyka wieloplerscieniowych weglowodoréw

avomatycznych.

Wieloplersdcieniowe weglowodory aromatyoﬁne zbudowane
sq z dwéch do wielu skondensowanych plers$cieni benzenowych,
W uktadach tych niektére atomy wegla w czasteczce nalezg
Jednoczesnie do dwéch, a nawet trzech pilerscieni. Jezeli
dwa piersScienie benzenowe polgczone sg w ten sposéb, ze
bedg mialy dwa atomy wegla wspdélme, to jest to prosty ukiad
skondensowany zwany naf talenem /C10H8/' W polgczeniach tréj-
i wigcej plerscieniowych wyrézniamy dwa ukiady przestrzenne:
uktad linearny i angularny [125] . W $rodowisku naturalnym
grupa reprezentowana Jjest przez szereg zwigzkéw od naftale-
nu /C10H8/ do koronenu /02&H12/.

System nazewnictwa WWA zwigzany jest z ich strukturs.
Podana tu nomenklatura oparta jest na ustaleniach IUPAC
/International Union of Pure and Applied Chemistry, podana
w The Ring Index [131] /rys.'1/. _

Niemal wszystkie wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
fluoryzujg w swietle nadfioletowym. W wodzie ze wzgledu na
swg strukture i brak polarnych substytutéw sg praktycznie
nierozpuszozalne [137] . Wybrane wlasnosci fizyczne nie-

ktérych WWA przedstawiono w tabeli 1.
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Rys.1 Struktura pierscieniowa reprezentatywnych wielopiercieniowych
weglowodorow aromatycznych
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Tabela 1. Wybrane'wtasnoﬁoi fizyczne nicktdédrych WWA

il Al ' Wzér suma- Cigzar :Temp.top— Rozpuszczal -
@ rycuzny molelku~| nienia nosé w wo- 3
larny |°cC duzie wug/dn
' w 20°C
naf talen C10H8 128,12} 80,2
2-netylonaf talen C 40 142,2 3h,5 brak danych
fenantren i e 178,22 | 100-101 1,6
antracen 020H16 256,5 122-123 0,075
benzo/a/antracen gl 228 2514356 0,011;0,01
pilren C,6ll10 202,26 149-150 0,175;0,165
benzo/a/piren 0o 252 176,%5=179{ 0,004;0,012;
benzo/e /piren C?OII,12 252 178=179 0,0073
fluoren 013H10 166,21 116=-117 brak danych
fluoranten C.6M40 202,24 | 110 0,24:0,265
cholanten Copllyy 254 170 brak danych
J-wetylochlo=-
ranten - 268 176, 5 0,016;0,0015
chryzen C,gHys. 228,3 254-256 0,006;0,0015
f=metylochryzen Caillyg 268,36 176=177 brak danych
anltranten 021H12 2614 brak jdanych
perylen Gl 252,36 | 273-274 0,0005
bonzo/ghi/pory=- %
len Conllyy 276 272~273 brak danych
koronen 02QH12 300 brak [danych
indeno/1,2,3=cd/ | ;
piren : GanH 276 162, 5=164 | brak danych

22142
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Wsréd tyoch zwigzkédw wystepujg substancje wykazujgce
mnie jszg lub wiekszg aktywnoé$é biologlezng zwigzang z ich
strukturg. Wspomniana aktywnos$é biologioczna WWA uzalezniona
Jest czesto od aktywacji metaboliczned tych substancji [92] .

WielopierScieniowe wgglowodory aromatyczne tworza sie
giéwnie w procesach wysokotemperaturowej pirolizy wegla,
wchodzg réwniez w sklad ropy nafiowej. Obecnosé w Srodowisku
WA jest przede wszystkim wynikiem zanieczyszoczen przemyslo-
wych. Szczegblne zagrozenie stwarzalJg Sclekil koksownioze,
gazownicze, z zakladéw rafineryjnych, z zakladdédw przerdbki
odgazowania wegla oraz przerobu produktdéw naftowych.

Ponadto obecnos$é tych zwiazkdédw w Srodowlsku zwigzana jest

z ich emisja do atmosfery we wszystkich procesach technolo=-
glcznych zZwigzanych z uzyskiwaniem energii w wyniku spalania
weggla 1 paliw plyﬁnyoh, zcieraniem nawierzchni z mas bitumicz-
nych i wreszcie w wyniku spalania w silnikach pojazdéw mecha-
nicznych. Oprécz wymienionych Zrédei nie bez znaczenia jest
réwniez fakt powstawania tych AiebezPiecznych dla 2zdrowia
zwigzké4w w procesach przetwarzania zywnosSci takich jak wedze-
nie, smazenie 1 oplekanie na rusztach z zastosowanlem wegla
drzewnego. , X s

A zatem wieloplerscieniowe weglowodory aromatyczne
sg szeroko rozprzestrzenione w Srodowisku naturalnym - wys=-
tepuja w powietrzu, w wodach powierzchni&?ych i podziemnych,

a takze w zywnosci.

L
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2.1.1. Mutagenne 1 rakotwérocze dziatanie wieloplers$cie=

niowych weglowodordéw aromatycznych.

Nie wszystkie wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
sg kancerogemne w stosunku do ssakéw. Rakotwédroczo$é poszoze=-
gélnych WWA przedstawiono w tabeli 2 [119] . Najbardziej
rakotwércze sg WWA zbudowane z czterech, pieciu i szesciu
skondensowanych pierécieni benzenowych. Natomiast zawierajg=-
ce mniejszg od wymienionej lub wiekszs liczbe plerscieni
charakteryzuja sie slaﬁsza aktywnoséciq bilologiczng w tran-
sformacjl nowotworowej, bgdZ Jedlnie wykazujga. Réwniez kon-
figuracja pierscieni decyduje o ich charakterze rakotwérczym.
WWA o konfiguracji angularnej sg bardziej rakotwdrcze niz
o linearnej. Ponadto stopien rakotwdrczoscli WWA jest rela-
tywny do ich atruktufy, stopnia skondensowania, a takze do
iloscl powstajacych aktywnych metabolitéw. Réwniez alkila-
cja ma istotne znaczenie w aktywnosci nowotworowej tych
zwigzkéw. Polozenie grupy alkilowej decyduje o inicjacji
przemian enzymatycznych weglowodoru z udzialem MFO cyto=-
chromowego systemu P-450 [62,120].

Mechanizm dzialania zwigzkdéw rakotwdroczych lub ich meta-
bolitédw polega na tym, ze zﬁiqz&i te ingerujg w strukture
DNA komérkowego [ 2,132,133].

Stwierdzono np. %e 1,2,5,6 - dwubenzoantracen 12'C laozy sie
z RNA i1 DNA skéry myszy [104,105] . Podobne 1gczenie sie
WWA =z DNA i RNA oraz ich zalezno$cl w powstawaniu nowotwo=
réw wykazalil Brookes i Lawley [23 ] . Wykazano révniez 1ag-

czenie sie in vitro benzo/a/pirenu z DNA [165 ] .



Tabola 2

Rakotwdrczosé WWA w stosunku do

% grupy ssalkow

zwlerzat laboratoryjnych

Zwlgzek Rako- Zwinzelk Rako=
twér- twér-
czosé czosd

antracen - benzo/lt/f luoranten -
fenantren - benzo/umo /f luoranten -
henwo/a/antracen + chloranten -
7,12 dwumetylo benzo/Jj/chloranten .
benzo/a/antracen +obob
[ 3-metylochloranten ok ok
dwvubenzo/aj/
antrecen + naf talen -
dwubenzo/ah/ piren -
antracen +t+
benzo/a/piren 4
dvubenzo/a, c/antracen | +
benzo/e/piren -
benzo /a/f enantren b
: ' dwubenzo/al/piren +/ =
£ luoren - & :
dwubenzo/al€/piren +++
benzo/a/f luoren -
dwubenzo/ai/piren b+
benzo /b/f luoren -
dwubenzo/cd, jk/piren -
benzo/e/flyoren -
indeno/1,2, 3=cd/piren +
dwubenzo/ag/f 1uoren -
chryzen +/=
dwubenzo/ah/f luoren +/=
dwubenzo/b, def/
dwvubenzo/ac/fluoren + /= chryzen b
fluoranten - dwubenzo/def, p/ .
: chryzen +
benzo/b/fluoranten ++
° | antranten -
benzo/Jj/fluoranten ok
perylen =
benzo/hgl/perylen -
Koronen -

- nie kancerogemmy, +/= wgtpliwy lub siabo kancerogenny

+ kancerogemnny, ++, +++, ++++ silnie kancerogenny
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Wiadomo, ze wlekszoéé zwlazkéw rakotwdrozych, w tym
takze benzo/a/piren, nie posiadaja bezposéredniego dzialania
rakotwdéroczego. Dzialtanie to wykazuja natomiast niektdére =
metabollitéw /biokarcinoggpy/ powstajgcych w wyniku przemian
/aktywacji/ zwigzku maoierzystego /prokarcinogenu/, zachodzag=-
cych przy udziale enzyméw komérkowych. Na przykiad stwier-
dzono, %e fenantren nle wykazuje mutagennego dzlalania,
natomiast dwa jego metabolity wykazujgq tekag aktywno$é [128 ] .
Dlatego tez wydaje sie, Ze hamowanle procesu przemian meta-
bolicznych WWA w komérkach zwierzecych moze mieé lstotne
znaczenie w zapobleganiu powstawania nowotworéw wywolywanych
np. przez benzo/a/piren, a takze przez inne zwigzki rako-
twéreze | 42,94,96,101] .

Z badai niektérych autoréw [133] wynika, ze butylohydro-
ksyanizol jest inhibitorem aktywacji benzo/a/pirenu.

Brak zaleznofci liniowej migdzy dzialaniem a dawkay, Jjak
réwniez dane o sumowaniu si¢ nieodwracalnego dzialania ma-
1yoh.dawék, przemawiajag za tym, Zze na wysfgpowanie nowotwo=-
ré4w u zwlerzgt wplywa ogdlna ilosé substancji, jaka wnik-
ngla do ustroju. Choroba nowotworowa moze sie ujawnié po
uplywie dlugiego czasu od calkowltego wydalenia substancji
z ustroju, nawet jezeli wniknela ona jednorazowo. Sprzyja
tenma obecno$é w Srodowisku oraz w pozywieniu substancji
kokarcinogennych [50,129].

Poglady dotyozgce etiologlii nowotwordédw sktaniajag sie
coraz ozgéciej do pogladu, iz za rozwdj tych choréb w
éwliecle wspblozesnym sg odpowiedzialne réznorodne substan-

cje oraz chemizacja $rodowiska.
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Spoéréd zbadanych w tym kierunku 336 zwlgzkéw, 26 okazalo
sl¢ rakotwédroczych dla ludzi, 156'- bezwzglednle dla zwle-
rzgt dosdwiadczalnych,o0154 zwigzkach nie mozna sie bylo wy=-
powliedzieé z cals pewnos$cig co do ich rakotwédrczosdci.
Zwigzki rakotwércze réznia sie miedzy sobg znacznie pod wzgle=
dem sily dziatania [110 ] .

Ponadto w wyniku bada’n laboratoryjnych stwierdzono, ze
wielopierscleniowe weglowodory aromatyczne wykazuje dziala-
nie karoinogenne, kokarcinogenne, mutagenne i teratogenne
réwniez w stosunku do organizmdw wodnyoh..Badania provadzo=-
no na gabkach (87 ], maizach [79] , na kulturach komérek
Salmo gairdneri /RIG-2/, Pimephales promelas /FHM/ [20] ,
embrionach Brachydanio rerio [7&] , na skérze trzech gatun-
kéw ryb /Gasterosteus aculetus, Rhodeus amarus i Cyprinus
carplo/ [37 ), traszkach [151] i ropuchach [29] . W wyniku
tych prac potwierdéono powstawanie zmian nowotworowych mu-
tagenmnego 1 teratogennego dzialania karcinogennych WWA za-
réwno na bezkregowce Jak i kregowce nizsze.

Réwnoczeénie jednak stwierdzono zréznicowang pod wzgledem
gatunkowym wrazliwo$é badanych zwierzat na patogenne dzia-

Tanie WWA.

2.2. Zanleozyszozenie Srodowiska wielopilersécieniowymi
weglowodorami aromatycznymi

2.2.1., Zanieczyszczenie powletrza przez wielopiler-
$cleniowe weglowodory aromatyczne
Zanieczyszczenia powietrza mozna podzielié na [57 ] @
1. Zanieczyszozenia pierwotne, ktére wystepujag w powletrzu

w postacli takich substancji chemicznych w jakich zostaly



uwolnione do atmosfery ze “rddla ich wytwarzanila.

2. Zanieoczyszozenia bedgce produktami reakecji chemicznych
lub fotochemicznych, Jjekie mogs zachodzié pomiedzy na=-
turalnymi skiadnikami atmosfery i jej zanieczyszczenia-
mi.

Pod wzgle¢dem chemicznym gidéwnymi zanleczyszczeniami po-
wletrza atmosferycznego sg: tlenkl wegla, dwutlenki siarki,
tlenki azotu, 2zwlgzki olowiu i innych metali cig¢zkich, azo-
tany, we€lowodory alifatyczne i aromatyczne [76,77,78,168]
1 ich pochodne chlorowe oraz fluor.

Giréwnymi Zrédiami zanieczyszczenia powietrza wielopilerscie=-

niowymi weglowodorami aromatycznymi sg:

1. ' Spalanie wegla i paliw cileklych w elektrowniach, elek-
trocieplowniach, zakladach przemyslowych oraz gospodars=-
twach domowych i produkty uboczne z zakiaddédw chemicz-
nych [75] .

2. Transport samochodowy.

Na podstawie wieloletnich badari prowadzonych na tere-
nie Polski przez stacje sanitarno-epidemiologiozne [124]
stwlerdzono, iz w duzych miastach i aglomeracjach miejsko-
przemysiowyoh zanieczyszczenie powletrza przewyzsza wartoé-
cli normatywne. Przykladem tégo moga byé wyniki obrazujgce
wzrost emiadiltoksycénych skiadnikéw gazdéw spalinowych
z teremu Polski i1 obszaru VWarszawy w latach 1970-1975.
Opracowano je na podstawie zawarto$cli rakotwérczych we-

glowodoréw, tlenkdéw azotu i otowiu /tabela 3/.



Tabela 3.

L

Wzrost emisji toksycznych skladnikéw gazbédw spalinowych
w Polsce 1 Warszawlie w latach 1970-1975.

pal

Polska Warszawa
Silniki Silniki Silniki Silniki
Z zZaplo= | 2 samo=- Razem Z zZaplo= | Z samo= Razem
nom is- czynnyni nem ise czynnym
krowym Zaplonem lkrowym zaplonem
137% 182% 139% 133% 198% 138%

Stwierdzono tez,

ze na obszarach zurbanizowanych wiek-

sza Jest kumulacja benzo/a/pirenu w piucach u ludzi.

Dutkiewicz i wspéiautorzy [34] podaja, iz w miejscach

polozonych z dala od ruchu drogoﬁego stezenle antracenu, pi-

renu, fluorantenu, benzo/a/antracenu, chryzenu, benzo/a/pire-

nu, perylenu i koronenu ksztaltuje sie na poziomie

0,003—0,15,mg/h3, natomiast na obszarach o nasilonym ruchu

drogowym wynosi 0,13-0,2hh/ug/dm3 powietrza, przy czym nor-

ma krajowa przewiduje NDS benzo/a/piremm 0,05}ng/m3 [3s] .

Wozniak J.

i Tokarz A.

[167] badali préby powietrza po=-

chodzgce z centrum Lodzi i z Plocka z obrzeza strefy ochron-

nej Zakladdéw Przemysiu Petrochemicznego i Rafineryjnego.

Stwierdzili oni,i%z w Lodzi benzo/a/piren wystepowal w gra=-

nicach 0,0606-0,2260 pg/m>, zaé w Pocku 0,0026-0,1066 ug/m-.

Environmental Protection Agency /EPA/ podaje koncen-

tracje benzo/a/pirenu w powietrzu w 139 miastach i na 21

niezurbanizowanych terenach USA w latach 1966-1970 [119] .




-

V miastach zawarto$é benzo/a/pirenu wahalae sie¢ w granicach
0,2-29,5 ng/ms, za$ na terenach niezurbanizowanych 0, 1=
'4,1nwﬁi

Schuetzle [14§] przytacza znaczng koncentracje WWA w
réznych frakcjach gazéw spalinowych silnikéw Diesla, =za$
Salmeen [148)] i inni [130,150] podaja zawarto$é w tym ma=-
teriale mniltrowych pochodnych WWA, uwéﬁanych za bardzie]
karcinogenne od zwigzkéw podstawowych. Rbéwniez znaczny udzial
w zanieczyszoczeniu powletrza wielopilersécieniowymli weglowodo-
rami aromatycznyml majsg silniki samolotowe [93] .

Neff [119] podaje dane dotyczace emisji benzo/a/pirenu
do atmosfery w USA i na $wilecie w okresie od 1966-1969 ro-
ku w wyniku gospodarcze] dzialalnoéci czlowlieka /tabela 4/.

Na wzrost toksycznodci zanieczyszczenll powietrza atmos-
feryoznego mogg mieé réwniez wplyw warunki klimatyczne
oraz zJjawiska fotochemiczne. Ngjbérdziej charakterystyczne
Jést zjawlsko tzw. inwersjli cieplnej, Jjakie powstaje nad
duzymi miastami przy spalaniu duzych iloéci statych i piyn-
‘nych materialdéw energetycznych.

Pod katalitycznym wpiywem promieni nadfioletowych [107]
zawartych w widmie promieniowania slonecznego, niektére
zwigzki chemiczme zawarte wlpowiétrzu, a przede wszystkim
wgglowodbry alifatyczne i aromatyczne, aldehydy, tlenki
azotu ulegajag utlenlianiu do silnie toksycznych nitroole-
fin, ozonu, nadtlenkéw oraz rakotwbdrczych zwigzkdéw epoksy-
dowych [140] . ZJjawlsko smogu fotochemicznego poteguje znacze
nie toksycznoéé zanieczyszczen powietrza w okolicach, gdzie Jjesi
duze naslonecznienie 1 nateZzony ruch samochodowy oraz

silne zapylenie powletrza.
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Tabela b,

ulsJa benzo/a/pirenmu do atwmosfery w latach 1966-1969
na terenie USA 1 calego Swiata [119].

——

Zr6dia zanleczyszezenlia
B4

Bmis ja benzo/a/pirenu w

tonach/rol

Caty Swiat

Ha calym

<
Y bez USA dwiecile

Spalanie i uweyskiwanie energii
weedel 1131 1954 2376
ole] 2 5, 5
o R 1 3
drewno Lo 180 220
nrocesy. przemyslove
produlkeja koksu 102 841 1033
lkatalityczne rafinacje 6 6 12
odyudy i otwarte spalandie
otwarte spalanie komercyjne

i przemysitowe 23 46 69
imne 11 R2 33
otwvarte spalanie wggla
w kominkach 340 340 680
wprawy lefne i rolne 140 280 L20
neJagdy
samochody cilezarowe
i autobusy ' 12 17 R9
samochody 10 6 16
Catkowita emisja 1283 3761 500l
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Zanleozyszczenle powietrza atmosferycznego wielopier-
Scieniowymi weglowodoramli aromatycznymi stanowl istotny
element skazenia biosfery tymi niebezpilecznymi dla zdrowia
zwigzkaml;  gdyz mozna wykazaé.korelacjg pomiedzy 1loScig
tych zwigzkéw w powletrzu, a stopniem skazenla wéd powierz-
chniowych i podziemnych, gleby a takze zywno$ci, zwlaszcza
warzyw 1 zb6éz. Ponadto emisja WWA do atmosfery Jest istotnym
czynnikiem rozprzestrzeniania si¢ tych zwligzkéw w Srodo-
wisku, ze wWzgledu na fakt przemieszczania sie¢ ich wraz =z
drobnoczgsteczkowym pylem i1 sadzag na znaczne odleglosci
od Zrédia skazenia. Wnikanie WWA do organizmu ludzkiego drogsg
oddechowg uwazane Jjest za mnajbardziej niebezpieczne dla

zdrowia.

2.2.2. Zanieczyszczenie wdéd przez wieloplerscieniowe
weglowodory aromatyczne.

2.2.2.1. Pochodzenie wielopiersScieniowych
weglowodoréw aromatycznych w $rodowisku
wodnym.

Obecnosé wielopiersScienilowych weglowodordw aromatycznych
w- wodach Jjest przede wszystkim wynikiem zanleczyszczenia
zbiornikéw wodnych $ciekemi przemysiowymi [ 10,17 ] . Policy-
kliczne weglowodory aromatyczne tworza sie gtéwnie w proce=
sach wysokotemperaturowej pirolizy wegla [119] , wchodza
réwniez w sklad ropy naftoweJ. Stagd szczegblne zagrozenile
stanowlg Scieki koksownicze, gazownicze, z zakladéw rafine-
ryjnych, 2z zakladdéw przerébki produktdéw odgazowania wegla
oraz przerobu produktdéw naftowych, w ktérych stwierdza sie

obecno$é np. benzo/a/pirenu i 1,2 benzoantracemu. [1,4,57,60,156]



Obecnosé Wﬁl w wodach naturalnych moze byé rbéwniez wy=

nikiem wymywanla tych zwigzkéw z bitumicznych nawierzchni

drég oraz z atmosfery zanleczyszczonej gazami spalinowymi

[5h,77].

Nie bez znaczenia pozostaja takze ilodcl WWA dostajag=-

ce sig do wéd powlierzchniowych w wyniku opadéw atmosferycz-

nych [54] /tabela 5/.

Tabela 5.

Zawarto$é WWA w pokrywie $nieznej [54] .

| a i
Nodisa] prdblki Zawartosé Wﬂﬁupg/dmg wody ze énilegu 3
benzo/a/piren| $rednio| fluoranten| Srednio
Swiezo po -
opadzie 39-61 50 649-1417 1055
29-69 49 573-194% | 1026
1 tydzien po
opadzie 104-194 149 1556=-1944 1750
4 tygodnie po
opadzie 556-695 616 L167-694Y4 5384
Stwierdzono, ze istnieje takze niewiellki naturalny po-

ziom stezenla WWA w wodach, gdyz weglowodory mogg byé syn-

tetyzowane przez bakterie i roséliny [16] .

Konorr i Schenk [82] stwlierdzili, Zze wiele szczepdw

bakterii rosngcych na agearze odzywczym i na podlozu glice-

rynowo-glukozowym /glycerin-grape-sugar agar/ wytwarzajg

benzo/a/piren, ktéry jest Lkumulowany w ich komérkach.




g

Saprofityczny szczep Mycobacterium smegmatis zawleral

2,0 - 4,8 ug B/a/P w 100 g suche] mas}. Szozepy Escherichia
coli, Proteus vulgaris i Mycobacterium Z6 zawileraly od

2,0 = G,O/Mg B/a/P w 100 g suchej masy.

Istnieje réwniez wiele doniesienl na temat biosyntezy benzo/a/
pirenu przez bekterie anaerobowe, zwlaszocza Clostridium put-
ride [98,102,i22] . Stwierdzono réwniez biosynteze benzo/a/pi=-
renu u wielu organizméw planktonowych [121] .

Wediug niektérych autordw réwniez nizsze i wyssze rod-
liny majg zdolnos$é biosyntezy.wielopierécieniowych weglowodoréw
aromatycznych [18,19,59,112,113] .

Obecnie niektérzy autorzy podwazajg istnienie zjawiska
biosyntezy WWA, tilumaczgc wyniki wczesniejszych badai
malo precyzyjnymi i1 selektywnyml metodami analitycznymi.
Iniosek ten wysnuto na podstawie pracy dotyczgcej =zjawiska
biosyntezy benzo/a/pirenu przez bakterie anaerobowe, z zas=-
tosowaniem spektrofotometrycznej chromatografii masowej [61] .

W sumie wydaje sie¢, 1%z wprawdzie istnieje pewlien nie-
wielki naturalny poziom wielopierscieniowych weglowodordw
aromatyocznych w wodach, nie mmniej stwierdzone wzrastajgce
zanleczyszczenie zardéwno wéd powierzchniowych, podziemnych
i morskich tymi zwilgzkemi, jest giéwnie wynikiem gospo-

darczej dziatalno$ci czlowieka.

A}
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2.2,2.2, Iloéé wielopierécieniowych weglowodordw
aromatycznych w wodach

éwiatowa Organizacja Zdrowia juz w 1964 roku zwrécila
uwage na potrzebe kontrolowania zawarto$cli WWA w wodzie
do picia. Opierajgc si¢ na badaniach Borneffa i Kunte ‘a
[14,15] zaproponowano ograniczenie kontroli do szesdciu Wy=
typowvanych zwlazkéw, przyjetych jeko reprezentatywne dla
catej grupy. Sa to benzo/a/piren, benzo/b/fluoranten,
benzo/k/fluoranten, benzo/g,h,i/perylen, fluoranten, inde-
no/1,2,3=c,d/piren. Zalecana dopuszczalng zawarto$é wymienio-
nych zwlazkéw w wodzle do plcia okredlono na 200 ng/dm3
[20] « &

Punktem wyJj$Scia do ustalenia tej granicznej wartosdci
stezenia byly badania Borneffae i Kunte’a [17] , w ktérych
analizowano wody podziemne z 14 studni zlokalizowanych na
obszarze Nadreniil, Palatynatu i Hesji oraz sieci wodociggo-
wych rozprowadzajacych te wody po uzdatnieniu. Srednia war-
tosé WWA w przebadanych wodach studziennych wynosila
63,3 ng/dms, natomlast w wodach pochodzgacych z sieci
stwlerdzono zawartoéé wyzszg, wynoszgce $rednio 95,5 ng/dms.
Vzrost stezenlia oznaczanych ﬁwiégkéw w wodach uzdatnionych,
mégt byé - zdaniem autoré$w - wyigcznie wynikiem wymywania
WWA z bitumicznych, antykorozyjnych powlok stosowanych
w przewodach wodoclagowych. Na podstawie powyzszych danyoch,
Jako podstawowy naturalny poziom zawarto$ci WWA w wodach
podziemnych przyjeto 50 ng/dm3 natomiast w wodzie wodociggo-

weJ pochodzgcej ze %rbdédelr podziemnych - 100 ng/dma.
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Po przemmnozeniu tej ostatniej wartoéci przez wspdiczynnik
pewno$cl wynoszgcy 2, uzyskano przyjety przez WHO normatyw
200 ng/dma. Ponlewaz woda do picia, ktérej Zrbédiem sg wody
powlerzchniowe, nie powinna zawieraé réwniez wiekszych stezen
WWA, wspomniany limit dopuszoczalnej zawartoéci WWA postano=-
wiono uznaé za obowiszujacy = niezaleznie od pochodzenia uj-
mowanej i uzdatnionej wody.

W wodach naturalnych WWA wystepuje w postaci rozpuszczo-
nej oraz w formle zwigzkédw zaadsorbowanych na czasteczkach
statych. Réwnoczesna obecnos$é substancji powlerzchniowo-czyn-
nych wielokrotnie zwigksza zdolnoéé rozpuszozania WWA w wodzie
w wyniku procesu solubilizacji [89,119] .

Podwyzszenie rozpuszczalno$ci moze byé ponadto wynikiem
wystepowania, takZe innych zwigzkdéw organicznych w wodzie.
Przykiadem moze byé podwyzszenie rozpuszoczalnoécli benzo/a/
pirenu w wodzie z dodatkiem kwasu mlekowego, puryn /np. kofe=-
iny/, acetonu, metanolu, etanolu i dioksanu [157] .

Zawartos$é wielopiers$cieniowych weglowodordw arématycznych
w wodach powierzochniowych jest zréinicowana. Donoszg o tym
Groohmalicka-Mikotajeczyk i wspdéiaut. [ 55] , Grochmalicka-Mi=-
kolajozyk i wspétaut. [56] , Ochocka i wspétaut. [126] , Koch
i wspélaut. [84] . Wartoéci 3ékie przyjmujs WWA w niektérych

rzekach Polski ilustruje tabela 6.



Tabela 6

Zawartos$é wielopiericieniowych weglowodordw aromatycznych w nieliérych wodach

powierzchniowych na terenie Tolski [171]

Zawarto$é WiWi |[ng dms]

Pochodzenie
‘p'ggby benzo/a/ | benzo/b/ | benzo/k/ indeno fluoranten | benzo/ghi/] suma
ey piren fluorantery fluoranterqd /1,2,3-c,df perylen
piren

rzeka Warta :
Poznan 2-3 . 12-30 2-37 18-148 55-130 10-60 124-269
rzeka VWisia
Erakow 115-130 20-125 125-135 80-90 200-210 120-150 740-830
rzeka WisXa .
Varszawa 20-54 Lo-48 24-28 32-48 L7-96 23-24 190~-294
rzeka Krodawka |
Gorzdéw 2 ' L 2 6 L 3 21
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Neff [119] zamieszoza tabele zawartobci wielopiersdoieniowych

wgglowodoréw aromatycznych w wodach rzek rdéznych regiondw

Swiata /@abela Z/ .

Tabela 7

Koncentracja benzo/a/pirenu i innych WWA w réznych wodach

rzecznych [119] .

Pochodzenie préby wody

Koncentracja w ng/dm3

Delavare przy

Filadelfii USA

41,1

benzo/a/piren inne WA
Ren przy Mainz RFN 50-=-110 730-1500
Ren przy Koblenz RFN 10=60 500-3000
Aach przy Stockach RFN L.43 1440-3100
inne rzeki w RFN 0,6=10 200-1000
Pskéw ZSRR 0,01-0,1 a
Suncha ZSRR 50=3500 -
Tamiza Anglia 170-280 800-2350
Trent Anglia 5,3=504 25=3790
Severn Anglia 1,5=48 20-256
Oyster USA 78=150 w
Monongahela przy Pilitsburgu s
USA h2-77 600-663
Ohio przy Huntington USA 5,6 57,9

351,8
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2.2,3. Zanleczyszczenle gleby przez wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne

W przeociwielistwie do zanieczyszczel powletrza i wody
zanieozyszcﬁenia gleby nie ulegaja lgtwo dyspersji 1 moga
zalegaé w niektérych miejscach przez bardzo diugl czas [ 57] .
Na trwalo$é substancji chemicznych w glebie wplywaja réznorodne
czynniki, a przede wszystkim charakter sorpcyjny gleby.

Sorpcja gleby moze byé mechaniczna, fizyczna, cﬁemiozna, Wy =
miemna i biologiczna. Trwalosé zwiqﬁkéw chemicznych w glebie
zalezy réwniez od warunkdédw Flimatyecznych. Substancje chemiczne,
ktére dostaly sie do gleby moga ulegaé¢ metabolizmowi mikrobio-
logicznemu do zwlazkéw mniej lub bardziej trwalych. Z kolei
wiasdciwodcl zanleozyszoczerl chemicznych mogg w istotny sposéb
przyspleszaé lub hamowaéd aktywno$é metabolioczng drobnoustro-
Jéw gleby.

Substancje chemioczne mogg dostawad sie do gleby z powiet=
rza Jako ozgstkl stale, kropelki cieczy, lub w postacl roz-
puszczonej w wodzie opadowej.

2r6drami zanieczyszczenlia sa: rolnictwo, przemyst, trans-
port 1 gospodarstwa domowe.

Zanieozyszozenia przemyslowe sgs bardzo zlozone pod
wzgledem chemicznym. W sqsiedétwie fabryk i zakladdéw energe-
tycznych istnieje potencjalne niébezpieczeﬁstwo zaﬁieczyazoza—
nia gleby weglowodorami zaadsorbowanymi na czgstkach sadzy.
Haldy odpadéw kopalnienych, hutniczych i innych zakladéw sg
4rédiem zanieoczyszczehi przenoszonych przez wiatr w postaoi

pyiu lub wymytych przez +wode deszczows.
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Czesto przyczyng zanleczyszczenla gleby sg osady $ciekowe

2 6czyszczalni $cleké$w przemysiowych lub miejskich oraz nie-
dostatecznlie oczyszczone Sciekl wykorzystywane do nawadnia-
nia pobliskich gruntéw uprawnych. W poblizu autostrad i wigk-
szych drég zanleczyszczeniem gleby sga nilektére weglowodory.

Borneff, Fischer i Kunte [11,12,13] analizowali préby
lesnej gleby z obszarbdw, ktére byly oddalone od os$rodkédw
przemyslowych i miast. Stwierdzili wysokg koncentracje
benzo/a/pirenu w glebie /0,001-0,042 mg/kg/ bOChOdZQOBJ réw=
nie% z obszaréw leénych byia podana przez imnych autoréw [ 6]
Bartacek [6 ] przytacza prace, w kté;ej stwierdzono, iz niez-
naozna zawarto$é w glebie benzo/a/pirenu stymuluje proces nitry=-
fikacji, natomiast wigksze iloéci /10 mg/kg/ proces ten inhi-
bujg. W glebie benzo/a/piren moze utrzymywadé sie przez diuiszy
czas np. po 120 dniach stwierdzono 25-50% pozostatodol war-
tos$cl poozgtkowe].

Gérske E. i Gérski T. [49] badali zawartoéé benzo/a/pi=-
renu w glebie =z terenéw rolniczych i przemyslowych 49 woje-
wédztw /tabela 8 /Przebadali 119 préb gleby i stwierdzili
najnlzswy poziom benzo/a/pirenu w prébie pobranej z terenu
wojewbdztwa biatostockiego z pola 250.m od wsi 1 15 km od
osiedla miejskiego, wynosiit oﬁ 3,&/ug/kg suchej masy gleby.
Natomiast najwyzsze stezenie wykryto w prébie gleby pobra-
nej 150 m od parowozowni w woJjewbdztwilie krosnierskim.
Stezenie to wynosiio 8054 mg/kg. Nie znaleziono ani jednej
préby, ktéra bylaby wolna od.benzo/a/pirenu. Fakt ten ma za=-
pewne zwigzek 2z mozliwoécig biosyntezy benzo/a/pirenu przez

niektére mikroorganizmy w $rodowisku glebowym [103] .
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Ze szczegdblowych danych wynika, ze 50% préb gleby
zawieralo do 35/ug/kg suchej masy gleby, w tym 40% do 25 mg/kg.

Warto$é te uznano za "tio" uwarunkowane Zrédiami naturalmymi.

Tabela 8

Zawartoéol benzo/a/pirenu w glebie w najbardziej zanieczysz-
czonych miejscach poboru préb [49] .

Miejsce pobrania préby pH |stez. B/a/P wg/ke
gleby
150 m od parowozowni 7,99 8046,0
100 m od jezdni z nasilonym
ruchem 8, 4o 1302,5
10 m od parowozowni 8,40 1302,5
10 m od jezdni w terenie
uprzemyslowionym 8,10 1062, 1
200 m od zakladéw bitumicz-
nych 7,33 73“’!6
6 m od jezdni z nasilonym
ruchem 7,03 632,2
300 m od starych zakladdw
chemiocznych 6,66 515,4
2000 m od lotniska, od osi
pasa startowego 7,69 56,7
500 m od asfaltowni _ 7,47 399,4
100 m od asfaltowni 6,60 i L R

Na podstawie tych badaii stezenie 25-30 mg/ke gleby
mozna przyjaé w Polsce jako zanieczyszczenie na poziomie
tta, zawarto$é benzo/e/pirenmu w przedziale 31-60/ug/kg ja=

ko stezenie umiarkowanego zanieczyszozenia, od 61-300 pag/is
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jako zanieczyszozenie znaczne, od 300-1000 mg/kg jako wysoki
stopiei zan:l.a?:zyszczepia gleby, a ponad 1000 pg/lcg jako bar-=
dzo wysoki atopieﬁ zanleczyszczenia. Kryteria te oparto na
badaniadh przenikania benzo/a/pirenu z gleby do ziemniakéw,
ktére w znaczny sposdb wzrastalo w przypadkach wystepowania

w glebie wyzszego od 300 mng/kg stezenia benzo/a/pirenu.

2.2.4. Zanieozyszczenia zywnoscli przez wielopierécieniowe
weglowodory aromatyczne.

Zawarto$é benzo/a/pirenu w réznych elementach $rodowiska,
w tym takze 1 zywnosci, przyjeio sie uwazad za wskaZnik skaze-
nia weglowodorami o dzialaniu rekotwdrozym.
Nalezy przede wszystkim zwrbécié uwage na wplyw emisji prze-
mystowych na zawarto$é WWA np. w zbozu, ziemmiakach, salacie,
kapu$cie 1 korelacJe pomiedzy ich zawertos$cla a stezeniem
w glebie. Gimmer G. i Hildebrandt A. [ 52] stwierdzili w
zbozu zawarto$é benzo/a/pirenu w granicach 0,72-4,1L4 pe/ke.
Zaskakujaca jest zawartoéé benzo/a/pirenu w warzywach.
Na przyklad w kapuScie z terendw willowych w Niemozech za-
warto$é benzo/a/pirenu wynosila 6-12 ug/kg suchej masy [ 39].
Inni autorzy stwierdzili [135] w kapudcie pobranej z handlu
12,6-24,5 pg/kg, a w pobranej z pola 20,45 /.zg/kg.
Sokotowska [154,155] badaia zawartodé benzo/a/pirenu
w kapuscie na terenie Polski w latach 1977-~78. Stwierdzita,
i% w prébach kapusty pobranej z pdl odlegiych okoo 50 m,
a nawet 10 m od drég o hduzjnn nasileniu ruchu zawartosé

benzo/a/pirenu /0,33-0,54 ng/kg mokreJ masy/ nie odbiegal&l
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od zawartoéoil benzo/e/pirenu w prébach z pbél odlegilych od

takich drég i obrodkéw przemysiowych /0,29-0,59/pg/kg mo=-

krej masy/. Stwierdzila natomiast duze zawarto$ci benzo/a/pi=-

renu w kapuécle z poletek odlegiych o 300-1000 m od komina

elektrocieplowni, w ogrédkach przydomowych okolicﬁnej lud-

- nosci /0,69-1,97 pg/kg mokrej masy/. Uzyskane wyniki sg po-

réunywalne z wynikami autordéw niemieckich, uwzgledniajac fakt,

%26 byly one podane w przeliczeniu na suchg mase, ktéra sta-

nowli okoto 10% biomasy.

Znaczne iloéci benzo/e/pirenu stwierdzono réwniez w

zienniakach na terenie 49 wojewédztw Polski [49] . 84,5%

ze 112 pobranych préb zawieralo do 4 mg/kg za$ 5,4% powy-

zeJ 10/ug/kg. Fakty te nablerajg szczegdlowego znaczenia wo=

bec doniesiehd niektérych autoréw [161) , iz benzo/a/piren

skazajgcy ustréj czlowleka przez ukiad pokarmowy w polowie

swe] masy przedostaje sie z ziemmiakédw.

Potthast K. et all [135] podaje

zawarto$é benzo/a/pi-

renu w réznych naturalnych produktach pochodzenia roslinnego

/tabela 9./

Tabela 9

Zawarto$é benzo/a/pirenu w wybranych produktach pochodzenia

roslinnego

Nazwa produktu Zawartosé Nazwa produktu Zawvartosé
zywnos$ciowego B/a/P w ppb zywnoéciowego B/a/P w ppb
salata 12,8 Olej palmowy 1,2
kapusta 12,0 olej sojowy 1,8
endywia 50,0 olej lniany 1,4




S

c.d. Tabeli.9

Nazwa produktu | Zawartosé Nazwa produktu Zawartosé
zyvnosciowego B/a/P W ppb zZywnosciowego B/a/P w ppb
ogbrici 12,6=-24,5 herbata 21,30
pory 6,6 ziarno Zyta 2,2
pomidory 0,2 ziarno psze=-
nicy 1,8
szpinak 20,0 orzechy -
zboze 0,7 . orzeszki ziemne 0,6
olej rzepakowy 2,5 - kopra 1,3
/surowy/ :
olej rzepakowy soja 1,4
/raf inowany/ 0,9
ole]J slonecznikowy nasienie bawel-
/aurowy/ 1:9 ny o,k
ole]j sionecznikowy oliwki 0,5
/raf inowany/ 10,60
olej arachidowy 1,9

Kolar 1 wspélautorzy badali koncentracje benzo/a/pirenu
w glebach i w ros$linach uprawnych na terenie Czechosiowacji
[85,86). Stwierdzili oni korelacje pomiedzy ilodcisg skumulo-
wanego benzo/a/pirenu w roélinie i iloéciag badanego zwiazku
w gleble. Ponadto zaobserwowali oni, 1z znacznie wigcej
benzo/a/pirenu znajduje sig w czgéci nadziemnej ro$liny,
a znacznie mniej w podziemnej. PEmisja przemysiowa na tere=-
ny rolnicze doprowadza do skazenia zywnoécl pochodzenia roé-
linnego wielopilerécieniowyml weglowodoraml aromatycznymi.
Nagromadzenie WWA w nadziermej czeéci roélin, a takze w

owocach pozwala przypuszczaé, iz jest to proces biokumulacji.
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Jest to jedna =z drdég zanleczyszczenia zywnoscil zwigzkami
rakotwdérczymi,

Ponadto w produktach spozywczych wystepuja liczne zwigz-
ki wieloplerscieniowe, ktére tworzs sie z naturalnych zwigz-
kéw chemioznych w wyniku oddzialywanlia rdéznych czynnikéw
stosowanych podczas procesdé4w technologleznych, a przede
wszystkim wysokiej temperatury [ 66,67] . Dotyczy to przede
wszystkim produktéw poddawanych takim zabiegom jak wedzenie,
smazenie, pieczenie [ 30,39,40,41,52,66,67,153] .

W sumie nalezy stwierdzid, iz ekspozycja organimmu
ludzkiego na wieloplerécieniowe weglowodory aromatyczne jest
znaczna. Kontakt z tymi niebezpiecznymil dla zdrowla zwigzkami
nastepuje poprzez wszystkie elementy érodowiska naturalnego,
poprzez powietrze, wode;a takze zywno$é. Nie bez znaczenia
Jest rbéwniez palenie papierosédw, bagdZ przebywanie w zadymio-

nych dymem tytoniowym pomieszczeniach.

2.3. Przemiany wielopierécieniowych weglowodordw aroma-
tyecznych

Wielopierécieniowe weglowodory aromatyczne ulegaja
w Srodowisku naturalnym procesom degradacji. Sg one przede
wszystkim wynikiem fotooksfdécji, oksydacji chemicznej, a
takZze biologicznej transformacji dokonywanej przez bakterie,

grzyby, zwlerzeta.

2.3.1. Rozkiad WWA pod wplywem czynnikéw fizycz-
nych i chemicznych

Stabilnodé benzo/a/pirenu zalezy w duzej mierze od

wvarunkéw Swietlnych [158 ] . Bartadek [6] cytuje prace
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Jager 1 Kassowltzowe] z instytutu Higieny 1 Epildemiologii

w Pradze. W pracy te] podano wyniki dotyezgce ubytku
benzo/a/pirenu w roztworach wodnych na drodze jego samorzut-
neJj oksydédﬁi przy dostepie $wiatia, na dwa ohinony: benzo/a/
piren-1,6-dion i benzo/a/piren-3,6-dion.

Przytacza réwniez prace Borneffa i Kunte’a z 1959 roku, w
ktérych autorzy pordwnywali wraziiwoéé benzo/a/pirenu na
Swiatlo dzienné i UV. Zaobserwowall oni najszybszy rozpad
benzo/a/pirenu w wodnym roztworze detergentu, a najwolniej=
szy w stanie krystalicznym. Stwierdzili, =e najbardziej aktyw=-
ne sa krétkie fale Swiatia.

Bartadek [ 6] przytacza prace innych auforéw, ktérzy badali
stabilno$é benzo/a/pirenmu w wodzie pod wpiywem Swiatla w cza=
sle /tabela 10/.

Tabela 10

Rozktad benzo/a/pirenu w wodzie pod wpiywem Swiatia [6].

Pierwotna
Rodzej wody koncentra- 5 dnil | 10-15 | 30-35 Ly dni
cja benzo/a/ dni | dni
pirenu w
me /m>
woda wodoclg=
gowa 2,0 1,74 | 0,26 | 0,094 0
woda rzeczna 2,0 nb. 1,07 0,57 0,35

. Stabilno$é innych wielopiericieniowych weglowodoréw -

aromatycznych pod wplywem promieniowania UV jest bardzo réz-
na [68] .
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Nagata i Konodo [117] badali fotodegradacje wielu WWA
rozpuszczonych w mieszaninie aceton~woda i czterochlorek
wggla-woda w czasie /tabela 11/.

Tabela 11

Fotodegradacja WWA pod wplywém naturalnego swiatia [117] .

Badany zwigzek Stopiet fotodegradacji

/mg pozostale ze 100 mg préby/

5 godzin 10 godzin
antracen 52,9 32,6
fenantren 57,0 35,9
benzo/a/antracen ks, 5 0,0
chryzen 96,0 94,0
fluoren ok, 3 91,9
piren 94,6 89,1
benzo/a/piren 93,6 90,5

Wediug danych National Academy of Science [118] fotooksy-
dacja wielopler$cieniowych weglowodordw aromatycznych zachodzi
w sposdéb przedstawiony na rys. 2.

W wyniku teéo procesu z benzo/a/pirenu powstajs 6,12 =;
1,6 -; 1 3,6 - diony, zaé z antracenu 1,4 = dwuhydroksy
9,10 - antraquinon. :

Ponadto, silne utleniacze chemiczne jak chlor, ozon

czy nadmanganian potasu powodujg rozklad wielopierécilieniowych

weglowodoré$w aromatyecznych [69] , co znajduje giédwnie zastosowanic
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w procesach uzdatniania wody [ 53,116,127, 144 ] .
7 rezultatdéw podanych przez National Academy of Scilence [118]
widaé, %e proces rozkladu WWA pod wplywem ozonu pr_zebiega.

w sposé4b podany na rys. 3.

benzo(a) piren ‘ |

‘lub
Si 02

A0 18— O00-a-0%3

Rys.2, Fotooksydacja benzo(a) pirenu i antracenu
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Rys.3 Rozktad benzo(a)antracenu, benzo(a) pirenu i fluorenu
pod wpkywem ozonu e
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W wynikulozonowania z benzo/a/antracenu powstaje
7,12 = quinon i inne produkty, fluoremu = fluorenon, za$ z
benzo/a/pirenu 3,6 =; 1,6 =; i 4,5 = dion.

We wrazliwos$ci WWA na fotooksydacje, a takze silne
utleniécze takie jak chlor, ozon i nadmanganian potasu, le-
%y mozliwo4é usuwania tych niebezpiecznych dla zdrowia
zwigzkéw, zwlaszcza z Srodowlska wodnego, co w Znacznym
stopniu moze ograniczyé naﬁaﬁenie organizmu ludzkiego na
ton wazny czynmnik etiologiczny w powstawaniu chordb pro=

liferacyJjnych.

2.3.2. Rozklad wielopiers$cieniowych weglowodordéw
aromatycznych przez mikroorganizmy

Wiele bakterii i grzybéw degraduje [33] w warunkach
tlenowych, weglowodory aromatyczne, do dwutlenku wegla i
wody, uzyskujgc w ten sposdéb energle i weglel do budowy wias-
nej biomasy. Inne nie sg zdolne do calkowitego utleniania
zwlgzkéw aromatycznych, gdyz sa one dla nich albo niedostep=-
ne, albo tez metabolizujag je czgéciowo do wielu tlenowych
metabolitéw. Ten ostatni proces zwany jest ko-oksydacja [46].

Wiele gatunkéw bakterii zdolnych jest do biodegradacji
monocyklicznych wgglowodoréw'arométycznych np. benzenu.
Poczygtkowa reakcja polega na przylgczeniu dwbéchx grup hydro-
ksylowych, w wyniku ktérej powstaje dwuhydrodiol z piersécie-
niem aromatyoznym. Grupy hydroksylowe przylgczane moga byd
w polozeniu orto, wtedy powstaje katechol, lub polozeniu para

wtedy powstaje kwas gentyzynowy /egentisic acid/.



Dwuhydroksylacja jest najprawdopodobniej konieoznym
wstepnym warunkiem do péiniejszego, enzymatycznego roz=
szozeplenia pierscienia benzenowego.

Pészozegélne szczepy bakterii majg zdolno$é czesSclowe-
go lub calkowitego metabolizowania wielopiers$cieniowych
wgglowodordw aromatyoznych. Reakecja inicjujaca jest podob-
na do opisanej wczedéniej. Naftalen w wyniku utlenlania przez
Pseudomonas putida i z pewnoécin inne gatunki bakteril przo-
ksztalcony Jjest w cis-1,2-dwuhydroksy-1,2-dwuhydronaftalen[72].
Dvuhydrodiél Jest nastepnie utleniany do 1,2~dwuhydroksynaf -
talenu. Rozszozeplenie W poXozeniu orto-majgcego dwie grupy
hydroksylowe plers$cienia benzenowego Jest drogg do powstania
kwvasu sallcylowego, ktéry nastepnie jest blodegradowany do

dvatlenku wegla i wody /rys. &/.

H OH OH
H OH T
O — QO+ — 0 — LF
3
20 - (\/OH @OH <>LOH @w
crllz COOH COOH—*— OH — COOH CHO

CHO

HO 20 |
Y\ g COZ % H20

CH3 COOH

Rys.4. Rozktad naftalenu przez Pseudomonas putida
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Metabolitem posrednim powstajacym w wyniku degradacji
przeprowadzanej przez bakterie Jjest cils~dwuhydrodiol, podczas
gdy w Wyniku tego procesu prowadzonego przez uklad mikroso=-
malny ;sakéw powstaje Jjako pfddukt poéredni trans-dwuhydro-
diol.

Poszczegblne szézepy bakterii majg réwniez zdolnosé
rozktadu rakotwérczych wielopierécieniowych weglowodoréw
aromatycznych, takich jak benzo/a/piren i benzo/a/antracen.
Gibson 1 wspéipracownicy [47,48] wyizolowali z zanieczysz-
czonej wody szczep bakteriil Beijerinckia sp. Szczep ten mial
zdolnoéé utleniania benzo/a/pirenu do cis=-9, 10-dwuhydroksy=
9, 10=dwuhydrobenzo/a/pirenu /giéwny produkt/ i cis-7,8-dwu-
hydroksy=7, 8-dwuhydrobenzo/a/pirenu /10%/. Oba hydrodiole
w nastepnej kolejno$ci byly redukowane na drodze nieenzyma-
tycznej do odpowiednio 9-hydroksybenzo/a/pirenu i 7—hyﬁroksy-
benzo/a/pirenu. Inny szczep Beijerinckia sp. mial zdolnodé
do dalszej degradacji dwuhydrioli przez rozerwanie pierscie-
ni, wg zamieszczonej reakcji /rys. 5/.

Borneff i Kunte [14] podajs, iz przy zastosowaniu biolo-
glcznego oczyszczania $ciekéw mozna usunaé 70-98% WWA

/tabela 12/.
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Rys. 5. Mikrobiologiczne utlenianie benzo(a) pirenu
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Zawarto$é wielopiersécieniowych weglowodorédw aromatyoznyeh

w sciekach /v mg/ma/ 1 w osadzie czynnym

Veslowolby Scieki Osad czynny

po oczy-| po oczy- | Osad Osad
e szczaniuy| ezczaniu | pier- nadmier-

mechani=| bliologi~ | wotny ny
cznym cznym

fluoranten 3,23 1,22 0,28 k,09 2,76

\

benzo/a/an-

tracen 1,87 0,28 0,06 0,75 0,67

benzo/a/f lu-

oranten 0,58 0,25 0,05 2,16 1,14

benzo/a/pi- _

ren 0,43 0,15 0,07 0,63 1,33

benzo/g h 1/

perylen 0,26 0,16 0,12 0,69 .20

indeno/1,2,3

-cd/piren 0,60 _| 0,14 0,07 0,67 1,20

Jak wynika z przedstawionych danych ubytek weglowodordw

w oczyszczonych $ciekach nastepuje raczej przez adsorpcje,

a nie przez enzymatyczny rozkiad. Brak zdolnoséci do utlenia-

nia WWA przez osad czynny, potwierdzajg rdéwniez prace innych

autoréw [100].

Natomiast informacje o rozkladzie wielopiersécienio-

wych weglowodoréw aromatycznych w gleble mozna znalelé w

szeregu prac [106,134]

W rozkladzie tym bilorg udzial prze-

waznle bakterie wlasciwe, rzadziej promieniowce. Fenol,
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naftalen i antracen rozkiadane sg gidédwnie przez bakterie z
rodzaju Pseudomonas 1 Mycobacterium, Achromobacter i1 Bacillus,
a z promieniowcdw przez rodzaj Nocardia. Mikroorganizmy gle-
bowe foékladajqce weglowodory mogg ponadto metabolizowaé
cukry proste, kwasy organiczne i inne zwlgzki. W czaslie roz-
ktadu weglowodordé$w aromatycznych najplerw atakowany jest taii-
cuch boczny,a pdééniej po koleili pierScienie benzenowe.
Katechol i pokrewne zwigzki sg ostatnimi substancjami cyklicz-
nymi poprzedzajgcymi rozerwanie piers$cienia benzenowego.

W wyniku tego rozerwania z 6 atombw wegla, jako produkty kol-
cowe, powstajs kwasy ; bursztynowy i octowy -~ ktére mogg byé
dalej utleniane do dwutlenku wegla i wody.

Réwniez grzyby, a zwlaszcza drozdze, majag zdolno$é utle-
niania WWA. Interesujacy jest fakt, Zze grzyby przeprowadzaja
ten proces podobnie, jak przebiega on u ssakdéw, w wyniku
czego powstaja pochodne o polozeniu grup hydroksylowych w po-
zycji trans [32,38] .

Talk wigo, Jjakkolwiek niektdére drobnoustroje posiadaja
zdolno$é rozkiadu WWA, nawet do dwutlenku wegla i wody, to
mimo to proces ten ogbélnie nalezy uznaé za trudny i nie cal-

kowlclie jeszcze poznany. L i

2.4, Wielopiersécieniowe wegglowodory aromatyczne
a rak u ludzi

Obecnie wiadomo wg danych Swiatowej Organizacji Zdro-
"wia, 1z 50 do 90 procent przypadkéw choréb nowotworowych u
ludzi wykazuje korelacje¢ z czynnikami $rodowiskowymi, w tym

w gitéwnej mierze chemicznymi karcinogenami [108] .
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Ponadto uwaza sig, iz istotny jest wplyw czymnikéw geoche-
miecznych na zrésmicowane czestoéci wystepowania niektérych
"choréb  cywilizacyjnych",a szczegblnie nowotworédw i biala-
czek. Wydaje sile, iz powigzanie migdzy $rodowiskiem geoche-
micznym 1 zdrowlem lub choroba zwigzane jest =z mikroelementﬁ-
mi bilologicznie aktywnymi. Szereg $ladowych mikroelementéw,
szczegblnlie waznych w zywieniu zwierzat, jak J, F, Se, Cr,
Co, stanowl specjalny problem, ponliewaz nie sg one niezbg¢dne
dla roslin /zawarto$é tych pierwiastkéw w rodlinach nie
wpiywa na wydajnoéé plonowania/.

Uwaza sle rdéwnlez, 1z sama tylko zmiana np. skiadu chemiczne-
go wody pilitnej moze znacznie modyfikowaé przebleg procesu
karcinogenezy. W ten sposéb obnizenie zawartodci zwigzkéw
mineralnych w wodzle moze poérednio wpilywad na wyzszg zapa-
dalnqéé na choroby proliferacyjne. A zatem roll czymikdéw po-
karmowych przypilsuje sie¢ szczegdélnie donioste znaczenie w
etiologii wiekszos$ci nowotwordw.

Srodowiskowe uwarunkowanie 80% zachorowad na choroby
nowotworowe Jjest powszechnie akceptowane. Wskazuje to na
zasadnicze znaczenie badail ekologicznych dla stworzenia
naukowych podstaw aktywnej profilaktyki tych choréb.

Zywy organizm stanowil bowiemhﬁbiekt dynamicznle zmieniajacy

sig 1 SclsSle zwigzany ze S$rodowiskiem przyrodniczym. Na je-

8o reakcje wplywaja nile tylkofpredyspozyoje genetyczne 1 o=~

becny stan degradacji. $rodowiska, ale takze zespél poprzed=-
nio dzilatajgecych czynnikédw.

Ze wzgledu na fakt, 1z komérka stanowi podstawowg Jednostke

morfologiczng w organiZmie, szczegbdlne znaczenie posiadajg
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badania na poziomie komérikowym.

Sformulowano poglad, iz okreslony stan $rodowiska wewngtrzne=
g0 wplywa na reaktywnoéé orgenizmu na bodZce doclerajace ze
$rodowiska zewne%rznego,w tym takZze na karcinogeny. MozZna
wyréznié warunki, ktére nie sprzyjajag rozwojowi nowotworédw
"cancer antagonistic properties", badZ tez warunki sprzyjadq;
ce powstawaniu objawdw onkologicznych "cancer favoring pro-
perties". Z uwagl na wysoki stopied spdjnodci poszczegbdlnych
sktadnikéw $rodowiska zewngtrznego i wewnetrznego, =zmiana
chociazby tylko jednego z nich, np. zawarto$cl aktywnego bio=-
logicznie mikroelementu, moze posSrednio oddziatywaé na stan
catego systemu.

Na szczegdlng uwage zsliuguje stwierdzenie, ze sumuja
sie skutki dzialania $rodowiskowych czynnikéw rakotwdrczych,
a nie dawkl poszozegdlnych z tych czynnikdéw. Wydaje sie, zZe
pelna integracja réznorodnych oddziatywari $rodowiska zewneg=-
trznego na $rodowisko wewnetrzne nastepuje na poziomie mole=-
kularnym. Na poziomie tym znajduje sie doplero wspédlny mianow-
nik dla efektéw dziatania fizycznych, chemicznych i biologicz-
nych karcinogendéw o bardzo réznorodnych mechanizmach oddzia-
lywania na organizm [31] . . r

Do szozegdlnie aktywnyéh karcinogendéw nalezs wielo=-
plerscieniowe weglowodory aromatyczne. Ich potencjalnym
Zrédiem dla ludzl jest zanieczyszczenie tymi iwiqzkami po =
wletrza atmosferycznego, woda pitna, Jjarzyny, tiluszcze ros-
linne i oleje, a takze wedzZona, pieczona lub opiekana na

ruszcle zywnosé [51,141] .
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2.4.1, Przemlany wlelopierécieniowych weglowodordw
aromatycznych w organizmach wyzszych.

Do reakcji transformacJi metabolicznych u zwierzgt
nalezg tgkie reakcje chemiczne jak utlenianie, redukcja, hy-
droliza 125. Wynikiem tych reakcji Jjest zwykle wprowadzenie
grup funkcyJjnych, powodujacych zwigkszenle polarnos$ci czgs=-
teczkl, a bedgocych nieJjednokrotnie centrum katalitycznym
dla druglej fazy reakecji. IEnzymy metabolizujgce zwigzlkl tok-
syczne wystepuja przewaznie w siateczce endoplazmatycznej
/frakcja mikrosomalna/ komdérek wgtroby i innych tkanek
/tzw. system MFO - mixed function oxygenase/ - uklady enzy-
matyczne przeprowadzajace blochemiczne utlenianie obejmujg
szeroll zakres reakcjil.

Frako ja mikrosomalna zawiera wiele rdéznych enzymbéw wbudowa-
nych w biony biologilczne. Najwainiejszym z nich sg: gluko=-
zo-6-fofataza, dehydrogenaza NAD, dehydrogenaza NADP, este=-
ra2y,‘esteraza cholinowa, dwufosfataza nukleozydows, trdj-
fosfataza nukledydowa, pirofosfoliinaza tliaminowa, reduktaza
cytochromu b. Ponadto frakcja ta zawiera réwniez enzymy ka-
talizujgoe blosyntezg¢ cholesterolu oraz enzymy metabollzujg-
ce inne sterydy, a takze enzymy biorgce udzial w powstawaniu
glukuroniddéw. _ |

Ogblnie realkocje podlegaj% wspbélnemi mechanizmowl hy-
droksylacji. Hydroksylacja zwiqzkéﬁ aromatycznych przeblega

zgodnie z reakcja [119].

MFO
NADPH reduktaza cytochrom P-450 substrat
+H* ( FAD) (Fe*?)
fosflolipid %2
. H20
NADP reduktaza cytochrom P-450 produkt
(FADHj) (Fe*3) R-OH



NADP*
NADPH,
oK
~OH
Q _
NS | NADH,

O”-o >

NAD
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N
=

Y
&>
N
(4]
IToox
b sl o
*

Rys.6. Drogi rozktadu WWA przez organizmy priokariotyczne
i eukariotyczne
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Nalezy podkre$lié, ze przemiany WWA w organizﬁaoh By-
wych przeblegajg dwoma réznymil drogamil, w zaleznos$cl od wy-
posazenla enzymatycznego denego organizmu. U Prokaryota meta-
bolizacja wieloplersécienlowych weglowodoréw aromatycznych pro-
wadzi do powstania dwuhydrodioli, 2z grupami hydroksylowymi
w pozycJi ois, zad u Bukariota /przede wszystkim u Mammalia/-

w pozycji trans [133] wediug reakeji /rys. 6/.

2.4.1.1, Aktywacja metaholiczna wielopiersécieniowych
weglowodordédw aromatycznych w organizmach

ssakdw.

Wielopierséocieniowe weglowodory aromatyczne same nie sg
rakotwdércze. Doplero ich aktywacja metaboliczna, prowadzgca
do powstania formy diol-epoksyd, powoduje powstanlie czgsteczkil
polarnej, zdolnej do dalszych reakcji. Wynikiem tych przemian.

moze byé transformacje nowotworowa [2,94,101].

Metabolizm benzo/a/pirenu:

Po dostaniu sig¢ do organizmu zywego benzo/a/piren ulega

wstepnenmu utlenianiu poprzez dziatanie mikrosomalnej frakcji
enzymatycznej /MFO/, zawierajgcej wielokrotne formy cytochro=-
uu P=450. Powoduje to powstanie.i"bénzo/a/birenu Jego estréw
cyklicznych - epoksydéw, w pozycji 4,5-; 7,8=; 9,10=-.
Z epoﬁsydéw w wyniku dziaiania hydratazy epoksydowej frakcji
mikrosomalnej, powstaja odpowiednie dwuhydrodiole. Natomiast
fenole i chinony mogg powstawaé bez udziaiu enzyméw, poprzez
uwodnienie epoksyddéw badZ bezposrednio przez utlenianie

benzo/a/pirenu za pomocg frakcji mikrosomalnej MFO wg za-

mieszczonego schematu /rys. 7/ [45,58,73,169] %
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Yang i wspbdiautorzy [170] podaje schemat aktywacji
metabolicznej i1 detoksykacji benzo/a/plrenu przez mikroso-
malng frakeje watroby ssakéw /rys. 8/.

Weglowodory =zbudowane z dwéch lub wiecej pierécieni
benzenowych jak naftalen, antracen i fenantren przechodzg
u zwlerzat hydroksylacje i synteze z kwasem merkapturowym
[28) . W wyniku hydroksylacji powstajs gidédwnle mono- i dvu-~
lrydroksylowe metabolity.

Powstawanle epoksyddéw Jest zawsze stadium posdrednim
i Jest katalizowane przez specyficzne monooksygenazy /enzym
epoksydujgey/.

Metabolizm naftalenu przedstawia rys. 9.

Wieloplersécieniowe wgglowodory aromatyczne moga two=-
rzyé polgoczenia z glutationem. Nalezg do nich paftalen, antra=-
cen, benzo/a/antracen. Metabolizowene sg do kwaséw merkaptu-
rowych. Polgczenlia te tworza si¢ w ten sposdéb, Ze polowa
o~acetylocysteiny wchodzi w miejsce atomu wodoru zwigzlu
aromatycznego. Polgczenla te wydalane sg z moczem [25] jako
odpowiednie kwasy merkapturowe i tworzs sie prawdopodobnile
przez laczenie epoksydu zwigzku aromatycznego z glutatilo=-
nem [136] . Nastepnie polgczenie glutationu przeksztalca sie
w odpowilednis pochodng (e7 ;byst;iny, ta za$ w konicu jest
acotylowana, dajac w efekcie kwas merkapturowy /rys. 10/.

Polgczenia z glutationem, cysteinoglicyng oraz cystei-
ng w organizmach wystepujag jako produkty poérednie przy two-
rzeniu sie¢ kwasd4w merkapturowych. Wydalane sg one przede
weszystkim z %6lciq, Jako polgczenia takich zwiligzkéw jak

Jodobenzeny naftalenu i pirenu [21,22].
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Metabolity wielopilerscleniowych weglowodordéw aromatycz-
nych fenole, dwuhydroksydiole oraz epoksydy [21,22] jako ko=
niuganty 2z glicyng, cysteing lub glutationem wydalane sa
z ustroju zwlierzecego. /rys. 11/.

Antracen podawany doustnie zwlerzetom jest wydalany
w kale w postaci niezmienionej w 70-80% dawki [136 ] .

W moczu natomiast wystepujg metabolity N-acetylo-S/1,2-dwu-
hydro-2~hydroksy-antryle/ cysteiny oraz w postaci sprzezonej
trans=1,2«dwuhydroantracen=1,2«diol i 1,2~dwuhydroksyantracen.
Sprzezony 2 oyéteinq metabolit rozkiadany jest przez kwasy mi-
neralne na kwas 1-antrylomerkapturowy, 1,2-antrole oraz na
antracen. Szczury rdéwniez metabolizujs antracen, daja jednak
inne produkty tych przemian [21] , jak trans-9, 10=-dwuhydroksy-
antraceno-9,10-diol, ktéry nastepnie ulega dalszej metaboli-
zacji na antron i kilka hydroksylowych pochodnych /rys. 12/.

Istniejgce réznice w szlakach metabolicznych sg wynikiem
posiadania niejednakowego wyposazenia enzymatycznego poszcze-
gélnych gatunkéw zwierzgt. I tak na przyklad hydroksylacje
zwigzlkkdédw aromatycznych stwierdzono u pstraga, zaby, kury,
golebia, liocznych gryzoni, zwierzat migsoternych, u malpy
1l czlowleka [123] . Jednakze wystepuja w procesie tym istot-
ne rdéznice miedzygatunkowe, giéwﬁ;; iloéciowe. Ponadto obser-
wuje sie réwniez rdznice w polozeniach w czgsteczce, w ktérych
hydroksylacja moze nastepowaé /orto,meta lub para/.

Najwigce]J prac poswigconych jest aktywécji metabolicz-
nej WWA przez frakcje mikrosomalna watroby szczurdw [7,6%4,
91,95,115 in.].
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Ogélnie'naleZY stwlierdzié, ze dotychczasowe wyniki ba-
dani wskq?ujq, iz wielopiersScieniowe weglowodory aromatyczne
podlegajqg w organiZmie przemlanom metabolicznym, prowadzqcym
do powstawanla pos$rednich produktéw bedacych niejednokrotnie
bezpoérednio odpowiedzialnymi za transformacje nowotworows.
A zatem i1stnieje potencjalna mozliwos$é zapobiegania rako-
twérczemu dziataniu tych zwigzkdéw poprzez odpowiliednila inge-

rencje w szlak metaboliczny.

2.4.2. Akumulacja i uwalnianie wielopierscienio-
wych weglowodoréw aromatycznych w organizmach
zwierzecych.

Zaréwno ros$liny jek i zwierzeta wprowadzaja do organizmu
wielopiersScieniowe wgglowodory aromatyczne [63,83] y & nastep=
nie przekaztaloajq Je w wyniku przemian metabolicznych.
Podczas tego procesu cze$é metabolitdéw moze wejéé w polacze-
nia z makroczasteczkami bedgcymi skiladnikami komérki i pozos—
taé w niej na state, czesé zas mﬁze zostaé wydalona na zew-
natrz. Ta czesé WWA, ktdéra zostaje we wnegtrzu kombérki bads
tkankil zatrzymana, stanowi pule tych zwigzkdédw, ktéra z punk-
tu widzenia fizjologlcznego, Jest"obca i nie wynika z potrzeb
zyciowych. Pula ta moze byé z@igkszona w wyniku dincydental-
nych lub stalych kontaktéw ustroju zywego z WWA wystepujgcymi
w Srodowisku i prowadzié do tzw. akumnulacji.

Badania nad akumulacja i wydalaniem WWA byly prowadzone
zwiaszcza na organizmach wodnych. Neff [119] przytacza dane
dotyczgce akumulacji i uwalniania czterech wielopierécienio-

wych weglowodoréw aromatycznych przez Rangia cuneata

/tabela 13/.



Tabela 13

Altunulacja z wody morskiej i uwalnianie WWA przez Rangia cuneata [119 6

Badane parametry

Badane WWA

naf talen |fenantren chryzen benzo/a/pi-

ren

poczatkowe stezenia WWA w - -

wodzie [ppm] 0,071 0,089 0,066 0,052

stezenie w tkankach po ;

2h-godzinnej ekspozyecji [ppm| 0,43+0,1 2,85+1,1 | 0,54+0,3 0, 4540, 1

wspdlcezynnik bioakumulacji

[tkanki/wodal] . 6,1 32,0 8,2 8,7

stezenie w tkankach po

2 godzinnym usuwaniu ['ppm] 0, 15+0,02 2,47+41,2 | 0,4010,15 0,38

procent wydalania po. s

2L godzinach [ % | 66 13 26 16
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Lee i wspéipracownicy [97] badali bioakumulacje¢
benzo/a/pirenu przez kraby. Umieszczono je poczatkowo na
2 doby w wodzle z zawarto$ciag 2,5 mg B/a/P/de, a nastgpnie
przeniesione do wody wolnej od badanego zZwigzku. Otrzymane
przez nich wyﬁiki ilustruje tabela 1k.

Jak wynika z tabell 14 najwyzszy stopien akumulaoji
benzo/a/pirenu wystepowal u krabéw w skrzelach i trzustko-
wgtroble.

Wohlanianle zwigzku nastepowalo przez skrzela, a nas-
tepnlie byl on transportowany przez krew do trzustkowgtroby.

Na podstawie przedstawionych danych mozna sadzié, iz
istnieje wyraZne powinowactwo obcej substancji do tkanek.

A zatem istnieje korelacja pomigdzy zwigzkiem karcinogennym,

a zagrozeniem nowotworowym konkretnej tkanki ,w tym przypadku
trzustkowgtroby. Proces ten wiaze sie zapewne Ze szczegdlnym
wyposazeniem tkanki wgtroby w enzymy odpowiedzialne za prze-
miany metaboliczne substancji toksycznych. Wskazujg na to rdéw-
niez przedstawlione wyniki, gdyz w trzustkowatroble stwier-
dzono 50 procent polarnych metabolitéw benzo/a/pirenu, zwia-
zanych 2z makrooczgsteczkami.

Interesujgecym zjaWiskigm zwigzanym z alkumulacja WVA
Jest migracja tych zanieczysﬁﬁzeﬁ v taficuchu troficznym.

Lu i wspélpracownicy [119] badalli model ekosystemu v
wodnego do ktérego bezpoérednio do wody, dozowano 140—b/a./P
w stezeniu 2ppb. Bioceﬁdze modelu stanowlly organizmy
planktonowe, nitkowate sinice /Oedogonium cardiacum/, roz-

wielitki /Daphnia megme/, larwy komardéw /Culex pipiens/,
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Tabela 14. Losy “H-benzo/a/pirenu zakumulomanego

z wody przez Callinectes sapicdus [97]

M Ran Ilo$é w tkankach I,ug 3101;]_
[doby] skrzela krew ::z;:;g;:_o- zoZadek migénie
Catkowita 1 '_ 150 + 70 90 + 70 270 + 90| 14 + 2 10 +
2 %10 + 85 85 + 20 590 + 210 11 + 6 18 + 7
L : 100 + 32 80 1+ 52 300 + 18] 10 + &4 88 & 5
8r 70 + 55 65 + 21 210 + 16 b 4+ 5 4 + 3
12 ,J' .35_-.1-_12 20 + 13 310 + 74 6 + 2 2% 4
20 142 6 + & Lo + 26 2 + 1 2 + 3
benzo/a/piren 1 110 50 160 3 L
2 290 30 280 2 2
DT ohalns gher BB LeOR BB heles . BEEE st e
8 22 8 21 a 1
12 10 1 21 1
20 a* 1 2 a




c.d. tabeli 14
Tlosé w tkankach[/ug 310%]
Produkt s
[doay] skrzela krew trzus?ko- zoltgdek migsnie
; watroba

hydroksyben- 1 10 27 20 2 2

zo/a/piren 2 15 12 sk g ‘ e

4 it 21 90 2 | 1

8- 11 9 Lo a a

12 7 6 24 1 a

20 _ a 2 L 2 a

metabolity 1 15 10 89 8 2

Foango 2 3 26 210 3 8

-l:o - s e - . - — - —-— - - - - - — L- - — — — B — — - — - - — — — — —-— -

by ] 12 32 140 7 4

8. 17 36 130 2 2

12 11 10 22k 2 1

20 a 2 29 1 1

X - %
a zawartosé oznaczona

=l
mniejsza niz 0,5 x 10 }!ug
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$1imaki /Physa sp./ i ryby /Gambusia affinis/. Inkubacje
prowadzono przez trzy dni ﬁ temperaturze 26,700 W warune-
kach naturalnych. B/a/P byl akumulowany i zatrzymywany
przez wszystkie organizmy modelowego ekosystemu. Réznice

1hC benzo/a/pirenu wyekstrazhowane-

w caltkowitej zawartodci
go z poszczegblnych poziomdéw taricucha troficznego wahaly
sig¢ od 46 procent w larwach komardw do 90 procent w rozwie-
litkach, Wspéiczynnik biocakumulecji / B/a/P tkanki / B/a/P:
woda/ ukladal sie od 930 w rybach do 134248 w rozwielitkach.
U wszystkich badanych organizméw stwierdzono réwmiez obec-
noéé polarnych metabolitédw. Jednakze autorzy nie badali me-
chanizméw bioakumulacji benzo/a/pirenu, stwierdzajgc jedynie,
iz badany zwigzek nie jest akumulowany przez ryby bezposred-
nio z roztworu wodnego.

Przedstawione prace dowodzs o mozliwos$ciach organiz-
méw do biloakumulacji WWA, a co si¢ 2z tym wlaze do krgzenia
ich w fraficuchu troficznym. Problem ten ma istotne znaczenie

w aspekcie narazenia organizmu ludzkiego na kontalkt =ze

zwilgzkami rakotwdérczymi.

2.4.3. Transformacja nowotworowa i proces nowotworze-
nia Y i

Transformacja nowotworowa komdérek jest wiadciwoscia
organizméw wlelokomérkowych. Polega ona na zmianie wiadciwoé-
ci komérki podlegajace] transformacji. Dofyczy to wytworze-
nia nowych enzyméw, czasem wytworzenia nowych antygenéw,

przyspleszenia podziatéw, zmian morfologicznych,utraty
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zdolnoéSci do tzw. inhibicji kontaktowej itp. Nastegpstwem
tych zmian jest proces nowotworzenia. Proces nowotworowy
jest zaburzeniem wszystkich podstawowych czymno$ci komdrelk,
takich Jjak rozmnazanie, réznicowanie)dojrzewanie i przemiana
materii.

Metabolizm komérek ﬁowotworowych w znacznym stopniu od-
biega od metabolizmu komérelk prawidiowych. [24] .
Zumlany aktywnosdecl wielu enzyméw w komérkach nowotworowych
oraz szybkosé syntezy lub degradacji metabalitéw w pordwna-
niu z aktywnoséciami tych proceséw w komérkach prawidiowych
sugerujg, %e transformacja nowotworowa wplywa na zmiang mecha-
nizméw regulujacych aktywnoséci poszczegdlnych drdg metabolicz-
nych. W najlepie] poznanych pod wzgledem regulacji metaboliz-
mu komérkach wgtrobiaka}przyspieszeniu ulegaja procesy: gli-
kozy, syntezy kwaséw tiuszczowych, syntezy cholesterolu oraz
syntezy kwasé4w nukleinowych i bialka. Jednoczeénie obserwuje
slg spadek syntezy glikogenu, degradacji glikogenu, oddychania
i aktywnosci cyklu Krebsa, glukoneogenezy oraz katabolizmu
cholesterolu, aminokwasdéw i kwasdéw nukleinowydh.

Transformac j¢ nowotworowg moze wywoladé szereg czynni;-
kéw. Do najwaznie jszych naleZQ:
- substancje karcinogenne i wépéldzialanie kokarcinogendw,
- promienie Jjonizujgce,
- mutacje somatyczne,
- wirusy onkogenne.

Do substancji chemicznych wywolujacych transformacje

nowotworows nalezg zarédwno zwigzki nieorganiczne /chrom,
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nikiel, arsen, azbest, pierwiastki radioaktywne itp./,

a takze zwlgzki organiczne. Organicéne karcinogeny haleﬁq

do nastepujacych grup zwigzkéw [28] :

- aromatyczne weglowodory o wielopiers$cieniowej strukturze,

- aromatyczne aminy,

- aromatyczne:azo-zwiqzki Jjak amino-azobenzen i ich
hoterocykliézne pochodne,

- M-nitro-zwigzlcd,

- biologiczne zwigzki alkilujgce /epoksydy, laktony/,

= i inne.

Ogbélnie zwigzki chemiczne wywoiujgce transformacje
nowotworowag moZna'podzielié na dwie grupy [2#] :

- zwigzkl nie wymagajgce aktywacji metabolicznej dla dziala-
nia karcinogemnego /epoksydy, laktony, sulfoniany alkilo=-
alkendéw, metale, zwigzki nieorganiczne/,

- zwigzkl zwane prokarcinogennymi, wykazujace dzialanie
karcinogenne dopiero w wyniku przeksztalceli enzymatycz—
nych w komérkach poddawanych transformacji nowotworowe]
/aminy aromatyczne, nitrozoaminy, hydrazyny, weglowodory
aromatyczne, weglowodory heterocykliczne, proste zwiazki
organiczne/.

Zwigzki ka§oinogenne wﬁlyw;3é na transformacje nowo-
tworowg w wyniku oddzialyvania z makroczgsteczkami kombérko-
wymi o kluczowym znaczeniu dla zycia kombérki: kwasami nu-
kleinowymi i bilalkami. Zwiazki karcinogenne sg substancjami
o silnych wla$ciwoéciach elektrofilowych. Dlatego tez akty-
wacja metaboliczna zwlazkdéw prokarcinogennych polega na

wyksztalceniu w nich miejsc elekirofilowych zwigzanych z atomami

wegla.
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W wyniku chemicznej karcinogenezy mogs powstawad
nastepujace zjawiska [99] :
a/ =miany w komérkowym DNA, somatyczna mutacja,
b/ efekty epigenetyczne,
¢/ aktywacja wiruséw onkogeﬁnych,

d/ selekcja komérek o obnizonej barierze immunologilcznej.

tvoréw sa mutacje somatyczne [163] . Hipoteza ta oplera sig
na tym, Ze mutacje materiaiu genetycznego prowadzs do trans-

formacjli komérek, w wyniku zajéecia kilku kolejnych mutacji.

ag;gé Wiele weczesnych stadidw nowotworowych nie wykazuje

kariotypowej nienormalnoséci, co $wiadczy o epigenetycznym

mechaniZmie powstawania tvyvch nowotwordw.
P

Eg;ﬁé U podloza indukcyjnego dzialania zwlgzkdéw chemicznych
w procesie transformacjli nowotworowej nalezy réwﬁiez akty-
wacja wirusdéw onkogennych. Istniejg liczne wirusy zawicra-
JqoelRNA powodujgce transformacje nowotworowg u rbéinych or-
ganizmdéw Jjak kwry, myszy, krdliki, koty, melpy, a byé moze
takZe u czlowieka. W wyniku tych transformacji powstajg no-
wotwory réznego typu, Jjak na brzﬁﬁidd miesaﬁi, biataczki

rak gruczoiu mlecznego 1 inne.

W Jadrach komérek nowotworowych wyksztalconych w wyniku dzia=-
lania wirusé; zawieradqcych'RNA lub DNA znajduje sie bads
caly aparat genetyczny wirusa, badZz tez jeéo fragmenty

/tzw. prowirusy/. W przypadku transformacji komérek przez

wirusy zawierajgce DNA nie zachodzi zwykle naﬁnazanie wirusa

prowadzgce do Smierci komdérek. Natomiast kombérki transformowane
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przy udziale RNA czesto produkuja wirusy infekcyjne.

Wiele spos$rdd tzw. prawidlowych komérek zawiera odcinkil
wirusowego DNA wbudowane w komérkowy aparat genetyczny, nie
wykazujqce'wlaéciwoéci onkogennych /tzw. wirusy endogenne/.
Transformac ja nowotworowa komérek zawlerajgcych wirusy
endogenne musi byé wiec wynikiem, pominig¢cia mechanizméw

regulacyjnych w komérce gospodarza.

Eg;gé llechanizm chemiczneJ karcinogenezy Jest rdéwnlez wyni-
kiem selektywnego dzialania zwiazkdéw chemicznych na komdrki
o obnizonej barierze immunologicznej.

Istnieja dane wskazujace, Zze niektdére zwigzki pote-
guja dzialanie substancji karcinogennych.

Wlele substancji o dzialaniu inicjujacym nie powoduje trans-
formacji nowotworowej, natomiast przygotowuje komébrke do
dziatlania promotora, nie bgdgcego zwykle mutagenem.

Ogbélnie nalezy stwierdzié, ze zmiany =zachodzace w ko=
mérkach podlegajgcych transformacji nowotworowej dotyczg ich
wszystkich cech zyclowych,co pocigga za sobg daleko posﬁni@te
zaburzenia tkankowe i1 ustrojowe w organiZmie.

WV modelu przeksztalceﬁ komérkowych i tkankowych rozwi-
jJajacych si¢ w kierunku nowotworu ziosliwego nalezy rozwazyé'
takie pojegcia Jak: réznicowanie sie komérek, dojrzatosé, roz-
rost, metaplazja, dysplazja i anaplazja.

Pojecle réznicowania sie¢ i dojrzewania komérek w
ustroju taczy sle ze stopniowym przeksztatcaniem sie mlodej
komérki zarodkoweJ w komérke o okresé$lonym charakierze czyn-

no$ciowym. Niektére kombérki nowotworowe zachowuja zdolnodci
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do réznicowania sie i dojrzewania. Stopien dojrzatoéci ko=~
mérelk nowotworowych zalezny jest od stopnia zaburzen mecha-
nizméw regulujacych wzrost i funkcje komdérki. Im nizszy sto-
pleii nasilenia tych zaburzen, tym wieksze jest zrdznicowanie
i dojrzatos$é nowotworu. W nowotworach niezréznicowanych /ana-
plastycznych/ struktura niedojrzaiych komérek i utkania gu-
za nie da sie¢ pordéwmnaé z zadng z prawidlowych tkanek us-
troju. Proces réznicowania sie komérek'nowotworowych Jest
odwrotnie proporcjonalny do tempa wzrostu guza. Najszybszy
wzrost i naciekanie wykazujag nowotwory ﬁisko zrbéznicowane
/anaplastyczne/. Takie nowotwory sg najecze$ciej bardzo zlos-
liwve. Rozrost-/hyperpiﬁzja/ jest zjawiskiem fizjologicznym.
Zmiany nowotworowe mogg cofaé sie i tkanka moze powrédcié do
stanu prawidiowego, badZ tez w warunkach nasilonego lub
diugotrwalego dzialania czynnikéw patologicznych mogg do=-
prowadzié do powstania nowotworu. Przemiana jednego rodzaju
tkanki w inny nosi nazwe metaplazji np. "napelzanie" i zas-
tepowanie Jjednego rodzaju dojrzalego nablonka przez inny ro-
dza]j doJrmalego nahloﬁka. Poniewaz tkenka nowotworowa nie
Jest tkankg Aboq dla ustroju, zatem zdolna jest do metaplazji.
Mianem dysplazji okresla sie zespdi zmian-dotyczgcych'bu—
dowy komérek jak i struktury tkankowej o charakterze przej-
$ciowym miedzy tkanks prawidiows /normoplastyczna/ a nowo-
tworowa /anaplastyczng/. Zmiany te polegaja na wystepowa-
niu w komérkach cech charakterystycznych dla uszkodzenia
komérek, upos$redzonym ich dojrzewaniu, zaburzeniach iloscio=-

wych komérek w tkance. Do charakterystycznych cech dysplazji

’



w ocenie offologicznej nalezs powiekszenla rozmiaréw calej
‘komérki, wystgpowanie wodniczek w cytoplaZmie, pojawienie
sie wigecej niz jednego Jjadra komdérkowego powodujgce przesu=-
nigcle sig stosunku jgdrowo-cytoplazmatycznego na korzysé
Jadra, rozklad chromatyny w jadrze Jjest grudkowaty i niere-
gularny. Odchylenia od normy dotyczace samej cytoplazmy ma=-
Jg nniejsze znaczenile.

Charakterystyczng cechg komérki nowotworowej jest
atypia, ktéra Jjest calkowitym zakldéceniem harmonii budowy
komérek. Charakteryzuje si¢ przesunieciem stosunku jadrowo-
cytoplazmatycznego na rzecz jadra, hiperchromatozg, niereo-
gularnos$cig aparatu chromatynowego, powigkszeniem i znile-
ksztalcenlem jgdra oraz ciala komdérkowego.

Anaplaz ja Jest nleodwracalnym stanem polegajacym na
rozroscie komérek nowotworowych. Rozrost ten cechuje atypia
komérek i liczne filgury podziaiu, zanikanie dojrzewania ko-
mérek, chaotyczny uktad komdérek oraz tendencja do naciekania.
Zdolno$é naciekania moze w niektdérych przypadkach pozos-—
taé utajona. Ten okres procesu nowotworowego nazwano przed-—
inwazyjnym.

Rak przedinwazyjny okresla sie Jjako stan wzglednej rdéwnowa=-
g1 mig¢dzy ustrojem a nowotworem. Rédwnowaga ta jest przejscio=-
wa 1 po pewnym okresie z&staje zachwiana i wéwczas nowotwdr
wkracza w faze naclekania.

W postgpujgcym procesie naciekania /inwazji/ bariera
naczyi zostaje zniszczona i komérki nowotworowe wnikajg

do ich éwiatia i tam rozrastaja sie. Dotyczy to zardwno
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naczyni limfatyoznych jak i krwionoénych.

Natomiast zlo$liwoéé Jjest biologiczng wlaéciwoéciq procesu

nowotworowego; Wyraza si¢ ona postepujgcym wzrostem nowo-

tworu, naciekaniem tkanek otaczajgcych 1 dawaniem bliskich

i odlegiych przerzutdw.

Z réznych tkanek ustroju moga rozﬁijaé sie ﬁowotwory 0 réZ-

nym stopniu zloéliwo$ci. Moga to byé nowotwory:

a/ tagodne

b/ potenojalnie'zloéliwe tj. takie, ktére czgsts daja nawro-
ty 1 nie rzadko ulegaja przeksztalceniu zlosliwenmu.

¢/ nowotwory zto$liwe potocznie zwane rakiem.

Z uwagl Jjednak na pochodzenie tkankowe wyréznia sig¢ nowotwory
pochodzace z tkanki nabonkowej /i to sa rzeczywiste raki/
oraz nowotwory rozwljajgce si¢ 2z rdéznych tkanek ustroju po-
chodzenia mezenchymatycznego /tkanki acznej, ohﬁzgstned,
kostnej, migéniowej/ nazywane ogbélnie miesakami.

I tak z nablonka plaskiego mogg powstawaé - brodawczaki i ra-
ki plaskonablonkowe, Z nabilonka gruczolowego = raki gruczo-
love. ‘

Z tkanek pochodzenia mezenchymalnego moga rozwijaé sie:
witékniakomieéniaki, chrzestniskomigsaki, mieéniakomiesalci
gladkomomérkowe, mieéniakomigsaki prazkowanokomérkowe, mig-
saki kostnopochodne itp.

Z tkanki nerwowej mogg powstawaé nowotwory tagodne i zloé-
liwe o duzym zréznicowaniu histoformatywnym.

Ponadto z wyspecjalizowanych komdérek i tkanek narzqdowych

mogg takze powstawaé nowotwory np. z komdrek barwnikotwdrczych
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skéry = czerniaki, z kombérek wgtroby - watrobiaki i raki

wgtroby, z komérek wysp trzustki - wyspiaki itp.

2.5, Ekologileczne uwarunkowania choréb nowotworowych
i kontrola wystepowania w $rodowisku chemicznym

mutagendw i karcinogendw.

W obecnym stanie wiedzy uwaza sie, iz 80% zachorowail
na nowotwory ma uwarunkowania $rodowiskowe, wynilkajgce ze
$cistego powigzania organizmu z jego Srodowiskiem przyrod-
niczym. Szczegdlng uwage nalezy zwrbcié na fakt, iz w or-
ganiZmie sumujg sieg skutki dzialania $rodowiskowych czyn-
nikéw rakotwérczych. Mniej istotne natomiast sg dawki po-
szczegdélnych z tych ozynnikéw..

W tej sytuacji, szczegdlnego znaczenia nabiera fakt
wprowadzenia do Srodowiska obcych zwigzkéw o dziataniu tok-
sycznym lub mutagennym ozy karcinogennym, badZi tez zwlgk-
szanie mnaturalnego poziomu zwiazkéw majacych takie dzialﬁn
nie. Dlatego szczegdlowego znaczenia nabiera potrzeba sta=
tej kontroli réznych elementdw s$rodowiska naturalnego i us~

talenia dopuszczalnych granic zanieczyszczenla.

Testy, ktoére pozwalajé'na dééwiadczalne ustalenie
maksymalnego poziomu dawkowania, nie powodujgcego szkodliwych
‘skutkéw ubocznych dle organizméw doswiadczalnych i w kon-
sekwencji = po zastosowaniu odpowiednich wspbdiczymnikdéw
bezpieczenstwa - ustalenia poziomu bezpiecznej ekspozycji

.dla cziowieka, mozna przedstawié w postaci pieciu grup [160] H



- e

Grupa I - Wstepne informacje o zwiqzku czy produkcie,

Gruba II - Niezbgdne dane umozliwiajace wybdr do badai
wia$ciwvego materialtu,

Grupa III - Jakoéciowe, iloSciowe i dynamiczne aspekty
biotransformacji,

Grupa IV - fodbudOWujqce dane o wtasciwos$ciach bioio—
éioznyoh.

Grupa V - Badania dtugookresowe i testy specjalne.

Kluczowym momentem w ocenle dzialania na organizm
substancji jest interpretacja wynikéw badar, ich ekstrapo-
lacja na czlowlieka i Srodowisko. O ile wyniki testéw maja
charakter obiektywny, o tyle ustalenie na tej podstawie
standardéw bezpieczellstwa zawliera przewaznie wiele elemen-
téw arbitralnych.

Rada Eur0pejskiégo Towarzystwa ds. Mutagenéw Srodowis=
kowych powotala w 1976 r. Komitet dla opracowania "Ogélnych
zasad 1 minimalnych kryteridéw skriningu na mutagennos$é".
Opracowane zasady, dotyczgce przydatnosci szybkich testdw
na nmutagennos$d, do przewldywania ryzyka genetycznego 1 rako-
twérczoscli, zawleraja wymaganie,.aby kazdy system skriningowy
sktadal sie co najmniej =z dwéch testéw obrazujagcych nastepu-
Jace dwa rodzaje uszkodzeri:

1. Powodowanie uszkodzen DNA, albo wywolywanie mutacji
punktowych z zastosowaniem organizméw prokariotycznych
2., powodowanlie mutacji chromosomowych z zastosowaniem orga=

nizméw eukariotycznych.



Natomiast Purchase et all postulujsg wykonywanie 6 testéw

do wykrywania chemicznych karcinogendw [139 ] .

Testy skriningowe sluzgce do wylkrywania zwiagzkdédw mutagennych
polegajg na indukeji specyficznych efektédw biologlcznych

w réznych ukladach in vitro i in vivo. W poszczegdlnych
testach okre$la sie wystepowanie wigzania kowalencyjnego
danogo zZwigzku z kwasem nulkleinowym, indukecje mutacji w ko=
mérkach mikroorganizméw, owaddw i ssaldw, indukeje profaga,
synteze naprawczg DNA, wymiang¢ siostrzanych chromatyd, trans-
formacje komdérek in wvitro. _

Do najczesciej stosowanych zestédw skriningowych z uzy-
clem mikroorganizméw nalezy test Ames a fj]'.

Testem tym przebadano bardzo wiéle réznorodnych zwigzkéw
chemicznych [2,7,8,25,43,50,71,80,81,88,94,95,96,110,114, 129,
152,164 ] . Test ten zostal uznany za najbardziej reprezenta-
tywny w bakteryjnych testach chemicznej mutagenezy.

Zasada testu polega na wykrywaniu rewersji do prototro-
fii /his+/ histydynozaleznych bakterii Salmonella typhimu-
rium /his-/ pod wplywem dzialania zwigzlkéw mutagennych.
Stosowane w tym teécle szczepy bakteryjne zawieraja rdzne
typy uszkodzeri DNA w operonie histydynowym.

Szczep Salmonella typhimurium TA 1535 moze byé stosowany do
wykrywania mutagendéw powodujgcych mutacje zastepstwa par
zasad, szczepy Salmonella typhimurium TA 1537 1 Salmonella
typhimurium TA 1538 do wykrywania réznych rodzéjéw frame

shift mutagendw.
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Ustalono molekularng podstawe frame shift mutacji w tych
szczepach. Powstaja one przez przesuniecie w kopli sekwen-
cjili DNA, tak ze posiadaja diugie nici powtarzajgce zasady
«C=G=C=G=C=G=C=G= lub =C=C=C~C-

Oprécz mutacjli w operonie histydyﬁowym kazdy szczep
zawlera jeszcze dwie‘dodatkowe muitacje. Jedna dotyczy utra-
ty systemu naprawy /uvrB-delecja/, druga zas pézbawia balg-
terie otooczki lip0polisacﬁarydowej /rfa/ umosliwiajgce]
dyfuzje duzych organicznych czgsteczelk.

Natomiast szczepy Salmonella typhimurium TA98 i Salmonella
typhimurium TA100 powstaly przez przeniesienie czynnika opor-
noécli R do szczepédw Salmonella typhimurium TA1538 i Salmonella
typhimurium TA1535, co zwigkszylo ich wrazliwoéé na niektédre
zwigzki karoiﬁogenne, takie jak wieloplersécileniowe wgglowodory
aromatyczne, aflatoksyna B1 i dxme [1711 ]

Powyzsze badania umozliwlajg stwierdzenie mutagennego charalk-
teru substancji. Natomiast sprawdzenie potencjalnego dziata-
nia rakotwérczego, metoda Ames a, wymaga stosowania mikroso=-
malnej frakoji wgtroby szczurdw indukowanej wezeinlej Aroclorem.

Dzieki zastosowaniu tej frakecji rdéwniez badane promuta-
geny mogg ulegadé metabolizmowi w wyniku dziatania enzyméw
ssakéw in vitro [5,36,4&,6&,161 142])00 pozwala nﬁ stwier-
dzenle ich aktywno$oci nowotworowej.

Caty szereg innych testéw skriningowych siuzacych do
oceny potencjalnego mutagennego/rakotwércezego dziatania
zwigzkéw chemicznych podeje Przybojewska [138] . Oprécz
testu Amesa wymienla ona:

- testy reperacji DNA w systemach bakteryjnych, testy te
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pozwalajg wykryé uszkodzenlia DNA induko*ane przez zwlgzkl
chemiczne o dziataniu mutagennym. Oparte sg one na za-
tozeniu, Ze komérki bakterili pozbawilone zdolnosSci naprawy
udzkodzen DNA sg bardziej wrazliwe na dzialanie zwigzldw
mutagennych niz komérki bakterii szczepu dzikiego. Obecnie
stosuje sile szereg metod opartych na tej.zasadzie, przy
czym wykorzystuje sie rézne szczepy bakte?ii /S . typhimu-
riuwa, B.coll, B.subtilis/ pozbawlone zdolnod$ci do repe-

racjl DNA;

test indukcejli profaga i mutagenezy, kitéry opiera sie
na te] zasadzile, iz zwlgzki indukujace uklad reperacji
SO0S przyczyniajag sig¢ do zniszczenia represora profaga,

W lizogennych szczepach E.coli K12 1 namnazanie si¢ faga;

test wymiany slostrzanych chromatyd /SCE/, ktéry opiera
sie na semikonserwatywnych wtasciwo$ciach replikacji DNA
1 zdolnosci wbudowywania sie w nici DNA chromosoméw ana-
logu tyminy, brombdezoksyurydyny /BrdU/, co prowadzi do
powstania siostrzanych chromatyd réznigcych sie budowg
chemiczng ;

test analizy dhfomosoméw w kombérkach ssakéw, ktdéry dostar-
cza specyficznych info;maodi ﬁé-temat czgstoéecl rbéznych
typbéw aberracji indukowanych przez badane zwigzki che=-
miczne;

test mikrojgderkowy, w ktdérym wykorzystano fakt tworzenia
si¢ mikrojgderek w komdérkach erytrocytédw polichromatycz-
nych pod wpiywem dzialania 2zwigzkéw o wias$ciwoseiach

mutagennych.
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- test gospodarza i poé$rednika, ktdéry polega na wprowadze=
niu komérek bakterii do ustroju zwlerzgt doéwiadc?alnych,
ktérym podano badany zwigzek chemiczny, a ria.stgpnie odzys=
kaniu tych komérek i okresleniu w nich zmian genetycznych;

- test reperaoji DNA w hodowlach komérek w obecno$cil znako-
wane J tymidyny'in vitro, ktéry jest metodg autoradiogra-
ficznag polegaJQOQ na wykrywaniu tymidyny wbudowanej do
nienammazajgce] sie hodowli komérek. W metodzie tej uszko-
dzone na skutek dzialania zwigzkdédw mutagemnych odcinki DNA sg
eliminowane w wyniku syntezy naprawecze]j;

- test transformacji komérek ssakéw in vitro, ktdéry polega
na badaniu uszkodzent DNA w komérkach fibroblastéw zarodkéw
myszy lub w komérkach chomika syryjskiego in vitro, pod
wplywem dzialenla zwlgzkéw mutagennych, ktoére ujawniajg sig
jako zmiany fenotypowe;

- test z Drosophila ﬁelanogaster polegajgcy na ujawnianiu
si¢ agresywnych mutacji u muszki OWOOOWGJ..MetOda ta odzna-
cza sig wysokg wrazliwoécig w wykrywaniu zwigzkédw chemicz-

. nych, ktére staja sie mutagenne po zmetabolizowaniu.
M.Hollstein 1 J.Mc Cann [65] podaja zestaw testéw do ba-
dania karcinogenezy i mutagenezy, ktére dziels sig¢ na szesé
podstawowych grup: L
- testy z uzyciem mikroorganizméw prokariotycznych, fa-

gbw itp. :
- testy z uzyciem mikroorganizméw eukariotycznych
- testy z uzyciem kultur komérek ssakéw hodowanych

in vitro
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- testy z uzyclem owadéw in vitro

- testy in vitro na ssakach polegajgce na badaniu uszkodzen
DNA-komébérkowego

- cytogenetyczne testy na ssakach polegajace na wykryciu
zmian fenotypowych komérek pod wpiywem =zwigzkéw mutagen—
nych i rakotwéfczych. | - |

W oparciu o testy mutagenezy [143] i hodowle tlanlowe
{ 90] bada sig obecnie weglowodory aromatyczne i szereg ich
metabolitéw [81L jak réwniez zwiqZKi bgdace inhibitorami
enzyméw transformujgecych WWA.

Z powszochnle stosowanych do oceny potencjalnych witasci-
woéci mutagennych i rakotwérczych zwiazkéw chemicznych testédw
bakteriologicznych za najbardziej reprezentatywny uznany
zostal test Ames’a z zastosowaniem aktywacji metaboliczne j

badanych substancji [143] .
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3. ZAGADNIENIE I CEL PRACY

Obecnie uwaza sie zgodnie =z danymilWHO, iz wiecej
niz 80% choréb nowotworoﬁych u Iudzi, jest w bezpoéredni
sposbéb zwigzanych =z dzialaniem czymnikdéw wystepuJacych
w Srodowlsku naturalnym. Dzi¢kl stosowanym obecnie nowoczes-
nym metodom udato si¢ zldentyfikowaé caly szefeg Zwiazkdow
chemicznych bezposrednio odpowiedzialnych za transformacje
nowofworows; u ssakéw.

Do szczegblnie niebezpilecznych pod tym wzgledem za-
nieczyszczeil naturalnego $rodowiska naleza wielopilersScieniowe
weglowodory aromatyczne.

Wraz Zz rozwojem przZemysiu i motoryzacji wzrasta za-
nieczyszczenie wszystkich elementéw $rodowiska naturalnego
tymi niebezplecznymi dla =zdrowia ludnos$ci zwigzkami.
Stwierdza sie¢ ich obecno$é w powlietrzu, wodach powierzchnio-
wych, morskich, gilebinowych, w glebie, a takze w Zywnosici.

Dlatego tez koniecznym wydaje si¢ rozpoznanie stop-
nia narazenia organizmu ludzkiego na wielopilerscieniowe
weglowodory aromatyczne, ich transformacje i kumulacjey
a takze mozliwo$é ich migracji w Srodowisku naturalnym, a
przede wszystkim opracowanie szybkich metod rozpoznawania
wystepowania w elementach $érodowiska mutagennego i rako-
twérczego zagrozenia.

Wobec tego interesujacym wydato sie¢ zagadnienie
zanieczyszczenia wlelopilerécieniowymi weglowodorami aroma-

tycznymi wody powlerzchniowej ujmowanej do celdw wodociggowych
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1 ich mikrobiologiczna transformacja w aspekecle powstawania

zwlgzkédw o pdienojalnym rakotwéroczym dzlataniu, a takze

mozliwoSci zaadaptowania metody Ames “a do bezpoéredniego
wykrywania w wodzie czymmikéw o potencjalnym mutagennym i ra-
kotwérézym dziataniu.

Wobec ték sformulowanego zalozenia celem niniejszej
pracy bylo:

- okres$lenie stopnia skazenia wody rzeki Olawy wielopier— -
dcieniowymi weglowodorami aromatycznymi;

- okreslenie interalcji naturalnej mikroflory wody z wybranymi
wielopiers$cieniowymi weglowodorami aromatycznymi poprzez
rozpoznanie stopnia zrdéznicowania wrazliwoéci mikroflory
na ich dziatanie, zdolnodci do biodegradacji i kumulowania
sle badanych zwigzkdéw;

- okres$lenie selekeji naturalnej mikroflory wody i gleby
przez WWAs;polegajacej na eliminowaniu form wrazliwych
z zespolu, a tym samym modyfikowania biologicznej czesci
procesdw samooczyszczania;

~ okreslenle interakecjli czystych szozepdw bakteril wylizolo=
wanych ze Srodowiska naturalnego, a badanymi zwigzkami pod
kgtem wykorzystywania wybpanth_wielopierécieniowych WQ-
glowodoré4w aromatycznych K jako jedynego Zrébdédia i energii,

a takzZze powstawanlia w wyniku milkrobiologicznej transformacji
zwiazkédw o potencjalnym mutagennym i rakotwbdrczym dziata-
niu; ) | :

- okre$lenie interakcji naturalnej mikroflory gleby z wie-
lopierécieniowymi weglowodorami aromatycznymi w aspekcie

przenikania ich do wody powilierzchnlowej;



- okreélenie mozliwoéci stosowania skryningowego ‘testu
inkorporacji ptytkowej /testu Ames’a/ do bezpoéredniego
oznaczanla wystepowania w wodzie skladnikéw o potencjalnym
2 rakotwdérezym dzialaniu. _

Przedstawlone zalozenia pracy nabieraja szczegdlnego
znaczenia wobec faktu, iz w Polskiej Normie dot.'ycza,ce;j
dopuszczalnych zanleczyszczen wéd powierzchniowych nie
ujeto dotychczas w:l.elopier:écileniowyéh weglowodordw aroma-—

tyecznych.



: - 88 =~

L. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1, Materiaty i metody

Material do badail stanowila woda rzeki Oilawy oraz
gleba przybrzeﬁna pobrana na stanowisku najbardziej narazonym
na wplywy emisji przemyslowych i kbmunikacyjnych, leﬁqcym
na granicy tefenﬁw wodonoénych MPWiK we Wroclawiu.

Ujecle powlerzchniowe, od ktdérego stanowisko znajdowalo sig
w niewielkiej odlegtos$ci, usytuowane jest na kolicowym od=-
cinku biegu rzeki. Na istniejace w wodzie zanieczyszczenila,
wynikajgce z gospodarki wodno-$ciekowej terenu zlewni rzeki
Otrawy, naktadaja si¢ zanieczyszczenia przémyslowe pochodzgce
z huty zelazochromu Siechnice i elektrocieplowni Czechnica.
Ponadto w nieduzej odleglosci znajduje sie trasa szybkiego

ruchu w kierunku Opola i Gérnego Slaska /rys. 13/

hk.1.1. Badania nad obecnofcig w wodzle skiadnikéw
o dziataniu mutagennym i rakotwdrczym

h.1.1.1. Metody ekstrakcji i oznaczania
ilosciowego wybranych wielopioer-
$cieniowych weglowodoréw aroma-
tycznych z wody rzeki Ozawy.

/

Badania nad zawartoécié_wielopierécienibwyoh weglowo-
doréw aromatycznych w wodzie rzeki Olawy przeprowadzano metoda
zalecang przez WHO [166] wediug Bormeffa i innych [148] ,
dostosowans do warunkdéw wiasnych.

Do badai przyjeto weglowodory objete normg WHO dla wéd

przeznaczonych do picia /benzo/a/piren, benzo/b/fluoranten,
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* Stanowisko poboru prob

Rys.13. Szkic sytuacyjny terendw ujgé wody dla miasta Wroctawia




benzo/k/fluoranten, fluoranten, benzo/ghi/perylen i inde=-
no/1,2,3-o,§/piren5 poszerzajac je o antracen.
Préby wody ekstrahowano cykloheksanem, a ekstrakty zaggszczano
przez destylacje w prézni. Nastepnle przeprowadzano rozdzial
chromatograficzny préb na cienkiej'warstwie. Jako faz¢ roz-
wijajgca wykorzystywano uklad izooktan-heksan-benzen /9:1/,
eter etylowy - metanol - woda destylowana /h:1:4/. Zwigzli
identyfikowano na podstawie pordwnania barwy fluorescencji
plam na chromatogramach w nadfiolébie, warto$cl Rf wzorcéw,
oraz widm absorpcji wzorcowych roztwordw WWA.

W celu oznaczenia iloéci.WWA, plamy na chromatogramach
eluowano i oznaczano spektrdfotometrycznie na spekirofluory-

metrze firmy Jobin-Yvon-3.

4.1.1.2. Badania nad wystgpowaniem w wodzie
rzeki Olawy skladnikdéw o potencjalnym
mutagennym i rakotwdérczym dziataniu
z zastosowanilem testu Ames ‘a.

Ustalenie mutagennego i rakotwdérczego charakféru surowe j
wody rzekil Orawy 1 jeJ cykloheksanowych ekstraktéw prowadzono
w oparciu o test Ames a [50,109] . Zgodnie z nim, uzyto w
pfacy mutantéw Salmonella typhimurium LTé o charakterystyce

zamieszczonej w tabeli 15.
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Tabela 15

Charakterystxka szczepdw bakterii Salmonella typhimurium
LT, uzytych w teéclie Ames a. :

2

Skrbétowe oznaczenla Genotyp
szczepdw
TA 98 his-, rfea, uvr B + R
TA 100 his-, rfa, uvr B + R
TA 1535 his-, rfa, uvr B
TA 1537 his-, rfa, uvr B
TA 1538 his=-, rfa, uvr B

W teécie Ames ‘a wykorzystuje sie¢ fakt, iz pod wpilywem
czynnikéw mutagennych histydynozalezne szczepy rewertujg
do stanu prototroficznego. Przed przystgpieniem do witasci-
wych badail sprawdzono markery genetyczne badanych szczepdw
oraz stopien ich sPontanicznéj rewersJji. Badaﬁla mutagennego
dziatania wody rzeki Olawy przy pomocy testu Ames ‘a przepro-
wadzono zgodnie ze schematem /rys. 14/

W celu metabolicznej aktywacji zwigzkdéw i stwierdzenia
ich rakotwérczego dzialania'zastggdﬁano mikrosomalng frakcje
watroby szczuréw /hieszanina‘s—9/ indukowanych Aroclorem
1254 /rys. 15/. Przygotowanie zwierzat doéwiadczalnych;
preparacje frakejli mikrosomalnej i mieszaniny S-9 przygoto-

wywano $ciéle wediug wskezai autoréw [109,110] .



Zamrozona hodowla Proba badana
testowych szczepow
(- 70°C)

Zaszczepienie

0,5 ml
Hodowla bakterii
na podlozu buliono-
wym przez 17 godz.
w temp. 37°C
0,1 ml
~ -

Minimalne podloze agarowe
o temperaturze 45°C ze
sladami histydyny i biotyny

e

Szybkie wylewanie

Minimalne podloze
Vogel'a - Bonner’a
bez histydyny

é

Inkubacja przez dwa dni w termostacie o temp. 37°C

Rys. 14. Schemat testu Ames'a na okreslenie mutagennego

dziatania wody bez aktywacji metabolicznej zwigzkow
w niej wystepujacych



Zamrozona

hodowla testo- Proba badana Mieszanina

wych szczepdw 7 : S-9
(-70°C) 3

Zaszczepienie

Hodowla
bakterii
na podtozu
bulionowym
przez 17
godzin
w 37°C

0,1ml é

ﬁ

Minimalne podloze agardowe
o temperaturze 45°C ze
sladami histydyny i biotyny

\—/

Szybkie wylewanie

: Minimalne podtoze
' vogel'a -Bonner’a
| bez _histydyny

Inkubacja przez dwa dni w termostacie o temp, 37°C

Rys.15. Schemat testu Ames’a na okreslenie mutagennego
rakotworczego dziatania wody z aktywacjq metabo-
liczng zwiazkow w niej wystepujgcych
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t.1.1.3. Przygotowanie cykloheksanowych ekstraktéw
wody rzeki Olawy do testu Ames’a

Przeprowadzono ekstrakcje wody powierzchniowej i nad-
osadowej rzekil Oawy pochodzgcej ze stanowiska 1,2 i 3.
Préby o wielokrotnodcl objotodci 100, 50, 25 i 12,5 om>
ekstrahowano cykloheksanem zgodnie 2 normg WHO. Nastgpnie
ckstrékt odparowywano w prdézni w %emp. 5000 do sucha, a nas-
tepnie rozpuszeczano w DMSO. Tak przygotowany material zas-
3

tosowano w te$cie Ames a wprowadzajgc do préb po 0,1 cm

roztworu.

k.1.2. Badania nad interakecjg naturalnej mikroflory
wody a wybranymi wielopiersScieniowymi wgglowo-
dorami aromatycznymi.

%4.1.2.1. Zastosowane w badaniach wielopiersicleniowo

weglowodory aromatyczne.

W badaniach stosowano nastepujace wielopierdécieniowe

weglowodory aromatyczne:

- benzo/a/piren - 020H12

- antracen - 022H1h

~ fluoranten - 016-1{10 Sl

- acenaften - C1OH6/CH2/2
- naf talen - C10H8

Punktem wyjécia w doborze stezen byla rozpuszczalnoid
badanych weglowodoréw w wodzie. Stosowano zgodnie z poste=-
pem arytmetycznym dwa stezenie ponizej i trzy powyze]

rozpuszczalnoscl w wodzie redestylowanej.
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Zakres stosowanych stezed przedstawiono w tabeli 16.

Tabela 16

Zakres stezen stosowanych w podiozach hodowlanych wielopier=-

$cieniowych weglowodordé$w aromatycznych.

Badany we¢glowoddr Rozpuszczalnosd Stosowane steze=
w wodzie nie :

[mg/dm3] {mg/deJ

benzo/a/piren 0,06 0,48
0,24
0,12
0,06
0,03

0,015

antracen 0,075 0,6

fluoranten 0,265 2,12




- 96 -

C.d. Tabeli 16 .

Badany wgglowodér Rozpuszczalnosé Stosowane steze-
w wodzie nie

[ mg/dm? ] [ meg/dm?]

acenaf ten 0,3 2,4
1,2
0,6
0,3
0,15 .

0,075

naftalen Lo, o0 320
160
80
Lo

10

Badane weglowodory rozpuszczano w acetonie,a nastepnie

przenoszono do podlozy w objetoseci 0,1 om>.

L.1.2.2. Okreélenie stopnia zréznicowania
wrazliwoéci mikroflory rzeki Olawy
na wybrane wielopierscieniowe weglo=-

wodory aromatyeczne w cyklu rocznym.

Liczbe bakterii majgcych zdolnoéé wzrostu wobec gradien-
tu stezedl wybranych wielopierécieniowych weglowodordéw aroma-

tycznych okreslano zmodyfikowang metoda plytkowg.
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Do 2 cma.pélplynnago agaru /"top-agar"/ o temperaturze
45°C dodawano 0,1 cmjbadanej wody powierzchniowej 1lub
3

nadosadowej i 0,1 cm” acetonowego roztworu badanego zwigzlku

w odpowiednim stegzeniu, w przeliczeniu na objetosé "top-aga-
3

ru”", a nastepnie wylewano na 10 cm” zestalonego podloZza aga=
rowego. Po 78 godzinach inlkubacji w temperaturze 25°C li-
czono wszystlkie wyrosie kolonie. Préby kontrolne wykonywano
analogicznie, nie dodajgc badanego wegglowodoru.

Liczbe bakterii majgcych zdolno$é wykorzystywania badanych
WWA jako jedynych Zrbddet wegla i energii okres$lano analogicz-—
niej uzywajgc zestalonego podioza mineralnego §i§kinej i Tro-
cenko [162] . W prébach kontrolnych do "top-agaru" - zamiast

weglowodoru - dodawano jako substratu energetycznego 0, 5%

glukozeg.

4.1.2.3. Selekecja iloéciowa i jakoéclowa naturalnej
mikroflory rzeki Oirawy pod wpiywem wybra-
nych wielopierécieniowych weglowodordéw

aromatycznych.

Material do badaii stanowila woda powierzchniowa rzeki
Otawy pobrana na stanowisku znajdujgcym si¢ pod bezpodred-
nim wpiywem haldy zuzla podﬁfoma;égo huty Siechnice
/stanowisko 2[,wzbogacona odpowiednimi stezeniami wybranych
WA,

Hodowle ' prowadzono w kolbach Erlenmayera w objetosdci
250 cmg, z wytrzgsaniem, w temp. 2500. Do badani zastosowano
antracen w stezeniach 0,3 i 0,6 mg/dma, benzo/a/pirenu
w stezeniach 0,24 1 0,48 mg/dm3 oraz fluoranten w stezeniach

1,6 1 2,12 mg/dm3,
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Wpiyw badanych wielopiers$cieniowyclhh weglowodoréw aroma-
tycznych na naturalng mikroflore¢ wody rzeki Olrawy,oceniano
w okresie trzech tygodni,;prowadzac oznaczenia w czZasie 0O i
po 7,14 i 21 dobach. Badano ilodci bakterii psychrofilnych,
przotrwalnikujqcyoh!proteolitycznych, amonifikacy jnych,
nitryfikacyjnych I=-szej i II-gle]j fazy, denitryfikacyjnych,
amylolityecznych. : ; W
Liczbg baktorii psychrofilnych okreslano ogdlnie przyJjety
techniksg, na agarze odzywezym w temperaturze 20°c po czasie
72 godzinnej inkubacji.

Liczbe bakteril przetrwalnikujacych oznaczano w wodzle poddajac

prébki wody dzialaniu temperatury 80°C przoz 10 minut, a nas-
tepnie ich natychmiastowemu schiodzeniu.

Tak przygotowane préby posiewano w llodei 1 cm3 na agar
odzywezy i po 72 godzimmej inkubacji w temperaturze 20°c

liczono wszystkie wyrosle kolonie.

Liczbe bakterii amylolitycznych okre$lano na agarze skrobio-

wym. Prdéby posliewano na wymienione podloZze, a nastepnie
'inkubowAno 72 godziny w 20°c. Po tym czasie powlerzchnie
plytek zalewano piynem Lugola w celu okres$lenia stref hydro-
lizy skrobii wokér kolonii bakteril posiadajacych enzymy

amylolityczne.

Tloéé bakterii proteolitycznych okreélano poprzez posiew

badanych préb wody na podioze zelatynowe Fraziera [145] .

Po 72 godzinach inkubacji w temperaturze 20°C,zalewano pod-
roze chlorkiem rteci w HCl, w celu zaobserwowania stref roz-
kiadu zelatyny wokél kolonii bakterii posiadajacych enﬁymy

proteolityczne.
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Miano bakterii amonifikacyjnych ustalano na podiozu glukozowo=-

peptonowym. Nad pozywks =zawlieszano paplerki Kruppa [1#5] ’
w celu stwilerdzenia wydzielania amoniaku przez bakterie.
Préby, posiewane w szeregu rozcieiiczeri, inkubowano 72 go=-
dziny w temperaturze 2000, a nastepnie us#alano miano tych
bakteril.

Miano bakteril nitryfikacyjnych I fazy ustalano na podlozu

WVinogradzkiego [145] dla nitryfikatoréw I fazy. Szeregi
rozcleliczen inkubowano 72 godziny w temperaturze 20°C, po
czym odozynnikiem Griesa stwierdzano'obecnoéé azotyndéw,
ustalajgc miano bakterii badanej grupy.

- Miano bakterii nitryfikacyjnych II fazy okreslano na podlozu

Vinogradzkiego dla II fazy nitryfikacji [145] . Po inkubacji
trwajgcej 72 godziny w temperaturze 20°c sfwierdzono obecnos$é
azotandéw przy uzyciu dwufenyloaminy, po uprzednim rozlozeniu
pozostato$cl azotynéw metods mocznikows [145] .

Miano bakterii denitryfikacyjnych okreélano na podlozu Giltay'a

Po 72 godzinnej inkubacji w temperaturze 20°C ustalano miano
tych bakteril w wyniku zmiany barwy podioza. Ponadto stwier-
dzano obecno$é azotyndw odczynmnikiem Griesa i jonéw amonowych

odczynnikiem Nesslera.

4,1.2.4. Badania nad rozkladem wieloplericienio-
wych weglowodordéw aromatycznych przez
naturalng mikroflore wody,
W celu stwierdzenia rozkiadu WWA przez mikroflore natu-
ralng wody prowadzono,z préb przygotowanych do badan nad
selekojg ¢ ekstrakojg badanych zwigzkéw. Wieloplersécieniowe

weg8lowodory aromatyczne wyodrebniano z wody przy pomoocy
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ekstrakcji bezpoéredniej w czasie O oraz 14 i 21 déb.

Prébe objetoscli 250 em? 3

ekstrahowano .15 cm” cykloheksanu

w ciagu 30 minut /dwukrotnie/. Otrzymany eckstrakt zageszcza-
no w prdézni, a nastepnie rozpuszczano w mieszaninie benzenu
i metanolu /1:2/ i poddawano oznaczeniu metoda chromatografii
cieczowej. Warunki oznaczenia: kolumma 25/83, ocluent-meta=-
nol, zakres ciénien 3-17 bar, przesuw tadmy 10 mm/min.

Wyniki podano Jako procentowy ubytek badanego zwiazku w sto-

sunku do wzorca o danym ste¢zeniu.

4h.1.2.5. Badania nad kumulacja wlelopiericie-
niowych weglowodordéw aromatycznych
przez naturalng mikroflore rzekil
Orawy.

W celu okreslenia stopnia kumulacji wielopiers$cieniowych
weglowodordéw aromatycznych przez mikroflore naturalng rzeki

3

Otawy posiewano 50 cm” wody rzecznej /powierzchniowej i nad-
osadowej/ do kolbek Erlenmayera,zawierajacych 50 cm3 podwd jnie
zatezonego podioza hodowlanego, wzbogaconego badanymi weglo=-
wodorami [134] . .

Stosowano pddloﬁe minerglne—giékina, Trocenko [162]_
i bulionowe zawlerajace nastepujgce stezenlia weglowodordw:
antracen = 0,15; 0,075; 0,0375 mg/dm°>
benzo/a/piren - 0,12; 0,06 ; 0,03 mg/dm
fluorenten - 0,53;. 0,265; 0,132 mg/de

Préby kontrolne posiewano w tych samych warunkach na
podtozu bulionowym i podiozu mineralnym z 0,5% glukozs.
Kolby z podiozem bulionowym inkubowano W temp. 20°C w okresie

siedmiu déb, zasd z podiozem mineralnym w tej samei temnarad
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14 déb. Po inkubacJi pobierano 10 om> hodowli i odwirowywano,
a nastepnie trzykrotnie odpliukiwano wodg destylowang. Talk
przygotowang biliomase¢ suszono w temperaturze 60°c przez 12
godzin /ﬁo statej wagi/ i ustalano suchg mase, w ktérej
nastepnie oznaczano zawarto$é wybranych wielopiersécieniowych
weglowodordw aromatycznych. Po bezposSredniej ekstrakeji cy-
kloheksanem i odparowaniem w prdézni ilos$é wielopiersécieniowych
weglowodordw aromatycznych oznaczano wykorzystujgc efekt
Szpotalskiego,polegajgcy na pojawlaniu sie quasiliniowej
struktury widm substancji rozpuszczonych w zamrozonych we-
glowodorach nasyconych [146],2 zastosowaniem MTF 44 Perkin-
Elmer z przystawkg mikrotemperaturows.

Badania wykonano trzykrotnie, a wyniki podano w postaci

$redniej.

4.1.3. Badania nad interakecjg naturalnej mikroflory
- 8leby a wybranymi wielopiersécieniowymi weglo-
wodorami aromatycznymi w ukladzie dynamicznym.

Badania laboratoryjne prowadzono na modelu laboratoryj-—
nym ze szkla, zbudowanym na 2zasadzie lizymetru /rys. 16/.

W?pélnienie w wysokoéci 45 cm stanowiia gleba przy-
brzezna rzekl Olawy pobranazna s;anowisku znajdujgeym sie
pod bezposdrednim wpiywem haidy zuzlu pochromowego /stano-
wisko 2/, Huty Siechnica.

Przy wypeinianiu zachowano naturalng strukture gle-
by. Badania prowadzono réwnolegle na siedmiu kolumnach, do=-

zujgc w sposdb clggly wodne roztwory wybranych weglowodordw



doptyw roztworu metalu

pompa dozujgca

.

kolumna z pleksi

A

gleba .

\—/ siatka plastikowa
W lejek szklany

odb‘ieralnik

Rys.16. Schemat modelu badawczego
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aromatyecznych, badé wodg redestylowans /kontrola/ /tabela 17/
z predkoécig 25 cm3/g0d2¢n@. |
Badania prowadzono w clggu 5 tygodni, przy czym przez pilerwsze
3 tygodnlie dozowano roztwory weglowodordw, a przez nastepne
dwa tygodnie wodg desfleWanQ. Badanié te mialy na celu:
- wykazanie zmian w obrebie naturalnej mikroflory gleby
pod wpiywem WWA, dozowanych w sposbéb ciggly przez okreos
21 déb, ocenianych na podstawie badai w&ciekéw z lizyme~
tréw i naturalnych warstw profilu glebowego,
- okre$lenie stopnia usuwania badanych WWA w czaslie in-
filtracjli przez glebe,

- okreslenie sorpcji i desorpcji WWA przez filtr glebowy.

4.1.3.1. Badania nad selekcja ilo$ciowg

L

w obrebie wybranych grup bakterii
pod wpiywem WWA dozowanych w sposéb
ciggiy do filtrdédw glebowych.

4.1.3.1.1. Badania nad selekcjg bakterii
glebowych pod wpiywem wybra=-
nych WWA, oceniana W przo=
sgczu filtrdéw glebowych

Odpiyw z kolumn glebowych pobilierano do sterylnych
naczyii po czasie 0 i po 7,14 i 21 dobach. Badania mikrobio=-
logiczné obejmowaly okreélenie zmian iloSciowych w obrgbie
bakterii psychrofilnych, przetrwalnikujgcych, amylolitycznych,
proteolitycznych, amonifikacydnyoh, nitryfikacyjnych I i II
fazy i denitryfikacyjnych. Oceny ilo$ciowej wymienionych

grup bakterii dokonywano ranalogicznie jak w prébach wo=-
ay /o« 41383/



Tabela 17

Schemat dozowania roztwordw wielopiersScieniowych weglowodoré$w aromatyccnaych

do lizymetrdw

H2O redest.

r-ru anira=-
cenu w H20
redest.w
stezeniu
0,6 mg/

dlllg

™-ru antra-
cenu w Héo

redest. w -

stgzeniu

0,6 ng/
e

r-ru antra-)
cenu w I—E2 0
redest. w .
stezeniu
0,6 mg/

dm>

H20 redest.

./ i
S czg;f/" Rodzaj i ilos$é dozowanej substa?cjl E
g {tygw 0 1 2 3 4 5
ny--
. 600 cm? 4200 cm> 4200 cm> 4200 cm? | 4200 cm> | 4200 cm>
/kontrola/ H0 rodess H,0 redest. | H,0 redest. | H,0 redest.| H,0 redest.| H,0 redest
tylowanej
2 600 cm- 4200 cm3 4200 cm- 4200 cmS | 4200 cm® | 4200 cmS
- roztworu I=-ru I'=Iu
Héo redest. | antracenu antracenu antracenu redest. redest.
| w wodzie W H20 T Ce= W H20 Qe
| redest.w dest. w dest. w A
stezeniu stgzeniu- stgzeniu
0,3 mg/da> | 0,3 mg/an3 | 0,3 mg/cud
3 600 ot L200 cm3 L4200 cm3 L200 cmj L200 cm3 L200 cm3

déO redest

H01 =



c.d.

tabeli 17

e T

—

L 600 cm> 4200 cm 4200 cm> 4200 cm> 4200 cm> 4200 cm>
r-ru r-ru reru
H,0 redest. benzo/a/ benzo/a/ benzo/a/ H,0 redest.|H,0 redest.
pirenu w pirenu w pirenu w
H20 redest. H20 redest. H20 redest.
w stez. w stez. w stez.
0,24 mg/ 0,24 mg/ 0,24 mg/
dm3 dm3 dm3
5 600 cm3 4200 cm> 4200 cm> 4200 cm3  |4200 cm?  |[4200 cm?
r-ru r-ru r=-ru :
H,0 redest. benzo/a/ benzo/a/ benzo/a/ H,0 redest| H,0 redest
pirenu w pirenu w pirenu w
H20 redest. H20 redest. H20 redest.
w stez. w stez. w stez.
0,48 mg/ 0,48 mg/ 0,48 mg/
a3 Vs s
6 600 cm> 4200 cm> 4200 cm3 4200 cm> L4200 cm? 4200 cm”
r=-ru r-ru r-ru
H. O redest fluoran- fluoran- fluoran- B0 redest B0 .redaat
2 tenu w tenu w tenu w 2 2
H,0 redest. H,0 redest. Hzo redest.
w stez. wsstez. w stez.
1,06 mg/ 1.06 mg/ 1,06 mg/
dm? din3 dm3
J 3
600 cm3 4200 cm 4200 cm 4200 cm R300 on3 o
7 H .0 vedont r-ru fluo=- r-ru fluo- r-ru fluo-
2 rantenu w rantenu w rantenu w H20 redyst H20 redyst
H,0 redest H20 rcdest H, O redest
w stez.2,12 w stez.2,12 w stez.2,12
lllé,“/de Elg/dmj mg‘/d;nB

Gol -
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4.1.3.1.2. Badania nad selekcjg bakterii glebo-
wych pod wpilywem wielopiersScienio=-
wych weglowodordéw aromatycznych
oceniana w profilach glebowych
lizymetrdw.

!

W celu okresdlenia liczebnoéci wybranych grup bakterii
glebowych pod wplywem wielopierécieniowych ﬁ@glowodoréw
aromatycznych,dozowanych do lizymetrdéw w sposéb ciggly przez
21 déb, a nastepnie przemywanych przez 14 ddéb woda destylo=
wang /tabela 17/, dokonywano posiewédw prdéb gleby z 3 warstw
profilu glebowego na podioza wybidérecze /p.k4.1.2.3/.

Badania te wykonano trzykrotnie tj. przed rozpoczeciem dozowa=-
nia WWA, po 21 dobach dozowania zwigzkdéw w sposéb ciggly

i po 14 dobach dozowania wody redystylowanej.

h.1.3.2. Badania modelowe nad przemieszczaniem sig

badanych WWA z gleby do wody.

4.1.3.2.1. Sorpcja i desorpcja badanych
zwigzkédw przez glebe.

W celu okreélenia usuwania wieioPieréci?niowych wogslowo-
doréw aromatycznych w wyniku ‘infiltracji przez filtr glebowy,
dokonywano ich bezposredniej ekstrakcji z wyclekéw z lizy-
metréw po czasie O i po 7,14,21,28 i 35 dobach. Prébg obje-
todci 1 dcm3 ekstrahowano 60 cm3 cykloheksanu w ciggu 30 min.
/dwukrotnie/. W dalsze] czeéci postepowano jak z prébami wok
dy /p. k.1.2.4./.
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Aby wyjaénié losy WWA w filtrze glebowym , przeprowadzono
réwnlez oznaczenla zawartoéci antracenu, benzo/a/pirenu i flu-
orantenu w trzecﬁ warstwach gleby;po czasie 0 i po 21 dobach
dozowania WWA,a tekze po 14 dobach przemywania wody redesty-

lowang:

L.1.3.2.2. Udzial mikroflory gleby

w sorpcji i desorpcji WUA

Aby pordéwnaweczo ocenié udziail mikroflory gleby w badanych
procesach, przeprowadzono cksperyment z zastosowaniem gleby
sterylizowanej.

Dadania prowadzono na modelach labofatoryjnych typu
lizymetru, wypeinionych sterylizowans glebg przybrzezng,
pobrang na stanowisku 2. Wypeinienie i warunki dozowania wg=-

glowodoréw byty analoglczne do podanych w p. 4.1.3.

h.1.4. Badania nad interakcja wyizolowanych czystych
szczepdw bakterii a wielopiersScileniowymi wgglo-
wodoramil aromatycznymi

h.1.4.1. izolacja czystych szczepdw bakterii wraz-
liwych i niewrazliwych na stosowanec wy-
sokie stezenia WWA.

Izolowania szczepdw bakterii wraﬂliWych' na wysokie
stezenia benzo/a/pirenu, antracenu i fluorantenu dokonano
w nastgpujacy sposdéb: w plerwszej kolejnosci ilzolowano z wo-
dy powierzchniowej i nadosadowej rzeki Olawy na stanowislku 2,
na podiozu mineralnym z glukozag [162] w temperaturze 2000}

wszystkie wyrosle szczepy balkterii. Nastepnle oczyszczano je
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na tym samym podiozu. Czyste szczepy bakterii przesiewano na
podioza mineralne zestalone agarem , zawlerajace benzo/a/piren
w stezeniu 0,24 mg/dmj, antracenu w stegzeniu 0,3 mg/dm3
i fluorantenu w stezeniu 1,06 mg/dms. Do dalszych badail wy=-
brano szczepy, ktdére nie mialy mozliwoéci wzrostu mna podiozu
minerﬁlnym zawlerajgcym badany wgglowoddér jako jedyne Zréddio
wegla 1 energli. Te szczepy uwazano dalej za bakterie wrazli-
woe na okres$lone WWA.

Izolowania szczepdw opornych na wysokie stezenla WWA
dokonywano w nastepujacy sposéb: w pierwszym etapie posiewano

3

0,1 cm” wody powlerzchniowej i nadosadowej rzeki Oirawy, na
podioze mineralne zawierajgce wybrane WWA._Zastosowano steze=-
nia benzo/a/pirenu 0,48 mg/de, antracenu 0,6 mg/de, flu=-
orantenu 2,12 mg/dms, acenaftenu 2,4 mg/dm3 i naftalenu

160 mc/dmj. Nastepnie izolowano wszystkile morfologicznie »rdz-
ne kolonie, jakie w tych warunkach wyrosiy i przesiewano na

to samo podioze zawilierajgce badane WWA, jako jedyne zrédio
wegla 1 energii.

Te szczepy uwazano dalej za bakterie oporne na okres$lone WWA.

4.1.4.2. Identyfikacja szczepdw bakterii
wrazliwych 1 opornych na wysokie
stezenia WWA.

W wyniku wstepnych badai selekcjonujgcych wybrano do
dalszych bada’i szczepy charakteryzujgce sie najlepsza
przydatno$cig do dalszych eksperymentdw. \

Klasyfikacjli wyizolowanych z wody szczepdw bakterii

dokonywano na podstawie badania ich cech morfologicznych

i fizjologicznych.
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Badano: ‘

1. Cechy morfologiczne i anatomiczne komérek,: ksztatt,
ruchliwo$é, barwienie metods Grama, wytwarzanie i loka-
lizacja przetrwalnikdéw,

2. Cechy morfologiczne kolonii bakterii: kolor, ksztait,
profil, brzeg, powilerzchnia i konsystencja.

3. Cechy morfologilczne rysy: wyglad, wzrost, powierzchnia,
konsystencja, profil i przeiroczystosé.

4, Charakterystyka wzrostu na bulionie odzyweczym i zlemniaku.

5. Cechy fizjologiczne : optimum termiczne, stosunek do wolnego
tlenu, wzrost na podiozu bulionowym zawierajacym 2,5,7

i 10% NaCl, fermentacja wgglowodoréwb/%lukoza, ksyloza,

arabinoza, sacharoza, laktoza, mannitol/, wykorzystanie réz-

nych zrédeir wegla /ecytrynian, skrobia/, produkeja indolu,
siarkowodoru, acetoiny 2z zakwaszeniem, upiynnianie zelatyny,
amonifikacja, redukcja azotandéw, hydroliza mocznika, dezami-
nacja fenyloalaniny, aktywnos$é katalazy i oksydazy, peptoni-
zacja 1 koagulacja mleka.

Badania idontyfikacyjne dla niektérych szczepdw, uzu-
peiniano o okres$lanie wzrostu bakterii na podlo%ach specjal-
nych takich jak: agar 2z krwig i podioze Mac Conkeya.

Szczepy bakteryjne oznaczano boslugujqc sie odpowilednimi KkKlu-

czami identyfikacyjnymi [9,26,27] .
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4.1.4.3. Okreédlenie aktywnodci oddechowej czys=-
tych wrazliwych i opornych szczepdéw bakteri
wobec wybranych wieloplerscieniowych
weglowodordw aromatyecznych jako jedynych

Zrbédek weogla i energili.

W badaniach zastosowano nastepujgce szczepy bakteril:

- szczep g/H/1 - dobrze rosngcy wobec antracenu w steZze=-

: niu 0,6 mg;/dm3 Jako Jjedynego “rédia
wegla i energili;

- szozep &y - nierosnacy wobec antracenu w stezeniu
0,3 mg/ﬂm3 jako Jjedynego %rédia wegla
i energii;

- szozep &g - dobrze rosngcy wobec fluorantenu w ste-
zeniu 2,12 mg/dm3 Jako jedymego 4rédia
wegla 1 energii;

| = szozep d7 = nierosngcy wobec fluorantenu w sfgﬁeniu
1,06 mg/dm3 jako jedynego Zrbédia wegla
i energii;

- szozep &, - dobrze rosngcy wobec benzo/a/pirenu
w stgﬁeniuJO,QB mg/dm3 Jako Jedynego
Zrédia wegla 1 energiil;

- SZCZep d7 - nierosnacy wobec benzo/a/pirenu w ste-
zeniu 0,24 mg/dm3 jako jedynego Zrédia

wegla i energii.

Zastosowano acetonowe roztwory benzo/a/pirenu, antra-
cenu 1 fluorantenu w takich stezeniach, by po dodaniu do
naczynka reakcyjnego otrzymad naﬁt@pujaee stezenia:

- benzo/a/piren 0,48 i 0,24 mg/dm3

- ant:acen- 0,6 1 0,3 mg/dm3
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~ fluoranten 2,12 41,06 mg/dm3

Zawlesine bakteriil przygotowywano w nastepujacy sposdb:
badane szczepy bakterii namnazano na podiozu mineralnym
z 0,5% glukoza [162] w czasie 18 godzin. Nastgpnie bakterie
odwirowywano i dwukrotnie przemywano 0,05 molowym buforem
fosforanowym o pH 7,0, po czym bakterie zawieszano w tym

samyit buforze i ustalano elkstynleje dla trzykrotnie rozciecii-
y C Y

czonej zawlesiny na E = 1,0,

550 nm
Kazdg z préb badano w trzech powtdrzenlach wediug schematu
przedstawionego w tabelli 18. Obserwacje aktywnoé$cl oddecho-

wej badanych szczepdw prowadzono w czasie 180 minut w tempe-

raturie 2500.

Tabela 18

Varianty préb przygotowywanych dla okreslenia aktywnodci
oddechowe] w aparacile Warburga.

Skiadniki mie- Stosowane iloéci komponentdédw w cm? W na-
szaniny reak- czyiikach reakcyjnych
cyjnej 1 s
oddych. oddych. chemide~| termo-
substra- | endo=- kontxola grada=- baro-
towe genne dacja metr
zawlesina :
bakterii 0,5 0,5 0,5 - -
bufor fos= : %
foranowy 2,4 2,4 2,4 2,4 -
acetonowy r=r
WWA 0,1 - - 0,1 -
5% glukoza - - 0,1 5 =
woda redestyl, - 0,1 - 0,5 3,2
20% KOH 0,2 0,2 0,2 0,2 -
Caitkowita obJj. :
préby 3,2 3,2 3,2 3,2 b 0
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4.1.4.4. Badania nad biotransformacja antracenu
‘przoz czyste wrazliwve 1 opormne szczepy
bakteridi.

Badania nad bilotransformacjs antracenu przeprowadzono

w dwéch warlantach: (

- zaatosoﬁano dwa szozepy baktérii majace zdolno$é wzrostu
wobec antracenu Jjako Jedynego zrbédia wegla 1 energll, wyi-
zolowane z wody powlerzchniowe] /g/4/1/ 1 nadosadowej '
/d/3/2/. Zastosowano dwa stezenia zwigzku 0,3 i 0,15 mg/de;

- zastosowano ponownle szczep g/’-!-/1 Jako oporny na antracen,

a W miejsce szczepu d/B/é zastosowano szczep bakteril /37/
nie majgcych zdolno$ci wzrostu wobec badanego zwigzku.

Badania prowadzono w stezeniach antracenu - 0,3 1 0,6 mg/dma}

h.1.4.4.1. Badania nad biotransformacjg
antracenu z zastosowaniem czys=-
tych szeczepdw bakterii wyko-
rzystujgcych badany zwigzek Jjalko
Jedyne Zrédio wegla i energii.

Hodowle prowadzono w warunkach statycznych stosujge
dwva szczepy g/f-l-/1 i d/3/2, a takze ich mieszaning /tabela 19/.
Zas tosowano nastepujgce warunki hodowli:

- objetoéé préby 500 om>

~ objetosé inoculum 5 cm>

- ekstynkecja inoculqu E550 am, Or 1D

- clggte mieszanie 2z zastosowaniem mieszadla magnetycznego.
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Tabela 19

Warianty eksperymentdw dotyczacych biodegradacji antracenu
pPrzez szczepy g/4/1 1 d/j/2

Szczep bakterii Zrédio wegla i ener- stezenie
e/M/ antracen 0,3
antracen 0,15
glukoza 500
d/j/2 antracen 0,3
antracen 0,15
glukoza 500
mieszanina szcze=- antracen i 0,3
poéw 3/4/1 : antracen 0,15
d/_?./2 w stosunku glukoza 500
1:1

Jako kontrole ewentualnego procesu chemidegradacjil,
zastosowano podioze mineralne z antracenem w stosowanych
stezeniach;nle zaszczepione mikroorganizmami.

Czas inkubacji wynosil 14 dni. W czasie trwania doé$wiad-
czenla przeprowadzano nastepujgce badania:

- okreslenie rozwoju populacji bakterii metodg Mo Crady ‘ego
w ozasie'0,7 il1h aséb

-~ zmiany i1loéci antracenu w czasie 0,7 i 14 déb

- okres$lenie mutagennego i rakotwdédreczego dziatania produktdw

pobiodegradacyjnych po czasie 7 i 14 déb.
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h.,1.4.4.1.1. Okre$lenie fozwoju populacji
bakterii wobec antracenu jako

zrbédia wegla 1 energii.

Rozwd j popﬁlaoji bakterii w hodowlach z antracenem $le-
dzono metodg Mc Crady ego z zastosowaniem podioza mineralnego
z dodatkiem antracenu w odpowiednim stgZeniu i réwnoczesnie
na podiozu mineralnym z glukozg. Préby inkubowano w tempera=
turze 25°C przez 72 godziny a nastepnle okre$lano wzrost

bakterii poprzez ocene zmetnienia podtoza.

h.o1.4.4.1.2. Okredlenie ubytku substratu
w czasie biotransformacji
antracenu przez czyste szczepy

bakterii i ich mieszaning.

Zastosowano ekstrakcje bezpodrednis préb, w ktérych przepro-
wadzono badania nad bilotransformacjs antracenu i oznaczano

antracen jak w p. 4.1.2.5.

“twérczego dziatania produktéw
pobiodegradacyjnych antra-

cenu

¥ badaniach zastosowano test Ames a w ukladzie analo-
glcznym jak w badaniach nad obecnoécla potencjalnych mutagennych

i rakotwérezych skiadnikéw wody rzeki Oawy /p.4.1.1.2/
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%.1.4.4.2. Badania nad biotransformacjs antra-
cenu z zastosowanlem czystych
szezepdw bakterii wrazliwych i opor-
nych na wysokie stezenia tego

zZwigzlu.

Hodowle prowadzono w warunkach statycznych z ciagiym
mieszaniem. Zastosowano szczep {3;/1:-/,I jalko majacy zdolnosé
wzrostu z wykorzystoniem antracenu jako jedynego <rédia
wegla 1 energli i szczep 37, ktéry nie ﬁosiadal te] zdolnoé=-
ci. Do hodowli zastosowano podloze mineralne zawlerajace
1162] 0,3 4 1,2 mg/dm> antracenu. W tych samych warunkach
provadzono’ préby kontrolne =z zastosowgniem glugozy Jako
substratu energetycznego 1 préby majace ustalié ewentualng
chemidegradacje¢ antracenu. .

W czasie trwanla do$wiadczenia prowadzono nastepujace
badania:
-~ okresSlenie przyrostu bakterii metods ptytkows po czasie
0, 7 i 14 aéb.
- okreélenie aktywno$ol oddechowe] szczepbédw po czasie
0, 7 1 14 aéb.
- okres$lenie mﬁtagennego i rakotwérczego dziatania produk-
téw pobiodegradacyjnych anfracenu po czasie 7 i 1k asn.
- préby ustalenia szlaku metabolicznego antracenu u bakterii

3

Hodowle prowadzono w objeto$ci 500 cm”. Do podioza

wprowadzono wgglowodér w odpowiednim stezeniu w objetodci
3

1 om” wodoru acetonowego. Préby zaszczepiano zawiesing

bakterili w objetosdeci 5 cm3 o ekstynkecji E550 um SZOZepu g?

1,6 1 g/4/, 1,25.
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%.1.4.%,2.1. Okreélenie przyrostu bakterii
metoda plytkowsg Kocha.

W badanlach zastosowano podioze mineralne z 0,5% glukoza.
Odpowiednie rozclericzenia prdéb posiewano zalewajgoc 1 cm3
préby 10 cm3 podioza o temperaturze 4500. Odczytu dokony-

wano po 72 godzinnej inkubacji w temp. 2070

ho1.4.4.2.2. Okreélenie aktywnodci oddechowej
szczepdw & i g/4/1 metoda ma=-
nometryczng Warburga w czasie

‘bilotransformacji antracenu.

Do badaii pobierano mikroorganizmy z hodowli w objetoscdi
100 cms, odwirowywano i przemywano dwukrotnie buforem fos-
foranowym 0,05 molowym o pH 7,0, zawieszano w 5 cm3 buf oru,
po czym ustalano ich ekstynkecje na poéiomie Byxo pm = 110¢
V badaniach zrezygnowano z prdéby blanc, natomiast kazda z préb
substratowych miala swdéj odpowiednik w prébie na oddychanie
endogenne, Wypeinienie naczynek i warlanty préb byly analo-
glcozne do przedstawionych w punkcie 4.1.4.3.

b.t.4..2.53. Okredlenie mutagennego i rakotwdr-
czego dzliatania produktéw pobio=-

degradacy jnych antracenu.

Do przeprowadzenia testu Ames “a uzyto odmniennego zestawu
szczepdw Salmonella typhimurium -UTz. W miejsce szczepu
S.typhimufium TA 1535 wprowadzono szazep S. typhimurium TA 97
o genotyple his™, rfa, uvr BfR._W-teécie postepowano zgodnie

z wetodyks podany w punkeie 4.1.1.2.
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A}

4.1.4.4.2.%, Préby ustalenia szlaku metabolicz-
nego antracenu u bakterii.

Préby hodowlane nad biotransformacja antracenu, w objetos-

3

ci 500 cm3 ekstrahowano trzykrotnie porcjami po 50 cm” eteru
etylowego. Polaczone ekstrakty eterowe suszono bezwodnym siar-
czanem sodowym, 5S¢ Cwono i odparOWywano.do sucha pod préznig

w temperaturze nie przekraczajgce] 30%¢c. Suchg pozostaiosé

3

rozpuszczano w 5 cm” metanolu i analizowano metods wysoko-
sprawvne] chromatografii cieczowej. Stosowano chromatograf
zlozony z pompy Dupont model 410, dedektora _UV ze zmienng
diugoscig falli produkcji Zakladu Chemil Fizycznej PAN w
Varszawie. Stosowemno kolumme diugo$ci 25 cm, o przekroju
wewnegtrznym 0,5 cm,'w ktérej faze stacjonarng stanowll Zor-
bax ODS, za$ fazg ruchomg mieszanina metanolu i wody w stosun-

ku objetoSciowym 85:15. Chromatogram rozwijano w warunkach

izokratycznych.

h,2, Wyniki
4.2.1. Charakterystyka zlewni rzeki Otawy od Zrédel
do ujecia powlerzchniowego i opis terenu

badan

Zlewnia rzeki Otawy od #réde: do ujecia powlerzchniowego
zajmuje 74096 ha, z czego 69733 ha obejmuja grunty orne,zas
17740 ha lasy. Wiekszo$é miast zmajdujgcych sie na terenie

zlewnl posiada oczyszczalnie sSciekéw, jednakze czesto



przecigzone radunkiem zanicczyszczeid /Zigbice, Strzelin,
Ilenrykéw, Przeworno/. W miedcie Oiawie pémimo istnienia
oczyszazalni czesé Sciekdéw komunalnych odprowadzana jest
kanallzacjg deszczowg i rowami melioracyjnymil. Oczyszczalnl
nie posiadaja mlejscowoécl VWigzdédw 1 Siechnica, a $ciekil

z szamb lokalnych odprowadzane sg do Olawy kanalizacjg desz-
czowa . .

Obszar zlewni pokryty Jest sieclg drdg paiistwowych
utwardzonych i linii PXP [147] .

Do szczegblnie niebezpiecznych Zrddeil zanleczyszczenla
chemicznego wéd rzeki.01awY nalezg Huta 1 Elektrocieplownia
Siechnice.

W Hucle Silechnice z rudy chromowej wytaplany Jest ze= -
lazochrom. Produktem ubocznym jest wywozony na haldy, zlo=
kalizowane w poblizu ujecia MPE&K, zuzel chromowy. Transport
zuzlu Jjest suchy, zraszany Jjest tylko sam zsyp na halde.
Zuzel Jjest lotny i pokrywa teren zakiadu oraz przylegie
tereny wodonoéne.

Elektroolepiownia Siechnice nie odprowadza do rzekl Sclekéw,
gdyz kraza one w obiegu zamknigtym. Na terenle Elektrociep-
towni znajduje si¢ zuzlowiskoy gdzie odprowadzane sg
odpiywy z wymiennilkdéw, =z odﬁulania reaktordéw oraz piuka-
nia filtréw zwirowych.

Odpady pobrodukcyjne Huty i IFlektrocieplowni Slech-
nice mogg przedOStawaé sie¢ dolwody powierzchniowej droga
infiltracji, splywdw % opadaml atmosferycznymi, a takze
opadéw pyléw. Najgrosniejsze z nich to zwlazki chromu oraz

weglowodory aromatyczne, alifatyczne, a takze metale cilezkie.
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Brak roélinnego pasa ochromnego wokdéi Iuty Siechnice 1 Elek=-
trocieptowni Czechnica, a takze wokdé: terendw wodonoénych,
sprzyja przedostawaniu si¢ zanieczyszczed do wody rzeki
Ortawy, a talkze rozprzestrzenlanie si¢ pyXéw na caly obszar
.wodonoény. Ponadto w nieduzej odlegloséci przebilega droga
szybklego ruchu w kierunku Opola.

Stanowilsko badaAwcze wyznaczono w odlegtoscl okolo
200 m ponizej ujecia wody przez MPWiK Wrociaw na wysolkosci

hatdy zuzlu pochromowego IIuty Siechnice.

h.2.2. Wystepowanie wielopierécieniowyoh weglowodo=-
réw aromatycznych w wodzie rzeki Orawy w cyklu

rocznym.

Dopuszczalne stezenie szedciu wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych w wodzle tj. benzo/a/pirenu,
fluorantenu, benzo/k/fluorantenu, benzo/b/fluorantenu,
benzo/ghi/perylenu i indenopirenu okreéla norma Swiatowej
Organizacjl Zdrowla. Sumaryczna zawartos$é objetych normg
WWA nie moze przekraczadé 200 ng/dn:3 Jub 5 ng/dm3 dla
benzo/a/pirenu.

Otrzymane na ten temaf Wyniki wskazujg, iz w wodzie
rzekl Olawy warto$ci te byly =znacznie przekroczone /ta-
bela 20/. Sumaryczna zawarto$é oznaczanych WWA objetych
normg WHO wahala sie dla wody powlerzclmiowej w granicach
od 368,7 do 1587,0 ng/dmz, dla wody nadosadowej od 418,7

do 1597,k ng/dms, a wigc od wartoéeci dwukrotnie przewyzszajace]
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norme, do warto$ci przewyzszajacej Js prawie odmiokrot=-

nie.

]

Stezenle benzo/a/pirenu, uwazanego za najbardziej

- niebezpieczny dla zdrowie zwigzek, ustalone przez Swia-

towag Organizacje Zdrowia na 5 ng/dmj)wynosilo w badane]

wodzle od 12,5 do 55,2 ng/dms, a wieec przewyzszalo nofmg
od dwu-do jedenastokrotnie, w wodzle nadosadowej od 11,9
do 96,5 ng/dma. Przekroczenie wynosilio od dwu= do dzie-

wlietnastokrotnego.

Pozostate WWA nie sg objete normg WHO, niemniej
Jednak bardzo wysokle stezenia antracenu stwierdzone w wo=
dzie rzeki Oiawy w bobliﬁu ujecia wodociggowego,wydaje sig
nlebezpleczne. Z druglej strony wskazuje na powazne zanie-
czyszczenie 1 niewlas$ciwg ochrong tej rzeki.

Viadomo bowiem, Ze wielopierd$cieniowe weglowodory
aromatyczne nalezg do zwiazkédw oddzialywujgcych szkodliwie
Juz w bardzo malych dawkach, a wiele z nich poprzez swoje
mitagenne i1 rakotwdércze dzilalanie nalezy do szczegdlnie nie-
bezpiecznych dla zdrowia zanieczyszczeh. Ponadto stwierdzo-
no, iz niekancerogenne weglowodory takie Jak fluoranten,
piren czy chryzen tworzs na drod?e biotransformacji me=-
tabolity posiladajgce wlasnoébi mutagenne i rakotwdrcze.
Wspomniane tu czynniki jak i zaobserwowane tak znaczne ste-
zenia WWA # wodzie rzeki 61aWy nabierajs szczegbdlnego zna-

czenia wobec faktu ujmowania tych wéd do celdw wodociggo-

wych.
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1loié wivlopierddieniowych vgglovodoréw aromatyoznych w prébach wody yzoki Olawy

[¥]

“Uocn el

nodosndota

Loda

Dot Dadano '1;19;01:101'-5'0101:10‘«.'0 Vvgglovodory ©rumutyowno [n(_‘,‘/dmj]

pebord bonzo/a/ | fluoran- | bonzo/k/ | bonzo/b/ | benzo/ghif indeno= Suma antracen

prab plren ten fluorun=- fluoran- perylen plren

tun ten

111“19¥¢ 12,5 206,2 22,5 J0,0 hs,0 52,5 368,7 150,0
vooagu2 3,2 1110,5 01,2 12,5 18,7 92,5 1567,0 hoy,7
v 1062 brok rowdziolu — Snm— e
Vi 1982 55,8 308,2 98,4 90,0 139,7 14,2 772,7 27344
I 19u2 17,8 243,7 15,0 30,6 60,6 52,5 19,2 43,7
w1902 21,9 6h6,9 21,2 34,8 78,7 56,2 855,7 Hi75,0
| 1969 25,0 585,3 32,5 nb 08,1 71,2 Bo2,1 3812,0
'L auby 17,5 375,0 18,75 nb 69,4 61,2 5h1,85 2025,0
ILL 1982 Le,7 51,2 90,0 ’i97,5 367,5 312,5 1597, 266,7
v a2 brak roedzialu e —
v 1902 06,2 693,7 71,2 125,0 225,0 175,0 1956,1 74,7
VL 1982 96,5 761,7 57,2 151,6 258,5 219,08 15h5,9 20699,2
VIL 1902 25,0 285,9 ko,o0 ‘58,7 103,1 80,0 592,7 312,5
VLLT 1982 25,0 234,13 30,0 55,0 118,1 100,0 562, 4 Why,7
IX 1902 11,9 215,6 20,0 35,6 35,6 35,0 bik,7 h8,7
e 1982 16,25 215,6 20,0 40,0 67,5 67,5 426,85 2387,5
XL 1982 25,0 609,4 25,0 45,% _88,12 67,5 860,52 5250,0
L 1983 66,1 745,3 L8,7 nb 294, 4 245,0 1356,5 5062,0
1L 1983 19,4 L73,2 23,7 nb 76;9 61,2 ; 65h,4 2700,0
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.2.3. Wystepowanie zanieczyszcze:l o charakterze

mutagennym i rakotwdrczym w wodzie rzekil Oawy.

Wode do badari nad mutagemnymm i rakotwédrczym dziata-
niem skiadnikéw w niej zawartych pobrano wielokrotnie.
W pierwszym terminie pobrano wode z rzeki Olawy na wysokosci
haldy zuzlu pochromowego i najblizszego stawu infiltracyj-
nego. W kolejnych terminach pobrano wode powierzchniowvag
i nadosadowa 2z trzech stanowisk na rzece Otawle tj.:
- bezpos$rednio przy ujeciu powierzchniowym wody dla
miasta Wroctawia /stanowisko 1/,
- na wysokoéci hatdy zuzla pochromowego huty Siechnice
/stanowisko 2/,
- powyzeJ jazu na rzece Oiawie /stanowisko 3/.
W ostatnim wariancie do$wiadczen zastosowano cyklohek-

sanowe ekstrakty wody rzeczmej w réznych rozcierniczeniach.
h.2.3.1. Ustalenie warunkdéw testu Ames a

Duzym utrudnleniem byXo otrzymanie wody w jej peinym
i niezmlenionym skladzie chemicznym, a jednoczednie uzyska-
nie JjeJ calkowitej sterylnoéci._foniewaz nie mozna bylo
w tym przypadku stosowadé sterylizacji termicznej zdecydowa-
no sie uzyskaé stan peinej jalowoéci wody metodg filtracji.
Filtracje prowadzono z zastosowaniem filtréw membranowych
Sartorius 0,01 nm i filtrdéw azbestowych 6 CMS DIA. Jedynay
skuteczng 1 mozliwg do stosowania metoda sterylizacji wody

okazata sile filtracja z zastosowaniem filtréw Seitza z sgcz-

kami aztestowymi 6 CMS DIA,
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Po ustaleniu metody sterylizacJi wody przystgpiono do
okredlenia statej liczby bakteoril szczepédw testowych Salmo-

nella typhimurium LT2. W tym celu hodowle bakterii, po inku-

i
g
bacji na bulionie i po odwirowaniu)zawieszano w roztworze
fizjologicznym tek,by otrzymaé =z posiewu 108 kolonii balc=-

terii na pitytce, co réwnato sie E 0,05.

550 nm
Dla stwierdzenia ecwentualnego mutagenmnego i rakotwdr-

czego dzilaltania skladnikdéw wody =zastosowano najwyzszé dopusz=

czalnag w teécie Ames ‘a objetosé badanej préby tj. 0,5 cms.

Za$ ekstrakty wody wprowadzano w DMSO w objetoseci 0,1 cm3.

¥

4.2.3.2. Badania metoda Ames a préb wody =z
rzeki Oiawy.

Przed przystapileniem do wtas$ciwych badaii wchodzgcych
w zakres testu Ames a przeprowadzono, zgodnie z zaleceniem
autora, kontrole cech genetycznych testowych szczepdw
Salmonella typhimuriun I;Tz. /tabela 21/.

W nastegpnej kolejnoéci wykonano test Ames ‘a na wodzie
z rzeki Olawy 1 stawu infiltracyjnego. Wynikl przedstawlono
w tabeli 22. Jak widaé, sposéréd badanych préb wodyspodwyzszo-
ng dwukrotnie rewersje do prototrofii, $wiadczgcg rdwnoczes-
nie o wyniku dodatnim, stwierdzono w przypadku wody rzekil
Otawy w stosunku do szczepu S.typhimurium TA 98. Pozostale
préby daty wyniki negatywne.

W dwéch kolejnych seriach zastosowano wode rzeki Olawy,
pochodzgcg z trzech wyznaczonych stanowisk badaweczych, po-
brang.w maju 1981 r. /tabela 23 i 24/ i listopadzie 1981 r.

/tabele 25 i 26/.



Tabels 21

Cechy genetyczne szczepdw testowych Salmonella typhiouriwia LT, uzytych do badal
) ¥ DR et » ” . AR :
T secie Wywaganie na L-histydyne Obecnosé Obecno$é Obecnosce 8redni sto-
i tmp =z rfa mutacji R-czynnika | uv3 delecji | nied sponta-
= 3 BN nicznej re-
E histydyna biotyna wersid . c,
i + biotyna J
B it e +++/7 - 1om/ + : 15,5 + 2,3
1 TA 100 +44 —- +++/r 1 cm/ - + 99,1 + 2,1
TA 1535 = ——- +++/r 1 cu/ - + 13,0 + 2,0
TE 1537 +kt —— +++/T 1 cm/ - + k,o + 2,0 !
-—
o ©
TA 1538 S — +++/r 1 cn/ - + 99,3 + 4,0 o
1
+++ dobry -==~ brak r—- promien /+/= dobry| /+/ brak
: wzrost wzrostu strefy zZahamo4 wzrost w o4 wzrostu
r ! wania wzros- | becnodci po naswie-
tu ampicyliny | tleniu
/=/ brak promie-
wzrostu w nismi UV
obecnosci :

anpicyliny




wody z Oiawy,

Tabela 22 Iloéé rewertantow do nrototrofii Salmonella typhimmriuxn LT

i stawu infiltracyjnego

~
=

Do wWpiywem

\ re s ‘
Nr testowego Srednia warto$é rewersji
szczepu
ialm?nell.ta Lontrola Woda = Oawy Voda zZe stawu
MO sponteniczne j na wysokos$ci infiltracyjnego
revers ji hatdy zuzla na wysolioSci
pochronmowego hazdy zuzlu po-
chroumowego
TA 98 27,8 + 7,0 73,4 + 8,88 31,% + 5,8
TA 100 72,2 + 10,3 85, + 7,9 9k,0 + 8,4
TA 1535 6,8 + 2,2 9,0 + 0,4 2,k + 1,4
" TA 1537 6,2 + 2,3 D #9% 0545 5,8 + 1,4
TA 1538 7,4 + 1,5 12,8 + 1,8 8,8 + 1,8

McGgre



Tabelz 23

Ilo$¢ rewertantédw do prototrofii Szlmonella typhimurium LTZ podé wpnivwem
wody rzeki Olawy /5.05.19861 r./
Numer Srecnia wertosdé rewers id
:;z;ggigo Lontrola ‘Stanowisko 1 Stanowisko 2 Stanowisko 3
spontanicz-
ialﬁggﬁiiim neg rewer- woda po- woda woda woda woda . woda
yp sji wierzchnio- nadosa- powierzch- nadosado- powierzch-} nadosa-
wa dowa niowva wa niowa- . dowa
Ta 98 5,0x2,0 6,4+1,3 8,5+3,25 7,7+h,2 11,25:7,8] 24,3+9,7 | 10,25+3,75
TA 100 23,25+4,25 Lh,75+2,25 35,7+16,9 31,0+12,6 31,5+8,75 19,0+5,0 29, 3+h4,36
TA 1535 }2,641,9 k,2x1,6% k,2+2,28 | 1,821,04 3,5£0,5 5,5£1,75 | 3,240,96
TA 1537 2,6+0,8 1,2+1,0k 3,5+1,25 3,5+0,75 2,6+1,12 2,k+1,16 |2,8+1,36
J .
TA 1538 3,2+2,6 16, k44,8 4,0+k,0 7,33+1,76 9,0+k%,8 5,5+%,0 15,0+10,0

0wl



Tabela 24 -

Tlosé rewvertantdw do prototrofii Salmonella iyphinurius L‘l“2 w obe

/5.05.1981/

mieszaniny S-9 pod wpliywem WoGy

-~

zelzi Oiawy

cCoaosel

Nr testowego
szczepu Sal-

Srednia wortodséd

LA

rewersji

monella Kontrola Stanouisko 1/ujecie/| Stanowisko 2 /hazdz/ Stanowisico 3/jaz/
typhimurium spontanicznej
reversji roda poO=- woda Jwoda po- woda woda po- woda
' wierzcha. | nadosado~- |wierzch- nadosa- | wierzch=- nadosa-
niowa wa niowa dowa nioswra dowa
TA 98 h7,7516,0 h5,0112,0 60,335,1 65,632,#6 80,534,25 61,0+6,0 236,6131,&
TA 100 42,4411,52 32,5+2,5 | 58,75+3,25935,4+3,52] 3€,0+11,2] 55,25+9,2:]494045,5
TAa 1535 10,7541,75 9,6+k,2 10,25+3,2510,5+2,5 8,4+1,92 | 14,0+1,5 |7,7522,13
TA 1537 6,8+1,4h 3,0+0,5 10,0+0,7 [10,8+3,36} 5,%+0,48 |7,4+2,88 |[13,0+2,0
TL 1538 25,3+2,9 2&:25;!'_3388 22:313t1 143’0_'!'_536 118, 7_‘_"_11'3:5 16,5,'_"_3*:5 18’75;5‘_3:25

= Re). -



Tabela 25

TIio$é réwertentéw do prototrofii Salmonella typhimurium LT,

wody rzeki Otawy /319.11.1981 r./

.

PoOG wWroIvivem

Nr testo-

Srednia wartos$é rewersji

wego SZCZC-

pu Salmonel ‘Kontrola Stanowisko 1 Stanowisko 2 Stanowisko 3

la typhimu- sponta-

rium nicznej Woda po=- woda woda po- woda woda po=- woda

rewersJji wierzch- nadosa- wierzch- nadosa- wierzch- nadosa-
niowa dowa niowa dova niowa dowa

TA 98 13,8+1,04| 22,6+5,9 18,15+5,25] 18,0+4,8 | 20,6+4,08 16,6+5,3 | 1k,75:k,2
TA 100 128,Lk+5,0k | 176,8+25,5 206,0+24,5 |123,2+23,04157,2+10,16{158,0+4,5 |169,2+7,0k
TA 1537 10,2&1,&# 13,hi3,32 12,0+3 15,233,@# 16,640,338 8,2+2,32 7,232-6&
TA 1538 6,512,5 9,0+1,2 9,25+1,62) 10,6x1-52| 10,0+3,0 6,75+1-25] 5,5+3,25

=Bk ™



Tebela 26

Tlo5¢ rewertantdw do prototrofii Salmonella typhimurium j_.’.-"‘z W obecnodsci uiieszaniny
S-9 pod wpilywem wody rzeki Oawy /10.11.198 '
Numer tes- Srednie wartos$ci rewversji
towego
sZczepu [lontrola Stanowisko 1 Stanowisko 2 Stanowisko 3
Salmonella |spontanicz-
typhituriuig nej rewers-4 woda po- woda woda po- woda wwoda po- woda
ji wierzch~ nadosa- wierzche nadosa=- wierzch- -nadosa=-
niozfa dowva niowa dowa iowa dova
TA-98 59,0+1%,6 %1,6+9,9 Pp2,4+11,04 77,75321,25 52,6+16,08 52,25+35 5k,5+18
l
T4 100 98,0+16,0 . [150,0+16,25 P0,0+9,6 [156,25+23,88| 155,5+19,23/105,0+24,4 |85,0+11,2
TA 1535 [61,5+17,25 || 48,2+20,44 B8,5+16,5 | 2%,5+14,75 | 43,0:11,5 pR9,25211,12|L7,3+1k, 1
TA 1538 [23,66+8,6 70,25+22,15R6,0+10,5 | 41,4+6,28 | 92,0+15,6 [6,0+10,66 }18,2+2,84

gy
L 7]
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Stwierdzono, ze woda powierzchnlowa pobrana w maju
1981 r. dala wynik pozytywny na stanowisku 1 u szczepbw
Salmonella typhinmurium TA 100 i TA 1538 oraz na stanowisku
2 u szczepu S.typhimurium TA 1538 i na stanowisku 3 w przy-
padku szczepdw S.typhlmurium TA 98 i TA 1538.

Révmiex woda nadosadowa pobrana ne stanowlsku 2 i 3
data odpowiedz Swladczgcag o obecno$ci skiadnikéw o charal-
terze mutagennym przy zastosowaniu szczepdw S.typhimurium
TA 98 i TA 1538. W celu stwierdzenia obecnoScl zwigzkdéw
wymaga jacych metabolicznej aktywacji, wykonano test z zas=-
tosowaniem frakecji mikrosomalnej watroby szczurdéw /tabela 2k/.
Okazato sie¢, ze woda nadosadowa indukowata co najmniej dwu-
krotnie wyzsza od spontanicznej rewersji do protot:ofii w
przypadku stanowiska 2 u szczepu S.typhimurium TA 1538 i
stanowiska 3 u S.typhimurium TA 98. Przy zastosowaniu wody
powlerzchniowej nie stwierdzono podobnego efektu.

Natomiast w te$cio Ames’a wykoﬁanym na wodzie powierz-
chniowej i nadosadowej pobranej w listopadzie 1981 roku ,
stwlerdzono w wlelu przypadkach bardzo wyraZnie podwyZszo-
ng rewersje do prototrofii z zastosowanych szczepdw Salmo-
nella typhimurium.LTé /tabela 25 i 2G6/. Otrzymane wyniki
nle pozwalajs wprawdzie Jjednoznacznie wypowiedzied sie
na temat obecnosci w wodzie skiadnikdéw o potencjalnym mu=-
tagennym czy rakotwbdrczym dziaianiu, jednakze wskazuja
na istotng aktywnos$é biologiczng badanej wody. Na podstawie
wezesniej przedstawionych wynikéw mozna przypuszczad, iz

w momencie poboru wody do bada’ ,stezenie wielopierécieniowych
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weglowodoréw aromatycznych nie byio dostatecznie wysokie
do wywolania co najmniej dwukrotnie wyzsze] od spontanicz-
nej rewersji do prototrofii.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzié,se w wodzie
rzekl Olawy znajduja sil¢ zanieczyszoczenia chemiczne ma-
Jace potencjalne dziatanlie mutagenne i rakotwércze.

Vydaje sie, iz test Ames’a, opracowany do okredlania mutagen-
nego 1 rakotwérczego dzialanla zwiqzkéw‘ehemicznych, moze

byé stosowany do bezpoéredniego badania wdd. Mozliwosé pb-
minigcia takich zabiegdéw metodycznych jak ekstrakcja okres-
lonej grupy zwigzkéw, umozliwia uwzglednienie w tescie
inkorporacji piytkowej badania peinego spekirum zanleczysz-
czen wody. W tak przeprowadzonym teécie uwzglednia sie
ponadto synergistyczne bada antagonistycine oddzialywanie

zanleczyszczen.

k.2.3.3. Badania nad obecno$cia w oykloheksano-
wych ekstraktach wody rzeki Olawy
sktadnikéw o potencjalnym mutagennym
i rakotwérczym dzialaniu.

W celu okréélenia rodzaju zwiagzkéw wywoiujgcych wyniki
dodatnie w rewersJi do prototrofii auksotroficznych szcze-
péw Salmonella typhimurium LT2, przeprowadzono ekstrakceje
cykloheksanem w kierunku wyeluowania z wody wielopier-
$clenlowych weglowodordéw aromatycznych.

Tabela 27 przedstawia wynikili testu Ames ‘a wykonanego

na ekstraktach wody rzecznej ze stanowiska 1. ¥V przypadku
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wody powlerzchniowe]J uzyskano wynik dodatni rewersji szcze-
pu S.typhimurium TA 98, natomiast podwyzszone wartosSci
rewversji zanotowano u szczepdw S.typhimurium TA 100

i TA 1535. Ekstrakty wody nadosadowej wywoilaly u szczepu
S.typhimurium TA 98 podwyzszong rewersjeg, Jjedmak nie w ta=-
kim stopniu , by mozna byko w peini uznaé to za wynik do-
datni.

Tabela 28 przedstawla wynilki testdw na ekstralctach
wody pobranej na stanowisku 2. Wyniki docdatnie zaobser-
wowano u szczepu S.typhimurium TA 98 na skutek dzialania
ekstraktédw wody nadosadowej. Natomiast ekstrakty wody po=-

'

wierzchniqwej podwyzszajg rewersje szczepu Salmonella typ-

himurium TA 98, jednak nie na tyle , by mozna jg bylo zakwalil-

J
fikowad Jako wynik pozytywny.

Ekstrakty wody pobranej na stanowisku 3 nie dawaly pozytyw=
nej odpowiedzi /tabela 29/.

Otrzymane pozytywne wyniki testéw Ames’a z zastoso-
wanliem cykloheksanowych ekstraktéw wody rzeki Olawy na
stanowlsku 1 i 2 pozwalaja sgdzié, iz juz W 100 om> wody
znajdowala sle wystarczajgca iloéé wielopilerscieniowych
weglowodordw aromatycznych do wywolania mutacji i co
zostalo potwlierdzone, potencjalnego rakotwdérczego dziala-
nia.

\

Jakkolwlek nie we wszystkich przypadkach uzyskano
wyniki pozytywne,jednakze ogdlnie mozna stwierdzié, iz
zanleczyszczenle wielopieré$cieniowymi wegglowodorami aro-

matycznymi wody rzekl OXawy bylo bardzo wysokie, a wynika-

Jace z tego faktu konsekwencje moga byé bardzo powazne.



Tabela 27

wody rzeki Olawy na stancowisku 1-

Ilosé rewertantéw do prototrofii Salmonella typhimurium T.-'J'.‘2 w obecnosci mieszaniny S-9 pod wplrwen castralitow

B e —

= tes-

e e S3rednia wartoséé rewersji
;::::I:“ EKontrola ekstrakt ekstrakt ekstrakt elistrakt ekstrakt elstrakt ekstrakt ekstrakt
nella :g::;:; U 100 m3 wody 50 cug wody 25 0m3 wody 12,5cm3 wody 100 c==3 wody 50 c::3 wody 25 cm; wody 12,5 c::|3 wody
t - i
m?:t“‘:u wers ji ;\04 g w «:roda-l wodl? ww& W OdA dﬁ-od'ﬁ OO

: pov. pod oM. mad s nad - manos. o0l
TA 98 62,75_4;5,75 95,0+22,5 138,5+17,5 119,0+11,2 111,75+10,12 102,8_4_-?,3 11-’4,6--._9,2 115,012,& 122,0_-:21&,8
TA 100 [125,2+49, Uk 201,842, 4 210,4435,68 236,0423,2 174,75+27,62 183,6+31,9 176,0+13 182,6131, 12 191,0432,8
TA 1537 [102,25+11,125 138,67+10, 54 130,33+14,2 117,67+7,66 109, 334+5, 1 113,5447,84 105,2+11,2 111,0+17,5 107,4+8,88
TA 1538 |} 105,048,66 65,4+6,16 70,8+11,04 64,849,36 79,049,2 139,2413,4% | 101,6+11,08 114,0+15 110,0+6,5

= CCL =



Tabela 28

Tlosé

wody rzeki Olawy na stanowisku 2

revertantéw do prototrofii Salmonella typhisuriun LT, W obecnosci mieszaniny S-Y% pod wnirion chistralkitow

.

nr tes- S3rednia warto$é rewersji

towego

sZczepu - = .

iﬁ;:-- :onyz:i:jsgzn_ Yoda powierzchniowa woda nhadosadowa

ty-pbi- g ekstrakt ekstrykt elisirekt eks trz:l;%t : elistnoakt clkstrpkt ekstrakt eistralkt
marium 100 cm3 vody 50 cm”’ wody 25 cm” wody 12,5 cm~ wody 100 cu”’ wody 50 cwm” wody 25 cm” wody 12,5 cu”’ wody
TA 98 62,75+5,75 114,5+18, 64 66,0+21,5 52,5+5,36 65,0+13,6 129,25+10,25 106,6+4,22 111,5+16,5 9%,5+3,75
! . Tl
!'TA 100 125,249, 44 96,246, 45 ©0,75+2, 375 106,049,0 107,0+11,0 116,25+6,25 10C,0+13,0 73,75+8,43 106,5+15,5

Ti 1537 102,25+11,25 151,75+12,25 104,25+17,75 98,5+10,0 97,2+12,16 69,75+12,13 136,75%6,25 140, 448,48 125,8+5,96

|
T4 1538 105,048, 66 63,75+1,625 126,0+16,8 126,0+11,5 165+30,06 156,0+6,0 126,0+16,4 © 149,6+15,08 114,2412,16

- f;ff I
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Woda rzeki Oiawy ujmowana.jest do celédw wodoclggo=-
wych, a zatem po procesach uzdatniania stanowl Zrédio
wody pltnej dla miasta Wroclawia. Stosowany cigg technolo=-
gliczny obejmuje m.in. takile procesy jak chlorowanie i oZo-
nowanie, ktédre powinny usungé z wody badane zwigzki zanie-
czyszczajJace. Jednakze skuteczno$é chlorowania 1 ozonowania
.zaleﬁy od wielu czymmikdéw, do kidrych nalezy m.in. ogdlny
stan zanieczyszczenla i zastosowana do niego odpowiednia
dawka utleniaczy. Stan zagrozenia zdrowla ludnofcil moze
wystgpié zwlaszcza w sytuacjli awarii urzgdzen uzdatniajg-
cych. Moze to pociagnaé za sobg nieodwracalne skutkil, gdyz
wywolanle zmian mutacdyjnych prowadzgcych do transformacjil
nowotworowej nie zalezy od czasu ekspozycjli organizmu,
a czesto wystarczy Jedynie jednorazowy kontakt ze zwigzkamdi
inicjujgecyml ten proces.
Stgd tez, konieczna jest ochrona wody powierzchniowej
1 stata Jej kontrola w kierunku obecnoéeci WWA, przy jed-
noczesnym kontrolowaniu wody uzdatnionej. Ponadto naleza-
Zoby wprowadzié badania biologicznej aktywmosci w kilerun-
ku transformacjili nowotworowej peinego spektrum zanieczysz-
czeri. Postulat ten mozna speinié stosujagc test Ames ‘a
wykonywany bezposSrednio na-wodzie z pominigciem jeJ

ekstrakeji.



Tabela 20

Ilo3é revertantdw do protetrofii Salmomella typhicmriues

ckstraktowv wody rzeki Olawy na stanowisku 3.

LT, ¥ obecno=ci

vieszaniny S=2 pod wnlywex

Yrednia wertodd reversji

Nr tes=-

towego Zontrola Voda puivierzchniows Todz nadosadoro

e sponta-
i:i?:' nicznej elcstrakt exstralt chistrakt clistrakt exstrakt : elistrakt elistrakt ekstraxt ]
typhimm- DEEES 9% 100 cw’ wody 50 a3 wody 25 cm- wody 2,5 cm3 wody 100 cmj wody | 50 e3” wody 25 cmj wody 12,5 cu3 wody
rium

Ti 98 | G64,75+18,25 56,2+9,84 69.6+7, 36 66,4+11,32 55,25+8,25 69,7543,375 69,2411, %4 46,5+8,75 60,25+12,75
TA 100 | 129,17+25,83 | 132,8+18,56 T 118,049,5 157,449, 36 123, 4+12,48 162,0+15,0 125.25+46,75 | 133,7+13,75 160, 4+10,72
TA 1537 96,4+13,12 58,75+3, 375 j65,513,25 73,33+14, 5443 Lo, 8+4,6% 92,4+21,84 01,4+12,8 62,2+11, 84 54,046,4
.. v 1
T4 1538] 65,6+6,88 76,246, 96 65,542,875 70,046,0 63,0+4%,0 61,5+7,4 66,8+3, 44 49,0+6,0

51,8+6,56

- gc‘ c .
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4.,2.4, Badania nad interakeja naturalnej mikro-
flory wody a wybranymi wielopilersécienio-
wymil weglowodorami aromatycznymi.

Hzadémna oddziatywanio wielopierécienioﬁych weglowodo=
réw aromatyocznych i‘mikroflory bakteryjnej polega z jodnej
;trnny na inicjowaniu przez WWA zmiennosci u bakterdii, a =
drugiej strony na blochemicznym rozkladzie WUA przes balk-
terie. :

Zmiennos$é -~ jak przowidywano - dotyczyla réznej wrazli-
wo$cl mikroflory naturalnej na okreslone stezenie tego sa-
mcgé weglowodoru, Jjak rédwniez na obecnos$é innych VWA,

To réznidowanie mikroflory mialo w warunkach natural-
nych co najmniej dwojakiego-rodzaju sltutki, a mianowicie
- obecne v wodzie WWA byly prawdopodobnie czynnikiem selelk-
cjonujacym naturalny skiad mikroflory przez eliminowanie

lIub ograniczanie rozwoju form wrazliwych na idh dzialanie,

- selekcja biocenozy wywlerala z kolei swéj wplyw na
proces samooczyszczania wody w rzece.

Dla potwlierdzenia tych przypuszczel przeprowadzono ba--
dania nad wrazliwvoécig naturalnej mikroflory wody rzeki
Olawy na badane WWA,w cyklu roocznym. Zebrany materilal
posluzyl nastepnie do wyprowadzenia czystych kultur bakterii
wrazliwych i opornych, ktérymi posiugiwano sie¢ w dalszych

badanliach.
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4.2.4.1. Badania nad rézng wrazliwo$cig mikroflory
rzeki Olawy na wybrane'wilelopiers$cieniowe

weglowodory aromatyczne w cyklu rocznym.

Mozliwo$é wzrostu naturalnej mikroflory wody powierz-
chniowej i nadosadowej w obecnoéci wzrastajgcych stezeil
benzo/a/pirenu, antracenu, fluorantenu, acenaftenu i naf-
talenu, a takze wykorzystywanle ich jako jedynych Zrddel
wegla 1 energil jest dowd&em oporno$ci drobnoustrojéw na
ich szkodliwe dziaXanie oraz posiadania odpowiednich en-
zymbéw, dziekl ktdérym mptliwe Jjest wykorzystanie WWA jako
substratow.

Na podstawie przeprowadwonych badaii ustalono, iz za
bakterie oporne na dziatanie WA mozna uwazad te, ktoére
majg zdolnoéé wzrostu wobec stezel benzo/a/pirenu, antra-
cenu, fluorantenu, acenaftenu i naf talenu stosowanych w
stezenlach przekraczajgcych ich naturalns rozpuszczal-
no$é w wodzie /tabela 16/.

W badaniach zastosowano dwa podiloza mikroblologlczne -
- podloze agarowe i podioze mineralne.

Ogélna liczba bakterii =zardéwno w wodzie powlerzchnio-

we]J Jak i nadosadowej ulegaia w cyklu rocznym do$é znacz-
nym wahaniom /fys. 17/. Najmniejszg liczebnoéé mikroflory
w wodzie powlerzchniowej na podlozu agarowym 2zaobserwowano
w lutym /320 kom/cmS/, a na podiozu mineralnym z glukoza
w lutym i w marcu odpowiednio 496 i 440 kom/cms. Najwyz=-
sze jeJ wartodcl wystapiiy w listopadzie 21 850 kom/cm3

/na podiozu agarowym/ i 35840 kom/0m3 /na podiozu



log liczby bakterii

woda powierzchniowa — agar odzywczy

— — — — woda nadosadowa - agar odzywczy
woda powierzchniowa — podtoze mineralne
————— woda nadosadowa - podtoze mineralne

-8~

1 ] Vv Vi Vi Vil IX X Xl % Eg |
czas poboru Imiesigce /

.

Rys.17. llos¢ bakterii w wodzie rzeki Otawy w cyklu rocznym.
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mineralnym z glukoza/. Srednia liczba bakterii w cyklu rocz-
nym nie wykazywala znacznilejszych zaleznoscli od stosowa-
nego podtoza i wynosila dla podioza agarowego 6482 kom/cm3
i 6888 kom/om3 dla podoza mineralnego /tabela 30 i 31/.
Podobnie w wodzie nadosadowej otrzymano zblizone wartoséci
Sredniej ogdlnej liczby bakterii 6537 kom/cm3 na podio=-

zu agarowym i 6688 kom/cm3 na podtozu mineralnym /tabela

38 1 39/. Rozrzut liczby bakterii w 1 cm3 w cyklu rocznym
byt doéé znaczny, a zaobserwowane minimalne i maksymalne
wartos$ci wystapily w tych samych miesigcach roku, analogicz-
nle jak w wodzie powierzchniowej /tabela 30 1 31/.

Ponadto stwierdzono nieznacznie wigcej komdérek bakteryj=-
nych wyrastajgcych na podiozu mineralnym z glukozg W sto=
sunku do 1lodci wuzyskanej na agarze odzywezym Wynoszgcy
procentowo dla wody powierzchniowej 106,2%, a dla wody
nadosadowej 102,3% /tabela 32/.

Zardwno liczebnoséé bakterii jak i zakres wahail wska-
zZujg na pojawiajgce si¢ w rzecce okresy znacznego zanieczysz-
ozenla bakterilologicznego bgdace zapewme wynikiem zanie-
czyszczenia wéd zwigzkami organicznymi pochodzenia $cie-
kowego i spilywbdw powlerzchniowych, jak 1 okresy wskazujgce
na przypuszczalne zatrucia-/jzo ls:om/cm3 czy 4L4O kom/bmj/.
Ilo$é bakterii majgcych zdolnoéé wzrostu w obecnodci

wzrastajgcych stezelr benzo/a/pirenu ulegala znacznym

wahaniom w cyklu rocznym /rys. 18/. Niewielkie iloéci
tych bakterii w stosunku do ogdélnej liczby bakterii psy-
chrofilnych wystgpujgcych w wodzie powierzchniowej i nad-

osadowe]J, stwierdzono w lutym, kwietniu i czerwcu.
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e b bvaed pokural no g nlirof 1ory wody rgokl Olawy na ohoono:id

W ongiarvo odsywoezyn

virnsbagoeyeh stenoa badimych WA
—!.:1:3 woilo= Wodn povlorzehnlown ‘ Woda nandocadowa i
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0,01 13898 360-129200 213,5 6766 2ho-37440
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0,0375 60hs 720=35940 91,2 6639 60-36800 10146
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0,06 2715 h20-6200 h1,8 1925 2H0=51.0 29,4
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Lontrola 6888 hho-358h0 . 6688 880-30000 -

"|T;“1 0,014 2498 e ho=7000 36,3 h3oh 20-14240 Gl b

0,09 houy 10-32600 72,L 5has o0-22kLo0 1,1

0,06 hpzy h2-21500 61,4 hgao 12-24160 71,7

0,12 hoo1 ho-loooo 71,2 6199 6-2hovo 92,7

O, ah 5107 0-19200 7h,1 ho1y 0=:12000 73,5

o, ht} 2209 30-14400 91,9 1997 9=12000 29,8

\ ©0,0162 11498 0=03000 166,9 5119 20-30040 76,5

0,097% 7315 70-24000 | 106,2 J4E0 10=-13000 52,2

0,075 h708 10-9300 6UL 0 k559 0-11600 6L, 2

0,14 5209 180=-13440 75,6 6109 foathiioo 91,3

0,3 5217 10~-120300 75,7 6786 Ju=ithGho 101,5

0,06 3001 0-16000 k3,5 2h96 0-hoo 37,5

rﬁ O} 0,0002 hagl ho-1h080 62,3 6987 0-37760 104,5

0,1325 5167 10=-180h0 75,0 6911 110-18000 103,13

0,265 1z 0~79400 | 165,7 6633 30-17840 99,2

0,53 hot1 30=13%500 71,3 7023 70-25800 105,0

1,00 7750 10-134400 125,5 8573 0-30720 124,2

2,12 205h . 0-11600 b, 4 3156 80-9200 h7,2

ac 0,075 ahita 160-19860 9h,1 5599 20-13400 83,7

0,15 HOok N0=32000 87,2 850 50=31000 128, 4

0,19 5153 50-12500 7h, 8 7726 10-23200 15,5

0,6 5070 100-24000 79,6 7204 50=-26400 107,7

1,2 6473 60-28000 | 92,5 “ 10578 10=34240 150,2

a,h 3321 100-12060 ht,a 33937 20-12400" Ly,9

N 10 hn29 20-22400 61,4 3647 50~16200 54,5

20 2610 ho-10ho00 36,0 h7aa ho-18320 70,6

ho ligan 20=42000 62,8 3196 120~-14400 hy,4

Ho 950 JO=3B50 13,9 1768 j0-7280 26,4
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Tzbela 32,

Zdolno$é do wzrostu naturalnej mikroflory wody rzeki Oawy wobec badanych Wii jako jedynych Zroédel wegla i energii

w stosunku do wzrostu na agarze odzywczym wWzbogacomym wzrastajacymi stezeniami Wia.

Stosunek wzrostu na podlozu mineralnym do wzrostu na podiozu agarowyam [ %]

Numer
steze- : 1
nia ba=- benzo/a/piren antracen fluoranten acepnaften naftalen
danych = - :
VWA woda woda woda woda woda woda woda woda woda woda
powierzchn.| nadosadeva] powierzchnd nadosadewe| powierzchn. | nadosadowa |powierzchnd nadosadova | powierzchind nadosadowa
K 106,2 102,3 106,2 102,3 106,2 102, 3 106,2 102,6 106,2 102,3
1 16,8 48,5 138,8 L4o,7 37:7 127,1 80,9 73,8 67,7 106,54
2 36,0 80,1 121,0 52,5 97,5 97,5 72,4 90,9 i 4 107,6
3 30,6 77,0 67,1 66,3 127,9 83,4 70,7 86,5 67,2 69,1
L Ly, 9 97,2 87,8 140,7 99,8 123,6 72,0 105, 9 22,3 128,8
5 35,8 53,1 100y 3 151,8 106,7 108, 3 63,1 130, 1 91,5 88,6
6 28,8 101, 4 110,5 129,6 64,3 ok, 6 82,3 107,9 120,54 53,6
Stgzénia ba< 1-0,615; 2-0,03; 1-0,0162; 2-0,0375; 1-0,0662; 3-0,1325; 1-0,075; 2-0,15; 1-10; 2-20;
d‘m"’hjw“ 3-0,06; L-0,12; 3-0,075; h-0,15; 3-0,265; h-o,53; 3-0,3; L4-0,6; 3=ko3 4-80;
[ me/am”] 5-0,2L4; 6-0,48 5-0,3; 6-0,6; 5=1,06; 6-2,12; 5-1,2; 6-2,54; 5-160; 6-320;

SIS

L —

- Chi -
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Maksymalny udzial omawianych balkterii zaobserwowano w paf-
dzierniku i listopadzie. Miesiqce te pokrywaly si¢ z wynl-
kami Btrzymanymi na podlozu nie zawierajgcym badanego
zwilazlcu.

. Rozpatrujac zagadnienie wrazliwo$cl naturalnej mikro-~
flory na benzo/a/piren poréwnano Srednie wartodcl ogdlnej
liczby bakterili psychrofilnych w cyklu rocznym z S$rednig
liczba bakterii wyrastajgcych na agarze odzywezym Zavieraw
Jacym wzrastajace stezenia benzo/a/pirenu /tabela 30/;
Otrzymano wyniki wskazujgce, iz na odzywczym agarze, zZawle-
rajacym benzo/a/piren z wody powierzchniowej wyrastato pro=-
centowo wigcej bakterii niz na podiozu standardowym.

Ilo5é ta malala wraz ze wzrostem stezenia.

lHozna zatem przypuszczaé, iz zachodzilo w tym przypadku
zjawisko pobudzania do wzrostu przez benzo/a/piren szcze-
péw bakterii, ktére w normalnych warunkach nie wyrastajag na
agarze odzywczym. Podobne zjawisko obserwowano w stosunku
do mikroflory przydennej, Jjednakze jedynie w wyniltu dzia-
lania najnizszych stezer badanego zwigzku. Wyzsze stgoze-
nia wyraznie hamowaly wzrost populacji bakterii.

A zatem wrazliwos$é naturalnej mikroflory wodnej i jeJ
reakcje na stosowany zwiqzék zalezaly od jego stezenia.
Réwniez 1losé bakterii majgcych zdolnodé wykorzystywania
benzo/a/pirenu jako jodynego #4rédia wegla i energii ulegala
w cyklu rocznym znacznym wahaniom /rys. 19/, ktére wyste-
powvaly w zgodno$ci czasowej z wynikami uzyskanymi z zas-

tosowaniem agaru odzywczego ,zawierajgcego wzrastajgce
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stezenia badanego zwigzlku.
Rozpatrujgc zagadnienie mozliwoéci wykorzystywanila badanego
weglowodoru jako substratu energetycznego przez bakterie
wodneyporédwnano $rednis liczbeg bakterii psychrofilnych
wyrastajacych na podiozu mineralnym z glukozg do Srednie]
liczby bakterii majgcych odpowiednie wyposazenle enwymo-
tyczne do uzyskiwania energii z rozkiadu benzo/a/pirenu
/tabela 31/. Otrzymene wyniki wskazujs, iz na podozu mi-
neralnym zawvierajgcym benzo/a/piren we wzrastajacych stezo=
niach jako jedyne Zrbédio wegla i energii wyrastailo mnie]
bakterii niz na podlozu z glukozg. Dowodzi to,iz tylko
peﬁien procent 5akterii mea. odpowiednie wyposazenie enzyma-
tyczne, pozwalajace na wykorzystywanlie bonzo/a/plrenu
jako substratu /tabela 31/. Ponadto w tych warunkach hamu-
Jacy wpiyw stosowanego najwyzszego stezenia /0,48 mg/de/
benzo/a/pirenu byl znacznie wyraZniejszy, a wiec jego se-
lekejonujace dzialanie w tych warunkach bylo znacznie
dalej posunilete.

Mozna ‘zatem stwierdzié, ze benzo/a/piren wpiywal na
naturalng mikroflore wody rzeki Olawy w cyklu rocznym
w dwo jalki sboséb. Z Jednej strony w stosowanych nizszych
stezeniach pobudzal rozwd j 5akterii w obecnodci bogatego
w substancje odzyweze podloza hodowlanego, co odnosito
si¢ gidéwnie do mikroflory wody powierzchniowej, z drugie]
strony obserwowano znaczny udzial procentowy bakterii
wykorzystujgcych go jako jedyne Zrddio wegla i energii.
WyraZne selekcjonujace dziazanie na jwyzszego stosowanego

stezenia benzo/a/pirenu w stosunku do mikroflory dotyczyo
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zardwno bakterii rosngcych wobec badancgo zwlgzku, Jjak
réwniez majacych zdolnosé wykorzystywania go Jjako Jedynego
Zrédia wegla i energii /tabela 32/. I

Réwniez 1loéé balkterii majacych zdolnoéé wzrostu w
obecnos$ci wzrastajgcych stezeil antracenu ulegala do$é
znacznym wahaniom w cyklu badal /rys. 20/. Stosunkowo
niewielkie ilodci tych bakterii w populacji mikroflory
wody powlerzchniowej zaobserwowano w kwietniu, czerwcu,
wrze$niu 1 listopadzie, grudniu 1 styczniu, zas$ w wodzie
nadosadowej w lutym, marcu i maju.

Podobnie jak benzo/a/piren, antracen w zastosowanych
niskich stezeniach pobudzal do wzrostu bakterie, ktére nie
rozwljaly sie w agarze odzywczym nie zawlerajgcym badanego
zwigzku /tabela 30/, za$ zastosowane najwyzsze stezenie
/0,6 mg/dmj/ wywierato zmaczny hamujacy wpiyw.

Rozrzut ilosciowy w rocznym cyklu, bakterii majgcych
zdolnos$é do wykorzystywania antracenu jako substratu
pokarmowegospokrywal sie¢ w czasie z wahaniami iloSciowymi
bakterlii wyrastajageych na bogaitym podiozu zawierajgcym
wzrastajace stezenia badenego zwiazku /rys. 21/.

I10$¢ bakterii majgcych zdolnos$é wykorzystywania

antracenu Jjako jedynego Zr6dil

)

wegla 1 energil /tabela 31/,
w stosunku do wyrastajgcych na podloﬁu\z glukkozg ¢byia
wysoka w'cyklu badan, przy Jjednoczesnym hamujgcym wply-
wie zastosowanego najwyzszego sitgzenia.

Dowodzi to, ié znaczna ilo$é bakterii ma odpowiednie

wyposazenie enzymatyczne pozwalajgce na uzyskiwanie energii

z badanego zwigzku. VWskazujg na to rédwniez wyniki porédéwnania
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$redniej liczby bakterilil wyrastajgcych wobec wzrastajacych
stezenl antraceonu stosowanego jako substrat energetyczny,do
$redniej wzrostu balkterii wyfastajqcych wobec wzrastajgcego
gradientu stezen zwigzku w obecnosici bogatego podloza
/tabela 32/. Uzyskane wyniki wskazujg na bardzo duzs opor=-
noéé naturalnej mikroflory wody rzeki Oiawy na antracen,
zwigzang zapewne zo stwlerdzong w wodzie znaczng jego kon-—
centracjg. NiemnieJ zastosowane najwyzsze stezenia dziata-
1y hamujgco na wzrost nicktdérych bakterii, a wiec mozna
réwniez w tym przypadku méwié o selekcjonujgcecym wpiywie
antracenu na naturalns mikroflore wody.

Podobnie ilo$é¢ bakterii majacyveh zdolnodé wzrostu

w obecnosci wzrastajgcych steser fluorantenu byla zmienna

w cyklu rocznym /rys. 22/. Najnizszg iloéé bakteril tych
zanotowano , zardéwno w wodzie powlerzchniowe] jak i nadosa-
dowej,w kwietniu, podeczas gdy najwigksza ich iloéé w wo=
dzie powlerzchnioweJ,wystgpita w maju 30.000 kom/cms, a w
wodzle nadosadowej w czerwcu 19.120 kom/bmj.

Z poréwnania Sredniej liczebnoéci bakterili wyrastajg-
cych wobec wzrastajacych stezeir fluorantenu w stosunku
do $redniej 1liczby balctérii psychrofilnych okres$lane]
na agarze odzywczym, iz flﬁﬁranten w stosowanych niskich
stgzeniach wplywatl bodZcowo na rozwd] form, ktére nile
majg 2zdolnoscli wzrostu na standardowym podtozu /tabela 30/.
Natomiast najwyzsze stosowane stgzenie zwigzku /2,12 mg/dms/
w niewlellkim stopniu wplywa hamujgco, co dowodzi znaczne j

opornos$ci mikroflory naturalnej na fluoranten.

w
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Na podiozu mineralnym zawlerajacym fluoranten Jjako
Jedyne “4rbédio weggla i onergii obserwowano w cyklu rocznym
bardzo zrdznicowany wzrost bokterii /rys. 23/. Jak wy-
nika z danych przedstawlonych w tabelil 39, fluoranten
Jjest dost@pﬁym substratem pokarmowym dla bardzo licznych
bakferii. Jednakze najwyzsze stosowane stezenie /2,12 mg/dmj/
wykorzystywane Rylo przez procentowo niewiecle szczepdw
bakteril. Potwierdzajg to réwniez wyniki uzyskane z pordw-
nania wzrostu bakterill na obu stosowanych podiozach zawlo-
rajgcych badany zwlguek /tabela 32/. Obserwowano wysszy
procentowy wzrost bakterll na podiosu zawieraJacym fluo-
rantem Jjako Jjedyne Zrdédio wegla 1 energiil, przf hamujgcym
wplywle najwyzszego stgzenla.

Acenaf ten w stosowanych stgzeniach, podobnle jak
oméwione juz weglowodory wywileral wyraiZny wpiyw na naturalng
mikroflore wody rzeki OLawy w caiZym rocznym cyklu badai
/rys. 24/. Najmniejsza liczbg bakterii zardwmo w wodzile
powlierzchniowej jak i nadosadowej zaobserwowano w kwletniu.
Najliczniejszq mikroflorg, majgcq zdolnos$é wzrostu wo-
bec wzrastajacych stezen acenaf tenu zaobserwowano w wo-
dzie powierzchniowej w maju 1 paZdzierniku. za$ w nadosa-
doweJ w maju, czerwcu, paﬁdzierniku i listopadzie.

Acenaften dziaZzal silnie bodicowo na naturalng mikro-
flo:g wody powierzchniowej i nadosadowej, pobudzajgec do
wzrostu bakterie, ktére nie wyrastaly w normalnych wa-
runkach na podtozu agarowym /tabela 30/, VWykazano hamujace
dziatanie Jedyﬁie najwyzszego stosowanego stezenia tego

weglowodoru /2,4 mg/dms/.
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Podobnie na podiozu mineralnym zawierajgcym acenaf -
ten jako jedyne #4rédio wggla i energii /rys. 25/najmnilej
balkteril zaobserwowano w kwietniu /10 kom/cms/ w obu bada=-
nydh prébach wody, a najwigcej w czerwecu /34240 kom/oms/
/rys. 25/. Procentowy udziat mikroflory majgcej zdolnosé
wykorzystywania acenaftenu do proceséw metabolicznych byl
wysokil, zwlaszcza w wodzie nadosadowej. I podobnie w tym
przypadlcu z hamujgeym dziataniem charakteryzowalo sig
jedynie najwyzsze zastosowane stegzenie /tabela 32/.
Natomiast poréwnujagc $rednic ilodci bakterii rosngcych wobec
wzrastadqc&ch stezeri acenafl tenu jako substratu energetycz-
nego do éredniej ich liczby stwierdzonej na podiozu aga-
rowym z badanym zwigzkiem mozna wnloskowaé iz zwlaszcza
w wodzie nadosadowej milkroflora w znacznym procencie po-
siada zdolnos$é wykorzystywanialbadanego zwigzlu jako jedyne=
go “rédira wegla i energii /tabela 32/.

Znaczna oporno$é naturalnej mikroflory wody rzeki
Otawy na acenaften w stosowanych ste¢zeniach,a takze zdol-
nosé do wykorzystywania go jako substratu energetycznego
pozostaje zapewne w Zwlgzku 2z intensywns gospodarka rolng
prowadzong na terenie zlewqi. Zwiazek ten jest powszechnie
stosowany w produkcji $rodkdw owadobd jezych i grzybobdj-
czych.

Zastosowane stezenia naftalenu, oparte, Jjak w przy=
ﬁadku wszystkich badanych wielopierécieniowych weglowo-
doréw aromatycznych na rozpuszczalnodci w wodzie, byiy
obiektywnie najwyzsze. Dlatego tez zaobserwowaﬁo, wraz

ze wzrostem stosowanych stgzer:, hamujace dzialanie naftalenu
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na rozwéj naturalnej mikroflory wody rzeki Oiewy /rys. 26
1 2%/«
Najmniej bakteril rosngcych w obecnoéci naf talenu, stwier-
dzono w kwietniu, podczas gdy najwigkszy udzlial teJ mi-
kroflory wystgpit w maju i paZdzierniku /rys. 26/.
Hamujgey wplyw wzrastajgcych stezen naftalenu na rozwd j
mikroflory najwyrainlej moﬁna zaobserwowaé, pordwnujgc
Sredni wzrost bakterii w cyklu rocznym w obecnosci bada-
nego zwlgzku i $rednig ogblng liczbg bakterii psychrofil-
nych /tabela 30/. Stosowane trzy najnizsze stezenia dzia-
laly sitabo na natufalnq ﬁikroflorg wody, a trzy najwyzsze
stezenia bardzo silnie réuznicowaly bakterie, tak, ze osta-
tecznie przy stezeniu naftalenu 320 mg/dm3 z wody powilerz-
chniowej $rednio wyrastato 2,4%, a z wody nadosadowej 3,M4%.
Jeszcze siabiej rosiy balkterie na podibzu zawlierajo-
cym naftalen jako Jjedyne 2Zrédio wegla i energli choclaz
rozrzut otrzymanych wartodci w oykiu rocznym byl zZnaczny
/rys. 27/. Ponadto zaobserwowano zwiaszcza W wodzie nadosa-.
dowe] stosunkowo duzo bakierii majacych odpowlednie wyposa-
zenlie enzymatyczne pozwalajgce im na wykorzystanie nafta-
lenu,w nizézych stgzeniach*jako_jodynego Zzrdédia wegla
/tabela 31/. Natomlast w najwyzszym stezeniu /320 mg/dms/
naf talen wykorzystywany byl jedynie przez 2,7% bakterii
zyjacyech w wodzie powlerzchniowej i 1,8% w wodzie nadosadowe].
Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 32 z wody
'powierzchniowej,przy na jwyzszym stoéowanym stgzeniu nafta-
lenu$wyrastalo proéentowo wigcej bakterii na podiozu mine-

ralnym zawlierajgcym badany zwigzek Jjako Jjedyny substrat
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energet yozny, za$ w wodzie nadosadowej proporcje te byly
odvrotne. Obserwowana sytuacja byia prawdopodobnie wynikiem
wezesniejszej adaptacji niektdérych bakterii do naftalenu.
Mozliwodé take istnieje w zZwiazku 2z szerokim zastosowaniem
naf talenu w produkeji rdéznych preparatdéw chemicznych, mig-
dzy innyml Srodkdw owadobdjeczych. Jednakze stosowane wyso-
kie stezenia zwigzku oddzialywaly toksycznie w stosunku

do wigkszosSci baktérii wechodzacych w skiad biocenozy

rzekl Olawy.

Podsumowujac nalezy stwierdzié, ze stosowane w ba-
daniach wielopieréoieﬁiowe woglowodory aromatyczne w bardzo
istotny sposéb oddzialywaly-na naturalng mikroflore wody.

Przede wszystkim ﬁ blocenozie rzekild Olaw? wystepuje
bardzo liczna populacja balkterii niewrazliwych na szkodliwy
Wplywtbddanych zwigzkdw.

Na uwage zasiuguje réwﬁiet interesujgce zjawlisko znacznie
lepszego rozwoJju mikroflory pod wpiywem stosowanych WA
niz na zwykiym podlozu agarowym. Vydaje sie, 1z jest to
dzialanle bodicowe, ktdérego istoty'nalezy szukad we wiad-
ciwodciach bilochemicznych badanych zwigzkéw i ich zdolnod=-
cl do wywolywania procesdéw niekgptrolowanego rozwo ju komd-
rek. Zatem moga omne inicjowéé rozwdéj np. form przetrwal-
nych, Kfére w normalnych warunkach nie rozwljajg sig na pod-r
lozu agarowym czy mineralnym =z glukozg. BadZ tet w popu-
lacji bakteriid znajdujg si¢ formy wysoce wyselekcjonowane,
ktére ujawniajsg sie jedynie w przypadku bezposredniego

kontaktu =z wiélopieréoieniowymi weglowodorami aromatycznymi.,
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Ponadto w wodzie rzeki Ozawy wystepuja liczne bakterie
majgece odpowlednie wyposazenie enzymatyozne.do metabollcz=
nego rozkladu benzo/a/pirenu, antfacenu, fluorantenu, ace=-
tonaf tenu i naf talenu.

W tym fakecle nalezy upatrywaé mozliwos$ci do samooczyszcza-
nia rzekl z tych niebezpiecznych zanieczyszczel.

Niemnliej stosowane najwyzsze stezcnia badanych zwigz-
kéw wpiywaly hamujgco na wzrost bakterii co moze bylé bez-
podrednia przyczyng selekcji naturalnej mikroflory rzeki
Otawy, a zatem mozliwoéci zakidcenia procesdw rozkiadu

'innych zwlgzlkdw zanieczyszcza jacych.

h.2.4.2. Selekcja ilodciowa i jako$clowa naturalnej
milkroflory rzekil Olawy pod wplywem wybra-
nych wielopierécieniowych weglowodordw
aromatycznych.

Stwlerdzona zréznicowana wrazliwoS$é bakterii na dzia-f
tanie niektdérych UWWA jest zaﬁewne 02ynnikiem selekcjo=-
nujgeym w warunkach naturalnych. Dla blizszego wyjadnienia
tego 2zagadnienia przeprowadzono badania nad wplywem benzo
/a/pirenu, antracenu i fluorantenu na liczebnoéé wybranych
grup fizjologicinych ‘ bakﬁerii: proteolityecznych, amondi-
fikacyjnych, nitryfikacyjnyoh I i ITI fazy oraz bakterii
denitryfikacyjnych. Ponadto badaniami objeto réwniez bak-
terie psychrofilne,przetrwalnikujgce i amylolityczne.

DosSwiadczenia jakie na ten temat przeprowadzono

trwaly trzy tygodnie. Inkubacja bakterii z wody rzeki Olawy)
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po wprowadzeniu wymlenionych weglowodordéw, odbywala slg w
warunkach hodowli statycznej w teomperaturze 20°c,

Uzyskane wynilkl przedstawiono na rys. o0, 27, 28,29,
Jako logarytm 1iczby baktorii w przypadku bakterild psychro=
filnych, przetrwalnikujacych, proteolitycznych i amylolitycz=
nych i jako ujemny logarytm wmisna w przypadku bakterli amoni-
fikacyjnych, denitryfikacyjnych i nitrylikacyjnych I i II fazy.

Analizujage wyniki badel wideé, %o w_prébic kontrolnej

/rys. 28 1 29/ w czasle trwania doéwiadczenia, nastapll po-
czptkowo apadek.liczebnoéci ogbélne] liczby bakterii =z 9 400
do 936 kom/cms, po czym znaczny ich wzrost, tak #e po irzech
tygodniach stwierdzono 314 000 kom/ﬁms.

Na tym tle, liczba bakterii przotrwalnikujgcych w cza-
sie hodowli kuztaltowaia sle odmlennle. Poczatkowo = po
plerwszym tygodniu - stwierdzono ich znaczny przyrost nato=-
miast pod koniec dobwladeczenia obserwowano spadek ich li=
czebnodcl, tak iz osiggnely one warto$é poczatkowsn.

Udzial balkkteriil proteolitybznych korelowal 2z ogdlng liczbql
bakterii psychrofilnych.

Bakterie przemien azotowych wykazywaly wyraZnn aktywnosé
rozwojowa w czasie trwania elkksperymentu, zwiaszcza zad balk=
terie denitryfikacyjne i nitryfikacyjne I fazy.

Zastosowane w badaniach dwa stezenila bénzo/a/pirenu
oddzialywaly odmiemnie na mikroflore wody rzeki Oiawy .
/rya..zﬂ & é9/}

Stezenie 0,24 mg/dm3 /rys. 28 i 29/ powodowalo w stosunku

do kontroli, niowielkie obnizenie liczebnosci bakterii psy-

chrofilnych, przetrwalnikujacych, proteolitycznych,
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nitryfikacyjnych I fazy, denitryfikacyjnych i amylélityez-
nych, podczas gdy nieznacznie wzrosia liczebnodd bakterdi
anonifikacyjnych i nitryfikacyJjnych T fazy.

Natomlast bLardzo wyrafnie stymulujgcy Wplyw na rozvdj

naturalnej mikroflory rzcki Olawy, mial bonzo/a/plren w ste=

#eniu 0, 48 mg'/dm3 /rys. 28 1 29/. Juz po piorwszym tygodniu
trwania dos$wiladczenin Zeoobserwowano gﬁaltowny wzrost liczeb-
noscl bakterii psychrofilnych, ktdéra w drugim tygodniu
doSwiadozenia osiggnela werto$é 10.830.000 komérek/omg,
po czew réwnie gwaltownle zmalala. Podobnie zarcagowaly
réwniez bakterie proteolityczne i QQn%yfikacydne.
Nieznacznemu zahamowaniu ulegl rozwdj bakterii amoni-
fikacy jnych 1 nitryfikacyjnych I i II fazy, a takze bakterii
amylolitycznych.
Wydaje sie zatem, Ze benzo/a/piren w stezeniu 0,48 mf;;/clm:3
dzialal wyrazZnie selekcjonujaco na mikroflore ngturalnq WO -
dy, doprowadzaJaoc do hamowania rozwoju nilektdédrych, wrazliwych
grup bakterii, a wyraZnie étymulujqc rozwdj innych. VW stymulacji
" tej mosna doswukiwad si¢ mozliwosci enmymatycmnych nlektd-
rych bakteril do wykorzystywania benzo/a/pirenu jako Zrdd-
in wegla 1 enorgil lub stymulacji‘ogélnej aktywnosScli metabo=-
licznej. Wreszclde nalezy tu wqpomnieé o falkecle, 1z benzo/é/piren
.w stezeniu 0,48 mg/&n3 dzialal wy:aénie selekecjonujaco na
‘umikroflore naturalna wody, doprowadzajgc do hamowania 1ozwo-
Ju niektérych, wrazliwych grup bakterii, a wyrainie stymulu-
Jac rozwdj iumych. V sﬁymulacji tej mozna silg doszukiwaé
mozliwodcl enzymatycunych niektdérych bakterii do wykorzysty-

wania benﬁo/a/pirenu jako Zrdédia wogla i energii lub stymulacji
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ogélne ] aktywnosci metabolicznej..wreszcie nalezy tu wspounlod
o fakeie, iz benzo/a/piren jost jednym z gidwnych czynnikdw
wyﬁoludqoych proces nowotworzenia u organizméw wyzszych.
; DOSZukiwanie.ai@ analogil wmigdzy tymi zjawiskami, Jjest na
pewno bardzo ryzykowne i byé moze obarczone zasadniczym ble=-
dem, ale przynajiniej zasygnalizowanie tego Jjost potrzebne.
Nalegzy przy tym pamietad, Ze W zanieczyszczonej wodzie wmieki
Otawy bakterie majg doéé_suﬁstratéw energotycenych, 2z ktoérych
nogy przez diusszy czas korzystad, oczego wyraénym.dowodem
Joest rozwéj bakterlild w préble kontrolnej. Pamigtajqo o udowod-
nionym 2zjawlsku koleJjnego ﬁykorzystywania substratév v za=
loznosci od struktury czgsteczek wysyskiwanego zwiazku cho-
uleznego, trudno zgodzié sie z tym, iz policykliczna Dbudowa
ezysteczki benzo/a/pirenu jest tak 1atﬁo dastepna dla
wiligkszoscl bakterid iz pobieraja go przed wyczerpaniecm
tatwie]J dostegpnych Zrddeil wegla i energii zawartych w wodzie.
Odmiennie ksztaltowaia si¢ liczebnosé badanych g;up

bakteril w prébach wody rzeckl Oilawy wzbogaconej antracenemn

w stezeniach 0,3 1 0,6 mg/dm> /rys. 30 i 31/.

Interesujacy Jjest fakt gwaltownego spadku liczebnodci
po 7 dobach trwanla eksperymentu bakterii paychrofilﬁych, pro-
teolitycznych, amylolitycénych i przetrwalnilkujacych, po czym
ponownego ich przyrostu. Nalezy nadmienié, iz zmachowana zZos-
tala, obserwowana w kontroli, zalezno$é w liczebnosci bak-
terii psychrofilnych i proteolitycznych. Obserwacje te poz=-
walajg przypuszczaé, iz antracen oddzialywuje selekecjonu-
Jaco na mikroflore wody, ale dla pozostalych #ywych komdrek
wymaga diugiego okresu adaptacyjnego y DO ktéfmu nas tepuje

wzrost populacji.
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Natomiast rozwdj populacji bakterii przemlen azotowych
byl zblizony do wynikdw uzyskenych w prébie kontrolnej, za
wathiemlbakterii denitryfikacyjnych w przypadku zaatoéowa-
nogo stgzenia aﬁtf&cenu 3,3 '170,6 mg/dm3 i nitryfikacyjnych
IL fawy w przypadku stezenia 0,06 mg/mns.

: ' A .
I'luoranton w zastosowanych stezeniach rdéwnilez oddzia-

3

tywal stymulujgco na mikroflorg wodng. W stezeniu 1,006 wg/dn
/rys. 32 4 33/ waobserwowano znaczny wzrost bakterii psychro-
filnyeh, w tym takz2e bakterii proteolitycznych. Natomiast

po plerwszym tygodniu trwania dqéwiadczenia wystgpll prawie
calkowity zanik bakterii przetrwalnikujacych /1 kom/cmj/,

bgds tez zahamowanle procesu wytwarzania przetrwalnikéw.

Réwnoczodnio, prawle catkowicie ustaplly bakterle amy-
lolityczne., Natomiast w drugim i trzecim tygodniu ilosé tych
balkterii znacznie wzrosia /w przypadku bakteriil amylolitycznych
ponad wartos$é poczatkowsg do 600 kom/cmj/. ¥ okresie trwania
dos$wiadczenia obserwowano systematyczny przyrost baktérii
denitryfikacyjnych 1 nitryfikacydnych.obu faz,

Prvebleg kraywych obramujaoych rozwéd bekterit w'obrgbia
badunydh grup,.w przypadku fluorantenu zastosowanego w dwu-
krotnie wyzszym stezeniu /rys. 32,33/ jest bardzo podobny
do wynikéw uzyskanych przy stezeniu 1,06 mg/dms.

Jednakze uzyskane wartofci maksymalne byly nizsze, co moze
dowodzid, iz zastosowane stezenie powodowalo nieznaczne ha-
nowanle fozwoju naturalnej mikroflory wﬁdy. |

.Reusumujqc_n&lezy stwierdzié, ze wybrane wieloplericile-

niowe weglowodory aromatyczne, w zastosowanych stezenlach,
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w wodzie z rzeki Ofawy wzbogaconej antracenem
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Miano bakterii denitryfikacyjnych, amonifikacyjnych, nitryfikacyjnych I fazy i nitryfikacyjnych
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Rys. 32, Liczba bakterii psychrofilnych, przetrwalnikujgcych, proteolitycznych i amylolitycznych

w wodzie rzeki Olawy wzbogaconej fluorantenem
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Rys. 33. Miano bakterii denitryfikacyjnych, amonifikacyjnych, nitryfikacyjnych l fazy i nitryfikacyjnych
Il fazy w wodzie rzeki Otawy wzbogaconej fluorantenem
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oddzialywaly niejedncrodnie  na rézne grupy bakteridi.

Charakterystyczng cechg tego byl fakt znacznie nizszej

1iczebnodci bakterii przetrwalnikujgcych, niz w prébie kon-

trolnej, przy Jodnoczesnym wzroscie ogdlnej liczby baktorii
psychrofilnych. Wynik ten zdaje si¢ potwierdzad wezesniocj
zasygnalizowany poglad, 12z omawiane wgglowodory wplywayga na
suzybkod$é reprodukeji niektdérych gatunkéw bakterdi. Dziaanic
to bylo uwaleindone od rodzaju stosowanego zwlazku, badi ste=
zenia, gdyz ilodcl maksymalne wystepowaly po 7 lub 14 do-
bach trwania ceksperymentu. Na pierwsze miejsce pod wzgledem
bod4ecowego dzliatania na populaéjg bakterii wysungl sig benzo/a/
plren v stgzeniu 0,48 mg/dms.

Drugg charakterystyczng cechg byl fakt bodiooﬁego
dziatanla stosowanych weglowodordéw na bakterie przeuwlan azo-
towych, w tym zwlaszcza na bakterie denitryfilkacyjne. A zatem
wieloplerscieniowe ngloﬁodory aromatyczne, poprzez swe oddzia-
lyvanle, zmienilaly proporcje naturalnych komponenté&ikroflory,
wyraznie uaktywniajac niektére grupy bakterii przoemian azotog
wych, a hamujge inne.

Jednoczesnie w wiekszo$cl przypadkdéw najbardziej wrazliwve

okazaly sleg bakterie amylolityczne.

h.2.4,3. Badania nad rozkiadem wielopierscie-
niowych wgglowodordéw aromatycunych

przez naturalng mikroflore wody

W celu okreélenia udzialu naturalnej mikroflory wody
rzekil Orawy w procesie biocdegradacjli WWA, prvzeprowadzono
doéwiadozenie, w kitérym ‘do wody dodawano benzd/h/piren W

stezeniu 0,24 1 0,48 mg/dnd 1 antracen w stezeniu 0,3
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i 0,6 mg/dms, fluoranten w stezeniu 1,06 1 2,12 mg/dmj.

Préby przetrzymywano w kolbach o objetosci 250 cm3

y W tom-
paratubze 20°C i co tydzieil ustalano poziom badanych w¢glo-
wodorbéw, DosSwiadczenle prowadzono przez 21 déb.

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 33, Jjako procen-
towy ubytek WWA w stosunku do ilos$ci dodanej na poczgtku
dos$wiadczenia.

| Nalezy waznaczyé, iz w wodzie powilerzchniowe] rucki
Olawy pobranej w celu przeprbwadzonia badaii, na wysdkoéci
hatdy zuzlu pochromowego, nie stwierdzono w tym dniu benzo/a/
pirenu, antracenu i fluorantenu.

W calym okresile trwania do$wiadczenia nie stwicfdzono
v prébie kontrolnej obecnodci benzo/a/pirenu, antracenu
i fluorantenu, a zatem mozna wykluczyé naturalne pochodzenie
badunyeh WWA w wodzie rzeki Olawy.

Natomlast w prébach wody, do ktérych dodano wybrane
WWA w stosowanych stezendiach zaobserwowané pewng pruwidlo;
wos5é.,

Po pilerwszych siedmniu dniach zanotowano naczny ubytek

badanychlzwlézkéw /ze. wyjgtkiem antracenu w stezeniu 0,3 mg/de/
Po 14 dniach ilosci wgglowodpréw_byly wyzsze, a po 21 dniach
zanotowano ponowny spadek ich zawerto$ci w prébach.
Z podobnym zjawislkiem mozna sle¢ spotkaé w przypadku naftalew=
na, gdzlie po epoksydaoji i hydratacji powstaje ponownle pro-
dukt wyjéclowy. Wydaje sie, iz przeksztalcenia dodanych wie-
lopiersicieniowych weglowodordéw aromatycznych moga przebiegad
podobnym szlaklem. Zwlaszcza, #%#e badania przeprowadzono

z udzialem naturalnej mikroflory wodnej, a wlec w rozkladzle

benzo/a/pirenu, antracenu i fluorantenu braty udzial



Tabela 33

Procentowy ubytek antracenu, benzo/a/pirenu i fluorantenu w prébach
wody wzbogaconych badanymi Wiia w procentach
Rodzaj 8 o R : : : |
, Lontrola benzo/a/piren antracen fluoranten
pProby
SEoz pocH. 0 0,2bmg/dn° | 0,48ug/an3] 0,3 me/am’|0,6 mg/a | 1,06ms/a= | 2, 12ug/dn”)
czas [dni
o o 0 0 0 0 0 0
< T onw 93,7 91,8 32,0 77,0 85,7 57,1
14 nw 78,5 89,9 227 59,0 L2 oo 58,2
21 nw 96,2 88,4 81,3 89,0 79,3 oh, L

X prébg kontrolng badano w kierunku obecnodci antracenu, benzo/a/pirenu

i fluorantenm

nw

nie wykryto

GLL
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drrobnoustroje o réznorodnych cechach metabolicznych.
Istnieje tez druga moxliwosé, w ktdérej zamiast bio;

degradacji owmawlianych weglowodordw wystepowalo zjawisko

biokwnulacji, a po pewnym czasie nastgpowalo ich wtdérne wy-

dalenie na skutek lizy komdrek.

h,2.4.%. Badania nad kumulacja wybranych
wielopilericlieniowych weglowodordw
aromatycznych przez naturalng

mikroflorg wody rzeki Olawy.

Kumulacje benzo/a/pirenu, antracenu i fluorantenu
przez mikroflorg naturalng wody powierzchniowej i nadosado-
woj rwokli Olawy badano zaszczeplajge podloze bulionowe lub
mineralne zawierajgce odpowiednie stozenia stosowanych WWA
wody rzeczny w stosunku 1:1.'Inkubnedg prowadzoﬁo w teompera-~
turzh 20°c przez okres 7 dni dla buljonu odzywezego i 14 dni
dla podloza mineralnego.

Biomasg bakteril odwirowywano, a nastepnie po trzykrotnym
" przemyciu woda redestylowana, suszono w temperaturze 60°C
do stale] wagl. W tak przygotowan;j suchej masie po ekstrak-
cJi oznaczano zawvarto$é badanych WWA.

A}

Wo wszystkich badanych ‘prébach z benzo/a/pirenu za-

réwno na podiosu bulionowym jak i mineralnym stwierdzono

Jego kumulacje w biomasie bakterii /tabela 34/ w stosunku do
préb kontrolnych.

Il0$é skumulowanego benzo/a/pirenu w przeliczeniu na gram
suche] masy bakterili wzrastala wraz ze wzrostem stosowanego
stezenla, Na uwage zasiuguje fakt uzyskanych znacznie w&zszych

wartodscl /érednio o jeden rzad/ kumulacji badanego weglowodoru



A N

w prébach, édzie bonzo/a/piren byl jedynym Zrédiem wegla

1 energli.

V prébach na podoxu bulionowym zawierajacym benzo/a/piren
przyrost blomasy bakterii byl nieco wyzszy niz w kontroli.

Na podlozu mineralnym, gdzie benzo/a/piren byr jedynym 4rédiem
wegla 1 energild, przyrost bliomasy byt niewielki 1 obserwowano
nieznaczny wpiyw hamujacy omawianego zwigzlku. Uzyskane wvy=-
nili mosly byé wwlgzane z faktem trudnej podatnosci benzo/a/
pirenu na rozktad, a t%kZQ z sclekecjonujagcym Jjego wplywem

na mikroflore wodng.

W takich samych warunkach starano sie ustalidé kumu-
lacje entracenu /tabela 35/ przez mikroflore wody rzeki Oia—
wy. Na podstawie uzyskanyeh wynikéw mozna stwierdzié, iz antracen
podobnie jak benzo/a/piren, byl pobierany i odkiadany przez .
mikroorganizmy, Jjednakze nie we wszystkich przypadikach 1lo8é
oznaczanego w blomasie zwlgzlku byla zalezna od zastosowanego
stezenia. Interesujgeca jest zoobserwovana prawidiowosé w pré-
bach na podlozu bulionowym; gdzie w przypadku lepszZego przy-
“rostu biomasy, 1lo$é skumidovancgo antracenu byla nizsza w
stosunku do préb, gdzie przyrost ten byl mniejszy.

Natomliast w prébach, w ktdérych antracen byl Jjedynyn
fZrédiem wegla i energill stopieil kumulacji byi tym wyzszy im
wig¢kszy byl przyrost biomasy.

Ogélnie mozna stwierdzié, iz antracen byl kumulowany
przez naturalng mikroflore wody rzcki Olawy. Na podiozu bu-
lionowym wra#z ze wzrostem stosowvanego stezenia obserwowano
obnizanie sig ilosci badanego zwigzku w blomasie, za$ na

podiotu mineralnym skurmlowane ilo$ci antracenu byly wprost



Tabela 34
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ltunulac ja benzo/a/pirenu przez naturalng wmlkroflorg wody ruzoki

Otawy po 7 i 14 dobach inkubacji w temperaturze 20°¢,

Pochodzenle Fidiose Dodanec Srednia Srednie
milkroflory 2 stozenie sucha wartosé
benzo/a/ . masa kutlecdi
pirenu
[mg/de] [g/dmg] [me/e s.u)
0,12 2,34 0,000651
bulionowe 0,006 2,59 0,00485
8
3 0,03 2,59 0,00363
g 9 0 2,48 0
g N
e 0,12 0,203 0,0678
ol
o mineralne 0,06 0,355 0,02286
=N ] _
0,03 0, k75 0,01353
0 0, ko5 0
';============’=========== =ttt ] e e
0,12 1,97 0,01295
bulionowe 0,6 1,65 0,00423
0,03 1,52 0,0018
o 0 . 2,065 | o
0
L 0,12 0, 34 0,05813
o 0
2 % winoralne 0,06 0, 56 0,02189
: 0,03 0,56 0,01114
0 0, 51 » O
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. proporcjonalne od iastosowanego stezenia,
Ponadto mozna zauwazyé, iz antracen mia? nileznacznile
stymulujgey wplyw na rozwdj populacji bakterii hodowanych

na podtozu bullonowym. Natomiast,gdy antracen byt joedynym

Zrédiem wogla i energll, dzlialal nieznacznie hamujgco,
zwlaszeza w stosunku do mikrofloxry nqdosadowej. Podobni.e

Jok w przypadiu bon:‘:o/a)’pironu mogty sie na to skiadad

co naJjunlej dwie praycayity. 4 jodncj strony woglo to byd
skutkiem trudnej dostepnos$ci substratu, z drugiej zas strony
z selekeji wynikajacej z réznej wrazliwo$ci na badany zwige-
zok mieszanej populacjl bakterii.

Kumlacje fluorantenu stwierdzono Jjedynie w prébach,

w ktérych zastosowano podloze bulionowe. Wystqpilaltmn

prosta zaleznos$é dloscid skumulowagego zwlgzku od zastosowane=
&0 stezenia. Obserwowano jednoczeénle lepszy przyrost blomasy
bakteril- zwlaszc#a wlkroflory wody powlerzchniowe]J = w stosune=
ku do préby kontrolnej, co zapewne bylo wynikiem bodZcowego
dzialaniﬁ badanego zwigzku /tabela 36/.

Natomiast na podiozu mineralnym w obecno$ci fluorante-
nu Jjako érédla wegla i energli, zaobserwowano bardzo slaby
przyrost hiomas& bakterii, a ponadto nie'sfwiardzano w niej
kumulacji badanego zwigzltu. Pozwala to przypuswmczad ,ix
fluoranten bid<z nie byl dostepnym dla baktqrii substratem
cnergetycznyﬁ, bgdE oddziaiywalltoksycznia. Czas ekspozycJjil
bakterii na badany zwlgzek byi dod$é diugi /14 déb/, a zaten
uzyskano yyniki nie pozostajg w sprzeczmnosci z danymiAQOu
tyczgeyml dobrego wzrostu bakterii na staXym podlozu umineral-

nym zawlerajgcym fluoranten, gdzie obserwowano Jjego bodécowe
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vody rzelkd Olawy

antrdcenu przez naturalng mikroflore

Pochodzenie D edT i D?d?ne. érodnia sredn%a
ilofia : stezenie sucha wartosé
‘ i) antracenu | uasa kunulac ji
o
[ 1;13‘/(1:11"] [_{_-;‘/t:'hn:3 ] [me/c.s.m]
0,15 2511 0,0105
bullonowe 0,075 2,045 0,011306
o 0,0375 2,135 0,01365
= 0 2,478 0
4 4
o R 0,15 0,335 0,13636
[ H
Q
ol mineralne 0,075 0,21 0,00917
5
Py 0,0575 0,10 $1ad
0 0,20 0,00228
0,15 2 Bn 0, 006284
bulionowe 0,0%5 2,04 0,01847
3 0,0375 1,607 0,03308
a :
5 0 2,005 0
o I
(= SR
o a
PR 0,15 0,16 0,05263
& mineralne
M 0,075 0,08 0,01428
0,0375 0,14 0,02
0 0,506 0
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dzialanie. We wspomnianym przypadicu wzrost ten mégl byé wy-
nikliem zZwigkszonej aktywnosdci fizjologicznej pod wplywem
zwigzku toksycznego.

Reasumujic nalezy stwierdzié, iz badane wielopiers$cile-
nlowe weglowodory aromatyczne oddzlalywuja niejédnoxraénio
na uikroflorg wodna, co zapewne pozostaje w zZwiazku =z ich
odulenny budowy chemlcezng i pruestrzonng.

Ogbélnie wozna stwierdzi¢, iz proces ten byl zaloiny
v wigkszoScl przypadkdéw, od stosowanego stezenia badanego
zwlnziku. Natomiast,gdy benzo/a/piren 1 antracen byly jedy-
nym Zrédiem wegla 1 energii ilosé wggloﬁodoru oxnacZana W
biomasie byla wyzsza niz w analogicznych prdbach uzyskanych
na podlozu bulidnowym. W przypadku fluorantenu w omawlanych
warunkach nle stwierdzono kumulac;i.

Fakt humulowania wymienionych weglowodordw przez mi-
kroorganizmy nalezy z jedne] s%rony uznaé za zgawislko pozor-
nogo usuvwania tych zwigzkéw z wody, a z drugle] za moxliwodé
powstawania zanieczyszczol wtérnych lub migowania w laricuehu tro-
ficenyw. Jak wynika = poprzednich dosdwiadozeil wgglowodory
majg bardzo znaczny wplyw na mikroflore wodng. Pewne steze-
nia powodujg selekcje form wrazliwych 1ub tak jaek w przypad-
lku fluorantenu wykazujg toksyczne dzialanie. Odmienne zacho-
wvanle sig¢ drobnoustrojéw wobec benzo/a/pirenu dowodzi, ze
w warunkach naturalnych,gdzie na ogdé: wystepuje kilka réunych
weglowodoréw, a ich stezenia gwalitownle si¢ 2zmieniajs, na-
lezy sig liczyé =z ich powaznym wpilywem na zaklécenie rdéwnowagi
blologicznej 1 zmiang sktadu zardéwno ilodciowego jak 1 Jakodw

ciowego mikroflory. To z kolei odbija si¢ na procesie
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Tabela 36. Iumulacja fluorantenu przez naturalng mikroflorg

wody rzeki Oawy

Dochodueni s Dodane érednia Srednia
b i Podloze stezenie sucha ma=- wvartosé ku-
milarof Lory fluoran- sa nulacji
tenu
[me/ a3 3 /e s
g/~ ] [g/dm ] [mb/ﬁ.a.m]
0,53 1,046 0,0214
| bulionowe | 0,265 0,9325 0,01127
” :
% 0,132 0,888 0,01612
ord :
= 0 0,0065 0
g5 ‘
5
2- 8 0,53 0,034 nie gtwierdz
ord
= mineralne 0,265 0,04ls "
53
0, 132 0,0635 "
0 0,1655 "
0,53 0,691 0,013%
bulionowe 0,265 0,596 0, 00889
0,132 0,587 0,00341
0 0,7065 o
'g .
4 g 0,53 0,0285 nle stulerdz.
o ® §:
¥ g mineralne 0,205 0,0235 "
o ) DA
g- 0,132 0,0375 2
0 0,095 "
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biodegradacji oraz kunulacji wymienionych wg@lowodordw.
Rzoczywista ocena blologloznego usuwania tych zanieczyszczeil
Jest przez‘tp utrudniona, gdyZ oba procesy nakladajé sie

W swych sk;tkach na siebie do momentu, gdy nie nastapl wtér-
ne uwélnienie Skumulowanych weglowodordw. W rzece, w ktdére]
wvoda ujmowana Jjost do coldw wodociggowych incydenty polegajinco

na samozanleowyszezeniu sn wyjatkowo niebezpiecune.

h.2.5. Badania nad interakcjg mikroflory z wybra-
nymi wielopiers$cleniowymi weglowodorami
aromatycznymi: benzo/a/pirenu, antraceonu

1 fluorantenu w warunkach dynamicznych.

BDadania nad intorakojq naturainej nikrof lory z wybranymi

weglowodorami przeprowadzono w modelu laboratoryjnym typu
lizywetru, wypelnionym glebg pobrang na stanowlsku badaw-
czym, zachowujao jej naturalne uwarstwlenie.
Do lizymetréw dozowano w sposdéb ciagzy benzo/a/piren w stgzo=-
niach 0,24 4 0,48 mg/dms, entracen w stezeniach 0,3 1 0,6 mg/dm3
.1 fluoranten w stgzeniach 1;06 i 2,12 ma/dma. Temperatura wy-l
nosita 20?0.

Badania mialy na celu wykazanie selekecji 1losdciowe]

w obre¢gble wybrénych Zrup bakéerii pod wpilywem WWA doz?wa—
nych w sposdb clagly oraz zmlan skladu bakterii pod wpilywem
WWA w profilach glebowych. Poza tym badania pozwolily na
ocong przemieszczanla sig badanych WWA z gleby do wody
wraz z uwzglednleniem ich sorpcji i desorpcji v glebie.
Zakladano przy tym, ze gleba wokdl stanowiska badaw-

czego zanleczyszczona Jjest podobnie jak woda przez WWA,
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a zaplanowane badania pozwolg na okredlenie infiltracjl.
Ponadto spodziewano sie, %e dostarczg one informacji na to=
mat selekcjli mikroflory gleby pod wplywem omawlanych weglowodo=-

réw  oraz jej udziau w biodegradacji.

h.2.5.1. Selekecja ilobciowa w obrgbie wybra-
nych grup bakterii pod wplywem UUA
dozowanych w spoadb ciggly do

filtrdéw glebowych.

Zmiany'iloéciowe w obrebie wybranych grup bakteril pod
wplywem WWA sledzono w opareiu o badania przesgczu 2z £iltrow
glebowych jak 1 mikroflore zasicdlajgcn glebe wypeiniajacy
fiitry.

h.2.5.1.1. Seleckeja bakterii glebo-
wych pod wplywem WWA oce=-

niana w przesgczu z fil=

tréw glebowych.

W badaniach okreélané wpiyw benzo/a/pirenu, antracenu
L fluvorantenu nn liczebno$éd bakterii psychrofilnych, proteo=
Litycunych, amonifikacyjnﬁch, nitryfikacyjnych obu faz, a teke-
zo 1losdci bakteril przetrwalnikujacych oraz amylolitycznych.
Uzyskane wyniki przedstawlono na rys. 34,35,36,37,38,39,40 1 41.

W prébie kontrolnej /rys. 34,35/, do Lktdérej dozowano

\

wylncznie wodg redestylowans, obserwowano stopniowo spadek
liczebnodcl bakterii psychrofilnych i proporcjonalnie = prze-
trvalnlkujacych, proteolitycznych i amonifikacyjnych.

L

Ynaczne wahania/w granicach wmiana 1.10" do 1.10"?/ charak-

teryzowaly rozwéj populacji denitfyfikatoréw. Natomiast
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bakterie mnitryfikacyjne I i II fazy wykazywaly stosunkowo
niowlielkle wahania.

Ogdélnie mozna stwie:dzié, iz wraz z wypilukiwaniem z gle=
by zwigzlkéw rozpuszczalnych w wodzie, w tym substancji bilo=-
gennych, nastgpowal spadolk liczebnos$ci badenych grup bak-
teril za wyjgtkiem nitryfikatoréw I 1 II fazy.

Odmiennie LhsztaXtowal sie rozwdj QOpulach badanych grup
bakterii v przesgezach z lizymotréw, do ktdérych dowowano wioe-
lopierscieniowe weglowpdory aromatyczne w stosowanych stgo-
zeniach /tabala_17/. .

Benzo/a/piren, dozowony w stezeniu 0,24 mg/dm3 /rys.30,
37/ nie wywieral wlekszego wplywu na naturalng mikroflorg wymy=
vang % lizymetru, gdyz uzyskane wynikl zasadnlozo nie odblegaly
od wynikéw lLizymetru kontrolnego. Wyjatek stanowily baltow-
rie amylolityczne i amonifikacyjne.

Bakterie amylolityczne okezaly sle najbardzlej wrazliwe
na zastosowane stezenle czego dowodem bylo obnizenie sig dch
liczebnoseci, w ciqgﬁ 21 dé6b dozowanie benzo/a/pirenu, z
Qoo l:om/cm3 do 1 kom/cm3 wycleku, Callkowlecie przeclwnie
reagovely bakteride amonifikacyjne. W pierwsze] fazle nastaopli
ﬁwaltOWny.rozwéj ich populacjl /m%gno 1.10"8/, po czym spadek
i w dalszeJ czebci doﬁwiadczeﬁia liczebno$é tej grupy bakte=
ril utrzymywvala si¢ na stalym poziomile, l

Natomiast benzo/a/piren dozowany w stezeniu 0,48 mg;/dm3
/rys. 36 i 37/ wywoiywal w poczgtkowym okresie bardzo wyraZng
 stymu1acJ9 rozwo ju bakterli psychrofilnych, proteolitycznych,
denitryfikacyjnych i amylolitycznych p;zy réwnoczesnym spadku

liczebnoseci bakterii przetrwalnikujacych. Fo 14 dniach
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podczas sorpcji i desorpcji benzo(a) pirenu przez filtr glebowy.
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i nitryfikacyjnych II fazy podczas sorpcji i desorpcji benzola) pirenu przez filtr glebowy.
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1l05é bakterii psychrofilnych, proteollitycznych i amylolitycz-
nych, ustalila sle na pozlomie zbliZonym do wartodci poczytlo-
wyéh i do kolica dodwiedezenia ulegata tylko bardzo nieznacz-
nemu obnizeniu, Interesujacy wydaje sig wplyw benzo/e/pircnu
na bakterle denitryfikocyine. Bakterle te w okresle dozowania
omawlanego zwlgzku systematycznie rozwijuiy sle, a 1ich mia-

3 do 1.10"16 lecz po zaprzestaniu

6

dozowania, réwnle systematycznie wzrosto do miana 1.107 .

no obnizyto si¢ z 1. 10~

Nie zaobserwowano natomiast istotnego wpilywu benzo/a/pirenu
w stezeniu 0,48 mg/dm3 na rozwdj nitryfikatoréw I i IXI fazy.
Ogbélnie mozna powledzieé, Zze nizsze stezenie benzo/a/
plrenu nie wplywalo w istotny sposdéb za wyjatkloem bakterii
amylolitycznyech = na skiad mikroflory wymywanej z lizymetru.
W przypadku benzo/a/pirenu w stemzeniu 0,48 mg/dm:3 otrzymano
wyniki Sciéle korelujgce z wynikami badail dotyczacymli wply=-
wu tego zwlgzku na wmikroflorg wodng. A zatem z calg pewnosclag
mozna wysnué wnlosek o dzialaniu stymulujacym na rozwdj bak-
terdi. -
| Przy wastosowaniu entracenu w steweniach 0,3 1 0,06 mg/dm3
/rys. 38 i 39/ zaobserwowano bardzo wyraZny, systematyczny spa-
dek liczebnosci bakterll psychrofilnych, proteolitycznych,
amnonifikacyjnych i amylolitycznych oraz przetrwalnikujacych,
przy czym obserwowano istotng zaleznosé tyoh zmian od
zastosowanego sbezenia badanego zwigzku. Obserwowany spadek
licwebnos$ei bakteriil wymienionych grup byl znacznie wyrale
niejszy w przypadku dwukrotnie wyZszego stezenla antracenu.
Natowmiast bakterile przemian azotowych - denitryfikacyjnych
i nitryfikacyjnych obu faz - reagowaly wyraZna stymulacja

rozwoJju.
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Rys.38. Zmiany liczby bakterii psychrofilnych, przetrwalnikujacych, proiedli’cycznych i amylolitycznych

podczas sorpcji i desorpcji antracenu przez filtr glebowy.
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Pomimo talk glgbdkich zmion w liczebnoscl mikroflory,
badane baktorie nie utracily zdolnoéci regoneracyjnych. Do-
wodzi fego fakt, iz w okresie 14 dni przemywania lizymetréw
wody redestylowang obserwowano systematyczny wzrost liczebnos-
ci bakterii psychrofilnych, przetrwalnikujacych, protecoli=-
tycznych, podczas Qd& balkterie amonifikacyjJne utrzymywaly
sig na stalym pozlomie, zas pozmostaole grupy baklerii prze-
mlan azotowyeh wykazywaly spadelk liczebnoscd.

Reasumjgc nalezy StWié&dZié,.ZG antracen w stoso=
wanych dwéch stezeniach wywieral wyrainy hamujgcy wplyw na
wikroflore gleby, co dotyczy zwlaszcza stezenia 0,6 mg/dmj.
Interesujgcy Jjest fakt spadku liczebnoscl wiekszosci badanych
grup bakterli przy jednoczesnym znacznyn rozwoju balkterii
donitryfikacyjnych. Hamujacy wpiyw antracenu zostal takze
potwierdzony przez gwaltowny wzrost populacji bakterii po

zaprzestanlu dozowania omawlanego zwigzlku.

Fluoranten dozowany do filtroéw élebowych powodowal

wyrazng stymulacje rozwojulnioktérych grup bakterii.

V przypadku stezenla 1,06 m{;/dm3 /rys.h0 1 41/ observo-
wano znaczny preyrost w poczqtkowej fazie liczby bakterii
psyclhwrofilnych, amonifikacyjnych; nitryfikacyjnych I fa-
zy 1 denitryfikacyjnych oraz amylolityeznych. W stosunku do
bakterii denltryfikacyjnych tendencja ta utrzymywala sig
v caltym okresie dozowania fluoranténu. Inacéej zachowywala
sie gfupa bakterii amylolitycznych, ktdére po poczatkowym
okrcsie dobwego rozwoju zaczely z zespoiu ustepowaé, po
czyuw znowu = pod koniec dodwiadezenia - ich liczba nicznacze

nie wzrosta.
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Podwyzszenie stgzoenia fluorantenu do 2,12 mg/dm3
/rys. 36 4 37/ spowodowalo niewielks stymulacje rozwoju
bakteril psychrofilnych , proteolitycznych, amonifikacyj-
nych i denitryfikacyjnych a talkze amylolitycznych, poprzedza-
Jaca wyraZny wpilyw hamujacy, ktéry od poczgtku byl wyrainy
w stosunku do bakterii przetrwalnikujacych. Po zaprzestaniu
dozowania fluorantenu obserwowano ponowny rozwdj bakterdii
omawlanych grup.

Uzyskane wyniki wskazujg, iz fluoranten w stosowanych stg-
zonlach wykazuje wplYN hamu jacy po okresle poczytkowe] sty-
mulacji rozwoju. Wplyw hamujgey na grupe bakterlil przetrwale-
nikujgoych, obserwowano od poczgtku doéwihdezenia. Podobnie
Juk w przypadku pozostalych badanych wgglowodordéw fluoranten
stymulowal rozwdj baktoril denitryfikacyjnych.

Reasumujgce nalezy stwierdzié, ze antracen, benzo/a/pi-
ren i fluoranten w zastosowanych stezeniach wywieraly bardzo
réznorodny wpiyw na mikroflorg gleby ocenieng poprzez analilzg
bakteriologlezny wynikéw 2z lizymetrdw.

W prébie kontrolnej nastepowal systematyczny spadek
licuebnodci bakterii badanych grup powodowany przypuszczal-
nie zuzywaniem i wymywaniem z gleby zwigzkdéw blogennych.
Nio zaobserwowano istotnego wplywu na mikroflorg glebowy

3

antracenu v stezeniu 0,3 mg/dn” i benzo/a/pirenu w stezeniu
0,24 mf_’;/dm3 poza bakteriami amylolitycznymi i denltryfikacyj-
ﬁymi. .

Zupeinie odmiennie oddzialywal benzo/a/piren w stegzeniu
wyzszym poprzez bardzo wyrazny stymulacje rozwoju bakterii.

Natbmiaat.fluoranten wykazywal dzialanie hama jace



poprzodzane wozesnilejszg stymulacJa rozwoju bakteril, zwlasze
cza w stgzchiu 5,12 mg/dmj.

Ve WBzystkicp prébach, do ktdérych dozoweno wielopierscicnio-
wé wgglovodory aromatyczne obserwowano znaczne obnizenie 1li-
czebnoseci bakteridi przatrwalnikﬁjqcydh. Najwilekszg wrazliwosdé
na dozovano zwiqiki stwierdzono u bakterli amylolitycznych.

W wliekszoscl praypadkdévw zenotowano wzrost liezby baktorid |
denitryfikacyjnych pod wplywem stosownnth WWUA + W okresle
dozowanla wody redestylowane] wiekszosé¢ grup bakterii uzyski-
watn liczebnosd wyjéclowg a zatem skutki oddzimlywania antra=-

conu, benzo/a/pirenu i fluorantenu byly odwracalne.

4.2.5.1.2. Selekoja bakterii pod wply=-
wem VWA ocenlana w profi-

lach glebowych lizymetréw.

W celu okfeélenia mnianlliczebnoéci bakterii psychrofil-
nych, przotrwalnikujgcych, proteolitycznych, amonifikacy]j-
nych, nitryfikacyjnych I i II fazy, denitryfikacyjnych oraz
amylolityecznyoh w profilach glebowych lizymetréw, pod wply-
wom  dozowanych w sposéb clagly wielopierécieniowych wWoitlo=
wodoréWw aromatycznych, wykonano analizy bakterilologlczno
glbby w czasle 0 oraz po 21 dobach dozowania WWA, Aby okreslié
zdolnod$cl regeneracyjne bakteril clebbwych wykonano analoglcz=-
ne analizy po 14 dobach przemywania f£iltréw glebowych, woda
redestylowang.

Uzyskane wyniki'badéﬁ przedstawiono na rysunkach

L2, 43,44 45,
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Rys. 42. Liczba bakterii psychrofilnych, przetrwalnikujgcych, proteolitycznych i amy! litycznych w glebie

( préba kontrolna i z benzola)pirenem )

modeli doswiadczalnych



o 199 -

g &= 2 &
L o» v P
~F - v = v
Q0 > 5 c = c
gx 0 g ) c ©
X = O.m o m S
o X [+ o
£E g 2 2
§E o > - i B
= " "
mmn c o 8 5
8 g N
NEE i ;!
- TRGEARS, : ine P e A T Y
mu__bp. RN Sl Gl e B BN
o i . - . . ——
....q.._ ”'/ //. /I/- //...(/‘/ /l./. 32
E
a A-a-_.v .
-1, WLt |
(=] ot .
{:: ™
c b T OO P PO T T T T D B TP
ﬂ T T S N [T
‘a :1:11...,....1/41,1//;:/
o
o
N
c
]
0
o
—
o
E
(=)
c
[ !
.-“ ifr/flf s Iklftflrtrl
[=1
a
o
N
c
L]
Fel
[~]
=]
w w
L
n 3
b ~ ALY
- Vel Vlr'flrlrfllrlo

ANSNNNONNNNN NN
N N AN e
[ NN

oupojw bo)

puoiw 6o

FECAmIDOR S &

L L] ' L} L}

C“O vy hOrdad

warstwa |

warstwa Il
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:Jnk widaé w prdébie kontrolnej /rys. 42,43/ 1loéé bak-
turii'psychrofilnfch ulegata systematycznemu obnizaniu
‘w goérneJ ;ﬁérodkowej varstwie gleby, natomiast w dolne]
warstwie, piaszczystej, utrzymywaia sie mnieJ wiecej ﬁa
stalym pozilomie. Zjawisko to spowodowane bylo prawdopodobnie
procesem wymywanlia zordéwno zwlgzlidéw blogemmych jak 1 przo-
micswvesania sig samych baliterdii.

Podobnle wahania liczebnodci bakterii przoﬁrwalnikujqcych

i proteolitycznych wynikaiy =z priemieszézania sie ich w
wvargtwach £iltréw glebowych.

Natomiuét obserwowane zmnlejszanie sie liczby bakterii amylo-
litycznych bylo wyradne we wszystlkich warstwach gleby w Zos=
tawionlu z ich ubytkiem w wyclekach 2z lizymetru kontrolnego
dowodzi ustgpoﬁania teJ grupy bakterii zwlgzane] przypuszczal-
nie ze zubazanilem podioza w substraty pokarmowe. |

Bakterie przemlan zwigzkéw azotowych wystepowaly w
prébie kontrolnej w stosunkowo niewiolkich ilobéciach =z wyjot=-
kiem bakterlii denitryfikacyjnych, ktére byiy dodé licznle
reprezentowane.

Tlos¢ baktérii amonifikacyjnych i nitryfikacyjnyeh I 4 IT
fazy wykazywaly tondencjé spadkows poza nitryfilatorami obu
faz w warszwie powlerzchniowej.

W lizymetrze do ktérego dozowano benzo/a/piren w sto-
zeniu 0, 24 mg'/dm3 /rys. 42 1 43/ obserwowano przemileszczanie
sle bakteril psychrofilnych i przotrwalnikﬁdqcych Z powicrze-
chniowej do glgbszych warstw gleby. Natomiast liczba bakterii
proteolitycznych 1 amylolitycznych ulegla we wszystkich

warstwach gleby podwyzszeniu w stosunku do gleby kontrolnej
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v okresle dozowania zwigzku, a nastepnie obnizeniu. Pozostalo
crupy bakterii wykonywaly nieznaczne wahanila.

V llzymetrze, do ktérego dozmowano benzo/a/piren
v stezeniu dwuﬁréfnie wyzszym /rys. 40 i 41/ obserwowano
przyrost ilodéci bakterii psychrofilnych..Nie zanotowano is=-
totnego wplywu badancgo zwiazku na liczebno$é baktorii prze-
trvalnikujacych i proteolitycznych.

Vyrainy wplyw hawmujacy wykonywal benzo/a/piren w stese-
niu 0,48 mg/dm3 v stosunku do 'bakterii amylolitycznych, zas
stymulujgey w stosunku do bakteril przomian azotowych.

Ogdlnlie nalezy stwierdzié, i benzo/a/piren v stosova-
nyech stegoeniach powodéwal znaczne zmiany mikroflory glebowe]
polegajgoe na stymulacjli rozwoju wigkszoSel badanych” grup
bakterii przy réwnoczesnym hamowaniu pozostalych.

¥V glebile lizymeotru, do ktdrego dozowano antracon w sto=
goniu 0,3 mg/dm3 /ryg..hh i 45/ ' zaobsorwowano niewielki wzrost
populacji bakteril w stosunku do préby kontrolnej. Jedynle dal
si¢ zauvazyé nlekorzystny wplywldozowanogo weglowodoru na
bakterie przemian azotowyech, co w konseckwencji doprowadzilto
do zaniku bakterild bakterii nitryfikacyjnych I i IIL fauy

/miano 10/.

Antracen w stezeniu 0,6 mg/dm3 /rys. 4 i W5/ spowodowal
obnizenie ilodecl w &£lebie bakterii psychrofilnych we wszyst=-
kich trzech warstwach gleby, jednak#zo po zaprzestaniu dozowania
zwigzlku zenotowano wyrainy ich.rozwéj. Liczebnos$é bakterii
puzctrualhikujqcych, amylolitycznych i proteolitycznych byla
nleznacznie wyzsza w stosunku do préby kontrolnej z tym, ze

liczba bakterii amylolitycznych w koiicowej fazie badail
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fluoranten 216mg/dm>

fluoranten 106mg/dm?
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Rys. 44. Liczba bakterii pSychrofilnych, przetrwalnikujgcych, proteolitycznych i amylolitycznych w glebie modeli

( proba z antracenem i fluorantenem )

doswiadczalnych
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Rys.45. Miano bakterii denitryfikacyjnych, amonifikacyjnych, nitryfikacyjnych | fazy i nitryf{kacyjhych II fazy

w glebie modeli do$wiadczalnych (proby z antracenem i fluorantenem )
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we wszystkich warstwach gleby ulegta pieciokrotnemu obniZe-
niu. Nie zaobserwowano istqtnego wplywu antracenu w stezeniu
0,6 mc;/dlﬁ3 na liczebnos$é bakterii przemian azotowych, za
‘wyJatkiem nitryfikatordédw I fazy, ktoére praktycznie ustapilty
we wszysthkich trzech warstwach gleby /mlano 10/.

Ogdbélnie mozna stwierdzié, iz antracen nile powodowal
istotnyech zmlan ilodclowvych w mikroflorze gleby, pova Wyradie
nym Jego wplywem na bakterie nitryfikacyjne I 1 II fazy.

W glebie lizymetru, do ktdrego dozowano fluor;nten
v stgzeniu 1,06 mg;/dm3 /rys. 4O i 41/ obscrwowano intensywny
rozwdj bakierii psychrofilnych /zwiaszcza w warslwie powierze
chnioweJ/, a takze protuolitycznych,_w catym profllu glebo-
wym. Ponadto obserwowano lkorzystny wplyw fluorantemu na ro%=
woéj bakterii amonifikacyjnych, denitryfikacyjnych 1 nitryfi-
kacyjnych I fazy przy rdéwvnoczesnym hamowaniu rozwoJju bakte-
ril nitryfikacyjnych II fazy.

. Zaobserwowvane zmlany w liczebnosci bakterii badanych
grup pod wplywem fluoranteﬁu w stezeniu 2,12 mg/d.l:l3 swiadezyly
o jego wplywle selokcJonujneym zZwlaszeza w stosunku do baktorii
nitryfilkacyJnych. VWV stosuwmku do pozostalych grup obserwowano
przemieszczanie sle bakterii:w profilu glebowym,

Uzyskane wyniki wskazujJa 12 fluoranten powodowal stymuw
lacje rozwoju mikroflory glebowej, zwlaszcza obserwowano to
przy zastosowaniu nizszego stezenia, ktére wydaje sie opty=
malnym dla rozwoju bakterii.

Reasumujgc naleizy létwierdzié, 1% dozowane do filtréw

&lebowych wieloplerécieniowe weglowodory aromatyczne stano=-



wilty Zrédio wopgla 1 energlii dla nlektdévrych bakteorii.
Jodnakze zaobsorwovany rdéznorodny wpiyw badanych zwigzkdéw
na mikroflore, uzuleznion& byl nie tylko od rodzaju stosowa-
nego zwigzku, ale réwniez od jego stezonla. Uplyw ten obscr-
vowano z JjedneJ strony poprzez przemleszczanle sle bakterili
w profilu glebowym, czego skutkiem moglo byé ich wymywanie

z ¢leby, 2 drugioj zad strony przez wyradnie hamujaecy wplyw

ne leh rozwd .

h,2.5.2. Badania modelowe nad przemieszczaniem

sie¢ badanych WVA z gleby do wody.

Badania ned przemieszczaniem sie¢ benzo/a/pirenu,
antracenu 1.fluorantenu z gleby do wody prowadzono w omd=-
wlonym ukladzie modelowym, w dwéch warilantach. W plerwszyu
zastosowano glebe pobrana na stanowisku badawewym, w dru-
¢im  warlancle pobrana gleb@.poddano sterylizacji w celu
wyoliminowvania naturalnej mikroflory 2z procesdw sorpeyj-

nych.

h.2.5.2.1. Badanla nad sorpcjg WWA
w glebie niesterylno]j

Wyniki baderi dotyczgcych zawartoscl wieloplerdclonio-
wvych weglowodordéw aromatycznych w przesgezach z £iltrdw
glebowyech przedstawiono w tabeldi 37.

Przed rozpoczgciem dozowania badenych WWA, Tiltr glebowy
poddano 24 godzinnenu przemywaniu wody redestylowana oznaczajgc
v przesgczu zawarto$é benzo/a/pirenu, antracenu i fluorantenu.

I przesgczach stwlerdzono Jjedynie obecnos$é fluorantenmu w
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1lodcl 2,03% w stosunku do wzorca 1,06 mg/dmg.

W prédblie kontrolnej, w czasie 35 ddéb dozowania wody
rodestylowanej nie zanotowano obecno$ci w przesgeczach sadne-
G0 % trzech badaﬁych wegiowodoréw.

W odpiywach 2z lizymetrdéw, do kitdrych dozowano anbracen
w dudch stpzenlach /tabela 17/ ubytek zwigzku w stosunku do
ilosci badanej byl stuprocentowy.

Aanaloglczne wynlki uzyskano w przypadku obu stozol
/tabela 17/ benzo/a/pirenu. W odplywie z filtra glebowego
do ktdérego dozowano fluoranten w stezeniu 1,00 mg/dmg, po 7
dniach trwania doswiadezenia, poumimo stwlerdzonej oznaczalnej
iloscl wwiazku w odpiywiec poczgtlkowym, fluoranten wystepowal
Jodynie w iloéciach $ladovych. Natomlast w kolejnych brébach
stwlerdzono, deqo ubytek stuprocentowy. W przypadku dwukrotnie
wyzszego stezenia badanego zwiazku, sfwierdzono stuprocentowy
‘ubytek dopiero po 14 dobach dozowania wody redestylacyjnej,
podczas gdy we wezeinlejszych okresach poboru préb stvier-
dzono w odplywach jego obecnosé.

Wyniki badad dotyezacych zawartoéci badanych weglowodo-
réw w profilu glebowym filtra przedstawiono w tabeli 38.

W prébach gleby z lizymetru kontrolnego w zadnej z
trzech warstw, w calym cyklu badaweczym, nle stwlerdzono obec-
nosci antracenu, benzo/a/pirenu i fluorantenu.

W glebie, do ktérej dozowano antracen, badany zwigzek
stwierdzono sporadycznie w drugiej /érodkowej/ i w trzeciej
/dolnej/ warstwie gleby. Przeciwnie, obecnoéé benzo/e/piremu,
,stwiéfdzono Jedynie w warstwie I-powierzchniowej.

Natomiast fluoranten wystgpowal.w.glebie praktycznie w caiym

/



Procentowy ubytelkk antracemnu, benzo/a/pirenu i fluorantenu w

z przesgczdéw z £iltréw glebowych /niesterylizowanych/

= -

nrobach

?gg:?j Zontrola™ Antracen benzo/a/piren fluoranten 1
stezenie _
22§§ne 0 a:3 m@/de 0,6 mg/di 0,24 mg/dmj 0,48 wa/cm 1,06 ng/dmo 2,12 mg/d:::3
/doby/

4] nw nw nw nw nw 2,03 nw

¥ nw 100 100 100 100 slad 51lad

1k nw 100 100 100 100 100 $lad

21 nw 100 100 100 100 100 99,6

28 nw 100 100 100 100 100 96,5

35 nw 100 100 100 100 100 100

x - prébg kontrolna badano w kierunku obecnos$ci antracenu, benzo/a/pirenu i {liuvorsntenu

xx BW - nie wykryto

- LOC =
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3

cyklu badawczym 1 to zaréwno przy dozowaniu stezenia 1,06 ng,/din
1. 218 mg/dmj, jednakze nie zaobserwowano korelacji ﬁomigdzy
stezeniem fluorantenu z iloscia otrzymann w wynilu ekstrak-

oji glebf. Blizszych bédaﬁ i wyjasnienia wymaga Jjednak
vanotpwanie =zjawlska zaniku przepuszczalnosici gleby w cza-

sie dozowanlia fluorantenu.

W sumie nalezy stwierdzid, iz badane wielopilericle-
nluwu. weglowodory aromatyczne, byly w znacznym stopniu
usuvane z wody w czasie filtracjl przez glebg. Stuprocentown
skuteczno$é filtra glebowego zanotowano w przypadku antrace-
nu i benzo/a/ﬁirenu, chociaz niewielkie ich iloseil stwierdzano
w ¢lebie, Pomimo, 1z obecnoéé fluorantenu obserwowano w glebile
w flltrze, do ktérego dozowano badany zwisgzek w ilosci
1,00 mg/de, W przesaczach glebowych.wysbépowal on w iloSe-
ciach Sladowych. Dwukrotnie wyzsze stezenie fluorantenu nie
bylo Jjuz ték skutecznio usuwane z wody..NaleZy tu ponadto
podkres$lié iz pod wplywem dozowania tego zwlazku zmiceniloly sie
po diuzszym czasie wlasnosci fizyczno-chemiczne gleby. Lch slkut-
kiom byla pelna utrata przopuszczalno$cl glcby.

Biorge pod uwage fakt, iz dozowanes do lizametrdw
stezenla VWA byly wysokie, a stwierdzone zaréwno w odpiywach
Jalk i w glebie 1lo$cl antracenu, benzo/a/pirenu i fluoran-
tenu niewlelkile, bpdi gladowe, mozna stwierdzid, iﬁ stopieil
ich usuvania z gleby jest bardzo wysoki. Tak znacznyg aktyw=-
nosciy @gleby w usuwaniu badanych WWA mozna tiumaczyé fakt
nie wylkrycia ich w prébach przcd rozpoczg¢ciem doswiadczeil.
Natomiast potencjalne skazenlie gleby mna badanym teronie

znajduje swe potwierdzenie w analizie zuzlu pochromowego,



Tabela 38

Procentowa zawartosd antracenu, benzo/a/pirenu i fluorantemu w glebie
z lizymetrdéw niesterylizowanych w czasie 0, po 21 dobach dozowania
WWi i 14 dobach dozowaniz wody redestylowanej.
W Wy 1 = 4 3
Waratwy Rogzag Lontrola antracen benzo/a/viren fluoranten
gleby - | préby X
stezenie 0,3 0,6 0, 24 0,48 1,06 2. 12
bad i . 3
Czaine o mg/dm3 mg/dm3 mﬁgcﬁs mg/cmS mg/dm3 g/ dm”
: LY
[aoby]
x : ] » L
I 0 nw nw nw nw nw slad slad
/8bérna ./ 21 nw nw nw nw 2,95 $lad élad
35. nw nw nw $lad { 2,03 1,62
IT 00 nwv nw nw W nw 0,38 o,k
’ L HAEX - T -
/$rodkova/ 21 ! nb nb nb nb nb nb nb
35 nw 3,0 $1lad nw 17 $lad 0,6
ITT 0 nw nw nw nw nw 0,8 o,4
/dolna/ 21 nb no nb nb - nb nb nb
35 nw : nw $lad nw nw slad nw

x wszystkie préby byily badane w kierunku antrzcenu, benzo/z/pirenu i fluorantenu

XX nw nie wykryto

xxx nb nie badano, by nie naruszyé¢ struktury filtra glebowego

- 602 -
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w ktoérym stwierdzono obecno$é 1,999 ng/keg benzo/a/pirenu,
Benzo/a/piren ton moze byé przemieszcezany 2z hatdy na okolicz-
ne tereny na skutek pylistej struktury odpaddéw hutnlczych,

latwo unoszonych przez wiatr.

4.2.5.2.2. Udziat mikroflory gleby w
sorpcJi i desorpcji wlelo-
pierscionlowych weglowodo-

* rdéw aromatycznych.

7 celu Wyjaénicnia udzlaiu mikroflory w procesie usuwania
WWA, przeprowadzono analogiczne do 0pisanych badania Z zZase-
tosowanliem gleby sterylizowanej przez 30 minut‘w tomp; 121°C
pod ciénianiem.1,5 atmosfery. Otrzymane wynlkl dotyczice ubyt-
ku WWA w przesaczach przedat@wionb w tabell 39.

W przesgczach przez filtry globowé przed dozowaniem
badanych zZwiazkéw nle stwierdzono obecnosci antraeenu,
benzo/a/pirenu i fluorantenu. Réwniez w calym cyklu badai
nie zanotowano pojawienle si¢g Zzadnego 2z badanych wgglowvodorédéw
w prébie kontrolnej, do ktérej dozowano jedynie wodg redesty=-
lom'uxq .

¥V wyniku przeprowadzonych dodwiadczen stwierdzono, iz
antracen w stosowanych ste¢zeniach usuwany jest w procesio
filtrucji bez udzialu mikroflory, no drodze zjawlsk flzyczno-
chemicznych. Réwniez benzo/a/piren w stezeniu 0, 24 mg/dmj,
by: usuwany w 100%. Jedynie przy stezeniu 0,48 mg/dmj,,po
3 tygodniach dozowania zwigzku ubytek w przesgczu wynosiz
98,5%, po czym podczas dozowania wody redestylowanej

benzo/a/piren nie pojawil sieg juz w odpilywie.



Taebela 39

Procentowy ubytek aniracenu, benzo/a/pire
- H)

z £iltrdéw glebowych stcrylizowanych

nu i fluorantenu w proébach

"
DINZeso.Coow

kontrole™

Rodzaj Antracen benzo/a/piren fiuoranten
proby
gzgiggie 0 0,3 mg/dmj 0,6 mg/dmj, 0,24 mg/dmj 0,48 mg/dm3 1,006 mg/dm3 12 mg/dms
faoby/
0 o nw nw nw nw nw nw
7 nw 100 100 100 100 100 99,4
14 nw | 100 100 100 100 100 96,3
21 nw ' 100 100 100 98,5 100 98,5
28 nw 100 100 100 100 100 99,14
35 nw 100 100 100 100 100 98,5

-~

xx nw - nie wykryto

x - prébg¢ kontrolns badano w Lkierunlu obecnofci antracenu, benzo/a/pirenu i fluorantenu

LLe
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Fluoranten w steseniu 1,006 mg/ﬂm3 usuwany byl z wody
na drodze filtracji w 100%, natomiast w przypadku stezenia
2,12 m;_z;/dm3 obseorwowano jego obecno$é w odplywle w calym okre-
sie trwanla doéwiadozenia; choé w ilo$ciach nlewiellkich.

Yyniki badafi dotyczacych zawartoicl badanych weglowo-
doréw w profilu glebowym flltra przedstawiono w tabeli ho.

¥V prébach z lizymetru konitrolnego w zadnoj z trzech
varstw, W calym oyklu badawczym, nio stwlerdzono obocnoéci
antracenu, benzo/a/pirenu i fluorantenu.

W lizymetrze, do ktdérego dozowano antracen w stezeniu

0.3 mg/de zaobserwowano jego znaczng koncantracdg, po 21
dobach jego dozowania, w powlerzchniowej warstwie gleby.
Usunig¢cle zwligzku nastgepowato dosé szybko, gdys po 14 dobach
dozowania wody redestylowanej stwierdzano jedynie Jjego $la=-
dowve ilo$cli. W glebszych warstwach filtra glebowego nie
stwierdzano obecnos$ci zwigzku. Podobne zjawisko observowano
w lizymetrze, do ktérego dozowano antracen w stezeniu dwukrot-
nle wyzszym,
' Natomiast benzo/a/piren wystegpowal w gleble lizymetréw
zaréwno'pg 21 dobach dozowania zwigzku, jak i po 14 dobach
przemywania filtra wodg redestylowans. Z tym, ze przy zasto-
sowaniu stezenia 0,24 mg/dm3 bcnzo/g/piren, po 14 dobach
przemywania lizymetru woda redestylowang we wszystkich trzech
varstwach gleby stwilerdzano go jedynie w ilosciach sladowych,
podczas gdy przy zastosowaniu dwukrotnie wyzszego stezenia
ilosci te byly oznaczalne. .

Podobnie fluoranten, obserwowany byl we wszystkich

wvarstwach globy zardéwno po 21 dniach dozowania zwigzku, jak

i po 14 dniach przemywania lizymetru woda redestylowan:.



Tabela 40

-

Procentowa Zawertosdé

$é
steryliZowanych w cza

redestylowanej

antracenu, benzo/a/pircnu, i fluorantcim w glebie
sie 0, po 21 dobach dozowania VWA i 14 dobaclh dozo

—

z lizymetréw
wania wody

T S~ i = -
Haze i ?3&:?& Kontrola antracen benzo/a/piren fluoranten
gleby st : ;;11:'. e
Deg;re*e o 0,3 0,6 0,2k 0,48 1,06 242
Czas ag/am” mg/de 1::;5,"/(11113 mg/de :ng/de 1.:.;,/(31;13
[dobv]
I o y
0 I bak ey nw nw ow nw nw
A ' / e », : - - .
/gérna.; 21 nw o 14,6 - 0, 3% 0, 3% 0, 19% 0,85
35 nw S$lad $lad $lad 0,3% 0, 14% 0, s
IT 0 nv uw nw nw nw nw nw
/érodkowa/ 21 nwo— nb nb nb nb nb nb
35 | nw nw nw S1lad 0,07% 1,6% nw
8 2 151 0 nw nw nw nw nw nw nw
/dolna/ 21 nb nb nb nb nb nb nb
35 nw nw nw flaad 0,075 $lad 15 3%
x wszystkie préby byiy badane w kierunku antracenu, bénzo/z/pirenu i fluorantenu

XX nie wykryto

xxx nb - nie badeno, by nie naruszyé strulktury filtra glebowego

wLle @
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Podsumowu jac przOProwadzony eksporyment wmozna stwlerw
dzié, iz filtracja przez glebg w znacznym stopnlu usuwa baw
dane WWA z gleby, przy czym ilos$é czystych zwigzkéw w warstwach
gleby byla niewiélka. Pozwala to przypuszczad, iz usuwanio
antracenu, benzo/a/pirenuli fluorantenu z gleby odbywa sig

v przewazajgcym stopniu na drodze przemian fizyczno-chemicz-
nych tych zwigzkéw prawdopodobnie zwlgzanych z obecnoscin

v niej zwiqzkéw kleszczowych i krzemowyech. Nalezy Jednak zwrd-
cié uwage na fakt pojawlenia sie na wykresach widm plkéw
niecharakterystycznych dla substancji wyjéciowej, bedacych
prawdopodbbnie pochodnyml badanych zwigzkdéw.

A zatem Dby méc wypowledzied sl¢ na temat wmechandizméw
usuvania wgglowodoréw przoz glebg nalezaloby przeprowadzld
bardzo szczegdlowe badania w kierunku identyfikacji powstajg-
cych pochodnych.

NiemnioJj mozna stwierdzié, iz w przypadku gleby zawiew-

' rajgoej naturalng mikroflore, proces usuwanila zwigzkdéw byl

bardzie] skuteczny.

" 4,2.6. Badania nad interakcja czysfych szczoepdw
bakterii a wybrenymi wieloplers$ciendlowymi

weglowodorami aromatycznymi.

Badania nadlinterakch CZystych szczopdw bakterdi
z benzo/a/pirenem, antracenem i fluoruntonem mlaXy na ceolu
wykazanie zdolnoéci niektdérych mikroorganizméw, wyizolowanych
ze Srodowiska naturalnego, do wykorzystywania tych zwigzkéw

Jako substratdéw energetycunych., Ponadto poszukiwano rdznic
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w aktywnoscl oddechowe]J wobec badanych WWA baktorii opornych
i wruzliwyéh na WYSOkiB.StQZODia stosowanych zwigzkow.

Mialo to na celu potwierdzenie selekejonujacego dzialanie
VWA na naturalna mikroflore wodna. Przede wszystkim jednals
poszukiwano odpowiedzi na pytanie, czy powstajace w procesie
biotransformacji nieaktywnego Karcinogennie zwlgzku, jalim

Jest antracen, nle powstajg motabolity biologicznie cwynno.

L.2.6.1. Izolacje czystych szczepbdw bak-
terii wrazliwych i niowraiszli-
wych na wysokie stegzenla wybra-
nych wielopiers$cieniowych wg=-

glowodordéw aromatycznych.

Przeprowadzono izolaecjg czystych szezmepdw bakteril
z wody powlerzchniowej i nadosadowej rzeki Olawy wylkorzystujo=
oych wybrane wiecloplerscieniowe weglowodory aromatyczne, Jja-
ko Jedyne #rédio wggla i cnergili zastosowano podioze mineral-
ne, gdzie substratem energetycznym byly badane zwigzkil w naj-
wvyzszych stosovanych stozeniach, dla benzo/a/pirenu 0,48 mg/dma,
antraoon“0;6 mg/dms, fluorantenu 2,12 mg/dmg, acenaftenu
2,4 mg‘/dm3 i nuftalgnu 160 mg/dmg.

WV ten sposéb wyizolowano z wody powierzchniowej 4
szczepy bakterii wykorzystujgce benzo/a/piren, 2 szczopy
wykorzystujgce antracen, 4 szezepy wykorzystujace fluoranten,
I szozepy wykorzystujgce acenaften i 3 wykorzystujace nafta-
len. Z wody nadosadowe] wyizolowano 4 swczepy wykorzystue-
jace benzo/a/piren, 2 antracen, 4 fluoranten, 4 acenaften

1 3 naftalen.
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Na podstawie dynawmiki rozwoju wylzZolowanych szczepdw
v obecnos$cil badanych WWA wybrano szczepy wykazujgce najlepszy
wzrost w celu zmastosowania ich do dalszych badai.,
Dla benzo/a/pirenu wybrano SZczep g? wylizolowany z wody
powlerzchniowej, dla antracenu szczepy g/h/1 pochodzpcy =z
vody powierzchniowej i d/3/2 z wody nadosadowe], szczep 35'
pochodzpey 2 wody powlerzchniowej dla fluorantenu.
Przeprowadzono rowniez izolacj¢ szczepdédw nle posiadajscych
zdolno$oi wzrostu wobec wysokich stezel badanych zwigzlkdw.
Izolacje tg prowadzono w kierunku otrzymania szczepdw nile
posiadajgcoych zdolno$cl wykorzystywanla jako jedynego Z4réd-
ia wegla i energii benzo/a/pirenu, antracenu i fluorantonu,
Uzyskane szczepy wykorzystano nastepnie do badaii pordéunawczych
przy obserwacji aktywnosci oddechowej szczepdédw opornych na
badane WWA, a takze zdolno$ci biotrensformacji éntraconu,

Ogbrem przetestowano 17 szcezepdw bakterii, z ktdérych
tylko 1 szczep bakterili /d7/ nie miat zdolnosci do wykorzysty-
ﬁnnia benzo/a/pirenu jako substratu energetycznego.
Dla antracenu wyizolowano 2 szczepy bakterdi charalkteryzujgce
sle podébnymi wilasnosclami /37-zlwody powlerzchniowej i d7
%z wody nadosadowej/ a dla fluorantenu A4 szczepy bakteril
- dwa z wody powlierzchniowej /g5 i g7/ i dwa =z nadosadowej
/dq i d7/. W dalszeJ kolejnoé$ci przeprowadzono identyfikacje
uybranych szczoepdw bakterii opornych i wrazliwych na stoso=-

wane w badanlach WWA.
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- 4,2.6.2. Identyfikacjn szczepdw bakterli wraz-
liwych i nilewrazliwych na wysokie stgw

zenia

réw aromatycznych.

wielopiers$cieniowych wgglowodo=

Do dalszych badel wybrano nastepujace szczepy bakterili:

g/h/1, d/3/2, Bny 81 By d d7. Cechy identyfikacyjne balk-

toril przedstawlono w tabeli 41i.

Tabola 41

Cechy identyfikacyjne bakterili wrazliwych i miecwrasliwych na

vysokle stezenia antracenu, benzo/z/pirenu i fluorantenu

BE

Badane Oznaczenia badonych szczendw
cechy /li
d n Ly d
e/%/4 /3/y5 | 6y 8, B -
ksztolt Z’ I L L L L
warodnikid - - - - - -
barwienlo " 7 /
Grania ; g i 5
WVzrost w ;
toup. i
9]
i - ot - + + +
Ll o ;
~0 oot otk L ook ok oo o+t o+
e 0 .
37 ¥/= el + + ! - +
o
ruchliwvosé = = = + * ~
Stosunelk tleno= wzrost |wzrost tlcno~ | tleno= | tleno=-
do O 5 wa - || wzdiuz |vzdlus wy wy vy
nakiu- Inalkiu-
cia cin
aktgwnoéé
kathlazowa b bt + o i ++ )
i B ~
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Badane
cechy

Oznaczenia tadanych szczepdw

Q/"I'/-l

a/3/,

Eo

Ca

Rozkiad weg=-
aglowodordw

olukoza
arablzoza
lalktoua
sacharoza

mannitol

v k g
dt o

kg

+ + + =
1
1

+ + + + +

k g

wkaeg
it -
dt) -
S e
dok ) m-—
dot ) -

+ + o+

-

k

MR

vp

hydroliza
slkrobii

uplymilenie
zolatyny

Rpduke ja
azotandéw
do NOa

do Nll3

+/=

+ 4+ +

amonifikacja

hydroliza

mocznika

dezaminacja

fenyloalaniny

wytwarzanle
indolu

wykorzystanie
cy trynianu
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Oznaczenia badenych szczepdw

Badane
cechy ;

e/"/ /3/5 | o 6, G d,
rozklad
mnleka pepton. pepton.| koagul.| koagul.| pepton.
llzrost wobec
‘Ig'.l'.c.l.
2% + 4+ + - + o+ + + + + o+ + o+
54 + - + - +
';)-‘__', - —~ LS + o +
1043 - - - - % -
homoliza krwi - + - - - +/= -
wytwarzanie st - - - - - -
Wzrost na le Con- drobne drobne
lkey u - - pomar . = - - PO o =

brgzowe brazowe

wytwarzanle
f'luoresceiny nb + nb nb nb nb
vy twarzanle
barwnlika - + - - - -
oksydaza nb + nb nb nb nb
lizyna nb - nb nb nb nb
podloze :
Kliglera nb - nb nb nb nb
Rodzaj Microce=-| Pseudo~| Baci~ . | Kur=- Daci~ | Bacte
1 gatu=- ccus monas llus thia llus llus
nek luteus Sp. Sp. Sp. 8p. sSp.
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h.2.6.3. Okreslenie aktywnobcl oddechowe] oxzys=-
tych niewrazliwych i wrazliwych szczc-
péw bakterii wobec wybranych wielopier-

5, Scieniowych weglowodordéw aromatycznych.

Aby okres$lié wplyw badanych WWA na funkecje fizjologicz-
ne komérek bakterii niewrazliwych i wrazliwych na badane zwinZe
ki, przeprowadzono obserwacje nad akiywno$cilp oddechowsy balke
torii v obecnos$cil benzo/a/pirenu, antracenu i fluorantenu
Jako Jedynych substratow energetycznydh. Ponadto poszukiwano
potwierdzenia ﬁczeéniejszyoh wynikéw sugerujgcyoch, iz niektd=
re bakterile majg odpowicdnie wyposazenle enzYmatyczne, winozli=
wliajgce im biodegradacj¢ badanych zwigzkdw.

Wyniki pomiardédw respiromatrycznych prowadzonych metodg
Warburge z zastosowaniem szczepdw niewrazliwych i wrazliwych
przedstawiono dla benzo/a/pirenu na rys. 46, dla antracenu
na rys. 47 i dla fluorantenu na rys. A48,

Aktywnoéé oddechown szczepu g uznanego na podstawioe

2’
wozesniejszych badail za wykorzystujgoy benzo/a/piren jako
substrat energetyczny, byia doéé wysoka /rys. 46/.
Benzo/a/piren w ste¢zeniu 0,24 mg/dm3 byl wykorzystywany, na

co wskazywal znacznie wyzSZy pooor tlenu przy oddychaniu
substatowym, niz poziom oddychania endogemnnego. Niemniej zwige
zek byl substratem trudnodostgpnym na co wskazuje rdéznica
aktywnosci respirometrycznej szczepu pomiedzy ilosdciy pobra=-
nego tlenu w procesie utleniania glukozy a benzo/a/pirenu,
Natomlast w przypadku dwukrotnie wyzséego stezenia badanegé

zwigzku 1losé pobilerancgo tlenu wobec substratu /benzo/a/pi-

remy/byla zblizona do altywmoéci oddechowej endogennej.
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' o szczep g,
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Rys. 46, Okreslenie intensywnosci oddychania ayst;;ch szczepow bakterii
w obecnosci benzo a pirenu: ioko jedynego Zrodta wegla i enerqil
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Zatem wydaje sle, 1% zastosowane stezenie bylo trudniej dos-
tgpne dla bakterii, nie mniej nie Zauwazono oznak oddzialywae
nia toksyocznego. -

W przypadku szczepu 57_wartoéci oddychanla substroa-
towego w obecnosdci obu stosowanych stezelt oscylowaly wokédl
alkktywnosci 6ddychania endogennego. Pozwala to wysnué praypusze-
czonie, iz w tym warlancic ecksperymentu, benzo/a/pirciu nile
byl wykorzystywany Jjako substrat polkarmowy lecz baktorio ko=
rzystaly z wlasnych wewngtrzkomérkowych substratéw energetycz-
nych. '

| Szezep g/h/1, wylizolowany mna podilozu z antracenam ja-
ko Jedynym Zrddiem wegla i energii, wykazywal ogdlnie
nisks aktywno$é oddechowy wobec badanego zwilazku /rys. 47/..
Zarbdwno przy zastosowaniu stezenia 0,3 mg/dmj, jak 1 0,6 m,:_:;/dm3
1losé zuzyﬁanego tlenu byla nissza, niz w przypadku oddycha=
nia ondoéennaéo. Natomiast szczep 37 okreslony Jako wrazliwy,
poniewaz nie posiadal zdolnos$ci rozwoju wobec antracenu,
wykazal znaczne zalkldcenia w procesie oddychania substrato-
vego. W pomiarach aktywnosci oddechowe] szczepu wobec stoZe-
nia 0,3 mg/dm3 w mmilejszym stopniu, zad wobec stezenia

0,6 mg/dm3 w wigkszym stopniu pojawialo sig zjawisko wzrostu

/

cisnienlia w ukiadach manometrycznych, co sugerowadé moglo
powstawanie lotnyclh metabolitdédw w procesie blodegradacyi te-
o zZwigzku. :

| Aktywnoéé oddechowa szczepu By ktoéry wykorasystywal
fluoranten /rys. 48/ jako Zrddio wegla i onergii, byle wy;
raznie hamowana przez badany weglowoddr i to zaréwno w sto-

zeniu 1,06 mg/de, Jak i 2,12 mg/dmj. Tlosé pobieranego



M0z

140 1
130+
120
110+

100

90+
8o
701

[JO

504
Zi“_
301

20

104

-m;

- — ™

”. ete® B0 g g, l.'.‘...'.
.

/oui”" se’

szczep glb),
jﬁ stqzem e_l__ggtracenu 0,3 mga’dm3 stezenie antracenu 06 mg!dm3
—— kontrola '
- —~— endogenne
~ substratowe

10 20 30 40 50 60 '}‘U 8093‘[1)1’0 120130%0150160170

10 20 30 1.0 50 60 70 83 93 1001'0 ‘!201331&0150150170
czas [min)

SzZczep g9

50
40
30
20-
10 1

=
!
\
1N
N
n.‘
A
| SE
K
10

stezenie antracenu 0,3 mg/dm?

stezenie antracenu 0,6 mgfdm3

— kontrola
——=— endogenne
~ substratowe

-

-
- -
M---"’ ..o"\‘

mec) o e l_'. i ..'.

/’

atew "
. l.\ ”
\ -

‘-—--v- - -y - , '0..

8

Sl <l Sy

AR

90 100 110 120 180 %0150 B0 080 10 20 30 40 0 6070 80 90 100110 120 130 %050 %0 770

czas [min)

Rys. 47. Okreslenie intensywnosci oddychania czystych szczepow
bakterii w obecnosci antracenu jako jedynego zrodla wegla

i energii




- 224 -

szczep gs

‘stezenie fluorantenu 1,06 mg/dm’

stezenie fluorantenu 212 mg/dm?

§ a0y

—— kontrola -
—-—- endogenne
- substratowe

- —
- q_-bﬂnooon:c-o.looC'
- e’ :

- - LA
‘JT. S TIMTee "
..
‘““ﬂn

10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 10 20 130 %0 150960 770480 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 %0 150 0 170 430

s czas [min)
. szczep dy
o stezenie fluorantenu 1,06 mg/dm’ stezenie fluorantenu 2,22mg/dm?’
6001 —— kontrola I
- == endogenne
------- substiratowe
m -
400 .
3004 .
2w -
nuu"". '-.-‘:-
1 ey oin" b ”
o YT '”‘:--.---- ' -
’.j-- .l.o..'."..‘.'ttnoﬂ'"
"f..-‘ ﬂa‘“’m‘.'-lﬂ \- '

10 2(1'30 40 50 60 70 80 90 100110 120 O %0 15096070180 10 20 30 40 50 60 70 &0 bunﬁmmmmmmmm

czas [ min]

Rys.48. Okreslenie intensywnosci oddychania czystych szczepdw bakterii w obecnosci
fluorantenu jako jedynego zrodla wegla i energii



- 225 -

L

tlenu w proecesie oddychania substratowego byla nleznacunlo
nizszea, od pobieranej w_.procesie oddychania endogerme¢o.

3

¥luoranten w stezeniu 1,06 mg/dm”, w stosunku do szczepu d

1
powodowal podwyzszenie jego alktywnoscil respirometrycznej,
natomiast w momencie zastosowania dwukrotnie wyzszego stg=
zonia, wystepowalo zjawisko podwyzszania cisnlenia w ulziladach
marometrycznych. Didrqc pod uvwage fakt, iz szczep ten nilo mial
zdolnoscl wzrostu wobec fluorantenu jako “rddia wegla i enerm
gil wydaje sie¢, ze wplyw badanego zwiazku w niZszym stozeniu
byl wynikiem reakecjl ne stezenie ‘podprogowe, objawiajace]

si¢ wzmozong aktywno$cia fizjologiczng. Za$é stezenile 2,12 mc,‘/dm:j
powodowato wyraine zakldcenia dysymilacJl komdérek co wskazujo
na Jjogo toksyczne daziaande.

Reasumujac nalezy stwilierdzié, iz badane wleloplerscienio=
wve weglowodory aromatyczne byly przez niektdére szczepy bakterii
wylkorzystywane jako substraty energetyczne, lecz sg one , w
pordwnaniu z glukozg substrataml trudnodostepnymi. W przypady
lku szeczepdw wyizolowanych jako wrazliwe na stosowane wysokie
stozonla badanych zwigzkdéw, obserwowane =zJawisko podwyzszania
cifnlenia w ukladach manometrycznych mogto byé wynilkiem
wytwarzania pewnych produktdw lotnych. Substancje te mogly
byé badéz produktem rozkiadu badanego weglowodoru, przébiega-
Jacego nieznanym szlakiem metabolicznym, ewentualnie masku-
Jocego pobér tlenu, bgdZ texz produktem biologicznego spala=-
nia materialdédw zapasowych komdérek lub ich struktur wewnytrz-
komérkowych z zaburzeniem na skutek toksyczﬁego dzlialania

zwiazku prawidlowych drdg metabolicznych.
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h,2.6.4. Badania nad biotransformacja antracenu
przez czyste niewrazliwe i wrailiwe

szczepy bakterni.

Zagadnlenie biotransformacjl wielopiers$cieniowych we-
glowodﬁréw aromatycznych ma szczegdlne znaczenle ze wzgledu
na wzrasteajace zanleczyszczenio $rodowiska tymi zwilgzkawmi.
Jal: wiadomo, nie wszystkie substancje chemilczne charakteryzujg-
co slg¢ skondensowann budowy pierécieniowq sg aktywne w pro=
cesach chemiczne] karcinqgenBZy. Do takich nieaktywnych na-
‘lezy migedzy imnymi antracen. Ale wiadomo, réwniez iz niejodno=-
krotnle w wyniku biotransformacji mikroblologicznej ze wwilyz-
kéw obojetnych biologicznie, mogg powstawaé metabolity charalc-
teryzujgce si¢ akiywnodécia nowotworows. Dlatego tox przeprovadzo.
no badania majgce na celu z jednej strony wykazanie, iz w
$rodowlisku naturalnym wystgﬁujq szczepy bakterii majgce
zdolnoéé do wykorzystyw%pia antracenu jako substratu ener-
goetycznego, 2z drugilej Strony starano sig dzyskad odpowiedsZ
na uagadnienie aktywnodci biologiczne] metébolitéw powstajg-
cych w proceslie blodegradacji.

Badania prowadzono w dwéch niezaleznych eksperymentach.
W pilerwszym wariancie zastosowano dwa szczépy niewvrazliwe
Micrococeus luteus i Pseudomonas sp. i ich mieszanke, w dru-

gim jeden szczep wrazliwy i jeden nieﬁrazliwy.



- 227-

4.2.6.4.1. Badania nad biotransformacjq
antracenu z zastosowanlem
Iczystych szczepdédw bakterii
wykorzystujgcych badany zwige
zek jako Zrddlo wegla i ener-

gid.

Badania obejmdwa&y nastepujace oznaczenia:
- okreslenle rozwoju populacji bakteril metodag Mo Crady “ego
/NPL/
- zmiany ilos$ci antracenu,
- okre$lenle mutagennego i rakotwérczogo dziatania produktdw

pobiodegradacyjnych.

4h.2.6.4.1.1. Okredlenie rozwoju popu-
lacji bakterli wobec antrao-
conu Jako #rdédia wegla 1

energii.

Rozwé] populacji bakterii w hodowlach z antracenem,
$lodzono metods Mc Crady ego z zastosowaniem podioza mineral-
nego z dodatklem antracenu jako Jjedymego energetycznoego sube-

stratu w stgsenlach 0,15 4 0,3 mg/ﬂms i réwnolegle na POod=

lozu mineralnym z glukozg.

Po czasie 0,7 i 1k déb okredlano liczbe kombrek bakte-
rii na podtozach piynnych /NPL/ z zastosowaniem dwdéch nie-
zaleznych szeregdw powtdrzenl. W jednym przypadku stosowano
podloze mineralne z glukoza, w drugim za$ podloze mineralne
2z odpowilednim stezenicm antracenu. Na podstawie uzyskanych '

f

wynikéw /tabela 42/ mozna stwierdzié, iz badane szczepy



Tgbela 42
Rozwdj populacji bakterii akreslany metodsg najbardziej prawdopodobmej liczby bakterii w procesie biodegradacji
antracem
‘Cm] o 7 14
doby
Stezenie ! NPL na pod- WPL na pod- NPL d
: 2 B3 po na pod-
antracenu NPL na podlozu Fosn w ane KPL na podlozu Polletiore Wi NPL na podiozu [ e IR
[ . dna-l w glukoza traceneam Z glukozg tracenem Z lukozg tracenem
- Szczepy :
z hodowli z hodowld 2 hodowli z hodowli z hodowli z hodowli 2z hodowli z hodowli Z hodowli
na podlozu na podiozu na podiozu na poclozu na podloZzu na podlozu na podiozu na podlozu na podlioZu
z Elukoza z antrace= z antrace- Z glukeoza Z antrace- Zz antrace- z glulkozg Z antrace= z antrace=-
/kontrola/ nem nen /kontrola/ | nem nea /kontrola/ nem nem
a/3/, 140.107 14o.107 140. 107 45.10°7 11,5.10%1 | 5,103 140. 1044 1%0. 1024 45.10%3
0,3 _g/k/1 15.‘106 h,s.ios l+,:s.1o7 110.10%? !s5.101° 11,5.107 1&0.10“‘ 11,5.1018 1,6.1013
“'1!““‘ h,5.1p7 140.107 20.107 110.10%0 %,5.10%" 7,5.107 150. 104 7,5.10'7 15.10"6
a/3/, 7,5.10%° 150.10"" 140.10'° 140.10%% 2.10%8 %,5.10°2 110.10%% 45. 102 140. 1024
0,15 5/!&/1 1,5.1;020 140.10%° - ; 140.10° 20.10°? 110_1028 20.10%2 hs.iosh .145.1029 1,5.1021
e 1%.1913 %,5.101° 140.10%° 2,5.10%2 140. 1038 20.10%7 140.10%% %,5.10%8 11,5.10%2
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rozwijdly éig bardzo dobrze na podiozu mineralnym z glukoZg
/préby kontrolne/ natomiast w prébach, gdzie jedynyum Lrdd-
lem wogla 1 energli byl antracen w stezeniu 0,3 mg‘/de
najlepszy rozwdj populacjl zaobserwowano w przypadku swczeo-

pu (1/3/2 ﬁyizolowanego z wody nadosadowej rzeki Olawy.

Szmewepn {.‘:/3}/1 wylzolowany 2z wody powilerzchniowej, Jjak i mie-
szanina szcezepdw d/j/z-i g/le-/1 charakteryzowaly sig podobnym
przyros tom ;T-;onu:'.ax.‘r_s'i:_ lecz by:l on w pordwnaniu z glukoz: Znacz-—
niclslabszy;

W przeblegu dos$wiadczenia, w przypadku szczepdw biodegradacyj-
nych antracen zawnaczyle si¢ wyraZna réznica pomiedzy 1loS=
cin bakterii uzyskanych metodg NPL 2z zastosowaniem antracenu
jako substratu energetycznego, w stosunku do prdéb z zastoso-
wanilem glukozy. Uzyskane wyzszo warto$cl _dowodza, iz antracen
Jest substratem trudniej dostepnym, hamujacym dynamike roze-
woju populacji.

W drhgim wariancie dos$wiadczenia, gdzie zastosowano
antracen w stezeniu 0,15 mg;/dm3 zaobserwvowano podobne prawide
lowvoscl w rozmwoju populacji bakterii, z ta réznicé, Ze naje-
lepszy rozwd] populacji stwierdzono w przyﬁadku mieszaniny
balkterili, natomiast czyste szczepy g/h/1_i d/3/2 préyrastaly
w zbllzony sposdb.

Rqasumujqc.naleZy stwierdzié, iz przy zastoéowaniu
obydwu stezel antracenu obserwowano systematyczny przyrost
bilomasy bakterii pozwalajgcy przypuszczad, ze wyizolowane
z rzekil Olawy szczepy maja zdolnosé wykorzystywaﬁia antra=-

cenu Jjako Jedynego “rdédia wegla i energii.



- 230 =

h.2.6.4.1.2. Okreslenie ubytku antracenu
w czasle blotransformacjl
przez ozyste szeczopy balkterdil
i dch mieszaning,

Uzyskane wynlkl dotyczace ilo$cil antracenu w czasie

inkubac ji szczepéw przedstawiono w tabeli 43.

Tabola 43

Pozostalosd antracenu.podczas jego biodegradacji przez
czyste szczepy bakterii i ich mieszanineg

Ilo$é antracenu w mg‘/clm:3
Dodane Czas :
steoze= ekspo=- Chemide~| Bliodegra= |Biodogras= Diodegradas-
nie zyecji gradacjal dacja dacja cja prve=z
antrae= przez przez mieszaning
cenu s%fzep sZczep szZczopow
E:l{_.;/dmg_] &/ '/1 l"1/3/2 6/4/1 >
- L
1 nb 0,118 0,337 0,136
03 7 0,339 - 0,085 0,26 0,129
1t | 0,309 0,0828 | 0,28 0,0086
9 nb 0,015 0,0082 0,0091
0,15 7 0,15  } 0,0052 0,0023 0,0035
14 ] 0,148 0,0031 0,0006 0,0025

Otruymane wyniki wskazujg na fekt, iz antracen w pod-
lozu hodowlanym nile podlegai chemidegradacji, e nieznaczny roz-
rzut otrzymanych wynikéw miedcii sig¢ w granicach bleddéw, wyni-

.kaJQcyoh z metodyki oznaczania.
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Natomiast przebieg biodegradacji byl zrdéznidowany Jjednak
ugélnié stosunkowo wysolkil. Réznice jakie zanotowano, spowo=-
dowane byly rézng akbywnosdciag szezepdw jakie stbsowano v ba-
daniach,

Szczep g/h/1 charalkteryzowal sie znacznle wy%sza dyna-
wiky rozkiadu antracenu w stezeniu 0,3 m@/dmj niz szczep
d/3/2 natomiast przy zastosowaniu stezonia dwukrotniec nis-
svzogo .wiekszy ubytek antracenu uzyskano dzieki dzlalalnosci
szézepu d/3/2._ ‘

Réwniez dobre wyniki uzyskano przy zastosowanlu szczepdw

L.2.6.4.1.3. Okreflenie mutagennego
i rakotwérczego dzilialania
produktéw poblodegrada-

cyjnych antreacenu.

. Ponlewaz 1lo08é antracenu wykrywana w wodzie rzocki Olawy
byta bardzo wysoka, a Jego.biodegradacja stwierdzona w bada-
niach laboratoryjnych znaczna, wydawalo sle celowe sprawdze-
nie, czy powstajace metabolity nie wykazujs aktywnos$ci biolo=-
gleznej w kierunku wywolywania zmian mutagennych pfowadzqcych
Idp transformacji nowotworowej. .

Mutagenny i rakotwérczy charakter produktdéw pobiodegra-
dacyjnych antracenu okreslono posiugujge sie¢ testem Aumes’a.
Zgodnie z tym testom uzyto w pracy specjalnych mutantéw Sal-
monelle typhimuxrlum LT, .
Testowe szczepy posliadajg mutacje w rdéznych mie jscach genu

nlosgcego informacje zwiazana z syntezy histydyny.
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Moga wlge bydé uzyte do wykrywania rdéznych nutagendéw. Szezepy
S.typhimurium TA 1535 nadaje sig do wykrywanlia wmutagendw powodu-
Jacych éﬁbstytucje par zZasad. Szczepy S.typhimurium TA 1537
i TA 1538 siuzg natomiast do wykrywania "“frame shift" mu-
tagendw. Testowe szczepy zawieraja ponadto dodatkowe muta-
cje, wmwigksuznjoce ich wrazliwosé i bfak mechanizméw naprawvy
DA AL liposéohurydowej bariery na pdwiorzchni komdrki.,
Czynnik plazulidowy obecny w szczepach S.typhimurium TA 98

i TA 100 zwigksza wrazliwo$é baktorii na liczne zwigzki che-
miczne. W tesScie Ames a wylkorzystuje sie fakt, iz pod wply~
wem czymnilkéw mutagenﬁych SZCZepy histyd?nozalezne ulegaja
roversji do stanu prototroficznego.

Z kolb; w ktérych przebiegala biodegradacja antracenu
przeprowadzana przez SzCZeOpy g/l.'-/1 . 3 cl/3/2 oraz mieszaning tych
szczepdw pobrano 1Ocm3 hodowli po 7 i 1k dniadh trwania eks-
perymentu., Pobrane préby sgczono przez filtr Seltza z sacz-
klem azbestowym celem usuniecla bakterii. Przosgcz traktowﬁ-
no nastepnie Jjako roztwdr moggcy zawieraéd mutégenne lub rako=-
twdrcze skladniki. 3

WV tabelli 4l pr#edstawiono wyniki teatﬁ Ames ‘a dla prze-
saczu hodowlanego_po 7 dniach bigaééradacji antracenu wv stg-
Zenlu 0,3 mg/dmj. Nie =zaobserwowano, w Zadnym wariéncie,
co najmniej dwukrotnie podwyZzszonej rewers jli histydynoza-
leznych ézczepéw do prototrofii, co $éwiadezylo o wyniku
ujomnnym czyli brakg potencjalnie rakotwérczych wiasnoséci
badanych przesgczédw hodowlanych.

Nalezy jednak podkre$lié, ze zaobserwowano podwysszong

rewvorsje w przypadku uzytych w tescie Ames ‘a przesgczéw
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hodowlanych szczepu ea /1 w stosanu do plazmidowych szczepdw
Salwonella typhimurium TA 98 i TA 10b.

Tabela 45 przedstawia Wynigi testu Awes ‘e dia przesgczu
hodowlanego po 14 dniach biodegradacji antracenu w stezeniu
0,3 mg/dma. bak widaé¢ stwierdzono wynik pozytywny dla sZcze—_
pu  S.typhimuriun TA 100 wéweczas, gdy zastosowano przesacz.
hodowlany po blodegradacji antracenu przez szczep @/h/1
i d/3/2.

W tabeli 46 przedstawiono wyniki testu Ames’a dla prze-
spczu hodowlanego po 7 dobach biodegradacji antracenu w stg-
2eniu 0,15 mg/dwj. Nie stwierdzono podobnie jak w przypadku
stezenia 0,3 mg;/dm3 antracenu, mutagemnych wiasnosci badanych
przosgozéw. W zadnym bowicwm analizowanym wariancle nie otrzy-
mano co naJjimiej dwukrotnie wstzej spontanicznej rewersji
histydynozaleznych szczepdw do prototrofil.

Po 14 dobach inkubacji /tabela 47/ w zadnym z zastosowanych
wariantéw doswliadczern nie uzyskano wynikdéw pozytywnych, a
wige dwukrotnie wyzsze] rewersji w stosunku do rewersjl spon=-
taniazned,/m

Pod;uMOWuJQc mosna przypusggggé iz antracen, ktéry
nie jest zwigzklem rakotwérc;ym, moze W wyniku biotransfor-
macJi dawad prodﬁkty o takim ocharskterze, choé uzyskane
v tym wariancie dosdwiadczen’ wyniki wymagaly dalszego potwicr-
dzenia, gdya sugerowaily iz zastosowane stezenie 0,15 m;_.;/dul3
byto za.niskie dla otrﬁymania odpowiedniej do testu iloscil

metabolitdw.



Tabela Lh

. , - = B - = - - ..
Test fmes™ a wykonany na przesgczu hodowlanym po 7 dobach biodegracacji

antracenu w stgzeniu 0,3 mg/dms

p Rewersja histydynozaleznych szczendw do prototrofii po
| Nr szczepu Rewers ja inkubacji 2z przesaczami réznych wariantdéw biodegradacji
; : sponta antracemnu
1 s
i |t 3t oeen Pod*oze mine- |Fodioze mine-~ |PocGZoze mine- |Fodloze mine=-
t X i , ralne z antra-|ralne z antra-|ralne z anira-|relne z antra-
yphimurium _—
" cenen /che— Cc@ilelnl ZasZcZe-—|Cerell ZasZCZe~|cenell! ZasZCZe—-
LT midegradacja/ |pionym miesza~|pionc szczepem|pione szczepem
2 ninc szczepdw gﬂ;/f d/3/2
8/k/y 1 a/3/,
TA 98 147,0 100, 25 119,25 237,6 194,7
TA 100 151,5 134,25 “140,0 204, 4 157,0
TA 1535 124,)6 126,0 158,75 185, 5 76,0
TA 1537 1h2,h 141,0 9755 185,7 137,25
TL& 1538 131,42 155,0 153,25 188,0 165,25‘

Wyniki s Srednig z pigciu powtdrzend

o 1?53 -



Tabela L45

Test

antracenu w stgzeniu 0,3 mg/dm3

. 2
imes a wWykonany na

srzescceou hodowlanym po 14 dobach biodezradacii
L - - P [= L ¥

. Rewersja histydynozaleiznych szgzendéw do prototrofii po
Nr szczepu Rewer'sja inkubacji z przesgczami roanych wariantow biodegradacji’
spoika antracenu
Rl OnSIE S . Podioze mine- | Podroze mine- Podioze mine- |FodZome mine-
niczna =t LR = o +
L SRR ; ralne uﬁaatra— ralne z anira- | ralne z antra-|ralne z antra-
yP ceinem /DBZ celnecil ZaszZCEme- ceneill ZasZcCZe-~| cenenm ZasZcZec-—
LT bakterii/-che- nion@ miesza- piona szcze- piona szcze-
2 nidegradacja ng bakterii | pem g/#/1 pem d/S/é
&/t/, 1 a/3/5
TA 98 21 12 39 6,5 9
TA 100 21,3 38,75 32 53,6 46,6
TA 1535 k, 5 3,4 1,5 5,6 2,4
TA 1537 g7 3,25 2,6 %,6 6,5
TA 1538 17 byl k,0 3,0 5,2
Wyniki sg d$rednig z pigeiu powtérzen

= Q65



Tebela 46

A

Test Ames a

wyltonany na przesgczach hodowlanycihh po 7 dobacih biodelradacji

antracenu w sﬁgﬂeniu 0,15 mg/dm”

& 2 Rewersja histydynozaleznych szczepdiw do prototrogii po
e R e Rewersgé inkubacji z przesgczami rdéznych wariantéw biodegradacji
Salmonella sponta- antracenu -
S¥ T ar Lun i cEn Podioze mine- |Podioze mine- |Podioze wmine- ! Fodloze mine-
sz ralne =z antra-|ralne z antra-]ralne z antra-| railne z antra-—
cenem /bez cenem ZasZczZe-|cenem ZaszZcZe- | ceneix ZasZCZe-
bakteri%ﬁche- piona miesza- |piona szZcze- pione szcze=-
midegradacja |nins bakterii |pem g/k/1 pem d/3/2
e/4/, i a/3/ ;
1 2 »
. _ L
TA 98 103,0 158,0 152,0 133,0 12,0 =
2 1
TA 100 31,2 L5, 25 L3,2 82:3 . 36,4
TA 1535 '} 648 7525 “5.11,0 8,0 . 11,6
TA 1537 5,0 6,5 6,25 7,75 5,2
" TA 1538 97,5 - 152,0 147,4 111,54 85,0

Wyniki sa $redniag z pieciu powtdrzen




Test imes a wykonany na przecggczu hodowlany po 14 cdobach biodegracucji zntracenu
w stezenin 0,15 ug dmg
o B 2, Rewersja histydynozaleznych szczendw do prototrofii po
Vi pu SHEE IR inltubacji z przesgcezami rdéznych wariantéow biodegradacji
Salmonella sponta- antracenu
typhismarium niczna Podroze minc- |PFodZoze mine-~ |Podioze nine~ |Teodloze mine-
e “ ralne z antra- |ralne z antra-jralne z antra-|ralne z antra-
LT, - cenen /bez bakdcenem zaszcze-|cenem zaszcze-|cenem ZaszcCze-
terii/~-chemi~ [pione miesza- |pione szcze- . |pione szcze--
degradacja nina balkterii |pem 9/4/1 pem d/j/2
TA 98 146,6 153, 8 220,8 102, 4 - 269,6
TA 100 , 69,5 74,7 55,0 66,6 39,75
TA 1535 7533 16,4 9,2 7,0 6,0
T4 1537 6,25 1303 6,8 8,0 7,3
TA 1538 219,@5 262,0 306,0 221,6 262,0

Wyniki sg $rednig z pigciu powtdrzen

=62 =
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%,2.6.4.2, Badania nad biotransformacjg
antracenu =z zastésowaniem
- czystych szczepdw bakterlii wrazli
wych i niewrazliwych na wysokie

stezenia tego zwigzku

Kdntynuujqc badania nad mut#gennym l1ub rakotwérczym
charakteren produlktéw pobiodegradacy,jﬁych antracenu wprowa-
“dzono szozep uwazany za wrazliwy na dzialqnie wysoklch stg-
#cd tego zwigzku w c¢elu badaii pordwnavezych. Ze wzglgdg na
wézegniej uzyskane wyniki zastosowano odpowiodnio wyzsze stom
zenia antracenu 0.35d 122 mg/dmj. Ponadto Jjako kontrole fun-
keji fizjologicznych kombrek pod wplywem badanego zwigzlu
wprowadzono pomlary aktywnos$ci oddechowej zastosowanych szcze-
péw bakterii. Test Ames’a w&konano po 14 dobach inkubacji,
gdy% wydawalo si@, iz czas ekspozycJli wynoszacy 7 dni byl
zbyt krétki.

W dfugim wariancie doéwiadczeﬁ'przeprowadzono nastepu=-
Jace badanla: : | |
- okreslenie p%zyrostu bakterii metods piytkowg,

- okﬁéélenie aktywnoéciloddechowej séczepéw metods manometrycz- .
nqlwarhurga, . e e s

; okreslonie mutegennego i rakotwérqzego'dzialanid produlctéw
pobiodegradacjjﬁych antfacenu po 14 dobach hodowli,

- okrgélenie ubytku substratu i okreélenie skiadu Jakoécio;

wego metabolitéw pobiliodegradacyjnych antracenu.
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4.2.6.4.2.1. Okreodlenle przyrostu bakterii
metodag plytkows Kocha.

-'Iioéé bakterii w czasie biodegradacji antracenu przed-
stawiono w tabeli 48. Pomimo wprowadzenia_do uktaddw doé;
windozalnychlzawiesiny o zblizonej ekstynkeji , okazalo sig,
z¢ wnieslono dvukrotnie Wyzszg 1loéé kombdrek szozepu g?.

W ciggu 1 tysodnla oba szczepy bakterii przyrastaly rdéwno-
“miernie za wyjatkiem szczepu 3/4/1 przy stezeniu antracenu
wynoszgoym 1,2 mg/dmg. Natomiast po 1% dniach inkubacji stwier-
dzono znaczny przyrost bakterii szczepu @/h/1, zad przyrost
szZcwepu g7 byl znacznie mniej dynamiczny.

A zatem wyddje sig, %0 szczep g/h/1 miat dosé diugl okres
adaptacyjny, natomiast =zwolnienie tempa.przyrostu pPrzoz szczej
By moze sle wigzaé 2z jego wczesniej stwiérdzonq wfazliwoéoiq

na antracen lub na piodukty jego rozkladu,

-

4.2.6.4.2.2. Okreélenie aktywnodeci oddechowe
szezopdw bakterii, w czasie bio-
degradacji antraconu, metoda

manome tryezng Warburga.

Badanie respirometryczne metods Warburga prowadzono
v czasie 180 min., oﬁfaélajqc dla kazdeéo szczepu éktywnoéé
oddychania substrutowégo i enddgénnego, po hodowll na podilo=-
Zu z antracenu trwajqcéj 0,7 i 14 dasb.

Wyniki przedstawiono dla szczepu 3/4/1 na rys. 49

1 szczepu 57'na rys. 50. : 2



Tabela 48

Okreslenie rozwoju populacji balkterii w procesie biodegradacji antrzcenu

Slkiaie, 0 dni 7 dni 14 dni

- Szczepy antracenu 7s

ke Tlo$é bgkteriy . I1losé balkterii | I1os3é bakterii
[ mg/dd ] lkom/cm ] [kom/cmgl ! };om/cm

&/1/ 0/x/ 49 . 100 820 . 10°° 60 . 103°
0,3 106 . 10° 174 . 1017 G 10>
1,2 46 . 10° 163 . 107 78 . 1019

&, 0/x/ " 251 . 10° 152 . 10™9 %0 . 105%
0,9 | 422 . 1010 116 . 1018 95 . 102"
i 532 . 101° 110 . 1018~ 120 . 1029

> ohte =
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Szowep g/h/1 w czasle O charakteryzowal sie dobrg
aktywnosécig oddechowa, Jednakze wprowadzenie go do mieszaniny
roakecyjne, zaﬁierajqcej'ddpowiednio $£92enia 0,3 i
1,2 mg/dm3 antrécenu spowodowaio pewne zaburzenia i to zardwe
ﬁo w przypadku oddychania substratowego jak i endogennego.
Nalesy rdéwnios aﬂ?HQCZYé 1% wszysthkie steuonia antracenu
W 11009..1 tkovoj Tazle spowodovalo stymulacje procesu oddechove
go, a nastepnie hamowanie jogo éktywnoéoi.

Natomiast szczep 37 okazax si¢ mumlej wrazliwy na
.Lrothotrwnly kontakt z antracenem niezaleznie od jego
steozenlia. Wszystkie wartoéci dotyczyce oddychania substrato=-
wego, gdmle Zrbédiem wegla i energii byl antraeén i odpoviednio
oddychania endogennego, oscylowaiy wokdél aktywnoseil oddy- .
chania endogemego szcezepu hodowanego na glukozie.

Nastepne pomiary aktywno$ci oddechowej przeprowadzZono
po 7 dobach hodowli. Aktywnoséé szczepu g/h/1 hodowanego
na glukozle byla zblizona do aktywnosdci w czasie 0. Natoulast
aktywnod$ oddechowa tego samego szczopu hodowanego na antrae
cenle byla nieznacznie niisza, szczegdélnie przy stezeniu
badanego éﬁiQZKu wynoszacego 0,3 mg/dms.

I Podobnie jak w badaniaéh na&maktywnoéciq'repiromotryoznq

ozystych szczepédw bakterii wobec antracenu jako substiratu

»
*

enorgetycsnego, tok i w.tym przypadiu sttqﬁilo zjawisko

okresowego podwyzszenia cisnienia w uktadzie manometrycznym

i to zarbéwno W oddychaniu substratowym Jék 1 endogennym.
Aktywnosé oddechowa, SZézepu &~ PO 7 dobach inkubacji

zmalata 1 to zarédwno w prébile kontroln@j jak 1 w prébach
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substratowych, W przypadku oddychaniﬁ substratowego w obec-
nosci antracenu zaobserwowano dzialanie hamujgce aktywnosé
oddochwa przez badany zwigzek, jak i wystepowanie podobne=-
go zjawiska wzrostu cidnienia w ukladach manometrycznyéh, Jak
i w przypadku szczepu g/h/1.

Po 14 dobach hqdowli szczep g/&/1 charakteryzowal sig
nadal wysoka aktywmos$clag oddochowa we wszystkich wariahtach-
doswiadezeni, Jedynie przy wysokim steseniu antracenu
ok 1 mg/dmj/ w procesie oddychania substratowego wystepowalo
nadal =zjawisko okresowego wzrostu ciénienia w ukladach mano=-
metryocznych, Wysoka akﬁywnoéé oddechowa szczepu przy stezeniu -

3

antracenu 0,3 wg/dn” pozwala przypuszczad, iz antracen byl
stoguﬁkowo dobrym substratem energetycznym dla badanego szczoe-
pu.

Natomiast szczep g

7
nosé oddechowg w prdobie kontrolnej. Przy stezeniu O,S-m{:/(lm3

w znacznym stopniu utracit aktyw-

antracon zardéwno w przypadku oddychania substratowego i en-
dogennego, pojawilo sié zjawisko podwyzszenia cisnicnia w
ukiadach manomeotrycznych. Jedynie przy stezeniu 1,2 mg/dm3
antfacenqwiloéé pobieranego tlenu przez 5akterie byla znaczna.
- Reasunu jgc nalezy_stwigrdzgé,_iz dobdér szczepdéw zgodny
byl z zatozeniem doéﬁiadczenia. Szezep .3/4/1 uznany za nie-
ﬁraﬁlti na wysokie stezoenia antracgnu wykazywal znacznie
wyzsug aktywnoéé oddoechowa wobec antracenu, a zatem mozna
przypuszczaéliz wykorzystywal ten zwigzek Jéko Z2rodro wegla

1 energil ma drodze przemian tlenowych. Szczep g? uznany

zo "wrazliwy" na wysokio steZenia antracenu, przypuszczalnie
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réwniez wykorzystywal antracen, Jjako aﬁbstrat pokarmowy Jjed=-
nakzo w procesie tym musialy pojawiadé sie¢ lotne metabolity.
zakléca Jgce odézyty w stosowane] metodzie,

Wyjasénienia zailstnialych ﬁdawisk nalezy oczekiwad dopilo=-
ro w momencie dokladnego rozpracowania szlaku metaboliczne~
{0 antfacenu, co wymaga bardzo diugotrwatych i zmudnych badan,

opartych na spec{jalistyoznej aparaturze,

h.2.6.4.2.3, Okreslenie mutagennego i rako-
twérezego dzilatania produktow
pobiodegradacyjnych antrace-
nu /szczep g7/.

Mutagenny 1 rakotwdrczy charakter produktéw pobiodegra-
dacyjnych antrﬁconu okreslano posiugujgc sile testem Ames’a.

W tabeli 49 przedstawiono wynili testu Ames‘a dla przo-
sgczu hodowlanego po 14 dobach biodegradacji antracenu w steze~
niv 0,3.4°1,2 mg/dmj.

‘Wyniki powyzsze zanotowano w przypadku wysdkiego stg=-
zenia antracenu dla wezystlkich pigeiu swmozepdw testowych.
Przy wyJsSciowym stezenlu antracenu 0,3 mg/dm3 wynikli wskazujg=
‘co na potencjalne mutagenne i rakotwércze dzialanie metabolitoéw
uzyskano dla szczepdw S.typhimurium TA 98, TA 1537 1 TA 1538.
Intoresujacym Jjest fakt uzyskania pozytywnych wynikéw na
przesgczach pochodowlanych szczepu uwazanego za wrazliwy na
wysokie stgzenia antracenu. Wydaje sle, iz pelng inﬂormaojg
dotyczgen tego zagadnienia bedzie mozna uzyskaé dapiero po

poznaniu szlaku przemian metabolleznych antracenu u bakteril.



Tabela 49.

Test Ames a wykonany na przesgczu hodowlanym po

1i dniach biodegradacji antracenu

przez szczZep g7
<! Sy Indukkowana S$rednia rewersja histydynozaleznych
Humer STEdn1§ : szczepbw do prototrofii 3
rewersja . :
szczepu b
: s antracenem przesagczami pobiodegradacyjnymi
niczna
w st@zenig 3 : A
antracenu antracenu
1,2 mg/dm w stezeniu w stezeniu
1,2 mg/dm3 0,3 mg/dm3
PR 0F 92,6 112,0 3083 96,0
TA 98 8,0 2 15,6 402,8 39,5
}
TA 100 74,8 55,5 539,8 Silh
TA 1537 8,6 13,0 585,k4 68,8
TA 1538 8,5 7,2 339,3 : 53,0

- one =
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h.2.6.4.2. 4, Préby ustalenia szkalu me-
tabolicznego antracenu u
bakterii.

Po 14 dobach hodowlil szczepdw g/ﬁ/1 1 By W obecnosoci
3

antracenu v stezeniu 1,2 mg/dw” préby poddano ekstrakcji bez-
posredniej eterem. Otrzymane ékstrakty eterowve poddano anali-
zlo chromnatograficznej metodyg wysokosprawnej chromatografiil

cleczowe].

Chromutogrﬁmy ekstraktéw poblodejradacyjnych antrace-
nu w przypadku szczepu g/h/1 nie wykazywaly obecnosci tego
zwlgzku, za$ w przypadku szczopu g7ustwiardzond ubytek
'1/5 1losci badanego weglowodoru. W obu chromatogramach wys-
tgpowat natomiast pik o wzglednym czasie retencji w stosunku
do antracenu r = 0,51, co wskazuje, ze badana substancja jest
znacznlie bardziej polarna od zwigzku wyjsScilowego., Widmo w
nadfiolecie roztworu metanqlowego badanej substancji wykazuje
maksimum absorpcji przy a'max = 252 nm /identyczne Jjak
antracen/ oraz przegligoie w zakresie 263-286 nm,

Na podstawle powyzszych danych mozna m duzym prawdopodo-
bleistwem stwierdzié, Ze oznaczany zwigzek jest 1,2 -dwu-

hydro-1,2 dwuhydroksyantraceﬂém.

H OH

H
OH ~

Na chromatogramach wystepowaly dodatkowo dwa siabo rozdzie-

lone piki.
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W celu uzyskanla pclniajszych informacji przeprowadzono
analoglczne badunla w czaslie o polowe krdétszym tj. 7 ddb.
Uzyskane chromatogramy przedstawlono na rys. 51,

Poréwnujgc aba chromatogramy mozna zauwazyé rdéznice ilosclowe
na podstawle wielko$ci pikéw, natomiast nie stwierdza sig

réznic Jjakodclowych.

Tabela 50

Vzgledne ozasy retencJi produktéw pobiodegradacyjnych

antracenu,
‘-“—---Hﬂ-hﬂﬂnﬂﬁ—‘nn—-urbi—uw—-l—ll-lll-"n--'-n—-——:—------ﬁ&—ﬂ--—ﬂl----‘-t}
: Szczep bakterll Szczep g7 \ Szozep g/h/1 ;
| 1 : [| )
| nr piku /rys. 51/ : 1 : 2 : 1 l 2 }
| Wzgledny ozas i 1 I | :
P orotonedd 150,86 .1 0,671 0,48 | 0,61 |
B o s s o i i i i A B s B e e s i e Sl A o ' ------- S R s .

Na podstawie wzglednych ozaséy retencjl mozna wysnué
wnlosek, #%e antracen ulegal blodegradacjl do substancji bar-
dziej polarnych od antracenu. Poniewaz diole posiadaja zwyk-
le wzg@glgdne czasy retenc]i okolo 0,5, pozwala to spdzid, iz
piki nmr 1 uzyskane na obu chromatogramach sg 1,2=dwukydroksy=-
=1, 2=dwuhydroantraconu. Natomiast mnlej polarne piki nr 2
mogqg byé chinonem lub fonoleﬁ.

Identyfikacja tych plkéw wymaga Jjednak dalszych badai.

Na podstawile uzyskan&ch wynikéw mozna stwiordzid, iz
antracen w stosowanym steZeniu ulegal mikrobiologicznemu
rozkiadowl w kierunku substancji bardziej polarnych od zwigze-
ku wyj$Sciowego. Tego typu przeksztalceniami mozna tiumaczyéd
uzyskane poﬁftywne wyniki testu Ames a na przesgczach po-

biodegradacyjnych. Jednak peing odpowied?Z na problom
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w stezeniu 1,3 mg/dm® po 7dobach inkubac)i



- 25“ -

potencjalnych wiasdciwos$ci mutagennych i rakotwdérczych metaw
bolitéw antracenu bedzlie mozna daé doplero w momencie prze-

prowvadzenia syntezy tych zwigzkdéw i wykonaniu testéw na czys-

tych zwigzkach 1 ich mileszaninach.
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5. PODSUMOWANIE I DYSKUBJA

Na podstawie danydh iitaraturowych oraz badail wilase
nych mozna stwlerdzid, ze zanioczyszeczenie srodowiska natu-
ralnego wielopiersécieniowyml weglowodorami aroﬁatyoznymi sta=
nowl zagadnienie niezwykle trudne i zlozone.

Szczegélnégo znaczenia nabiera ono w przypadku wyste-
powanla tych zwigzkéw w wodach powiarzchniowyéh t1,h,5h,55,
56,57,60,84,126,156] , gdyz z Jednej strony = ze wzgledu
na wysaki stopieil zanieczyszczenia Srodowiska wodnego - sg
one czestym sktadnikiem wody, a z druglej wilasciwodci muta-
gsenne 1 rakotwdércze WWA dyskwalifikujg wode zawierajgcy te
zwlgzkl jako surowlec dla celdédw wodociggowych.

Sytuacje te¢ pogarsza fakt duze] trudnoéeci w usuwaniu
tych zwiqzkéw w czasie uzdatniania wody [53,116,127,144] ,
Najbardziej skutecznym sposobem ich eliminacji z wody Jjest
ozonowanle, Jjednakze wiadomo, ze tylko nleliczne zgklady
wodociggowe w kraju dysponuja tym sposobem dezynfekoji.

Trzeba Jjednak podkres$lid, ze nawet wtedy gdy ozonowa-
nie wody Jjest stosowane, konieczgg Jest stala kontrola w
kierunku wykrywania WWA, zaréwno W wodzie surowej, Jak i1
hluruuunuj do siecl miejskiej.

Nade wszystko Jednak, Winna pyé pfowadzona bardzo in-
tonsyvma ochrona wéd, ktdre uZytkowane sg Jjako Zrédlo wody
pitnej zwlaszoza, w zakrosie eliminacji Zrédel zanieczysz=
czonia érodowiqka przez WWA, zachowahie proceséw samooCZysZe

czania na mozliwie najwyZszym pozlomie aktywnosSci biologicznej

poznanie mechanizméw biotransformacji, biokumulacji i migracji
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WWA w laiicuchu troficznym.

Teouu celowi powinno réwniez siuzyé ustaelenle norm dlae
WWA oraz metod wykrywania 1 stwierdzania ich aktywnosci
nuteacyjnej i nowo tworowej.

Niniejsza praca miala wyjasénié niektére aspekty tego
zagadnlenia. I

Objety badaniomi teren usytuowany jest w dolnym blegu
rzekl Orawy, powyzoJ ujgcia wodocingowego dla miasta Wrocla-
- wia., Teren znajduje sie¢ pod bezposrednim wplywem elektrocieoplowe
ni 1 huty zolazochromu, staonowi brzeiny obsZar terenéw wodonos-
nych, Uplyw wspomnianych zanieczyszczel przemystowych, a takze
znajdujgece] sie w nleduze] odlegloéc; trasy szybkiego ruchu,
znaJdujB.awo odzwiercicdlenie w wykazanych iloScliach wic-
lopierscieniowych wegglowodoréw aromatycznych w wodzile rzeki
Orawy. - 2

Zaobserwowane w cyklu rocznym iloscl wieloplerdcienio-
wych wegglowodordw aromatycznych dowodzg bezsprzecznie bardzo
znacznoego skazenla wéd rzéki Orawy tymi nlebezplecznymi dld
zdrowia zwigzkaml. Nalezy podkreslié, iz w kasdym pruvypadku
sunmaryczna zawartosé WWA przeckraczala normy Swiatowej Organi-
zac ji Zdrowla co najuniej dwukrotnie, a incydentalnle nawet
osmiokrotnie., Najwigksze jJednak zagrozonlie stanowi obec-
nosé w wodzio powlerzchniowej benzo/a/pirenu, ktérego 1lobd
przckraczata normy od dwu~ do jedenastokrotnie, zas w
wodzie nadosadowej od dwu= nawet do dzilewigtnastokrotnie w
stosunku do ﬁymienionych noxrm.

Istniejaca éytuacja ma zapewne daleko ildgce aﬁutki przo-

de'uszystkim z uvagl na fakt, iz WWA z calg pewnos$ciq odpo-
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wledzlalne sy za wywolywanie transformacji nowotworowe] [2,7,
h2,73,76;77,81,?5,110,116,120;159,169], przy jednoczesne]
nioﬁulnejifkutecznoéci usuvania ich z wody w wfniku stosowva=-
nych prooeséw uzdatniania [53,116,127,1&4] ;

Jednoczesnie nalezy podkreé;ié, 1z wygtepujace bardzo
wysokle zanleczyszczenie wahajace sie od 143,7 do 5875,0 ng/dm3
wody nibrmkotwérozym antracenem dowodzi 2z Jjednej strony nie-
wia$ciwej ochrony wody rzeki Orawy, a 2z druglej strony - co
vykazano w przedstawlonej pracy =- ze biodegradacja tego zwinze
ku dostorcza matabﬁlitéw o potencjalnym charakterze rakotwér-
czyu.

Znaczna koncentracja WWA w wodzie rzekl Olawy wiraz z
innymi zanieczyszczoniaml pocilggata za soba powazne zmiany w
sktadzie ilodciowym 1 jakoéclowym naturalnej mikroflory wod-
nej, co zapewne mialo wplyw na procesy biologlcznej cuzgscil
smnooozyazozania; Zachwianie réwnowagi biologleznej pocigga
bowiem za sobg powazne =zaklbécenia tego procesu. Jak wynika
z przedstawlonych badal dotyczgcych interakcji naturalne] wi-
Lkroflory wodnej i gleboweJ z badanymi zwigzkaml, WWA oddzialy=-
waly na mikroflore niejednorodnile co zapewne powostawalo w
zwigzku z ich zrdéznicowang bddowéﬂéhemicznq i przestrzenng,
Jedna!c.w wigkszoécl przypadldw byio ono zalezne od stgzenia
badanego wegglowodoru. '

Z badaii nad selekecjJa iloSciowg i Jakosciowsg mikroflory
wynika, %e pod wpiywem WWA wystepowalo w wodzle znacznle umiej
bakteril przetrwalnikujgcych, przy jédnoczesnym wzroscle ogdl=

nej liczby bakterii psychrofilnych. Wyniki te zdajag sie



potwierdzaé poglad, 1z ﬁwn wplywajs na szybkodé reprodukeji
nicktérych gatunkdéw bakterii. Najsilniejszym bodzcowym oddzia-
lywaniem na rozwéj bakterii charakteryzowal sig benzo/a/piren
w nujwyzszym stosowanym stezenlu 0,48 @g/dms.

Réwmies w stosunku do bakterid przemian azﬁtowych a
zwlaazcea bakterii denltryfikacyjnych zanotowano przysple-
szenlie rozwoju populacji w obecnoécl stosowanych WWA.

A zatem WWA zmlienlaly proporcje naturalﬁych komponen-
téw mikroflory, wyra‘nie uaktywniajgc niektére grupy bakterii,
a hamujge inne. Obserwowane uaktywnienie bakterii denitryfi-
kacyjnych moze wyraZnie zachwiaé¢ réwnowage w biocenoziec w wy-
niku zubozenia wody pod wzgledem istotnego plerwiastka biogen=
nego jakim jest azot, Porladto, w wigkszoscd prZypadkéw naj=
wigkszy wrazliwoSclg na WWA charakteryzowaly sig¢ bakterie auye=
lolitycezne, Brak tej grupy bakterii w biocenozie moze zaburzaé
rozklad nuwet'nnturalnych zanieczyszczell wody.

Odrgbnyu, choé ﬁiqﬂqcym sie 2z selekecjg wplywem WWA na
drobnoustroje Jjest wyatépowania w wodzle bakteril o urdéznico=
wanej wrazliwoéci na te zwiqzﬁi. Stwlerdzono, migdzy innymi,
iz w wodzié rzéki Orawy wyst@puj%ﬂbakteria oporne na wysokie
stgzenia badanych zwilgzkéw, ; takze majgce odpowiednle wyposa=-
Zenie enzymatyczne do metabolicznego rozkiadu benzo/a/pirenu,

\ .
antracenu, fluorantenu, acenaftenu i naftalenu. Z obserwacji

-

dotyczacych aktywno$ci respirometrycznej czystych szczepdw
bakterii opornych i wrazliwych na WWA, wyizolowanych z wody '
rzeki Otawy mozna stwierdzidé, ze badene wgglowodory byly =

mimo wszystko = substratem. trudnodostgpnym.



Woboee tego mozna przypuszcezad, iz w zwlgzku z naturalng
kolejnoscig wykorzystywania przez bakterie substratéw energe-
tycznycﬁ i pokarmowych wieclopiersicieniowe weglowodory aroma=-
tyczne bgdg usuwane z wody na drodze naturalnej, po diugilm
okresie czasu. Potwierdzily to w peini dane dotyczgce ubytku
badanyoch WWA 2z wody, uzyskane w wyniku dodwiadezeil nad usu-
wanien benzo/a/plrenu, antracenu i flu&rantenu przez naturale
ng mikroflor@ wodnn. Stopieil eliminacji WWA z wody Zalezﬁl
od czasu kontaktu mikroflory =z badanymi zwlazkami, Jjednakze
mozna stwlerdzié, ze rozklad WWA w tym Srodowisku byl bardzo
povolny.

Nalezy do tego doliczyé ponadto fakt stwierdzonego
kunulowania sile benzo/a/pirenu, antracenu i fluorantenu
w komdérkach wikroorganizméw. Z jednoj strony mnalezy zjawisko
to uznadé za objaw pozornego usuwania tych zwlgzkéw z wody,
a z druglej za wozliwos$é powstawania zanleczyszczel wtérnych
lub migrowania w aificuchu troficznym.

¥ sumie WWA wplywajo na zakiSconle réwnowagi blologiczne ]
1 zmiang skladu zardéwno llosScilowego jak 1 JjakoSciowego milkros.
flory., Rzeczywista ocena biq}ogiuznago usuvania tych zanieczy-
szcezenn jest przez fakt kumulacji utrudniona, gdyz te procesy
nakladajg si¢ w swych skutkach na siebie do momentu, gdy nie
nastgpl wtérne uwolnienioc skunulowanych weglowodorédw,
WV rzece, ktérej woda zajmowana jest do celdw wodociggowych
incydenty polegajgce na semooczyszczaniu sz wyjgtkowo nie-

bezpieczne,
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Podobne zagadnienia wylaniajq sle w stosunku do
naturalne] mikroflory gleby, z jednej strony w aspekcie Wwpiywu
bezposredniego WWA na mikroflore giehy, z drugioe]j strony
infiltra;Ji tyoch zanloczyszczen poprzez glebe do wéd powilerze-
chmiowyech, lub w ciggach technologicznych procesdéw uzdatnia-
nia wody, do studni infiltracyjnych.

Ponicway mozna bylo Zaobhserwowad wyradiny wplyw Iaolelzt:jm:u‘j:.&.-
cy badanych WWA w stosunku do mikroflory naturalnej ¢leby,
przy réwnoczesnej znacznej aktywnoscl w rozdkiadzie badunych
zulnzkéw, istnleje wobec tego mozsliwosé zaburzed cykli biogeo-
chemicznych niektérych plerwiastlkéw.

bBliminacje WWA z gleby ma bardzo ilstotne znaczenle zwlaszcza
w procesach infiltracyjnych. Przeprowadzone badanlia wskazu-

Ja 1z problem przenlkania WWA przez glebe ma drugoplanowe
znaoczenie w zagadnionlach zanleczyszczenia wéd powlerzuchniowych
tymi nicbezpiecznymi zwliazkami. Istnieje jednak pewne nlebez-
ploczaistwo zwigzane ze zmianami wiasclwoscl fizyczna~che-
mwlecznych gleby w wyniku Jej ekspozycjl na wysokie stgozonia
badanych zwlyukéw. Probiem ton wymaga wyjasnienia i spocja-
listycznych ba&aﬁ geotechnicznych i hydrdgoologicznych.

Ponadto wyniki przeprowadzonych badail sugerujg, iz
okreslenie skazonia wlelopierécieniowymi wgglowodorami aro-
matycznymi jedynie na podstawie ilofci benzo/a/pirenu jak
to jest w przypadku norm dla powietrza [43] 1 propozycji
norm dia gleby [80], a w przypadku wéd na ﬁodatawic ilosSci
benzo/a/pirenu lub alternatywnie sumy szedciu WWA /benzo/a/
pirenu, benzo/k/fluorantenu, benzo/b/fluorantenu, benzo/ghi/

_perylenu, indenopirenu [186] nie wyczerpuje wszystkich
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mozlivoscl potencjalnego niebezpileczelistwa zwigzanego z zanie-
czyszczeniem przez_WWA frodowiska wodnego. Uzyskane wyniki do-
wodzg wielokrotnlie wyzszego skazenia wéd antracenem uwazanym
za obojetny w transformacji nowotworowegj [18].

Niemnliej, co starano si¢ wykazadé w niniejszej pracy, ulega on
mikrobiologleznej bilotransformacji do produktdéw podejrzanych

o potenc jalnie mutagenne 1 rakotwdércze wlasnosci.

W wyniku biologicznego rozkiadu antracenu powstajg znacz-
nie bardziej polarne metabolity, giéwnie dwuhydroksydiol, chara-
kteryzujgce sie znacznie wyzszag aktywnoécig bilologiczng. Pow=
stavaniem tego typu metabolitdéw nalezy tiumaczyé uzyskanie po=-
zytywnych wynikéw testéw Ames’a wykonanych na przesaczach hodowla-
nych po 14 dobﬁwed inkubacjli bakterii wobec badanego zwigzlku-
jako jedynego Zrédia wegla i1 energil. Ponadto wydaje sig, iz
szlak metaboliczny antracenu jest w przypadku gildédwnego produktu
zblizony do Jjego przeksztalcerl w wyniku transformacji wetabo-
lioznej przez enzymy frakecjl mikrosomalne] [138].

Powstawanie , na skutek bliotransformacji mikrobilologicznej
produktéw o potencjalnym mutagennym i rakotwdrczymn charakterze,
z punktu widzenia zdrowlia ludzkiego, Jest bardzo niepolko jgoym
zjawiskiem;-A zatem proces utylizqui tego zwigzku na drodzo
biodegradacji prowadzilié moﬁebdo powstania zanieoczyszczen
vnacznie bardzie] niebezpieczﬁych od substancjl podstawowe(.
Wobec ted .sytuacji nalezaloby wysungé dwa istotne postulaty.

Po pierwsze nalezy wprowadzié do norm okreslajgcych stopileil
Qaniaczyszozenia wéd, a tym éamym ich przydatnos$é gospodarcza,
dopuszezalng zawarto$é wieloplerdécileniowych weglowodordéw aro-

matyecznych 2 uwzglednienlem antracenu.
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Po drugile nalezy rozpatrzyé mozliwoéci badawoze rozpoznawania
i metod analitycznych okre$lania Jakosciowego 1 1lobclowego
metabolitdéw wielopierscieniowych weglowodordw afomatycznych,

w aspekcie ich potencjalnego dzialania mutagennego i rakotwdr-
czégo.

WydaJje sie, iz jedns z mozliwodcli rozwigzania tego pro-
blemu jest dostosowanie szybkich metod skryningowych do okrede
lania wystgpowanla mutagemmych 1 rakotwédrczych skladnikéw wipd.
Z tym kierunkiem badaxi mozna wigzad pewne nadzieje, zwlaszcza,
ze przy doborze odpowiednich metod przygotowania préb wody,
mozna uzyskad wyniki bedace skutkiem symerglistycznego bgd<
antagonistycznegé oddzialywanla zwlgzkéw zanieczyazczajgcych
[16], w tej sytuacjl najlepszym rozwlgzanlem byloby bezPQQfad_
nle analizowanie wody pozbawionej naturalnej mikroflory jedy-
nie nﬁ drodze filltracji. W preypadku wody rzekl Olawy, uzyska-
no w wyniku'tak przygotowanego testu, wyniki pozytywne. Jednakze
wydaje sig, iz w przypadku nizszego stopnia zanleczyszczenia
wody, uzyskany tg metodg wynik negatywny, nile bylby jednoznacz-
ny z nieobeocnodocig w nioj‘zwiqzk6w o wiasnosclach mutagennych
i rakotwédrcwych. Metodg pewnliejsza wydaje sle stosowanle odpo-
wiednio przygotowanych ekstquté@_wody w serll rozociericweil.
Nalezy tu wziaé pod uwage f;kt, iz okstrakcja Jest operacja
ukierunkowans tak, ze uzyskane wyniki mozna jedynie in-
terpretowaé w odniesieniu do dzialania okreslonych zwigqzkéw.

Niemniéj uzyskane wynlkil dotyczgce wystepowanla w wodzile
rzeki.Olawy skladnikéw o potencjalnym mutagennym 1 rakotwédr-
czym dziliataniu wykazaly, iz pozytywne wyniki testu Ames ‘a

nie byly wynikiem Jjedynie zanileczyszczenlia przez wielopler-
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sclenlowe we¢glowodory aromatyczne. Wskazywaly one; iz w wo=
dach Otawy znajduja si¢ inne zanieczyszczenia o podobnych
wtasnosclach,

Zagadnienie zanieczyszczenia wod powierzchniowych.wielo-
plerécieniowymi weglowodoraml aromatycznymi stenowi jedynie
czg58 problemu ekspozycjli organizmmu ludzkiego na wplyw czyn-
nikdéw Srodowiskowych, pozostajacych w bezpodrednim zwilgzlu
« powstawaniem chordéb nowotworowych. Jednakze w sytuacji,
gdy wody te stanowin gié6wny surowiec do zaopatrzenla ludnosci
W wodg, wydaje sl¢ 1z problem ten powinien stanowid zagadnie=-
nie priorytetowe'w ochronie éfodowisk& naturalnego..



WNIOSKI

Joda powlerzchniowa 1 nadosadowa rzeki Olawy wykazuje
znaczne zanieczyszczenie wieloplerécienlowymi wgglowodo-
ramdi aromatycznyﬁi, przekraczajgce lncydentalne jedenasto-
a navet dziewletnasto-krotnie norme VIO, co wobec ich karci-
nogennego duziatania i ujmowania wéd rzeki Olawy do celdw
vodoclgpowyeh ma bardzo duze znaczenio, w aspekelo zdrowla
ludzkiego.

Obserwowvana bardzo wysoka koncentracja w wodzie nierakotwér-
czogo antracenu dowodzil powaznogo zanleczyszczenlia rzeki
Otawy 1 niewlasciwej ochrony jeJ wéd.

Wykonane na wodzfe rweki Olawy i jej ekstraktach testy in-
korporacji plytkowej Ames’a potwierdzily wystegpowanie w miej
zanieczyszczel o dzialaniu mutagennym i rakotwérozym; jedno-
czes$nle wykazano, 1% test Amos ‘a moze byé stosowany do
bezpos$redniego badania wéd.

Uzyskene réznice w wynikach testéw Ames‘a wykonanych na
wodzle rzeki Olawy i Jjej ekstraktach éwiadozg o wystgpowaw
niu innych niz wielopierécieniowe weglowodory aromatyczne
zunieoi&azczaﬂ o dziataniu mutagennym i rakotwérczym.

W pull zanleczyszczen wod§ rzekl Olawy wykazujgcych poten-
cjalne mutegenne i rakotwdércze dzialanile znajdowvaly sie
zapewne metabolity antracenu; $wiadeczg o tym wynikl tes=

téw Ames ‘a wykonanych na produktach pobiodegradacyjnych

czystych szczepdw bakteril wyizolowanyoh 2z badanej wody.



6. Wrazliwo$é naturalnej mikroflory wodnej na WVWVA byla Zrése
nicowana § Zalezpla q Jednej strony od zwlgzku zanleczysz-
czajgcego 1 jego ste¢zenia, 7z druglej zas od gatunku a na-
woet szczepu bakteril.

7. Z badanych WWA, benzo/a/piren, w obecnoéci innych substan-
cji odzywczych oddzialywal bodZcowo na mikroflore, pobudza-
Juae populacj¢ bakterli do znacznle szybszego rozwoju.
Istoly tego oddzialywania nalezy szukaé we wiasclwoéciach
biochemicznych badanych zwlgzlkéw 1 ich zdolnoéci do wywo-

tywania proceséw niekontrolowanego rozwoju kombdrek.

8. W bilocenozie rzekl Orawy duzy udzial procentowy stanowily
bakterie majgce zdolnodé wykorzystywania benzo/a/pirenu,
antracoenu, fluorﬁntanu, acenaf tenu i naf talenu Jgko Jedynych
Zrédel wggla i energiil, co pozostaje zapewne w zwigzku
% ich duzy koncentracjg v ich sSrodowisku naturalnym.

9. Benzo/a/piren, anfracen, fluoranten wykazywaly dziaianie
seleke jomujgce mikroflore, poprzez zmiane proporcji joj
naturalnych komponentﬁpwyraénie uaktywniajge niektére gru-

py bakteriil przemian azotowych, a hamujge inne, przy Jjednoczesne]

eliminééji np. bakterii amylolitycznych.

10. Naturalna mikroflora rzekl Olawy wykazywala zdolnosé do usu-
wanla wielopierscieniowych weglowodordéw arométyoznych, Jed-
nakze proces ten byl do$é powolny, co w aspekcie wykorzystye-
wvania badanej wody do celdw wodooiqgowyoh ma istotne zna-
czenie. :

11, Stwierdzony fakt kumulowenia Wenzo/a/pirenu, antracenu

1 fluorantenu przez naturalng mikroflore wody rzekl Olawy
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mozna uznadé z jednej stromy za zjawisko pozornego usuwania
tych zwlgzké4w z wody, z drugle]j zaé mozliwosé powstawania

zanieczyszczeri wtérnyeh, lub ich migracji w taficuchu tro-

Cd

ficznym.

12. \Wplyw benzo/a/pirenu, antracenu i fluorantenu na natursul -
ng mikroflore glebowg wywolywal w niej daleko posunigte
zmiany bedace wynikiem obnizenia i1losci bakterii prz. ruw..1.
nikujacvch, wzrostu liczby bakterii denitryfikac, jaych,
el iminac jg¢ bakterii amylolitycznyvch, a takze przomic 77 -
riia sig w warstwach ¢leby poszczegoluych (1up beaaanych
mikroorganizméw. Jednakre skutki oddziaiywania wer i ' 9-

d réw na aikroflore 3leuow; bviy w wigkszo ci odwr ' v e

13, "lLeba ~har . ~erj;zowale si¢ zZnacznymi z2do. .- L am’ A
nvini W osto ookt Jdo VWA, przy caym 1losé o7 cstyeh o
okstvahe.anych z -1 ‘by bvia nicwinhk .. "adnooze oie =
stwiord«ié¢, ¢ vrurar.e denco/a/p roma, ootyo.ce oA
rantem: 7 vodv no o dyodzc £33 Erac L preev oooby canv o

Wooraewal o jadon . SR SRS Pty 7 UPUIS Y S = e e R B Coros ] GRS

nych.

1h, Ni podstavie urysiianzea Sdrrall S iMLCEd el =
wWaskKy Zrndooen 'y Sk SR G O k. Anfhil oy ¢
prvez ; lelbeg mo S N £ oy v

15+ Badania aksywnodcol oadosaeve i rnoebron as cley Ve G 3
izoloweny . o« w v o1 _ - B 5 A SR Tt Lo
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Micrococcus_ luteus /3/4/1/ 1 Pseudomonas sp /d/3/2/
okreslong na podstawie ubytku substratu, aktywnodci odde=-

chowej 1 przyrostu biomasy bakterii w czasle trwania doé-

wiad czenia .

17l

18,

¥ wyniku analiz chemicznych stwierdzono, iz gidéwnym meta-
bolitem antracenu jest 1,2-d1mhydro-1,2-2dtﬂ11'1ydroksyantracon.
lobec uzyskanych wynikdéw koniecznym wydaje sig wprowadzenie
noru okreslajgoych dopuszczalne zanleczyszczenia wéd, wielo-
pierécieniowymi wegglowodorami aromatycznymi, a tekze sto-
sovanile stalej kontrall wéd przeznaczonych do celéw wodo-
ciggowych w kierunku okreflania w nich obecnodci zanieczysz-

czeill o potencjalnym , wutagenmnym i rakotwdédrczym dzialaniu.



- 264 - g

7. LITERATURA

[ 1]

[2]

[3]

[ %]

[5]

[6]

[7]

Acheson M,A., Harrison P.M., Perry R., Wellings R.A.,
Factors affecting the oxtraction and analysis .
of polynuclear aromatic hydrocarbons in water.

Vat.Res. 10, 207-210, 1976.

Ames D., Sims P., Grover P.L., Epoxides of carcinogenic
polyeyclic hydrocarbons are frameshift wmutagens
Science, 201, 47-49, 1978.

Ames B.N., Me Cann J.J., Yamasaki E., Methods for detec-
ting carcinogenes and mutagens with the Sal-
ﬁonella/mammalion - microsome mutagenicity test.

Mutat.Res. 31, 343-37&4, 1975.

Andelmann J.B., Sftess M.J. Polynuclear aromatic hydro=-
carbons in the water enviromment. Bull. Wld.Illth.

Org. 43, 479-508, 1970.

Bardodej Z. Metabolic studies and the evaluation of
genoetic risk from the viewpoint of industrial

- toxicology. Mutat. Res. 41, 7-14, 1976.

Bartacek J. Kancérogennillatky've vodach. Sbornik Vysoke
Skoly Chemicko-technologicke w Praze 22 1978

Technologie 'vody a prostrodi.

Bartsch II., Malaveille C., Camus A.M., Martel-Planche G.,
Brun G.,\Hautefeuille'ﬁ., Sabadie N., Barbin A., Kuroll T.,
Drevon C., Piccolli C., Montesano R.,: Validantion and

'comparative on 180 chemicals with S.typhimurium

strains and V7O chinese hamstor cells in the



-.ﬁ‘, -

presence of various metabolizing systems. Mutat.

RGS-, 76, 1"'50, 1980-

[8] Bartsch H., Malabielle C., Montesano R., Tomatis L.,
Tissue-medliated mutagenicity of wvinylide chloride
and 2~chlorobutadiene in Salmonella typhimurium.

Nature 255, 641—6u§; 1975.

[ 9] Bergey ‘s Mumual of Determinative Bacteriology. Lighth
Edition. Buchsman R.E., Gibbons N.E. The Williams

and Wilkins Cowpany. Baltimore 1974.

[10] Bornéff J. Polyzyklische Aromate in Oberflachen und
Grundwasser. Sch.Reihe Verwass. Boden-Luf thyng

Berlin Dahlen 40, 53-60, 1973.

: | :
[11] Borneff J., Fiscker R. Kanzerogene %pbstanzen in Wasser

und Boden Arch.Hyg.Bakt. 146, -430-436, 1963.

[12] Borneff J., Fischer R., Kanzerogene Substanzen in Wassor

und Boden. Arch.,Hyg.Bakt. 146, 572-578, 1963.

[13] Borneff J., Kunte H. Kanzerogene Substanzen in Vasser

und Boden . Arch.Hyg.Bakt. 147, 401-410, 1963.

)
[14] Borneff J., Kunte H., Kanzerogene Substanzen in Vasser

und Boden. Arch.Hyg.Bakt. 151, 193-202, 1967.

[15] Borneff J., Kunte II., Cancerogenic substances in water
and soil. Part XIX The effect of sewage purti-

fication on PAH. Arch.Hyg.Bakt. 151,202-212, 1967.

[16] Borneff-J., Kunte H., The synthesis of B/a/P and others

PAH in plants. Arch,Hyg.Bact.152,279-285, 1968.



[17]

[18])

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

- 266 =

Borneff J,, Kunte H., Kanzerogenne Substanzen in Wasser
und Boden. XXVI. Routine methode zur Bestinmung
von polyzyklische Aromaten im Wasser. Arch.lyg.
Bakt. 153, 220-229, 1969.

Borneff J., Selenka ., Kunte H., Maximos A., Experimen-
] tal studies on the formation of polycyclic aroma-

tic hydrocarbons in plants. Environ. Res. 2,

22-29, 1968,

Borneff J., Selenka F., Kunte II., Maximos A.: The syn-
thesis of 3,4-benzopyrene and other polycyclic
aromatic hydrocarbons in plants, Arch.lyg. 152,
279-282, 1968,

Bourne E.W., Jones R.W., Effects of 7,12=~dimethyl-bonz
/a/anthracene /DMBA/ in fish cells in vitro. Trans.

B8yland E,, Sims P., Metabolism of polycyclic corpounds.
The metabalism of pyrene in rats and rabbits.

DBiochem. J. 90, 391-402, 1964,

Bdyland E., Sims P., Metabolism of polycyclic compounds.
The metabolism ofu9,10qepoxy-9,10-dihydroghcnnnthre—

ne in rats. Biochem. J. 95, 788~795, 1965.

Brooks P. Lawley P.P, Ewidence for the binding of polynu-
clear aromatlc hydrocarbons to the nucleic acids
of mous skin: relation between cércinogonic powor
of hydrocarbons and their binding to desoxyribo-
nucleic acid. Nature 202, 781-798, 1964,



[24]

[25]

[26]

[27]

[ 28]

[29]

[30]

[31]

-26?0

.

Bryia J,, Regulacja metabolizmu komérki. PWN, Warszawa
1981,

Commoner B,, Hunt D.M. Detection of metabolic carcino-
gen intermediates in urine of carcinogenfed
rats by means of bacterial mutagenesis,Nature

249, 850-852. 197k,

Cowan S.T., Steel’s: Manual for the identificatlion of

bacteria. Cambrige University Press, Cawbrige

1975.

Davis B.0. et all. Microbiology. Medical Department
Harper and Row. Publishers. Hagerstown, Maryland,

New York, San Francisco, London, 1973.

De Bruin A. Biochemical toxicology of envirommental
agents. Elsevier/North - Holland Biochemical

Press, 1976.

De Lustig E.S., Matos E.L. Teratogenic effects induced
in tail of Bufo arenarum tadpoles following

treatment with carcinogens. Experientia 27,

555=556, 1971.

Department of Health Education and Welfare, Chemical
compounds in food~producing animals, Federal Regi-

ster 4k, 55, 17070-1711k, 1979,

Dobrowolski J,W. Badania nad $rodowiskowymiruwarunkowa-
waniami choréb proliferancyjnych ze szczegdlnym
uwzglednieniem bialaczek bydia. Zeszyty Naczelnych

Wydawnictw Naukowych Akademiid Gérniczo~Hutniczej
Kv¥akéw 1981.



- 268 -

[32)] Duppel W,, Lebeault J.M., Coon M,J, Properties of a yecast
cytochrome P=450-containing enzyme system which
catalyzes the hydrohsylation of tatly acids,
alkanes and drugs. Eur.J.Biochem. 36, 583-592,
1973.

[33] Dutkiewicz T., Lulek G., Masny N.: Wstepne badania nad
biodegradacjg wielopierécienlowych wgglowodordw

aromatycznych Arch.Ochr.3rodow, 3=-4, 85-88, 1980.

[ 34 ] Dutkiewioz T., Maslowski J., beosz S., Masny N.: Oznacza-
= nie wilelopierécienlowych weglowodordéw aromatycze
nych w elementach érodoﬁiska metods cieoczowe]
" chromatografii kolumnowej. Dromat.Chem.Toksylkol.

XIII, 1, 89-99, 1980.
[ 35] Dziennik Ustaw PRL Nr 24, 5 listopada 1980.

[ 36 ] Ecobichon D,J,, Comeau A.M. Comparative effects of commer-
clal Aroclors on rat liver enzyme activites.

Chem,.-Biol.Interactions 9, 341-350, 1974.

[37) Ermer M. Studies with carcinogens in short-lived fish

species. Zool.Anz. 184, 1975-193, 1970.

[38) Ferris J., Mac Donald L.ﬁ., Patrie M.A., Martin M.A. Aryl
hydrocarbon hydroxylase activity in fho fungus
Cunninghamella bainilerii. Evidence of the presen=-
ce of cytochrome P-450, Arch.DBiochem.Biophys.175,

hhs-h52, 1976.

[39] Fritz W.Zur Bildung cancerogener Kohleuwasserstoffe bei

der thermischen Behandlung von Lebensmitteln,



« 269 =

6 Mitt, Untersuchung zur Kontamination bei der
direkten Rauchgas trocknung von Getrelde. Nahrug

18, 83-90, 197k,

[hO] Fritz W. Zur Bildung cancerogener Kohlenwasserstoffe
bei der thermischen Behandlung von Lebensmitteln.
2,Mitt.Das R8sten von Bohnenkaffe und Kafee-

Ersatstroffen., Nahrung 12, 799-802. 1968.

[h1] Fritz W, 2ur Bildung caencerogener liohteuwassestoffe bel
der thermischen Behandlung von Lebonsmittelstaffeln.
3. Mitt. Das Backen von Brot und Biskults. MNohrung

12, 805-811, 1968,

[42) Fu P.P. Frederick A,, Beland A., Yang S.K. Cyclopenta =
polycyclic aromatic hydrocarbons: Potential carci-
nogens and mutagens. Carcinogenesds, 1, 725=727,

1980,

[43] GalkiewiczlE., Sikora M., Chromioczewskl J., Gérski T.
Wpiyw wybranych =2zwigzkdéw chemicznych na indulicje
reversjl histydynowych mutatntéw szczepdbw Salmo-
nella typhimu;ium. Med.Doéw. Mikrobiol., 32,

2h43-251, 1980,

[44) Garner R.C., Miller E.C., Millor J.A. Liver miocrosomal
metabolism of aflatoxin E1; to a reactive deriva-
tive toxio to Salmonelle typhimurium TA 1530°.

Cancer Res. 32, 2058-2066, 1972,

[45) Gelboin H.V., Selkirk J.K., Okuda T., Nemoto N., Yang Sh.K.
Biological Reactive Intermedliates. Plenum Press

98-123, 1977.



[46 ) Gibson

[47] Gibson

[48 )] Gibson

[49] Gérska

[50] Grabow

L
- 270 -

D,T. Blodegradation of eromatic petroleum hydro-
carbons pp. 36-=46-Za: Neoff J.M.Polycyclic aroma-
tic hydrocarbons in the aguatic environument.

Appleid Science Publisher LTD. London 1979.

D.T,, Mahdevan V., Jerina D.M., Yagi H., Yeh I.J,
Oxidation of the carcinogens benzo/a/ pyrene and
benzo/a/anthracene to dihydrodiols by a bacterium.

Science 189, 295-297, 1975;

D,.T. Microbial dogradation of polycyclic aromatic
hydrocarbons, Public Iealth Servis Cancer Deve-

lopment. 57-66, 1976.

E., Gérski T., Benzo/a/piren w glebie i zieumila-

kach., Bromat,Chem,Toksykol.XII,3,257=262, 1980.

W.0K,, Van Rossum P.G., Graﬁow N.A., Denkhaus R.
Relationship of the }ow water quality to matagens
detectable by the Ames Salmonella/microsome assay
in a drinking - water supply Wat.Res.,15,1037=-

-1043, 1981,

[51] Greinke R.A,, Lewis I.C., Development of a gas chromato-

graphic = ultraviolet absorption spectrometric
methods for monitoring petroleum pitch volatiles

in the environment. Analyt,Chem.4k7, 2151-2155, 1975.

[ 52) Gimmer G., Hildebrandt A.: Kohlenwasserstoffe in der

Umgebung das Menschen. VI Mitt. Der Gehalt poly-—
cyclischer Kohlenwasserstoffe in rohen Planzenlen.



- 271 -
[ 53] Groohmaliocka-Mikotajezyk J., Ochocka J,R,, Lulek J.,
Wpiyw ozonowania na zawarto$cl wlelopierscienio-
wych weglowodoréw aromatycznych /WWA/ w wodach.

Gaz Woda i Technika Sanitarna 53, 74, 1979.

[ 54 ) Grochmalicka=-Mikotajozyk J., Ochocka J., Lulek J.,
Oznaczanie wielopilers$cieniowych weglowodoréw
aromatycznych /WWA/ nagromadzonych w pokrywic
$nieznej. Bromat.Chem.Toksykol., XV,1982,1-2,

67-69.

[ 55] Grochmalicka-Mikotajozyk J., Ochocka J., Lulek J.,
Zawartosé wileloplersécieniowych weglowodordéw aro-
matyecznych /WWA/ w wodach Jezior okolic Poznania.

Bromat.Chem.Toksykol. XV, 3, 199-202, 1982.

[ 56 ] Grochmalicka=Mikotajezyk J., Ratajeczyk D., Policykliczne
I weglowodory aromatyczna'w wodzie rzeki Warty przed
1 po Jej oozyszczeniu. Arch.Ochr.3rodow., 2,
167-178, 1976. |

[ 57 ) Grmybowska J. Zanieozyszozenila chemiczne PWN Warszawa 1976.

[ 58] Grzybowski J., Gazda K., Rewkowska G., Zychliriska L.
Rozdzial benzo/a/pirenu i jego metabolitéw metody
wysokocisnieniowej chromatogrefii cileczowej /IIPLC/

Bromat,.Chem.Toksykol. XVI, 1, 21-29, 1983.

[ 59] Hancock J.L., Applegate H.G., Dodd J.D. Polynuclear
’
aromatic hydrocarbons on leaves. Atmosph.Environ,

k, 363-370, 1970.



- 272 -

[60] Harrison R.M., Perry R., Wellings R.A. Polynuclear
aromatic hydrocarbons in raw potable and waste

waters. Wat.Res. 9, 331-339, 1975.

[61) llnse A., Hites R.A., On the origin of polyecyclic aroma=
. tdc hydrocarbons in recent sedimentst biliosyntho~
- sls by anaerobic bacteria. Geochim.Cosmochim.

Acta M0, 1141-1143, 1976.

I[62]'Heoht S.S., M.Loy, D.Hoffmann..On the structure and
carcinogeniclty of the methylchrysenes pp 325=
=340 Za R. Frendanfhal and P.W Jones Cacinogom=
nesis = A Comprehesive Survey. Vol. 1. Polynuc-
lear Aromatic Hydrocarbons. Cﬁemistry, Metabolism,

and Carcinogenicity. New York, Raven Press 1976.

[63] Hellmann-H,: Fluorimetrische Bestimmung von polycyclischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen in BlAttern,
Biltiten uﬁd Phytoplankton, Z.Anal.Chem. 287,
148-151, 1977.

[ 64 ] Herbes S.E., Schwall L.R., Williems G.A.: Rate of micro-
bial transformation of polycyclic hydrocarbons:
'a.chromatographio1quantification procedure.

Appl.Environ.Microbiol, 3%, 2, 24h246, 1977.

[65) Hollstein M., Mc Cenn J., Short-term tests for carcino=-

gen’s and mutagens. Mutat.Res., 65, 133=266, 1979.

[66 ) Howard J., Fazie T. : A.review of polycyclic aromatic
hydrocarbons in foods.Agricul, and Food.Chon.

17] 3! 537'531: 1969-



[67])

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

- 273 =

Howard J., Fazio T.: Review of polycyclic aromatic
hydrocarbons in foods. J.Assoc.Off.Anal.Chen,

63,3,1077-1104, 1980.

Ilnitskii A.P., Ershova K.P., Ihesina A.Y., Rozhkova L.G.,
IKlubkov V,G., Korolev A.A,: Stability of carcinogens
in water and efficacy of methods of decontamination

Gig.Sanit., 36, 9-13, 1971.

Ilnitskii A.P., Khesina A.Y., Cherkinskii S.N,, Shabad L.M.
Liffect of ozonation upon aromatic hydrocarbons,

including carcinogens Gig.Sanit., 33, 323-327. 1968.

International Standards for Drinking Water 3 wvol. Ld,VlIO0

Genewa 1971.

Jaszczuk E., Syrowatka T. Dzialanle mutagenne wybranych
pestycydéw na Salmonella typhimurilum, Roczn.PZI,

X ’I’ 3’ 305-311, 19800

Jerina D,M.,, Daly J.W., Jeffrey A.M., Gibson D,T. Cis~1,2-
dihydroxy=-1,2~dihydronaphthalene: A bacterial meta-
bollte from naphtalene.Arch.Biocheu.Biophys. 142,
 394=396, 1971.

Jerina D.M., Yagil Il., Lehr R.LE. Polycyclic Hydrocarbons

and Cancer, Acagem.Press, 1, 173=-188, 1978.

Jones R,V. Huffmen M.N. Fish embryons as bio~-assay ma-
terial in testing chemicals for effects on cell
division and differentiation. Trens.Amer.Microsc.

Soc. 76, 177-183, 1957.



[75]

[76]

[77]

[78)

[79]

[80]

[81]

[82]

- 27 -

Jurkiewicz J., Rosiiiskil S., KarbochomiaIPHN Varszave 1968

Just J., Maziarka S., Diugasiewicz M.,: Unieralnosé na
raka piuc mieszkalicédw wybranych miast polskich,
a zanieczyszczenla powletrza atmosferyocznego,

Roczn,PZI, 20, 515-=526, 1969.

Just J., Mazlarka S., Diugasiewicz M.,: Badania skladu
i wlasnoscl rakotwércmych substancjl zawartych
v pyle zawleszonym w powietrzu atmosferycznym.

Roocwn ,PZI1,21, 221-239, 1970.

Just J., Maziarka S., VWyszyiska H., ¥Wegglowodory rakotwdr-
oze w powletrzu atmosferycznym 10 wybranych miast

w Polsce. Ochrona Powietrza 4, 14-16,1970.

Ihudolei V.V,, Sirenko 0,A.: Tumor development in the
bivalve wmollusk Unio pictorum induced by N=-nitroso

compounds. Bull.Exper.Biol.Med. 83, 684-686, 1977.

Kier L.D., Yamasaki E., Ames B.N.: Detection of umutagenic
activity in cilgarette smoke condensates. Proc. Nat.

Acad, Sci. USA. 71, 10, 4169-4163, 1974.

Kiyoaﬁi Teranishi, Kokiehi Hamada, Hiromu Watanabe
Quantative relatignship betweon carcinogenicity
and mutagenicity of polyaromatic hydrocarbons in
Salmonella typhimurium mutants. Mutat.Res. 31,
97=-102, 1975.

Knorr M., Schenk D.: The question of the synthesis of
polyeyelic aromatic hydrocarbons by bacteria
Arch.llyg. 152, 63-65, 1968.



- 275 -

[83] Knutzem J,, Sortland B.: Polycyclic aromatic hydrocarbons
/PAIl/ in some algae and invertebrates from wode-
rately polluted parts of the coast of Norway.

Vat.Res. 16, L421-428, 1982,

[84] Koch R., Strobel K., Halogenkohlen wasserstoffe als
toxikologlsch relevante Substanzen im Trinkwassor

Acta llydrochim. Ilydrobiol.

[85] Kolar L. Kontaﬁinaoo pud a zemedelskych plodin kancero-
gennim 3,A4-benzopyrenem a jeji priciny. Rostlinna
Vyroba 21, 261-269, 1975.

[86]) Kolar L., Ledvina R,, Ticha J., Hanus F.: Znecisteni
pud, zemedelskych plodin a zeleniny 3,k4-benzo=-
pyrenem v okoll Ceckych Dudejovic.Ceckoslovenska

Hygema 20, 135-139, 1975.

[87] Korotkova G.P., Tokin B.P.: Stimulation of the process of
somatic embryogenesis in some porifora and co;lenf
terata I. Effect of carcinogenic agents on soue

porifera. Acta Biol. Hungery 19, h65-U7h, 1968.

[88]) Kowbel-D.J., Nestmann E.R., Malailyandl M., Ilelleur R.,
Detection of mutnéonio activity in Salmonella
of residual fulvlg acids after ozonation. Wat.

[89] Krésnosohhkova R., Gubergrits M., Solubilisatioh of

benzo/a/pyrene in aqueous solutions of ionic surfec-

tants, Acta Hydrochim. et Hydrobiol 11,2,181=186

1983.



- 276 =

[90] Kugaczewska M., Piekarski L., Micholik E., Keamidskae M.
' Ocena toksykologicznego dzialanlia furfuralu,

. benzo/a/pirenu i frakéji ropy A=33. Bromat,.Chen.,
Toksykol., XV 217-221, 1982

[91]) Lawparczyk H.S., Farmer P.B., Cary P.D., Grover P.L.,

Sims P.: The metabolism of 9,10~dimethyloanthracenc
by rat liver umlcrosomal preparations. Carcino-
genesis, 5, 11, 1405-1410, 198k.

[92] Lamparczyk I., Radecki A., Kaliszan R., Application of a
geometric parametor defining molecular shape, for
the quantitation of interaction of polycyclic aroma=
tic hydrocarbons with enzyme systems, Bioéhom.

Pharm. Vol. 30, m16, 2337-23441, 1981.

[93] Lao R.C., Thomas R.S., Monkman J.L. Computerized gas
ohromatographict- mass spectrometric analysis
of polycyeclic aromatic hydrocarbons in environ-

mental samples. Journal of Chromat. 112, 681~700,
1975.

[o4] La Vdia E.J., Hecht S.S., Amin S., Bedenko V., Hoffmann,

Identification of mutagenic dihydrodiols mota=-

bolites of benzo/j/fluoranthene and benzo/a/fluo

ranthene. Can.Res. 40, 45284532, 1980.

[95] La Voie E.J.,, Tulley-Freiler L., Bedenko V., Hoffmann D,
Mutagenicity, tumor - Initlating activity, and
metabolism of methylophenanthrenes. Cancer Res.

41, 3441-3447, 1981.

L



-277 -

[96] La Voie E,J,, Tulley-Freiler L., Bedenko V., Hoffmann D,
Mutagenicity of substituted phenanthrenes in
Salmonella typhimurium, Elsevier Biomedical

Press, 1982. {

[97] Lee R.F., Ryan C., Nouhauser M.L. Fate of petroleum
hydrocarbons taken up from food and water by the
blue crab Callinectes sapidus. MHar.Biol. 37,

363-370, 1976.

[98] Lima-Zanghi C. Fatty acid balance of marine plankton
> and pollution by benzo=3,l=-pyrene. Cah.Oceanogr.

3, 203-216, 1968.

[99] Magee P.N. The relationship botween mutagenesis, carcino-
genesis and teratogenesis. Elsevier/North/Ilolland
Biochemical Press.Progess in Genuetic Toxicology,

15~27, 1977.

[100] Malaney G.W., Lutin A.A., Cibulke J.J., Hickerson L.IH.
Resistance Bf carcinogenic organic compounds to
oxidation by activated sludge. J.¥Wat.Pollut.Contr.

[101] Malaveille ¢., Heutefewille 4., Bartsch H., Mac Nicoll A.D.,
Grover P.,L,, Sims P.,: Liver mcrosome-mediated mutagoni-
city of dihydrodiols derived from dibenzo/a,c/an-
thracene in Salmonella typhimurium TA 100, Cérci—

nogenesis 1, 2387-289, 1980,



- 278 -
{ )
[102] Hallet L.C., Lima=Zanghi C., Brison J.: Investigatilons
of possibilities of bilosynthesls of polybenzene
hydrovarbons of the benzo=3,A4=-pyrend type by Clost-
ridium putride in the proesence of marine plankton

1ipids. C.R.Acad.Sci.Ser.D.264, 1534=1537, 1967.

[103] HMallet L., Tissier M. Experimental biosynthosis of po-
lybenzeno hydrocarbons of the benzo-3,d-pyrcnce
type at expense of forest solls. C.R.Soc.biol.

163, 63-65, 1969.

[10%] Marroquin F.R., Faber LE.: The apparent binding of ra-
dioactive 2~acetyloaminofluorence to rat-liver
ribomeclec acld in vivo. Biochoem.BDiophys.Acta

55, 403-409, 1962,

[105] larroquin F,R., Faber E.,: The binding of 2-acetyloamino-
| p
fluorence to rat-liver ribonucleic acid in vitro.

Cancer Resear. 25, 1262-1269, 1965.

[106 ] Harszewska=-Zienigoka J. et dl. Mikrobiologia gleby i na-

wvozbéw organicznych P.W.R. 1 L. Varszawa 1974,

[107] Masuda Y., Kuratsune M. Photochemical oxydation of
benzo/a/pyrene. Int.J.Air Vat.Pollut. 10,805~811,
1966. '

[108] Maugh T.ll. Chemicals carcinogens a long negleced field

T IR |

blossoms. Science 183,940-94kL, 1974,

[109] Mc Cann J., Ames B.N, The Sulmonella/microsome mutage=
nicy test: predictive value for animal chemistry

organisma of Humen Cancer, Hialt H.H.Watson



- 279 -

[

J.D, Winston J.A. LEols. Cold Spring Harbor

Laboratory New Yorlk /from conferonce/ 1976.

[110] Me CunnrJ;J., Chodi E,, Yamasakil E., Ames B.N, Detection
of carcinogenes as mutagens in the Salmoneclla/
mlcrosome test: Assay of 300 chemicals.lroc,

Nat .Acad.Seci.USA, 72, 5135-3139, 1975,

[111) Mo Cann J., Spingarn N.E., Xobori J., Ames B.N., Detec=-
tion of carcinogens as mutagens: bacterianl tester
stralns with R factor plasmids. Proc.Natl.Acad,

Sol. USA, 72, 979-983, 1975.

[112] Mc_Ginnis E.L., Norris M.S. Determination of foﬁr-and
five = ring condensed hydrocarbons. I.Analysis
of’ polyﬁuclear aromatic hydrocarbons in yeast
produccd by growtﬁ on both m-=hydrocarbon and

dextrose feeds. J.Agr.Food.Chem., 23,2,221-225,1975.

[113] Mc Ginnis E.L. Determination of four- and five-ring
condensed hydrocarbons.Il.Analysis of polynu-
clear aromatic cowpounds in n-paraffin feed oil

-mfor yeast fermentation., J.Agr.Food Chem. 23,2,

226-229, 1975.

[114 ) Minako Nagao, Takashi Sugimura, Shen K. Yang. Gelboin IH.D,
Mutagenicity of aptically pure /=/trans-7,8-dihy-
droxy=-dihydrobenzo/a/pyrene. Mutat.Res.58,

361-365, 1978.



[115]

[116])

[117]

[118)

[119]

[120]

[121)

- 200 -

Hodica R., Fiume }M,, Bartofek J.: Gas~liquid chromato=-

Miller

Nagata

graphic assay of polycyclic aromatic hydrocarbon
mixtures: specyfically wodified method for rat

tissues. J.Chromat ography 247, 352-255, 1982,

F.B., Reichert J.K., Carcinogenic substances in

N z :
water and soil.Past. XV Examination throush ani-
mwal tests of tho carcinogenidcity of chlorinatod

derivatives of BP.,Arch.Hyg.Bakt. 153,26~35.1969,

S., Konodo G. Photo~oxidation of crude oils pp 617
-620.Proc.Oil.Spill Conference 1977 za: Neff J.M.
Polycyelic aromatic hydrocarbons in the aquatic

environmment. Appleid Science Publishers LTD 1979.

National Acadeumy of Scilence Particulate Polycyclic

Organic Matter Vashington D.C. NAS. 1972.

Neff J.M.: Polycyclic aromatic hydrocarbons in the

Newnan

aquatic environment, Soureces, fates and biologi-

cal eoffects Appleld, London 1979, Science l’ub~

lishexrs LTD.

M.S., Carcinogenic activity of benz/a/anthraccunes

pp. 203-208. za: R.Frendenthal and P.VWV.Jones;
Carcinogenesis = A Comprehensive Survey Vol.1.Poly-
nuclear Aromatic Hydrocarbons.Chemistry, Metabolism

and Carocinogenesis. New York Raven Press (976,

Niassut P. Pollution by 1n situ biosynthesis of carcie-

nogenic hydrocarbons of a lagoon ecosystem: re-
production in vitro of this phenowmenon. Rev.Int.

Oceanog.Med. 17, 87-98, 1970.



(V)
[122] Niaussat P., Auger C.Distribution of benzo/u/pirene
and perylene in various organism of the Clipper-
ton Lagoon ecosystem. C.R.Acad.Sci.Ser.D.270,

2702-2705, 1970,

[123] Nikonorow M. Zanleczyszczenls chemiczne i biologiczne
ywnosci Wydawnictwo Naukowo=Technic.ne Varszawa

1980, 146-148.

[ 124 ] Nikonorow M. Aktualne zagadnienl® zdrowotne w zwiezku
z zanleczyszczenlem gleby, wody, powletrza atmose-
, ferycznego oraz roélin i pasz. Roczn. PZI XXXII

5-6, 393-h05 1981,
[125] Nyrek St. Chemia Organiczne PWN Varszawa 1973.

[126] Ochocka J.Rt., Groohmalicka-Mikolajozyk J. Badania
-st0pnia eliminacji wielopiers$cieniowych wgglowo-
doréw aromatyeznych /WWA/ w wodzie uzdatnionej
Cz.I. Zavartosé VWA w ujmowane] dla celé6w wodo-
ciggowych wodzle rzccznej. Roczn.PZH.XXXI, 6,

[127] Ochocka J.R., Grochmalioka-Milkotajozyk J. Badania stop-

| nia eliminacjil wieiopigééoieniowych weglowodordw
aromatycznych /WWA/ z wody uzdatnionej. Cz.IIL.

Eliminacja WWA w tralkcie stosowania proceséw uz-

'datniania wody. Roczn. PZH. XXII, 1,45-52,1981,

(1
[128] oOesch F., Brucker M., Glatt H.R. Activation of phenan~
| threne to mutagenic metabolites and evidence

for at least two different 4dctivation pathways.

Mutat.Res.,81« 1=10- 1981.



w 202 -

[129) Osborne L.L., Dawies R.U., Dixon K.R., Moore R.L.:
Mutagenic actlivity of fish and sediments in the

Sheep River, Alberta Wat.Res.16, 902-911, 1982,

[130) raputa-Peck M.C., Moramo R.S., Schultzle D., Riley T.L.
Hawpton C,V,, Prater T.J., Skewes L.M., Jensen T.L.
Determination of nitrated polynuclear aromatilc
Itydrocarbons in particulate exstraksts by capillary
Column gas chromatography with nitrogen solective

detoction. Analyt.Chem.55, 1946-1954, 1983,

[131) Patterson A.M.L.T. Capell and D.F. Walker. The ring Index
A List of Ring Systems Used in Organic Chemistry
~ /2nd ed./ Washington. D.C.American Chemical Socie-

ty 1960.

[132) rascal Y., Free radical mediated linkage of carcinogenic
hydrocarbons to polynucleotides Biochemie, 53,
365-372, 197h.

[133) Pickarski L., Barczak A., Sawicki J. Badania oddzialywania
butylohydroksyanizo;u oraz innych przeciwutlenia=-
‘cuy na proces akty&acji benzo/a/pirenu w hodowlach
komérkowych. Bromat.Chom.Toksykol.XV, 3, 203-207,

1982,

[134] Poglazova M.N,, Chesina A,J., Fiedosieva G.E.: 0 razru=-
senii mikroorganizmami benzo/a/pirena w stoinych

vodach, Mikrobiologle 1, R22=225, 1972.

[135) Potthast K. et all. 3,4-Benzpyren gehalt in Gewlirzen.

Sonderdruck aus Die Fleilschwirtsschaft, 7,

1290-1296, 1977.



“83"'

[ 136] rrueisdziccki Z.: Biodogiczne przemigny substancji tok-

sycznych PWN Warszawa 1976.

[13?] Przuidziucki Z.: Biologiczne skutki chemizacjli sSrodowiska

PWN Varszawa 1980.

[138] rrzybojewska B. Przeglad i ocena wybranych testéw skril-
ningouwych stosowanych do badania mutagunncgo/rakom
twoércsepo dzlatania swiozkéw  chewmicuznych., Bronat,

-

Chem.Toksykol.XVII, 2,163~169, 1984,

[139) Purchase J.F.H., Longstaff &., Ashby J., Styles J.A.,
Anderson D,, Lefevre P.A,, Westwood FF.R.: An evaluae
tion of 6 short-term tests for detecting organic
cheumical carcinogens. Br.J.Cancer 37, 873-959,

1978,

[140]) nRadding s$.8., Mi11 T., Gould C.VW., Liu D.H,, Johnson II.L.
Bomberger D.C., Fojo C.V. The environmental fate
of sclected poiynuclear arematic hydrocarbons,

Environ Prot.Ag.Washington. D.C. 1976.

[141]) Radecki A., Lamparczyk H., Grzybowski J., Halkioewlcz J.,
-Gas=-chromatographic determination of benzo/a/pyro-
ne in petrolecum préducts used for the manufacture
of drugs and cosmetics. Fre:Z.Anal,Chen. 303,

[142] Rannug U., Johansson A., Ramel C., Wachtmeister C.A.:
The mutagenicity of winyl chloride metabolic acti-
vation. Ambio, 3,5, 194~197, 1974,



~ RBL -

!

[147) Faport of a workshop on bacterial in vitro mutagenilcity

%est systems 1978. Mutat.Res. 53, 369-378.

[ 144 ] Reichert J.K. Carcinogenic substances in water and soil
Part. XO{ITY, XXIV. The removal of PAH with 0102
while treating drinking water., Isolation and

identyfication of BP derivative products. Arch,.

Hyg.Bakt, 152, 266-265, 277-283, 1963,

[145] Rodina A, Mikrobiologiczne metody badania wéd,PWRiL

Warszawva 1968.

[ 146 ) Ruziowicz Z.: Quasi-limave widma luminescencji i absorpecyji
wilieloatomowych drobin organicznych. Postepy Ilzyki

[147] Rzewuska E., Karlowska-Jasek M., Narcoh-Kepiinska A.,
Domaradzki R.: Studia i badania nad sposobem ochrony
rzeki Nysy Klodzkie]J od zbilornika Kamieniee do ujsicia
w Michatowle oraz rzeki Oléwy przed zanieczyszczenilen,
Inst.Ksztalt.Srodow. Oddzial Wroclaw 1974, praca

niepublikowana.

[148 ) Balmeen J.T., Pero A.M., Zator R., Schoutzle D., Riley T.L.
Auwes assay - ohromaéograms and the identification
of mutagenes in Diesel particle extracts. Env,

[149] Schuetzle D. Sampling of Vehicle cuissions for chemical
analysis and biologlcal testing. IEnviron.Health
Perspec. 47, 65-80, 1983.



[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

- 385

Schuetzle D,, Perez J.M. Factors influencing the ewds-~
slons of niltrated - polynuclear aromatic hydrocar-
bons /Nitro-PAH/ /rom diesel engines.Air.Pollut.

Con.Assoc. 33,8,751=755, 1983,

Sellern~Aspang F., Kratochwll K. Spontatenous ﬁealing of
en infiltrating and metdstasizing epithelial
tumor of Triturus cristatus. Arch., Geschwulstforsech.

21,. 202-300, 1963.

Shigeaki Sato, Yuko Seino, Tomoko Ohka, Takle Yahagi,

Minako Nagao, -Taijiro Matsuhima, Takashi Sugimura:
Mutagenicity of sﬁoke,condonsates from cigare-
tes, cigars and bipe tobaceo. Cancer Letters 3,

1=8, 1977,

Sokolowska R. Badania niektdérych produktéw spozywczyoch
na zawartos$é benzo/a/pirenu, Roczn. PZI. 27,

253-256, 1976.

Sokotowska R. Wyodrgbnianie wieloplers$cleniowych woglo-
wodordéw aromatycznych z kapusty Roczn. PZH, 30,

606-611, 1979.

Sokolowska R. Zawarto$é bonzo/a/pirenu w kapudcie, Rooczn.

PZII’ .XXXI, 1’ 53"58, 19800

Sokolowska J., Maclejewski F. Oznaczanie weglowodordw
aromatycznych metodsg chromatografil gazowe]j
w Sclekach 2 produkecji styrenu i kumenu G.W.T,S.

2: 56"'58! 19770



[159]

[163]

[164 ]

.= 286 -

Suess M.J. Aqueous solutions of 3,M=-benzopyrene wat,Res.

6, 981-985, 1972.

Suoss M.J. Lubufatory experimentation with S,H-benzopyra-
ne in aqueous systems and environmental conse-

quences. Zblt.Bakt.Hyg. 155, 541-546, 1972,

Swalsland A,J., Glover P.L., Sims P., Epoxides in poly=-
cyclic aromatic hydrocarbon metabolism and care-

cinogenesis. Biochem.Pharmacol. 22, 1547-1556, 1973.

Syrowatka T.: WspélozeSne problemy tolksykologii substan=
c¢ji chemicznych. Przewidywanle odleglych skutkéw
stosowania. Bariery bezpieczenstwa. Roczn. PZI,

XXX, 4, 317-322, 1979.

Szabad L.M.: O cyrkuiucji karcinogenow w okruzajusze]j

sriedie. Moskwa 1973.

$13%kina W.N.,.Troeenko J.A. Svolistva novago ‘Stamma
Hyphomicrobium ispolsuiééego odhouglerodnyike
soledimenia, Mikrobiologia 5, 765-770, 1974,

Tore Aune 1979 Carcinogenicity of chemical compounds
and their detectlion in several bacterial

short-term testes N.I.P.,H. Annals 2, 1, ssiv,

5, 332-5652.

Trescott LE,J., Schuetzle D., Prater T.J., Ball J.C.,
Salmeen J. : Blological and chemical characteri-
zation of a comﬁosite heavy=-duty diesel particle
sample over a long period of time. Proceedings

of the Eight International Symphosium on PAIl



&mw

Oct, 26-28, 1983. Battelec Press, Columbs,Ohio.

[165] Ts o P.0,, Yanzy Lu. Interaction of nuclelc acids,II
Chemical linkage of the carcinogen 3,4~ benzo
pyrene to DNA induced by pho toradioaction.

Proo.Nat.Acad.Scienc 51, 272-281, 1964,

[166] Vorlds Health Organlsation International Standards for

Drinking VWater 3 rd. Edlitlon, Geneva 1971.

[167 ) Wosniak J. Tokarz A. Chromatograficzne oznaczanie benzo/a/
pirenu w powietrzu. Bromat.Chem.Toksykol . XV,

3, 209-215, 19082.

[ 168 ] Wyszyiska 1. Wystepowanie w pytach powietrza atmosferyczne-
go.korononu,‘perylenu i antracenu obok innych
wgglowodordédw aromatycznych wielopierscieniowych
zaliczanych do rakotwérczych.Roczn. PZIH 60,

1221-1234, 1968.

[169) Yang Sh.K., Deutsch J., Gelboin H,V, Polycyclic IHydrocar-

bons and Cancer, Academic Press Inc. 1,205-1978.

[170] Yang $.K., Mc Court D.W., Leutz J.C., Gelboin H.V. Benzo/a/
A pyrene diol epoxides mechanism of onzymatic for-
‘mation and 0pticaily ;;tivo intermediates. Scionce
196, 1199-1201. 1977.

[171) Zawadzka 1., Karalkiewicz D., Zorbe J. Wystgpowanie poli=
cyklicznych weglowodoréw aromatycznych w wodach
powlerzchniowych w Polsce. Gospodarka wodna 8/9,
264-265, 1980.



- 288 -

8, SPIS TABEL

Tabela

Tabela

Tabela

Tabeola

Tabela 5

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

10
11

12

Tabela 13

Tabela

14

Wybrene wiasnofci fizyczne niektérych WWA
Rakotwérczodd WWA w stosunku do ssakéw laborato-
ryJjnych .

Wzroat.emisji toksycznych skladnikéw gazdw spali-
nowych w Polsce i w Varszawle w latach 1970-1975.
Imis ja benzo/a/pirenu do atmosfery w latach 1966-
- 1969 na terenie USA i calego Swiata.

Zawvartoéé WWA w pokrywie snieznej

Zawarto$é wielopierscieniowych weglowodordéw aroma-
tycznych w niektérych wodach powilerzchniowych na
terenie Polski.

Koncentracja benzo/a/pirenu i innych WWA w réznych
wodach rzecznych.

Zawartoéé benzo/a/pirenu w glgbie v najbardzie]
zanleczyszczonych mlejscach poboru préb,

Zawarto$é benzo/a/pirenu w wybranych produktach po-

chodzenia ro$linnego.

_Rozklad benzo/a/pirenu w wodzie pod wpiywem $wiatla.

Fotodegradacja WWA pod wplywem naturalnego Swlatla,
Zawartosé wielopierécieniowyoh weglowodoréw aromatycze
nych w éoiokach.[mg/mBE i osadzie czynnym,

Akumulac ja 2z wody morskiej i wydalanie WWA przez
Rangia ;uneata.

Losy 3H—benzo/a/pirenu zakunulovanego w wody przez

Collinectes sapidus [144]



- 289 =~

Tabela 15 Charakterystyka szczepédw bakterii Salmonekla typ-
himuriun LT, uzytlych w teécle Ames ‘a.

Taboela 16 Zakres stosowanych w podiozach hodowlanych stegzeil
wielopiler$cieniowych weglowodoréw aromatyc29ych.

Tabela 17 Schemat dozowania roztworéw wielopierscieniowych
weglowodordéw aromatycznych do lizymetroéw.

Tabela 18 Varianty préb przygotowywanych dla okresSlenla aktyw-
noééi oddechowej w aparacie Warburga.

Tabela 19 Warianty eksperymentdédw dotyeczgcych biodegradacji
antracenu przez szczepy g/ll/1 i d/3/2.

Tabela 20 Ilo$é wielopierécieniowychIwgglowodoréw aromatycznych
w prébach wody rzeki Otawy. -

Tabela 21 Cechy genetyczne szczepéw testowych Salmonella typ=-
himurium LT, uzytych do badaii.

Tabela 22 Ilo5é rewertantdéw do prototrofii Salmonella typhimu-
rium LTk pod wpilywem wody Z rzeki Olawy i stawu
infiltracyjnego. . ‘

Tabela 23 Ilo0$é rewertantéw do prototrofil Salmonella typhimu-
rium Lmé pod wpiywem wody rzekl Otawy /maj 1981/.

Tabela 24 Tloéé rewertantéw do prototrofii Salmonella typhi-
muxriun LT2 w obecqoéci_mieszaniny S=9, pod wpiywem
wody rzeki Oiawy /ﬁad i981/.

Tabela 25 Ilo$é rewertantéw do prototrofil Salmonella typhi-
murium LT, pod wpiywem wody rzeki Oiawy /listopad
1981/,

Tabela 26 TIloéé rewerhantédw do prototrofili. Salmonetla typhie
wurium LT, w obecnoscl mieszaniny S-9 pod wplywem
wody rzeki Oawy /listopad 1981/. ‘
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Il04é rewertantéw do prototroffi Salmonella typ-
himurium LT, w obecnoécl mieszaniny S-9 pod
wpiywem ekstraktédw wody rzeki Oirawy na stanowisku 1.
Il086 revertantdéw do prototrofii Salmonella typhi-
murium LT2 w obecno$ci mieszaniny S-9 pod wplywem
ekstraktéw wody rzekil Olawy na stanowisku 2.

Ilo35¢é revertantdéw do prototrofii Salmonclla typhi-
muriumILTé w obecno$ci mleszaniny S-9 pod wplywem
ekstraktéw wody rzeki Olawy na stanowisku 3.
Wrazliwo$é naturalnej mikroflory wody rzeki Olaﬁy
na obednoéé w agarze odzyweczym wzrastajgoych stezenl
badanych WWA.

Zdolnoéé wzrostu naturalnej mikroflory wody rzeki
Otawy wobec badanych WWA jako jedynych 2Zrédel weg-
la 1 energii.

Zdolnosé do wzrostu naturalnej mikroflory wody
rzekl Olawy wobec badanych WWA jako Jjedynych 241ré-
det wegla 1 energll w stosunku do wzrostu na aga-

rze odzywozym wzbogaconym wzrastajncyml stezeniamil

- WWA.

Procentowy ubytek ‘antracenu, benzo/a/pirenu i fluo=
rantenu w prébach wody wzbogaconej badanymi WWA,
Kumulacja benzo/a/pirenu przez naturalng mikro-
flore wody rzeki Olawy.

Kumilacja antraconu przez naturalng mikroflore

wody rzekld Olawy.

Kumulacja fluorantenu przez naturalna mikroflore

wody rzoki Olawy.
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Procentowy ubytek antracenu, benzo/a/pirenu i fluo-
rantenu w prébach przesgczéw z £iltrdév glebowych

/niesterylnych/.

Procentowa zawarto$é antracenu, benzo/a/pirenu,

1 fluorantenu w globile z lizymetrdéw niesterylizo-
wgnych w czasle 0, po 21 dobach dozowania WWA 1

1% dobach dozowania wody redestylowanc].

I'rocentowy ubytek antrecenu, benzo/a/pirenu i fluo-
rantenu w prébach przesaczdéw z filtréw glebowych
sterylizowanych.,

Procentowa zawarto$é antracenu, benzo/a/pirenu

i fluorantenu w glebie z lizymetréw sterylizowanych
w czasie 0, po 21 dobach dozowania WWA i 14 dobach
dozowania wody redestylowanej.

Cechy idontffikaoyjne bakteril wrazliwych

na wysokie stezenia antracenu, benzo/a/pirenu i fluo-
rantenu.

Rozwdj populacji bakteril okredlany metodag najbar-

dziej prawdopodobnej liczby bakterilli w procesie

. bilodegradacji antracenu.

Ilo$é antracenu w _czasie jego biotransfarmacji

przez czyste szczepy bakterii i dch mleszaning.

Test Ames’a wykonany na przesgcZu hodowlanym po

7 dniach biodegradacji antracenu w stezeniu O,f}mg‘/dm3
Test Ames’a wykonany na przesgczu hodowlanym po

14 dobach biodegradacji antracenu w stezenilu

0,3 mg/dma.
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Test Ames’ a wykonany na przesgczu hodowlanym po

7 dobach biodegradaéji antracenu w atgzeniu

0,15 mg/dmg.

Test Ames’a wykonany na przesaczu hodowlanym po
14 dobach biodegradacjl antracenu w stezeniu

0,15 mg/dmj.

Okroslenie rozﬂoju populacji bakterii w procesie
biodegradacjl antracenu. -

Test Ames’a wykonany na przesgczu hodowlanym po
14 dniach biodegradacji antracenu przez szczep oy
Wzgtedne czasy retencjli produktéw pobiodegradacyj-

nych antracenu.
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Struktura pilersécileniowa reprezentowanych WVWA
Fotopkaydacja’benzo/a/pirenu 1 antracenu

Rozklad benzo/a/antracenu, fluorenu i benzo/a/pirenu
pod vplywem ozonu,

Rozklad naftalenu przez Pseudomonas putida
Mikrobiologiczne utlenianie benzo/a/pirenu

Drﬁgi rozictadu WWA prz;z organizmy prokariotyczne

1 eukariotyczne.

Schemat przemian benzo/a/pirenu w ustroju.

Aktywacja metaboliczna i detoksykacja benzo/a/pirenu
przez frakecje mikrosoialng watroby ssakéw,
Metabolizm naf talenu

Przemiany naftalenu do kwasu 1-naf tylomerkapturowego,
Przemiany w ustroju benzo/a/antracenu [120].
Metabolizm antracenu [123]+

Szkic sytuacyjny terendéw ujeé wody dla miasta.wroclawia
Schemat testu Ames ‘a na okreslenie mutagennego

1 rakotwéreczego dzlaltania wody bez aktywacji meta-
boliczne]J zwlazkéw w niej ﬁyst@pujgcych.

Schemat testu Ames ‘a néubkreélenie mutagennego

i rakotwérczego dziatania wody z aktywacjg meta-
boliczng zwiﬁzkéw w niej wyst@pujqoych.

Schemat lizymetru stosowanego do badai

Ilo38 bakterii w wodzie rzckli Otawy w cyklu rocznym,
Ilosé bakterii rosngcych wobec gradientu stezei
benzo/a/pirenu wystgpujacych w wodzie rzeki Olawy

w cyklu rocznym.
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Il0éé bakterii wykorzystujacych benzo/a/piren jako
4rbédlo wegla 1 energlii wystepujgeych w wodzle rzelki
Otawy w cyklu rocznym.

I10$4 bakterid rosngcych wobec gradientu stezen
antracenu wystepujacych w wodzie rzeki Olawy,

Il086 bakterli wykorzystujacych antracen jako “Zréd-
o wggla 1 energil wystepujacych w wodzie rzeki
Otawy w cyklu rocznym.

Ilo5é bakterii rosngcych wobec gradientu stezen
fluorantenu wystepujacych w wodzie rzeki Otawy w
cyklu rocznym.

Iloéé bakteril wykorzystujgoych fluoranten Jjako
2rédio wegla 1 energil wystepujacych w wodzie rzeki
Otawy w cyklu rocznym.

Ilo$é bakterii rosngcych wobec gradientu stezen
acenaf tenu wystepujagcych w wodzie rzeki Olawy

w cyklu rocznyu.

Il086 bakterii wykorzystujgacych acenaften jako Zréd-

1o veggla 1 energil wystepujacych w wodzie rzeki

Otawy w cylklu rocznym,

Il0356 bakterii rosqqcth wobeo éradientu stozen
naftalenu wystepujgoeych w wodzie rzekili Olawy w oyk-
lu rocznym,

Ilo5é bakterii Wykérzystujqcych naftalen jako Z2réd-
1o wegla i energii w wodzie rzeki Orlawy w cyklu
rocznyn.

Liczba bakterii psychrofilnych, przetrwalnikujgcych,

proteolityczhyoh i amylolitycznych w wodzie z rzeki
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Orawy wzbogaconej benzo/a/pirenem.

Miano bakterii denitryfikacyjnych, amonifikacyj-
nych, nitryfikacyjnych I fazy i nitryfikacyjnych

II fazy w wodziée rzeki Olawy\wzbogaoonej benzo/a/
pirenem.

Lieczba bakteriili psychrofilnych, przetrwalnikujgcych,
protcolityoznych 1 amylolitycznych w wodzie z rzokil
Oirawy wzbogaconej antracenem.

Miano bakterii denitryfikacyjnych, amonifikacyj-
nych, nitryfikacyjnych I fazy i nitryfikacyjnych

IT fazy w wodzie z rzekl Olawy wzbogaconej antrace-
nem, ' |

Liczba bakterii psychrofilnych, przetrwalnikujacych,
proteolitycznych i amylolitycznych w wodzie rzeki
Oiawy wzbogaconej fluorantenem.

Miano bakterii denitryfikacyjnych, amonifikacy jnych,
nitryfikacyjnych I fazy i nitryfikacyjnych II fazy
w wodzle rzekl Olawy wzbogaconej fluorantenem,

Zmiany liczby bakterli psychrofilnych, przetrwal-

_”nikujqcych, proteolitycznych i amylolityocznych

podczas sorpcji i ?esoxpcji WWA przez filtr glebowy
/préba kontrolna.

Zmiany miana bakterild denitryfikacy{nych, amonifi-
kacy jnych, nitryfikacyjnych I fazy i nitryfikacyj-
nych IIL fézy podezas sorpeji i desorpejli WWA przez

filtr glebowy /prébe kontrolna/, .
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Zniany liczebnos$ci bakterii psychrofilnych, przo=-
trwvalnikujgeych, proteolityoénych i emylolitycznych
podezas sorpcji i desorpcji benzo/a/pirenu przez
filtr glebowy.

Zmiany miana bakterill denitryfikacyjnych, amoni-
fikacyjnych, nitryfikacyjnych I fazy i nitryfika-
cyjnych II fazy podczas sorpeji i desorpeji benzo/a/
plrenu przew filtr glebowy.

Zmiany liczby bakterii psychrofilnycq, przetrwvalnikue~
Jacych, proteolitycznych i amylolitycznych podczas
sorpcjil 1 desorpcji antracenu przez filtr glebowy.
Zmiany miana bakterii denitryfikacyjnych, omonif ikea-
cyjnych, nitryfikacyjnych I fazy i nitryfikacyjhych
IT fazy podczas sorpcji i1 deéorpcji antracenu,

Bmiany liczby bakteril psychrofilnych, przetrwalniku-
Jacych, proteolitycznych i amylolityecznych podczas
sorpcejl 1 desorpcji fluorantenu przez filtr glebo-
wy.

Zuiany miana bakterii denitryfikacyjnych, amonifi-

kuoyjnych,'nitryfikacyjnych I fazy 1 nitryfikacyj=-

nych IIL fazy podéﬁgs sorpejl 1 desorpcji fluorantenu
przez filtr glebow&.

Liczba bakterii psychrofilnych, przetrwalnikujacych,
proteolitycznych, amylolitycznych

w glebie modeli doswiadezalnych /préba kontrolna

i z benzo/a/pirencu.

Miano bakterii denitryfikacyjnych, amonifikacyjnych,

nitryfikaecyjnych I fazy i nitryfikacyjnych II fazy
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w glebie modeli doéwiadczalnych /préba kontrolna

i z benzo/a/pirenem/

Liczba bakterili psychrofilnych, przetrwalnikujgcych
proteolitycznych i amylolitycznych w glebie modelil
doéwiadczalnych /préby z antracenem i fluorantenem/.
Miano bakterili denitryfikacyjnych, amonifikacyjnych,
nitryfikacyjnych I fazy i nitryfikacyjnych II fazy
w glebic modeli dodwiadezalnych /préby z antracehem
i fluorantenem/.

Okreélenie intensywnos$ci oddychania czystych szézu-
pbéw bakteril w obecnosdcl benzo/a/pirenl jako jedymego
frédia wegla i energili.

Okref$lenie intensywnodci oddychaniﬁ czystych szcze=

péw bakterii w obecnos$ci antracenu jako jedynego

_#4rbdla wegla 1 energii.

Okreslenie intensywvmoscli oddychanla czystych szcze-
péw bakterii w obecnof$ci fluorantenu jako Jedynego
srédia wegla 1 energii.

Intensywno$é oddychania szczepu g/h/1 podczas biode-

gradacJi antracenu.

'Intensywnoéé oddychania szczepu g7 podczas biodegra-

dacji antracenu.
Hromatogramy produktédw pobilodegradacyjnych antra-

cemi,



Teodora Majgorzata Tracmewska

Blologicana transformacja i indykacje sanlecsyszonmed o charakterse
wutagennyn i raotwiremyn woedy powlermcimiowe] se sumcmegbluym
wgglednienion wieloplericieniowyeh wepglowodordw aromatycznych.

Streszegonie

¥ wyniku preeprowadzonych badad, w ktérych materialom byla woda
reeki Olawy oras natwalng mikroflorg, a taksSe gleba proybrzedna,
poblerane na stanowlisku najbardsiej navagsonym na ewlisjo zanie-
cgyszowel pruzeuysiowych, a jednocumeinie lesncym na tepemech
wodonodnych uzyskano nastepujgce wynikis

Zaxrdwno woda powierschmiowa jak i nadosadowa ruzeki Olawy wykazye
wala znaczne zaniecmysiomenic wielopierscieniowymi weglowodorami
aromatycmnymi, przeloracsajac incydentalnde jedenasto- a nawet
dziowigtnastokrotnie noxmp W0, pray jednocmesnym wysokin zmanie-
czyswogeniu antracenem. Ponadto wykamano, i test Ames 'a mode
byé stosowany do bespodredniego badania wéd. W puli seniecmysz-
czai wody wykawmujgoych potencjalne mutagemno i rakotwircme dzia-
iande majdowaly sip wmapewne metabolity antracenu, o csym Swiade
czyiy wyniki testév Ames ‘a wykonanych na produlttach pobiodegra-
dacy jnveh czystych szezepdiw bakterii wyizolowanyoch © badanej
wody. Wragliwosé natwralnej mikroflory wodnej na WWA byla
moésnicowana, przy cwym =z badanych mwisekéw benzo/w/piven
oddzialywal na mikroflore bodicowo, pobudmajge jg do wurostu.

V blocenomie rwekli Olawy udzial procentowy stanowily baktexie
wajoce mdolnodéd wykormystywania badanych WWA jako “rddel weggla
i energii, prsy czym Jednooweinie obserwowano ich duzialande
selekejomijyce. Ponadito stwierdzono, id naturalna umilreflora
miala wsdolnodé biodegradacji WWA, a taksze ich kusndaocji.
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Wiyvw Dbenwo/e/piveoy, anitracenu i flucractenu na naturalng
wikrolliory gicbowg objariai sig sig cbuigenieam ilodcl bekbterii
areelrualuiliujqoyeh, warcsiben liczby bakierii deniteryiilacyje
nywl, elininacii cakierii aaylolilycanych, a takse pruenicsze
smanien $ip pesscuogiluaych grup Galiteril v warsbwach glsby.
Trmy tya gleba clunuwalioryzowsia sig sSuacmayni mdolacielami
gorpoyjuyal @ stoswion do Wii, a zalu zanlscsysuczonic wid
raon badoos swiglih s doodass aalililvecdl pyeeon gledg, ua racsoe]d
Ponadie sbulerduono wdolnosé blodegradacji antracemu prgez dwe
swozepy bakiewrii wyizolowanw 2 wody raeki Uiawy /Micrococcus
lutous i Pseowlomcans sp./. ¥ wynikae salis chemicuvyeh stwiers
Ao, AG giéwnyu wetaboliten mndraconu jost 1,2-dwnbydrowi,2-
dwuliys vhsyantracen.



Teodora Madgorzata Tralzewska
Piological trancformation and imdicetion of mutegenic
end cancerigenic pollution of surfece water with specific

consideration of poclynuclear eromatic hydrocarbone

ABSTRACT

During studies where material was O2awa river water
together with natural microflora and &lso éoastal s0il
samp}ed in environment moet endangered with industrial
pollution emiceion and still located in a water-bearing
area the following recults were abtained:

Both surface weter eand sediment weter of Oawa river
contained serious contaminerion with polynuclear aromatic
hydrocarbone incidentally exceeding eleven or even
ninefeen times WLl specifications with simultaneous
severe contamination with enthracene. In addition it was
chown that imes tect may be uced for direct exeminations
of waters. ¥ithin the water pollution pool exhibiting
poctentially mutagenic and cencerigenic action, there
existed some anthracene metabolites as shown by resuits
of Amec teste performed on postbiodegradation products
.of pure bacterial strains isoclated from water under
testing. latural water microflore sensitiveness to PAH
wae diversified wherein from the compounds under testing
benzé/a/pyrene acted on microflore stimulousely prompting
it to pgrow.

In CZawa river biocenosis high percentage constituted
bacteria able to use PAH tested as a source of coal and
enérgy; at the eome time their selectiocning action was
obrerved., At the seme time it wae found thet natural
microflora wes able to PAH biodegradation and also to

cummulation of them. Influence of benze/a/pyrene,



anthr?cene and fluoranthene on natural scil microflora
exhibited in decreased amount of sporulation bacteria,
increased amount of denitrificatinn bacteria, elimination
of amylolythic bacteria and displacement of individual
bactery groups in soil layers, At the same time scil
characterized by coneiderable sorption capacity with
respect to PAH, lience contamination of waters by the
compounds under testing in the way of infiltration
through s0il is rather of secondary importance.
Additionally ebility was found tc biodegradation of
enthracene by two bacteria strains icolated from Ciawe
river water /Micrococcus luteus and Preudomonas £p./.
In result of chemical analyses it was found thet the
mein metabolite of anthracene ic 1,2,=-dihydro=1,2,-

dihydroxyenthracene,
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ralng mikroflora oraz gleba przybrzezna pobierana na

terenach wodonosnych w obszarze wpiywéw Huty Siechnica
i Elektrocieptowni Czechnica.Stwierdzono bardzo wysoki

stopieh zanieczyszczenia wod przez WWA,w tym antracen.
| Woda oraz jeJj ekstrakty wykazywaly potencalne mutagenne
i rakotwércze dzialanie.Wrazliwoéé naturalnej mikroflory
na badane WWA bala zréznicowana. Bakterie mialy zdolnoéé
kumulacji i biotransformacji WWA,a takie wykorzystywania
ich jako jedynego Zrédia wegla i energii. Dwa czyste
szczepy bakterii wyizolowanych z wody rzeki Olawy mialy

zmu byl 1,2~ dwuhydroksy-1,2-dwuhydroantracen,ktory po-
wodowal dodatnie wyniki testu Ames'a.

Imig i Nazwisio autera analizy
Teodora Traczewska
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