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kach, na przyktad hamowanie proceséw biologicznych lub unieruchomie-
nie organizmu, po okreslonym czasie ekspozycji,

'HNMR  widmo 'H NMR, widmo wykonane przy wykorzystaniu magnetycznego
rezonansu jgdrowego protonu (wodoru),

IC50 (inhibition concentration) - stezenie inhibicyjne - stezenie substancji che-
micznej powodujace 50% inhibicje aktywnosci fizjologicznej organiz-
mow testowych w $cisle okreSlonym czasie ekspozyciji,

K stata szybkosci biodegradacji,
KZPC kationowe zwigzki powierzchniowo czynne,
LCs0 (lethal concentration) - stezenie substancji chemicznej, powodujgce

$mier¢ 50% organizm6w w danej populacji po $cisle okreslonym czasie
ekspozycji,

dawka $miertelna medialna; jest to stezenie substancji chemicznej, ktore
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moze powodowac $mieré 50% zwierzat przy réznych drogach narazenia,
(Minimal Bactericidal Concentration), najmniejsze stezenie zwigzku,
ktore powoduje dziatanie bakteriobdjcze w okre$lonym czasie,

widmo 1IN MNR, widmo wykonane przy wykorzystaniu magnetycznego
rezonansu jadrowego azotu,

{no observed effect concentration) - najwyzsze stezenie toksykanta, ktore
w okre$lonym czasie trwania badan nie powoduje zadnych spostrzegal-
nych zmian w organizmach testowych,

Organizacja Gospodarczej Wspdtpracy i Rozwoju,

ogolny wegiel organiczny,

przewidywane stezenie substancji w $rodowisku,

przewidywane stezenie, ktore nie bedzie wywotywato ujemnych skutkéw
w odniesieniu do gtéwnych przedstawicieli tancucha pokarmowego,
rozpuszczony wegiel organiczny,

odchylenie standardowe,

czas potowicznego zaniku zanieczyszczen oznacza, ze w kazdym okresie
trwajgcym t30dni zawarto$¢ zanieczyszczen zmniejsza sie o potowe,
wspotczynnik ryzyka wodnego,

liczba ryzyka wodnego.

1. WPROWADZENIE

Zagrozenie dla $rodowiska ze strony zwigzkéw chemicznych i racjonalna
gospodarka tymi zwigzkami to problemy, ktdre we wspotczesnym Swiecie stanowig
wazny element w ksztattowaniu zaréwno polityki przemystowej, jak i polityki
ekologicznej. Umiejetne postepowanie ze zwigzkami chemicznymi przynosi z jednej
strony konkretne efekty ekonomiczne, z drugiej za$ - eliminuje lub ogranicza zagroze-
nie dla zdrowia lub zycia ludzi oraz dla srodowiska przyrodniczego.

Polska staneta przed koniecznoscig zbudowania, niemalze od podstaw, systemu
bezpieczenstwa chemicznego. Istniejgce dotychczas rozwigzania byty projektowane w
zupetnie  odmiennych od wspdtczesnych warunkach zarzadzania panstwem.
Oddzielnym, niezwykle waznym czynnikiem wymuszajgcym organizacje systemu
bezpieczenstwa chemicznego w Polsce jest konieczno$¢ dostosowania wewnetrznych
regulacji prawnych do standarddw Unii Europejskiej. Wydane w krajach UE
Dyrektywy [22-24] wymusity na organach panstwowych w Polsce wydanie ustawy
oraz zarzadzenia [205,242,274] o zwigzkach powierzchniowo czynnych (anionowych i
niejonowych). W tych aktach prawnych zapisano konieczno$¢ dokumentowania
podatnosci na rozktad biologiczny dla celéw oceny ich oddziatywania na Srodowisko.

Obecnie prowadzone sg w Komisji Unii Europejskiej dyskusje nad potrzebg
uzupetnienia obecnego ustawodawstwa o dyrektywy dotyczace kationowych i
amfoterycznych zwigzkow powierzchniowo czynnych. Ponadto z dniem 21.08.1997
roku weszto w zycie Rozporzadzenie Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej [206] w
sprawie substancji chemicznych stwarzajgcych zagrozenie dla zdrowia i zycia.
Zgodnie z tym rozporzadzeniem nakazuje sie przeprowadzenie badan biodegradacji i
toksycznosci substancji chemicznych celem oznakowania, etykietowania i rejestracji
oraz sporzadzania Karty Charakterystyki Niebezpiecznych Substancji Chemicznych.
Oprdcz tego Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ISO) opracowata i
wdraza norme poswiecong systemom zarzgdzania Srodowiskiem [100]. W normie tej
jako narzedzie oceny S$rodowiska przyjmuje sie miedzy innymi ocene ryzyka dla
Srodowiska i ocene rdéznorodnych oddziatywan na $rodowisko. Wyniki oceny ryzyka
zwigzanego z obecnos$cig zwigzku chemicznego w okreslonym ekosystemie stanowig
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wazny element zarzagdzania Srodowiskiem. Sg one podstawg podejmowania decyzji o
dopuszczeniu nowych chemikalidw do stosowania, a takze stanowig narzadzie selekcji
i wycofywania juz stosowanych zwigzkéw; dajg takze impuls do poszukiwania
nowych zwiagzkéw bardziej ,,przyjaznych dla srodowiska”.

Specyficzng grupg substancji chemicznych stanowig czwartorzedowe sole
amoniowe (CSA), nalezace do grupy kationowych zwigzkdw powierzchniowo czyn-
nych (KZPC), do ktérych odnoszg sie wyzej wymienione akty prawne. W roku 1999
Swiatowa produkcja tych zwigzkdw ksztattowata sie na poziomie 1 min ton [230,276]
i ciagle wzrasta [6]. Substancje te sg stosowane w bardzo wielu wyrobach rynkowych,
ale zazwyczaj w bardzo niewielkich stezeniach, czyli podana wielko$¢ produkcji tej
grupy zwiazkéw wskazuje na ich ogromne znaczenie gospodarcze. Przyczyng tak
duzego zainteresowania KZPC jest szeroka gama ich wiasciwosci uzytkowych,
wykazywanych w roztworach, jak: dziatanie antykorozyjne, antyelektrostatyczne,
zmiekczajace, glonobojcze, grzybobojcze, bakteriobdjcze, konserwujgce, oprécz in-
nych cech typowych dla pozostatych Srodkéw powierzchniowo czynnych [276]. Tak
liczne walory uzytkowe wykazywane przez te substancje stwarzajg potencjalng
mozliwos$¢ réznorodnych ich zastosowan.

CSA stosowane sg w gospodarce, biotechnologii, medycynie, farmakologii, a
takze w produkcji biocydéw [12,59,96,161,201]. Zwiazki te sg wykorzystywane
miedzy innymi do eliminacji i inhibicji wzrostu bakterii, grzybdw, glondéw oraz
neutralizacji toksyn mikrobiologicznych, jako s$rodki zmiekczajgce tkaniny, $rodki
ochrony drewna, zbieracze w procesach flotacji, w produkcji detergentéw i nawozow
sztucznych, dodatki do asfaltu przy budowie drég, w preparatach stuzacych do
dezynfekcji, a takze w leczeniu choréb, takich jak np.: cukrzyca, arytmia serca,
nerwice, alergie [14,25,43,170,174,199,202,221,223,227,250]. Z ostatnich doniesien
wynika, ze sg skutecznym Srodkiem inaktywujacym wirusa HIV, a takze wspomagajg
dziatanie lekow przeciwnowotworowych [15,42,250,261,263]. Rd&znorodnos¢
zastosowania powoduje duze mozliwosci przedostawania sie ich do naturalnych
odbiornikéw wodnych bezposrednio badz wraz ze $ciekami bytowo-gospodarczymi,
przemystowymi lub wodami opadowymi. Tam mogg negatywnie oddziatywaé na
organizmy wodne, w tym rosliny wyzsze, ale takze podlega¢ procesom biologicznej i
chemicznej destrukcji.

Z uwagi na powyzsze celowe wydalo sie oszacowanie stopnia ryzyka, jakie
stanowi¢ mogg wybrane grupy czwartorzedowych soli amoniowych dla $rodowiska
wodnego.

2. PRZEGLAD LITERATUROWY

2.1. Czwartorzedowe sole amoniowe w $rodowisku

2.1.1. Wiasdciwosci i zastosowanie CSA

Podstawowg cechg czwartorzedowych soli amoniowych jest ich silna adsorpcja na
powierzchniach réznych substancji. Ze wzgledu na budowe chemiczng adsorpcja
przebiega wedlug mechanizmu adsorpcji fizycznej i chemicznej, ktdra zachodzi
miedzy dodatnio natadowanym atomem azotu i elektroujemng powierzchnig. Zwigzki
te majg budowe polarng. Grupa kationowa jest lipofilna i wskutek tego nadaje
zwigzkom tego typu wysoka aktywno$¢ powierzchniowg. Aktywnos$¢ ta przejawia sie
w dodatniej adsorpcji i obnizeniu napiecia powierzchniowego na granicy faz.
Elementem hydrofilowym w tych zwigzkach jest grupa amoniowa, natomiast element
hydrofobowy stanowi diugi tafncuch weglowodorowy. Z dtugoscia jego wiaze sie
rozpuszczalnos¢ zwigzkow w wodzie, ktéra maleje ze wzrostem ilosci wegli w
fancuchu. W miare wydtuzania sie fancucha zwieksza sie réwniez tendencja do
tworzenia, w bardziej stezonych roztworach, skupisk zwigzkow wewnatrz cieczy.
Skupiska te to wieloczgsteczkowe agregaty zwane micelami. Powstajg one
samorzutnie, przez pofaczenie sie wiekszej liczby czasteczek, gdy przekroczone
zostanie okreslone graniczne stezenie roztworu zwane Krytycznym stezeniem
micelamym (CMC). Po osiggnieciu tego stezenia dalsze jego zwiekszanie nie zmienia
juz wiasciwosci roztworu.

Czwartorzedowe sole amoniowe majg rowniez zdolnosci zwilzajace, pianotwor-
cze, emulgujace i dyspergujace. W zwigzku z wymienionymi wiasciwosciami szeroko
stosowane sg jako zbieracze w procesach flotacji w gornictwie i w przemysle
naftowym do usuwania z powierzchni morza produktéw naftowych [164,276].
W przemysle wiokienniczym uzywa sie ich przy impregnowaniu tkanin, matowieniu
widkien, jako stabilizatoréw barwnikéw oraz jako czynnikow utatwiajacych proces
farbowania [164,226]. Dodatek CSA w ilosci 2% do asfaltu w zdecydowany sposob
poprawia jego zdolnos$ci wigzania sie z kruszywem oraz powoduje, ze jest bardziej
odporny na niekorzystne dziatanie warunkdéw atmosferycznych i na Scieranie



12

powierzchni przez intensywny ruch kotowy [17,227], stad na duzg skale stosuje sie je
w budowie drog. lIstniejgce plany budowy autostrad na terenie Polski spowodujg
zapewne zwigkszenie ich produkcji. CSA stabilizujg emulsje halogenkéw srebra na
papierze fotograficznym, dodaje sie je takze do kapieli wywotywaczy dla poprawy
zwilzania [164]. Przy produkcji nawozéw sztucznych dodanie ich zapobiega zbrylaniu
tych produktéw [70]. Znajdujg takze duze zastosowanie w hydrometalurgii. Technika
hydrometalurgiczna jest szeroko stosowana w produkcji miedzi, kobaltu, niklu,
wolframu, wanadu i uranu. Swiatowa produkcja uranu w 85% oparta jest na ekstrakcji
za pomocg czwartorzedowych soli amoniowych [17]. Wykazujg takze wiasciwosci
antykorozyjne. Uzywane sg jako inhibitory korozji metali w wodzie, w ukfadach
chtodniczych, w roztworach kwaséw, w ropie naftowej i w produktach jej przerébki
[25]. Modyfikujg proces elektrokrystalizacji w kapielach galwanizacyjnych [197].
Elektrokrystalizacja metali pozwala uzyska¢ warstwy wierzchnie spetniajace
nastepujace kryteria uzytecznosci: ochrona przed korozja, zmniejszenie wsp6étczynnika
tarcia tragcych powierzchni, zwiekszenie odpornosci powierzchni na Scieranie,
zwiekszenie przewodnictwa powierzchni, zwiekszenie zdolnosci lutowniczych
powierzchni, zwiekszenie potysku (otrzymanie powtok dekoracyjnych), zwiekszenie
twardos$ci powierzchni, zmniejszenie chropowatos$ci, zwiekszenie plastycznosci [197].

CSA rozpuszczajg sie zardbwno w cieczach polarnych, jak i niepolamych i moga
przechodzi¢ przez btony biologiczne. W zwigzku z tym mogg by¢ przez skore
wprowadzane do organizméw ludzkich i zwierzecych. Dzieki wigzaniu sie z takimi
hormonami, jak insulina i kalcytonina, substancje te tworza farmaceutyczne
kompozycje nadajace sie do podawania donosowo i doustnie. Mogg by¢ uzyte w
leczeniu chordb: cukrzycy, nerwic, arytmii serca [250]. Wigzac rozne antygeny i
receptory, moga modyfikowa¢ reakcje immunologiczne i zapobiega¢ alergii. Jednak
najcenniejsze z ich wiasciwosci uzytecznych to: zmiekczajace [25,59,128,199],
antystatyczne [3,25,28,124,260], bakteriobdjcze [15-16,90,130,175,179-181,183,258],
grzybobojcze [179-181,187,189] i glonobdjcze [102,207].

Gléwne obszary zastosowania czwartorzedowych soli amoniowych przedstawiono
narys.2.1.
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Rys. 2.1. Zastosowanie czwartorzedowych soli amoniowych w gospodarce europejskiej [25]
Fig. 2.1. Application of quaternary ammonium salts in European industry [25]

Wihasciwosci zmiekczajgce

Jedna z podstawowych wiasciwosci CSA jest ich zdolnos$¢ do zmiekczania tkanin.
Proces ten polega na oddziatywaniu kationu amoniowego z grupami karboksylowymi
obecnymi we wiloknach tkanin, wskutek czego tkanina uzyskuje czesciowy
hydrofobowy charakter, wywotujagcy wrazenie miekkosci i delikatnosci. Efektem
dodatkowym jest zaréwno skrdcenie czasu suszenia z uwagi na wzrost hydrofobo-
wosci materiatu, jak i uzyskanie przez niego wilasciwosci antyelektrostatycznych.
Oddziatywanie czwartorzedowych soli amoniowych z powierzchnig tkaniny eliminuje
zatamania materiatu, co znacznie polepsza efekty prasowania. Zwigzki te, stosowane
do zmiekczania tkanin, majg dtugie tancuchy alkilowe, w ktérych s$rednia liczba
atoméw wegla przekracza 17 [17]. Maja one oprocz wyzej wymienionych cech takze:
fatwos¢ dyspersji w roztworach wodnych, dobrg zdolno$¢ do tgczenia z tkaninami,
zdolno$¢ nadawania miekkosci i puszystosci widknom bez wywotywania wrazenia
$liskosci, niepowodowanie zazétcen i szarzenia ptukanych tkanin, zdolno$¢ nadawania
ptukanym tkaninom zwilzalno$ci po obrébce, przyjemny zapach, zdolno$¢ odkazajaca,
tagodne dziatanie na skére ludzka i brak dziatania korodujacego na konstrukcje pralnic
przemystowych i pralek domowych. Ponadto korzystng cechg jest wywolywanie
dodatkowo efektu antyelektrostatycznego [276].
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Wiasciwosci antyelektrostatyczne

Polimery oraz produkowane z nich wi6kna sztuczne sg przewaznie statymi
dielektrykami, charakteryzujgcymi sie nieznacznym przewodnictwem oraz bardzo
duzym oporem powierzchniowym rzedu 10I121016Q. Dlatego bardzo tatwo gromadzg
na swej powierzchni fadunki elektrostatyczne, a ich stopien naelektryzowania w
sprzyjajacych warunkach moze osiggng¢ wartos¢ nawet do 30 000 V [198]. Zdolnos¢
skupienia tadunkéw utrudnia przeréb, a takze eksploatacje dielektrykéw. Przejawem
wystepowania niezmiennych w czasie tadunkéw elektrycznych sg miedzy innymi:
wzmozenie brudzenia sie wyrobdw wykonanych z tworzyw sztucznych oraz wiokien
syntetycznych, zbrylanie i sklejanie materiatow, przeskoki tadunkéw elektrostatycz-
nych do elementéw uziemionych, stwarzajace duze zagrozenie pozarowe i wybucho-
we. Dotyczy to w szczeg6lnosci takich przemystow, jak: wydobywczy, chemiczny i
petrochemiczny, spozywczy (elewatory zbozowe, cukrownie, miyny), papierniczy,
tekstylny, itp.

W celu wyeliminowania tego szkodliwego zjawiska opracowano szereg sposobow
usuwania tadunkow elektrostatycznych z powierzchni, miedzy innymi przez dodatek
tzw. antyelektrostatykéw, do ktérych nalezg przede wszystkim czwartorzedowe sole
amoniowe [177]. Substancje te, naniesione na powierzchnie polimeréw i widkien, lub
wprowadzone do ich wnetrza podczas przetwarzania, wptywajg na elektryczne
przewodnictwo powierzchniowe i polaryzowalnos¢ otrzymanych wyrobow. Zwigzki te
stosuje sie zasadniczo we wszystkich termoplastach (zwlaszcza PCW), gdzie tworzg
higroskopijng warstewke, ktdra znacznie zwieksza przewodnictwo powierzchniowe, a
tym samym umozliwia odptyw fadunkoéw elektrostatycznych. Dodaje sie je jako
antyelektrostatyki do lakieréw, do bton filmowych, ptyt kompaktowych, wiokien
syntetycznych, poliamidowych i poliakrylonitrowych [164]. Najefektywniejsze w
dziataniu sg sole amoniowe zawierajagce co najmniej jeden diugotancuchowy
podstawnik alkilowy w czasteczce. Tego typu zwigzki na powierzchni polimeréw
zwracajg sie swojg czescig hydrofobowg w kierunku polimeru, a czescig hydrofilowg
na zewnatrz. Obecnos$¢ grup hydrofilowych sprzyja absorpcji wody z powietrza, a
poniewaz sole amoniowe sg substancjami powierzchniowo czynnymi, mogg
zmniejsza¢ graniczny kat fazowy woda-tworzywo i powodowaé réwnomierne
rozprowadzenie wody na jego powierzchni [198]. Maksimum aktywnos$ci obserwuje
sie dla zwigzkéw zawierajagcych 10-12 atoméw wegla w tancuchu alkilowym.
Wiasciwosci antystatyczne w kazdej grupie zwigzkdw pogarszajg sie ze zwiekszeniem
dtugosci podstawnika alkilowego, co prawdopodobnie wigze sie ze wzrostem objetosci
czagsteczek, a wiec zmniejszeniem liczby grup antystatycznie aktywnych przypadaja-
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cych na jednostke powierzchni polimeru. Podstawniki metylowe sg bardziej aktywne
od ich odpowiednikéw etylowych.

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa

Mechanizm toksycznego dziatania czwartorzedowych zwigzkéw amoniowych na
drobnoustroje mozna rozpatrywa¢ jako sze$¢ nastepujgcych po sobie etapow, a
mianowicie: adsorpcja na powierzchni $ciany komorkowej, dyfuzja przez S$ciane,
wbudowanie sie w btony potprzepuszczalne, uszkodzenie bton, uwolnienie jonéw
potasu i niskoczasteczkowych elementéw wewnatrzkomérkowych, wniknigcie do
komérki, co powoduje denaturacje biatka i $mier¢ komorki [11,51,94,98]. Niskie
stezenia powodujg jedynie zaktocenia procesébw w obszarze blony komorkowej,
wykazujac dziatanie bakteriostatyczne. Opisane zjawiska wynikajg z budowy chemi-
cznej, tak surfaktantéw, jak i bton biologicznych. Czasteczka KZPC w uproszczeniu
sklada sie z dwdch elementdéw: hydrofilowej ,,gtowy” i hydrofobowego ,,0gona”
(rys.2.2).

/\A \

/ \%

Rys.2.2. Schemat budowy czgsteczki surfaktanta [276]
Fig.2.2. Scheme of structure of surfactant molecule [276]

W typowej czasteczce czes¢ hydrofobowa stanowi dtugi, najczesciej pojedynczy i
nieposiadajacy  rozgatezien  tancuch  weglowodorowy. Podobnie  btona
cytoplazmatyczna komdrki bakteryjnej sktada sie z fosfolipiddw, zawierajgcych
hydrofobowe tancuchy kwasow tluszczowych. Sg to zaréwno kwasy nasycone, jak i
nienasycone, o dtugosci tancuchéw Ci6, rzadziej Ci2,Cm i Cig [142]. Wzajemne
oddziatywanie taricuchow alkilowych soli amoniowych i czastek fosfolipidu prowadzi
do réznego rodzaju zaburzen w strukturze molekularnej warstwy lipidowej btony, co
moze sie objawia¢ zmiang jej ptynnosci. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
czwartorzedowe sole amoniowe cechujg sie wysokg aktywnoscig przeciwbakteryjng w
stosunku do bakterii gramdodatnich i nieco nizszg w stosunku do bakterii
gramujemnych [15]. W przypadku tych ostatnich stwierdzono takze zaleznos¢
aktywnosci bakteriobdjczej od ilosci atomdw wegla w tancuchu hydrofobowym.



16

liczba atoméw wegla w taricuchu alkilowym

Rys. 2.3. Wptyw ilosci atoméw wegla w tancuchu alkilowym na warto$¢ MBC (najnizszego stezenia
bakteriobéjczego) [15]

Fig. 2.3. Relationship between the length of alkyl chain and the amount of minimum bactericidal
concentration (MBC) [15]

Dla Staphylococcus aureus, Salmonella typhi i Pseudomonas aeruginosa stwier-
dzono, ze najwyzszg skuteczno$¢ bakteriobdjcza maja sole zawierajagce 12 do 16
atoméw wegla w faincuchu (rys. 2.3). Maksimum aktywnosci przypadato na tancuch
Cj4, co mozna wytlumaczy¢ jego wysokim powinowactwem do podstawowego
sktadnika zewnetrznej Sciany komérkowej bakterii gramujemnych - liposacharydu.
Najbardziej wysuniety na zewnatrz element liposacharydu, tzw. lipid A, skiada sie z
czesci cukrowej i tancuchow kwasow ttuszczowych, zawierajgcych zazwyczaj wilasnie
14 atomow wegla [142].

Zauwazono takze wptyw liczby tafncuchéw alkilowych na aktywno$¢ bakterio-
bojczag. W miare wzrostu liczby tancuchéw alkilowych wzrasta promien jonowy
kationu amoniowego, co powoduje zmniejszenie oddziatywania z btong komorkowsa, a
tym samym obnizenie aktywnosci bakteriobojczej [17]. Swiadczy to o zmniejszajagcym
sie oddziatywaniu strukturalnie rozbudowanych soli amoniowych z btong komorkowg
drobnoustroju i zmniejszaniu zdolnosci adsorpcyjnych dodatnio natadowanego kationu
do ujemnie natadowanej btony komdrkowej.

17

Zwigzki te inaktywuja skutecznie wirusy: HIV (human immunodeficiency virus),
HSV2 (Hermes simples wirus type 2) oraz Hepatitis B [42,250,263,276]. Dzialajg one
na zasadzie uszkadzania fosfolipidowej membrany wiruséw. Wykazano réwniez, ze
dziataja na komérki guzéw nowotworowych. Stwierdzono bowiem, ze pH w komor-
kach nowotworowych jest o 1,5 jednostki nizsze niz w zdrowych, zatem wprowadze-
nie tych zwigzkéw do chorych komérek powoduje podwyzszenie pH, zaburzenie
transportu. Dziatanie ich moze takze polegaC na przeciwdziataniu opornosci
wielolekowej, co jest uwazane obecnie za najwiekszy problem chemioterapii [261].

Ze wzgledu na powyzsze wihasciwosci substancje te znalazty zastosowanie jako
Srodki dezynfekujagce w przemysle spozywczym, w mleczarniach, browarnictwie,
cukrowniach, rzezniach, wytworniach napojow w przetworstwie owocowo-warzyw-
nym do odkazania sprzetu i kadzi, w szpitalach, budynkach uzytecznosci publicznej
[1,202,221]. W przemysle spozywczym uzywane sg do konserwacji produktéw. Sg
aktywnymi sktadnikami odzywek do wioséw, szampondw i ptukanek, dzieki czemu
wiosy nabierajg potysku, lepiej poddajg sie czesaniu, nie elektryzujg sie i sg
przyjemniejsze w dotyku [25,141,220]. Efektywnie zapobiegajg uszkodzeniom tkanin
wywotanym dziatalno$cig mikroorganizmdw i owadéw. Ochrona ta polega na tym, ze
Srodki te zapobiegajg przyleganiu bakterii gramdodatnich i gramujemnych do
powierzchni weten, zapobiegajac ich rozprzestrzenianiu [29,191]. Zwigzki te znalazty
réwniez zastosowanie w ptywalniach oraz w systemach chtodniczych do zwalczania
obrostow biologicznych [25,102,207], gdyz maja te przewage nad innymi Srodkami
dezynfekcyjnymi, jak chlor i lizol, ze sg bezwonne, stabilne podczas przechowywania
i nie posiadajg korozyjnych wasciwosci oraz swobodnie rozpuszczaja sie w wodzie.

Aktywnosc¢ grzybobojcza

Czwartorzedowe sole amoniowe wykazuja silne wiasciwosci grzybobdjcze,
szczegOlnie przeciwko grzybom powodujgcym plesnienie drewna i innych materiatow
[5,256], a takze przeciwko grzybom sinizny [266]. Znalazty wiec szerokie
zastosowanie w konserwacji drewna, obiektach budowlanych, gtéwnie w miejscach,
gdzie istnieje ryzyko kondensacji wilgoci i rozwoju plesni, a takze w leczeniu
dermatologicznym, jako S$rodki grzybobodjcze w profilaktyce grzybic. Biochemizm
dziatania zwigzkéw na grzyby jest procesem na tyle ztozonym, ze dokiadny
mechanizm oddziatywania na poziomie molekularnym nie zostat dostatecznie
wyjasniony [269]. Najczesciej uwaza sie, ze substancje te ze wzgledu na polarng
budowe chemiczng powoduja blokade adsorpcyjng polarnych zwigzkéw proteino-
wych, wchodzacych w skiad bton protoplazmatycznych oraz protoplazmy. Przy
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zetknieciu polarnych grup proteinowych wewnatrz komorki (protoplazmie) i roztworu
zostaje zaktdcona dziatalno$¢ zyciowa grzybdw, przy czym zakiocenie to jest tym
wieksze, im silniej spolaryzowane sg skladniki komorek i preparatu toksycznego.
Monomolekulame warstwy bton pélprzepuszczalnych, dzieki polarnej budowie,
lipoprotein i innych biatek wchodzacych w ich sklad, uktadajg sie w podwojne
lamelle. W lipofilnej (wewnetrznej) czesci btony zlokalizowane sg sterydy i lipidy,
podczas gdy lipoproteidy i inne biatka ztozone (na przyktad enzymy fosfolipazy czy
ATP-azy) tworzg czeSci zewnetrzne, hydrofilowe. Zwigzki wykazujgace polarng
budowe mogg sie taczyé z lipofilowymi obszarami czastek monomolekulamych
warstw bton pélprzepuszczalnych grzybow (na przyktad z fosfatydylocholing),
zaburzajg przepuszczalno$¢ i biochemiczng funkcje bton [155]. Niezaleznie od zmian
chemicznych wywotanych w protoplazmie przez fungicyd przedyfundowany do
wnetrza komorek, zwigzki te moga dezaktywowac witaminy niezbedne do zycia
organizmu, wigza¢ mikroelementy, jak rowniez hamowac procesy utleniania w komar-
kach. Niekiedy substancje te moga dziata¢ w Srodowisku podobnie do enzymow,
wytwarzajgc trujgce dla grzybow metabolity [269]. Wykazano, ze toksycznos¢ CSA
wobec grzybow zwigksza sie ze wzrostem masy czasteczkowej (w przypadku dobrej
ich rozpuszczalnosci), poprzez wprowadzanie wigzan podwojnych, a takze aktywnych
grup funkcyjnych, takich jak chlorowce, alkile, a takze przy zamianie podstawnika
heksylowego na cykloheksylowy [234]. Natomiast toksycznos¢ maleje przy
wprowadzeniu grup hydroksylowych, karboksylowych, aminowych i ketonowych
[269] oraz przy zastgpieniu jednego z tancuchéw alkilowych grupg benzylowg [232].

2.2. Toksyczno$¢ czwartorzedowych soli amoniowych

2.2.1. Wptyw CSA na cztowieka i inne organizmy statocieplne

Prowadzone badania nad toksycznoscig czwartorzedowych soli amoniowych
wykazaly, ze mimo wyraznie zaznaczonej ich aktywnosci bakteriostatycznej i
bakteriobdjczej nalezg one do zwigzkow o niskiej lub S$redniej toksycznosci w
stosunku do organizméw statocieplnych. Wartos¢ LD tych zwigzkdw podawanych
szczurom per 0s wynosi 50-1500 mg/kg m.c [15,35, 115,151-153,222]. Przyjmuje sie,
ze dawka bezpieczna dla cztowieka wynosi 27 mg/dobe [15]. Pomimo nieduzej
toksycznosci moga wywotywac powazne objawy chorobowe u ludzi zatrudnionych
przy ich produkcji. U robotnikéw stykajacych sie bezposrednio z tymi zwigzkami,
obserwowano po pewnym okresie wystepowanie zmian w plucach, rozszerzenie
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naczyn krwionos$nych, chroniczne zapalenie gardia, nasilajaca sie prochnice zebéw
[64]. Stosowanie CSA jako $rodkéw grzybobdjczych, srodkéw antyseptycznych w tak
roznorodnych miejscach, jak pralnie, mleczarnie, restauracje i sale operacyjne, naraza
osoby tam zatrudnione na mozliwe przypadkowe kontakty z tymi Srodkami. Naj-
czesciej obserwowanym objawem wywotanym przez te substancje jest ich draznigce
dziatanie na skore rak i btony $luzowe [35]. Przenikajac przez skdre oddziatujg one na
biatko komorkowe oraz obnizajg zdolnos¢ regenerowania sie naskdrka. Posiadajgc
wiasnosci emulgujace, substancje te naruszajg rowniez tkanke tluszczowa skary,
powodujac jej szorstkos¢, zaczerwienienie, obrzek [151]. Ponadto cztowiek moze ulec
zatruciu spozywajac skazong nimi wode i zywno$¢. Pierwszymi objawami zatrucia sg
biegunka, trudnosci w oddychaniu i obrzek piluc. Badania przeprowadzone na
myszach, szczurach i $Swinkach morskich wykazaly, ze wprowadzenie CSA do
organizmu powoduje zmiany w watrobie, $luzéwce, jelicie cienkim i grubym [115].
Zwigzki te powinny wiec by¢ stosowane zgodnie z przeznaczeniem pod warunkiem
zachowania szczeg6lnej ostroznosci oraz przestrzegania warunkow bezpieczenstwa
pracy.

Inny aspekt stanowi zagrozenie wynikajace z odlegtych skutkow dtugotrwatego
narazenia cztowieka na mate dawki tych zwigzkéw. Wprawdzie nie ma doniesien
literaturowych odnosnie do ich mozliwosci mutagennych, niemniej jednak dane o ich
zdolnosciach do oddziatywania z DNA [125] moga budzi¢ niepokéj o jego uszkodze-
nie i wywolywanie mutacji, prowadzacych do przeksztatcen nowotworowych.

2.2.1.1. Metody stosowane w badaniach mutagennosci substancji chemicznych

Istnieje wiele odmian testéw umozliwiajacych badanie mutagennego dziatania
réznych zwigzkéw chemicznych. Najbardziej przydatne sg diugotrwate badania na
zwierzetach laboratoryjnych. Czynnikami powaznie ograniczajagcymi zakres tych
badan sg wysokie koszty oraz czas ich trwania. Dlatego tez do wstepnej oceny
genotoksyczno$ci zwigzkow chemicznych polecane sg metody tansze i szybsze. Wéréd
nich najbardziej rozpowszechnione sg testy krdtkoterminowe 2z uzyciem
mikroorganizmdéw. Testy te oparte sg na zatozeniu, ze DNA jest materiatem
wszystkich zywych komérek, tak wiec mozna przyjaé, ze substancje szkodliwe dla
DNA komorek bakteryjnych bedg prawdopodobnie rowniez szkodliwe dla ludzkiego
DNA. Testy te nie wymagajg duzych nakfadéw finansowych i sg stosunkowo proste
do przeprowadzenia. Najwiekszg ich zaletg jest mozliwo$¢ przeprowadzenia
doswiadczen w krétkim czasie i szybkiego oszacowania wynikéw. Indukowane
zmiany genetyczne mozna zaobserwowa¢ nawet w ciggu kilku dni. Wykazujg one



20

okoto 90% zgodnosci z klasycznymi testami dziatania rakotwdrczego na zwierzetach
dla standardowych kancerogendw [218]. Najbardziej znanym testem z tej grupy jest
test Amesa, oparty na histydynozaleznych mutantach szczepéw Salmonella
typhimurium [143,166]. Pozwala on na wykrycie zwigzkdw powodujacych tranzycje,
transwersje, zmiany ramki odczytu oraz utleniaczy DNA. Jednymi z nowszych testow
pozwalajacych na precyzyjng ilosciowg ocene indukcji mutacji w poszczeg6lnych
genach komorek bakteryjnych sg Umu-test [163] i SOS-Chromotest [200]. Ocena
efektywnosci indukcji nastepuje przez pomiar aktywnosci enzymu /3-galaktozydazy w
hodowli narazonej na badany mutagen. Inne testy bakteryjne to test na zdolnos¢
naprawy DNA u Escherichia coli [204] i Bacillus subtilis [109]. Przeprowadza sie
takze testy na organizmach eukariotycznych: grzybach (wykorzystuje sie szczepy

drozdzy Saccharomyces oraz plesni Neurospora) i muszkach owocowych Drosophila
melanogaster [26].

2.2.2. Wptyw CSA na organizmy wodne

Czwartorzedowe sole amoniowe najwieksze zagrozenie stanowig dla Srodowiska
wodnego. Duze ilosci tych zwigzkéw trafiajg tu wraz ze $ciekami, mniejsze pochodzg
z innych zrédet (wyptukiwane z gleb pestycydy, wymyte z drewna fungicydy).
Wykazujg one wysoka toksyczno$¢ wobec organizméw wodnych, zaréwno
zwierzecych, jak i roslinnych [43,91,120,126,127,243-246,249]. Dzieki wasnosciom
powierzchniowo czynnym zwiekszajg rozpuszczalno$¢ wielu niebezpiecznych
mikrozanieczyszczen, takich jak pestycydy, tym samym ufatwiajgc toksynom
penetracje organizmow zywych [224]. Z uwagi na silne wilasnosci glonobdjcze [99]
oraz wysokg toksyczno$¢ w stosunku do skorupiakéw planktonowych [9] CSA
wywotujg powazne zaburzenia w funkcjonowaniu ekosysteméw, znacznie zubozajac
fancuchy pokarmowe.

Z badan [43] nad dziataniem nowego preparatu grzybobdjczego (produkowanego
na bazie chlorku didecylodimetyloamoniowego) na kilkunastu gatunkach ryb wynika,
ze najbardziej wrazliwy jest biaty jesiotr (Acipenser transmontanus), a najbardziej
odporna fladra (Platichthys stellatus).Toksyczne, dziatanie czwartorzedowych soli
amoniowych na ryby objawia sie naruszeniem struktury lipidowej komorek i tkanek.
Dzieki wtasnosciom powierzchniowo czynnym przenikajg przez warstwe lipidowg do
jamy okotoskrzelowej i utrudniajg tam procesy oddychania. Pojawiajg sie symptomy
zamartwicy, chociaz zawartos¢ rozpuszczonego tlenu jest wystarczajgca do oddycha-
nia. Ponadto ryby w obecnosci tych zwigzkéw tracg Sluzowatg powtoke oraz wyste-
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puja u nich krwawienia ze skrzeli. Dane zebrane przez Knezovicha [119,120] w
badaniach na matzach, kijankach i rybach sugeruja, ze substancje te majg niski
potencjat bioakumulacyjny, poniewaz stwierdzono $ladowe ich ilosci w ttuszczu i
tkankach (watrobie, nerkach) tych organizméw. Majg natomiast istotny wpltyw na
dhugos¢ zycia oraz ptodnos¢ organizmoéw wodnych. Stwierdzono bowiem [8], ze
zwigzki te znajdujgce sie w wodzie w stezeniach powyzej 1 ppm powodowaty znaczne
zmiany w cyklu zyciowym S§limaka Limnea stagnalis L. Zmniejszaty jego diugosc
zycia o 34%, powodowaly zahamowanie wzrostu skorupy, a takze obnizaty ptodnosé
tego organizmu az o 56%. W wiekszo$ci prac stwierdzono [46,118,243], ze kationowe
substancje powierzchniowo czynne (w przeciwienstwie do anionowych czy niejono-
wych) charakteryzowaty sie wyzszg toksycznoscig w stosunku do skorupiakow
Daphnia magna niz do ryb. Toksyczno$¢ ta wzrastala wraz z dtugoscig fancucha
alkilowego [56,118,248]. Jednak najbardziej wrazliwymi organizmami wodnymi
okazujg sie glony [9,99]. Wartosci IC3uzyskane dla tych organizméw dla wigkszosci
przebadanych zwigzkéw byly znacznie nizsze od 1 ppm [148,149,162,244]. Mecha-
nizm dziatania glonobdjczego czwartorzedowych soli amoniowych zwigzany jest
z adsorpcja zwigzku na ujemnie natadowanej btonie komdrkowej i nastepnie dyfuzji
do jej wnetrza. Po przeniknieciu przez btone komdrkowg nastepuje uwolnienie jondw
potasu oraz niskoczasteczkowych skiadnikow wewnatrzkomdrkowych, a takze do-
chodzi do zaktocenia reakcji glikolizy, wytwarzania ATP oraz proceséw enzymatycz-
nych [11,125,244-246]. Skutkiem tego jest zahamowanie wzrostu i procesu fotosynte-
zy [162]. W przypadku duzych stezen moze dojs¢ do uszkodzenia i denaturacji biatka.
O skutecznos$ci tego rodzaju aktywnosci CSA bedg decydowaty czynniki okreslone
przez budowe chemiczng zwiazku, takie jak: dopasowanie struktury gtowy polarnej
surfaktanta do zaatakowanego fragmentu btony komorkowej, dtugos¢ taricucha alkilo-
wego czasteczki surfaktanta umozliwiajgca czeSciowg penetracje przez ten tancuch
btony komorkowej oraz wnetrza komorki [276]. Najsilniejsze dziatanie wykazuja
zwigzki, ktére zawierajg w swojej czasteczce trzy grupy metylowe oraz atom tlenu
w tancuchu hydrofobowym [94]. ROwniez zwiekszenie ilosci tancuchéw alkilowych
oraz wprowadzenie grupy benzylowej w miejsce metylowej powoduje zwiekszenie
toksycznosci zwigzku w stosunku do organizméw wodnych [54,56,162,209].
Marchetti podaje [9], ze toksyczno$¢ kationowych zwigzkéw powierzchniowo czyn-
nych zmniejsza sie ze wzrostem twardosci wody, chociaz Lewis [131] nie stwierdza
takiej zaleznosci. Jest bardziej prawdopodobne, ze inne czynniki, szczegélnie sorpcja
na zawiesinach i sktonnos$¢ do tworzenia komplekséw z anionowymi substancjami
powierzchniowo czynnymi, byly odpowiedzialne za nizsza toksyczno$¢ ostrg w wo-
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dach naturalnych w stosunku do wynikow uzyskiwanych w warunkach laboratoryj-
nych [9,127].

2.3. Metody badania biodegradacji substancji organicznych w warunkach
tlenowych

Biodegradacja powszechnie rozumiana jest jako catoksztatt proceséw mikro-
biologicznego rozktadu zwigzkéw organicznych [38,112]. W przypadku gdy badany
zwigzek jest catkowicie rozktadany przez mikroorganizmy z wytworzeniem dwutlenku
wegla, wody, soli mineralnych i nowych skfadnikéw komérkowych (biomasy), mowi
sie o0 biodegradacji catkowitej. Natomiast gdy podlega jedynie zmianom struktural-
nym, na przyktad nastepuje utrata wtasciwosci powierzchniowo czynnych w przypad-
ku substancji powierzchniowo czynnych, bez calkowitej mineralizacji, méwi sie o
biodegradacji wstepnej lub pierwotnej. Mieszane populacje mikroorganizméw bytuja-
ce w $rodowisku naturalnym wykazuja zdolno$¢ do biodegradacji wiekszosci zwigz-
kow ksenobiotycznych dostajgcych sie ze zrédet antropogennych do wody i gleby.
Przebieg biochemicznego rozktadu tych zwigzkéw zalezy od wielu czynnikdw abio- i
biotycznych, a gtéwnie od: struktury chemicznej i stezenia substancji, rodzaju i ilosci
mikroorganizméw, a takze mozliwosci ich adaptacji enzymatycznej oraz czasu trwania
procesu. Stad tez wyniki badan nad szybkoscig biodegradacji zwigzkéw organicznych
w okreslonych warunkach doswiadczalnych sg niezwykle istotne do oceny ryzyka
wywotanego obecnoscig tych zwigzkéw w $srodowisku.

Podatno$¢ substancji na rozktad biologiczny jest waznym kryterium w ocenie
zachowania i stopnia zagrozenia srodowiska, gdyz substancje ulegajace biodegradacji
nie sg akumulowane i przez to w ujeciu dtugoterminowym oczekiwa¢ mozna mniej-
szych problemow ekologicznych niz w przypadku substancji opornych na rozktad bio-
logiczny. Istnieje cata seria normowanych metod badania podatnosci na biodegradacje
w tlenowych warunkach, uwzgledniajgcych rézne aspekty procesu (OECD, ISO,
CEN). Przegladu metod stosowanych do oceny przebiegu biodegradacji dokonywato
wielu autoréw [10,31,107,112,136,220].

Najczesciej metodyki stuzace badaniom biodegradacji roznig sie miedzy sobg
wielkoscig stezenia poczatkowego, rodzajem mikroorganizmdéw (populacja mieszana,
czyste kultury, populacje pobrane z urzadzen technicznych lub $rodowiska natural-
nego, wstepnie adaptowane lub nie adaptowane do rozktadu badanej substancji), spo-
sobem zasilania hodowli substratami (jednorazowo, okresowo, poiciagle, ciagle) oraz
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okresem badan (od kilku godzin do kilkudziesieciu dni) [25,63,107,113,220]. Sposrod
kilkudziesieciu metod podawanych przez literature najczesciej uzywanymi do badania
biodegradacji w wodzie substancji chemicznych sg tak zwane testy odsiewajgce
(screening tests) i potwierdzajgce (confirmatory tests).

W testach odsiewajgcych (prostych z punktu widzenia stosowanej aparatury i
naktadow) stwarza sie ograniczong sposobnos¢ do wystapienia biodegradacji (rozkta-
du dokonujg nie zaadaptowane mikroorganizmy, ktére dodawane sa w niewielkigj
ilosci). Wybor przesiewowego testu biodegradowalnosci dla danej substancji chemicz-
nej zalezy w duzej mierze od jej wiasnosci fizycznych - rozpuszczalnosci, lotnosci,

zdolnosci adsorpcyjnych (tabela 2.1).
Tabela 2.1
Przydatno$¢ metod badawczych [166]
Stosowana dla zwigzkéw, ktdre sa:

Badanie Metoda stabo lotne adsorbuja sie
analityczna rozpuszczalne

Zanikanie RWO  rozpuszczalny

(301 A) wegiel - - +/-
organiczny
Wydzielanie sie  respirometria;
co02 wydzielanie sie + - +
(301 B) co2
MITI respirometria:
(301 C) zuzycie tlenu + +/- +
W naczyniu respirometria:
zamknietym rozpuszczony +/- + +
(301 D) tlen
Zmodyfikowane rozpuszczony
badanie wegiel - - +/-
przesiewowe organiczny
(301 E)
Respirometria
manometryczna  zuzycie tlenu + +- +
(301 F)

Mozna przyja¢, ze substancja chemiczna dajgca dodatni wynik w tego typu
badaniu bedzie szybko ulegata biodegradacji w $rodowisku, a zatem moze by¢
sklasyfikowana jako ,wysoko podatna na biodegradacje”. Jesli testowana substancja
nie spetnia kryteriow, ktore stawiane sg w testach na tatwg rozktadalnos¢, lub istnieje
potrzeba sprawdzenia, czy dana substancja zasadniczo jest rozkiadalna na drodze



24

biologicznej, bada sie rozkiadalnos¢ potencjalng za pomoca testow, w ktorych
wybrano korzystniejsze warunki dla rozktadu biologicznego (przedtuzenie ekspozycji
badanej substancji na drobnoustroje, korzystniejszy dla badania stosunek ilosci
substancji do zawarto$ci biomasy, chemiczne lub inne warunki sprzyjajgce bio-
degradacji).

Substancje dajaca dodatni wynik w tego typu badaniu mozna sklasyfikowac jako
»,podatng na biodegradacje wikasciwg”, ale z powodu zastosowanych sprzyjajacych
warunkow nie mozna zakladac jej szybkiej i pewnej biodegradacji. Substancje chemi-
czne usuwane w trakcie tego testu w stopniu posrednim (20-70%) mogg tworzy¢ nie
degradowane produkty biodegradacji, wobec czego istotne wydaje sie badanie wptywu
takich metabolitdw na Srodowisko wodne.

Warunki wyzej wymienionych testdw czeSciowo odbiegaja od warunkéw
panujacych w $rodowisku naturalnym (wody powierzchniowe) i w oczyszczalni
Sciekdw. Jesli zdolno$¢ do rozktadu ma by¢ sprawdzana w warunkach rzeczywistych,
konieczne jest przeprowadzenie testu symulacyjnego. Testy takie wymagajg znacznie
wiekszych naktadéw finansowych.

Testy symulacyjne beda wiec z reguly staty na koncu serii testowej i stosowane
beda wtedy, gdy zdolno$¢ do rozktadu biologicznego substancji zostata wihasnie
udowodniona w testach statycznych, a sprawdzi¢ nalezy Kinetyke badz mechanizm
rozktadu w warunkach rzeczywistych.

Z danych uzyskanych w tescie symulacyjnym mozna obliczy¢ kinetyczne state
szybkosci reakcji n-tego rzedu zaniku testowanej substancji oraz okresy potrozpadu.
Szybkosc¢ reakcji pierwszego rzedu wyraza rownanie [52,117,129,135].

f o=-*c (2,1)

gdzie: dc/dt - zmiana stezenia substratu wjednostce czasu (mgdm~dJ,
K - stata szybkosci reakcji (biodegradacji) (d'D,
C - stezenie substratu w chwili t (mgdm"*3.
Z tego rownania mozna wyliczy¢ statg szybkosci reakcji (K) i czas potowicznego
rozktadu (t50).

K=23 kK (2.2)

i- 1. )

gdzie: t%0 - czas potowicznego zaniku zanieczyszczen oznacza, ze w kazdym okresie
trwajagcym t5dni zawarto$¢ zanieczyszczen zmniejsza sie 0 potowe,

k - $rednie nachylenie prostej,
C - stezenie substratu w danej chwili,
c0- poczatkowe stezenie substratu, n - liczba pomiaréw.

Schemat etapow badan biodegradacji substancji chemicznych zalecanych przez
OECD [166] przedstawiono na rys. 2.4, natomiast gtdwnym kryterium doboru testow
wedtug wymagan Unii Europejskiej jest roczny tonaz substancji wytworzonej lub
tonaz catkowity (rys.2.5).

W przypadku badania biodegradacji zwigzkdw powierzchniowo czynnych i
detergentow w dwunastu krajach UE stosowane sg Dyrektywy [23,24]. Stanowig one,
ze wszelkie substancje powierzchniowo czynne anionowe i niejonowe obecne w
produktach pioracych, czyszczacych i kosmetycznych musza by¢ zbadane, pod katem
wstepnej degradowalnosci, metodami opisanymi w wymienionych wyzej Wytycznych.
Surfaktanty muszg by¢ degradowane przynajmniej w 80% (MBAS i BiAS) w testach
przesiewowych i w tescie potwierdzajgcym.

Obecnie Rada Dyrektoréw Komisji Europejskiej zainicjowata dyskusje na temat
mozliwosci rozszerzenia Wytycznych dotyczacych takze detergentdw kationowych i

amfoterycznych.
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Zakonczenie badan

Rys. 2.4. Strategia OECD stosowana w przesiewowych badaniach biodegradacji
Fig. 2.4. Strategy of OECD screening biodégradation testing

Zakonczenie badan
raport
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Wybdr odpowiedniego screening < - — | Zastosowac test na tatwg
Produkcja >1 tonalrok testu H- biodegradowalnos¢

Tak Zakonczy¢
badania | poda¢
informacje

Poziom 1

Zastosowac test na potencjalng
Produkcja >100ton/rok biodegradowalno$¢

jesli substancja
budzi obawy >10ton/rok

Substancja jest

~ niebiodegradowalna w stezeniach
zaktadanych; nie sg konieczne
dalsze badania

Poziom 2

Produkcja > 1000 ton/rok, Zastosowac test symulacyjny

jeslisubstancja budzi
obawy
> 100 ton/rok

Zakonczenie
Informacja o % usuniecia badan iraDort

Rys. 2.5. Strategia stosowana w UE w badaniach biodegradacji zwigzkéw organicznych
Fig. 2.5. Strategy of EU in testing biodégradation of organics

2.3.1. Biodegradacja czwartorzedowych soli amoniowych

Zagadnieniem biologicznego utleniania kationowych zwigzkéw powierzchniowo
czynnych zajmowano si¢ od dawna. Poczatkowo przewazata opinia, ze substancje te
nie ulegajg biodegradacji. Sadzono tak, gdyz czwartorzedowe sole amoniowe nalezace
do KZPC wykazywaty silne wiasnosci bakteriostatyczne lub bakteriobdjcze dla
bakterii patogennych [188]. Pierwszymi, ktorzy dostarczyli dowodoéw, iz zwigzki te sa
biodegradowalne, byli Barden i Isaac w 1957 roku [9]. Badania przeprowadzili na
modelowym ziozu zraszanym. Jednak najczesciej do badan wykorzystywany byt
model osadu czynnego [2,44,53,55,57,58,59,66,70,76,78,79,103-106,108,159,209,
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219,247,265]. Donoszono o ich biodegradacji w stopniu od 0 do 100%. Zalezne to
byto od wielu czynnikow, takich jak: poczatkowe stezenie KZPC, ich rozpuszczalnosé
w $rodowisku wodnym, chemiczna budowa zwiagzku, charakter wigzania pomiedzy
grupa hydrofilowg a hydrofobowg oraz rodzaj mikroorganizméw prowadzacych
proces [106]. Decydujacy wptyw na biologiczny rozktad ma struktura zwigzku,
gtownie dtugos¢ i ilos¢ tancuchéw hydrofobowych w czasteczce, obecnos¢ pierscieni
heterocyklicznych. Zwiekszenie ilosci taricuchéw hydrofobowych w molekule, jak
réwniez ilosci wegli w tancuchu powoduje zmniejszenie mozliwosci biodegradacji
zwigzku [56,145]. Wykazano [54,66,145,160,265], ze najszybciej ulegaty biodegra-
dacji substancje o 10 i 12 weglach w taicuchu. Obecnos$¢ w czasteczce pierscienia
pirydynowego obniza podatno$¢ na biodegradacje zwigzku [2,9,56,77,79,220,248].
Ponadto stwierdzono, ze wptyw na zdolno$¢ do biochemicznego rozkiadu zwigzkéw
ma zardwno rodzaj anionu [106], jak i liczba grup tlenku etylenu wprowadzonych do
czasteczki [275]. Z badan wynika réwniez [2], ze rozktadowi najtatwiej powinny
ulega¢ zwigzki pochodzgce od aminy oktadecylowej, nastepnie rzepakowej, a dalej
oleinowej.

Biodegradacja kationowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych zachodzi zgod-
nie z mechanizmami biologicznego rozktadu innych organicznych zwigzkéw wielo-
czastkowych, wykorzystywanych przez mikroorganizmy jako zrodto energii i substra-
téw do syntezy wewnatrzkomaérkowej. Moze rozpoczyna¢ sie od utlenienia koficowej
grupy metylowej tafncucha hydrofobowego na drodze w-oksydacji i powstania alko-
holu pierwszorzedowego podlegajacego dehydrogenacji poprzez aldehyd do odpowia-
dajagcego mu kwasu karboksylowego, ktéry nastepnie jest metabolizowany szlakiem
/3-oksydacji poprzez octan do C02 i wody [220,248, 259]. Powstate w ten sposdb
kwasy karboksylowe mogg tez reagowa¢ z alkoholami tluszczowymi dajac estry
thuszczowe. Istniejg rowniez dane [159], Swiadczace o wstepnej oksydacji taficucha
weglowodorowego do wodoronadtlenku lub wstepnym odwodomieniu, po czym
nastepuje odpowiednio redukcja lub uwodnienie do alkoholu pierwszorzedowego,
podlegajacego dalszym przemianom omawianym powyzej. Obserwowano réwniez
[220,259] oksydacje subterminalng rozpoczynajacy sie atakiem na wegiel lezacy na
dalszych pozycjach w tancuchu hydrofobowym n=2 lub na bardziej centralnej pozycji.
W wyniku biodegradacji powstaje poczatkowo drugorzedowy alkohol, nastepnie
keton, ester oraz alkohol pierwszorzedowy i kwas octowy.
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Podstawowg drogg rozktadu dla kwasow tluszczowych zawierajacych prosty
fancuch alkilowy o parzystej liczbie wegli jest j3 - oksydacja. Proces polega na
skracaniu tancucha o dwa atomy wegla w cyklu. Pierwszy etap polega na
przeprowadzeniu kwasu w forme aktywng, przy udziale energii z ATP, po czym
nastepuje odwodomienie wegla w pozycji /3 a nastepnie uwodnienie formy
nienasyconej do hydroksyacylu, odwodorowanie do ketoacylu i hydroliza, ktdrej
produktami sg skrécony o dwa atomy wegla kwas ttuszczowy i forma aktywna kwasu
octowego (acetyloCoA). Biodegradacja tancucha alkilowego moze nastepowac takze
na drodze a-oksydacji, podczas ktorej tancuch stopniowo skraca sie o jeden wegiel.
Koncowy wegiel alkilu przechodzi do grupy karboksylowej, po czym odszczepia sie w
postaci dwutlenku wegla [106,113]. Tg drogg moze zachodzi¢ utlenienie dla
tancuchow zawierajacych od 13-18 atomow wegli.

Biodegradacja pierscieni aromatycznych przy udziale enzymow monooksygenazy,
dioksygenazy i dehydrogenazy polega na wstepnym przeksztatceniu ich do katechiny,
po czym nastepuje rozszczepienie pierscienia w pozycji meta- lub orto [212]. Rozpad
orto- katalizowany przez 1-2 dioksygenaze katechinowg prowadzi do powstania
kolejno kwasu cis-cis mukonowego, bursztynyloCoA, acetyloCoA, ktéry wigczany
jest do przemian cyklu Krebsa. Rozpad meta- katalizowany przez 2-3 dioksygenaze
katechinowg prowadzi do powstania semialdehydu 2-hydroksymukonowego, a
nastepnie aldehydu octowego i kwasu pirogronowego, ktére wigczane sg réwniez do
cyklu Krebsa [106,113].

2.4. Ocena ryzyka zagrozenia srodowiska substancjami chemicznymi

Zagrozenie dla S$rodowiska spowodowane obecnos$cig okreslonej substancji
chemicznej mozna uwazac za funkcje narazenia Srodowiska, toksycznosci substancji
chemicznej i czasu trwania narazenia. W celu wiasciwego oszacowania zagrozenia
Srodowiska przez uwalnianie okres$lonej substancji chemicznej konieczne jest
posiadanie informacji, ktéra pozwoli na ocene jej mozliwych stezerr w $rodowisku
(wystepujacych lub przewidywalnych) i poréwnaniu uzyskanych wartosci ze stezenia-
mi, nie wywotujagcymi ujemnego wptywu na przedstawicieli badanej biocenozy w
danym ekosystemie. Taka ocena poczatkowo powinna zawiera¢ informacje o stoso-
waniu i drogach rozprzestrzeniania sie substancji chemicznej, jej wiasciwosci fizyko-
chemicznych oraz o charakterystyce $rodowiska, do ktorego zostata wprowadzona.
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Znaczenie oceny ryzyka dla ochrony Srodowiska naturalnego jest powszechnie
rozumiane i dlatego tez w Unii Europejskiej opracowano dyrektywy i wytyczne,
okreslajgce tryb i metody oceny progéw ryzyka [37,39,40] w odniesieniu do
wszystkich sktadnikéw biosfery: powietrza, wod i gleb, a wyspecjalizowane agendy
gromadzg dostepne dane ekotoksykologiczne, toksykologiczne i fizykochemiczne
stosowanych substancji. Na podstawie obecnego stanu danych uwzglednia sie przy
ocenie tylko Srodowisko wodne. Negatywny wynik oceny prowadzi do konsekwencji
administracyjnych, ktére w niekorzystnym przypadku mogg oznacza¢ ograniczenie
produkcji danej substanciji.

Dla oceny ekologicznej substancji potrzebne sg dane dotyczace podatnosci na
biologiczny rozktad i ekotoksycznosci, tj. toksycznosci ostrej i chronicznej. Dane
dotyczace ekotoksycznosci stuzg do wyznaczania przewidywanej wartosci stezenia
substancji w srodowisku PNEC (Predicted No Effect Concentration), nie wywotujacej
szkodliwych skutkéw w odniesieniu do gtownych przedstawicieli ‘ancucha
pokarmowego. Wyznacza sie nastepnie ilosciowg zalezno$¢ miedzy stezeniem nie
wywolujgcym negatywnego dziatania na biocenoze wodng a przewidywanym
stezeniem PEC (Predicted Environmental Concentration) tej substancji w badanym
ekosystemie. Schemat procedury oceny ryzyka przedstawia rys. 2.6.

Jesli iloraz PEC/PNEC jest mniejszy od jedno$ci, to substancja nie stanowi
zagrozenia dla $rodowiska; jesli jest wiekszy od jednosci, to przedstawione na
schemacie postepowanie trzeba powt6rzy¢, dobierajgc bardziej szczeg6towe dane.
Moze to dotyczy¢é zar6wno wartosci PNEC (nalezy wykorzysta¢ dane z testow
toksycznosci chronicznej z jednoczesnym zastosowaniem nizszych wspétczynnikow
bezpieczenstwa), jak i wartosci PEC - w tym przypadku w procedurach
symulacyjnych dobiera sie coraz ostrzejsze parametry, charakteryzujace obecnos¢
substancji w $rodowisku.

Oceny substancji stwarzajacych niebezpieczenstwo dla wéd mozna dokonac takze
w oparciu o wyniki badan biodegradacji oraz toksycznosci wykonanych na ssakach
(LD50, mg/kg), rybach (LCE>mg/dm3) i bakteriach (EC50, mg/dm3) [4].

Rys. 2.6. Schemat procedury oceny ryzyka zagrozenia zanieczyszczeniem w Srodowisku [211]
Fig. 2.6. Scheme of procedure of environmental risk assessment [211]
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Tabela 2.2

Obliczenia stosowane do zaklasyfikowania substancji chemicznej w aspekcie
zagrozenia dlawod [4]

LDso (mg/kg) >2000 >200-2000 >25-200 <25
z. 1 3 5 7
LCs0 odpow.EC50 (mg/dm3) < 10000 > 100-10000 >1-100
<=1
Z|,i Zc <1,9 2-3,9 4-5,9 >6
Z +zph+z .
— €- WGZ (liczba ryzyka wodnego)
WGZ <1,9 2-3,9 4-5,9 >6
WGK 0 1 2

nym), Zb - waga wspotczynnika toksycznosci w odniesieniu do ryb, Zc - waga wspotczynnika
toksycznosci w odniesieniu do bakterii, WGZ - liczba ryzyka wodnego, WGK - wsp6tczynnik
ryzyka wodnego.

W postepowaniu tym przypisuje sie odpowiednie liczby poszczeg6inym
wartosciom toksycznosci badanych organizmdw (tabela 2.2), nastepnie wylicza sie
liczbe ryzyka wodnego (WGZ) i najej podstawie ocenia sie badang substancje wedtug
zalaczonej klasyfikacji zagrozen wodnych (tabela 2.3). W przypadku gdy dana
substancja ulega biodegradacji w stopniu wyzszym niz 70% [166], mozna przejs¢ w
klasyfikacji o stopieA nizej. Jezeli natomiast substancja jest oporna na rozkiad
biologiczny (tzn. ulega tiiodegradacji w stopniu nizszym niz 70%), nalezy zaostrzy¢
kryterium oceny, zwiekszajgc faktor ryzyka o jedng wartos¢. W wyniku koncowym

otrzymujemy odpowiedZ, w jakim stopniu badane substancje mogg stanowié¢
zagrozenie dla wod.

Tabela 2.3
Klasyfikacja zagrozen wodnych [4]
Wspotczynnik Skutki toksyczno$ci substancji
ryzyka wodnego
WGK 0 brak zagrozenia
WGK 1 $ladowe zagrozenie wéd
WGK 2 wody zagrozone

WGK 3 powazne zagrozenie wad
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Chcac wyznaczy¢ stezenie bezpieczne zanieczyszczen dostajgcych sie do waod
powierzchniowych, stosuje sie empiryczne modele statystyczne: Kooijmana, Van
Straalena i Dennemana, Van Leeuwena, Aldenberga i Sloba, Wagnera i Lokke’a lub
Zalkeskiej-Radziwitt [137,273]. WSrod najbardziej znanych sag modele Koojmana [121]
i van Straalena i Dennemana [137], ktore przewidujg ochrone gatunkéw organizmoéw
wystepujacych w danym ekosystemie, przy zatozeniu nieprzekraczania wartosci
EC(LC)s50 dla najbardziej wrazliwego gatunku. Oba zaktadajg, ze wartosci LC(EC)%0 i
NOEC uzyskane z testow dla pojedynczych gatunkow sg dla gatunkéw wystepujgcych
w ekosystemie niezaleznymi zmiennymi losowymi o rozkiadzie logarytmiczno-
logistycznym. Kazdy badany gatunek stanowi jedna, niezalezng ,,probka” oszacowania
wrazliwos$ci na dziatanie substancji toksycznej, a wiec majac kilka takich oszacowan
mozna okre$li¢ zakres wrazliwosci dla catego ekosystemu.

Wz6r matematyczny wedtug Koojmana [121] dla wyznaczenia bezpiecznego
stezenia dla biocenoz wodnych:

HCS=iexpOi) (2.6)

gdzie: HCS - stezenie ryzykowne dla wrazliwych gatunkéw (nizsze od wartosci LC%0
dla gatunkow w Srodowisku), gdzie:

T= '3 dmSmCm 27
exp " (27)
oraz:
1
Cm=In ( (2.8)
1- 1- 5)

(2.9)

X| - In LC(EC)50 dla gatunku i,

p - Srednia arytmetyczna liczb xi;

Sm- prébkowe odchylenie standardowe wartosci xs dla m testowanych gatunkow,
tzn. m - liczba testowanych gatunkow,

n - liczba gatunkéw zamieszkujacych srodowisko,

5| - prawdopodobienstwo (przy znanych parametrach rozktadu), ze LC(EC)50 najbar-
dziej wrazliwego gatunku bedzie nizsze niz HCS,
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62- prawdopodobienstwo przeszacowania wartosci HCS,

dm kwantyl rzedu 1 - 82 rozkfadu zmiennej losowej Sm (tj. taka liczba, ze prawdo-
podobienstwo, iz Sm> d mjest rowne €). Zwykle przyjmuje sie 82=62=0,05.
Van Straalen i Denneman dla wyliczenia stezenia niebezpiecznego dla p% gatun-

kow w ekosystemie zatozyli jako podstawe obliczen srednig matematyczng z wartosci

In(NOEC) dla wielu bioindykatorow. W przeciwienstwie do Koojmana w obliczeniach

nie uwzglednili liczebnosci gatunkow w Srodowisku. Wedtug ich metody stezenie

bezpieczne dla organizméw ekosystemu wodnego wylicza sie wedtug wzoru:

HCp="expCu) (2.10)
3dnbmt 1- 8
T=exp ~ tIn ----- L (2.11)

gdzie: HCP- stezen' 2 niebezpieczne dla p% gatunkéw,
X - In(NOEC) dla gatunku i,
H- Srednia arytmetyczna wartosci x,,
Sm- prébkowe odchylenie standardowe wartosci xfdla m testowanych gatun-
kow,
m - liczba testowanych gatunkow,
51 = p (jako utamek),

52- prawdopodobienistwo przeszacowania wartosci HCP, zwykle przyjmuje sie
51—62= 0,05,

dm- kwantyl rzedu 1 - 82 rozktadu zmiennej losowej Sm

3. ZDEFINIOWANIE PROBLEMU BADAWCZEGO

3.1. Cel pracy

Aspekty bezpieczenstwa ekologicznego produktéw rynkowych, zawierajgcych
czwartorzedowe sole amoniowe, powinny by¢ uwzgledniane juz na etapie projektowa-
nia struktur substancji czynnych. Wyzwaniem dla producentéw tych zwigzkow jest
opracowanie takich wyrobéw, ktore spetniatyby zaréwno wymogi aplikacyjne, jak
i ekologiczne. Za zwigzki bezpieczne ekologiczne uznaje sie te, ktére ulegajg biolo-
gicznemu rozktadowi w okreslonym czasie w $rodowisku oraz nie sg toksyczne dla
organizméw bytujgcych w nim.

Wocigz mato jest informacji na temat szybkosci i mechanizmu rozktadu biolo-
gicznego czwartorzedowych soli amoniowych w $rodowisku wodnym, szczegdlnie
dotyczy to soli z uktadem heterocyklicznym. Jest to o tyle istotne, Zze wprowadzenie
pierscienia, na przyktad imidazoliowego, do struktury zwiazku powoduje, ze staje sie
on bardziej uzyteczny jako preparat grzybobodjczy. Zupetnie niezbadany jest aspekt
dziatania mutagennego wszystkich czwartorzedowych soli amoniowych, a jest to
istotne, gdyz istnieje mozliwos¢ przedostawania sie omawianych substancji do orga-
nizmu cztowieka, miedzy innymi w postaci resztek pasty do zebdw, lekéw, pozosta-
tosci po myciu naczyn kuchennych, zbiornikéw do mleka i piwa, a przede wszystkim
z wodg do picia. Réwnoczesnie w literaturze $wiatowej brak jest opracowan dotycza-
cych toksycznosci i genotoksycznosci produktow posrednich procesu biodegradacji
tych zwiazkéw. Wyjasnienie tego zagadnienia jest bardzo wazne z punktu widzenia
bezpieczernstwa ekologicznego, a takze ochrony zdrowia cztowieka, bowiem w na-
szym kraju, a gtéwnie na Slasku, wiekszo$¢é wéd uzdatnianych do picia pochodzi
z wod powierzchniowych.

W Swietle tego koncepcja badawcza niniejszej pracy zaktadata okreslenie wptywu
grup funkcyjnych, szeregdw homologicznych alkilowych oraz alkoksymetylowych
nowo zsyntetyzowanych czwartorzedowych soli amoniowych, o wykazanych wiasci-
wosciach uzytkowych na genotoksycznos¢, toksyczno$¢ oraz mechanizm ich rozktadu
w wyniku zachodzacych proceséw biologicznych w odbiorniku wodnym, a takze
oddziatywanie ich na roslinno$¢ glebowa.
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3.2. Tezy pracy

Kierujgc sie przestankami literaturowymi sformutowano nastepujgce tezy pracy:

1. Toksyczne dziatanie czwartorzedowych soli amoniowych stanowi zagrozenie
dla ekosystemow wodnych i zdrowia cziowieka, dlatego tez stezenia tych
zwigzkow powinny by¢ monitorowane zarowno w wodach powierzchniowych,
jak i w sciekach doptywajacych do wad.

2. Istniejg rdznice w mechanizmie i czasie biologicznego rozktadu i toksycznosci
wobec organizmow wodnych czwartorzedowych soli amoniowych z uktadem
alifatycznym i heterocyklicznym.

3. Mozliwe jest dokonanie selekcji CSA i wskazanie na zwigzki tgczace cenne
wiasciwosci aplikacyjne z bezpieczeAstwem ekologicznym podczas ich stoso-
wania.

3.3. Zakres pracy

Realizacja postawionego celu pracy oraz podanych tez wymagata:

» scharakteryzowania procesu biodegradacji w modelu wodnym, przy wykorzys-
taniu drobnoustrojow zaaklimatyzowanych do rozktadu badanych CSA w wa-
runkach, gdy stanowig one jedyne zrodto wegla i energii dla mikroorganizméw,
oraz analizy produktéw rozktadu wytypowanych preparatéw na podstawie
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego,

« oceny toksycznoSci preparatow i metabolitow pobiodegradacyjnych w stosunku
do organizmoéw wodnych oraz wyznaczenia ich stezenia bezpiecznego w
wodach powierzchniowych,

» okreslenia wptywu struktury zwigzkéw na wzrost roslinnosci glebowej,

* badania genotoksycznosci preparatéw i metabolitdw pobiodegradacyjnych.

Przeprowadzone badania pozwolity na ocene zagrozenia ekosystemédw wodnych

czwartorzedowymi solami amoniowymi oraz wyznaczenia bezpiecznego stezenia tych
zwigzkéw w Srodowisku wodnym. Do oceny stopnia toksyczno$ci i wyznaczenia
stezenia bezpiecznego CSA stuzyly wyniki testéw przeprowadzonych na organizmach
reprezentujgcych tancuch pokarmowy w ekosystemach wodnych.

4. METODYKA BADAN

4.1. Materiaty badan

Przebadano trzy grupy czwartorzedowych soli amoniowych, rézniacych sie badz
dtugoscig tancucha hydrofobowego, badz zmiennymi wiasciwosciami czesci
hydrofilowej.

Strukture i whasnosci badanych zwigzkéw przedstawiono na rysunkach 4.1- 4.3
oraz w tabelach 4.1- 4.3.

CHs3
|

R, - N*-CH20-R2 CI'
|

CHs3

Rys. 4.1. Struktura chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych
Fig. 4.1. Structure of (alkoxymethyl)alkyldimethylammonium chlorides

Tabela 4.1

Charakterystyka chlorkow alkoksy(alkilometylo)dimetyloamoniowych
w zaleznosci od rodzaju podstawnika

Masz Zawartos$¢
tec. i
Nazwa i symbol chlorku R, r2 Czasg?nfmowa Saukti;mz}'
%
(decyloksymetylo)dimetylo-
A-l oktyloamoniowy C sH1w C,,H2 363,5 95,4
(decyloksymetylo)dodecylo-
A-2 dimetyloamoniowy Ci2H»® CiuoH2 3915 96,2
dodecylodimetylo(nonyloksy-
A-3 metylo)amoniowy C12Hxs CoHi9 405,0 95,6

dodecylodimetylo(oktyloksy-
A-4 metylo)amoniowy C12HB ¢ sw 419,0 98,8
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CH3

-CH2- N*-CH20-R Cl
I

CH3

Rys. 4.2. Struktura chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych
Fig. 4.2. Structure of benzyl(alkoxymethyl)dimethylammonium chlorides

Tabela 4.2

Charakterystyka chlorkow benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych
w zalezno$ci od rodzaju podstawnika

Masa Zawartost
Nazwa i symbol chlorku R czasteczkowa - substancji
g/mol aktywnej
%
B-1 benzylo(oktyloksymetylo)dimetylo- C&H,7 313,5 95,1
amoniowy
B-2 benzylo(decyloksymetylo)dimetylo- CioHZ] 341,5 98,4
amoniowy
B-3  benzylo(dodecyloksymetylo)dimetylo)- C|2H% 369,5 97,5
amoniowy
N+ -CH2X - R2
N Cl
Ri
Rys. 4.3. Struktura badanych chlorkéw imidazoliowych
Fig. 4.3. Structure of study imidazolium chlorides
Tabela 4.3

Charakterystyka badanych chlorkdéw imidazoliowych w zaleznosci
od rodzaju podstawnika

Masa Zawarto_é_é
Nazwa i symbol chlorku R. R, X Czqséfﬁf;c’wa ;‘;@aﬁg'
0
-1 1-decylo-3-heksylo- CioH2i ceHB 0 358,5 84,7
oksymetyloimidazoliowy
1-2 i-decylo-3-cykloheksylo- CioH2L céH,, 0 356,5 97,9

ksymetyloimidazoliowy

1-3  1-decylo-3-heksylo-  CioHZ CeHB s 3745 85,6
tiometyloimidazoliowy
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Wszystkie badane chlorki byty dobrze rozpuszczalne w wodzie w stosowanych
stezeniach. Zwiazki z grupy 1i 3 wykazuja silne dziatanie wobec mikroorganizmow.
Sa zwigzkami bakteriobdjczymi, grzybobdjczymi i wykazujg doskonate wiasciwosci
antyelektrostatyczne, a zwigzki z grupy 2 dajg doskonalg powitokg w kapielach
galwanizacyjnych, w procesie niklowania i cynkowania [16,186,197,214]. Chlorki z
grupy 3 to nowe fungicydy przeznaczone do ochrony drewna [186,235,238].

4.2. Charakterystyka stosowanych testow toksycznosci i organizmow
testowych

W $rodowisku wodnym przeprowadzono 5 testow toksykologicznych przy uzyciu
5 bioindykatoréw, reprezentantdw réznych pozioméw tancucha pokarmowego.
Szczego6towy wykaz tych organizmoéw zamieszczono w tabeli 4.4. Ponadto wykonano
2 testy toksycznosci w Srodowisku glebowym z zastosowaniem 2 bioindykatoréw,
badacych przedstawicielami roslin lagdowych: Sinapis alba (gorczyca biata) i
Hordeum sativum (jeczmien uprawny).

Tabela 4.4
Rodzaje wykonanych testow toksykologicznych
Poziom troficzny Organizm testowy Czas [h] Kryterium oceny
toksycznosci
Destruenci Vibriofischeri 15 min. bioluminescencja
Konsumenci Daphnia magna 48 przezywalnos$é
Lebistes reticulatus 96 przezywalnosé
Producenci Scenedesmus quadricauda 72 wzrost
Selenastrum capricornutum 72 wzrost

1 - test Microtox

Wyznaczone wartosci 1C5 dla glonéw, LCH dla gupika oraz ECH dla rozwielitki
pozwalajg na klasyfikacje substancji chemicznych pod wzgledem szkodliwosci dla.
organizméw wodnych, wedtug Dyrektywy Unii Europejskiej [36] (tab.4.5).
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Tabela 4.5
Klasyfikacja substancji chemicznych [36]
Klasa toksycznosci Ryby Rozwielitka Glony
LCs0/96 h (mg/l) ECs0/48 h (mg/l) ICs0/72 h (mg/1)
RS0  silnie toksyczne <1 £1 <1
R51  toksyczne 1-10 1-10 1-10
R52 szkodliwe >10-100 >10-100 >10-100

Organizmy uzyte w badaniach zostaty tak dobrane, aby charakteryzowaty sie jak
najwiekszg ilosScig ponizej wymienionych cech:
> Byly tatwe do hodowli w warunkach laboratoryjnych,
Dawaty szybka odpowiedz testowa,
Byty fatwo dostepne,
Miaty mate wymiary,

V. V Vv Vv

Stanowity elementy tancucha pokarmowego.

> Scenedesmus guadricauda - zielenica tworzaca

charakterystyczne, prosto zbudowane kolonie skiadajgce

sie z czterech lub o$miu komérek zrosnietych bokami w

jednej plaszczyznie. Jej Sciana komérkowa od strony

zewnetrznej jest pektynowa, od strony wewnetrznej

zbudowana jest z celulozy. Glon ten rozmnaza sie tylko za

pomocg autospor, tworzacych sie wskutek wielokrotnego

podziatu protoplastu wewnatrz komorki macierzystej.

Nowe kolonie powstajg poprzez taczenie sie ze sobg autospor, ktére z chwilg

opuszczenia komorki macierzystej uktadajg sie natychmiast w charakterystyczng

kolonie. Scenedesmus guadricauda odgrywa wazng role w biocenozach wodnych jako

producent stanowigcy pokarm dla zooplanktonu. Jest powszechnie spotykany w

zbiornikach wodnych Polski, gdzie czesto tworzy zakwity [114,195]. Hodowla uzyta
do testdw zostata zapoczatkowana z kultury uzyskanej z IPO w Pszczynie.

> Selenastrum capricornutum (Raphidocelis subcapi-

tata) Printz - zielenica, ktorej komorki sg skrecone $ru-

bowato o zaostrzonych korcach; wielkosci 1-3 x 4-6 /xm;

otoczona celulozowg btong komérkowa. Rozmnazajg sie

przez autospory. W ciggu 24 h powstaje 4-8 komorek

potomnych. Glony te wystepujag w zeutrofizowanych
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wodach stodkich jako sktadnik planktonu [138]. Badania prowadzono na kulturze A
TCC 22662, uzyskanej z Laboratorium for Biological Research in Aquatic Pollution,
University of Ghent, Belgia.
> Daphnia magana, Straus - skorupiak planktono-
wy. W naturze zamieszkuje wody stojgce. Ciato osigga
dtugosé 2,2-6 mm, jest niewyraznie podzielone na
gtowe, tutéw i odwlok, otoczone przezroczystym, dwu-
klapowym pancerzykiem nie przykrywajgcym gtowy.
Druga para czutkéw, silnie rozwinieta, jest gtdwnym
narzadem ruchu. Odnéza tutowiowe poprzez swoj inten-
sywny ruch przyczyniajg sie do wymiany gazowej i do statej filtracji pokarmu
(fitoplanktonu). Oddycha catg powierzchnig ciata. Sredni okres zycia rozwielitki
wynosi ok. 40 dni. Samice dojrzewajg piciowo w 11-12 dni. Charakteryzujg sie
partenogenetycznym sposobem rozmnazania. Majg duze znaczenie dla biocenozy
wodnej, gdyz z jednej strony wptywajg na zageszczenie i sktad gatunkowy planktonu
roslinnego, a z drugiej same stanowig pokarm dla licznych ryb [208,216]. Organizmy
uzyte do testéw pochodzity z IPO w Pszczynie.
> Lebistes reticulatus Peters - ryba zyworodna,
dtugos¢ do 6 cm, cieptolubna. Gatunek pochodzi ze
stodkich i stonawych wéd Wenezueli i Trynidadu, jest
czesto hodowany w akwariach ze wzgledu na fatwos¢
rozmnazania i hodowli. Zywi sie miedzy innymi larwami
komaréw i rozwielitkami [215]. Organizmy uzyte w testach pochodzity z wiasnej
hodowli laboratoryjnej. Byty to osobniki mtodociane o wymiarach 1-1,5 cm.
> Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum) - sg to przecinkowce potamie
urzesione, Gram ujemne, wzglednie tlenowe. W normalnych warunkach 10% swojego
metabolizmu przeznaczaja na $wiecenie (luminescencje). Swiecenie u tych organiz-
mow zachodzi wskutek reakcji enzymu lucyferazy i alifatycznego aldehydu do nie-
trwatego kompleksu, ktdry po rozpadzie emituje fotony [138].
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> Sinapis alba (gorczyca biafa) - roslinajednoroczna
z rodziny krzyzowych, o todydze wysokosci 30-120 cm,
szorstko owlosionej i silnie rozgatezionej, liscie pierzasto-
dzielne, wierzchem ciemnozielone, spodem jasniejsze.
Kwiaty zoOhe, nasiona jasnozotte, okragle, o Srednicy ok.
2 mm, zawierajgce ok.60% ttuszczu oraz olejki eteryczne
[62]. Nasiona do testéw pochodzity z placéwki nasiennej.

> Hordeum sativum (jeczmied uprawny) ro$lina
zaliczana do rodziny traw. Ziarno zawiera ok.14% wody,
0k.11% biatka, 0k.65% skrobi, 2-4% tluszczu, ok.2,5%
zwigzkow mineralnych. Ziarna pochodzity z gospodars-
twa rolnego.

4.2.1. Badanie zahamowania wzrostu glonéw Scenedesmus quadricauda
i Selenastrum capricornutum (Raphidocelis subcapitata)

Badania prowadzono zgodnie z metodyka ujetg w Wytycznej OECD 201 [166] w
ciggu 72 godzin w temperaturze 25 + 2°C przy statym natezeniu Swiatta 7000 lux.
Glony - poczatkowe stezenie 1- 104 cenobii / cm3- byty eksponowane na wzrastajace
stezenia badanych preparatéw w roztworach wodnych. Doswiadczenia wykonywano
w seriach testowych, z ktérych kazda skladata sie z szeregu rozcienczen badanych
substancji o wzrastajgcych stezeniach przy wspotczynniku 1,5. Dla kazdego stezenia
preparatu wykonano cztery powtorzenia, za$ probe kontrolng wykonano w szesciu
powtdrzeniach. Za miare toksycznego dziatania preparatow na glony przyjeto stezenia
powodujgce 50% zahamowanie ich wzrostu IC50.

Badania toksycznosci roztworéw pobiodegradacyjnych dla glonéw prowadzono

przez 72 godziny, przyjmujac jako kryterium oceny inhibicje wzrostu osobnikow w
odpowiednich roztworach.
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4.2.2. Badania toksycznos$ci ostrej preparatow na rybach Lebistes reticulatus

Doswiadczenia prowadzono zgodnie z metodyka ujetg w Wytycznej OECD 203
[166]. Wykorzystywano wode standaryzowana, o pH 7,3 + 0,2 i twardosci ogélnej
152 mg CaC03/dm3. Badania prowadzono w temperaturze 22 + 1° C w naczyniach o
pojemnosci 250 ml. Przygotowano szereg rozcieficzen ztozony z minimum pieciu
stezen. Kazde stezenie badano w czterech powtdrzeniach, po 7 + 8 osobnikow. Testy
trwaly 96 godzin, przy czym obserwacje objawdéw intoksykacji i $miertelnosci
prowadzono co 24 godziny. Za martwe uznawano ryby nie wykazujace zadnych
ruchéw (réwniez skrzeli) i nie reagujgce na bodzce zewnetrzne. Ponadto notowano
rowniez inne efekty, takie jak: zaburzenia lokomotoryczne, statyki, zaczerwienienie
skrzel, i inne réznigce sie wzgledem kontroli. Na podstawie obserwacji wyznaczono
wartos¢ koncows, to jest - LCHY96 godzinach (mg/l) - stezenie powodujgce 50%
Smiertelno$¢ badanej populacji po 96 godzinach czasie ekspozycji organizmoéw
testowych w roztworach substancji. Jako kryterium wazno$ci badania stosowano
Smiertelno$¢ nieprzekraczajacg 10% w kontroli po 96 godzinach ekspozycji lub
dopuszczano nie wiecej niz jedng martwa rybe.

Badania toksycznosci roztworow pobiodegradacyjnych w stosunku do gupika
prowadzono przez 96 godzin, przyjmujac jako kryterium oceny $miertelno$¢ osob-
nikdw w odpowiednich roztworach. W badaniach na gupiku stosowano po 5 osob-
nikéw w dwoch powtorzeniach dla kazdej probki.

4.2.3. Badania toksycznoSci ostrej preparatdw na rozwielitce Daphnia magna

Doswiadczenia prowadzono zgodnie z metodyka ujeta w Wytycznej OECD 202
[166]. Wykorzystywano wode standaryzowang, o pH 7,3 + 0,2 i twardosci ogdlnej
152 mg CaC03/dm3.

Badania prowadzono w temperaturze 20 = 1° C w naczyniach o pojemnosci
100 ml. Przygotowano szereg rozcienczen ztozony z minimum pieciu stezen. Kazde
stezenie badano w czterech powtdrzeniach, po 5 osobnikéw w powtdrzeniu. Testy
trwaty 48 godzin, przy czym obserwacje objawow intoksykacji i $miertelnosci prowa-
dzono co 24 godziny. Za miare toksycznego dziatania substancji przyjmuje sie steze-
nie powodujace 50% unieruchomienie organizméw testowych (ECH) po 48 godzinach
ekspozycji w roztworach substancji.

Badania toksycznosci dla organizméw wodnych dla kazdej probki powtarzano
czterokrotnie celem wyliczenia odchylenia standardowego dla $redniej z uzyskanych
wartosci LC(IC,EC)30i wspotczynnikéw zmiennosci. Wartosci LC(IC,EC)3 obliczano
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metoda logarytmiczno-probitowa, przy poziomie istotnosci a =0,05 z wykorzystaniem
programu komputerowego.

Badania toksycznosci roztworow pobiodegradacyjnych w stosunku do rozwielitki
prowadzono przez 48 godzin, przyjmujac jako kryterium oceny unieruchomienie
osobnikéw w odpowiednich roztworach. W badaniach na rozwielitce stosowano po 10
osobnikéw w 3 powtdrzeniach dla kazdej prébki.

4.2.4. Ocena toksycznosci z zastosowaniem bakterii luminescencyjnych Vibrio
fischeri

Test byt wykonywany przy uzyciu analizatora Microtox M500, bedgcego bardzo
czutym fotometrem zintegrowanym z inkubatorem zapewniajagcym state warunki testu
(temp.15°C) zgodnie z instrukcjg producenta [150]. Przygotowano szereg rozciefczen
badanej substancji, nastepnie dodawano zawiesing zrehydratowanych bakterii Vibrio
fischeri. Po 15 minutach inkubacji mierzono luminescencje probek. Wyniki
opracowano za pomocg komputerowego programu: Microtox 7.0 i podawano jako
ECs0- stezenie proby powodujgce obnizenie luminescencji 0 50% [156].

4.2.5. Test toksycznos$ci z zastosowaniem roslin lagdowych: Sinapis alba
i Hordeum sativum

Badania prowadzono zgodnie z Polskg Norma [194] w wazonach cylindrycznych
z perforowanym dnem o $rednicy 8 ¢cm i wysokos$ci 11 cm, przy uzyciu nie zaprawio-
nych ziaren Sinapis alba i Hordeum sativum. Jako podtoza uzyto piasku ze wzgledu na
jego matg pojemnos¢ sorpcyjng. Objetosciowa pojemnos¢ wodna wykorzystywanego
podtoza, wyznaczona przy uzyciu wagosuszarki, wynosita 17,34%. Piasek suszono w
temperaturze 60 £ 5° C, a nastepnie napetniano nim wazony do wysokosci okoto 9 cm.
W kazdym wazonie znajdowato sie okoto 0,5 kg piasku. Glebe skazano badanymi
zwiazkami w ilosci 1 mg/kg, 3 mg/kg, 9 mg/kg, 27 mg/kg, 81 mg/kg, 243 mg/kg,
729 mg/kg i 2187 mg/kg suchej masy gleby. Roztwory substancji badanych wprowa-
dzano w ilosci 60 cm3 do wazonu, co stanowito 70% wyznaczonej objetosciowej po-
jemnosci wodnej. Taka ilos¢ ptynu zapewniata jego réwnomierne rozprowadzenie w
przyjetej objetosci piasku i zapobiegata stratom poprzez wyciekanie. W kazdym wazo-
nie sadzono 5 skietkowanych ziaren gorczycy lub jeczmienia, o korzonkach dtugosci
od 2 do 5 mm i umieszczano je na gtebokosci 10 mm.

Nasiona podkietkowywano na ptytkach Petriego, w termostacie, w temperaturze
20°C przez 48 godzin. Nastepnie wazony wiozono do fitotronu (fot. 4.1), gdzie
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inkubowano je przez 96 godzin. Dzien trwal 10 godzin, natomiast noc 14 godzin.
Temperatura dzienna wynosita 23 + 1°C; nocna 20 + 1°C. Badania prowadzono w
trzech powtoérzeniach, réwnolegle obsadzajac trzy wazony kontrolne, do ktérych
wprowadzono wode destylowang.

Po okreslonym czasie wzrostu mierzono dtugos¢ korzenia i todygi. Za miare
toksycznego dziatania preparatow na rosliny przyjeto stezenie powodujgce 50%
zahamowanie wzrostu korzenia i todygi w poréwnaniu z proba kontrolna.

Fot. 4.1. Stanowisko do badania toksycznosci na roslinach wyzszych
Phot. 4.1. Research post for testing toxicity with plants

4.3. Test genotoksycznos$ci na zdolnos$¢ do naprawy DNA u Bacillus subtilis

W badaniach oceniajgcych genotoksyczno$¢ preparatow zastosowano test bakte-
ryjny opracowany przez Kada [109]. Stosowano szczep Bacillus subtilis M45 Rec~,
ktory wykazuje brak zdolnosci do reparacji DNA i szczep H17 Rec+ majacy te
zdolnos¢. Test polegat na posiewie smuga, na tej samej ptytce Petriego z agarem, obu
szczepéw, ze wspoOlnego punktu i umieszczeniu w tymze punkcie bibutowego krazka
nasaczonego roztworem badanej substancji (rys.4.4). Dla kazdego preparatu prowa-
dzono 3 rownolegte serie testowe, z ktorych kazda sktadata sie z szeregu stezen. Phytki
inkubowano przez 24 godz. w temperaturze 4° C, a nastepnie przez taki sam okres
czasu w temperaturze 37° C. Po tym czasie mierzono strefy zahamowania wzrostu obu
szczepdw, obliczano réznice miedzy wielkoscig strefy zahamowania wzrostu szczepu
M45 Rec' a H17 Rec+. Jezeli strefa zahamowania wzrostu szczepu M45 Rec', bedgca
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wynikiem zadziatania badanej substancji, byta odpowiednio wieksza niz w przypadku
szczepu H 17 Rec+ przyjeto ze badany zwigzek uszkadza DNA, a tym samym ma
wiasciwosci mutagenne.
Badania genotoksycznosci produktdw po biodegradacji prowadzono w trzech
seriach testowych, zanurzajac bibutowy krazek w badanych roztworach wodnych.
Przy podawaniu wynikéw przyjeto nastepujgcy system oznaczen:
e (-) brak wtasciwosci mutagennych, réznica stref zahamowania wzrostu < 2 mm,
* (%) zwigzek potencjalnie mutagenny, réznica stref zahamowania wzrostu > 2 mm
i <4 mm,
* (+) zwigzek mutagenny, rdznica stref zahamowania wzrostu >4 mm i < 6 mm.
Szczepy pochodzity z Katedry Mikrobiologii Uniwersytetu Slaskiego.

Ptytka Petriego

Strefa zahamowania wzrostu

Rys. 4.4. Schemat posiewu w tescie Rec przy uzyciu Bacillus subtilis
Fig. 4.4. Scheme of proceeding in rec-assay with Bacillus subtilis

4.4, Metodyka badan biodegradacji czwartorzedowych chlorkéw
z podstawnikiem alkoksymetylowym lub alldlotiometylowym
testem rzecznym

Badania prowadzono w zbiornikach o pojemnosci 40 dm3 wedtug zmodyfikowa-
nego testu rzecznego [217,220]. Modyfikacja polegata na zastgpieniu wody rzecznej,
ze wzgledu na duzy stopien zanieczyszczenia wod powierzchniowych na Slasku,
odchlorowang wodg wodociggowg. Do napowietrzanych zbiornikéw (fot. 4.2) wpro-
wadzono zaszczep mikroorganizmow osadu czynnego w ilosci 1 ml/dm3 (uprzednio
adaptowanych do utlenienia badanych zwigzkéw w doswiadczalnej komorze
napowietrzania), sole pozywkowe (przygotowane zgodnie z wytycznymi OECD
[166]) oraz badane preparaty, stanowigce jedyne zrodto wegla i energii w takiej ilosci,
aby uzyska¢ stezenie 1,0 mg/dm3. Warto$¢ ta wynikata z nastepujacych przestanek:
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S Badane preparaty okazalty sie toksyczne dla mikloflory rzecznej
EC(IC)3x 1 mg/dm3. W zwigzku z tym stosowanie wyzszych stezen
byto nieuzasadnione.

w Stezenie CSA pojawiajagce sie w wodach powierzchniowych zawarte jest
w granicach 0,7-92 /zg/dm3[59,131,199,254].

w/ Granica oznaczalnosci CSA wynosita 0,005 mg/dm3 a zatem stosowanie
stezen znacznie nizszych niz 1 mg/dm3mogto spowodowac ograniczenie
oznaczenia ich pozostatosci w prébach po degradacji (zaktadano wysoki
stopien degradacji badanych zwigzkow).

¢/ Produkty biodegradacji nie powinny by¢ zbyt silnie rozcienczane do
pozniejszych testow toksykologicznych.

S Badania nad degradacjg CSA prowadzone w innych osrodkach [220]
wykazaly, ze w przypadku testu rzecznego zaleca sie stosowanie stezen
detergentdw z zakresu 1-10 ppm, jako dajgcych wiarygodna odpowiedz
testowa.

Fot. 4.2. Stanowisko do badania biodegradacji w tescie ,,rzecznym”
Phot. 4.2. Research post for testing biodégradation in “river-water” test

Do oceny procesu biodegradacji, oprécz standardowych oznaczeh analitycznych
rozpuszczonego wegla organicznego (RWOQO) za pomoca aparatu firmy Beckman
Industrial Model 915 B Tocamaster dla probek saczonych, stezenia substancji po-
wierzchniowo czynnej metodg kolorymetryczng z biekitem disulfinowym [170,255],
wykonano widma spektroskopowe zwigzkdw oraz ich roztworéw pobiodegradacyj-
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nych. Potozenie sygnatow w widmie NMR jest Scisle zalezne od budowy czasteczki
substancji. Analiza widm umozliwita $ledzenie mechanizmu rozktadu badanych
substancji na poziomie czasteczki ZPC i wyjasnita wiele kwestii, w tym ocene
biodegradacji po zamianie jednego tafcucha hydrofobowego grupa benzylowg lub
pierscieniem cyklicznym. Dodatkowo kontrolowano zawarto$¢ 0 2 (sonda tlenows) i
pH (potencjometrycznie).

4.4.1. Analiza widmowa ‘H NMR i I13C NMR

Objetosci prob pobieranych do analizy wynosity 10,0 dm3. W pierwszej kolej-
nosci proby poddawano trzykrotnej ekstrakcji chloroformowej, po czym uzyskany
ekstrakt zatezano pod proznig do suchej pozostatosci. Ekstrakty przeznaczone do
analizy widmowej 'H NMR i 13 NMR zatezano dwustopniowo, stosujgc kolejno
kolby o pojemnos$ci 1000 i 25 cm3. Nastepnie suchg pozostatos¢ roztwarzano w deute-
rowanym chloroformie. Wymieniony rozpuszczalnik zapewniat dobrg rozpuszczalnos¢
badanych substancji powierzchniowo czynnych. Widma wyznaczano przy uzyciu
spektrometru typu VXR Varian o czestotliwosci 300MHz dla ][H NMR i 75 MHz dla
13 NMR. Pomiaréw dokonywano w temperaturze 20°C wobec wewnetrznego wzorca
TMS (tetrametylosilanu). Interpretacje widm prowadzono zgodnie z zaleceniami
literatury [147,228,277].

5. ANALIZA, INTERPRETACJA I DYSKUSJA WYNIKOW

5.1. Toksyczno$¢ czwartorzedowych chlorkéw amoniowych

W badaniach nad wptywem nowych czwartorzedowych chlorkéw amoniowych
o blizej nieznanych wilasciwosciach toksykologicznych w stosunku do $rodowiska
wodnego uzyto organizmdw testowych reprezentujagcych rézne poziomy troficzne
zbiornika wodnego. Jako bioindykatory zastosowano: glony Scenedesmus
quardicauda i Selenastrum capricornutum, stanowigce pierwsze ogniwo w tafncuchu
pokarmowym (producenci), skorupiaki Dapnia magna Straus (konsumenci I rzedu - w
faricuchu  pokarmowym, organizm planktonowy), ryby Lebistes reticulatus,
reprezentujgce najwyzszy poziom troficzny w $rodowisku wodnym (konsumenci Il
rzedu) oraz przedstawiciele destruentdw bakterie Vibrio fischeri. Dob6r organizmow
wynikat z roli, jakg peilniag w tancuchu pokarmowym, oraz ze s najczesciej
stosowanymi  biowskaznikami  dla  substancji  powierzchniowo  czynnych
[55,56,59,132,192,209,243]. Do badan wiaczono przedstawicieli roslinnosci glebowej
ze wzgledu na mozliwo$¢ przedostawania sie tych preparatéw do gleby po
zastosowaniu w budownictwie, rolnictwie, jako $rodki grzybobdjcze [48,50] i
owadobojcze [123]. Zastosowane rosliny sg przedstawicielami roslin jednoliscien-
nych (Hordeum sativum) i dwulisciennych (Sinapis alba), zalecanymi do badan przez
Wytyczne OECD [166].

5.1.1. Badanie toksycznosci na organizmach wodnych

Uzyskane wyniki badan toksycznosci wybranych czwartorzedowych soli
amoniowych w stosunku do glonéw Scenedesmus quadricauda, ryb Lebistes
reticulatus i skorupiakw Dapnia magna przedstawiono na rys. 5.1- 5.3.

Badane zwiazki wykazuja zréznicowanie w dziataniu toksycznym na organizmy.

Najnizsze dziatanie toksyczne chlorki (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowe

przejawiaty w stosunku do ryb. Substancje oznaczone symbolem A-I, A-2 wykazaty
zblizong toksycznos¢ ostrg do gupika, gdyz warto$¢ srednich stezen powodujacych
50-procentowg $miertelno$¢ ryb (LC5) po 96 godz. ekspozycji wynosita 12 +
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0,08 mg/dm3i 1,3 £ 0,05 mg/dm3 dla A-3 wskazywata warto$¢ 0,83+0,07 mg/dm3, a
dla preparatu A-4, ktdry okazat sie najbardziej toksyczny, 0,65+0,01 mg/dms
(rys.5.1).

Glony Ryby Skorupiaki
OA-1 DA-2 mA-3 mA-4

Rys. 5.1. Toksyczno$¢ chlorkdw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych w stosunku do organiz
mow wodnych

Fig. 5.1. Toxicity of (alkoxymethylalkyldimethylammonium chlorides to water organisms

Glony Ryby Skorupiaki

OB-1 HB-2 IB -3

Rys. 5.2. Toksycznos¢ chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych w stosunku do orga-
nizmoéw wodnych

Fig. 5.2. Toxicity of benzyl(alkoxymethyl)dimethylammonium chlorides to water organisms

Przeprowadzone badania toksycznosci na skorupiaku Dapnia magna wykazaty, ze
badane zwiazki charakteryzowaty sie wyzszg toksycznoscig w stosunku do rozwielitki
anizeli do ryb, bowiem stezenia letalne dla tego skorupiaka miescity sie w przedziale
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0,31-0,98 mg/dm3, a dla ryb 0,65-1,3 mg/dm3. Wyniki te potwierdzajg dane
literaturowe [46,118,243], w ktorych rdwniez wykazano wyzszg wrazliwos¢ Dapnia
magna niz ryb na dziatanie kationowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych.
Niemniej jednak zwiagzki te byty prawie od 10 do 30-krotnie mniej toksyczne w
stosunku do rozwielitki niz chlorek didecylodimetyloamoniowy, stosowany
powszechnie $rodek ochrony drewna pod nazwg handlowg Bardac 2280 [43].
Najbardziej jednak wrazliwymi organizmami na dziatanie tych zwigzkéw w
poréwnaniu z innymi organizmami wodnymi okazaty sie glony. Sposrod badanych
chlorkéw tej grupy najstabsze dziatanie toksyczne na poszczeg6lne ogniwa fancucha
pokarmowego wywierat preparat A-2. Wartos¢ 1Cs0 dla tej substancji wynosita
0,7+0,04 mg/dm3 (glony), ECs - 0,98+0,05 mg/dm3 (dla skorupiakdw), natomiast
stezenie powodujgce $miertelno$¢ 50% ryb miato wartos¢ 1,3+ 0,05 mg/dms (rys.5.1).
Toksyczno$¢ chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych wyrazona w
postaci stezenia powodujacego 50% zahamowanie wzrostu glonéw po 72 godzinach
ekspozycji - 1C50 okazata sie mato zréznicowana (rys.5.2). Dla preparatow B-1 i B-2
wynosita 0,5+ 0,04 i 0,59+ 0,03 mg/dm3. Najnizsza toksycznoscig charakteryzowat sie
zwigzek B-3. Wartos$¢ 1C50 dla tej substancji wyniosta 0,95+0,05 mg/dm3,

Natomiast wyniki toksycznosci ostrej zwigzkdw dla ryb Lebistes reticulatus
wykazaly duze zroznicowanie. Najnizszg toksycznoscia cechowat sie preparat
oznaczony symbolem B-1, ktérego LC50 wyniosto 22,7+ 2,1 mg/dm3. Warto$¢ LCs0
dla substancji B-3 byta wielokrotnie nizsza i wyniosta 2,3+0,16 mg/dm3.

Réwniez i dla tych zwigzkéw stwierdzono znacznie wiekszg toksyczno$¢ w
stosunku do rozwielitki niz do ryb, gdyz letalne stezenia dla Dapnia magna miescity
sie w przedziale 0,16-0,58mg/dm3 Zauwazono, ze toksyczno$¢ tych substancji w
stosunku do ryb i rozwielitki wzrastata wraz z dtugoscig tancucha hydrofobowego.
Podobne zalezno$ci wykazano dla bromkéw i chlorkéw alkilometyloamoniowych w
badaniach na Daphnia magna i Photobacterium phosphoreum (Vibrio fischeri)
[54,56]. Uzyskane wyniki badan toksycznosci chlorkoéw I-alkilo-3-metyloimidazolio-
wych w stosunku do glonéw Scenedesmus quadricauda, ryb Lebistes reticulatus oraz
skorupiakéw Dapnia magna przedstawia rysunek 5.3. Stwierdzono, ze najstabsze
dziatanie tych preparatow, jak i poprzednich, byto w stosunku do ryb.

Niemniej jednak wprowadzenie atomu siarki w miejsce tlenu w podstawniku
alkilowym powodowato wzrost toksycznosci zwigzku. Wartos¢ LC50 obnizyta sie z
wartosci 3,96+ 0,29 mg/dm3s dla chlorku 1-1 do wartosci 2,4+ 0,15mg/dm3 w
przypadku chlorku 1-3. Podobng zalezno$¢ obserwowano dla tych zwigzkéw w
przypadku ich oddziatywania na glony. Wartos$¢ 1Cs0 malata z 1,78+ 0,15 mg/dma3 dla
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chlorku 11 do 0,77+ 0,02 mg/dm dla preparatu 1-3. Potwierdza to wyniki
wczesniejszych badan prowadzonych dla podobnych chlorkéw [67,71-74,80].

Glony Ryby Skorupiaki

Ooxol2HI-3

Rys. 5.3. Toksycznos$¢ badanych chlorkéw imidazoliowych w stosunku do organizméw wodnych
Fig. 5.3. Toxicity of study limidazolium chlorides to water organisms

Zastapienie jednego taricucha alkilowego grupg benzylowg powodowato kilku-
do Kkilkunastokrotny wzrost toksycznosci zwigzku w zaleznosci od badanego
organizmu (rys.5.4-5.5). By¢ moze przyczyna tego zjawiska jest obecnos¢ w czastecz-
ce benzenu wigzania nienasyconego, ktore nie tylko wplywa na zwiekszenie
reaktywnosci chemicznej i hydrofilnosci zwigzku, lecz przede wszystkim na
zwiekszenie jego toksycznosci w organizmach  zywych. Wigzania nienasycone
charakteryzuje bowiem duzy potencjat oksydacyjny, ktoéry w organizmie zywym
wywiera niekorzystne dziatanie, zwigzane z utlenieniem waznych funkcyjnie grup
sulfhydrylowych (SH), wystepujagcych w zredukowanym glutationie, cysteinie,
metioninie. Sanchez [209], obserwujgc podobne zaleznosci w badaniach na Daphnia
magna i Photobacterium phosphoreum (Vibriofischeri), wigze to z faktem, ze bromki
i chlorki alkilodimetyloamoniowe, posiadajac wiekszg drobine niz ich odpowiedniki z
podstawnikiem benzylowym, sa stabiej rozpuszczalne w wodzie i przez to mniej
dostepne dla komdrek bakteryjnych.
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Rys. 5.4. Wplyw podstawnika benzylowego na toksycznos¢ wobec wybranych organizméw wodnych
Fig. 5.4. Influence of benzyl substitute on toxicity to selected water organisms

Badania wykazaty, ze w stosunku do wszystkich przebadanych zwigzkéw wyzszg
wrazliwoscig cechowata sie Dapnia magna niz ryby Lebistes reticulatus. Jest to
zgodne z danymi literaturowymi w stosunku do czwartorzedowych soli amoniowych
[9,46,75,243], cho¢ w przypadku innej grupy preparatow, na przyktad pestycydow,
wyzszg wrazliwo$¢ wykazywaty ryby [243]. Jednakze uzyskane wartosci ECH dla
badanych zwigzkow byty prawie 50-krotnie nizsze niz podane dla tego gatunku w
wyniku dziatania kationowych surfaktantéw uzywanych przez firme Lonza z USA w
Srodkach ochrony drewna [43], a pordwnywalne z rezultatami przedstawionymi przez
Garcie i in. [56] oraz Kummurera i in. [127].

Jednoczes$nie w badaniach dtugoterminowych Dapnia magna wykazata zdolnos¢
do szybkiego przystosowania sie do warunkéw Srodowiska, w nastepstwie czego ich
wrazliwo$¢ na dziatanie z CSA malala z uptywem czasu [9]. Mniejszg jednak
wrazliwo$¢ na dziatanie badanych CSA wykazywat inny skorupiak Artemia salina
[156], ktdrego toksycznos$¢ byta podobna do rezultatow uzyskanych przez Pantaniego
i in. [173] w badaniach na Echinogammarus tibaldii. Najbardziej jednak wrazliwymi
organizmami na dziatanie tych zwigzkéw w poréwnaniu z innymi organizmami
wodnymi okazaty sie glony, co wykazano juz wczesniej [99], lecz i w tej grupie
organizmoéw zauwazono duzg zmienno$¢ miedzy poszczegolnymi gatunkami.
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Rys. 5.5. Wplyw podstawnika benzylowego na toksyczno$¢ wobec wybranych organizméw wodnych
Fig. 5.5. Influence ofbenzyl substitute on toxicity to selected water organisms

Uzyskane wartosci ICH dla Selenastrum capricornutum byty od 10- do 100-
krotnie nizsze od wartosci otrzymanych dla Scenedesmus quadricauda (tabela 5.6a-€).
Sugeruje to, ze roznice w oddziatywaniu badanych zwigzkéw na glony mogg wynikaé
z roznej budowy Sciany komdrkowej w zaleznosci od gatunku glonéw [162].
Obserwowane zmiany w budowie Selenastrum capricornutum w wyniku dziatania na
komorki badanych czwartorzedowych soli amoniowych przedstawia fot. 5.1.

Fot. 5.1. Komputerowy obraz Selenastrum capricornutum w powiekszeniu 1000-krotnym: A - bez
wplywu dziatania CSA, B - pod wptywem dziatania CSA
Phot. 5.1. Microscope picture of Selenastrum capricornutum under I00Ox magnification: A - without
QAS, B - with QAS
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Utsunomiya i in. [244-246] stwierdzili, ze czwartorzedowe chlorki amoniowe
wplywajg na syntezg glicerolu w komdrkach glondw. Alkohol ten wytwarzany jest w
chloroplastach podczas fotosyntezy oraz w cytoplazmie podczas degradacji skrobi.
W przemianach glicerolu w komdrkach glonéw bierze udziat miedzy innymi reduktaza
fosfodihydroksyacetonu DHAP; przypuszcza sige, ze oddziatywanie surfaktantéw na
ten enzym przyczynia sie do hamowania jego aktywnosci, a tym samym wplywa
toksycznie na komarki.

Statystyczna ocena istotnosci roznic wartosci LCH dla poszczegblnych
preparatow prowadzona z zastosowaniem testu t-Studenta (poziom ufnosci 95%)
wykazata, ze réznice pomiedzy tymi wartosciami LCH (z wyjatkiem preparatu A-1 i
A-2 oraz B-3 i 1-3) sg wigksze niz wynikajgce z biedu analizy (tabela 5.1). Zatem
przebadane zwigzki mozna utozy¢é w szereg toksycznosci w stosunku do ryb Lebistes
reticulatus jak nizej:

A-4>A-3>A-1 i A2>B-3 i 1-3>11>1-2>B-2>B-|

Tabela 5.1
Wyniki testu t-Studenta dla pomiaréw niesparowanych oceniajgce
réznice pomiedzy wartosciami LCHuzyskanymi dla roznych
preparatéw w tescie dla gupika

A-1.A--2 A-3 i B | B-3 I~2 i-3
+ +
+ + +
+ + + +
+ + + + +
+ + + + + +
-1 + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + - + o+

,+7- roznice wartosci LCso istotne statystycznie napoziomie ufnosci 95%
- roznice wartosci LCso nieistotne statystycznie na poziomie ufhosci 95%
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Tabela 5.2

Wyniki testu t-Studenta dla pomiaréw niesparowanych oceniajgce
roznice pomiedzy warto$ciami EC50 uzyskanymi dla r6znych
preparatow w tescie na rozwielitkach

A-1 A-2 A-3 IA-4 _ . B-2 B 3 1-2 11-3
A-l
A =2 +
A-3 + +
A-4 + + +
B-I + + +
B-2 + + + +
B-3 + + + + + +
1-1 + + + + + + +
1-2 + + - + + + + +
1-3 + + + + + + + + +

,+7- roznice wartosci ECso istotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%
- réznice wartosci ECso nieistotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%

Analiza testem t-Studenta [225] wykazata, ze roznice pomiedzy wartosciami EC50
sg istotne statystycznie (dla a = 0,05), z wyjatkiem réznic pomiedzy preparatami B-2 i
A-l, B-l i A-4 oraz A-3 i 1-2 (tabela 5.2). Mozna zatem z 95% prawdopodobienstwem
stwierdzi¢, iz szereg toksycznosci w stosunku do skorupiaka Dapnia magna jest

nastepujacy:

B-3>A-11i 1-3>B-2>1-1>B-1 i A-4>A-3 i 1-2>A-2

Analiza statystyczna otrzymanych wynikow dla glonow Selenastrum
capricornutum pozwolita na stwierdzenie, iz dla poziomu istotnosci a =0,05 istniaty
statystycznie istotne rdéznice pomiedzy wartosciami 1Cso0 badanych zwigzkow
(z wyjatkiem preparatu B-l, B-2 i 1-3 oraz B-3 i A-4) (tabela 5.3), co pozwolito
uszeregowac przebadane preparaty wedtug malejacej toksycznosci:

B-1,B-2 i I1-3>A-1>B-3 i A-4>1-1>1-2>A-2>A-3
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Tabela 5.3

Wyniki testu t-Studenta dla pomiaréw niesparowanych oceniajgce
réznice pomiedzy wartosciami 1C50 uzyskanymi dla réznych
preparatéw w tescie dla glondw Selenastrum capricornutum.

,+7- roznice wartosci 1Cso istotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%
- roznice wartosci 1Cso nieistotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%

Tabela 5.4

Wyniki testu t-Studenta dla pomiaréw niesparowanych oceniajgce
roznice pomiedzy warto$ciami 1C50 uzyskanymi dla réznych
preparatow w tescie dla glondw Scenedesmus guadricauda

.+~ roznice wartosci 1Cso istotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%
- réznice wartosci 1Gso nieistotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%

Statystyczna ocena istotnosci roznic wartosci IC50 dla poszczegdlnych preparatow
w teScie dla glonéw Scenedesmus guadricauda prowadzona z zastosowaniem testu
t-Studenta (poziom ufnosci 95%) wykazata, ze rdznice pomiedzy tymi wartosciami
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IC% (z wyjatkiem preparatu B-l i B-2, A-2 i 1-3 oraz 1-2 i A-4) sg wieksze niz
wynikajgce z btedu analizy (tabela 5.4). Zatem przebadane zwiagzki mozna utozy¢ w
szereg toksycznosci w stosunku do glonéw Scenedesmus quadricauda jak nizej:

A-1>A-4 i 1-2>A-3>B-1 i B-2>A-2 i 1-3>B-3>1-3

Toksyczno$¢  badanych zwigzkéw w stosunku do bakterii Vibrio fischeri
przedstawiono na rysunku 5.6. Wartosci ECH wahaja sie od 0,05 + 0,004 do 1,669
+ 0,427 mg/dm3. Najmniejszg toksyczno$¢ wobec tych organizméw wykazujg chlorki
(alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowe, a w$rdd nich preparat zawierajagcy w
fancuchu hydrofobowym 12 wegli (A-2). Wartos¢ ECH tego zwigzku wynosito 1,699
+0,127 g/dm3. Prawie dwudziestokrotnie wyzszg toksycznoscig cechowaly sie chlorki
benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowe i imidazoliowe. By¢ moze przyczyng tego
faktu jest obecno$¢ w tych grupach zwigzkéw pierscieni aromatycznych. Sadzi¢ tak
mozna, gdyz dla chlorkdw alkilotiometylopirydyniowych uzyskiwano podobne
wartosci [156].

W przypadku chlorkéw imidazoliowych zastgpienie tafncucha hydrofobowego
cykloheksanem lub zastgpienie atomu tlenu atomem siarki nie spowodowato zmiany
wiasciwosci toksycznych zwigzku wobec bakterii Vibrio fischeri. Natomiast wzrost
ilosci wegli w tancuchu w przypadku chlorkéw benzylo(alkoksymetylo) dimetylo-
amoniowych obnizat wiasciwosci toksyczne preparatéw, bowiem wartos¢ ECH dla
preparatu posiadajgcego 8 wegli w rodniku B-I wynosita 0,06 + 0,0046 mg/dm3
natomiast dla preparatu B-3 posiadajacego 12 wegli w tancuchu alifatycznym 0,153
+ 0,01 mg/dm3. Podobne rezultaty w tescie Microtox uzyskat Kaiser i Palabrica [110]
dla chlorku benzylodimetylododecyloamoniowego i cetylotrimetyloamoniowego.

2,5
ml 2
E .
%)I5
E
o) 1
0. B J

Al A2 A3 A4 B1 B2 B3 1 -2 I3

Rys. 5.6. Toksyczno$¢ badanych chlorkéw amoniowych w stosunku do bakterii Vibriofischeri
Fig. 5.6. Toxicity of ammonium chlorides to Vibriofischeri
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Wszystkie wskazniki toksycznosci cechowaty sie niskimi warto$ciami zmien-
nosci, mieszczacymi sie w zakresie od 1,0 do 9,25 % (tabela 5.6a - 5.6e).

Analiza statystyczna otrzymanych wynikdw pozwolita na stwierdzenie, iz dla
poziomu istotnosci a=0,05 istniaty statystycznie istotne réznice pomiedzy wartosciami
EC% uzyskanymi dla chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych i
benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych oraz imidazoliowych (tabela 5.5).
Natomiast réznice pomiedzy wartosciami EC50 w obrebie grupy chlorkow 1 alkilo-3-
metyloimidazoliowych nalezy uzna¢ za wynikajace z btedu analizy.

Tabela 5.5

Wyniki testu t-Studenta dla pomiaréw niesparowanych oceniajgce
réznice pomiedzy warto$ciami EC50 uzyskanymi dla réznych
preparatow w tescie dla bakterii Vibriofischeri

»+7- roznice wartosci ICistotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%
- roznice wartosci ICHnieistotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%

Poréwnanie toksycznych efektow badanych zwigzkéw w oparciu o biotesty z
wykorzystaniem réznych organizméw wykazaly staba lub brak korelacji przy
poréwnaniach pomiedzy testami. Przyktadowe wykresy obrazujgce stabg korelacje
pomiedzy testem wykonanym na Vibrio fischeri i Selenastrum capricornutum oraz
Scenedesmus quadricauda i Lebistes reticulatus przedstawiono na rysunkach 5.7 i 5.8.
Sugerujg one, ze badania toksycznosci w odniesieniu do CSA prowadzone powinny
by¢ z uzyciem przedstawicieli wszystkich ogniw tancucha pokarmowego. Ponadto
stwierdzono stabg korelacje pomiedzy wynikami uzyskanymi dla Scenedesmus
quadricauda oraz Selenastrum capricornutum, co oznacza, ze w przypadku testow
toksycznosci wybdér gatunku organizmu testowego wptywa na uzyskiwane wyniki i

musi by¢ uwzgledniony przy ich interpretacji.
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Teze te potwierdzajg wyniki uzyskiwane przez innych badaczy. W badaniach pro-
wadzonych przez Bluma i Speece’a uzyskano wysokga korelacje pomiedzy testem na
bakteriach (Microtox) a testem na Pimephales promelas i Daphnia magna, natomiast
stabe korelacje z testami prowadzonymi na innych zwierzetach kregowych i bezkrego-

wych [7].

Vibrio fischeri, logeC50

Rys. 5.7. Poréwnanie efektdw toksycznych badanych zwigzkdéw w oparciu o biotestyna glonach

i bakteriach

Fig. 5.7. Comparison of toxic effects of preparations at the base of algae and bacteria biotests

Lebistes reticulatus,logLC50

Rys. 5.8. Poréwnanie efektéw toksycznych badanych zwigzkéw w oparciu o biotesty na glonach

i rybach

Fig. 5.8. Comparison oftoxic effects of preparations at the base of algae and fish biotests

Chlorki

A-2
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Tabela 5.6a
Wartosci uzyskane w testach toksycznosci
Stosowane organizmy testowe
glony IC®[rag/dm3
Scenedesmus quadricauda Selenastrum capricornutum
Wartos¢ Odchylenie Wsp. Wartos¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,07 0,002 2,9 0,009 0,0008 8,8
skorupiaki Daphnia magna ryby Lebistes reticulatus
EC® [mg/dm3 LCs0 [mg/dm3]
Warto$¢ Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,31 0,005 1,6 1,2 0,08 6,6
bakterie  Vibriofischeri ~ EC®D[mg/dm3
Wartosé $rednia Odchylenie standardowe Wsp. zmiennosci
%
0,293 0,018 6,1
glony ICD[mg/dm3
Scenedesmus quadricauda Selenastrum capricornutum
Warto$¢ Odchylenie Wsp. Warto$¢ QOdchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci $Srednia standardowe zmiennosci
% %
0,7 0,04 5,7 0,055 0,005 9,0
skorupiaki Daphnia magna ryby Lebistes reticulatus
EC50 [mg/dm3] LCm[mg/dm3
Warto$¢ Odchylenie Wsp. Wartos¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci Srednia standardowe zmiennosci
% %
0,98 0,05 5,1 1,3 0,05 3,9
bakterie ~ Vibriofischeri  EC®[mg/dm3
Warto$¢ $rednia Odchylenie Wsp. zmiennosci
standardowe %
1,669 0,127 7,6
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Chlorki

A-3

A-4

Warto$¢ Odchylenie

skorupiaki Daphnia magna

Warto$¢

Srednia

Wartos¢ $rednia

Tabela 5.6b
Wartos$ci uzyskane w testach toksycznosci

Stosowane organizmy testowe
glony 1C5 [mg/dm3]

Scenedesmus quadricauda Selenastrum capricornutum

Wartos$¢ Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe  zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,3 0,02 6,6 0,085 0,005 5,8

skorupiaki Daphnia magna ryby Lebistes reticulatus
ECs0 [mg/dm3] LCso [mg/dm3]

Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe  zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,75 0,006 8,0 0,83 0,07 8,4

bakterie  Vibriofischeri

ECs0 [mg/dm3]
Wartos¢ Srednia

Odchylenie standardowe Wsp. zmiennosci

%
0,981 0,087 8,8

glony 1C50 [mg/dm3]

Scenedesmus quadricauda Selenastrum capricornutum

Warto$¢ Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.

$rednia standardowe zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %

0,12 0,009 7,5 0,015 0,001 6,6

ryby  Lebistes reticulatus

EC5[mg/dm3] LC50 [mg/dm3]
Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
standardowe zmiennosci Srednia standardowe zmiennosci
% %
0,58 0,01 17 0,65 0,01 1,5

bakterie  Vibriofischeri EC50 [mg/dm3]

Odchylenie WSsp. zmiennosci
standardowe %
0,957 0,09

9,4

Chlorki

Sce
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Tabela 5.6¢c
Wartosci uzyskane w testach toksycznosci

Stosowane organizmy testowe
glony 1C50 [mg/dm3)

nedesmus quadricauda Selenastrum capricornutum

Warto$¢ QOdchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci Srednia standardowe zmiennosci
% %
0,5 0,04 8,0 0,005 0,0002 4,0
skorupiaki Daphnia magna ryby Lebistes reticulatus
EC50 [mg/dm3] LC50 [mg/dm3]
Wartos¢ Odchylenie Wsp. Wartos¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe  zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,58 0,05 8,6 22,7 2.1 9,25
bakterie  Vibriofischeri  ECso [mg/dm3]

Warto$¢ $rednia

Scenedesmus quadricauda

Warto$é

$rednia

0,59

skorupiaki Daphnia magna

Odchylenie standardowe Wsp. zmiennosci

%

7,6

0,06 0.0046

glony 1C50 [mg/dm3]

Selenastrum capricornutum

Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
standardowe zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,03 5,0 0,007 0,0005 7.1

ryby Lebistes reticulatus
EC50 [mg/dm3] LCs0 [mg/dm3]

Warto$¢ Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,3 0,009 3,0 16,2 1.4 8,6
bakterie Vibriofischeri EC9[mg/dm3]
Warto$¢ $rednia Odchylenie Wsp. zmiennosci
standardowe %
0,08 0,005

6,2



Tabela 5.6d
Wartos$ci uzyskane w testach toksycznosci
Chlorki Stosowane organizmy testowe
glony 1C50 [mg/dm3]
Scenedesmus quadricauda Selenastrum capricornutum
Wartos¢ Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
Srednia standardowe zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,95 0,05 5,2 0,015 0,001 6,6
B-3 skorupiaki Daphnia magna ryby Lebistes reticulatus
EC50 [mg/dm3] LCs [mg/dm3]
Warto$é Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
Srednia standardowe  zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,16 0,004 2,5 2,3 0,16 6,9

bakterie  Vibriofischeri ECs0 [mg/dm3]

Warto$¢ $rednia Odchylenie standardowe WSsp. zmiennosci

%
0,153 0,01 6,5
glony 1C50 [mg/dm3]

Scenedesmus quadricauda Selenastrum capricornutum

Wartos¢ Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
Srednia standardowe zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
| -1 1,78 0,15 84 0,018 0,001 55
skorupiaki Daphnia magna ryby Lebistes reticulatus
EC50 [mg/dm3)] LCso [mg/dm3
Warto$¢ Odchylenie Wsp. Warto$¢ Odchylenie Wsp.
Srednia standardowe zmiennosci $rednia standardowe zmiennosci
% %
0,37 0,03 8,1 3,96 0,29 7,3

bakterie  Vibriofischeri ~ Ecso [mg/dm3]
Warto$¢ Srednia Odchylenie WSsp. zmiennosci

standardowe %

0,05 0,004 8,0

Chlorki

1-3
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Tabela 5.6e

Wartosci uzyskane w testach toksycznosci

Stosowane organizmy testowe

glony
Scenedesmus quadricauda

Warto$¢ Odchylenie Wesp.
$rednia standardowe zmiennosci
%
0,15 0,006 4,0
skorupiaki Daphnia magna
ECso [mg/dm3
Warto$¢ Odchylenie Wsp.
Srednia standardowe  zmiennosci
%
0,7 0,06 8,5

Ics0 [mg/dm3
Selenastrum capricornutum
Wartos¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci
%
0,036 0,002 55
ryby Lebistes reticulatus
LCm [mg/dm3
Wartos¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci
%
4,36 0,27 6,2

bakterie  Vibriofischeri ~ ECso [mg/dm3)]

Wartos¢ $rednia

0,05

glony
Scenedesmus quadricauda

Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci

%

0,77 0,02 2,5

skorupiaki Daphnia magna

ECs0 [mg/dm3

Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci

%

0,29 0,008 2,7

Odchylenie standardowe

Wsp. zmiennosci
%

0,003 6,0
Ics0 [mg/dm3
Selenastrum capricornutum
Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci
%
0,008 0,0006 75
ryby Lebistes reticulatus
LCso [mg/dmd
Warto$¢ Odchylenie Wsp.
$rednia standardowe zmiennosci
%
2,4 0,15 6,25

bakterie  Vibriofischeri ~ ECso [mg/dm3]

Warto$¢ Srednia Odchylenie Wsp. zmiennosci
standardowe %
0,08 0,007 8,7
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Oceny toksycznosci badanych zwigzkéw w odniesieniu do kryterium ich
szkodliwosci dla biocenoz wodnych dokonano uwzgledniajagc najnizsze wartosci
(LCs0,LC50,EC50) danego zwigzku (tab.5.6.a-e) i odnoszac je do klasyfikacji
stosowanej w krajach Unii Europejskiej (tab.2.1).

Zgodnie z tg klasyfikacjg badane zwiazki nalezy zaliczy¢ do silnie toksycznych
dla Srodowiska wodnego.

rozwielitki

glony

Rys. 5.9. Przerwanie taficucha pokarmowego wobec toksycznego dziatania czwartorzedowych soli
amoniowych
Fig. 5.9. lllustration of food chain breaks underneath toxic influence of QAS
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Ze wzgledu na to, ze badania toksycznosci czwartorzedowych soli amoniowych
prowadzone byly na przedstawicielach poszczeg6lnych poziomow troficznych
ekosystemu wodnego, mozna oceni¢, w ktorym miejscu tafiicucha pokarmowego moga
nastgpi¢ zaktocenia w liczebnosci organizméw. Poniewaz najwrazliwszg grupg na
dziatanie badanych preparatdw okazaty sie glony (organizmy najnizszego poziomu
troficznego), wiec istnieje prawdopodobienstwo zaktdcenia pobierania i przyswajania
pokarmu przez organizmy reprezentujgce kolejne ogniwa taficucha troficznego
(konsumentéw | i Il rzedu). W sytuacji znacznego przekroczenia stezenia bezpiecz-
nego dla organizméw wodnych moze doj$¢ do eliminacji poszczegdlnych gatunkéw
w faricuchu troficznym i zaniku biocenozy (rys. 5.9).

5.1.2. Badanie zahamowania wzrostu pedu i korzeni rosliny szerokolistnej
Sinapis alba i Hordeum sativum

Testy toksycznosci prowadzono dla nasion przy siewie w wazonach dla trzech
grup czwartorzedowych soli amoniowych. Do badania ich wptywu na flore glebowg
wytypowano, zgodnie z zaleceniami OECD [166] po jednym przedstawicielu roslin
jednolisciennych (Hordeum sativum) i dwuliSciennych (Sinapis alba). Jako podtoze
wykorzystano piasek, z uwagi na jego niskg pojemno$¢ sorpcyjna, co umozliwito
stworzenie najbardziej niekorzystnych warunkéw glebowych, tj. takich, w ktorych
toksycznos¢ badanych zwigzkéw moze by¢ najwieksza. Na podstawie przeprowadzo-
nych badan stwierdzono, ze najmniej toksyczne dla rosliny zaréwno jednolisciennej,
jak i dwulisciennej okazaty sie chlorki alkilo(alkoksymetylo) dimetyloamoniowe.
Wyznaczone IC5 dla korzenia Sinapis alba niezaleznie od badanego preparatu z tej
grupy wynosito ponad 100 mg/kg geby, natomiast dla fodygi przyjmowato wartosci od
211 + 3,7 mg/kgdey do 258+ 5,9 mg/kggey (tabl. 5.7).

Wartosci 1ICouzyskiwane dla korzenia i todygi Hordeum sativum byty od 8 do 10

razy wyzsze niz uzyskiwane dla Sinapis alba (tab. 5.7-5.8, rys. 5.10). Znacznie
mniejsze dziatanie toksyczne CSA na rodliny jednoliscienne niz dwuliScienne

wykazano juz wcze$niej [82,85].
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Tabela 5.7

Poréwnanie wptywu chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych
na Sinapis alba

IC® Odchylenie Wsp6t. 1Cso Odchylenie Wsp6t.
Badane zwiazki korzenia standardowe zmiennosci todygi standardowe  zmiennosci
[mg/kggfcbby] SD % [mg/kgdey] SD %
A -l 105 2,0 1,9 246 4,2 1,7
A-2 110 3,8 3,4 258 5,9 2,2
A-3 102 1,3 12 211 3,7 1,7
Ad 108 2,5 2,3 236 6,8 2,8
Tabela 5.8
Wplyw chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych na Hordeum sativum
1IC5 Odchylenie Wspot. 1Cso Odchylenie Wspot.
Badane zwiazki korzenia standardowe zmiennosci todygi standardowe zmiennosci
[mg/kg] sD % [mg/kg] SD %
A-1 830 19,5 2,3 2080 66 3,2
A-2 825 15,7 1,9 2102 84 3,9
A-3 864 24,2 2,8 2155 98 4,5
A -4 818 23,9 2,9 2075 53 2,5

Natomiast w grupie chlorkdw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych
wyznaczone ICH dla gorczycy preparatow B-I do B-3 wynosito okoto 25 mg/kg dey
dla korzenia i okoto 45 mg/kg dgeby dla todygi (tab.5.9). W badaniach tej samej grupy
zwigzkéw zauwazono zrdznicowane wyniki w zaleznosci od budowy fancucha
hydrofobowego [81,88]. Najwyzsza toksycznos$¢ zaohserwowano dla zwiazku, ktorego
tancuch hydrofobowy miat zaledwie 4 atomy wegla. Najmniej toksyczny dla gorczycy
okazat sie preparat nie zawierajacy atomu tlenu w czgsteczce. Wprowadzenie wiec
tlenu do fancucha hydrofobowego spowodowato wzrost toksycznosci badanych
zwigzkow, przy czym diugo$¢ fancucha powyzej 8 atoméw wegla nie miata zadnego
znaczenia.

Podobne wyniki uzyskat Ernst [41], gdzie w badaniach nad fitotoksycznym
dziataniem surfaktantéw niejonowych i kationowych na orchidee obserwowat obnize-
nie toksycznosci wraz ze wzrostem dtugosci taincucha.

69

o, ||'|'B"“"

Hordeum sativum

Sinapis alba

todyga korzen

Rys. 5.10. Zréznicowany wptyw chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych na rosliny jed-

nolicienne i dwuliscienne
Fig. 5.10. Differences in effect of (alkoxymethyl)alkyldimethylammonium chlorides on monocotyle-

donous and dicotyledonous plants

W grupie chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych takze zaobser-
wowano prawie dziesieciokrotnie mniejszy wplyw badanych preparatéw na todyge i
korzen jeczmienia niz gorczycy (tab. 5.9-5.10, rys.5.11). Wyniki wskazujg rdwniez, ze
obecno$¢ podstawnika benzenowego w czasteczce zwigzkéw powoduje zwiekszenie
dziatania toksycznego chlorkow amoniowych na korzen i todyge Sinapis alba i
Hordeum sativum (tab.5.9-5.10).

Tabela 5.9

Wplyw chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych na Sinapis alba

1Cso Odchylenie Wspot. IC5 Odchylenie Wspot.
Badane zwigzki korzenia standardowe  zmiennosci todygi  standardowe zmiennosci
[mg/kg] SD % [ma/kg] SD %
B -1 23,2 15 6.4 44,3 2,6 5,8
B-2 25,2 0,7 2,7 42,0 14 3,3
B-3 25,1 12 4,7 53,5 3,6 6,7
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Tabela 5.10

Wptyw chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych
na Hordeum sativum

[@:0) Odchylenie Wspot. 1C50 Odchylenie Wspot.
Badane zwigzki korzenia standardowe zmiennosci todygi standardowe zmiennosci
[ma/kg] SD % [ma/kg] SD %
B -1 238 14,5 6,0 544 46,8 8,6
B-2 275 13,9 5,0 489 24,6 5,0
B-3 254 9,9 3,8 506 38,5 7,6

Analizujac wartosci 1Cs0 zwigzkéw o identycznym tafcuchu alkilowym z podstaw-
nikiem benzenowym oraz bez podstawnika (A-4 i B-l) zauwazono czterokrotnie
wiekszg wrazliwo$¢ korzenia na chlorki amoniowe z podstawnikiem benzenowym
(rys.5.12). Analogiczne zaleznosci zanotowano dla preparatu A-2 i B-2. Jest to zgodne
z rezultatami uzyskanymi w badaniach detergentéw na sadzonkach orchidei [41].

W badaniach wptywu 3 chlorkow I-alkilo-3-metyloimidazoliowych na korzen i
todyge Sinapis alba i Hordeum sativum stwierdzono, ze najbardziej toksyczny z
badanych preparatéw okazat sie 1-3, bowiem warto$¢ jego 1Cs0 wyznaczona dla
korzenia gorczycy wynosita 35,7 = 3,2 mg/kg gleby, a dla todygi 113 + 15,6 mg/kg dey
(tab.5.11) i odpowiednio dlajeczmienia 350 + 25,2 mg/kg dleyill 00 £51 mg/kg dey
(tab. 5.12).

Hordeum sativum

Sinapis alba

todyga korzen

Rys. 5.11. Zréznicowany wptyw chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych na rosliny
jednoliscienne i dwuliscienne

Fig. 5.11. Differences in effect of benzyl(alkoxymethyl)dimethylammonium chlorides on mono-
cotyledonous and dicotyledonous plants
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Rys. 5.12. Poréwnanie wpltywu preparatéw o tym samym taficuchu hydrofobowym na wzrost korzenia
gorczycy

Fig. 5.12. Comparison of the influence of preparations with the same hydrophobic chain on root
growth of charlock

Tabela 5.11
Wptyw badanych chlorkéw imidazoliowych na Sinapis alba
1Cn Odchylenie Wspot. 1C50 Odchylenie Wspot.
Badane zwigzki korzenia standardowe zmiennosci todygi standardowe  zmiennosci
[mg/kg] SD % [mg/kg] SD %
-1 43,2 2,5 5,7 1240 9,6 7,7
1-2 58,2 4,7 8,0 142,0 13,4 9,4
1-3 35,7 3,2 8,9 1135 6,7 59

Zastgpienie atomu siarki w podstawniku alkilowym (1-3) atomem tlenu (1-1)
spowodowato zmniejszenie toksycznos$ci preparatu w stosunku do korzenia i todygi
gorczycy, gdyz IC50 wzrosto odpowiednio z wartosci 35,7 + 3,2 do 4372
+ 2,5 mg/kgdey oraz z 1135 + 6,7 do 124 + 9,6 mg/kgdey (tab.5.11). Podobne
spostrzezenia zaobserwowano dla korzenia i todygi jeczmienia. W przypadku tej
rosliny warto$¢ 1C50 dla korzenia wzrosta z 350 + 25,2 do 630 + 46,5 mg/kg gy, a dla
fodygi z 1110 + 51 do 1750 + 86 mg/kg dey (tab.5.12).
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Tabela 5.12
Wplyw badanych chlorkéw imidazoliowych na Hordeum sativum
icH Odchylenie Wespét. 1C50 Odchylenie Wepot.
Badane zwigzki korzenia  standardowe  zmiennosci fodygi standardowe  zmiennosci
[mg/kg] SD % [mg/kg] SD %
-1 630 46,5 7,3 1750 86 49
1-2 470 38,7 8,2 1280 94 7,3
1-3 350 25,2 7,2 1110 51 4,6

Dla wszystkich badanych zwigzkéw wyznaczone stezenia I1C50 zarowno dla
korzenia, jak i todygi charakteryzowaty sie niskimi wspotczynnikami zmiennosci,
mieszczacymi sie w zakresie 1,3 do 9,4%.

Cho¢ wykazano fitotoksyczne dziatanie preparatu 1-1 na korzen Sinapis alba, to
przy najnizszych stezeniach obserwowano stymulacje wzrostu korzeni tej rosliny pod
wplywem ww. preparatu (rys.5.13). Najprawdopodobniej wynika to z nieskompliko-
wanej budowy badanego chlorku I-decylo-3-heksylooksymetylo-imidazoliowego i
jego podobienstwa do histydyny - aminokwasu zawierajagcego pierscien imidazolowy
[213]. Histydyna jest, obok argininy, jednym z dwoch aminokwaséw spotykanych we
wszystkich biatkach wystepujacych w przyrodzie [45]. Wydaje sie wiec, ze w niskich
stezeniach wiasnosci stymulacyjne tych i podobnych zwigzkéw przewazajg nad inhibi-
cjg i wywotujg zwiekszony przyrost upraw. Zaobserwowana stymulacja wzrostu ko-
rzenia jest zjawiskiem korzystnym dla roslin, poniewaz dtuzsze korzenie umozliwiajg
lepsze umocowanie w podtozu, a takze glebsza penetracje w poszukiwaniu wody i
nutrientow. Podobne spostrzezenia zaobserwowano w badaniach dipolioksyetyleno-
alkiloamin [65].
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Rys. 5.13. Wptyw stezenia chlorku I-decylo-3 heksyloksymetyloimidazoliowego na wzrost korzenia
Fig. 5.13. Influence of concentration of I-decyl-3-hexyloxymethylimidazolium chloride on root
growth
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Analiza statystyczna otrzymanych wynikow pozwolita na stwierdzenie, iz dla
poziomu istotnosci a=0,05 istnialy statystycznie istotne roznice pomiedzy wartosciami
IC50 korzenia i todygi badanych zwigzkéw (tabela 5.13), zaréwno w przypadku traw,
jak i roslin szerokolistnych. Wynika to zapewne z faktu, ze korzenie tatwiej niz liscie
pobierajg zwigzki polarne, jakimi sg badane preparaty [278]. Jak wykazaty badania,
czwartorzedowe sole amoniowe sa wigzane przez blony komdrek roslinnych
zakldcajac ich aktywno$¢ enzymatyczng i powodujac denaturacje komponentow
biatkowych [95]. Zjawisko to mogto wystepowac w komérkach korzeni.

Tabela 5.13

Wyniki testu t-Studenta dla pomiaréw niesparowanych oceniajgce
roznice pomiedzy wartosciami ICso korzenia i todygi uzyskanymi dla
roznych preparatéw w tescie dla roslin dwulisciennych ijednolisciennych

A-1 pil .V 4 B 1 .a.2. B 3 lii 1-2 1-3
A-l
Am2 +
A-3 + +
A-4 + + +
B-1 + + + +
B—2 + + + + +
B —3 + + + _ + +
1-1 + + + + + + +
-~ 2 + + - + + + + +
f~3 + + + + - - + + +

»+7 - réznice wartosci I1C50 istotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%
- réznice wartosci 1C50nieistotne statystycznie na poziomie ufnosci 95%

Zréznicowanie toksycznego oddziatywania na rosliny jednoliscienne i dwu-
liscienne (rys.5.10,5.11,5.14) wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania analizowanych
Srodkow jako herbicydéw. Catkowity brak toksycznego wptywu najeczmien sugeruje,
iz nadajg sie one na $rodki ochrony tego gatunku zboza przed chorobami wywotanymi
przez rdze - grzyby nalezace do gromady podstawczakéw, gdyz wiekszos¢ badanych
zwigzkow wykazuje jednoczesnie doskonate wiasciwosci grzybobojcze.

Poniewaz maksymalne stezenie CSA, jakie mozna spotka¢ w glebach wynosi
1,25- 9,0 mg/kggieby [59,254], zatem badane preparaty nie powinny stanowi¢ zagroze-
nia dla opryskiwanych roslin okrytonasiennych. Efekty fitotoksyczne moga sie poja-
wi¢ jedynie w przypadku katastrof ekologicznych i raczej na glebach piaszczystych,
0 niskiej pojemnosci sorpcyjnej.
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Rys. 5.14. Wptyw badanych chlorkéw imidazoliowych na rodliny jednoliscienne i dwuliscienne
Fig. 5.14. Differences in effect of imidazolium chlorides on monocotyledonous and dicotyledonous
plants

5.2. Badanie genotoksycznosci CSA wedtug testu na zdolnos$¢ do naprawy
DNA u Bacillus subtilis

Ro6znorodnos¢ zastosowania czwartorzedowych soli amoniowych powoduje duze
mozliwosci przedostawania sie ich do organizmu cztowieka i ewentualnego negatyw-
nego oddziatywania na niego. Poniewaz uwaza sie, ze substancje powierzchniowo
czynne wzmagajg dziatanie zwigzkow rakotwdrczych [271], stad celowe wydato sie
zbadanie witasciwosci mutagennych nowo zsyntetyzowanych czwartorzedowych soli
amoniowych. W badaniach wykorzystano test bakteryjny na zdolno$¢ reparacji DNA u
Bacillus subtilis [109]. Zastosowana w badaniach metoda polegajgca na uzyciu
bakterii B.subtilis w celu zbadania aktywno$ci mutagennej wytypowanych zwigzkow,
chociaz nie stosowana powszechnie, pozwala uzyska¢ w miare szybko wiarygodne
wyniki. Wyniki badan nad wiasciwosciami mutagennymi badanych zwigzkéw
przedstawiono w tabelach 5.14 i 5.15.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze preparaty te nie wykazywaty wiasciwosci
mutagennych, jedynie zwigzek B-2 przy stezeniu 10 mg/dm3 okazat sie substancjg
potencjalnie mutagenna. Niemniej jednak jest to stezenie zwigzku nie spotykane w
wodzie do picia, jak réwniez w wodach naturalnych. Stwierdzono bowiem, ze w
rzekach Francji i Holandii wystepujg kationowe zwigzki powierzchniowo czynne w
stezeniach 5-16 /xg /dm3 natomiast w Menie w poblizu Frankfurtu wykrywano je w
ilosci 0,01-0,03 mg/dm3 [32,254]. W Polsce natomiast nie monitoruje sie tych
substancji w wodach powierzchniowych. W niewielu pracach, w ktérych omawiono
wiasciwosci genotoksyczne CSA stosujgc testy bakteryjne, réwniez wykazano brak
dziatania mutagennego tej grupy zwigzkow [27,60,84,86,115,254,262].

Zdarza sie, ze toksyczno$¢ badanych soli maskuje ich mutagenne dziatanie [172].
Bakterie bowiem w Srodowiskach naturalnych wykazujg tadunek ujemny, gdyz pH
Srodowiska jest najczesciej powyzej statej dysocjacji grup funkcyjnych wystepujacych
w zewnetrznej warstwie ich $cian komorkowych, tj. przede wszystkim kwaséw
tejchojowych i tejchuronowych u bakterii gramdodatnich oraz biatek u bakterii
gramujemnych. Dlatego tez kationy czwartorzedowych soli amoniowych reagujg z
powierzchnig $Sciany komodrkowej powodujgc zaktocenia w transporcie substancji
chemicznych do i na zewnatrz komorki, wykazujac przede wszystkim dziatanie
cytotoksyczne [94], a nie genotoksyczne.

Niemniej jednak przeprowadzone wcze$niej badania wiasciwosci antybakteryj-
nych chlorkow A-3 i A-4 [214] wykazaly, ze MBC (minimum bactericidal
concentration) w stosunku do szczepu B. subtilis, w zalezno$ci od badanego zwigzku,
wynosito odpowiednio 9,9 i 2,9 mg/dm3. Poniewaz wykazano, ze badane substancje
nie oddziatujg genotoksycznie nie tylko w wyzej wymienionych stezeniach, ale
rowniez i w koncentracjach nizszych, zatem nie powinno byto nastepowac
maskowanie mutagennego dziatania badanych soli przez ich toksyczne wiasciwosci.
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Tabela 5.14 Tabela 5.15
Genotoksyczne dziatanie chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych Genotoksyczne dziatanie chlorkow benzylo(alkoksymetylo) dimetyloamoniowych
Badany Stezenie Strefy zahamowania Rdznica stref Efekt I imidazoliowych
zwiazek zwigzku wzrostu [mm] zahamowania  mutagenny Badany Stezenie Strefy zahamowania Réznica stref Efekt
[ma/l] M45Rec' H17Rec+ wzrostu [mm] zwigzek zwigzku wzrostu Imml zahamowania mutagenny
10 21 19 2 } [mg/1] M45Rec’ H17Rec+  wzrostu [mm]
3 20 10 28 26 2 -
1 19 . 3 26 24 2 -
Al 18 17 1 5l 1 29 28 1
05 17 16 1 - i 0,5 27 26 1 -
01 17 16 1 - 01 28 27 1 -
0,01 26 25 1 -
001 B 13 0 - 10 26 23 3 +/-
10 22 20 2 - 3 28 26 2 -
: " v - B-2 015 32 22 8 -
A-2 , -
L 24 24 0 0,1 26 26 0 -
0.5 22 22 0 0,01 26 26 0 -
01 18 18 0 - 10 28 27 1
10 17 15 9 ) 3 29 28 1 -
1 28 28 9 -
3 16 S 2 B-3 05 26 26 0 -
A3 1 16 15 1 01 26 26 0 -
05 15 15 0 ) 0,01 25 25 0 -
10 23 22 1 -
01 5 5 0 3 20 19 1 -
001 14 14 0 - " 1 18 17 1 -
10 il 9 2 0,5 17 16 1 -
0,1 17 16 1 -
3 10 9 1 0,01 13 13 0 -
A 1 10 8 2 10 24 22 2 -
0,5 9 9 0 - 3 23 21 2 -
01 10 9 : 1 25 24 2 -
001 L k2 05 23 22 1 -
' 9 9 0 - 0,1 18 17 1 -
0,01 18 18 0
10 25 2 -
3 27 23 2 -
1 25 25 1 -
13 0,5 26 19 1 -
0,1 20 18 1 -
0,01 19 19 0 -

19
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5.3. Biodegradacja czwartorzedowych chlorkdw amoniowych
z podstawnikiem alkoksymetylowym lub alkilotiometylowym

Testy biodegradacji CSA prowadzono w warunkach, gdy badane substraty
stanowity jedyne zrddto wegla i energii dla mieszanej populacji drobnoustrojow, ktorg
uprzednio adaptowano do rozktadu tych substratéw. Po wprowadzeniu do wszystkich
uktadow modelowych badanych substancji w stezeniu 1 mg substancji aktywnej/dm3
(czyli zblizonym do stezen wystepujagcych w $ciekach [9]) obserwowano w miare
uptywu czasu ich biologiczny rozktad. Dynamika zanikania CSA w wodzie byta rézna
dla poszczegdlnych grup tych zwigzkéw (rys.5.15-5.17). Stwierdzono, ze najszybciej
biodegradacja pierwotna zachodzita dla chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetylo-
amoniowych, bowiem w 6 dniu badan nie stwierdzono obecnosci tych zwigzkéw na
podstawie reakcji z btekitem disulfmowym (rys.5.16).

Okazato sie, ze sugestie odnosnie do utrudnionej biodegradacji CSA zawierajg-
cych w swojej strukturze pierscien benzenowy nie zawsze muszg by¢ stuszne [2,209].
Brak obecnosci chlorkdéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych w wodzie
stwierdzono po 7-dniowej inkubacji (rys.5.15). Najstabiej biodegradacja przebiegata w
roztworach wodnych, w ktérych obecne byty chlorki imidazoliowe. Sladowe ich ilosci
wykrywano jeszcze w 10 dniu badan, natomiast w 19 dniu badan nie wykryto juz
obecnosci tych zwigzkéw w wodzie (na podstawie reakcji z biekitem disulfmowym)
(rys.5.17). Uzyskane wyniki sg zbiezne z uzyskanymi przez francuskich badaczy [2],
ktorzy wykazali, ze zwigzki alkiloimidazoliowe zanikaty w rzece w ciggu 7-14 dni.

79

— Al —=.A-2 A-3 -X-A-4

Rys. 5.15. Przebieg zmian stezenia chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych podczas bio-

degradacji w modelu rzecznym
Fig. 5.15. Changes in concentration of (alkoxymethyl)alkyldimethylammonium chlorides during bio -

degradation in “river-water” test

Czas badan [doba]

p»- Bl m— B2 B3l

Rys. 5.16. Przebieg zmian stezenia chlorkéw benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych podczas

biodegradacji w modelu rzecznym
Fig. 5.16. Changes in concentration of benzyl(alkoxymethyl)dimethylammonium chlorides during bio-

degradation in “river-water” test
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Czas badan [doba]

Rys. 5.17. Przebieg zmian stezenia badanych chlorkéw imidazoliowych podczas biodegradacji w mo-
delu rzecznym

Fig. 5.17. Changes in concentration of study imidazolium chlorides during biodégradation in ,,river-
water” test
Analiza przebiegu rozktadu badanych preparatéw w modelu ekosystemu wodnego

w ukladzie c= f(t), gdzie ¢ - stezenie badanej substancji w czasie t (rys.5.15-5.17)
i /(/) =In-~- (tab.5.16) upowazniata do zalozenia, ze proces ten przebiega zgodnie z

réwnaniem kinetycznym reakcji | rzedu (wzor (2.1)). Poprawno$¢ zalozenia
potwierdzajg wyliczone wspotczynniki korelacji, ktére wahaty sie od (-0,811) do
(-0,971) (tab.5.16). W zwigzku z powyzszym mozliwe byto obliczenie statej szybkosci
reakcji K (wedtug wzoru (2.2)) i czaséw potrozktadu (wedtug wzoru (2.5)).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze wraz ze wzrostem ilosci wegli w tafcuchu
alifatycznym szybko$¢ biodegradacji maleje, co znajduje odbicie we wzroscie czaséw
potrozktadu zwigzkdw.  Wyliczone state szybkosci reakcji dla chlorkéw
(alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych i benzylo(alkoksymetylo)dimetylo-
amoniowych sg jednak znacznie wyzsze od uzyskanych dla preparatdw stosowanych
w $rodkach zmiekczajacych przez firme Procter & Gamble Company [59], co czyni
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badane zwigzki konkurencyjnymi wzgledem zmiekczaczy znajdujgcych sie juz w
obrocie handlowym.

Czas potowicznego rozktadu zmieniat sie od 0,38 d i 0,52 d dla chlorkéw o 8
atomach wegla w tafncuchu (odpowiednio B-1 i A-4) do 0,67 di 0,81 d dla chlorkéw
(B-3 i A-2) o 12 atomach wegla w tafcuchu (tab.5.16). Najdtuzszy czas potowicznego
rozktadu dla chlorku (decyloksymetylo)dimetylooktyloamoniowego (A-1) w grupie
chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych (tab.5.16) wynoszacy 0,97 dnia
spowodowany byt zapewne faktem, ze wykazuje on najwyzsze dziakanie
bakteriobdjcze w tej grupie zwigzkéw [185,214]. Podobne spostrzezenia odnosnie do
zaleznosci biodegradacji od dhugosci tarcucha alkilowego opisane zostaty w
literaturze [56,145,176,248,265]. Uzyskane wartosci sg zbiezne z wynikami
podawanymi przez Ruiz Cruza i Garcie [9], ktorzy przeprowadzajgc obszerne badania
nad wptywem struktury chemicznej KZPC na biodegradacje tych zwigzkéw w wodzie
rzecznej stwierdzili, ze czas potowicznego rozpadu CSA z taricuchami alkilowymi o
12 atomach wegla wahat si¢ od mniej niz jeden dzien do kilku dni. Prawie dwu- do
trzykrotne spowolnienie szybkosci biologicznego utleniania chlorkéw I-alkilo-3-
metyloimidazoliowych (tab.5.16) w stosunku do pozostatych grup moze by¢
spowodowane ich wiasciwosciami bakteriobdjczymi [159]. Pemak wykazat [186], ze
sole imidazoliowe byty bardziej bakteriobojcze niz alkilodimetyloamoniowe.
Stwierdzit takze, ze aktywno$¢ biobOjcza wzrastata przy wigczeniu do czasteczki
podstawnika cykloalkoksymetylowego. Wyniki wskazujg ze zastgpienie jednego
tancucha alkilowego (1-1) cykloheksanem (1-2) wydtuzyto czas potowicznego rozpadu
zwigzku z 1,36 dnia do 1,69 dnia (tab.5.16).

Mniejszy wpltyw na zmniejszenie szybkosci reakcji oraz wydtuzenie czasu
potrozktadu miato wprowadzenie atomu siarki (1-3) w miejsce atomu tlenu (1-1).

Uzyskane wartosci dla wszystkich przebadanych grup zwiazkéw sg nizsze od
podanych przez Vivesa-Rego [252] oraz Wolteringa [262], ktorzy wykazali, ze czas
potowicznego rozpadu dla czwartorzedowych soli amoniowych wahat sie od 4 do 14
dni. By¢ moze przyczyng tego byla przeprowadzona wstepna adaptacja
mikroorganizméw do badanych zwigzkéw. Adaptacja bowiem moze skroci¢ czas
potowicznego rozktadu nawet 14-50 razy [9].
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Tabela 5.16

Szybko$¢ biodegradacji badanych czwartorzedowych soli amoniowych

Grupa Roéwnanie Wspoétczynnik Stata Czas
czwartorzedowych soli Symbol prostej kc.>relacji dla. szyb.|.<os’ci potowicznego
amoniowych zwigzku zmiennych c it reakcji (1/d) rozktadu
R2 Kzts tso (d)
Chlorki A-l -0,31x + 0,093 -0,912 0,71 +0,08 0,97
(alkoksymetylo)alkilo-
dimetyloamoniowe A-2 -0,37x + 0,083 -0,879 0,85+ 0,07 0,81
A-3 -0,39x + 0,093 -0,811 0,89+0,07 0,77
A-4 -0,59x + 0,063 - 0,956 1,36 +0,1 0,50
Chlorki B-I -0,78x + 0,027 - 0,966 1,8 £ 0,06 0,38
benzylo(alkoksymetylo)-
dimetyloamoniowe B-2 -0,67x + 0,06 - 0,889 1,54 +0,14 0,45
B-3 -0,45x + 0,10 - 0,830 1,03 +0,05 0,67
Chlorki 1-1 -0,22x + 0,012 -0,951 0,5+0,04 1,38
imidazoliowe
1-2 -0,18x + 0,023 -0,971 0,41 £ 0,04 1,69
13 -0,2x + 0,19 - 0,894 0,46 + 0,06 1,50

Poniewaz na podstawie reakcji zwigzkow z biekitem disulfinowym uzyskuje sie
tylko informacje o wystapieniu biodegradacji pierwotnej, dlatego tez proces $ledzono
réwniez w oparciu 0 analize¢ RWO. Ponadto w trakcie i na koncu procesu badano
toksycznos¢ i genotoksyczno$¢ powstajacych produktéw biodegradacji. Pomimo
uzyskanych réznic w stopniu i szybkosci biodegradacji poszczeg6lnych zwigzkow,
wykazano, ze w zadnym przypadku powstajgce metabolity procesu nie byly ani
genotoksyczne, ani toksyczne wobec testowanych organizméw (tab. 5.17a,b - 5.19).
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Tabela 5.17a

Przebieg biologicznego rozktadu chlorkdw alkilo(alkoksymetylo)dimetylo -
amoniowych w czasie oraz ocena toksycznosci i genotoksycznosci powstatych
metabolitow

Stezenie Czas badan [d]
Substanqa [mg/dm3] poczatkowy 10 19
DBAS 1,0 nieobecne nieobecne
RWO mg/dms3 7,0 4,1 0,9
pH 8,1 8,3 8,2
Al U glony tak* nie me
ryby nie** nie nie
I\é skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie nie
DBAS 1,0 nieobecne nieobecne
RWO mg/dm3 11,8 2,5 1,4
pH 8,2 8,5 8.4
A2 u glony tak* nie nie
9 ryby nie** nie nie
@ skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie me

Oznaczenia: A-1 - chlorek (decyloksymetylo)dimetylooktyloamoniowy, A-2 - chlorek (decyloksymetylo)

dodecylodimetyloamoniowy

* tak - oznacza, ze badane preparaty byly toksyczne dla organizméw zywych w stezeniach
poczatkowych <1 mg/dm3w uprzednio przeprowadzonych testach toksycznos$ci ostrej,

** nie - oznacza, ze badane preparaty nie byly toksyczne dla organizméw zywych w stezeniach
poczatkowych <1 mg/dm3w uprzednio przeprowadzonych testach toksycznosci ostrej

Obserwowano takze (tab.5.17a,b - 5.19), ze kiedy w roztworach wodnych nie
identyfikowano obecnosci KZPC (na podstawie reakcji z DBAS), nastepowato
czesSciowe usuwanie RWO. Oznaczato to, ze zaszla biodegradacja pierwotna zwigzana
Z utratg whasciwosci powierzchniowo czynnych czasteczek, natomiast nie stwierdzono
dla zadnego z badanych chlorkéw catkowitej biodegradacji.
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Tabela 5.17b
Przebieg biologicznego rozktadu chlorkéw alkilo(alkoksymetylo)dimetylo -
amoniowych w czasie oraz ocena toksycznosci i genotoksycznosci powstatych
metabolitow
Czas badan [d]
Substancja Parametr

poczatkowy 10 19

DBAS 10 nieobecne nieobecne
RWO mg/dm3 10,4 2,9 11
pH 8,4 8,5 8,4
A3 o glony tak* nie nie
g ryby tak* nie nie
é skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie nie

DBAS 10 nieobecne nieobecne
RWO mg/dm3 75 3,0 0,7
PH 8,2 8,5 8,3
A4 o glony tak* nie nie
,,d>,~ ryby tak* nie nie
5 skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie nie

Oznaczenia: A-3 - chlorek dodecylodimetylo(nonyloksymetylo)amoniowy, A-4 - chlorek

dodecylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowy

* tak - oznacza, ze badane preparaty byly toksyczne dla organizméw zywych w stezeniach
poczatkowych <1 mg/dm3w uprzednio przeprowadzonych testach toksycznosci ostrej,

** nie - oznacza, ze badane preparaty nie byly toksyczne dla organizméw zywych w stezeniach
poczatkowych <1 mg/dm3w uprzednio przeprowadzonych testach toksycznosci ostrej
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Tabela 5.18

Przebieg biologicznego rozktadu chlorkow benzylo(alkoksymetylo)dimetylo-
amoniowych w czasie oraz ocena toksycznosci i genotoksycznosci powstatych
metabolitéw

Czas badan [d]

Substancja Parametr poczatkowy 0 1
DBAS 10 nieobecne nieobecne
RWO mefdm3 9,4 31 0,6
B-I pH 83 8,4 85
. glony tak* nie nie
§ ryby nie** nie nie
é skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie nie
DBAS 1,0 nieobecne nieobecne
RWO mg/dm3 7,98 45 0,5
pH 8,4 85 8,6
B-2
° glony tak* nie nie
§,\ ryby nie** nie nie
f‘9 skorupiaki nie** nie nie
genotoksyczne nie nie nie
DBAS 1,0 nieobecne nieobecne
RWO mg/dm3 7,6 2,9 0,8
PH 84 85 8,6
B-3 . glony tak* nie nie
E* ryby tak* nie nie
M . :
skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie nie

Oznaczenia: B-1 - chlorek benzylodimetyl(oktyloksymetylo)amoniowy, B-2 - chlorek benzylo(decylo-

ksymetylo)dimetyloamoniowy, B -3 chlorek benzylo(dodecyloksymetylo)dimetyloamoniowy.

etak - oznacza, ze badane preparaty byty toksyczne dla organizméw zywych w stezeniach
poczatkowych S1 mg/dm3w uprzednio przeprowadzonych testach toksycznosci ostrej,

** nie - oznacza, ze badane preparaty nie byty toksyczne dla organizméw zywych w stezeniach
poczatkowych <1 mg/dm3w uprzednio przeprowadzonych testach toksycznosci ostrej
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Tabela 5.19

Przebieg biologicznego rozktadu chlorkéw I-alkilo-3-alkoksymetyloimidazoliowych
i chlorku I-decylo-3-heksylotiometyloimidazoliowego w czasie oraz ocena
toksycznosci i genotoksycznosci powstatych metabolitéw

Czas badan [d]
Substancja Parametr

poczatkowy 10 19
DBAS 1,0 Sladowe nieobecne
RWO  mg/dm3 8,5 2,2 1,2
PH 7,9 8,3 85
11
o glony tak* nie nie
N
% ryby nie** nie nie
X
8 skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie nie
DBAS 1,0 $ladowe nieobecne
RWO mg/dm3 10,9 3,1 1,7
PH 7,9 8,3 85
1-2
o glony tak* nie nie
N
% ryby nie** nie nie
X
8 skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie nie
DBAS 1,0 Sladowe nieobecne
RWO  mg/dm3 12,4 4,3 2.1
PH 8,2 8,5 85
1-3 ,
° glony tak* nie nie
5 ) .
< ryby nie** nie nie
(2]
4
8 skorupiaki tak* nie nie
genotoksyczne nie nie nie
Oznaczenia: |- 1- chlorek 1- decylo-3-heksyloksymetyloimidazoliowy, I- 2 - chlorek 1- decylo-3-

cykloheksyloksymetyloimidazoliowy, I - 3 - chlorek I-decylo-3-heksylotiometyloimidazoliowy

* tak - oznacza, ze badane preparaty byty toksyczne dla organizméw zywych w stezeniach
poczatkowych <1 mg/dm3w uprzednio przeprowadzonych testach toksycznosci ostrej,

** nie - oznacza, ze badane preparaty nie byly toksyczne dla organizméw zywych w stezeniach
poczatkowych <1 mg/dm3w uprzednio przeprowadzonych testach toksycznosci ostrej

Stwierdzono, Zze substancje organiczne oznaczane jako (RWO) ulegaly
biodegradacji w 83,0 do 93,4%, w zaleznosci od badanego zwigzku (tabela 5.20). Do
Sledzenia procesu biodegradacji catkowitej i zidentyfikowania powstatych
metabolitéw uzyto techniki widmowej '"H NMR i 13C NMR.
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Tabela 5.20
Biodegradacja chlorkéw alkilalkoksymetyloamoniowych po 19 dniach badan

Usuniecie (%)
Nazwa chlorku

DBAS RWO

100 87,0
(decyloksymetylo)dimetylooktyloamoniowy

100 88,0
(decyloksymetylo)dodecylodimetyloamoniowy

100 89,4
dodecylodimetylo(nonyloksymetylo)amoniowy

100 90,0
dodecylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowy
benzylodimetyl(oktyloksymetylo)amoniowy 100 93,4
benzylo(decyloksymetylo)dimetyloamoniowy 100 93,0
benzylo(dodecyloksymetylo)dimetyloamoniowy

100 89,5
1- decylo-3-heksyloksymetyloimidazoliowy 100 85,8
I-decylo-3-cykloheksyloksymetyloimidazoliowy 100 83,0
1-decylo-3-heksylotiometyloimidazoliowy 100 84.4

5.3.1. Mechanizm biodegradacji wybranych chlorkéw amoniowych

Mechanizm rozktadu chlorkéw (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych,
benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych i imidazoliowych przedstawiono w
niniejszej pracy analizujgc otrzymane widma 'H NMR, 13 NMR dla chlorkéw:
dodecylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowego, benzylodimetylo(oktyloksyme-
tylo)amoniowego,  I-decylo-3-heksyloksymetyloimidazoliowego i  I-decylo-3-
cykloheksyloksymetyloimidazoliowego przed biodegradacja, po 10 dniach, oraz w
ostatnim dniu trwania procesu (rys.5.18, 5.19, 5.21, 5.22, 5.25, 5.26, 5.28, 5.29), a
takze opierajac sie na przedstawionych w literaturze szlakach przemian innych
zwigzkéw powierzchniowo czynnych [106,160,248]. Wybér zwigzkdéw poddanych
analizie nastapit na podstawie zatozen o odmiennos$ci rozktadu zaleznego od budowy.
Preparat B-1 roznit sie od A-4 tym, ze jeden tancuch alkilowy zostat zastapiony grupa
benzylowa, natomiast w przypadku preparatéw 1-1 i 1-2 jeden taincuch hydrofobowy
zostat wymieniony na cykloheksan.
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5.3.1.1. Analiza widmowa 'H NMR i I3C NMR substratow przed, w trakcie
i w koncowym dniu procesu biodegradacji

Analiza dla chlorku dodecylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowego

Przeprowadzona analiza widmowa 'H NMR dla chlorku dodecylodimetylo-
(oktyloksymetylo)amoniowego przed procesem inkubacyjnym pozwolita wyrdzni¢
sygnat o przesunieciu 5:0,9 ppm pochodzacy od protonéw grupy metylowej (a) oraz
o0 przesunieciach 5:1,2 ppm i 1,6 ppm nalezace do protonéw grup metylenowych (b+c)
zwigzanych z ‘faincuchem alkilowym. Uwidocznity sie tez sygnaty o przesunieciu
5:5,2 ppm pochodzace od protondw zwigzanych z azotem oraz tlenem (f), a takze
sygnaty o przesunieciu 5:3,2 ppm i 5:2,8 ppm (opisany jako e i g) pochodzace od grup
metylowych i metylenowych znajdujgcych sie bezposrednio przy atomie azotu
(rys.5.18). Analiza widmowa 13 NMR, wykonana przed procesem biodegradacji,
wykazywata obecnos¢ sygnatdw o przesunieciu 5:14 ppm i 30 ppm, pochodzacych od
wegli grup - CH3 i - CH2 - fancucha weglowodorowego (a,b), jak i impulsu o
przesunieciu 5: 74 ppm i 88 ppm pochodzacego od wegli zwigzanych z tlenem oraz z
tlenem i azotem, a takze z samym azotem (e+g) (rys.5.19). Oznaczato to, ze badania
spektralne potwierdzity obecnos¢ CSA w badanym roztworze wodnym, gdyz
stwierdzono obecnos$¢ charakterystycznych dla tych substancji podstawnikéw azotu,
grup hydrofobowych i hydrofilowych.

Widma 'H NMR i 13 NMR wykonane w dziesigtym dniu prowadzenia
doswiadczenia wykazaty obecno$¢ najprawdopodobniej metyloaminy (sygnat o
przesunieciu 5:1,4 ppm nalezacy do protonéw i przesunieciu 5:34.2 ppm od wegli
zwigzanych z azotem w metyloaminie) i czeSciowo zdegradowanego fancucha
weglowodorowego. Sygnaly o przesunieciu 5:2,2 i 3,6 ppm pochodzace od protonéw
Swiadczyly o obecnosci alkoholi (rys.5.18). W ostatnim dniu badan obserwowano
jedynie zwiekszong ilo$¢ sygnatdw pochodzacych od wegli i protonéw zwigzanych z
grupa metylowg i metylenowg (a+b), jak rowniez sygnaty w widmie 13 NMR w
zakresie ppm 165-180, Swiadczace o obecnosci kwaséw karboksylowych.

Na tej podstawie zaproponowano przypuszczalny mechanizm degradacji chlorku
dodecylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowego (rys.5.20). Proces biodegradaciji

prawdopodobnie rozpoczynat sie w pierwszym etapie rozkladem kationu
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(rozszczepienie wigzania C-N) i utratg wtasciwosci powierzchniowo czynnych, a takze
toksycznych (tab. 5.17b). Powstawata dimetyloamina, ktéra w wyniku N-demetylacji
zostata przeksztatcona w metyloamine i aldehyd mrowkowy. Zwiekszona ilos¢
sygnatow pochodzacych od protonéw i wegli grup metylowych i metylenowych
zwigzanych z  tlenem Swiadczy o utlenianiu tafcucha hydrofobowego
najprawdopodobniej w wyniku oj-oksydacji subterminalnej, polegajacej na utlenieniu
weglowodoru do alkoholi pierwszorzedowych i kwasow karboksylowych.

W drugim etapie metyloamina rozkladana byla do amoniaku i aldehydu
mréwkowego. Odszczepiony w szeregu reakcji formaldehyd utleniany zostat do
mréwczanu przez dehydrogenaze formaldehydowa, a nastepnie mrowczan przy
wspdtudziale dehydrogenazy mréwczanowej ulegat utlenieniu do ditlenku wegla.
Stwierdza sie tak, gdyz w widmie 13 NMR nie zauwaza sie sygnatdw o przesunieciu
195 - 220 ppm pochodzacych od wegli znajdujgcych sie w aldehydzie. Wytworzony
azot amonowy byt zapewne wykorzystywany przez mikroorganizmy i wbhudowany w
biomase jako substancja biogenna. Mozna tak sadzi¢, gdyz w ostatnim dniu badan
procesu biodegradacji stwierdzano obecno$¢ tylko alkoholi (staby sygnat ppm 2,15 w
widmie 'H NMR) i kwasdw karboksylowych (dwa sygnaty w widmie 13 NMR w
zakresie 165-185 ppm), ktdére nie byly toksyczne ani genotoksyczne (tabela 5.17b).
Przedstawione wyniki sg zgodne z danymi uzyskiwanymi przez innych badaczy,
ktorzy stosujac inne techniki pomiarowe jak technike izotopowa 14C lub spektroskopie
IR udowodnili, ze mozliwe jest odigczenie tancucha alkilowego i biologiczne

utlenienie czwartorzedowego azotu amoniowego [92,219].



Degradacja po 19 dniach

Rys. 5.18. Widmo 'H NMR dla chlorku dodecylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowego i w poszczegéinych
etapach biodegradacji

Fig. 5.18. ‘H NMR spectrum for dodecyldimethyl(octyloxymethyl)ammonium chloride in different stages of
biodégradation process
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Rys. 5.19. Widmo 13C NMR dla chlorku dodecyloodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowego i w poszczegélnych etapach
biodegradacji

Fig. 5.19. I3C NMR spectrum for dodecyldimethyl(octyloxymethyl)ammonium chloride in different stages of biodégradation
process
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Rys. 5.20. Przypuszczalny mechanizm biologicznego rozktadu chlorku dodecylodimetylo-
(oktyloksymetylo)amoniowego przez mikroorganizmy osadu czynnego

Fig. 5.20. Hypothetical mechanism of biological decomposition of dodecyldimethyl-
(octyloxymethylammonium chloride

Analiza dla chlorku benzylo(oktyloksymetylo)dimetyloamoniowego

Przeprowadzona analiza widmowa JH NMR dla chlorku benzylo-
(oktyloksylmetylo)dimetyloamoniowego przed procesem biodegradacji pozwolita
wyrozni¢ sygnaty o przesunieciu 5:0,9 ppm pochodzace od protonow grupy metylowej
(@) oraz o przesunieciu 5:1,2 i 1,6 ppm od protonéw grup metylenowych (b,c).
Zidentyfikowano je jako tafncuch alkilowy. Uwidocznity sie tez sygnaly o przesunieciu
5:3,4 i 3,8 ppm pochodzace od protonéw zwigzanych z azotem (e) oraz tlenem (d), a
takze tlenem i azotem (5:4,9) oraz 5:4,8 ppm grupy metylenowej podstawnika
benzylowego. O obecnosci pierscienia benzenowego w czasteczce Swiadczg sygnaty o
przesunieciu 5:7,4, a takze o przesunieciu 5:7,6 pochodzace od protonow pierscienia
(h) (rys.5.21). Analizy widmowe 13T NMR, wykonane przed procesem biodegradacji,
wykazywaty obecno$¢ sygnatdw o przesunieciu 5:14 ppm i 30 ppm, pochodzacych od
wegli grup - CH3 i - CH2 - fancucha weglowodorowego (a,b-g), jak i impulsu
pochodzgcego od wegli zwigzanych z tlenem (h,i), a takze azotem (k-j). Uwidocznity
sie takze cztery sygnaly o przesunieciu 5:128 ppm pochodzace od wegli znajdujgcych
sie w pierscieniu benzenowym i 64 ppm, nalezace do wegli grupy CH2 potaczonej z
benzenem (rys.5.22).

Otrzymane widma protonowe i weglowe roztworéw wodnych w 10 dniu badan
wskazujg brak sygnatéw pochodzacych od protondw (f) i wegli (i,h) zwigzanych z
tlenem i z azotem. Stabo zaznaczy} swojg obecnos$¢ sygnat o przesunieciach 5:7,4 ppm
i 5:128 ppm pochodzacy od protonéw i wegli pierscienia benzenowego, co Swiadczy o
przynajmniej czesSciowej jego biodegradacji. Wykazata swojg obecno$¢ najprawdopo-
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dobniej metyloamina (sygnat o przesunieciu 5:1,4 ppm nalezacy do protonéw i prze-
sunieciu 5:34.2 ppm od wegli zwigzanych z azotem w metyloaminie), a takze
widoczne byly wyrazne sygnaty pochodzace od grup metylowych i metylenowych
fancucha weglowodorowego. W ostatnim dniu badan w roztworach pobiodegradacyj-
nych stwierdzano brak sygnatdw pochodzacych od pierScienia benzenowego, jak
rowniez od protonow i wegli wystepujacych przy azocie, natomiast stwierdzono stabe
sygnaty pochodzace od protondw zwigzanych z tlenem (sygnat o przesunieciu 5:3,65
i 2,15 ppm w widmie 'H NMR) oraz od grup metylowych i metylenowych tancucha
alkilowego, wéwczas gdy nieobecny byt w czasteczce azot. W przypadku widm 13C
NMR stwierdzono, ze zwieksza sie ilos¢ sygnatow wegli alifatycznych, co jest
dowodem na to, ze fancuch hydrofobowy byt ,ciety” przez mikroorganizmy i
utleniany do alkoholi (trudnych do zidentyfikowania). Powstate metabolity nie byty
ani genotoksyczne, ani toksyczne w stosunku do organizméw wodnych (tab. 5.18).

Na podstawie powyzszych analiz zaproponowano przypuszczalny mechanizm
biologicznego rozktadu chlorku benzylo(oktyloksymetylo)dimetyloamoniowego
(rys.5.23). Przyjeto, ze w pierwszym etapie procesu dochodzito do rozerwania wigzan
wystepujagcych pomiedzy azotem amoniowym a grupami metylenowymi taricucha
weglowodorowego oraz pierscienia benzenowego. Mackrell i Walker na podstawie
rozwazan teoretycznych wykazali rowniez, ze pierwszym krokiem w biologicznym
rozktadzie soli dialkilodimetyloamoniowych jest rozszczepienie wigzania C-N [248].
Powstata dimetyloamina zostata przeksztatcona w metyloamine, a nastepnie w azot
amonowy, ktéry byt zapewne wykorzystywany przez komorki przy biosyntezie. Jest to
prawdopodobne, gdyz z doniesien literaturowych [56] wynika, ze powstate produkty
biodegradacji czwartorzedowych soli amoniowych mogg by¢é wykorzystane jako
substrat wzrostowy dla mikroorganizmoéw. Nastepnie pierscien benzenowy znajdujacy
sie w czasteczce chlorku benzylo(oktyloksmetylo)dimetyloamoniowego zostat
zapewne przeksztatcony do produktu posredniego - katechiny. W komdrkach
prokariotycznych nastepuje to przez przylaczenie czasteczki tlenu i utworzenie
nadtlenku, a nastepnie hydratacje do cis-diolu i dehydratacje do katechiny, ktéra
zostaje utleniona przez posrednie produkty do ditlenku wegla i wody [220]. To
przypuszczenie uzasadnia brak w roztworze pobiodegradacyjnym podstawnika
benzenowego. Natomiast faincuch weglowodorowy utleniany byt w wyniku d-
oksydacji do alkoholu pierwszorzedowego. Powstate produkty rozktadu powodowaty
zmianeg odczynu na lekko alkaliczng (tabela 5.18).



Rys. 5.21. Widmo *HNMR dla chlorku benzylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowego i w poszczegélnych etapach biodegradacji
Fig. 5.21. IH NMR spectrum for benzyldimethyl(octyloxymethyl)ammonium chloride in different stages of biodégradation process
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Rys. 5.22. Widmo 13 NMR dla chlorku benzylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowego i w poszczegdlnych etapach biodegradacji
Fig. 5.22.13C NMR spectrum for benzyldimethy(octyloxymethyl)ammonium chloride in different stages of biodégradation process
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Rys. 5.23. Przypuszczalny mechanizm biologicznego rozktadu chlorku benzylo(oktyloksymetylo)-
dimetyloamoniowego przez mikroorganizmy osadu czynnego

Fig. 5.23. Hypothetical mechanism of biological decomposition of benzyl(octyloxymethyl)dimethyl-
ammonium chloride

Analiza dla chlorku I-decylo-3-heksyloksymetylomidazoliowego
Widma 'H NMR wykonane dla chlorku I-decylo-3-heksyloksymetylo-midazolio-

wego pozwolity na przeprowadzenie nastepujgcej interpretacji. W widmie roztworu
przed inkubacjg mozna wyrdzni¢ sygnaty grup - CH3i -CH2 nalezgcych do fancucha
weglowodorowego (a,b+c). Widoczne byly tez sygnaly o przesunieciu jak w
poprzednich zwigzkach pochodzace od protonéw grup metylenowych i metylowych
znajdujacych sie bezposrednio przy atomie azotu (g,e), a takze sygnaty pochodzace od
grup metylowych zwigzanych z tlenem (d,e) oraz obecnych w pierScieniu
imidazoliowym (i-j) (rys.5.25). Analizy widmowe 13 NMR, wykonane przed
procesem biodegradacji, wykazywaty obecnos¢ sygnatéw pochodzacych od wegli
grup -CH3i -CH2 taricucha weglowodorowego (a,b+c) oraz impulsu pochodzacego od
wegli zwigzanych z tlenem, a takze azotem (e). Mozna tez dostrzec sygnaty
pochodzace od wegli znajdujacych sie w pierscieniu imidazoliowym (f-h) oraz wegli
grupy CH2potaczonej z pierscieniem (d) (rys.5.26).
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Analiza widm w trakcie oraz w ostatnim dniu prowadzenia do$wiadczen wykazata
brak sygnatow wegli (f-h) i protonow (h-j) wystepujacych w pierscieniu imidazolio-
wym, zwigzanych z tlenem i azotem (e). Wystepowaty tylko impulsy (a) i (b)
protonéw i wegli zwigzanych z tafcuchem hydrofobowym. Nie stwierdzono, by
koncowe produkty transformacji byty toksyczne lub genotoksyczne (tabela 5.19).

Mechanizm rozktadu mozna przyja¢ jak poprzednio (rys.5.24). Biooksydacja
czasteczki zwigzku rozpoczynata sie najprawdopodobniej od rozkiadu Kkationu
zwigzanego z oderwaniem fancucha hydrofobowego i szybkim utlenienieniem
pierscienia imidazoliowego. Utlenianie czwartorzedowego azotu do amoniaku byto
zwigzane z asymilacjg azotu, ktory byt wykorzystywany przez mikroorganizmy w
odzywianiu azotowym. Nastepnie taricuchy weglowodorowe byly przeksztatcane w
procesie u-oksydacji subterminalnej do alkoholi.
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Rys. 5.24. Przypuszczalny mechanizm biologicznego rozktadu chlorku I-decylo-3-heksyloksy-
metylomidazoliowego przez mikroorganizmy osadu czynnego

Fig. 5.24. Hypothetical mechanism of biological decomposition of I-decyl-3-hexyloxy-
methylimidazolium chloride



Rys. 5.25. Widmo 'H NMR dla chlorku I-decylo-3-heksylooksymetylomidazoliowego i w poszczeg6lnych etapach biodegradacji
Fig. 5.25. 'H NMR spectrum for I-decyl-3-hexyloxymethylimidazolium chloride in different stages of biodégradation process
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Rys. 5.26. Widmo 13C NMR dla chlorku I-decylo-3-heksylooksymetylomidazoliowego i w poszczegolnych etapach biodegradacji
Fig. 5.26. 13C NMR spectrum for I-decyl-3-hexyloxymethylimidazolium chloride in different stages of biodégradation process
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Analiza dla chlorku I-decylo-3- cykloheksyloksymetyloimidazoliowego

Dla widma 'H NMR i 1 NMR wykonanego dla chlorku 1-decylo-3-
cykloheksyloksymetyloimidazoliowego przed biodegradacja mozna wyrézni¢ podobne
jak uprzednio impulsy i dodatkowo sygnaty pochodzace od protonéw i wegli
znajdujacych sie w pierscieniu cykloheksanu (a,b) (rys.5.28 i 5.29).

Zastgpienie jednego z tancuchéw alkilowych cykloheksanem nie wptyneto
zasadniczo na przebieg procesu biodegradacji zwigzku. Rozktad cyloheksanu nastgpit
zapewne w wyniku oo- oksydacji subterminalnej, jak sugeruja inni autorzy [106,220].

Na podstawie otrzymanych widm mozna stwierdzi¢, ze mechanizm rozktadu
chlorku I-decylo-3-cykloheksyloksymetyloimidazoliowego byt taki sam jak dla
poprzedniego preparatu, gdyz i tu w ostatnim dniu procesu w roztworach
pobiodegradacyjnych stwierdzono obecnos$¢ jedynie alkoholi, ktére nie wykazywaty
toksycznosci w stosunku do reprezentantow biocenozy wodnej ani genotoksycznosci
(tabela 5.19).

CH,
r m " O S - H- f- H*CcH,(CH,),CHOH . CO,* H,0 * biomas.
CKJOy|CHj CQ!+H2 +biomasa
§H§ CH,
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CH3 n H
HCHO HCHO
HjO +C02 Hjo+ co2

Rys. 5.27. Przypuszczalny mechanizm biologicznego rozktadu chlorku I-decylo-3-cykloheksylo-
ksymetylomidazoliowego przez mikroorganizmy osadu czynnego

Fig. 5.27. Hypothetical mechanism ofbiological decomposition of I-decyl-3-cyclohexyloxymethyl-
imidazolium chloride
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Rys. 5.28. Widmo ‘HNWR da chlorku I-decylo-3-cykloheksyloksymetylomidazoliowego i w poszczegolnych etapach biodegradacji

Fig. 5.28. ‘HNWR spectrum  for I-decyl-3-cyclohexyloxymethylimidazolium  chloride i different stages of biodégradation process
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Na podstawie analizy spektralnej widm 'H NMR i I13C NMR dla wszystkich
reprezentatywnych zwigzkéw poszczeg6lnych grup  czwartorzedowych  soli
amoniowych stwierdzono, ze biodegradacja badanych preparatéw zwigzana byta z
utratg ich wiasciwosci powierzchniowo czynnych i taczyta sie z rozktadem czasteczki
w miejscu przytgczenia tafncucha hydrofobowego do atomu azotu. Potwierdzeniem
tego byt brak reakcji barwnej z biekitem disulfinowym. Nastepnie, w wyniku
mikrobiologicznej degradacji taricucha alkilowego, powstawaty posrednie produkty
utlenienia (alkohole, trudne do zidentyfikowania), ktére w czasie badan nie ulegaty
dalszej biodegradacji lub alkohole i kwas karboksylowy (w wyniku w-oksydacji
subterminalnej taricucha hydrofobowego chlorku dodecylodimetylo(oktyloksymetylo)-
amoniowego). Przypuszczalnie powstajgca rownoczesnie z rozktadem dimetyloamina
ulegta dalszemu utlenieniu do amoniaku, ktory byt wykorzystywany przez
mikroorganizmy i wbudowany w biomase jako substancja biogenna. Sadzi¢ tak
mozna, gdyz w widmach 'HNMR i I3C NMR wykonanych dla skfadnikow po
biodegradacji nie stwierdzono obecnosci protonéw ani wegli zwigzanych z azotem
(rys.5.18,5.19,5.21,5.22,5.25,5.26,5.28,5.29), jak rowniez na podstawie wykonanych
widm N NMR, w ktérych nie wykazano obecnosci atomu azotu w roztworach
pobiodegradacyjnych [77]. W przypadku obecnosci w czasteczce pierscienia
benzenowego badz imidazoliowego lub cykloheksanu [87] zachodzito utlenianie ich
do ditlenku wegla i wody. Mozna to wnioskowa¢ na podstawie tego, ze w koricowym
etapie badan biodegradacji nie stwierdzano obecnosci w roztworze pierscieni
aromatycznych ani cyklicznych. Wyniki te sg potwierdzeniem rezultatow Nielsena i
in. [158], ktorzy stwierdzili wykorzystujgc technike izotopowg 1C, ze w procesie
biodegradacji drogi przemian wegla pochodzacego czy to z taricucha alkilowego, czy
pierscienia aromatycznego sg identyczne: 62% zostaje utlenione do COz2, 28-30% jest
asymilowane i przechodzi w biomase, 8-10% pozostaje rozpuszczone w roztworze.

5.4. Ocena ryzyka zagrozenia wod czwartorzedowymi chlorkami
amoniowymi

5.4.1. Oszacowanie ryzyka wedtug Schoberla

CNWR spectrum  for 1-decyl-3-cyclohexyloxymethylimidazolium  chloride n different stages d biodégradation process

Metoda ta opiera sie na wyznaczeniu przewidywanego stezenia substancji w
wodzie (PEC) oraz stezenia (PNEC), ktdre nie bedzie wywotywato ujemnych skutkow

Rys. 5.29. Widmo CNWR da chlorku I-decylo-3-cykloheksyloksymetylomidazoliowego i w poszczegblnych etapach biodegradacji

Fig. 5.29.

wzgledem najwazniejszych przedstawicieli biocenozy wod: bakterii, glondw,

skorupiakéw i ryb.
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Oszacowanie zagrozenia CSA przeprowadzono dla rzeki Ktodnicy przeptywajacej
przez miasto Gliwice, usytuowane na Slasku.

Przewidywane stezenie czwartorzedowych soli amoniowych w Sciekach miejskich

w Gliwicach

Ca=-~—mg/dm3 (5.1)

gdzie: C& - stezenie CSA w Sciekach doplywajacych na oczyszczalnie $ciekow
(mg/dm3), X - konsumpcja CSA w ciggu roku na danym terenie (mg/d), Y - liczba
mieszkancoéw na danym terenie, korzystajacych z ustug w zakresie odprowadzania
Sciekow, Q - dobowa ilos¢ Sciekdw przypadajaca na mieszkanca (dm3Md).

Z informacji uzyskanej od firmy Brenntag [13], dystrybujacej CSA na Slask,
wynika, ze zapotrzebowanie na te $rodki w Gliwicach w ciggu roku wynosi 12,5 t,
czyli na dzien przypada 34,25 kg. Liczba mieszkaricow korzystajgcych z ustug w
zakresie odprowadzania $ciekow w Gliwicach wynosi 206 tysiecy, a ilo$¢ produkowa-
nych $ciekw w tym miescie wynosi 160 dm3Md [167].

Stad

34,510 _ ,
20610 M x\60dm /dM & v '’

Z przeprowadzonych badan [77] podatnosci na biodegradacje chlorkéw: alkilo
(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych, benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych i
alkilometyloimidazoliowych w warunkach symulujgcych prace oczyszczalni $ciekow
z osadem czynnym wynika, ze sg one rozktadalne w 99 + 0,8%. Wobec tego nalezy sie
spodziewaé, ze ilos¢ ich w $ciekach odptywajgcych z oczyszczalni bedzie wynosic¢
0,01 mg/dm3.

W celu oszacowania przewidywanego stezenia czwartorzedowych soli amonio-
wych w rzece Klodnicy ponizej zrzutu $ciek6w z oczyszczalni w Gliwicach positko-
wano sie bilansem tadunkéw zanieczyszczen. W rozwazaniach teoretycznych zatozo-
no, ze w przekroju koryta przed zrzutem $ciekdw nie wykrywano obecnosci CSA.
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Legenda
Q,, - przeptyw rzeki [mi/s] sO stezenie CSA w rzece przed zrzutem $ciekéw [mg/dm3)

Q* - przeplyw Sciekow [m3s] Scsa - stezenie CSA w $ciekach doptywajacych do rzeki [mg/dm3]

SpEc - przewidywane stezenie CSA w rzece po zrzucie $ciekéw [mg/dm3)]

Rys. 5.30. Bilans tadunkéw CSA w rzece
Fig. 5.30. Balance of load of QAS in river

Qrz* 0+ Q& *S csa = (Qra+ Q«)* S pec (5'3)
ztego
Spg-a»*”™ mg/dm3 (5.4)
Qn+Qu

Do obliczen wzieto dane:
Sredni niski przeptyw Kiodnicy z lat 1954-2000 wystepujacy z 90% prawdo-

podobienstwem [168,169], SNQ = 3,33 m3s.
Przeptyw Sciekdw z Centralnej Oczyszczalni w Gliwicach Q&= 51000 m3d =
0,59 m3s.
Stezenie CSA w $ciekach wptywajacych do Ktodnicy, S csa=0,01 mg/dm3.
Woabec powyzszego
S pec = Itg/ dm
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Obliczanie stezenia, przy ktorym w wodzie nie oczekuje si¢ zadnych negatywnych
odziatywan badanych substancji na organizmy zywe

Do wyliczenia tego stezenia wykorzystuje sie najmniejszg wartos¢ LC(EC)(IC)D
uzyskang z badan ostrej toksycznosci dla kazdego zwiazku (tabela 5.6a-5.6e), ktérg
sie dzieli przez wspotczynnik bezpieczenstwa 100 [165]. Poniewaz iloraz PEC/PNEC
jest wiekszy od jednosci (rys.5.31), to substancje te stanowig potencjalne zagrozenie
dla srodowiska wodnego.

Rys. 5.31. Ocena ryzyka dla $rodowiska wodnego, zwigzanego ze stosowania chlorkéw:
(alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowych, benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych
i imidazoliowych

Fig. 5.31. Assessment of risk connected with application of I(alkoxymethyl)alky-
dimethylammonium, benzyl(alkoxymethyl)dimethylammonium and
imidazolium chlorides
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5.4.2. Oszacowanie ryzyka wedtug Bartza

Ocene przeprowadzono dla chlorkéw: (alkoksymetylo)alkilodimetylo-amonio-
wych, benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych i imidazoliowych w oparciu o
klasyfikacje zagrozenn wodnych zwigzkami chemicznymi, zamieszczong w
Niemieckiej Ustawie Ochraniajacej Wody [4]. Do wyliczenia liczby ryzyka wodnego
wykorzystano wyniki badan toksycznosci wykonanych na rybach i bakteriach (tabela
5.6a-5.6e) oraz na ssakach (dane literaturowe).

Liczba ryzyka wodnego WGz= + p (5.6)

Uzyskane wyniki toksycznosci LCso dla ryb Lebistes reticulatus dla wszystkich
badanych chlorkéw miescity sie w zakresie 1-100 mg/dms3 (tabela 5.6 a-5.6e), wobec
czego warto$¢ Zb bedzie w zakresie 4-5,9 (tabela 2.2). Dla bakterii Vibrio jischeri
wartosci  ECso dla wszystkich badanych zwigzkéw z wyjatkiem A-2 sg ponizej
1mg/dms (tabela 5.6a-5.6.€), dlatego tez przyjmuje sie wartos¢ Zcjako 6 (tabela 2.2).
Poniewaz z danych literaturowych wynika [151-153], ze wyznaczone w badaniach na
szczurach LDso dla badanych chlorkéw byto w zakresie 281 - 1450 mg/dm3, wiec
mozna im przypisac¢ cyfre Za=3.

Wobec powyzszego WGZ = 3+"+— =43 lub WGZ = - +6+59 = 4,96 (5.7)

Liczby te sg przyporzadkowane wspdtczynnikowi ryzyka wodnego WGK 2
Wykazano [79], ze badane zwigzki nie sg wysoko podatne na biodegradacje wedtug
wytycznej OECD 301E [166] (to znaczy, ze w procesie prowadzonym przez nieliczne,
nie zaadaptowane do ich rozktadu mikroorganizmy, nie sg rozkladane wiecej niz
70%). Ulegajg jednak biodegradacji w tescie potwierdzajgcym wedtug wytycznej
OECD 303A [76-79] i tescie ,rzecznym”, prowadzonym przez mikroorganizmy
zaadaptowane do rozkiadu tych zwigzkdw (tab.5.20). Zatem nie zastosowano
zaostrzenia kryterium i wspotczynnik ryzyka wodnego ustalono na poziomie WGK=2.
Otrzymany wspoétczynnik ryzyka wodnego WGK 2 (tabela 2.3) wskazuje, ze badane
czwartorzedowe sole amoniowe sg zagrozeniem dla wod.

Ze wzgledu na istniejgce zagrozenie ekosystemu wodnego czwartorzedowymi
solami amoniowymi wskazane byto wyznaczenie ich bezpiecznych stezeh dla wod
powierzchniowych.
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5.4.3. Wyznaczanie bezpiecznych stezen czwartorzedowych chlorkéw
amoniowych w wodach powierzchniowych

Poniewaz brak jest mozliwos$ci prowadzenia badarn dla wszystkich przedstawicieli
poziomdw troficznych w ekosystemach, zastosowano ekstrapolacje danych z testo-
wych badan laboratoryjnych na biocenozg zasiedlajaca ekosystemy wodne.
Ekstrapolacja zostata wprowadzona celem wyznaczenia stezen bezpiecznych
badanych zwigzkéw dla $rodowiska wodnego. W$réd metod ekstrapolacji
najliczniejsza grupe stanowig empiryczne modele statystyczne, ktére okreslajg nam
wplyw toksykanta na gatunki nie poddawane testom, z bazy danych toksycznosci
uzyskanej dla innych gatunkéw organizmoéw [137].

Do wyznaczenia stezen bezpiecznych czwartorzedowych chlorkéw amoniowych
dla ekosystemu wodnego zastosowano ekstrapolacje wynikéw LC50,EC5o,ICs0
przedstawionych w tabelach 5.6a-5.6e wedtug empirycznego modelu statystycznego
[273]. W metodzie tej danymi wyjsciowymi do obliczen stezeri bezpiecznych sg
wartosci In(LC/EC/ICH). Metoda ma te przewage nad dotychczas stosowanymi, ze
opuszczajac w niej zatozenie o normalnosci czy logistycznosci rozktadu rozszerza
przedzial, w ktérym powinny sie znalez¢ wartosci LC(EC)®0 dla 1-5 frakcji gatunkow.
Zak}adano jak najmniej o postaci rozktadu tych wartosci posrod gatunkéw zyjacych w
Srodowisku. Zatozono tylko, ze dla danego rozktadu istnieje warto$¢ przecietna x i
wariancja S2 (w praktyce zawsze jest to spetnione).

Do obliczen zastosowano nieréwno$¢ Czebyszewa [171], ktdra zaklada, ze dla
kazdej dodatniej liczby rzeczywistej k zachodzi,
k> 1

P(/x-x/>k-S)<-j (5.8)
gdzie: S - odchylenie standardowe zmiennej x, X - $rednia arytmetyczna,

wiec
P (lIn(LC/EC/ICK) -x/>k-S) <k\ (5.9)

przeksztatcajgc

P (In(LC/EC/ICE))<x-k-S) <A (5.10)
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przyjmujac, k =--=, 0<8<1

otrzymamy

P (n(LC/ECNCH <x 1 <8 (5.11)

tzn. prawdopodobienstwo przyjecia przez zmienng losowg In(LC/EC/ICH) wartosci

c
mniejszej od X - nie przekracza 8. Jezeli znane sg X i S i wybrane zostanie 8, to

mozna zdefiniowa¢ liczbe InCg (logarytmiczne stezenie niebezpieczne dla 8 frakcji
gatunkdw) jako:

InC5 = x --j= (5.12)

Jako nieznane parametryx iS przyjeto ich estymatory probkowe, tj. odpowiednio
Srednig z préby i probkowe odchylenie standardowe Sm
Przeksztatcajgc rownanie otrzymano:
Cs=exp(xm-k 8J (5.13)
gdzie

X - In (LC/EC/IC50) i-tego gatunku,

x m- $rednia arytmetyczna X,

Sm- prébkowe odchylenie standardowe X,

Cg- stezenie niebezpieczne dla 8 frakcji gatunkéw,

8 - frakcja gatunkow w Srodowisku, ktérych LC/EC/IC50 moze by¢ nizsze od C;
przyjeto 8 = 0,05.
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Tabela 5.21
Wartosci stezen bezpiecznych badanych chlorkéw dla ekosystemu wodnego
metodg ekstrapolacji dla 95% gatunkdéw chronionych
Chlorki  x|r z In ECso lub Cs
IC50 lub LCs0 Sm In(Ci) [Hg/dm3

A-l -1,912 1,857 - 10,221 0,036
A-2 - 0,500 1,380 - 6,672 12
A-3 - 0,832 1,022 - 5,403 4,5
A-4 - 1,468 1,720 - 9,163 01
B-I -0,911 3,728 - 17,582 2,3'10'5
B-2 - 1,287 2,837 - 13,976 8,5 104
B-3 - 1,425 1,940 - 10,101 4,1 10"
11 -1,210 2,291 - 11,457 1,0610*
1-2 - 1,420 1,989 - 10,318 3,3 102
13 - 1,593 2,249 - 11,655 8,7'10'3

Stosujgc test Shapiro-Wilka [61] na poziomie istotnosci a = 0,05, wykazano, ze
rozktad zmiennych In(LC50,EC50,1C50) dla wszystkich badanych zwigzkéw nie jest ani
normalny, ani logistyczny.

Najnizsze wartosci stezen bezpiecznych uzyskano dla chlorkdw benzylo-
(alkoksymetylo)dimetyloamoniowych, co czyni je najbardziej niebezpieczne dla
Srodowiska wodnego ws$rod badanych grup (tab.5.21). Réwniez w oddziatywaniu na
roslinno$¢ glebowq wiasnie te preparaty byly najbardziej fitotoksyczne. Poniewaz
wykazano réwniez, ze chlorki (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowe sg bardziej
przydatne jako $rodki grzybobdjcze [232], w zwigzku z tym chlorki
benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowe powinny by¢ wykluczone z mozliwosci
wprowadzenia do obrotu handlowego, tym bardziej ze w Europie Zachodniej zaznacza
sie spadek zuzycia tego typu zwigzkow [6].

Wyznaczone stezenia (z wyjatkiem preparatu A-3) sg od 5 do 1000 razy nizsze od
tych, ktére wykryto w rzekach Francji i Holandii [199,254], oraz od przewidywanego
stezenia, ktére moze sie pojawi¢ w rzece Kiodnicy. Przypuszcza sie wiec, ze ze
wszystkich ~ przebadanych zwigzkéw  jedynie  preparat  A-3 (chlorek
dodecylodimetylo(nonyloksymetylo)amoniowy) nie powinien powodowa¢ zagrozenia
dla biocenozy wodnej. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze wyznaczone wartosci stezen

m

bezpiecznych wedtug Zateskiej-Radziwitt [273] réznig sie od wartosci PNEC
oszacowanych za pomocg wspotczynnikéw bezpieczenstwa. Metoda wspotczynnikow
bezpieczenstwa jest metodg prosta, pozwalajacg jedynie wstepnie oszacowac
ewentualne zagrozenie. Natomiast metody ekstrapolacji, biorgce pod uwage ilos¢
gatunkéw zasiedlajagcych Srodowisko, a takze prawdopodobienstwo przeszacowania
wartosci stezenia bezpiecznego, pozwalajg na uzyskiwanie bardziej wiarygodnych
wynikow. Z pewnoscig metody te nie sg doskonale, jednak pozwalajg na ocene
zagrozen srodowiska i stwarzajg mozliwosci przeciwdziatania zagrozeniom.



6. PODSUMOWANIE

Potencjalne zagrozenie wod naturalnych czwartorzedowymi solami amoniowymi
(nalezacymi do kationowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych) wynika z
powszechosci ich wystepowania i réznorodnej mozliwosci przedostawania sie do
zbiornikow wodnych wraz z opadami lub sptywami obszarowymi, albo wskutek
doprowadzenia $ciek6w. Z wprowadzonymi zanieczyszczeniami kontakt majg
wszystkie zyjgce w tym systemie organizmy, a takze cztowiek, ktory ujmuje te wody,
wykorzystujgc je do picia. Poniewaz w naszym kraju nie monitoruje sie obecnosci
kationowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych ani w $ciekach, ani w wodach
powierzchniowych, a wedtug Dyrektywy 76/464/EEC mozna je uzna¢ za zwiagzKi
niebezpieczne, wydato sie uzasadnione podjecie badan oceny potencjalnego
zagrozenia CSA Srodowiska wodnego.

W zakres prowadzonych badan wchodzity eksperymenty laboratoryjne, majgce na
celu okreslenie podatnosci na rozktad biologiczny w tescie rzecznym wybranych grup
CSA, okreslenie ich toksycznosci na podstawowych organizmach wskaznikowych
ogniwa troficznego (glony, skorupiaki, ryby i bakterie) oraz wyznaczenie
bezpiecznych stezen badanych substancji dla biocenozy wodnej, dzieki zastosowaniu
empirycznego modelu statystycznego.

Do badan wytypowano nowg generacje czwartorzedowych soli amoniowych,
charakteryzujacych sie wiasciwosciami aplikacyjnymi i r6zng strukturg molekuty.
Byly to chlorki: alkilo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowe, benzylo(alkoksymetylo)-
dimetyloamoniowe, l-alkilo-3-metyloimidazoliowe.

Na podstawie wynikow jednogatunkowych testéw toksykologicznych ostrych
wyznaczono wartosci stezen letalnych, inhibicyjnych i efektywnych LC(IC)(EC) i
opierajac sie na kryteriach Unii Europejskiej dokonano wstepnej oceny szkodliwosci
badanych zwigzkdéw dla bioindykatoréw. Stwierdzono, ze wszystkie badane
czwartorzedowe chlorki amoniowe mozna zaliczy¢ do substancji silnie toksycznych,
jednakze oddziatywanie poszczegdlnych zwigzkéw byto odmienne. Zastgpienie
jednego tancucha alkilowego grupag benzylowg powodowato kilku- do kilkunasto-
krotny wzrost toksycznosci zwigzku w zaleznosci od badanego organizmu, natomiast
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wzrost ilosci wegli w tancuchu obnizat whasciwosci toksyczne preparatéw. Zamiana
podstawnika heksylowego na cykloheksylowy nie miala znaczacego wplywu na
oddziatywanie na organizmy wodne. Ponadto otrzymane wartosci EC5 w tescie na
rozwielitkach dla badanych zwigzkéw byty prawie 50-krotnie wyzsze, niz uzykano dla
tego gatunku w wyniku dziatania kationowych surfaktantéw uzywanych przez firme
Lonza z USA w $rodkach ochrony drewna. W zwigzku z tym badane preparaty mozna
uznac za bezpieczniejsze dla Srodowiska od aktualnie stosowanych.

Badania wykazaly rowniez zmienne oddziatywanie CSA na poszczeg6lne
organizmy - przedstawicieli tancucha pokarmowego ekosystemu. Najmniej wrazliwe
w stosunku do tych zwigzkéw byly ryby. Natomiast najbardziej wrazliwe ogniwo w
fancuchu troficznym stanowili producenci (glony Selenastrum capricornutum).
Statystyczna ocena istotno$ci roznic wartosci I1C5o dla tych glonéw z zastosowaniem
testu t-Studenta (poziom ufnoSci 95%) wykazata, ze rdznice pomiedzy tymi
warto$ciami sg wieksze niz wynikajace z bledu analizy. Zatem przebadane zwigzki
mozna utozy¢ w szereg malejagcej toksycznosci w stosunku do glonéw Selenastrum
capricornutum jak ponizej:

B-1,B-2il-3>A-I>B-3iA-4>1-1>1-2>A-2>A-3

Ze wzgledu na to, Ze sg to organizmy najnizszego poziomu troficznego, w
sytuacjach awaryjnych, w wyniku przekroczenia stezenn bezpiecznych CSA, moze
doj$¢ do eliminacji pewnych gatunkow istotnych dla poszczeg6lnych ogniw tancucha
troficznego. Z tego wzgledu nalezatloby monitorowaé te zwigzki w odptywach z
oczyszczalni Sciekéw. Poréwnanie toksycznych efektéw badanych zwigzkéw w
oparciu o biotesty z wykorzystaniem réznych organizméw wykazaty stabg lub brak
korelacji przy porownaniach pomiedzy testami. Sugeruja one, ze badania toksycznosci
w odniesieniu do CSA prowadzone powinny by¢ z uzyciem przedstawicieli
wszystkich ogniw tancucha pokarmowego.

Do badan wigczono takze ro$liny, ktore nalezagc do grupy producentéw w
fancuchu troficznym spetniajg niebagatelng role w ekosystemie glebowym. W pracy
wykazano, ze badane zwigzki oddziatywaty w réznym stopniu na rosline dwuliscienng
Sinapis alba i jednoliscienng Hordeum sativum. Sinapis alba okazata si¢ bardziej
wrazliwa na dziatanie badanych chlorkéw niz jeczmien. Oddziatywanie chlorkow
amoniowych na roéliny uzaleznione byto nie tylko od przynalezno$ci gatunkowych
testowanych organizmoéw, ale réwniez od struktury badanych zwigzkéw. Najmniej
toksyczne dla roslin okazaty sie chlorki (alkoksymetylo)alkilodimetyloamoniowe.
Natomiast obecno$¢ podstawnika benzenowego w czasteczce zwigzkéw powodowata
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zwiekszenie dziatania toksycznego chlorkéw amoniowych na korzen i todyge Sinapis
alba oraz Hordeum sativum. RoOwniez obecno$¢ siarki w podstawniku alkilowym
powodowata wzrost toksycznosci zwigzku. Poniewaz jednak wyznaczona warto$¢
stezenia ICH0 dla jeczmienia jest znacznie wyzsza niz wystepujacego w srodowisku,
wiec badane zwigzki moga stanowi¢ zagrozenie dla roslin uprawnych jedynie w
przypadku katastrofy ekologicznej

Test rzeczny, podczas ktorego badano rozktad czwartorzedowych chlorkow
amoniowych z podstawnikiem alkoksymetylowym lub alkilometylowym, wykazat, ze
poszczegoblne preparaty zanikaty w wodzie w roznym okresie czasu. Z wyliczonych
statych  kinetycznych szybkosci reakcji wynika, ze najszybciej ulegaja
biochemicznemu rozktadowi chlorki alkilo- i benzylo- (alkoksymetylo)dimetylo
amoniowe. Wyniki sugerujg takze, ze wraz ze wzrostem ilosci wegli w taricuchu
alkilowym szybkos$¢ biodegradacji maleje. Wyliczone state szybkos$ci reakcji sa
znacznie wyzsze od statych podanych dla preparatéw stosowanych w $rodkach
zmiekczajacych przez firme Procter & Gamble, co czyni badane substancje
konkurencyjnymi w stosunku do powszechnie stosowanych zmiekczaczy. Wyniki
testu pozwolity na wyznaczenie dla poszczeg6lnych substancji czasu potrozpadu, czyli
50% zaniku badanych zwigzkéw w stosunku do stezenia poczatkowego. Czas
potowicznego rozktadu wahat sie od 0,5 do 1,6 doby w zaleznosSci od badanego
zwigzku. Otrzymane dane wskazujg, ze wszystkie badane preparaty sg biologicznie
rozktadalne w $rodowisku wodnym. Niezaleznie od szybkosci, mechanizm rozktadu
$ledzony przy wykorzystaniu analizy spektralnej '"H NMR i 13 NMR byt taki sam.
W pierwszym etapie biodegradacji badanych preparatéw nastepowat rozkiad
czasteczki w miejscu przytaczenia taincucha hydrofobowego do atomu azotu. taczyto
sie to z utratg ich wiasciwosci powierzchniowo czynnych. Powstajgca réwnoczesnie z
rozktadem dimetyloamina ulegata dalszemu utlenieniu do azotu amonowego, ktory byt
wykorzystywany przez mikroorganizmy i wbudowany w biomase jako substancja
biogenna. Nastepnie, w wyniku mikrobiologicznej degradacji faincucha alkilowego,
powstawaly posrednie produkty utlenienia (alkohole), ktére w okresie prowadzenia
badan nie ulegaly dalszej biodegradacji. W przypadku obecnosci w czasteczce
pierscienia benzenowego, imidazoliowego lub cykloheksanu zachodzito zapewne
utlenianie ich do ditlenku wegla i wody, gdyz w koncowym etapie badan
biodegradacji nie stwierdzano obecnosci w roztworze pierscieni aromatycznych ani
cyklicznych.

Wykorzystujgc wyniki badar z testdw toksycznosci oraz biodegradacji, oceniono
ryzyko zagrozenia wod powierzchniowych czwartorzedowymi chlorkami amoniowy-
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mi z podstawnikiem alkoksymetylowym i alkilotiometylowym. Wykazano, ze zwiazki
te stanowig zagrozenie dla wod. Dlatego tez wyznaczono stezenia bezpieczne
badanych zwigzkow dla biocenoz przy zastosowaniu empirycznego modelu
statystycznego. W modelu tym zastosowano ekstrapolacje danych z testowych badan
laboratoryjnych na biocenoze zasiedlajgcg ekosystemy wodne. Najbardziej
niebezpieczne ws$rod badanych grup dla S$rodowiska wodnego, a takze w
oddziatywaniu na roslinnos¢ glebowa byty chlorki benzylo(alkoksymetylo)dimetylo
amoniowe. Z tego powodu nalezatoby zmierza¢ do wyeliminowania tych zwigzkdw
juz na etapie projektowania wyrobu i zastgpienia mniej szkodliwymi chlorkami
alkilo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowymi i imidazoliowymi, tym bardziej ze te dwie
ostatnie grupy maja lepsze wihasciwosci aplikacyjne, tj. zmiekczajace, dezynfekcyjne,
grzybobojcze i antystatyczne.

Testy toksycznosci i genotoksycznosci dla znajdujacych sie w roztworach
wodnych posrednich i koncowych produktow rozktadu badanych zwigzkéw wykazaty,
ze metabolity te nie posiadajg whasciwosci toksycznych w stosunku do zadnego z
organizmow testowych oraz rowniez genotoksycznych dla cztowieka. Znaczytoby to,
ze nawet obecno$¢ tych zwigzkéw w wodzie naturalnej i jej konsumpcja przez
cztowieka (w Polsce wiekszos¢ wod uzdatnianych dla celéw pitnych pochodzi z wéd
powierzchniowych) nie spowoduje zagrozenia jego zdrowia w aspekcie mozliwosci
oddziatywan kancerogennych.

Kierunki dalszych badan

1. Najwyzsze dopuszczalne stezenia substancji lub pierwiastkow toksycznych
opracowywane sg na podstawie testow na pojedynczych organizmach. Wyniki tych
testow jednak nie informujg o ztozonych procesach zachodzacych w ekosystemach,
miedzy innymi o migracji zwigzkéw szkodliwych w tancuchu pokarmowym,
zmianach w strukturze i funkcjonowaniu biocenoz. W zwigzku z tym uzyskane w
pracy wyniki badan toksykologicznych beda stanowity podstawe do dalszych
badan w ztozonych systemach - mezosystemach (mesocosms), prowadzonych na
poziomie zespotdw organizméw. Ogromng zaletg tego systemu jest prowadzenie
badan na naturalnych zespotach organizméw wodnych, przy jednoczesnej
mozliwosci introdukcji roznorodnych gatunkéw.

2. Planuje sie rozszerzenie oceny zagrozenia $rodowiska czwartorzedowymi
chlorkami amoniowymi do innego sktadnika biosfery - gleby.
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3. Powszechnos$¢ stosowania czwartorzedowych soli amoniowych przyczynia sie do
ich obecnosci w S$ciekach i osadach S$ciekowych. Konieczne wiec bedzie
prowadzenie dalszych badan oceniajagcych oddziatywanie tych zwigzkéw na proces
biologicznego oczyszczania $ciekow i fermentacji metanowej osadéw Sciekowych,
a takze sprawdzenie ich persystencji w srodowisku $ciekowym.

7. WNIOSKI

Ocena ryzyka zwiagzanego z obecnoscig czwartorzedowych chlorkéw

amoniowych z podstawnikiem alkoksy- i alkilotiometyloamoniowym w
Srodowisku wodnym wykazata, ze zwiazki te stanowig zagrozenie dla wdd.
Wyznaczone stezenia bezpieczne (z wyjatkiem chlorku

dodecylodimetylo(nonyloksymetylo)amoniowego) sg znacznie nizsze od
szacowanej wartosci  wystepujacej w  Srodowisku, co powinno by¢
uwzglednione przy normowaniu maksymalnych dopuszczalnych stezeri tych
zwigzkéw w wodach powierzchniowych.

. Wykazano, ze zarébwno o szybkosci rozktadu biologicznego, jak roéwniez o

odmiennosci oddziatywania na biocenoze wodng i roslinno$¢ glebowg
decydowata struktura zwigzku, a szczegdlnie takie jej elementy, jak: dtugos¢
fancuchdéw weglowodorowych, obecno$¢ pierscieni aromatycznych lub
cyklicznych oraz atomow siarki badz tlenu w podstawniku alkilowym.

. Najbardziej niebezpieczne dla Srodowiska wodnego, a takze w oddziatywaniu

na rodlinnos¢  glebowa wsérdéd  badanych  grup, byly  chlorki
benzylo(alkoksymetylo)dimetyloamoniowe.  Stwierdzono przy tym, ze
wydtuzenie fancucha alkilowego obnizato wiasciwosci toksyczne preparatow.

. Zroznicowanie toksycznego oddziatywania na ro$liny jednoliscienne i

dwuliscienne wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania analizowanych $rodkéw
jako herbicydow.

Badane struktury z ukfadem alifatycznym i heterocyklicznym wykazaty
odmienne dziatanie na przedstawicieli tafcucha pokarmowego ekosystemu
wodnego. Najbardziej wrazliwe ogniwo w tancuchu troficznym stanowili
producenci (glony Selenastrum capricornutum). Przebadane zwigzki mozna
utozy¢ w szereg malejgcej toksycznosci w stosunku do tych organizmdw jak
ponizej:

B-1,B-2il-3>A-1>B-3iA-4>1-1>1-2> A-2>A-3
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10.

11.

Udowodniono, ze wszystkie preparaty sg biologicznie rozktadalne w
Srodowisku wodnym. Szybko$¢ procesu determinowana byla strukturg
chemiczng badanych chlorkéw. Wzrost ilosci wegli w taricuchu alifatycznym,
jak réwniez zastgpienie jednego ‘taricucha alkilowego cykloheksanem
zmniejszato szybkos¢ biodegradacji.

Najszybciej degradowane byty chlorki: benzylodimetylo(decyloksymetylo)- i
dodecylodimetylo(oktyloksymetylo)amoniowy. Woyliczone state szybkosci
reakcji dla tych chlorkow sg znacznie wyzsze od uzyskanych dla preparatow
stosowanych w S$rodkach zmiekczajacych przez firme Procter & Gamble
Company.

w  badaniach

Wykorzystanie biodegradacji magnetycznego

jadrowego umozliwito przedstawienie mechanizmu biologicznego rozkladu

rezonansu

badanych grup chlorkéw oraz zidentyfikowanie powstatych metabolitow.
Przeprowadzone testy genotoksycznosci nie wykazalty genotoksycznego
dziatania samych preparatébw w stezeniach, w ktérych wystepujg w wodach
naturalnych, ani tez ich produktéw biologicznego rozktadu.

Sposréd  przebadanych  czwartorzedowych soli  amoniowych, chlorek
dodecylodimetylo(nonyloksymetylo)amoniowy mozna wuznaé za zwigzek
stwarzajacy najmniejsze ryzyko dla Srodowiska. Otrzymane warto$ci w testach
toksycznosci oraz wyznaczony czas potowicznego zaniku w S$rodowisku
wodnym dla tego chlorku czynig go konkurencyjnym wzgledem preparatow
znajdujacych sie w obrocie handlowym.

Uzyskane w badaniach dane stanowig cenne wskazowki dla producentéw tej
grupy zwigzkéw w tworzeniu preparatdw uzytecznych, a zarazem jak
najbardziej bezpiecznych dla Srodowiska. Moga stanowi¢ narzedzie selekcji i
wycofywania juz stosowanych produktow oraz dawac¢ impuls do poszukiwania

nowych zwigzkéw o mniejszym stopniu ryzyka.
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OCENA ODDZIALYWANIA CZWARTORZEDOWYCH SOLI
AMONIOWYCH NA SRODOWISKO WODNE

Streszczenie

Zgodnie z wprowadzanymi w ciggu ostatnich pieciu lat rozporzadzeniami,
stuzacymi ochronie $rodowiska naturalnego, zaleca sig, aby kazdy zwigzek chemiczny
przed dopuszczeniem do obrotu handlowego byt poddany ocenie roznorodnych
oddziatywan na srodowisko. Rezultaty tej oceny sg podstawg podejmowania decyzji o
dopuszczeniu nowych chemikalidw do stosowania lub wycofywania juz stosowanych.
Dajg takze impuls do poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych o mniejszym
stopniu ryzyka dla $rodowiska. Powazng pozycje ws$réd substancji chemicznych
niewatpliwie potrzebnych, a jednoczesnie negatywnie oddziatujacych na srodowisko,
zajmujg czwartorzedowe sole amoniowe (CSA). Biorgc pod uwage powszechno$é ich
stosowania, nalezy przypuszcza¢, ze migrujg one do wod powierzchniowych. Ze
wzgledu na brak jednoznacznych danych w literaturze o mechanizmie ich
biologicznego rozktadu w ekosystemie wodnym i oddziatywaniu metabolitow tych
przemian na organizmy zywe, podjeto probe oceny wplywu nowej generacji CSA na
to Srodowisko.

W pracy wykazano, ze zarowno o szybkosci rozktadu biologicznego, jak réwniez
0 odmiennos$ci oddziatywania na biocenoze wodng decydowata struktura zwigzku, a
szczeg6lnie takie elementy, jak: dlugos¢ tancuchéw weglowodorowych, obecnosé
pierScieni aromatycznych lub cyklicznych oraz atomoéw siarki badz tlenu w
podstawniku alkilowym. Badane struktury z uktadem alifatycznym i heterocyklicznym
wykazaty odmienne dziatanie na przedstawicieli faricucha pokarmowego ekosystemu
wodnego. Najmniej toksycznie dziataty na ryby, natomiast najbardziej wrazliwe
ogniwo w fancuchu troficznym stanowili producenci (glony). Przeprowadzone testy
toksycznosci nie wykazaty dziatania genotoksycznego w stezeniach, w ktorych
zwigzki wystepuja w wodach naturalnych, ani tez ich produktéw biologicznego
rozkiadu.
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Rezultaty badan podatnosci na biodegradacje udowodnity, ze wszystkie preparaty
sg biologicznie rozktadalne w s$rodowisku wodnym, a czas potowicznego rozktadu
wahat sie od 0,5 do 1,6 doby w zaleznosci od testowanego zwiagzku. Niezaleznie
jednak od szybkosci, mechanizm biologicznego rozktadu wszystkich badanych grup
substancji, Sledzony dzieki spektroskopii NMR, byt podobny.

Wykorzystujgc rezultaty badan testow toksycznosci oraz biodegradacji oceniono
ryzyko zagrozenia wdd czwartorzedowymi chlorkami amoniowymi z podstawnikiem
alkoksymetyloamoniowym i alkilotiometylowym. Wykazano, ze zwigzki te stanowig
zagrozenie dla woéd. W konicowym etapie badan, wykorzystujgc empiryczny model
statystyczny, wyznaczono stezenie bezpieczne czwartorzedowych soli amoniowych,
przy ktdrym 95% gatunkdw jest chronione.



EVALUATION OF IMPACT OF QUATERNARY AMMONIUM
CHLORIDES ON WATER ENVIRONMENT

Abstract

During last five years many decrees and instructions considering protection of
natural environment have been introduced. It is recommended to evaluate
environmental impact of each newly introduced in trade turnover organic. Results of
this evaluation should be the base of information during decision making process
while new chemicals are entrancing and outworn ones are withdrawing. Results of
environmental studies often stimulate development of new compounds with
significantly lower level of environmental risk. Very important group of chemicals are
quaternary ammonium chlorides. They are useful, have many applications, but they
also could heavily contaminate natural environment. It should be supposed that those
compounds can get into surface waters. There is no reliable data in literature about the
mechanism of their biological decomposition in aquatic ecosystems and impact of
metabolites living organisms. Therefore following studies considering evaluation of
environmental impact of new generation of QAS were undertaken.

During the research it was shown that speed of biological decomposition and

differences in the effect on aquatic biocenose was dependent on the structure of
compound. The most important was: length of hydrocarbon chains, their correlation,
presence of aromatic or cyclic rings and presence of sulphur or oxygen atoms in alkyl
substitute. Structures with aliphatic and heterocyclic systems showed different effects
on representatives of food chain in water ecosystems. The less sensitive were fish and
the most sensitive were producers (algae).
Genotoxic properties of biological decomposition products in concentration they are
present in natural environment were not confirmed. It was proved that all preparations
were biological degradable in water environment with half life between 0.5 to 1.6 day.
Despite of the speed of the process, mechanism of biological decay of all investigated
groups was similar.
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At the base of obtained results risk of QAS with alkoxymethyl and alkyltiomethyl
substitutes was calculated. It was shown that those compounds constitute great risk to
natural waters. Therefore at the last stage of research no-effect concentration (when
95% of species are protected) was calculated with the usage of static empirical
calculation model.
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