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Streszczenie: W XXI wieku, r6zne wydarzenia po-
lityczne 1 spoteczne powoduja pojawianie si¢ no-
wych zagrozen zwigzanych z produkcja, przecho-
wywaniem i uzyciem $rodkow bojowych zawiera-
jacych kruszace materialy wybuchowe. Zanie-
czyszczenia stanowig wyzwanie dla specjalistycz-
nych laboratoriéw, ktore zajmuja si¢ ich wykrywa-
niem i identyfikowaniem zrédta pochodzenia. Nie-
stety, tego typu zanieczyszczenia majg powazny
wplyw na ludzkie zdrowie powodujac m.in. po-
wazne uszkodzenia uktadéw i narzadow cztowieka,
a takze dlugotrwate skutki zdrowotne, takie jak
choroby nowotworowe i inne powazne zaburzenia
zdrowia. Dlatego wazne jest, aby zwrdci¢ uwage
na te zagrozenia i zrobi¢ wszystko, co w naszej
mocy, aby zapobiega¢ ich pojawianiu si¢ i zmini-
malizowac¢ ich szkodliwe skutki. W badaniach eko-
systemow czestym problemem jest niskie stezenie
badane;j substancji, ktore jest ponizej limitu detekeji
urzadzenia. W takich przypadkach biowskazniki
kumulacji okazuja si¢ by¢ bardzo pomocne. Bio-
markery sg doskonalym narzedziem do wykrywa-
nia zanieczyszczen w wodzie plynacej i w glebie.

Abstract: Different political and social events of
the 21™ century have been bringing about the ap-
pearance of new threats connected with produc-
tion, storing and using of combat assets containing
the high explosive materials. The contaminations
are challenging for specialised laboratories deal-
ing with their detection and identification of
sources of origin. Unfortunately, such contamina-
tions have a serious influence into the human
health causing for instance significant injuries of
human systems and organs, and long term prob-
lems with the health such as cancer diseases and
other serious health disturbances. Therefore, it is
important to focus attention on these threats, and
to do everything possible to prevent their appear-
ance and minimise the harmful effects. A low
concentration of tested agent, below the instru-
ment detection threshold, is a frequent problem at
investigations of ecosystems. In such cases bi-
omarkers of cumulation prove to be very help-
ful. Biomarkers can be a perfect tool for detec-
tion of contaminations in the flowing water and
in the ground. They can be used to establish the
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Dzigki nim mozna stwierdzi¢ obecnos$¢ okreslo-
nych czynnikow chemicznych, a jednocze$nie sa
one czulym wskaznikiem reakcji ekosystemu na
skazenie. W oparciu o chromatografi¢ cieczowa
zostala opracowana uniwersalna metoda, ktora
umozliwia analizg trotylu i jego pochodnych w wy-
typowanym przez nas biowskazniku akumulacji —
larwach chruscikéw z gatunku Hydropsyche angu-
stipennis, Curtis 1834 oraz probkach gleby, czy in-
nych ztozonych matrycach. Metoda chromatogra-
ficzna pozwala na ilosciowe i jakoSciowe oznacze-
nie roznych pochodnych trotylu, takich jak 2,6-
diamino-4-nitrotoluen, 2,4-dia-mino-6-nitroto-luen,
1,3,5-trinitrobenzen, trdjnitrotoluen, 2-amino-4,6-
dinitrotoluen, 4-amino-2,6-dinitrotoluen i tetrylu w
ztozonej matrycy biologicznej. Dodatkowo prze-
prowadzono badanie efektu kumulacji trotylu w
tkance larw chruscikow poddanych ekspozycji w
rozworach testowych zwierajacych trotyl przez 1
do 24 godzin. Zauwazono efekt wysycenia oraz
zmierzono stezenie pochodnych trotylu. Zaobser-
wowane efekty potwierdzily uzyteczno$¢ wytypo-
wanej larwy jako biowskaznika akumulacji zanie-
czyszczen trotylu w ekosystemie.

Stowa kluczowe: trotyl, zanieczyszczenie, biow-
skaznik, akumulacja, $lady, chromatografia, HPLC

1. Wstep

Analiza $ladow zanieczyszczen jest jed-
nym z waznych aspektéw wspdtczesnej nauki
o srodowisku. Znajomo$¢ rozmiaru 1 zasiegu
zanieczyszczen chemicznych jest niezbgdna do
podejmowania skutecznych dziatan majacych
na celu poprawe stanu Srodowiska. W tym
kontekscie, poszukiwanie $ladow materiatow
wybuchowych i1 ich wplywu na organizm
ludzki jest rownie wazne, szczegdlnie w Swie-
tle zagrozen zwigzanych z produkcja, prze-
chowywaniem 1 uzyciem $rodkéw bojowych
zawierajacych kruszace materialy wybuchowe.
Analiza $rodowiska jest interdyscyplinarng
dziedzing taczaca chemie¢ analityczng, nauki
biologiczne i geologiczne. Aby ja wykonywaé
trzeba zna¢ nie tylko proces analityczny, ale
takze nature Srodowiska, w ktorym wystepuja
zanieczyszczenia chemiczne. Metody anali-

presence of specific chemical agents and at the
same time they are a sensitive indicator of eco-
system’s reaction to the contamination. A uni-
versal method was developed basing on the lig-
uid chromatography for analysis of trotyl and its
derivatives present in larvae of caddisflies from
species of Hydropsyche angustipennis, Curtis
1834, and in the samples of soil, or in other
complex matrixes. The chromatographic method
can label quantitively and qualitatively different
derivatives of trotyl, such as 2,6-diamino-4-
nitrotoluene, 2,4-dia-mino-6-nitrotoluene, 1,3,5-
trinitrobenzen, trinitrotoluene, 2-amino-4,6-
dinitrotoluen, 4-amino-2,6-dinitrotoluen, and
tetryl in a complex biologic matrix. Additional-
ly, an effect was investigated of trotyl cumula-
tion within 1 to 24 hours in the tissue of cad-
disfly larvae subjected to exposition of tested so-
lutions contained trotyl. An effect of saturation
was noticed and the concentration of trotyl de-
rivatives was measured. Observed effects con-
firmed the usefulness of chosen larvae as a bio-
indicator of trotyl contamination accumulation
in ecosystem.

Keywords: trotyl, contamination, biomarker,
accumulation, traces, chromatography, HPLC

1. Introduction

Analysis of contamination traces is one
of important aspects of contemporary envi-
ronment science. The knowledge on exten-
sion and range of chemical contaminations is
indispensable for taking effective actions
aimed to improve environmental conditions.
In this context a search for traces of explo-
sive materials and their influence into the
human organism is equally important, espe-
cially in the light of threats connected with
the manufacture, storing, and using of com-
bat assets containing the high explosive ma-
terials. The analysis of environment is an in-
terdisciplinary domain combining the analyt-
ical chemistry, and biological and geological
sciences. It can be performed when not only
an analytical process is known, but the nature
of environment where the chemical contami-
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tyczne mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierw-
sza zawiera proste metody uzywane do co-
dziennego monitorowania typowych zanie-
czyszczen, takich jak woda, $cieki, gleba i at-
mosfera, a druga zawiera zlozone metody
uzywane do pomiaru wybranych, ale waznych
zanieczyszczen, ktdre nie s3 wymienione w
przepisach prawnych. Obie grupy metod sa
wazne dla poznania stanu i jakosci srodowiska
1 powinny by¢ traktowane jako integralna
€zes$¢ analizy srodowiskowej, wykorzystywa-
nej m.in. do monitorowania srodowiska.

W badaniach ekosysteméw czestym pro-
blemem jest niskie stezenie badanej substancji,
ktore jest ponizej limitu detekcji urzadzenia. W
takich przypadkach biowskazniki kumulacji
okazuja si¢ by¢ bardzo pomocne. Biomarkery
sg doskonatym narzedziem do wykrywania
zanieczyszczen w wodzie ptynacej 1 w glebie.
Dzigki nim mozna stwierdzi¢ obecnos$¢ okre-
Slonych czynnikéw chemicznych, a jednocze-
$nie sg czutym wskaznikiem reakcji ekosyste-
mu na skazenie.

Biomarkery materialow wybuchowych
stanowig wazny aspekt w badaniach srodowi-
ska, shuzac do identyfikacji i monitorowania
Sladow zanieczyszczen. Wiele roznych roélin i
zwierzat moze by¢ uzywanych jako biowskaz-
niki, w zaleznosci od konkretnego rodzaju za-
nieczyszczenia. W pracy skupiono si¢ na naj-
bardziej znanym kruszagcym materiale wybu-
chowym — trotylu.

Trojnitrotoluen (trotyl, TNT) to kruszacy
material wybuchowy, ktory dzigki stosunkowo
prostej i ekonomicznej produkcji oraz stabilno-
Sci, mozliwosci topienia, odlewania 1 formo-
wania na gorgco w skorupy, ma szerokie za-
stosowanie zaro6wno w dziataniach wojsko-
wych (napetnianie korpuséw pociskéw, min, a
takze innych elementéw bojowych amunicji)
oraz cywilnych (do produkcji cywilnych $rod-
kow strzalowych, takich jak pobudzacze czy
fadunki burzace) na catym $wiecie. Badania

nations are present, as well. Analytical meth-
ods may be divided on two groups. The first
comprises some simple methods used for
everyday monitoring of typical contamina-
tions, such as water, sewage, soil, and atmos-
phere, and the second the complex methods
for measurement of selected, but important
contaminations, which are not specified in
legal regulations. Both groups of methods are
essential to recognise the status and quality of
environment, and have to be treated as an in-
tegral part of environmental analysis used
above all for the monitoring of environment.
A low concentration of tested substance
below the instrument detection limit is a usu-
al problem in investigations of ecosystems.
In such cases the biomarkers of cumulation
can be helpful. Biomarkers can be a perfect
tool for detection of contamination in flowing
water and soil. They can be used to evidence
the presence of specific chemical agents and
at the same time they are a sensitive indicator
of ecosystem’s reaction to the contamination.
Biomarkers of explosive materials cre-
ate an important aspect of environmental in-
vestigations and are used to identify and
monitor the traces of contaminations. There
are many various plants and animals which
can be used as the biomarkers depending on
particular type of contamination. The paper
is focused on trotyl which is the most known
type of the high explosive material.
Trinitrotoluene (trotyl, TNT) is the high
explosive material which due to relatively
simple and inexpensive production, and sta-
bility, meltability, mouldability, and ability
of hot forming into the shells has a wide ap-
plication both for military operations (fill-
ing the bodies of projectiles, mines, and oth-
er parts of munitions), and civilian (for pro-
duction of civilian shots such as detonators,
or demolition shots) all over the world. In-
vestigations over the presence of trotyl in
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obecnosci trotylu w $rodowisku [1] wykazaty
reakcje fotolityczne 1 reakcje utleniania-
redukcji, ktore prowadza do wytworzenia r6z-
nych produktéw rozpadu przedstawionych na
rys. 1.

COOH CH; CH;
05N NO, 05N NO, O,N NH;
NO» NH-» NH>
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O,N NO,  ON NO, ON NH,
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Podczas produkcji, przechowywania i
stosowania materialtow wybuchowych, takich
jak trotyl, moze nastgpi¢ zawodowe lub przy-
padkowe narazenie na te zwiazki poprzez
spozycie, wdychanie lub przez skore [2-6].
Oddziatywanie na organizm ludzki, w zalez-
nosci od czasu ekspozycji, powoduje rdzne
efekty: uszkodzenie watroby, niedokrwisto$¢,
podraznienie blon S$luzowych, nerek, bodle
miesni, leukocytoze lub leukopenie, a takze
nieprawidlowosci pracy serca [7-10]. Gloéw-
nymi metabolitami trotylu w moczu sg 4-
amino-2,6-dinitrotoluen i 2-amino-4,6-dini-
trotoluen®, natomiast u o0s6b narazonych na
dziatanie trotylu tworza si¢ addukty hemo-
globiny z aminodinitrotoluenow [8].

the environment [1] have discovered the
photolytic reactions and the oxidation-
reduction reactions leading to creation of
different products of decomposition present-
ed in Fig. 1.

Rys. 1. Pochodne trotylu — produkty
degradacji[4]

Fig. 1. TNT derivatives - degradation
products[4]

During the manufacture, storing, and us-
ing of explosive materials such as trotyl an
occupational or accidental exposition to
these compounds can happen by the con-
sumption, breathing, or through the skin [2-
6]. Their action into human body triggers
different effects depending on the time of
exposition: injury of liver, leukaemia, irrita-
tion of mucus membranes, kidneys, pains of
muscles, leucocytosis or leukopenia, and ir-
regularities of heart operation [7-10]. The
main metabolites of trotyl in urine are 4-
amino-2,6-dinitrotoluen and 2-amino-4,6-
dini-trotoluen?, and persons exposed to tro-
tyl can be affected by creation of adducts of
haemoglobin from aminodinitrotoluene [8].

' Wigkszo$é badan wskazuje, ze wydalanie z moczem amino-dinitrotoluenéw (4-amino-dinitrotoluenu
plus 2-amino-dinitrotoluenu) w zakresie od 1 do 10 mg L(-1) (5-50 mikroM) nie jest rzadkoscia - na
przyklad u oséb zatrudnionych przy usuwaniu odpadéw wojskowych. Trinitotoluen jest mutagenny W
niektorych szczepach Salmonella typhimurium, z i bez egzogennej aktywacji metabolicznej. Aktywnos¢
mutagenng stwierdzono w moczu pracownikow, ktorzy byli zawodowo narazeni na dziatanie TNT.

2 Most of analyses show that the excretion of amino-dinitrotoluene (4-amino-dinitrotoluene plus
2-amino-dinitrotoluene) together with urine in then range from 1 to 10 mg L(-1) (5-50 microM) is not
a rare case — for instance by persons employed at removal of military waste. Trinitrotoluene is muta-
genic in some variants of Salmonella typhimurium, with and without exogenic metabolic activation.
The mutagenic activity was stated in the urine of workers who were professionally exposed to TNT.
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Skazenie gleby 1 wody przez materialty
wybuchowe moze by¢ rowniez zwigzane
z niewlasciwymi praktykami usuwania odpa-
dow w trakcie produkcji, podczas dziatan de-
militaryzacyjnych, szkolen wojskowych, nie-
wybuchami na polu walki oraz technikami
usuwania w procesach produkcyjnych, w kto-
rych niedoczyszczone Scieki odprowadzane sg
do np. do strumieni. Zwykle zanieczyszczenie
wod gruntowych silnie zalezy od opadéw at-
mosferycznych oraz od rozpuszczalnosci i ki-
netyki rozpuszczania zwigzku chemicznego
stanowigcego zanieczyszczenie [10]. Trotyl
pochodzacy z zaktadéw produkujacych amu-
nicj¢, sktadow materiatbw wybuchowych i
amunicji oraz obiektow demilitaryzowanych
zapewne przedostaje si¢ 1 nadal moze przedo-
stawa¢ si¢ do srodowiska glebowego 1 wodne-
go [11], co obecnie stanowi problem globalny
narazenia ludzi, roslin oraz zwierzat na zanie-
czyszczenia srodowiskowe trotylem i jego po-
chodnymi. Zrozumienie toksykologicznych
skutkow oddzialywania materiatow wybucho-
wych na $rodowisko przyrodnicze jest nie-
zmiernie wazne, a w obliczu r6znych konflik-
tow zbrojnych na $wiecie niezbedne jest opra-
cowanie sposobu wykrywania $ladow tych
zwigzkéw w ekosystemie oraz ich wplywu na
zdrowie czlowieka.

Aby to osiggnaé, potrzebne jest zidentyfi-
kowanie organizmow, ktore moga by¢ biow-
skaznikami oraz opracowaniec odpowiedniej
metody detekcji tego typu zanieczyszczen.
Idealna metoda analizy probek pobranych z
potencjalnie skazonych miejsc powinna by¢
prosta w uzyciu 1 wykorzystywac standardowy
sprzgt laboratoryjny, by¢ wystarczajaco od-
porna, tak aby drobne odchylenia od standar-
dowej procedury nie wplywaly znaczaco na
rzetelno$¢ wynikéw 1 zapewnia¢ zdolnos¢ wy-
krywania na poziomie lub ponizej kryteriow
ustanowionych w celu ochrony zdrowia ludz-
kiego 1 $srodowiska. Metoda powinna takze za-

Contamination of soil and water by ex-
plosive materials may be also connected
with improper practices at removal of pro-
duction waste, and with actions of demilita-
risation, military training, and with unex-
ploded ordnance left on the battlefields, and
with techniques of removal in technological
processes where unclean sewages are di-
rected, for instance, to the streams. Usually,
the contamination of ground waters strongly
depends on atmospheric precipitations and
on the solubility and the kinetics of solving
for the chemical agent constituting the con-
tamination [10]. Trotyl originating from the
plants manufacturing the ammunition, de-
pots of explosive materials and ammunition,
and demilitarised objects, migrates to the
soil and water environment [11] what is now
a global problem threatening the population,
vegetation, and animals by trotyl and its de-
rivatives. The understanding of toxicologi-
cal effects on natural environment caused by
explosive materials is crucial, and develop-
ment of a method for detection of traces of
these agents in the ecosystem and of an im-
pact into the human health is needed in the
face of different conflicts in the world.

For this reason it is necessary to identify
the organisms which can be used as bi-
omarkers, and to develop a suitable method
for detection of such contaminations. A per-
fect method for analysis of samples taken
from potentially contaminated places has to
be simple in handling, and has to use stand-
ard laboratory equipment, and has to be suf-
ficiently resistant against minor deviations
from the standard procedure to prevent their
significant influence into the accuracy of re-
sults, and to provide the capacities of detec-
tion on the level, or below, the criteria estab-
lished for protection of human health and
environment. At the same time, the method
has also provide the marking of common
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pewnia¢ jednoczesne oznaczanie powszech-
nych wtornych materiatow wybuchowych, ich
zanieczyszczen produkcyjnych i produktow
przemiany Srodowiskowe;.

2. Dotychczasowe badania

Dost¢pne publikacje opisujg badania tok-
sycznosci trotylu dla bezkregowcow wodnych
[13, 14, 15], dla ptazéw [12] i ryb [2, 13] w
ekosystemach wodnych w celu przeprowadze-
nia oceny ryzyka oraz ustalenia remediacji’ w
miejscach zanieczyszczonych. W zakresie bio-
koncentracji i bioakumulacji trotylu w organi-
zmach wodnych przeprowadzone zostaty nie-
liczne badania np. w celu oceny potencjatu
biokoncentracji TNT (w bezkregowcach den-
nych 1 owadach) 1 okreslenie znaczenia drogi
narazenia pokarmowego w akumulacji TNT (u
ryb) [10].

Zazwyczaj metody opracowywane sg w
oparciu o najgorsze przypadki narazenia,
W sposdb umozliwiajacy wykonanie szacun-
kow w odniesieniu do ryzyka jakie stwarza
akumulacja TNT 1 produktéw jego biotrans-
formacji w organizmach (przez przyjecie do-
ustne jak 1 osmoze).

Podstawowa ocena wplywu badanych za-
nieczyszczen na ekosystemy wodne polega
najczesciej na chemicznej oraz fizycznej anali-
zie jakoSci wody oraz biomonitoringu organi-
zmow zywych w nich wystepujacych [17].
Czgsto jednak zdarza sig, iz rézne zanieczysz-

secondary explosive materials, and their
production contaminations, and the products
of environmental conversion.

2. Former Investigations

Available publications describe investi-
gations of trotyl toxicity for aquatic inverte-
brates [13, 14, 15], for amphibians [12] and
fish [2, 13] in water ecosystems in order to
assess the risk and establish the remediation*
in the contaminated places. A few investiga-
tions were carried out on the bioconcentra-
tion and bioaccumulation of trotyl in aquatic
organisms to address for instance a potential
of TNT bioconcentration (in bottom inver-
tebrates, and insects) and to identify the
meaning of a digestive exposition way in the
accumulation of TNT (in fish) [10].

The methods are usually developed on
the basis of the worst cases of exposition
and in a way securing the estimations of the
risk created by the accumulation of TNT
and the products of its bioconversion in or-
ganisms (both by oral acceptation and os-
mosis).

The basic assessment of influence the
investigated contaminations have into the
aqueous ecosystems is usually grounded on
the chemical and physical analysis of water
quality and on the biomonitoring of organ-
isms living there [17]. But it often happens

% Zgodnie z Dz.U.2021.0.1973 t.j. - Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 r. - Prawo ochrony $rodowiska jest
to poddanie gleby, ziemi i wod gruntowych dziataniom majgcym na celu usunigcie lub zmniejszenie ilo-
Sci substancji powodujgcych ryzyko, ich kontrolowanie oraz ograniczenie rozprzestrzeniania sie, tak aby
teren zanieczyszczony przestal stwarzaé zagrozenie dla zdrowia ludzi lub stanu Srodowiska, z uwzgled-
nieniem obecnego i, o ile to mozliwe, planowanego w przysztosci sposobu uzytkowania terenu,; remedia-
cja moze polegac na samooczyszczaniu, jezeli przynosi najwieksze korzysci dla srodowiska

* According to Law Monitor 2021.0.1973 i.e. — the Act from 27 April, 2001 — The right of protection
of the environment concerns of submission of soil, ground and ground waters to actions aimed to re-
moval or reduction of amounts of substances causing the risk, and to their control and limitation of
migration in such a way that the contaminated area stops to create any threat for the human health or
the state of the environment, by taking into account the present and possibly future way of using the
terrain; remediation may be based on self-purification if it is most beneficial to the environment.
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czenia w wodzie ulegajg rozcienczeniu, w WO-
dach ptynacych ulegaja przemieszczeniu 1 ze
wzgledu na niskie stezenie nie jest mozliwe
wykrycie ich metodami analitycznymi (nie
przekraczaja progu detekcji  urzadzenia).
Natomiast organizm w kontakcie z zanie-
czyszczeniem moze kumulowaé je w swoich
tkankach. Dlatego tez obecnie w ocenie zanie-
czyszczenia $rodowiska wod powierzchnio-
wych uwaga naukowcOw skierowana jest
na monitoring gatunkow - bioindykatoréw
[18, 19].

Taksony, grupy organizmoéw, ktére mozna
zdefiniowa¢ na podstawie podobienstw biolo-
gicznych, takich jak budowa ciata, sposob zy-
cia, czy pochodzenie, stosowane jako jednoga-
tunkowe uniwersalne biowskazniki akumulacji,
wydaja si¢ by¢ obiecujagcym narzgdziem w
ocenie zanieczyszczenia wod, nawet jesli od
bezposredniego zanieczyszczenia mingt jaki$
czas. Przyklady taksonow, ktore czesto stosuje
si¢ jako biowskazniki, to makrofitofity, makro-
inwazyjne bezkregowce, ryby i skorupiaki.
Wiele badan wykazalo, ze te grupy organi-
zmOw s3 wrazliwe na zanieczyszczenia wodne
i szybko reaguja na zmiany jakosci srodowiska.

3. Materialy i metody
3.1. Substancje chemiczne

Trinitrotoluen (TNT) wykorzystany pod-
czas prowadzenia eksperymentu do stworzenia
testowych warunkéw srodowiskowych pocho-
dzit od polskiego producenta, natomiast wzor-
ce klasy analitycznej aminowych pochodnych
trotylu (najczescie] wystepujacych w Swiato-
wych danych literaturowych) t.j. 4-amino-2,6-
dinitrotoluenu  (4A-DNT) i 2-amino-4,6-
dinitrotoluenu (2AD-NT) zakupiono w Merck
Sp.z 0.0., a 2,4-diamino-6-nitrotoluenu (2,4DA
-NT) i 2,6-diamino-4-nitrotoluen (2,6DA-NT)
z firmy LGC Standards,.

that various contaminations are diluted in
water, and are displaced in the running wa-
ters, and because of a low concentration
they cannot be detected by analytical meth-
ods (they do not cross the instrument detec-
tion threshold). At the same time the organ-
ism tissue may cumulate them during the
contact. For this reason the scientists are fo-
cused on monitoring of species — bioindica-
tors at the assessment of environmental con-
tamination of surface waters [18, 19].
Taxons, the groups of organisms which
can be identified on the basis of biological
similarities such as the structure of body,
way of life, or the origin, and used as a sin-
gle-species universal bioindicators of accu-
mulation, seems to be a promising tool for
assessment of water contaminations even if
some time has passed from the contamina-
tion. Macrophytophytes, macro-invasives,
invertebrates, fish, and crustaceans are the
examples of taxons which are often used as
bioindicators. Numerous investigations have
proved that these groups of organisms are
sensitive to water contaminations and rapidly
react to changes of the environment quality.

3. Materials and Methods
3.1. Chemical Compounds

Trinitrotoluene (TNT), employed at the
leading of the experiment for creation of
testing environmental conditions, originated
from a Polish manufacturer, whereas the
references of the analytical class of trotyl
amine derivatives (most often present in the
world literature data), i.e. 4-amino-2,6-
dinitrotoluene (4A-DNT) and 2-amino-4,6-
dinitrotoluene (2AD-NT) were purchased at
Merck Sp.z 0.0, and 2,4-diamino-6-
nitrotoluene (2,4DA-NT) and 2,6-diamino-
4-nitrotoluene (2,6DA-NT) in LGC Stand-
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Wodny roztwoér podstawowy trotylu (te-
stowe warunki srodowiskowe) przygotowano
przez rozpuszczenie czystego trotylu z
ogrzewaniem i mieszaniem przez 24 godziny,
a nastgpnie rozcienczenie do stezenia doce-
lowego — 5 mg/L.

3.2. Material biologiczny

Do badan wytypowano larwy chrusci-
kow bezdomkowych z gatunku wodoséwka
potokowa (Hydropsyche angustipennis) w
najbardziej] zaawansowanym (pigtym sta-
dium) larwalnym (rys. 2) ze stanowiska na
rzece Mrodze w okolicy miejscowosci Bog-
danka/k. Koluszek. Organizmy pozyskane ze
srodowiska naturalnego zostaty aklimatyzo-
wane do warunkéw laboratoryjnych. W la-
dzie chtodniczej ustawiono temperature jed-
nakowg do tej, ktora panowala podczas po-
boru organizméw z wody. Przeprowadzono
standardowg aklimatyzacje (3 doby), pod-
czas ktorej larwy wydalaja strawiony po-
karm. Dzi¢ki temu rozktadajace si¢ odchody
nie wptywaty na przemiany/absorpcj¢ testo-
wanego zanieczyszczenia.

ards company.

The basic aqueous solution of trotyl (test-
ing conditions of environment) was pre-
pared by solving the pure trotyl at heating
and stirring within 24 hours, and by dilution
to final concentration — 5 mg/L.

3.2. Biological Material

The larvae of homeless caddisflies from
the species of stream water bill (Hydropsyche
angustipennis) in the most advanced (fifth)
larva stage (Fig. 2) were selected for investi-
gations and were taken from the testing site
in the Mrodze river placed in vicinity of
Bogdanka village, near Koluszki. The organ-
isms acquired from the natural environment
were adopted to the laboratory conditions. In
the cooling chamber the temperature was set
to be identical with such one existing at pick-
ing up the organisms from the water. The
standard conditioning was carried out (3
days) during which the larvae excrete the di-
gested feed. Due to it the decomposing ex-
crements have not interfered with the conver-
sion/absorption of tested contamination.

Rys. 2. Hydropsyche angustipennis
(Trichoptera:Hydropsychidae) —
zdjecie wykonane przez Roberta
Kowalskiego (GIOS Kielce, materiat
biologiczny: Czarna Nida i Bobrza)

Fig. 2. Hydropsyche angustipennis
(Trichoptera:Hydropsychidae) — pic-
tures of Mr. Robert Kowalski (GIOS
Kielce, biological material: Czarna
Nida i Bobrza)
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3.3. Warunki ekspozycji i plan
eksperymentu

W celu oceny, jak zachowaja si¢ larwy
badanego gatunku owadéw wodnych w kon-
takcie z trotylem wykonano badania pilotazo-
we. Ustalono, ze optymalnym czasem ekspo-
zycji na tego typu zanieczyszczenie beda 2 do-
by, poniewaz szybka reakcja na tego typu za-
nieczyszczenia jest warunkiem stawianym
wybranym bioindykatorom i mogly by¢ zasto-
sowane jako potencjalny detektor zanieczysz-
czenia w srodowisku.

exposure of the TNT control

h D) (0D 0D 2D
3h (09 (19 (D)
)
10n . [0
240 0 [0 [0 [
) 0w 2D

3.3. Conditions of Exposition and Scheme
of Experiment

The piloting tests were performed to as-
sess the behaviour of larvae of the investi-
gated species of water insects contacting
with trotyl. It was established that 2 days is
an optimal time of exposition to such con-
tamination as the rapid reaction is a re-
quirement for selected bioindicators to use
them as a potential detector of contamina-
tion in the environment.

purification control

0D 5D 0D
3h[ xR [0 [0xQY

- Gh 10x°H 10x°” 10Ty

10h 710x°: 10x°‘ 10x°‘
24 h[10xTY 10:TY [ 10:TY 30T

Rys. 3. Plan eksperymentu oraz warunki ekspozycji larw na roztwor wzorcowy trotylu
Fig. 3 Experimental plan and exposure conditions for the reference solution of TNT

Larwy chruscikéw (dtugos¢ — ok. 2 cm, masa
ciala — ok. 30 mg) byly przetrzymywane po 10
osobnikow w pojemnikach z tworzywa o obje-
tosci 400 ml 1 poddane dzialaniu roztworu
wodnego trotylu o stezeniu 5 mg/L jako §ro-
dowiska testowego (rys. 3). W kazdym wa-
riancie czasowym wykonano po 3 powtorze-
nia. Zastosowano probke kontrolng, ktorej
srodowisko badawcze nie zawieralo odczyn-
nika stresowego i kolejne pojemniki z prob-
kami skierowanymi na odpowiedni czas eks-
pozycji na czynnik stresowy bez odnawiania
ani napowietrzania podczas ekspozycji. Kaz-
dy pojemnik byl przechowywany w ladzie
chtodniczej (11 = 1 °C, w zaciemnieniu).
Stworzone warunki srodowiskowe (tempera-

Caddisfly larvae (length — ca. 2 cm, weight —
ca. 30 mg) were kept by 10 organisms in plas-
tic containers with capacity of 400 ml and
subjected to action of trotyl water solution of
concentration 5 mg/L as testing environment
(Fig. 3). 3 repetitions were made for each
time variant. A checking sample was ap-
plied with the testing environment without
any stressing agent, and consecutive con-
tainers with samples designated for a specif-
ic time of exposure against the stressing
agent without any renovation and airing dur-
ing the exposure. Each container was kept in
the cooling chamber (11 + 1 °C, in dark).
Created environmental conditions (tempera-
ture and limited impact of UV) were similar
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tura oraz ograniczony wptyw UV) byly zbli-
zone do panujacych podczas poboru larw, co
pozwolilo zmniejszy¢ ewentualny szok ter-
miczny 1 stres badanych osobnikéw w czasie
hodowli. Szok termiczny i stres mogiby
spowodowa¢ odchylenie od zachowania
osobniczego 1 wptywac na fizjologi¢ kumu-
lacji testowanego zanieczyszczenia.

W eksperymentach poboru (dla punk-
tow kontrolnych t;=1/3/6/10/24/48 h) ekspo-
zycja na trotyl trwala do 48 godzin. Po 1h i
24 h pobrano réwniez organizmy z proby
kontrolnej (z czystej wody bez TNT).
W eksperymentach samooczyszczania sig,
cze$¢ larw (dla punktow kontrolnych
t=1/3/6/10/24 h) poddano depuracji w wo-
dzie destylowanej przez 24 godziny. Nastep-
nie larwy byly pobierane ze $rodowiska te-
stowego (ekspozycyjnego i oczyszczajacego)
1 przechowywane w stanie zamrozonym do
czasu laboratoryjnej analizy tkanek. Wszyst-
kie 30 larw z kazdego punktu kontrolnego
doswiadczenia zostato zebranych do analizy
tkanek (nie odnotowano $miertelnosci bada-
nych organizmoéw podczas prowadzenia eks-
perymentu).

3.4. Analiza chemiczna

Wykonano roztwory wodne substancji
wzorcowych 1,3,5-trinitrotoluenu, 2-amino-
4,6-dinitrotoluenu, 4-amino-2,6-dinitrotolu-
enu, 2,4-diamino-6-nitrotoluenu i 2,6-diam-
ino-4-nitrotoluen. W celu uzyskania jak naj-
lepszego rozdzialu wzorcow przeprowadzo-
no analizy z doborem warunkow. Zamrozone
larwy dla kazdej probki testowej zostaty po-
dzielone na czgs¢ schitynizowang SEI (glo-
wa 1 tulow z odnozami) i tkanke migkka MEI
(odwtok). Cigcie zostalo wykonane tuz za
trzecim segmentem pancerza okrywajacego
tutow z odndzami (rys.2). Kazda z otrzyma-
nych grup tkanek zwazono (czg¢$¢ schityni-

to those existing at the collection of larvae
what reduced possible thermal shock and
stress of investigated organisms during the
breeding. Thermal shock and stress could
cause deviation from the organism’s indi-
vidual behaviour and influence on the phys-
iology of cumulation of tested contamina-
tion.

In the experiments of sampling (for test-
ing points t=1/3/6/10/24/48 h) the exposure
to trotyl lasted to 48 hours. The organisms
from the checking sample (clean water
without TNT) were also taken after 1h and
24 h. In the experiments of self-purification
a part of larvae (for testing points
t=1/3/6/10/24 h) was subjected to depura-
tion in the distilled water within 24 hours.
Next, the larvae were taken from the testing
environment (exposing and purifying) and
stored at frozen condition until the laborato-
ry analyses of tissues were made. All 30 lar-
vae from each testing point of the experi-
ment were collected for the analysis of tis-
sues (no cases of death were noted for inves-
tigated organisms during the conducted ex-
periment).

3.4. Chemical Analysis

Water solutions were prepared for refer-
ence substances of 1,3,5-trinitrotoluene, 2-
amino-4,6-dinitrotoluene, 4-amino-2,6-dini-
trotoluene, 2,4-diamino-6-nitrotoluene and
2,6-diamino-4-nitrotoluene. In order to get a
possibly best distribution of reference sub-
stances the analyses were carried out with
selection of conditions. Frozen larvae of
each testing sample were divided on a chi-
tinized part SEI (head and upper body with
limbs) and a soft tissue MEI (rear body).
The cut was made just behind the third seg-
ment of a crust covering the torso with the
limbs (Fig. 2). Each group of received tis-
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zowana ~0,100 g, cze$s¢ migkka ~0,250 g),
gleboko zamrozono, rozdrobniono mecha-
nicznie, rozpuszczono w acetonitrylu, a nas-
tepnie przefiltrowano z uzyciem filtrow
strzykawkowych (Nylon FilterBio® NY,
0,45 um). Tak przygotowane probki analizo-
wano za pomoca chromatografii cieczowej
(HPLC) przy uzyciu kolumny chromatogra-
ficznej Intersil C8 Sum 4.6 x 150 mm z faza
ruchomg 18:82 (v/v) 2-propanol:woda, me-
todg izokratyczng (detektor UV, 230 nm).
Wykonana zostala rowniez $lepa proba me-
tody.

© Freezing
i the sample

| SEI

« Grinding
the sample

MEI MEI
« Freezing « Grinding
the sample the sample

@ ACN

* Filtered

.‘,Fi
.'E

sues was weighted (chitinized part ~0,100 g,
soft part ~0,250 g), and deeply frozen, and
mechanically fragmentated, and solved in
acetonitrile, and next filtered through sy-
ringe filters (Nylon FilterBio® NY, 0,45
um). The samples prepared in this way were
analysed by liquid chromatography (HPLC)
by using chromatographic column Intersil
C8 5um 4.6 x 150 mm with the movable
phase 18:82 (v/v) 2-propanol:water, and the
isocratic method (detector UV, 230 nm). A
blank determination of the method was also
performed.

the sample

* Filtered

the sample

Rys. 4. Analiza chemiczna TNT i jego pochodnych w zloZonej matrycy biologicznej
Fig. 4. Chemical analysis of TNT and its derivatives in a complex biological matrix

4. Wyniki

4.1. Wchlanianie i metabolizm w czasie —
przykladowe poréownanie SEI i MEI
(ekspozycja 1/24h)

W celu ustalenia wptywu (tlumienia)
sygnatéw przez matryce biologiczna poréw-
nano zawartosci trotylu i jego pochodnych
zmetabolizowanych w probkach czesci schi-
tynizowanej 1 migkkiej organizméw dla
punktéw kontrolnych 1 h 1 24 h (ekspozy-
cja). Otrzymane chromatogramy (tabela 1)
porownawcze dla czgsci schitynizowanej
(SEID) i czesci miekkiej (MEI) organizmow w
punktach kontrolnych 1 h i 24 h wskazuja na

4. Results

4.1. Absorption and Metabolism in Time
— Exemplary Comparison of SEI and
MEI (Exposition 1/24h)

In order to establish the influence (atten-
uation) of signals by the biological matrix the
contents of trotyl and its derivatives which
were metabolized in the samples of the chi-
tinized and soft parts of organisms for testing
points of 1 h and 24 h (exposition) were
compared. The received comparative chro-
matographs (table 1) for the chitinized part
(SEI) and for the soft part (MEI) of organ-
isms at the testing points of 1 h and 24 h
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wyraznie lepsze wchianianie trotylu przez
cz¢$¢ migkka, a takze wyraznie wigkszy
przyrost jego dwoch aminowych pochod-
nych (2-amino-4,6-dinitrotoluen, 4-amino-
2,6-dinitrotoluen), ktore powstajaca w wyni-
ku zachodzacego procesu metabolizmu.

indicate that there is both a significantly better
absorption of trotyl by the soft tissue, and a
significantly greater increment of its amine
derivatives (2-amino-4,6-dinitrotoluene,4-
amino-2,6-dini-trotoluene) which are created
in effect of the running process of metabolism.

Tabela 1. Chromatogram porownawczy zawartosci trotylu i jego pochodnych zmetabolizowanych w
probkach czesci schitynizowanej i migkkiej organizméw dla punktéw kontrolnych 1 h 124 h (ekspozycja)
Table 1. Comparative chromatogram of the content of TNT and its derivatives metabolized in samples
of the chitinized and soft parts of the organisms for 1 h and 24 h control points (exposure)

Opis|Czas [h]|Masa [mg] | Zwigzek chemiczny |C [mmol/g]
2,4,6-TNT
1 121,0 2A-4,6DNT < LOD
T 4A-2,6DNT
%) 2,4,6-TNT
£ 3 81,2 2A-4,6DNT < LoD
s 4A-2,6DNT
§ 2,4,6-TNT 9,77
2 6 131,5 2A-4,6DNT 5,59
%; 4A-2,6DNT 2,73
£ 2,4,6-TNT 14,09
a2 10 98,4 2A-4,6DNT 8,72
k! 4A-2,6DNT 6,25
© 2,4,6-TNT 26,83
24 114,8 2A-4,6DNT 11,57
4A-2,6DNT 11,36
2,4,6-TNT 6,64
1 271,9 2A-4,6DNT 1,31
4A-2,6DNT 4,22
= 2,4,6-TNT 15,03
s | 3 219,0 2A-4,6DNT 4,49
;; 4A-2,6DNT 4,02
& 2,4,6-TNT 37,12
© 6 286,6 2A-4,6DNT 8,63
@ 4A-2,6DNT 6,87
5 2,4,6-TNT 50,40
S| 10 183,4 2A-4,6DNT 8,86
© 4A-2,6DNT 14,54
2,4,6-TNT 90,78
24 257,4 2A-4,6DNT 13,46
4A-2,6DNT 26,27

Wynik otrzymany juz dla 24-godzinnego
narazenia na czynnik stresowy w porOwnaniu
do 1-godzinnego jest zadowalajacy i bardzo do-
brze rokujacy o mozliwosci wykorzystania wy-
typowanych organizmoéw jako bioindykatorow.

Na wykresie 1 przedstawiono pordwnanie
graficzne oznaczonych zawartosci trotylu i jego
pochodnych zmetabolizowanych w probkach

The result received for just 24-hour ex-
posure, and compared to 1-hour, to the
stressing agent is satisfactory and promis-
ing for using some chosen organisms as bi-
oindicators.

Diagram 1 presents a graphical compar-
ison of marked contents of trotyl and its de-
rivatives metabolized in the samples of the
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czesci schitynizowanej 1 migkkiej organizmow
dla punktow kontrolnych 1 h 1 24 h (ekspozycja).

chitinized and soft parts of organisms for
control points 1 h and 24 h (exposition).

Wchlanianie i metabolizm trotylu w czasie — poréwnanie SEI i MEI
(ekspozycja 1/24h)

0,0000350 - Absorption and metabolism of trotyl in time — comparison of SEI
and MEI (exposition 1/24 h)
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Wykres 1. Porownanie zawartosci trotylu w prébkach czesci schitynizowanej
i migkkiej organizmow dla punktu kontrolnego 1 h i 24 h (ekspozycja)
— wyszczegollnienie dla czesci schitynizowanej

Diagram 1. Comparison of TNT content in samples of the chitinized and soft parts
of the organisms for the 1 h and 24 h control point (exposure-drainage)
- detailing for the chitinized part

Zaobserwowana na wykresie 1 znaczna
réznica w poziomach wartosci trotylu ozna-
czonych dla czes$ci schitynizowanej 1 czesci
miegkkich wskazuje, iz cze$¢ schitynizowana w
mniejszym stopniu wchtania czynnik stresowy
oraz analiza obarczona jest wigkszym btedem
oznaczenia zawartosci poszukiwanych anali-
tow.

Uzyskany wynik zarowno dla czgsci
migkkiej jak 1 schitynizowanej chruscikéw
$wiadczy o prawidtowym przebiegu metaboli-
zmu czynnika stresowego ($rodowiskowego)
w ich organizmach. Roznice w poziomach sy-
gnatéw pochodzacych od trotylu i jego po-
chodnych dla czesci schitynizowanej w sto-
sunku do sygnatléw otrzymanych dla czesci
miekkich potwierdza lepsza chionnos¢ czesci

A significant difference between the
measured levels of trotyl observed in graph
1 for chitinized and soft parts indicates that
the chitinized part absorbs the stressing
agent in a lower degree, and the analysis is
burdened by a greater error in identifica-
tion of the contents for searched analities.

The result received both for the soft
and chitinized part proves that the run of
stressing (environmental) agent metabo-
lism in their organisms is correct. Differ-
ences in levels of signals produced by tro-
tyl and its derivatives for chitinized parts
against the signals received for soft parts
confirm a better absorption of soft parts of
organisms and a potential for their applica-
tion as the bioindicators of contamination
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migkkiej organizmow i potencjal zastosowania
ich jako bioidentyfikatorow zanieczyszczenia
srodowiska wodnego trotylem.

Wyrazna roéznica w zawarto$ciach trotylu
dla probki eksponowanej i oczyszczanej oraz
oznaczona wicksza zawartos¢ pochodnych 2-
amino-4,6-dinitrotoluenu i 4-amino-2,6-dini-
trotoluenu w czgséciach migkkich organizméow
pozwolita na podjecie decyzji o istnosci wyni-
kow uzyskanych wiasnie dla tej czg$ci. Waz-
nym czynnikiem do podjgcia takiej decyzji byt
réwniez fakt, iz dla czgdci schitynizowanej
zawarto$¢ analizowanych substancji dla po-
czatkowych punktow kontrolnych byta ponizej
limitu detekcji. Dodatkowo matryca biologicz-
na czgéci schitynizowanej podnosi poziom
szumow (spadek poziomu S/N) co przektada
si¢ na zwigkszenie niepewnosci pomiaru.

4.2. Kumulacja i metabolizm w czasie

Wyniki otrzymane podczas przeprowa-
dzonych analiz jednoznacznie wskazuja na
zalezno$¢ zawartosci trotylu w probce orga-
nicznej oraz jego dwoch pochodnych ami-
nowych (2-amino-4,6-dinitrotoluen, 4-amino
-2,6-dinitrotoluen od czasu ekspozycji. Nie
stwierdzono obecnosci podwojnie amino-
wych pochodnych trotylu.

Zaobserwowana zalezno$¢ zmiany za-
wartosci w probcee trotylu 1 jego dwodch po-
chodnych aminowych w stosunku do upty-
wajgcego czasu i wchianiania przez organi-
zmy w kolejnych etapach pomiarowych jest
prawidtowa. Zmiany te sg subtelne, jednak
przedstawiaja si¢ zadowalajagco w przetoze-
niu na zalezno$¢ ilosci badanych zwigzkow
od czasu ich ekspozycji. Omowiona zalez-
no$¢ powstajacych pochodnych w trakcie
ekspozycji 1 wchianiania trotylu od czasu
(w wybranych punktach kontrolnych) nara-
zenia na czynnik srodowiskowy (stresowy)
przedstawiono w tabeli 2 i na wykresie 2.

of the water environment by trotyl.

Visible difference in the contents of
trotyl for the exposed sample and the puri-
fied one, and the greater presence identi-
fied for derivatives 2-amino-4,6-dinitro-
toluenue and 4-amino-2,6-dinitrotoluene in
the soft parts of organisms helped to de-
cide about essentiality of results received
just for this part. The fact that the content
of the analysed substances for chitinized
parts at initial control points was below the
limit of detection was also an important
argument for making such decision. Addi-
tionally, the biological matrix of the chi-
tinized part increases the noise level (re-
duction of S/N level) what increases the
measurement’s uncertainty.

4.2. Cumulation and Metabolism Over Time

Results received during performed anal-
yses clearly indicate that there is a depend-
ence between the content of trotyl and its two
amine derivatives (2-amino-4,6-dinitroto-
luene, 4-amino -2,6-dinitrotoluene) in the or-
ganic sample and the time of exposure. No
presence of double aminated derivatives of
trotyl was stated.

The observed dependence of the chan-
ged content of trotyl and its two amine deriv-
atives in the sample on the running time, and
on the absorption by the organisms in succes-
sive measurement stages, is correct. The
changes are subtle, but they are sufficiently
translated into the dependence of the amounts
of investigated compounds on the time of
their exposition. The presented dependence
of derivatives created during the exposition,
and absorption of trotyl, on the time (in cho-
sen control points) of exposure to the envi-
ronmental (stressing) agent is presented in
table 2 and in diagram 2.
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Tabela 2. Zalezno$¢ powstajacych pochodnych w trakcie ekspozycji i wchtaniania trotylu
dla wybranych punktow kontrolnych

Table 2. Relationship of derivatives formed during exposure and TNT absorption
for selected control points

MEI eksp. - Zawarto$¢ [mmol/g]
Czas [h] MEI exposition — Content [mmol/g]
Time "5 46-TNT | 2A-46DNT | 4A-2,6DNT
1 0,15 0,03 0,08
3 0,34 0,09 0,08
6 0,84 0,17 0,14
10 1,14 0,17 0,29
24 2,06 0,27 0,52

2,50

2,00

1,50

1,00

C [mol/genruscital

0,50

0,00

0,50

Wchlanianie i metabolizm trotylu w czasie na przykladzie MEI

Crzas [h]

2,4,6TNT
2A4,6DNT
® 4A2,6DNT

15 20 25

Wykres 2. Wchlanianie i metabolizm trotylu w czasie na przykladzie MEI
Diagram 2. Absorption and metabolism of TNT over time for MEI as an example

Zaobserwowano wysycanie badanych
organizmow trotylem w czasie (potwierdzo-
ne wczesniejszymi badaniami pilotazowymi)
oraz wyrazng zalezno$§¢ wzrostu zawartosci
w probce dwoch aminowych pochodnych w
stosunku do uptywajacego czasu ekspozycji
na obecno$¢ trotylu w srodowisku testowym
w poszczegdlnych punktach pomiarowych.

A saturation of investigated organisms
by trotyl was observed over the time (con-
firmed by former piloting tests) with a clear
dependence of the increased content of two
amine derivatives in the sample on the run-
ning time of exposition to trotyl in the test-
ing environment for particular measurement
points.
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2A-4,6DNT
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C [mol/guel
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Wykres 3. Zalezno$¢ pochodnych powstalych podczas ekspozycji i absorpcji trotylu
dla wybranych punktéw kontrolnych (MEI)

Diagram 3. Relationship of derivatives formed during exposure and TNT absorption
for selected control points (MEI)

W punkcie kontrolnym t =24 h, uzyskany
sygnal analityczny jest wyrazny i jednoznaczny
(zarowno dla trotylu jak 1 jego pochodnych), co
dowodzi, iz reakcja badanych organizméw na
zanieczyszczenie W postaci trotylu jest wystar-
czajaco szybka, aby mozliwe byto uzycie ich
jako potencjalnego bioidentyfikatora.

4.3. Samooczyszczanie si¢ organizmow
z trotylu i jego metabolitow

Kolejng badang grupe chruscikéw sta-
nowily organizmy, ktore po ustalonym cza-
sie ekspozycji na obecnos¢ trotylu w $rodo-
wisku testowym poddano procesowi oczysz-
czenia. Zaobserwowano nieznaczne roznice
w zawarto$ci pozostatosci trotylu dla punk-
tow kontrolnych 1h, 3h, 6h i 10h po oczysz-
czaniu, natomiast dla probki 24 h obnizenie
poziomu zawartosci pozostatosci jest znacz-
ne. Wyniki analiz wyraznie wskazuja, 1z za-
warto$¢ trotylu w organizmie poddanemu
24-godzinnej ekspozycji, a nastgpnie oczysz-
czaniu® jest najmniejsza, natomiast zawar-
to§¢ pochodnych aminowych (2-amino-4,6-
dinitrotoluen, 4-amino-2,6-dinitrotoluen) naj-
wicksza. Nie stwierdzono obecnosci podwoj-
nie aminowych pochodnych trotylu.

Wynik eksperymentu wskazuje na znacz-

In the control point t =24 h, the obtained
analytical signal is explicit and unambigu-
ous (both for trotyl and its derivatives), what
proves that the reaction of investigated or-
ganisms to the contamination in the form of
trotyl is sufficiently quick for their potential
use as bioindicators.

4.3. Self-purification of Organisms with
Trotyl and Its Metabolites

A next investigated group of caddisflies
included the organisms which were subjected
to the process of purification after the specif-
ic time of exposition against the presence of
trotyl in the testing environment. Some in-
significant differences were observed for the
content of trotyl residues at control points
1h, 3h, 6h and 10h after purification, whereas
the reduction of the level of residuals content
is significant for the sample 24 h. The results
of analyses clearly show that the content of
trotyl in the organism which was subjected to
24-hour exposition followed by purification®
is the lowest, whereas the content of amine
derivatives (2-amino-4,6-dinitrotoluene, 4-
amino-2,6-dini-trotoluene) is the highest.
Any presence of diamine trotyl derivatives
was not noted.

® W tym czasie trwat dalszy metabolizm trotylu na pochodne aminowe.
® At that time the metabolism of trotyl into the amine derivatives was continued.
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ny przyrost zawarto$ci metabolitow pochod-
nych aminowych trotylu pomiedzy organi-
zmami, ktore zostaty poddane krotszej eks-
pozycji w stosunku do ekspozycji przez 24 h.
Roéznice migdzy probkami z 3 h, 6 hi 10 h
ekspozycji po oczyszczaniu s3 nieznaczne.
Zmiany pozostatej ilosci trotylu w organi-
zmach po procesie oczyszczania prezentuje
tabela 3, natomiast wzrastajacg ilos¢ jego
metabolitow w probce w postaci (2-amino-
4,6-dinitrotoluenu, 4-amino-2,6-dinitro-tolu-
enu) — wykres 3.

The result of experiment shows a signifi-
cant increment of content for metabolites of
trotyl amine derivatives among the organisms
which were treated by a shorter exposure
than 24 h. Differences between the samples
after 3 h, 6 h and 10 h exposition are insig-
nificant. The changes of amount of trotyl left
in organisms after the purification process are
shown in table 3, and the increased number
of its metabolites in samples in form of 2-
amino-4,6-dinitrotoluene, and 4-amino-2,6-
dinitro-toluene) — in diagram 3.

Tabela 3. Zbiorcza zawarto$¢ trotylu w czeSciach migkkich organizméw (MEI) poddanych procesowi
oczyszczania z kolejnych punktow kontrolnych (dla t=1/3/6/10/24/48 h) — zakres elucji trotylu

Table 3. Summary of TNT content in soft parts of organisms (MEI) subjected to purification process
from successive test points (for t;=1/3/6/10/24/48 h) - TNT elution range

Opis Czas [h] | Masa [mg] Zwigzek chemiczny
Desription | Time Weight Chemical agent C [mmol/g]
2,4,6-TNT 82,14
s 3
= 8 1 363,9 2A-4,6DNT 16,50
N O
S a 4A-2,6DNT 26,53
>
S 2 2,4,6-TNT 95,88
© ®©
° s
= 3 4347 2A-4,6DNT 11,72
N 1S
>
g & 4A-2,6DNT 33,34
= 2
o, O
s © 2,4,6-TNT 94,66
5 Z
= 6 360,4 2A-4,6DNT 19,33
&=
=5 4A-2,6DNT 36,95
d s
2 < 2,4,6-TNT 76,06
> S
; g 10 4345 2A-4,6DNT 12,08
g5 4A-2,6DNT 25,27
oo
£ = 2,4,6-TNT 22,08
NS} t
s a3 24 502,7 2A-4,6DNT 7,43
o <
4A-2,6DNT 35,85

Zalezno$¢ ilosci badanych zwigzkéw od
czasu ekspozycji rowniez przedstawia si¢ za-
dowalajgco. Oznaczone zawartosci trotylu i
jego pochodnych w czgsciach miekkich orga-

The dependence of the amount of inves-
tigated compounds on the time of exposition
is also promising. The labelled contents of
trotyl and its derivatives in the soft parts of
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nizméw poddanych procesowi oczyszczania
w wybranych punktach kontrolnych przed-
stawiono w tabeli 4 oraz na wykresie 4.

organisms treated by purification process in
selected testing points are presented in table 4
and in diagram 4.

Tabela 4. Wyniki oznaczania zawartosci trotylu oraz jego pochodnych dla wybranych punktow kon-
trolnych w czgsciach migkkich organizméw poddanych procesowi oczyszczania
Table 4. Results of the determination of TNT and its derivatives for selected control points
in soft parts of treated organisms

Czas / MEI odp. — Zawartos¢ / Content [mmol/g]
Time [] | 2 46-TNT 2A-4,6DNT 4A-2,6DNT
1 1,87 0,33 0,52
3 218 0,23 0,66
10 1,73 0,24 0,50
24 0,50 0,15 0,71

Oczyszczanie chrus$cikéw z wchlonietego trotylu i jego wytworzonych

—
>
= metabolitéw na przykladzie MEI
< Purification of caddisflies from the absorbed trotyl and its produced
S o016 metabolites on the example of MEI
(=}
< 2,4,6TNT
TE: 014 2A4,6DNT
E 4A2,6DNT
€ 0,12
g
c
G o1
I
£ o008
g
Z
£ o006
<
&
S o004
£
£
< 0,02
74
C
5
3 0
§ 0 5 10 15 20 25

Czas ekspozycji chruscika — Caddisfly exposure time

Wykres 4. Oznaczona zawartos¢ trotylu i jego metabolitéw dla wybranych punktow
kontrolnych na przykladzie czesci migkkich (MEI) organizméw poddanych procesowi
oczyszczania

Diagram 4. Determined content of TNT and its metabolites for selected control points
on the example of soft parts (MEI) of organisms subjected to the purification process

5. Podsumowanie

Poréwnanie otrzymanych wynikow ba-
dan czesci schitynizowanej 1 cze$ci migkkiej
organizméw dla punktow kontrolnych 1 h i
24 h w celu okreslenia wptywu badanej tkan-
ki/cze$ci organizmu na intensywnos$¢ kumu-

5. Summary

Comparison of received results of tests
for the chitinized and soft parts of organisms
in control points 1 h and 24 h, made to es-
tablish the influence of investigated tis-
sue/part of organism into the intensity of
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lacji testowanego zanieczyszczenia wskazuje
wyraznie wigksze wchtanianie trotylu oraz
rOwnie wyraznie wigkszy przyrost jego
dwoch metabolizowanych pochodnych ami-
nowych (2A-4,6-DNT, 4A-2,6-DNT) przez
cze$¢ migkka okrywajaca odwtok larw chru-
scikow. Cze$¢ schitynizowana okrywajaca
puszke gtowowa i1 tutow w mniejszym stop-
niu wchiania czynnik stresowy, przez co ana-
liza tej czesci obarczona jest wiekszg niepew-
nos$cig podczas oznaczania wytypowanych
analitow.

Wszystkie zalezno$ci zachodzace pod-
czas trwania eksperymentu— wchtanianie, me-
tabolizmu, oczyszczanie zostaty przedstawio-
ne w sposob graficzny na wykresie 5 jako za-
lezno$¢ ilosci badanych zwigzkow/analitow
od czasu ekspozycji organizmow na czynnik
stresowy oraz po procesie oczyszczania.

cumulation of tested contamination, clearly
indicates that there is a significantly higher
absorption of trotyl by the caddisfly larvae
soft part covering their bottom part, accom-
panied by an equally significant increment
of trotyl’s two metabolised amine deriva-
tives (2A-4,6-DNT, 4A-2,6-DNT). The chi-
tinized part covering the head skull and tor-
so absorbs the stressing agent in a lower de-
gree and due to it the analysis of this part is
burdened by greater uncertainty at marking
the selected analities.

All relations occurring during the exper-
iment — absorption, metabolism, purification
— are presented in a graphical way in dia-
gram 5 as dependence of the amount of in-
vestigated agents/analities on the time of
exposure of organisms against the stressing
agent, and after the process of purification.

-
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1.80 2,4,6-TNT exp.
W 2A-4,6DNT exp.
W 4A-2,6DNT exp.
W 2,4,6-TNT pur.
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Wykres 5. Zestawienie oznaczonych zawarto$¢ trotylu i jego metabolitéw dla wybranych
punktéw kontrolnych na przykladzie cze¢$ci migkkich (MEI) organizméw poddanych
ekspozycji i procesowi oczyszczania
Diagram 5. Summary of labeled TNT and its metabolites for selected control points using
soft parts (MEI) of exposed and treated organisms as an example
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Zestawione na wykresie 5, zmieniajace
si¢ w czasie zawarto$ci trotylu i1 jego meta-
bolicznych pochodnych dla kolejnych punk-
tow kontrolnych, na przyktadzie czesci
migkkich organizmow poddanych ekspozycji
I procesowi oczyszczania, potwierdzajg za-
stosowania larw chruscikow bezdomkowych
w celu biomonitoringu zanieczyszczen w
ekosystemach wodnych.

Whioski

Na podstawie wynikéw przeprowadzo-
nych badan wstgpnych mozna wyciagnac
whniosek, iz opracowana metodyka oznaczania
sladéw materiatow wybuchowych i ich po-
chodnych, takich jak trotyl, w ztozonych ma-
trycach organicznych, jest skuteczna. Opraco-
wana metoda chromatograficzna wykorzystana
podczas analiz probek organicznych, takich jak
larwy chru$cikow bezdomkowych, pozwala na
wykrycie i monitorowanie potencjalnego za-
nieczyszczenia srodowiska wodnego trotylem.
W odpowiedzi na te zanieczyszczenia, larwy
wodosowki potokowej z pigtego stadium lar-
walnego zapewniaja warunek szybkiej reakcji 1
stanowia obiecujacy material, mozliwy do za-
stosowania jako potencjalny biowskaznik
akumulacji.

W ostatnich latach opracowano szereg
nowych metod oznaczania §ladéw materiatow
wybuchowych w r6znego rodzaju matrycach,
takich jak gleba, woda czy tez organizmy zy-
we. Wsrdd nich warto wymieni¢ takie podej-
Scia jak: spektrometria mas z detekcjg mas
[20], chromatografia gazowa z detekcja fluo-
rescencyjng czy tez immunoassy [21]. Te
i inne metody pozwalaja na bardzo precyzyj-
ne oznaczanie $ladow trotylu i jego pochod-
nych, co stanowi niezwykle wazne narzedzie
W monitorowaniu zanieczyszczen srodowiska
wodnego czy tez gleby.

Kontynuowanie zaprezentowanych badan

Diagram 5 includes the contents of tro-
tyl and its metabolite derivatives, changing
in time, for successive control points on the
example of the soft parts of organisms
treated by exposition and the process of pu-
rification confirming the application of lar-
vae of homeless caddisflies for biomonitor-
ing of contaminations in agqueous ecosys-
tems.

Conclusions

On the basis of results of performed
tests a conclusion can be drawn that the
method developed for marking the traces of
explosive materials and their derivatives
such as trotyl in complex biological matrix-
es is efficient. The chromatographic method
developed and used for analysis of the or-
ganic samples such as larvae of homeless
caddisflies can detect and monitor a poten-
tial contamination of the water environment
by trotyl. In response to these contamina-
tions the larvae of stream water bill of the
fifth larval stadium meet the condition of
rapid reaction and are the promising materi-
al which can be used as a potential bioindi-
cator of accumulation.

A lot of new methods were developed
in recent years labelling the traces of explo-
sive materials in different types of matrixes
such as soil, water, or the living organisms.
It is worth to mention about following ap-
proaches: mass spectrometry with mass de-
tection [20], gaseous chromatography with
fluorescent detection, or the immunoassay
[21]. Those and other methods can be used
for very precise labelling of traces of trotyl
and its derivatives what is an extremely sig-
nificant tool in the monitoring of contamina-
tions of the water and soil environment.

Continuation of presented tests in a
wider scope is a proper step towards imple-
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w szerszym zakresie jest wlasciwym krokiem
w kierunku wdrozenia tej metody monitoringu
jako narze¢dzia do wykrywania i kontrolowania
zanieczyszczen $rodowiska wodnego. Ponad-
to, badania te pozwola na oceng potencjalnego
zagrozenia dla ludzi, wynikajacego z przedo-
stawania si¢ trotylu do wod gruntowych. W
tym celu niezbe¢dne jest opracowanie skutecz-
nej metodyki 1 wytypowanie organizmow
wskaznikowych do oznaczania zawartosci tro-
tylu i jego pochodnych w glebie.

Opracowana metoda chromatograficzna
analizy zawartosci trotylu i jego pochodnych
w testowanych organizmach jest elastyczna i
pozwala rowniez na jednoczesng analiz¢ in-
nych materialow wybuchowych, takich jak
heksogen, pentryt, czy tetryl, stosowanych w
przemysle zbrojeniowym, gornictwie strza-
towym 1 ktorych pozostatosci znajdujg si¢ na
terenach sktadow materialow wybuchowych 1
bytych dziatan militarnych, i stanowig zagro-
zenie dla $rodowiska. Planowane jest prze-
prowadzenie kolejnych eksperymentow, aby
uwzgledni¢ te materiaty wybuchowe w anali-
zach.

Podsumowujac, wnioski z przeprowa-
dzonych badan dotyczacych metodyki ozna-
czania $ladow materiatow wybuchowych i ich
pochodnych w zlozonych matrycach, takich
jak organizmy zywe czy gleba, sg bardzo
obiecujace. Wydaje si¢, ze opracowane meto-
dy pozwolg na monitorowanie stanu srodowi-
ska wodnego i gleby w kontekscie zanie-
czyszczenia trotylem i jego pochodnymi, a
takze pozwolg na ocen¢ potencjalnego zagro-
zenia zdrowia ludzi i zwierzat.

Obecne badania w dziedzinie detekcji
sladow materiatow wybuchowych 1 ich po-
chodnych w glebie koncentrujg si¢ na dosko-
naleniu juz istniejagcych metod oraz poszuki-
waniu nowych, bardziej skutecznych sposo-
boéw. Whnioski z tych badan stanowig wazne
wsparcie dla dalszych prac w tym zakresie.

mentation of this monitoring method as a
tool for detection and survey of contamina-
tion in water environment. Moreover, these
investigations can assess a potential threat
for people due to migration of trotyl to the
ground waters. For this reason an efficient
methodology has to be developed and the
indicating organisms have to be chosen for
labelling the content of trotyl and its deriva-
tives in the soil.

The chromatographic method devel-
oped for analysis of content of trotyl and its
derivatives in tested organisms is flexible
and at the same time can be used to analyse
other explosive materials such as hexogen,
penthrite, or tetryl which are used in the de-
fence industry, and in shot mining industry,
and the residuals of them are still present in
the places of depots of explosive materials
and former military operations creating the
threat to the environment. Some next exper-
iments are planned in the future in order to
include these materials in the analyses.

Summing it up, the conclusions from
the performed investigations over the meth-
odology for labelling the traces of explosive
materials and their derivatives in the com-
plex matrixes such as living organisms or
soil are very promising. It seems that the
developed methods can be used for monitor-
ing the status of water and soil environment
in the context of contamination by trotyl and
its derivatives, and for assessment of poten-
tial threat to the health of people and ani-
mals, as well.

Present investigations over detection of
traces of explosive materials and their deriv-
atives in the soil are focused on the perfec-
tion of already existing methods and search-
ing some new and more efficient ones. Con-
clusions drawn from these investigations
constitute important arguments supporting
the further work in this domain.
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