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STRESZCZENIE

Dotychczas nie skonstruowano aparatury, za pomoca ktorej mozliwe bytoby badanie toksycznosci zwiazkow
chemicznych. Jedynie organizmy zywe, na réznym poziomie organizacji, pozwalajg na ocene toksycznosci ba-
danej probki. Bioindykacja jest metoda wykorzystujaca jako wskaznik organizm zywy, ktorego reakcja moze
by¢ podstawa oceny ogolnej aktywnosci biologicznej badanego uktadu. Pozwala to na poznanie sumarycznej
toksycznosci wszystkich szkodliwych substancji, w wielu przypadkach dziatajacych synergistycznie. Obecnie
za podstawowe zadania analizy bioindykacyjnej uwaza sie okreslenie charakterystyki toksykologicznej sub-
stancji biologicznie aktywnej, badz jej formy uzytkowej. Bioindykacyjna ocena roznych technologii produkcji,
a takze biezacy monitoring $ciekow i odpadow sprzyjaja tworzeniu technologii proekologicznych. W ujeciu
ekologicznym bioindykacja stuzy do oceny stanu ekosystemoéw, do ustalenia pojemnosci ekosystemow wobec
toksyn, a takze do oceny interakcji miedzy toksynami oraz miedzy toksyna a srodowiskiem. Ostatnim celem
bioindykacji jest ochrona wodociagdw poprzez system reakcji alarmowej. Organizmy rozniag sie wrazliwoscia
na obecnos¢ substancji toksycznych. Stad w badaniach ekotoksykologicznych zaleca sie stosowanie baterii
bioindykatoréow. W pracy przedstawiono szereg metod bioindykacyjnych, wraz z przyktadami ich zastosowania
w badaniach wod przeprowadzonych w Zaktadzie Badania Srodowiska Akademii Medycznej w Warszawie.

SLOWA KLUCZOWE: biotesty, toksycznos¢, jakos¢ wody

ABSTRACT
WATER ENVIROMENT TOXICITY INVESTIGATED BY BIOASSAYS

Physicochemical analysis is inadequate to provide information on unknown hazardous compounds in environ-
ment and their potential harmful effect on man and aquatic ecosystems. No instrument has been devised by
man that can measure the toxicity. Only living organisms could show some response to hazardous chemical
compounds. A bioassay - an aquatic toxicity test, is a procedure in which the responses of organisms are used
to detect or measure the presence toxicants in environmental samples. The main goals of bioassays include:
the assessment of the toxicity of pure compounds, their mixtures, effluents and waters; assessment of the in-
fluence of environmental factors on the toxicity of toxicants; assessment of the effectiveness of different
waste treatment methods; identification of sources of toxicity; and raising the alarm over the pollution of
drinking water sources. Organisms differ in their susceptibility to various classes of chemical agents. There-
fore to estimate the possible effect of xenobiotics on the environment a battery of tests is required. In the
paper some bioassay techniques are presented with the examples of their use in ecotoxicological studies car-
ried out in the Department of Environmental Health Sciences in the Medical University of Warsaw.

KEYWORDS: bioassay, toxicity, water quality

WSTEP

Dotychczas nie skonstruowano aparatury, za pomoca
ktorej mozliwe bytoby badanie toksycznosci zwiazkow
chemicznych. Jedynie organizmy zywe, na réznym pozio-
mie organizacji, pozwalaja na ocene aktywnosci biologicz-
nej badanego materiatu. Przemyst chemiczny wytwarza
obecnie tysigce produktow o nieznanym dziataniu na czto-
wieka i Srodowisko przyrodnicze, ktére moga przedostac
sie do zbiornikdw wodnych. Istniejacy system analiz wody
pozwala na ocene parametrow fizycznych (barwa, zapach,
temperatura) oraz wybranych parametrow chemicznych
(pH, chemiczne zapotrzebowanie na tlen - ChZT, twardos¢,
stezenia niektorych substancji) badanych uktadow. W ruty-
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nowej analizie chemicznej oznaczane sa jedynie niektore
toksyczne substancje. Ogromna czesc zanieczyszczen prze-
chodzi przez sito analityczne i jest uwzgledniana tylko w
ogolnych parametrach chemicznych wody takich jak ChZT
lub OWO (ogolny wegiel organiczny). Trudno jest jednak
wychwyci¢ w ten sposob trucizny dziatajace juz w mini-
malnych stezeniach (pestycydy). Kazdego roku do istnieja-
cych w srodowisku licznych zwiazkéw chemicznych docho-
dzi kilka tysiecy nowosyntetyzowanych, czesto o bardzo
wysokiej aktywnosci biologicznej. Rozwo6j nowych metod
analizy chemicznej umozliwia wykrycie i oznaczenie wiek-
szosci zwiazkow, lecz, z jednej strony jest to bardzo kosz-
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towne, z drugiej - nie daje odpowiedzi na dwa podstawowe

pytania:

- jak dana probka moze dziata¢ na organizmy zywe bytuja-
ce w Srodowisku?

- jak moze wptynaé bezposrednio i posrednio na organizm
cztowieka?

Definicja bioindykacji

Bioindykacja jest metoda wykorzystujaca jako wskaz-
nik organizm zywy, ktorego reakcja moze byc¢ podstawa
oceny ogolnej aktywnosci biologicznej badanego uktadu.
Pozwala to na poznanie sumarycznej toksycznosci wszyst-
kich szkodliwych substancji, w wielu przypadkach dziataja-
cych synergistycznie. Mimo pozornej réznicy obie metody:
biologiczna i chemiczna opieraja sie na tej samej zasadzie.
W analizie chemicznej wykorzystuje sie substancje, ktore
taczac sie z substancjami badanymi daja charakterystyczne
efekty ilosciowe i jakosciowe, np. efekty barwne. W meto-
dach biologicznych zywy organizm jest swoistym “odczyn-
nikiem”, wewnatrz ktorego zachodza procesy biochemicz-
ne, a ich rezultatem sa obserwowane symptomy np.: zmia-
ny morfologiczne ciata, choroba, a w koncu smier¢ organi-
zmu. Cel obu metod jest jednak catkowicie odmienny. Za
pomoca analizy chemicznej bada sie stezenia konkretnych
zwiazkow chemicznych. Uzyskuje sie odpowiedz na pyta-
nie: co i w jakiej ilosci znajduje sie w probce? Natomiast
przy zastosowaniu analizy bioindykacyjnej ocenia sie ogol-
na toksycznos¢ badanego uktadu, bez wskazania, ktory
zwiazek jest toksyczny, wazny jest sumaryczny efekt dzia-
tania.

Wspotczesna bioindykacja powstata na poczatku dwu-
dziestego wieku. W pierwszym okresie - opisowym (do lat
60-tych) probowano okresli¢ wptyw wszystkich szkodliwych
substancji na podstawowe grupy organizméw zywych, zaj-
mujacych wazne miejsce w tancuchu troficznym (skorupia-
ki, ryby) [1]. Stworzono wowczas podstawy badan: sposoby
prowadzenia analiz, oceny wynikdow (wprowadzono pojecie
EC50 oraz matematyczny sposob jego obliczania - metode
probitowa stosowana do dzi$), opisano symptomy zatruc
dla wielu organizméw wodnych. Opracowano pierwsze
standardowe procedury wykorzystujace ryby - standardy
ASTM (American Society for Testing and Materials). Na
poczatku lat 60-tych postawiono pytanie: co wtasciwie ma
by¢ celem bioindykacji? Czy srodowisko przyrodnicze, czy
cztowiek? Nastapit wowczas podziat pogladow i odtad roz-
woj bioindykacji postepuje w dwoch, pozornie réznych
kierunkach. W pierwszym, mozna go nazwac srodowisko-
wym, kontynuuje sie badania wptywu czystych zwiazkow
oraz Sciekow na srodowisko przyrodnicze. Wybierane sa
organizmy charakterystyczne dla danych biocenoz, obok
pojedynczych gatunkow stosuje sie cate ekosystemy (natu-
ralne i sztucznie konstruowane stawy, strumienie i ekosys-
temy ladowe). Drugi kierunek bioindykacji zajmuje sie
bezposrednio srodowiskiem cztowieka. Organizmy testowe
wybierane sa pod katem szczegolnej wrazliwosci na zwiaz-
ki chemiczne szkodliwe dla cztowieka. Stanowia one rodzaj
alarmu ostrzegajacego przed skazeniem. Testy “alarmowe”
wprowadzone zostaty w wielu krajach do rutynowych ba-
dan wad, szczegolnie uje¢ wody pitnej. Oczywiscie oba te
kierunki maja wiele wspolnych ptaszczyzn dziatania - wyni-
ki badan naukowych stuza czesto obu celom. W latach 70-
tych pojawia sie wiele standardow akceptowanych przez
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prawodawstwo miedzynarodowe i krajowe (takze w Pol-
sce). Coroczne sympozja sprzyjaja poszerzaniu wykazow
organizméw testowych. Lata 80-te i 90-te to okres po-
wstawania prac przegladowych, a takze postepujacej in-
ternacjonalizacji metod badawczych. Pojawiaja sie proby
wyjasnienia mechanizméw dziatania toksyn, zaleznosci
dziatania od struktury zwiazku, a takze interakcji miedzy
toksynami. Z okresu badan opisowych bioindykacja wkracza
w okres opracowan statystycznych, prob modelowania eko-
systemow, przewidywania dziatania nowych zwiazkéw na
podstawie istniejacych wynikow.

Cele bioindykacji

Obecnie za podstawowe zadania analizy bioindyka-
cyjnej uwaza sie okreslenie charakterystyki toksykologicz-
nej substancji biologicznie aktywnej, badz jej formy uzyt-
kowej. Bioindykacyjna ocena réznych technologii produk-
cji, a takze biezacy monitoring sciekdw i odpadow sprzyja-
ja tworzeniu technologii proekologicznych. W ujeciu ekolo-
gicznym bioindykacja stuzy do oceny stanu ekosystemow,
do ustalenia pojemnosci ekosystemow wobec toksyn, a
takze do oceny interakcji miedzy toksynami oraz miedzy
toksyna a srodowiskiem. Ostatnim celem bioindykacji jest
ochrona wodociagow oraz biologicznych oczyszczalni Scie-
kow poprzez system reakcji alarmowej.

Bioindykatorem moze byc uktad zywy na réznym po-
ziomie organizacji poczawszy od pojedynczego organizmu
skonczywszy na ekosystemach [2]. Wielu ekotoksykologow
uwaza, iz do oceny substancji biologicznie aktywnych ko-
nieczne jest zastosowanie ekosystmow modelowych, gdyz
zmiany w ekosystemach nie sg jedynie suma zmian w popu-
lacjach tworzacych ekosystem, ale takze sa wypadkowa
zaburzen i/lub przystosowan ekosystemu jako catosci. Ba-
dania na ekosystemach - mimo, ze najpetniejsze i dajace
najwiecej informacji ekologicznych, sa, z uwagi na ogrom-
ny koszt prowadzone w nielicznych os$rodkach na $wiecie
[1,3].

Organizmy testowe

W zwiazku z koniecznoscia uwzglednienia rachunku
ekonomicznego ponad 90% testow wykorzystuje jako bioin-
dykator populacje nalezaca do jednego gatunku. Dotych-
czas stosowano kilkaset réznych grup organizmoéw testo-
wych [4,5,6,7]. Wiele z nich pojawito sie tylko jednorazo-
wo jako efekt krotkotrwatego zainteresowania, inne s
przedmiotem licznych opracowan i prac przegladowych.
Najszerzej jako organizmy testowe stosowane sa ryby. Bu-
ikema i wsp. [8] wymieniaja ponad 150 gatunkow ryb pro-
ponowanych do testow toksycznosci przez wiodace amery-
kanskie organizacje: APHA (American Public Health Asso-
ciation), USEPA (US Environmental Protection Agency) i
ASTM (American Society Testing and Materials). Europej-
skie Centrum Ekotoksykologii w swej bazie danych [7] za-
miescito 60 gatunkow ryb na ogolng liczbe 122 gatunkow
bioindykatoréow stosowanych w badaniach toksykologicz-
nych. Ryby sa w petni akceptowane przez prawodawstwo
wielu panstw jak i organizacje miedzynarodowe [9,10] jed-
nakze ich stosowanie wymaga duzego, dobrze zorganizo-
wanego laboratorium.

Sposrod bezkregowcow najszerzej rozpowszechnio-
nymi organizmami testowymi sa dafnie wprowadzane juz w
latach 40-tych naszego stulecia. Zadecydowaty o tym
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wzgledy zaréwno naukowe jak i praktyczne [6]. Po pierw-
sze dafnie wystepuja na catym swiecie, w wielu réznych
biocenozach stodkowodnych. Petnig one wazna role w tan-
cuchu troficznym miedzy producentami a rybami. Z drugiej
strony ich fizjologia jest dobrze poznana, co umozliwia
prowadzenie hodowli laboratoryjnej, a takze dtugotermi-
nowych testow chronicznych. Jednoczesnie sa wrazliwe na
szerokie spektrum zanieczyszczen Srodowiskowych. Ze
wzgledu na mate rozmiary wymagaja matych objetosci ba-
danych probek oraz niewielkiej przestrzeni w laborato-
rium, zaréwno do prowadzenia hodowli, jak i do testow.

Trzecia wazna grupa organizmoéw testowych stosowa-
nych od wielu lat sa glony - bedace reprezentantem produ-
centow. Rozne odpowiedzi testowe glonéw pozwalaja na
wykrycia nie tylko zwiazkéw toksycznych (obnizenie tempa
wzrostu badz produkcji biomasy), ale takze na ocene za-
grozenia substancjami biogennymi wywotujacymi stymula-
cje wzrostu komorek [5,11,12,13].

Organizmy roznig sie wrazliwoscig w stosunku do roz-
nych substancji toksycznych. W zwiazku z tym do badan
bioindykacyjnych stosuje sie baterie bioindykatorow nale-
zacych do roznych grup biologicznych. Organizacje mie-
dzynarodowe zalecaja stosowanie 4 rodzajow bioindykato-
row: rozwielitki Daphnia magna lub D. pulex [14,15,16];
ryby - rézne gatunki [9,10,17], glony - zielenice Scenede-
smus subspicatus lub  Selenastrum  capricornutum
[12,13,18] oraz bakterie Pseudomonas putida [19] i Vibrio
fischeri [20]. W naszym kraju istnieja Polskie Normy zale-
cajace podobne bioindykatory jak w standardach miedzy-
narodowych: glon - Chlorella sp., skorupiaki - Daphnia ma-
gna i Gammarus varsoviensis oraz ryba - Lebistes reticula-
tus. Normy te wymagaja jednak drobnych korekt dostoso-
wawczych, ktore beda przeprowadzone w najblizszym cza-
sie [4,21].

Organizmom, ktore maja byC szeroko stosowane,
stawia sie szereg wymagan [2,22,23]. Musza by¢ po pierw-
sze tatwo dostepne - i to w duzych ilosciach, przez caty
rok. Jednoczesnie powinny by¢ mato zrdéznicowane pod
wzgledem genetycznym oraz wolne od choréb i pasozytow.
Po drugie musza przezywa¢ w dobrej kondycji w warun-
kach prowadzenia testu - najczesciej w laboratorium w
niewielkich naczyniach testowych. Po trzecie symptomato-
logia reakcji testowej musi by¢ wyrazna i powtarzalna,
tatwa do obserwacji i interpretacji. Po czwarte, w przy-
padku stosowania w analizach srodowiskowych, organizmy
testowe powinny byc¢ charakterystyczne dla danego kra-
ju/regionu, za$ do stosowania w sytuacjach alarmowych
powinny by¢ wrazliwe na szerokie spektrum substancji tok-
sycznych. Rand i wsp. [1] dodaja, iz test musi by¢ szeroko
akceptowany przez srodowisko naukowe. Procedura testo-
wa musi mie¢ podstawy statystyczne, by¢ powtarzalna -
wewnatrz laboratorium jak i w kalibracjach miedzylabora-
toryjnych. Natomiast APHA [5] zwraca uwage na to, iz or-
ganizmy testowe powinny takze mie¢ duze znaczenie eko-
nomiczne badz ekologiczne. Oczywiscie idealny bioindyka-
tor nie istnieje i organizmy zywe roéznia sie wrazliwoscia na
poszczegolne grupy substancji toksycznych.

Nowoczesne testy bioindykacyjne

Organizm testowy musi odpowiada¢ wielu surowym
wymaganiom dotyczacym m. in. ciagtej dostepnosci i jed-
norodnosci genetycznej. Ciagta dostepnos¢ bioindykatorow
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mozna osiagnag¢ dwoma sposobami. Po pierwsze, mozna
prowadzi¢ stata hodowle organizméw testowych. Jest to
kosztowne, a jednoczesnie nalezy pamietad, iz populacje
hodowlane ulegaja zmianom mogacym spowodowac znacz-
ne roznice wrazliwosci bioindykatorow pochodzacych z
réznych laboratoriow [6]. Zmiany wynikaja z réznic w me-
todach hodowli, a takze ze zmian genetycznych populacji.
Po drugie, mozna kupowa¢ bioindykatory ze sprawdzonych
zrédet. Obecnie wprowadzane sa gotowe testy sprzedawa-
ne w postaci pakietow pozwalajace na ocene toksycznosci
badanych prob w krétkim czasie. Zawieraja one formy
kryptobiotyczne bioindykatorow (pochodzace ze standar-
dowej hodowli), ktére moga byc dtugo przechowywane i w
razie potrzeby w krotkim czasie przygotowane do testu.
Analizy moga by¢ prowadzone nawet przez mate placowki
analityczne zaréwno do biezacej oceny toksycznosci sro-
dowiska jak i w sytuacjach alarmowych. Pierwszym tego
typu testem bioindykacyjnym byt system Microtox®, ktory
powstat w 1979 roku w USA [24]. Ltaczy on wtasciwa bioin-
dykacje z precyzja analizy instrumentalnej. Jako bioindy-
kator zastosowane zostaty bakterie luminescencyjne Vibrio
fisheri, ktére w normalnych warunkach okoto 10% metabo-
lizmu zuzywaja na wytwarzanie swiatta. W obecnosci sub-
stancji toksycznych luminescencja obniza sie wraz ze wzro-
stem toksycznosci ogoélnej probki. Liofilizowane bakterie
moga byc przechowywane przez 1 rok w temperaturze mi-
nus 20°C i uzyte do testu w kazdej chwili po zawieszeniu
ich w wodzie dejonizowanej. Bakterie umieszczone w pty-
nie do rozcienczen (2% NaCl) swieca ze stata intensywno-
scig przez okres 1-1,5 godzin. Obstuga systemu nie wymaga
specjalistycznego przeszkolenia ani doswiadczenia w pracy
z bioindykatorami. Ta stata gotowos¢ do wykonania analiz,
a takze otrzymywanie wynikow juz po godzinie od dostar-
czenia probki do laboratorium, zaowocowaty bardzo szyb-
kim rozpowszechnieniem testu na catym swiecie. W chwili
obecnej jest on prawdopodobnie najczesciej stosowanym
testem bioindykacyjnym, a jednoczesnie najlepiej pozna-
nym. Wrazliwos¢ testu, oceniona na przeszto 1300 zwiagz-
kach chemicznych, w wiekszosci przypadkow jest zblizona
do wrazliwosci organizméw wyzszych (skorupiaki, ryby)
[25]. Opracowano podobne systemy oparte na tym samym
bioindykatorze: m. in. niemiecki - Lumistox, finski - Biotox.
Analizy miedzylaboratoryjne toksycznosci czystych sub-
stancji wskazuja na wysoka zbieznos¢ wynikow uzyskanych
w roznych laboratoriach. Wynika to gtownie z faktu, iz po
pierwsze, wszystkie materiaty i odczynniki pochodza od
jednego producenta. Po drugie, test, a przede wszystkim
inkubacja, sa prowadzone w scisle okreslonych, kontrolo-
wanych warunkach. Eliminacja hodowli organizméw testo-
wych znacznie obniza koszty analiz, a jednoczesnie umoz-
liwia stosowanie testu Microtox® w matych pracowniach
(terenowych), a nawet w laboratoriach zainstalowanych w
samochodach. Ma to szczegdlne znaczenie w badaniach
regionu odlegtego od laboratorium, a przede wszystkim w
przypadku nadzwyczajnych zagrozen, gdy konieczna jest
ciagta analiza skazenia wody powierzchniowej lub pitnej.

Toxkits

Zespot prof. Guido Persoone z Uniwersytetu w Ghent
w Belgii stworzyt testy zwane Toxkits [26,27,28]. Organi-
zmy dostarczane sa w formie kryptobiotycznej: wrotki w
formie cyst, skorupiaki - w formie jaj przetrwalnych, zas
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glony - jako komorki unieruchomione w nosniku - “kulkach”

zabezpieczonych przed rozwojem specjalnym roztworem.

Formy te moga by¢ przechowywane w lodowce przez okres

kilku miesiecy. Przed testem cysty musza by¢ umieszczone

w wodzie. Pod wptywem silnego $wiatta nastepuje rozwoj

rozwdj form przetrwalnych i po okresie od 18 do 96 godzin

(w zaleznosci od organizmu) nastepuje wyleg mtodych

osobnikéw gotowych do testu. Eliminacja hodowli pozwala

na obnizenie kosztow badan. Wykorzystanie standardowych
organizméw umozliwia standaryzacje testu i otrzymanie
powtarzalnych wynikow w roznych laboratoriach. Testy

Daphtoxkit oraz Algaltoxkit sa zgodne z wymaganiami stan-

dardow OECD. Szeroko zakrojone badania poréwnawcze

wykazaty petna zgodnos¢ wynikoéw uzyskanych za pomoca

Toxkitow z metodami tradycyjnymi, tj. wykorzystujacymi

hodowle bioindykatoréw prowadzone w laboratoriach.

Mozna przypuszczac, ze formy kryptobiotyczne orga-
nizmow stanowia przysztosc¢ bioindykacji. Stosowanie tych
samych organizmoéw przez wszystkie laboratoria umozliwi
poréwnywanie wynikow analiz. Eliminacja hodowli pozwoli
obnizy¢ koszt badan, ale przede wszystkim udostepni me-
tody bioindykacyjne laboratoriom, ktore wykonuja tego
typu testy rzadko i beda mogty zamawiac bioindykatory jak
zwykty odczynnik chemiczny.

Istnieja dwa podstawowe rodzaje testow bioindyka-
cyjnych:

e Test przesiewowy (screen) odpowiadajacy na pytanie -
czy probka jest toksyczna? Pozwala on na ocene duzej
ilosci nieznanych prébek, np. wody pitnej pochodzacej
ze studni lezacych na pewnym obszarze;

e Test gtowny odpowiadajacy na pytanie - jaka jest tok-
sycznos¢ probki? Pozwala on na porownanie probek
miedzy soba oraz pewna charakterystyke toksycznosci
dotyczaca np. stopnia rozcienczenia wody, przy ktorym
toksycznosc zanika.

Przyktady analiz bioindykacyjnych wykonanych w Zakta-
dzie Badania Srodowiska Akademii Medycznej W War-
szawie

Testy toksycznosci

Microtox® - test wykorzystujacy bakterie luminescencyjne
Vibrio fischeri. Reakcja testowa jest obnizenie lumine-
scencji (Swiecenia) bakterii. Czas inkubacji jest wyjatkowo
krotki - tylko 15 minut. Test wykonano wg standardowej
procedury producenta [29] przy uzyciu analizatora M 500 i
liofilizowanych bakterii. Obliczenia wynikéw dokonano przy
zastosowaniu programu producenta: mtx7.exe

Spirotox - test wykorzystujacy pierwotniaki Spirostomum
ambiguum opracowany w Zaktadzie Badania Srodowiska AM
w Warszawie [30]. W tescie tym obserwuje sie dwa rodzaje
reakcji testowych: przyzyciowe deformacje komorki oraz
Smier¢ komorki. Na podstawie wynikow obliczane sa dwie
wartosci: EC50 - stezenie wywotujace 50% przyzyciowa
reakcje testowa oraz LC50 - stezenie wywotujace 50%
Smietelna reakcje testowa. Standardowy czas trwania testu
(inkubacji) wynosi 24 godziny, chociaz w wielu przypad-
kach reakcje testowe wystepuja juz po 2 godzinach.

Protoxkit F™ - Toxkit wykorzystujacy pierwotniaka Tetra-
hymena termophila. Reakcja testowa jest inhibicja wzro-
stu pierwotniakow. Jej miarg jest spadek gestosci pokarmu
(bakterii) mierzony spektrofotometrycznie. Jest to test
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chroniczny pozwalajacy w ciagu jedynie 24 godzin ocenic¢
wptyw badanej probki na kilka pokolen pierwotniakow.
Test wykonano wg procedury producenta Creasel (Deinze,
Belgia).

Rotoxkit F™ - Toxkit wykorzystujacy wrotka Brachionus
calyciflorus. Reakcja testowa jest smierc¢ organizmu. Test
wykonano wg procedury producenta Creasel (Deinze, Bel-
gia).

Daphtoxkit F™ magna - Toxkit wykorzystujacy skorupiaka
Daphnia magna. Standardowy test toksycznosci przeprowa-
dzony wg zalecen OECD. Reakcja testowa jest zahamowa-
nie ruchu skorupiakéw (immobilizacja) obserwowana po 24
i 48 godzinach inkubacji. Test wykonano przy zastosowaniu
dafni $wiezo wylegtych z jaj przetrwalnych (Creasel, Dein-
ze, Belgia). Procedura ta umozliwia eliminacje ciagtej ho-
dowli organizméw testowych.

Thamnotoxkit F™ Toxkit wykorzystujacy skorupiaka
Thamnocephalus platyurus. Reakcja testowa jest smierc
skorupiakow. Test wykonano przy zastosowaniu organi-
zmow swiezo wylegtych z jaj przetrwalnych (Creasel, Dein-
ze, Belgia). Test ten polecany jest jako tansza alternatywa
dla testu Daphnia. W wielu przypadkach test ten jest bar-
dziej czuty na obecnos¢ substancji toksycznych niz stan-
dardowy test Daphnia.

Wykonanie testow

Test przesiewowy. W naczyniach testowych umieszczono
nierozcienczone probki. W tescie Microtox® do probek do-
dano 10-krotnie rozcienczonego wodnego roztworu NaCl
(22%) aby dostosowac cisnienie osmotyczne do wymagane-
go przez bakterie luminescencyjne (2% NaCl). Kontrole
stanowity roztwory zalecane przez producentow testow.
Nastepnie wprowadzono bioindykatory i prowadzono testy
wg standardowych procedur. Stosowano po 3 powtorzenia
testu dla kazdej probki. Po inkubacji w kazdej probce od-
czytano % reakcji testowych. Wyniki podzielono na 3 kate-
gorie: probki toksyczne - jezeli wystapito ponad 50% reak-
cji testowych, niskotoksyczne - 20 - 50 % reakcji testowych
i nietoksyczne - ponizej 20% reakcji testowych.

Test zasadniczy. Stuzy on do poréwnania stopnia toksycz-
nosci probek. W tescie tym ocenia sie tylko te probki, kto-
re w tescie przesiewowym byty toksyczne. W tym celu w
naczyniach testowych wykonano szereg rozcienczen bada-
nych probek stosujac nietoksyczne roztwory zalecane przez
producentow testow, tzw. ptyny do rozcienczen. Nastepnie
wprowadzono bioindykatory. Po inkubacji w kazdym roz-
cienczeniu probki odczytano % reakcji testowych. Na tej
podstawie obliczono wartosci EC50 (lub LC50), czyli takie
stezenia badanych probek, ktore powoduja powstanie 50%
efektu testowego. Dla lepszego zobrazowania wynikow
wartosci EC50 przeliczono na jednostki toksycznosci: TU =
100 / EC50.

Badane probki

1. Gospodarstwa indywidualne wojewodztwa kieleckiego.
Pobrano 47 probek wody pitnej ze studni czerpanych
oraz 3 probki sciekow z szamb zlokalizowanych przy go-
spodarstwach. Prdobki oceniano przy uzyciu 2 testow:
Microtox® i Spirotox.

2. Zbiornik wod podziemnych wojewodztwa opolskiego.
Pobrano 2 serie po 25 prébek pochodzacych z piezome-
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trow réznej gtebokosci. Zastosowano baterie wszystkich
6 biotestow prezentowanych w materiatach i meto-
dach.
Probki wody pobierano do szklanych naczyn, chtodzono do
temp. 4°C. Testy wykonywano w ciagu 24 godz.

WYNIKI
Wody ze studni indywidualnych

Wyniki toksycznosci testu skriningowego 47 probek
wody pitnej ze studni gospodarstw indywidualnych woje-
wodztwa kieleckiego zamieszczono w Tabeli 1. Na ogdlng
liczbe 47 probek wody pitnej jedynie 40% i 68% nie wywo-
tywato reakcji testowych odpowiednio w testach Spirotox i
Microtox®. Natomiast az 30% probek byto toksycznych dla
pierwotniaka Spirostomum ambiguum. Wszystkie te probki
byty toksyczne badz lekko toksyczne dla bakterii lumine-
scencyjnych. Prdbki lekko toksyczne w tescie Spirotox nie
powodowaty obnizenia luminescensji bakterii. Natomiast
tylko jedna probka oddziatywata niekorzystnie na bakterie
nie wykazujac dziatania wobec pierwotniakow. Wskazuje
to na wyzsza wrazliwos¢ pierwotniakow wobec zanieczysz-
czen wystepujacych w badanych wodach.

Tabela 1. Toksycznos¢ probek wody pitnej gospodarstw indy-
widualnych oceniana w tescie skriningowym.

Microtox®
NT LT T Razem
NT 19 1 20
LT 13 13
Spirotox
T 7 7 14
Razem 32 8 7 47

2NT- probka nietoksyczna
PLT- prébka lekko toksyczna. Reakcja testowa = 20 - 50 %
°T - probka toksyczna. Reakcja testowa > 50%.

W celu oceny stopnia toksycznosci probek toksycz-
nych wykonano test zasadniczy. Szczegdtowe wyniki za-
mieszczono w Tabeli 2.

Probki wykazywaty wyréownang toksycznos¢ wobec
pierwotniaka, TU wynosito najczesciej 5,6. Jedynie dwie z
nich nr 22 i 29 byty 2-krotnie bardziej toksyczne. Rozrzut
wynikow testu Microtox® byt wiekszy. W czterech przypad-
kach test ten byt bardziej wrazliwy niz test Spirotox. Naj-
bardziej toksyczna byta probka nr 22, gdzie TU obu bioin-
dykatoréw wynosito powyzej 10.

Scieki z gospodarstw indywidualnych

Wyniki toksycznosci sciekow pochodzacych z szamb
gospodarstw indywidualnych wojewodztwa kieleckiego
zamieszczono w Tabeli 3. Toksycznos¢ badanych sciekow
dla testu Spirotox byta niewiele wyzsza niz toksycznos¢
niektorych probek wody pitnej. Natomiast w przypadku
testu Microtox® s$ciek nr 2 okazat sie bardzo toksyczny
(TU=10000). Swiadczy to o obecnoéci wysokoaktywnych
zwiazkow bakteriobojczych badz bakteriostatycznych.

Tabela 3. Toksycznosc Sciekéw z szamb gospodarstw indywidu-
alnych.

Nr Microtox® TU? [15 Spirotox TU [24h-EC50]
min-EC50]

1 10 14

2 10 000 14

3 4,9 6,7

2 TU jednostka toksycznosci = 100 / EC50

Badane probki wody i sciekow pochodzity z przypadkowo
wybranych gospodarstw wojewodztwa kieleckiego. Wg da-
nych Osrodka Doradztwa Rolniczego (dane nie publikowa-
ne) badany obszar charakteryzuje sie ptytkimi ujeciami
wad i bardzo gesta zabudowa wsi przy jednoczesnym braku
kanalizacji i nieszczelnych szambach. Rutynowe badania
fizykochemiczne wskazuja na znaczne zanieczyszczenie
wod pitnych azotanami. Nie wykonywano dodatkowych
analiz fizykochemicznych mogacych pomdc w ustaleniu
przyczyn wystepowania toksycznosci. Jednakze wysoka
toksycznosc sciekow z szamb oraz dane o ich nieszczelnosci
moga wskazywac na te droge zanieczyszczenia wod grun-
towych.

Zbiornik wéd podziemnych wojewdédztwa opolskiego

Wyniki toksycznosci wdd pochodzacych z ujec¢ pod-
ziemnych wojewodztwa opolskiego zamieszczono w Tabeli
4, Zastosowano baterie 6 biotestow obejmujaca: Spirotox,
Microtox®, Thamnotoxkit F, Protoxkit F, Rotoxkit F oraz
Daphtoxkit F magna. Pobrano 2 serie po 25 probek pocho-
dzacych z piezometrow roznej gtebokosci, przy czym za
pierwszym razem (1 seria) oceniono toksycznosé przy uzy-
ciu tylko 3 pierwszych biotestow. Najbardziej wrazliwym
biotestem okazat sie Spirotox, ktory zareagowat na 30%
probek. Wyniki przedstawiono jako procent reakcji testo-
wej probki nierozcienczonej

Tabela 2. Toksycznos¢ probek wody pitnej gospodarstw indywidualnych oceniana w tescie zasadniczym.

i Microtox® - LT Spirotox i Microtox® - T Spirotox
Nr probki Nr probki
% 12 TU [24h-EC50]° TU [15 min-EC50] TU [24h-EC50]
20 49 5,6 5 4,4 5,6
21 44 5,6 8 6,8 5,6
27 48 5,6 11 10,9 5,6
31 49 5,6 22 15,1 11,2
37 36 2,8 29 6,5 11,2
42 24 5,6 34 3,5 5,6
43 48 2,8 40 9,7 5,6

2 procent reakcji testowej probki nierozcienczonej
PTU jest jednostka toksycznosci, rowna 100 / EC50
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Tabela 4. Toksycznos¢ probek wod podziemnych wojewddztwa opolskiego w tescie skriningowym.

Nr Spirotox Microtox® Thamnotoxkit Protoxkit Rotoxkit Daphtoxkit
1 80 0 0 0 40 0 0 0
2 0 0 0 0 27 0 0 0
3 33 50 0 0 10 25 0 0 0
4 90 0 0 0 22 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 40 0 39 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 25 0 0 0
9 100 50 0 0 100 0 0 0
10 100 60 0 0 0 0 0 0 0
11 0 23 0 0 0 21 24 0 0
12 0 100 0 0 0 0 0 0 0
13 0 40 0 0 0 0 0 100 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 100 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
21 100 100 85 100 100 100 0 100 100
22 50 20 0 0 0 26 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0 0 0
24 60 70 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0 0 0

Najmniej wrazliwy byt Protoxkit F, dla ktorego lekko
toksyczna byta tylko jedna prdobka. Przyczyna tego moze
by¢ niska wrazliwos¢ pierwotniaka na wystepujace zanie-
czyszczenia, badz obnizona biodostepnos¢ toksyn wskutek
ich adsorbcji na zawiesinie pokarmu dodawanej w tym te-
scie. Probka nr 21 byta bardzo toksyczna dla wszystkich
bioindykatorow (z wyjatkiem pierwotniaka Tetrahymena
termophila). W celu oceny stopnia toksycznosci tej probki
przeprowadzono test zasadniczy - z rozcienczeniami. Naj-
silniej zareagowaty skorupiaki w tescie Thamnotoxkit F,
toksycznos¢ wyniosta TU = 20. Dwukrotnie mniej wrazliwe
okazaty sie bakterie luminescencyjne TU = 10, 4-krotnie
pierwotniaki w tescie Spirotox TU = 5,6, a 10-krotnie mniej
wrazliwe byty skorupiaki Daphnia i wrotki, dla ktorych TU =
2. Przeprowadzone szczegétowe analizy chemiczne tej
probki wykazaty obecno$¢ jonow Zn** w stezeniu 4,6 mg/L.
Moga one by¢ jedna z przyczyn toksycznosci, ale nie jedy-
na, gdyz wartosci EC50 dla jonow cynku wynosza: 0,4 mg/L
dla testow Spirotox i Thamnotoxkit F oraz 2 mg/L dla testu
Microtox® (Zaktad Badania Srodowiska AM, Warszawa ma-
teriaty niepublikowane). W badanej wodzie prawdopodob-
nie wystepuja inne niezidentyfikowane substancje toksycz-
ne dla bioindykatorow, badz zwiekszajace toksycznosc
cynku.

PODSUMOWANIE

W czesci eksperymentalnej zaprezentowano dwie
analizy bioindykacyjne wod pitnych oraz analize Sciekow
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bytowych. Zaobserwowano niespodziewanie wysoka tok-
sycznos¢ badanych probek wod, zwtaszcza dla pierwotniaka
Spirostomum ambiguum. Uzyskane wyniki wskazuja na
konieczno$¢ podjecia szeroko zakrojonych badan studni
wiejskich. Obok rutynowych analiz fizykochemicznych po-
winny byc¢ zastosowane testy bioindykacyjne, nie w celu
ich zastgpienia, ale wskazania, na ktore probki nalezy
zwrocic szczeg6lng uwage. Przeprowadzona analiza 3 scie-
kow bytowych wskazuje, iz moga one by¢ bardzo powaz-
nym, cho¢ obecnie lekcewazonym zrodtem toksycznych
zanieczyszczen $rodowiska. Coraz szersze stosowanie srod-
kow biobodjczych (srodkow dezynfekcyjnych, antybiotykow
itp.) w gospodarstwoch indywidualnych moze zaburzy¢
procesy oczyszczania $ciekow zaréwno w wodach po-
wierzchniowych jak i oczyszczalniach biologicznych.

Nie stwierdzono korelacji pomiedzy wynikami uzyska-
nymi dla réznych bioindykatoréow. Konieczne jest wiec sto-
sowanie baterii testow bioindykacyjnych obejmujacej or-
ganizmy nalezace do réznych grup.

WYKAZ SKROTOW

ChzZT - chemiczne zapotrzebowanie na tlen

OowWOo - ogolny wegiel organiczny

ASTM - American Society for Testing and Materials
APHA - American Public Health Association

USEPA - United States Environmental Protection Agency
ECETOX - Europejskie Centrum Ekotoksykologii
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OECD - Organization for Economic Cooperation and
Development

ISO - International Organization for Standardization

EC50 - stezenie powodujace powstanie 50% przyzyciowego
efektu testowego

LC50 - stezenie powodujace powstanie 50% smiertelnego
efektu testowego
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