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Przedmowa

Srodowisko to wedtug ustawy ,Prawo Ochrony Srodowiska” (POS) (Dz.U. z dn.
18 grudnia 2009 Nr 215 poz. 1664) ogdt elementéw przyrodniczych, w tym takze
przeksztatconych przez cztowieka, a w szczegdlnosci powierzchnia ziemi, kopaliny,
wody, powietrze oraz pozostate elementy réznorodnosci biologicznej, a takze wza-
jemne oddziatywania miedzy tymi elementami.

W ujeciu ekologicznym pojeciem réwnowaznym znaczeniowo jest ekosystem,
uktad biologiczny, w ktérego sktad wchodzg biocenza oraz biotop.

e Biocenoza jest zespotem populacji organizméw wystepujgcym na jakims obszarze
(w okreslonym biotopie czesto nazywanym sSrodowiskiem), powigzanych zaleznosciami
troficznymi poszczegdlnych poziomoéw — producentdow, konsumentéw i reducentow
(mikrokonsumentéw).

e Biotopem nazywamy elementy abiotyczne obszaru, czyli wode, glebe, gazy at-
mosferyczne, uksztattowanie terenu, klimat, temperature, a takze zanieczyszczenia.

Cechami charakterystycznymi ekosystemu, ktéry jest uktadem otwartym, s3:

e przeptyw energii,

e krazenie materii, polegajace na jej wymianie miedzy biocenoza a biotopem,

e zdolno$¢ do homeostazy, czyli utrzymywania wzglednej rdwnowagi dynamicznej
niektdrych zmiennych w ekosystemach w wyniku zjawisk regulacyjnych,

e dgznos¢ do osiggniecia stadium klimaksu w procesie sukces;ji.

Zmiany zachodzgce w s$rodowisku sg rezultatem proceséw naturalnych
i wynikajacych z dziatalnosci cztowieka. O ile procesy dojrzewania ekosysteméw nie-
poddanych antropopresji przebiegaja bardzo powoli, o tyle dziatalnos¢ cztowieka
powoduje ich przyspieszenie, np. wzrost tempa eutrofizacji wéd w rezultacie ich ob-
cigzania tadunkami pierwiastkdw biogennych czy zwigzkédw organicznych. W wyniku
dziatania toksycznego zanieczyszczen proces ten moze ulec znieksztatceniu lub zaha-
mowaniu az do catkowite]j destrukcji uktadu ekologicznego.

Obserwowane mierzalne negatywne skutki aktywnosci cztowieka oraz wzrost
Swiadomosci spotecznej zwrdcity uwage na koniecznosé ochrony srodowiska. Wedtug
ustawy POS ochrong $rodowiska jest podjecie lub zaniechanie dziatan umozliwiaja-
cych zachowanie lub przywrdcenie réwnowagi przyrodniczej. Polega to w szczegélno-
$ci na racjonalnym ksztattowaniu srodowiska i gospodarowaniu jego zasobami zgod-



10 Biologiczne metody oceny skazenia srodowiska

nie z zasadg zrownowazonego rozwoju, przeciwdziataniu zanieczyszczeniom oraz
przywracaniu elementéw przyrodniczych do stanu wtasciwego.

W Polsce zasada zréwnowazonego rozwoju zyskata range konstytucyjng (art.
5 Konstytucji RP). Wedtug definicji jest to taki rozwdj spoteczno-gospodarczy, w kté-
rym nastepuje proces integrowania dziatan politycznych, spotecznych i gospodar-
czych z zachowaniem réwnowagi przyrodniczej oraz trwatosci podstawowych proce-
sow przyrodniczych w celu zagwarantowania mozliwosci zaspokojenia podstawowych
potrzeb poszczegdlnych spotecznosci lub obywateli zaréwno wspotczesnego pokole-
nia, jak i przysztych pokolen.

Kazda ingerencja w Srodowisko musi by¢ zatem poprzedzona oceng jej skutkéw
zarowno pod wzgledem wartosci, jak i jakosci elementdw abiotycznych, ale przede
wszystkim elementéw biotycznych. Odpowiedz biocenozy, populacji czy osobnika
jako uktadu biologicznego jest zintegrowanym, najbardziej czutym wskaznikiem zmian
srodowiska.

Oznaczanie petnego spektrum zwigzkéw zanieczyszczajgcych wraz z ich metaboli-
tami czy produktami kometabolizmu nie jest mozliwe ze wzgledu na trudnosci anali-
tyczne, a takie czesto jest nieuzasadnione ekonomicznie. Metody bioindykacyjne
stanowig podstawowe narzedzie oceny negatywnych skutkéw lub zapobiegania de-
gradacji srodowiska.

Ksigzka stanowi przeglad dostepnych biologicznych metod oceny jakosci Srodowi-
ska i jego skazen zaréwno tych juz zaistniatych, jak i dokonywanej a priori w celu nie-
dopuszczenia do jego degradacji. Najpierw przedstawiono podstawowe pojecia doty-
czace toksykologii sSrodowiska, ekotoksykologii i toksykologii genetycznej oraz
bioanalityke i biomonitoring, — narzedzia, jakimi postugujg sie te dziaty toksykologii.
Nastepnie podano szczegétowe informacje na temat biologicznych metod oceny ja-
kosci i skazenia wody, osadéw, gleby i powietrza na podstawie obowigzujgcych norm
oraz doniesien literaturowych o prowadzonych pracach badawczych dotyczacych
poszukiwania nowych technik oceny jakosci sSrodowiska oraz wskaznikéw do doko-
nywania oceny ryzyka dla sSrodowiska.

Opracowanie zamyka komentarz, stanowigcy podsumowanie, w ktérym podkre-
$lono przydatnos¢ metod bioindykacyjnych oraz na przyktadzie badan autorki zwré-
cono uwage na ztozonos¢ problematyki.

Ksigzke mozna poleci¢ zaréwno studentom, jak i profesjonalistom zajmujgcym sie
ksztattowaniem, inzynierig i ochrong Srodowiska. Moze ona réwniez stanowié¢ pomoc
i dawac wskazowki osobom planujgcym prace badawcze w zakresie toksykologii $ro-
dowiska, ekotoksykologii czy toksykologii genetycznej. Wydaje sie jednak, ze znajo-
mos¢ podstawowych zagadnien dotyczacych skutkdw zanieczyszczenia oraz mozliwo-
$ci ich oceny i prognozowania ma bardzo duze znaczenie dla kazdego, komu nie s3
obce problemy ochrony srodowiska w mysl obecnie obowigzujacej filozofii ochrony
ddébr naturalnych.
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Sktadam serdeczne podziekowanie Pani prof. dr hab. Marii tebkowskiej za cenne
uwagi i wskazowki, ktére ztozyty sie na obecny ksztatt ksigzki. Réwniez gorgco dzieku-
je Pani dr hab. inz. Katarzynie Piekarskiej za wnikliwg recenzje i ocene mojej pracy.
Podziekowania nalezg sie réwniez Mai i Julianowi Drapniewskim, absolwentom Wy-
dziatu Inzynierii Srodowiska PWr., ktérzy zainspirowali mnie do opracowania ksigz-
kowego problematyki biologicznej oceny skazen srodowiska oraz mgr. inz. Henrykowi
Matysie za oprawe graficzng i edytorska.






1. Wprowadzenie

Postepujaca chemizacja sSrodowiska przyrodniczego, wynikajgca z dziatalnosci go-
spodarczej, przemystowe;j i rolniczej cztowieka, powoduje zmiany zaréwno w czesci
abiotycznej, jak i biotycznej ekosystemow. Wyniki badani fizycznych i chemicznych
prébek srodowiskowych nie odzwierciedlajg skutkéw wprowadzanych zanieczyszczen
dla populacji organizméw i ich zespotdw, jak réwniez nie informujg o interakcjach
synergistycznych czy antagonistycznych miedzy zwigzkami chemicznymi (rys. 1). Nie
jest takze mozliwe oznaczenie wszystkich sktadnikow wody czy gleby zaréwno ze
wzgleddw analitycznych, jak i ekonomicznych. Wiecej danych mozna uzyskaé, analizu-
jac wptyw zanieczyszczenia na biocenozy.

Interakcje abiotyczne Interakcje biotyczne

geologia biosfera ekologia ogdlna

geofizyka

oceanografia krajobraz ekologia krajobrazu

chemia atmosfery

klimatologia ekosystem

geografia |
i | . | mikrobiologia srodowiska
srodowisko biocenoza

ekologia biocenozy
| ekologia populacji
mikrosrodowisko populacja biologia i genetyka populacji
epidemiologia

hydrologia
gleboznawstwo

czynniki abiotyczne

) . osobnik fizjologia i anatomia
chemia koloidéw . | f

. . sktad chemiczny behawioryzm
chemia analityczna ! - .

. . uktady biologia rozwoju
chemia organiczna | neurologia
chemia nieorganiczna narzady . .

| . immunologia
tkanki .
| endokrynologia
komérki onkologia
biomolekuty farmakologia

biochemia/biofizyka
genetyka molekularna

Rys. 1. Hierarchia uktadéw biologicznych i dyscypliny nauk przyrodniczych
badajgcych interakcje miedzy czynnikami biotycznymi i abiotycznymi

Zmiany chemizmu Srodowiska pod wptywem antropopresji wywotujg negatywne
skutki dla organizmdéw. Skutki te stanowig przedmiot badan toksykologii i toksykologii
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Srodowiska, ekotoksykologii. W ocenie wptywu zanieczyszczen na elementy biotyczne
Srodowiska uwzglednia sie:

e transport zanieczyszczen, mozliwosci chemicznej transformacji sktadnikéw,

e ocene narazenia jednego lub wielu organizméw docelowych,

e odpowiedz organizmow, populacji, biocenoz lub catego ekosystemu na dziatanie
zanieczyszczen.

Celem opracowania jest charakterystyka metod biologicznej kontroli ekosyste-
mow pod wzgledem przydatnosci w inzynierii i ochronie $rodowiska. W podreczniku
omédwiono rdéznorodne stosowane testy ekotoksycznosci oraz dokonano przegladu
bioindykatorow i biomarkeréw. Opisano metody badania toksycznosci wody, osadéw
dennych, gleby i powietrza, wyrdzniono testy mutagennosci i genotoksycznosci oraz
przedstawiono sposoby prowadzenia biomonitoringu srodowiska oraz zasady szaco-
wania ryzyka wywotanego zanieczyszczeniami.

Toksykologia jest dziedzing, ktérej celem jest ocena niekorzystnego lub szkodli-
wego dziatania substancji chemicznych i innych czynnikdw na organizmy zywe oraz
analiza prawdopodobienstwa ich wystgpienia w réznych warunkach ekspozycji (Rand
i Petrocelli, 1985). Organizmy zywe integruja efekty pozytywnego i negatywnego
wptywu substancji chemicznych oraz warunkéw Srodowiska podczas ich wzrostu
i rozwoju. Obserwowany efekt jest zatem odpowiedzig organizmdw na ekspozycje na
wszystkie biologicznie aktywne komponenty. Dlatego testy biologiczne dostarczaja
bardziej bezposredniej miary toksycznosci niz czynig to analizy chemiczne (Keddy i in.,
1995). Podstawg badan toksykologicznych jest zaleznos$¢ dawka—odpowiedz, a wyra-
Zzona matematycznie pozwala na przewidywanie zagrozenia. W badaniach wykorzy-
stuje sie laboratoryjne testy toksykologiczne. Coraz popularniejsze stajg sie bardziej
czute metody, do jakich nalezy zastosowanie biomarkeréw na poziomach fizjologicz-
nym, komoérkowym, subkomérkowym i molekularnym.

Toksykologia srodowiskowa — wydzielona gatagz toksykologii — jest naukg o zanie-
czyszczeniach biosfery i ich wptywie na jej sktadowe biotyczne w aspekcie ostatecz-
nego dziatania na organizm cztowieka. Obejmuje ona catoksztatt oddziatywan sub-
stancji toksycznych z biosferg poprzez kontrolowanie ich przemieszczania
w ekosystemach i pomiedzy nimi. Zajmuje sie badaniem tzw. cyklu Zycia naturalnych,
ale gtdéwnie antropogenicznych zanieczyszczen i ich wptywu na strukture i funkcje
ekosystemow. Dzieki monitoringowi stosowanemu jako narzedzie metodyczne, dazy
do okreslenia zrédet zanieczyszczen (szkodliwych emisji), realnego stopnia zagrozenia
i sposobdw zapobiegania. Do podstawowych celdw toksykologii srodowiskowej nale-
23 opisy:

e loséw i dystrybucji substancji toksycznych w biosferze,

e transportu i losdw w organizmach zywych z uwzglednieniem przemian chemicz-
nych ksenobiotykdw,

e narazenia ekosystemow w rezultacie efektéw oddziatywan zanieczyszczen.
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Ekotoksykologia obejmuje natomiast badania organizmoéw, populacji, zespotow,
biocenoz i ekosystemdéw pod wzgledem drdg narazenia na czynniki chemiczne, ich
przenikania ze Srodowiska do organizmoéw oraz efektéw toksycznych. Najprosciej, jest
to nauka o szacowaniu efektéw dziatania substancji toksycznych na ekosystemy
w celu ich ochrony jako uktaddéw, nie za$ pojedynczych ich elementéw funkcjonal-
nych, takich jak producenci, konsumenci i reducenci czy poszczegdlne populacje
i organizmy. Jest naukg zajmujaca sie wptywem substancji toksycznych na biocenoze,
tj. na zycie organizmdéw w warunkach naturalnych, zwtaszcza na parametry ich cyklu
zyciowego, takie jak rozrodczosé¢, smiertelnos¢, dtugosé zycia i czas dojrzewania, oraz
obserwacjami uogdlnionymi, takimi jak dostosowanie (adaptacja) organizmow.
Obiektem badan ekotoksykologii sg naturalne substancje toksyczne, takie jak np.
wtdérne metabolity produkowane przez mikroorganizmy, grzyby i rosliny oraz zwigzki
chemiczne wytwarzane przez cztowieka, jak np. pestycydy, dioksyny czy zanieczysz-
czenia przemystowe. W ujeciu aplikacyjnym ekotoksykologia jest naukg badajgca
wystepowanie, drogi krazenia, akumulacje i rozktad w ekosystemach substancji tok-
sycznych pochodzenia antropogenicznego. Jesli na szczycie piramidy troficznej umie-
scimy cztowieka, to granice miedzy toksykologia Srodowiskowg a ekotoksykologia
przestajg by¢ tak wyrazne (Newman i Unger, 2003).

Toksykologia genetyczna skupia sie przede wszystkim na mutacjach zachodzacych
pod wptywem substancji chemicznych. Mutacja odnosi sie do zmian genetycznych
w komodrkach somatycznych lub ptciowych. Mutacje w komdrkach somatycznych
mogga sie przyczyni¢ do réznych defektdw az do powstania nowotworu, mutacje
w komoérkach pfciowych moga natomiast spowodowac choroby genetyczne u na-
stepnych pokolen. O ile ustalono zwigzek miedzy ekspozycjg na poszczegdlne sub-
stancje chemiczne i kancerogeneza u ludzi, o tyle podobny zwigzek dla defektéw
dziedzicznych jest trudny do dowiedzenia (Walker i in., 2002).

Zanieczyszczeniem nazywa sie stan Srodowiska wynikajacy z nagromadzenia
w powietrzu, glebie i w wodzie energii (czynnik fizyczny) lub substancji statych, cie-
ktych lub gazowych (czynnik chemiczny) w takich ilosciach lub sktadzie, ze moze to
ujemnie wptywaé na zdrowie ludzkie, klimat i przyrode ozywiong lub powodowac
inne szkody Srodowiskowe. Zanieczyszczenie moze by¢ zaréwno pochodzenia natu-
ralnego jak i antropogenicznego, czyli wynikajgcego z dziatalnosci cztowieka.

Zanieczyszczeniem moze by¢ zatem np. podwyzszenie lub obnizenie temperatury
wody albo zanik naturalnych wahan sezonowych temperatury, odpowiedzialnych za
dynamike srodowiska wodnego. Podobnie obecnos¢ fluoru lub jego zwigzkéow w po-
wietrzu jest jego zanieczyszczeniem, poniewaz fluor nie jest naturalnym skfadnikiem
tego elementu srodowiska. Wiele ze zwigzkéw organicznych wystepujacych w nadmier-
nych ilosciach w $rodowisku pochodzi wprawdzie z syntez chemicznych, ale niejedno-
krotnie sg to substancje majace analogi w produktach naturalnych, np. ludzkie hormony
ptciowe wystepujace w wodach powierzchniowych. Syntetyczne zwigzki organiczne od-
dziatujgce na zywe organizmy, nie bedgce ani pierwotnymi, ani wtérnymi metabolitami
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organizmdw, ani tez ich analogami — , obce” dla metabolizmu, okresla sie mianem
ksenobiotykdw. Wiele z nich zalicza sie do grupy tzw. trwatych zanieczyszczen srodo-
wiska, niepodatnych lub trudno podatnych na przemiany enzymatyczne. Do grupy tej
nalezy m.in. wiele pestycyddéw, polichlorowane bifenyle i wielopierscieniowe weglo-
wodory aromatyczne.

Kiedy zanieczyszczenie staje sie skazeniem? Skazeniem mozna znazwaé czynnik
chemiczny lub biologiczny, ktdry pojawia sie w Srodowisku przynajmniej w czesci jako
rezultat dziatalnosci cztowieka, w stezeniu majgcym szkodliwy wptyw na organizmy
zywe. Jest to wiec przedostanie sie do Srodowiska naturalnego (atmosfery, waéd, gle-
by, zywnosci, przedmiotdw) substancji toksycznych i promieniotwérczych lub pato-
gendw stanowigcych zagrozenie dla zdrowia i zycia roslin, zwierzat i cztowieka. Istnie-
ja trzy rodzaje skazen srodowiska:

e chemiczne — spowodowane przez rdznego rodzaju substancje chemiczne,

e promieniotwdrcze — wywotane przez substancje promieniotwdrcze dostajgce sie
do $rodowiska na skutek wybuchdw jgdrowych, awarii reaktoréw atomowych, nie-
kontrolowanych wyciekéw z laboratoriéw radiochemicznych,

e sanitarne — bedace wynikiem zanieczyszczenia mikrobiologicznego i parazytolo-
gicznego powietrza, wod i gleby. Ten rodzaj skazen stanowi przedmiot badan biologii
sanitarnej i epidemiologii, wchodzgcych w zakres nauk medycznych.

Czynniki wprowadzane do srodowiska wywodzg sie z dwdch podstawowych Zré-
det. Zanieczyszczenia punktowe pochodzg z reguty ze zrzutéw Sciekdw komunalnych
i przemystowych, odptywow ze sktadowisk odpadédw komunalnych, przemystowych
oraz niebezpiecznych. Zanieczyszczenia punktowe sg stosunkowo fatwe do scharakte-
ryzowania i zdefiniowania pod wzgledem rodzaju emitowanego zanieczyszczenia oraz
stopnia emisji czy catkowitej ilosci wprowadzanej do srodowiska.

Zanieczyszczenia obszarowe — w przeciwiedstwie do zanieczyszczen punktowych
— sg natomiast bardzo trudne do scharakteryzowania, gdyz sg to przede wszystkim
sptywy z upraw rolniczych izanieczyszczonych gleb oraz z powierzchni miejskich,
takich jak parkingi, osiedla mieszkaniowe, a takze zanieczyszczenia pochodzgce
z osadéw dennych, suchej i mokrej depozycji z atmosfery itp. W wielu sytuacjach
zanieczyszczenia ze zrédet obszarowych stanowig mieszanine substancji o trudnej do
okreslenia toksycznosci, poniewaz mogg réznic sie pod wzgledem zawartosci sktadni-
kow, proporcji ilosSciowych komponentéw oraz trudnej do okreslenia wielkosci emisji

(rys. 2).
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Oddziatywanie zanieczyszczen na organizmy wynika z interakcji miedzy skaze-
niem a organizmem, populacjg lub biocenoza, co przejawia sie m.in. Smiertelnoscig,
zahamowaniem wzrostu i czynnosci fizjologicznych, zmianami w DNA, zmianami
w obrebie tkanek i organéw osobnikdéw narazonych na dziatanie zwigzkéw chemicz-
nych. Zjawiska te sg skutkiem pobrania sktadnikow zanieczyszczen, ktdrych organizmy nie
potrafig transformowacd lub w efekcie metabolizmu zostajg wytworzone toksyczne pro-
dukty ich przemiany. Przebieg omawianych procesow zalezy od gatunku organizmu i od
biodostepnosci zwigzkow skazajgcych srodowisko (Lin, 1981; Dutka, 1991; Namiesnik
i Jaskowski, 1995). Na rysunku 3 pokazano losy wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych po narazeniu komérek bakteryjnych na ich dziatanie.
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Rys. 3. Schemat mikrobiologicznej transformacji antracenu i fenantrenu (Traczewska, 2003)

Wystepuja tu takie zjawiska jak konwekcja i dyfuzja (1) prowadzace do adsorpcji
na powierzchni w elementach oston komérkowych (2) lub pobrania (3), ktérego skut-
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kiem jest wewnatrzkomdrkowe gromadzenie w niezmienionej formie chemicznej
— bioakumulacja (4) albo witaczenie w szlak przemian metabolicznych — biotransfor-
macja (5), a nastepnie aktywne usuwanie produktéw rozktadu enzymatycznego (6).
Jezeli substancja szkodliwa podlega procesom adsorpcji na powierzchni organizmoéw
narazonych lub bioakumulacji, to takie zanieczyszczenie moze zosta¢ ponownie
uwolnione do $rodowiska w razie obumarcia organizmu i lizy komdrek. Biotransfor-
macja ksenobiotykdw moze natomiast powodowaé aktywne uwalnianie produktéw
przemian metabolicznych o zmienionych wtasciwosciach toksykodynamicznych
w stosunku do zwigzku wyjsciowego.

Przestankg do wtaczenia oceny toksycznosci do kontroli stopnia zanieczyszczenia
Srodowiska staty sie dowody na to, ze badanie obecnosci i eliminacji zwigzkéw che-
micznych oparte wytgcznie na pomiarach ich stezenia moze nie oznaczac rzeczywistej
poprawy jakosci srodowiska (Traczewska, 2003; tebkowska i in., 2004).

W biologicznych metodach kontroli jakosci sSrodowiska mozna wyrdzni¢ dwa pod-
stawowe kierunki (rys. 4):

e analize wptywu zanieczyszczert na materiat biologiczny, polegajaca na wykorzy-
staniu elementdéw biotycznych jako receptoréw okreslonych zanieczyszczen,

e biomonitoring, ktdry jest miarg odpowiedzi zywych organizmdw na zmiany zacho-
dzace w Srodowisku. Regularne, czasowe i przestrzenne obserwacje zywych organizmoéw
jako bioindykatorow umozliwiajg na podstawie ilosciowych i jakosciowych ich charaktery-
styk okreslenie stanu systemu ekologicznego oraz parametrow biotycznych i abiotycznych
jego komponentdw, w tym substancji oraz oddziatywan antropogenicznych. Biomonito-
ring uzupetniony monitoringiem technicznym i chemicznym jest niezwykle przydatny do
oceny skazenia Srodowiska (Kuczynska i in., 2005, Wolska i in., 2007).

Metody biologiczne
w ocenie Srodowiska

\
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Rys. 4. Podstawowe kierunki badan w kontroli jakosci Srodowiska

Biotest jest eksperymentalng prébg biologiczng majacg na celu wykazanie obec-
nosci substancji toksycznej w srodowisku badz okreslenie jej negatywnego oddziaty-
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wania na organizmy zywe wraz z oszacowaniem ilosciowym. Zainteresowanie biolo-
gicznymi metodami oceny jakosci srodowiska wynika z mozliwosci oceny szkodliwego
wplywu zanieczyszczen na funkcjonowanie ekosystemdw, a w konsekwencji na popu-
lacje ludzka.

Do najpowazniejszych negatywnych skutkéw zdrowotnych zaleznych w duzym
stopniu od jakosci Srodowiska nalezg choroby nowotworowe. Ustalono, ze okoto 80%
nowotworéw jest uwarunkowanych srodowiskowo. Mozna to wykry¢ za pomoca
krotkoterminowych i dtugoterminowych testéw na mutagennos¢ i genotoksycznosc.
Nowe produkty, takie jak leki, zywnos¢ i dodatki do produktow spozywczych oraz
inne substancje chemiczne przed dopuszczeniem ich do sprzedazy réwniez wymagajg
doktadnego sprawdzenia pod wzgledem ich bezpieczenstwa dla zdrowia ludzkiego.
Obecny stan wiedzy wskazuje na to, ze wiele substancji ma wfasciwosci mutagenne
i niesie potencjalne niebezpieczenstwo chordb genetycznych dla przysztych pokolen,
jak i ryzyko wystgpienia nowotwordw u osobnikéw narazonych na ich dziatanie.

W warunkach ekspozycji organizméw na sladowe ilosci mikrozanieczyszczen cze-
sto nie obserwuje sie efektu toksycznego, jak réwniez nie sprawdzajg sie lub nie s3
mozliwe do zastosowania metody analityczne (Namiesnik iin., 2000). Niektére sub-
stancje chemiczne po wniknieciu do organizmu podlegajg bowiem biotransformacji
lub nie jest mozliwe pobranie materiatu do badan. W takich przypadkach poszukuje
sie metod posrednich do identyfikacji narazenia. Miernikiem ekspozycji sg reakcje
biologiczne, takie jak zmiana aktywnosci okreslonych enzymoéw uczestniczacych
w przemianach biochemicznych ksenobiotykdw, kumulacja zanieczyszczen w ptynach
ustrojowych, wydzielinach czy np. obecnos¢ metabolitdw substancji toksycznych czy
genotoksycznych w wydalinach. Takie wskazniki narazenia okresla sie mianem bio-
markerdéw.

Jednym z najstarszych sposobdéw kontroli jakosci srodowiska jest jego ocena na
podstawie zmian skfadu gatunkowego biocenozy. Stosowane metody sg oparte na
obserwacji i identyfikacji gatunkéw wskaznikowych (stenotypowych, tj. o waskich
i okreslonych granicach tolerancji) i wnioskowaniu na tej podstawie o warunkach
abiotycznych. Podczas obserwacji dtugoterminowych umozliwiajg one okreslenie
kierunku zmian oraz prognozowanie zdolnosci do samooczyszczania Srodowiska.

2.1. Analiza wptywu zanieczyszczen
na organizmy zywe (bioanalityka)

Narazenie organizmdéw zywych na dziatanie domieszek i zanieczyszczen srodowi-
ska moze miec¢ daleko idace skutki, wiele z tych substancji oprdocz wtasciwosci tok-
sycznych ma bowiem dziatanie teratogenne lub genotoksyczne. Wielkos¢ skazen i ich
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trwato$é moze byc niejednokrotnie tak duza, ze dziatanie szkodliwe jest typu chro-
nicznego i jego efekty ujawniajg sie po dtugim czasie (Miller i in., 1985). Dlatego opra-
cowano wiele metod bioanalitycznych umozliwiajacych okreslenie w warunkach labo-
ratoryjnych zaleznosci i skutkéw oddziatywan zwigzkéw zanieczyszczajacych na
organizmy zywe (testy toksykologiczne) oraz metod szybkiego oznaczania toksyczno-
$ci lub obecnosci w srodowisku substancji o istotnym znaczeniu dla aktywnosci biolo-
gicznej organizmoéw (czujniki biologiczne) (Steinberg i in., 1994; Natecz-Jawecki, 2003;
Alonso i in., 2009; Traczewska i Dziubek, 2006; Traczewska, 2008; Traczewska i Dziu-
bek, 2007).

Nalezy jednak pamietac, ze wrazliwosé na dziatanie substancji toksycznych moze
sie bardzo rézni¢ u grup organizmow i miedzy gatunkami, a nawet u réznych szcze-
pow tego samego gatunku. Sytuacja ta utrudnia ekstrapolacje danych o toksycznosci
z jednego gatunku na inne. Jednakze dane uzyskiwane metodami bioanalitycznymi
stanowig podstawe proceséw szacowania ryzyka srodowiskowego.

2.1.1. Czujniki biologiczne

Gdy wskazane jest bardzo szybkie oznaczenie toksycznosci lub obecnosci w $ro-
dowisku substancji o istotnym znaczeniu dla aktywnosci biologicznej organizméw
moga znalez¢ zastosowanie czujniki biologiczne. Prace nad urzadzeniami pomiaro-
wymi tego typu, moggcymi miec zastosowanie w monitoringu powietrza, wody, osa-
dow i gleby, znajduja sie w fazie badan laboratoryjnych. Istotng cechg czujnikéw bio-
logicznych jest mozliwos¢ ciggtego monitorowania $rodowiska, automatyzacji
pomiaréw oraz przetwarzanie danych. W rezultacie reakcji elementu biologicznego
z analitem nastepuje przemiana energii przekazywanej przez przetwornik w postaci
sygnatu do urzgdzenia pomiarowego. Kazdy czujnik sktada sie z dwdch elementow,
warstwy analitycznie aktywnej oraz elementu przetwornikowego. Jest to urzgdzenie
przetwarzajace np. informacje dotyczacg stezenia sktadnika badanego na sygnat uzy-
teczny analitycznie (rys. 5).
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Rys. 5. Schemat sensora biologicznego
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Wyrdznia sie dwa rodzaje sensorow — chemiczne i biologiczne (biosensory). W czuj-
nikach reakcje elementéw biologicznych sg przetwarzane na parametry fizyczne
i odczytywane w postaci zmian zjawisk elektrycznych (przetworniki elektrochemicz-
ne), fluorescencji, absorbancji lub Swiatta odbitego (przetworniki optyczne i spektro-
skopowe), zmian temperatury (przetworniki kalorymetryczne) lub masy (wagi kwar-
cowe — czujniki piezoelektryczne) (Traczewska i in., 2010).

W czujnikach elektrochemicznych sg stosowane rdzne typy elektrod, np. aktywne
chemicznie, inercyjne lub modyfikowane. W zaleznosci od rodzaju rejestrowanych
zjawisk elektrycznych wyrdznia sie sensory impedancyjne, potencjometryczne, ampe-
rometryczne lub konduktometryczne.

Czujniki optyczne rejestrujg w sposdb bezposredni lub posredni zmiany promie-
niowania swietlnego w zaleznosci od tego czy sama aktywna warstwa analitycznie
zmienia witasciwosci optyczne po potaczeniu z analitem, czy tez stosowane sg dodat-
kowe wskazniki optycznie aktywne.

Reakcje warstwy analitycznie aktywnej z badanym materiatem mogg miec cha-
rakter reakcji egzo- lub endotermicznej. Zjawisko to stato sie podstawg do konstrukcji
czujnikéw kalorymetrycznych.

W czujnikach piezoelektrycznych sg wykorzystywane przede wszystkim tzw. wagi
kwarcowe, poniewaz w wyniku nacisku mechanicznego na krysztaty jest emitowany
sygnat elektryczny zalezny od masy, co jest rejestrowane przez odpowiednie urza-
dzenia pomiarowe.

W znanych biosensorach sktadnikami biologicznymi s immobilizowane enzymy,
mikroorganizmy, organelle komorkowe lub komérki tkanek organizméw wyzszych,
petnigce funkcje biokatalizatoréw, lub uktady receptorowe, takie jak przeciwciata,
kwasy nukleinowe czy receptory bton komérkowych (tabela 1).

Tabela 1. Rodzaje biosensoréw i wykrywanych zanieczyszczen

Sposob detekcji Wykrywane zanieczyszczenia
Reakcja enzymatyczna pestycydy, azotany, azotyny, fenole,
lub metabolizm mikrobiologiczny weglowodory chlorowane, naftalen
Inhibicja enzymatyczna pestycydy, metale ciezkie
Inhibicja procesu oddychania substancje toksyczne
Aktywnos¢ fotosyntetyczna herbicydy
Luminescencja bakteryjna toksyczne zwigzki organiczne, metale ciezkie
Membrany drukowane molekularnie pestycydy
Immunochemia herbicydy, polichlorowane bifenyle

W badaniach srodowiskowych biosensory mogg by¢ stosowane do wykrywania
i identyfikacji zanieczyszczen toksycznych, mikrobiologicznych i mutagennych oraz
zmian genetycznych w organizmach modyfikowanych (GMO). Czujniki zawierajgce
sondy genetyczne majg charakter urzadzen jednorazowych ze wzgledu na nieodwra-
calnos¢ zmian zachodzacych w materiale biologicznym.
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W zaleznosci od uzytego sktadnika biologicznego i mierzalnego efektu mozna wy-
rozni¢ dwa rodzaje biosensoréw:

e sensory diagnostyczne, stuzagce do wykrywania obecnosci okreslonego zanie-
czyszczenia, charakteryzujace sie selektywnosciag materiatu biologicznego (zdolnoscia
reagowania na okreslony zwigzek chemiczny) wykorzystujgce reakcje enzymatyczne
lub biopowinowactwo,

e sensory szerokozakresowe, stuzgce do detekcji toksycznosci zanieczyszczen po-
przez zmiany aktywnosci metabolicznej sktadnika biologicznego, z reguty uktadéw
petnokomoérkowych.

W biosensorach wykorzystuje sie zatem selektywnos$¢ okreslonego rodzaju mate-
riatu biologicznego jako warstwy detekcyjnej (tabela 2). Czuty element biologiczny
potaczony z odpowiednim transduktorem przetwarzajgcym impuls powstaty w rezul-
tacie reakcji biologicznej w sygnat optyczny, elektryczny itp. umozliwia bardzo szybka
ocene skazenia srodowiska i jego jakosci nawet w trybie on line (Brzdzka, 1999).

Tabela 2. Zastosowanie biosensoréw w monitoringu Srodowiska (Brzdzka, 1999)

Oznaczana substancja Element biologiczny Przetwornik sensora/metoda
2,4-Dinitrofenol monoklonalne przeciwciata elektroda potencjometryczna
Fenole oksydaza polifenolowa elektroda amperometryczna
Azotany(lll) reduktaza azotynowa sensor gazowy NH;

Naftalen Pseudomonas + lux plasmid fotowzmacniacz
Herbicydy triazynowe mieszanina enzymow spektrofotometr UV
Formaldehyd dehydrogenaza formaldehydowa | element piezoelektryczny
Rtec(lll) ureaza elektroda gazowa CO,
Fosforany organiczne acetylocholinoesteraza elektroda do pomiaru pH
Metale ciezkie ureaza mikrokalorymetr
Insektycydy karbaminowe | acetylocholinoesteraza Swiattowodowy sensor pH
Herbicydy Synechococcus amperometria posrednia
Chlorofenole Escherichia coli amperometria posrednia

2.1.2. Badania testowe

Testy sg specyficzng grupg badan ilosciowych, opartg na wszechstronnej
i szczegdtowej ocenie wptywu substancji toksycznych lub ich mieszanin na organizmy
zywe. W przypadku badania préobek srodowiskowych metody te umozliwiajg ocene
sumarycznej toksycznosci uwzgledniajgcej antagonistyczne lub synergistyczne inte-
rakcje miedzy poszczegdlnymi komponentami analitu. Zréznicowany mechanizm
toksykologiczny zalezy od rodzaju zwigzku, typu ekspozycji (ostra lub chroniczna),
rodzaju organizmu i warunkéw abiotycznych (Tang i in., 1999; Critto i in., 2004).
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Wiele badan testowych wymaga specjalistycznego wyposazenia i umiejetnosci.
S3 one réwniez czasochtonne. Potrzeba stworzenia systemu wskaznikdéw, za pomoca
ktérych mozna oceniaé toksycznos¢ préobek, doprowadzita do badan nad tatwymi
i niedrogimi testami toksykologicznymi.

W testach toksykologicznych oprdcz szkodliwego stezenia substancji chemicznej
okresla sie czas ekspozycji potrzebny do wywotania efektu jej oddziatywania wraz
z uwzglednieniem czynnikdéw fizyczno-chemicznych. Oddziatywanie substancji che-
micznej moze by¢ bowiem na tyle dyskretne, ze w warunkach optymalnych organizm
bedzie zdolny do utrzymania normalnych funkcji zyciowych, efekt zas indukowany
chemicznie moze zostaé wykryty tylko po zastosowaniu dodatkowego stresu (np.
zmiany pH, stezenia tlenu rozpuszczonego czy temperatury).

Informacje uzyskane w testach toksykologicznych umozliwiajg réwniez progno-
zowanie efektéw toksycznych wywotywanych przez substancje chemiczne w $rodo-
wisku i mogg stanowi¢ podstawe do oceny ryzyka przez okreslenie zaréwno czynnika
chemicznego, jak i warunkow ekspozycji (Middle i Falkenberg, 1976; Wangberg i in.,
1995; Wester i Vos, 1994). Testy biologiczne umozliwiajg rowniez ocene sity oddzia-
tywania substancji chemicznej lub mieszaniny w poréwnaniu z dziataniem substancji
standardowej. Test tego typu wykonuje sie w celu scharakteryzowania oddziatywania
substancji chemicznej na podstawie stopnia odpowiedzi badanych organizmdw, nie po to
zas, by oszacowac stezenie substancji, ktdre jest toksyczne dla tych organizméw.

Juz w 1985 roku Rand i Petrocelli sformutowali aktualne do dzi$ kryteria przydat-
nosci testu, ktdrego procedura i rezultaty powinny:

e by¢ ogdlnie akceptowane przez kregi naukowe,

e stanowi¢ podstawe do wiarygodnej prognozy dziatania réznorodnych substancji
chemicznych na rézne gatunki,

e procedury badawcze powinny mie¢ solidng podstawe statystyczng i powinny
by¢ powtarzalne, dajac podobne wyniki w réznych laboratoriach,

e rezultaty powinny zawierac informacje na temat wptywu szeregu stezen w rze-
czywistym czasie ekspozycji, jak réwniez nadawac sie do opisu liczbowego przez gra-
ficzng interpolacje, analize statystyczng lub inne dostepne metody oceny iloSciowej,

e dane powinny by¢ uzyteczne do szacowania ryzyka,

e test powinien by¢ ekonomiczny, tatwy do wykonania oraz czuty.

Obecnie stosowane metody sg opracowywane przede wszystkim w celu badania
odpowiedzi grupy osobnikow w obrebie gatunku (test jednogatunkowy). Znacznie
mniej uwagi, zapewne z powodu trudnosci badawczych, poswieca sie wptywowi sub-
stancji chemicznych na interakcje miedzygatunkowe (testy wielogatunkowe) oraz na
strukture i funkcje w réznych ekosystemach (testy ekosystemowe). Biocenozy roslin-
ne i zwierzece réznig sie sktadem i wrazliwoscig na substancje toksyczne. Dlatego
zwykle w badaniach stosuje sie zestaw testow biologicznych, tak by byt reprezento-
wany caty tafcuch troficzny, ukazujacy wrazliwos¢ na réznych jego poziomach, nie zas
przez test jednogatunkowy (Keddy i in., 1995).
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Niezwykle waznym elementem umozliwiajgcym uzyskanie wiarygodnych wyni-
kow jest zachowanie naturalnego sposobu wnikania zwigzkéw toksycznych do orga-
nizmu, tj. droga pokarmowg, oddechowg lub dermalng. W doswiadczeniach toksyko-
logicznych natomiast, zwtaszcza na zwierzetach wyzszych, najczesciej stosowanym
sposobem wprowadzania substancji toksycznych jest iniekcja (wstrzykniecie).

Obecnie, w toksykologii zwraca sie szczegdlng uwage na bardziej czute metody
oceny skutkéw oddziatywania substancji szkodliwych na poziomie fizjologicznym,
komérkowym, subkomérkowym i molekularnym organizmow przez tzw. biomarkery.
Jednoczesnie mogg one by¢ podstawg do wyboru wskaznikow narazenia wykorzy-
stywanych w biomonitoringu. Odpowiedz narazonego organizmu (efekt oddziatywa-
nia substancji szkodliwej) jest rezultatem zintegrowanego dziatania zaréwno zwigz-
kéw chemicznych, jak i wielkosci fizycznych, takich jak pH, rozpuszczalnos$é, czas
ekspozycji oraz oddziatywan typu antagonizm i synergizm. Dlatego do zalet testéw
toksykologicznych nalezg mozliwosci:

e badania wptywu mieszanin na organizmy roslinne i zwierzece,

e prowadzenia badan w warunkach ekspozycji ostrej lub chronicznej,

e monitorowania skazenia Srodowiska i kontrola efektywnosci proceséw oczysz-
czania srodowiska z zanieczyszczen,

e wykrywania organizmow najbardziej wrazliwych, dla ktérych narazenie stwarza
najwieksze ryzyko i dzieki temu mogg by¢ wykorzystane w biomonitoringu jako gatun-
ki wskaznikowe,

e zastosowania w badaniach prébek gleb, wdd oraz powietrza.

Istnieje wiele testéw znajdujgcych zastosowanie w kontroli stopnia zatrucia $ro-
dowiska (Klein i in., 1997). Na podstawie testow toksykologicznych dokonuje sie oce-
ny zagrozenia badanych populacji w zakresie $miertelnosci, wzrostu, reprodukcji
i zaburzen czynnosci fizjologicznych. Dobdr metod bioindykacyjnych i rodzaju organi-
zmu jest zwigzany Scisle z charakterem danego srodowiska (Peterson i in., 1992;
Greene, 1991) (rys. 6).

gleba | zawiesiny wody powierzchniowe
i osady | ieluenty i podziemne

,, N

stawonogi skgposzczet kietkowanie | elongacja iaki lon ryb
P v nasion korzeni | skorupiaki glony Yoy
Folsomia L . Latuca Latuca Daphnia Selenastrum | Pimephales
. Eisenia andrei ) . ]
candida sativa L. sativa L. magna capricornutum| promelas

Rys. 6. Schemat doboru metod i przyktadowych organizmoéw testowych w badaniach toksycznosci
zanieczyszczen Srodowiska (Greene, 1991, rysunek zmodyfikowany)
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2.1.2.1. Metody testowe badania toksycznosci
przydatne w inzynierii Srodowiska

Metody badania toksycznosci mozna sklasyfikowaé w odniesieniu do czasu trwa-
nia testu, miejsca jego prowadzenia, kryteriéw oceny efektéw oraz organizmow, jakie
majg by¢ wykorzystane. Obiektem badan moze by¢ caty organizm, wybrany narzad,
hodowla komérek lub reakcja enzymatyczna. Negatywny wptyw badanych substancji
jest oceniany za pomoca biologicznych mierzalnych efektéw koncowych (ang. end
points), ktére sg wybierane ze wzgledu na znaczenie dla przezycia, wzrostu, zacho-
wania organizmoéw, czy przetrwania gatunku. Efekty te rdéznig sie w zaleznosci od
typu testu, uzytych gatunkéw i przyjetego modelu badan.

Celem badan testowych jest uzyskanie informacji na temat efektédw toksycznych:

e okreslonej substancji chemicznej, stanowigcej zanieczyszczenie oddziatujgce na
organizmy testowe; badany zwigzek wprowadza sie do czystej wody, osadu, gleby czy
powietrza, wyniki badan stanowig punkt odniesienia do eksperymentéow prowadzo-
nych w warunkach rzeczywistych,

e zanieczyszczenia Srodowiska w warunkach rzeczywistych, gdzie materiatem bada-
nym w testach toksykologicznych jest zanieczyszczona woda, osad, gleba lub powietrze,

e W stosunku do organizmdw zyjacych w warunkach naturalnych eksponowanych
na istniejgce zanieczyszczenia Srodowiska, co stanowi element biomonitoringu.

Zalezno$¢ dawka—odpowiedz. Wiele grup substancji chemicznych zaréwno po-
chodzenia naturalnego, jak i antropogenicznego wykazuje toksycznos¢ srodowisko-
wa. Jednakze nie oznacza to, ze kazda ekspozycja organizmu na dany czynnik musi
powodowac efekt toksyczny. To, ze substancja w okreslonym stezeniu stanowi zagro-
Zenie jest determinowane przez zaleznos¢ miedzy dawkg czy stezeniem, na jakie eks-
ponowany jest organizm, a wywotanym efektem toksycznym. Ujawnienie sie tego
efektu nastepuje dopiero wtedy, gdy ilo$¢, na jakg narazony jest organizm jest dosta-
tecznie duza. Najwazniejsza jest dawka lub ilos¢ sktadnika, ktéra wnikneta do organi-
zmu i ona determinuje skutki biologiczne. Najczestszym efektem koricowym w te-
stach toksycznosci ostrej jest sSmier¢ organizmu. Mate dawki substancji aktywnej
w rezultacie stymulujgcego dziatania mogg skutkowaé lepszym rozwojem czy popra-
wa czynnosci fizjologicznych. Wynika stad, ze ponizej dawki progowej — okreslonego
stezenia — nie obserwuje sie negatywnego wptywu zwigzku chemicznego na orga-
nizm. Relacje miedzy dawka substancji lub stezeniem, na ktére narazony jest orga-
nizm, a obserwowanym efektem biologicznym okresla sie mianem zaleznosci dawka
—odpowiedz (Wayne i in., 1995).

W toksykologii sSrodowiskowe]j uzywa sie pojecia stezenia substancji w $rodowi-
sku. Jest to substytut nieznanej dawki lub stezenia, ktére faktycznie wniknety do or-
ganizmu w efekcie pobrania. Wynika to z faktu, ze stopien absorpcji zwigzku che-
micznego przez organizm zalezy od wielu parametrow, jak np. od stosunku
powierzchni do objetosci, ksztattu, rodzaju pokrycia ciata, rodzaju uktadu oddecho-
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wego itp. Dlatego zalezno$¢ obserwowanego efektu od dawki/stezenia nie jest
wprost proporcjonalna i jest odmienna dla réznych gatunkow.

Graficzny opis odpowiedzi (enzymatycznej, organizmu, populacji czy biocenozy)
w odniesieniu do ksenobiotyku okresla sie mianem krzywej zaleznosci dawka
—odpowiedzZ. Zaleznoscia tg moze by¢ opisywana inhibicja enzyméw, uszkodzenia
DNA, $mier¢, zmiana zachowania i in. W zaleznosci od cech organizmoéw krzywa ta
moze miec rézny ksztatt. Po potfaczeniu linig ciggta punktéw mierzonego efektu dzia-
tania okreslonej dawki/stezenia badanej substancji otrzymuje sie tzw. krzywg sigmo-
idalng (rys. 7). Krzywg te opisujg takie parametry, jak stezenie lub dawka wywotujaca
efekt w 50% oraz nachylenie w czesci liniowej krzywej przechodzacej przez punkt
efektu potowicznego.
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Rys. 7. Kumulowana $miertelnos¢ w efekcie stezenia srodowiskowego
lub dawki substancji toksycznej

Punkt efektu potowicznego (ang. mid point) zwykle przedstawia sie w postaci
wartosci LCsq, LDsg, ECso EDsg lub ICsq, ktérych definicje sg nastepujace:

e LCso — (ang. lethal concentration) — medialne stezenie $miertelne, statycznie wy-
znaczona wielkos¢ stezenia substancji, po narazeniu na ktére mozna oczekiwaé, ze
w czasie ekspozycji lub w trakcie okreslonego, umownego okresu po ekspozycji na-
stapi zgon 50% organizmdéw narazonych na te substancje. Wartosé LCsq wyraza sie w
jednostkach wagowych danej substancji na jednostke objetosci (mg/l).

e LDso — (ang. lethal dose) — medialna dawka $miertelna, statycznie wyznaczona
wielkos¢ pojedynczej dawki substancji, po podaniu ktérej mozna oczekiwac Smierci
50% narazonych organizmow testowych. Warto$¢ LDs, jest wyrazana w jednostkach
wagowych podanej substancji na jednostke masy ciata badanych zwierzat (mg/kg).
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e EC5, — (ang. effective concentration) — medialne stezenie skuteczne, statystycz-
nie obliczone stezenie, ktére indukuje w medium srodowiskowym okreslony efekt
u 50% organizmoéw doswiadczalnych w okreslonych warunkach (np. dziatanie hamuja-
ce lub stymulujgce procesy fizjologiczne, takie jak aktywnosé enzymatyczna, biolumi-
nescencja, fotosynteza itp.). Parametr ten jest uzywany w przypadku efektéw innych
niz $mieré organizméw.

e EDs, — (ang. effective dose) — medialna dawka skuteczna, statystycznie obliczona
dawka substancji wywotujgca okreslony skutek u 50% organizméw doswiadczalnych
w okreslonych warunkach testu.

e IC5y — (ang. inhibitory concentration) — medialne stezenie inhibitora hamujace
w 50% funkcje biologiczne i biochemiczne organizméw. Parametr ten stosowany jest
do opisu ograniczenia wzrostu bakterii, glonéw i innych organizmaéw.

Toksycznos¢ substancji podawana jako wartosé efektu potowicznego wywotane-
go przez okreslong jej ilos¢ na jednostke masy lub na jednostke objetosci nie od-
zwierciedla w petni zagrozenia wynikajgcego z ekspozycji na badany ksenobiotyk.
O przewidywanym efekcie toksycznym decyduje kat nachylenia krzywej dawka—
—odpowiedz.

Dla dwéch réznych sktadnikéw dawka lub stezenie wywotujgce efekt potowiczny
moga by¢ catkowicie odmienne. Jezeli jednak kat nachylenia krzywych jest taki sam,
to w wielu przypadkach oba zwigzki oddziatujg podobnie na poziomie molekularnym
(rys. 8). Zdarza sie rowniez, ze zwigzki, dla ktdrych wartos¢ dawki czy stezenia wywo-
tujacego efekt potowiczny sg takie same, podczas gdy kat nachylenia krzywej jest
odmienny (rys. 9). Jak wida¢, w tym przypadku substancja 4 jest w mniejszych daw-
kach (bardziej typowych dla sSrodowiska) bardziej toksyczna niz substancja 3.
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Rys. 8. Krzywa zaleznosci dawka—odpowiedz dwdch substancji
toksycznych (1 i 2) réznigcych sie LC(D)sq
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Rys. 9. Krzywa zaleznos$ci dawka—odpowiedz dwdch substancji
toksycznych (3 i 4) o takim samym LC(D)sg

Krzywa zaleznosci dawka—odpowiedz dla populacji organizméw testowych eks-
ponowanych na okreslong dawke/stezenie badanej substancji biologicznie aktywnej
moze miec ksztatt zgodny z rozktadem normalnym. Wynika to z faktu, ze obserwo-
wany efekt u osobnikow okreslonego gatunku moze by¢ skutkiem ich cech fenotypo-
wych, za ktére odpowiedzialne sg allele wielokrotne, podobnie jak np. dtugos¢ ciata,
kolor skdry czy ptodnos¢ (rys. 10).
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Rys. 10. Zaleznosci dawka—odpowiedz o rozktadzie normalnym
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W ocenie toksycznosci zanieczyszczern srodowiska bardzo istotnym elementem
jest ekstrapolacja danych uzyskanych na nielicznej grupie organizméw testowych na
funkcjonowanie ztozonych uktadéw biologicznych (Walker i in., 2002). Wrazliwos¢ na
dziatanie substancji toksycznych moze sie natomiast bardzo rézni¢ u gatunkdw, grup
organizméw, ptci, szczepow lub grup wiekowych. Mogag nawet wystepowac znaczne
réznice miedzy szczepami w obrebie jednego gatunku, choéby z powodu nabywania
odpornosci. Do oceny tych rdéznic znalazt zastosowanie wskaznik selektywnosci tok-
sycznej (SER).

SER = LD(C)s, gat. A

LD(C)s, gat. B
W $rodowisku organizmy sg narazone rdwnoczesnie na dziatanie réznorodnych
substancji zanieczyszczajgcych. W testach dotyczacych mieszanin zwigzkéw zaktada
sie z reguty ich dziatanie addytywne, przyjmuje sie, ze toksyczno$¢ mieszaniny zwigz-
kow powinna by¢ zblizona do sumy toksycznosci jej sktadnikéw.

W rzeczywistosci czesto wystepuje zjawisko interakcji, czyli wzajemnego oddziaty-
wania zwigzkéw chemicznych (dziatanie skojarzone), ktérego wynikiem jest modyfika-
cja dziafan substancji aktywnych, na ktére narazony jest organizm. Dziatanie skojarzone
moze miec charakter potencjacji, czyli synergizmu. Jest to wspétdziatanie czynnikéw,
ktorego efekt jest wiekszy niz suma efektéw dziatania czynnikéw pojedynczych. Taki
efekt niejednokrotnie wywotujg zwigzki, ktére testowane osobno nie wykazujg tok-
sycznosci — tzw. synergetyki. Synergetyk to substancja lub preparat, ktéry powoduje
wzrost toksycznosci badanego biologicznie aktywnego zwigzku chemicznego, chociaz
sam nie oddziatuje negatywnie na procesy zyciowe organizmow testowych lub dzia-
tanie jego jest bardzo stabe. Skutecznos¢ takiego zwigzku w podnoszeniu toksycznosci
mierzy sie tzw. wskaznikiem synergizmu SR.

_ LD(C)s pojedynczego zwigzku

 LD(C)sp zwigzku + synergetyka

Przeciwstawne dziatanie dwdch lub kilku zwigzkéw chemicznych ostabiajgcych lub
znoszacych efekt toksyczny okresla sie mianem antagonizmu. Zjawisko to jest wykorzy-
stywane w farmakologii i toksykologii medycznej w celu leczenia zatruc.

W ocenie ryzyka wystgpienia efektdw toksycznych znajdujg réwniez zastosowa-
nie takie parametry, jak ECyo czy ECys. Sg to tzw. graniczne stezenia efektywne, ozna-
czajgce obserwowany efekt biologiczny na poziomie odpowiednio 10% i 15% maksy-
malnej wartosci. Na podstawie zaleznosci dawka—odpowiedZz mozna réwniez
przewidywac ryzyko wywotania efektéw biologicznych przez mate dawki po okreslo-
nym czasie ekspozycji. Moga one dotyczy¢ zmian w morfologii, w procesach zycio-
wych, wzroscie i rozwoju organizmodw testowych. Nalezy podkresli¢, ze dawki progo-
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we wyznaczane sg z pewnym prawdopodobienstwem. Oznacza to, ze ponizej dawki
progowej efekt toksyczny moze wystgpic. Nie dla wszystkich zanieczyszczern mozna
wyznaczy¢ dawki progowe, gdyz istniejg substancje, ktérych wprowadzanie do $ro-
dowiska jest niedozwolone.

Do opisu stezed minimalnych lub niewywotujgcych efektéw ocenianych metoda-
mi graficznymi lub statystycznymi uzywa sie wielkosci zdefiniowanych nastepujgco:

e NOEC (ang. no observed effects concentration) — najwieksze stezenie, dla ktore-
go nie wystepuje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkéw dziatania danej sub-
stancji u badanych organizmoéw w stosunku do prébki kontrolne;j.

e NOEL (ang. no observed effects level) — najwieksza dawka, dla ktérej nie wyste-
puje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkéw dziatania danej substancji u bada-
nych organizméw w stosunku do prébki kontrolnej.

e NOAEC (ang. no observed adverse effects concentration) — najwieksze stezenie
umozliwiajgce wyznaczenie zaleznosci dawka—odpowiedz, gdy nie wystepuje staty-
stycznie lub biologicznie istotny wzrost czestosci lub nasilenia szkodliwych skutkéw
dziatania substancji u badanych organizméw w stosunku do prébki kontrolnej.

e NOAEL (ang. no observed adverse effects level) — dawka umozliwiajgca wyzna-
czenie zaleznosci dawka—odpowiedz, gdy nie wystepuje statystycznie lub biologicznie
istotny wzrost czestosci lub nasilenia szkodliwych skutkéw dziatania substancji u ba-
danych organizmoéw w stosunku do prébki kontrolnej.

e LOEC (ang. lowest observed effects concentration) — najmniejsze stezenie, dla
ktérego wystepuje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkdw dziatania danej sub-
stancji u badanych organizméw w stosunku do prébki kontrolne;j.

e LOEL (ang. lowest observed effects level) — najmniejsza dawka, dla ktdrej wyste-
puje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkdw dziatania danej substancji u bada-
nych organizméw w stosunku do prébki kontrolne;j.

e LOAEC (ang. lowest observed adverse effects concentration) — najmniejsze ste-
zenie zastosowane w badaniach, umozliwiajgce wyznaczenie zaleznosci dawka
—odpowiedz na organizmach doswiadczalnych, dla ktdrego jeszcze wystepuje staty-
stycznie i biologicznie istotny wzrost czestosci wystepowania szkodliwych skutkéw
dziatania substancji u badanych organizméw w stosunku do prébki kontrolnej.

e LOAEL (ang. lowest observed adverse effects level) — najmniejsza dawka umozli-
wiajgca wyznaczenie zaleznosci dawka—odpowiedz na organizmach doswiadczalnych,
dla ktérego jeszcze wystepuje statystycznie i biologicznie istotny wzrost czestosci wy-
stepowania szkodliwych skutkéw dziatania substancji u badanych organizméw w sto-
sunku do probki kontrolnej.

e MTC (ang. minimum threshold concentration) — minimalne stezenie progowe.

e MTD (ang. maximum tolerated dose) — maksymalna dawka tolerowana.

e MATC (ang. minimum allowable toxicant concentration) — minimalne dopusz-
czalne stezenie substancji toksycznej.
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e MECq, (ang. minimum effective concentration) — najmniejsze efektywne stezenie
substancji toksycznej powodujgce dany efekt toksyczny u wiecej niz 90% komorek
organizmow po ekspozycji na substancje toksyczng w réznych okresach.

Toksycznos¢ ostra. Szybkie testy toksycznosci opracowano do oceny szkodliwego
wptywu substancji chemicznej w réznych stezeniach na wybrane organizmy w czasie
do 96 godzin ekspozycji (Doudoroff i in., 1985). Przez pojecie toksycznosci ostrej ro-
zumie sie dostrzegalne, szkodliwe skutki wywotane w organizmie przez dang sub-
stancje w trakcie ekspozycji. Czesto oceniane s3: u glondw inhibicja wzrostu,
u bezkregowcow smiertelnos¢, u ryb zas Smiertelnosé, unieruchomienie i utrata row-
nowagi. Z reguty szybkie testy toksycznosci polegajg na okresleniu liczby osobnikéw,
u ktérych stwierdza sie reakcje na dang substancje chemiczng lub zaktécenie w $ro-
dowisku. Ma tu zastosowanie LDs, jako doswiadczalnie oszacowana dawka wywotu-
jaca sSmieré 50% osobnikéw badanej populacji oraz LCsy do okreslenia stezenia (np.
w wodzie, w glebie czy w powietrzu) powodujgcego analogiczny efekt. Testy te moz-
na réwniez stosowac¢ do okreslenia stezenia wywotujgcego efekty inne niz $mieré
osobnikéw, definiowanego jako stezenie skutecznie wywotujgce okreslong reakcje
fizjologiczng u 50% populacji (ECso). Testy te mogg byé prowadzone przez wczesniej
ustalony czas (testy zalezne od czasu).

Test na toksyczno$é ostrg moze miec rowniez czas nieokreslony a priori. Zwany jest
wtedy testem niezaleznym od czasu. W takim badaniu ekspozycje organizmoéw kon-
tynuuje sie do momentu, w ktédrym manifestowana odpowiedZ zostanie przerwana
lub gdy dyktuja to wzgledy praktyczne lub ekonomiczne. Na przyktad eksperymenty
mozna prowadzi¢ do momentu, gdy krzywa toksycznosci umozliwia oszacowanie
stezenia progowego lub poczgtkowego w warunkach okreslonej $miertelnosci lub
zdefiniowanego efektu subletalnego. W wiekszosci badan punkt ten jest osiggany
w ciggu 7-14 dni, ale zdarza sie, ze nie uzyskuje sie efektéw nawet po 21 dniach.

Aby okresli¢c wptyw innych czynnikdw na efekt toksyczny, mozna réwniez zmie-
nia¢ parametry fizyczno-chemiczne w srodowisku wodnym, takie jak np. ilos¢ tlenu
rozpuszczonego, twardosé¢, odczyn itp.

Testy toksycznosci ostrej umozliwiajg uzyskanie informacji dotyczgcych oddziaty-
wania na organizmy zwigzkéw chemicznych, mieszanin substancji, $ciekéw, odciekow
i wod przeznaczonych do spozycia przez ludzi. Mogg rowniez stuzy¢ do zlokalizowania
tzw. ,gorgcych punktéw” na skazonym terenie oraz do kontroli proceséw bioreme-
diacji. Do prawidtowego przebiegu badan konieczny jest wiasciwy dobdr organizmow,
symulacja warunkéw ekspozycji i warunkéw brzegowych

Dawniej toksycznos¢ ostrg wyznaczano jako mediane limitu tolerancji (TL,, lub
TLso) — stezenie substancji, po podaniu ktérej 50% badanych organizmow przezyje
przez okreslony czas ekspozycji (zwykle 24—96 godzin). Termin ten zostat zastgpiony
przez mediane stezenia letalnego (LCso) i mediane stezenia efektywnego (ECsp).
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Toksycznos¢ przewlekta. Jezeli dla danej substancji w testach na toksycznos¢
ostra nie uzyskano efektu letalnego dla 50% osobnikéw testowych, nie oznacza to, ze
nie jest ona szkodliwa dla tych gatunkdw. Dtugotrwate testy toksycznosci, tzw. testy
toksycznosci chronicznej, stuzg do oceny niekorzystnych oddziatywan czynnikdw,
zwigzkdéw organicznych i nieorganicznych na osobniki i populacje w warunkach prze-
dtuzonej ekspozycji na subletalne stezenia lub dawki. W testach na toksycznosc
przewlektg organizmy sg eksponowane na dziatanie badanej substancji w co najmniej
pieciu stezeniach w ciggu catego cyklu zyciowego (np. embriony, mtodziez, osobniki
dojrzate). Testy trwajace przez niepetny cykl zyciowy obejmuja tylko kilka najbardziej
wrazliwych okreséw zycia (reprodukcja, wzrost), ale zwykle nie obejmujg jego wcze-
snych stadiow.

W testach na toksycznosé przewlektg ekspozycje rozpoczyna sie od komorki jajo-
wej lub zygoty. Trwa ona przez okres rozwoju, przyjscie na Swiat potomstwa, jego
wzrost i rozwdj, osiggniecie dojrzatosci ptciowej i reprodukcje drugiego pokolenia.
W przypadku ryb pierwszym obiektem obserwacji moze by¢ ekspozycja dorostych
osobnikéw, a nastepnie stadia ikry, narybku, az do dorostosci i kolejnych cykli rozwo-
jowych z wydaniem potomstwa. Takie testy umozliwiajg okreslenie wptywu badanych
czynnikdw na rozwéj, homeostaze, wzrost i potencjat reprodukcyjny organizméw, co
umozliwia okreslenie tzw. stezenia progowego, tzn. takiego stezenia, dla ktérego
ujawniajg sie efekty negatywnego oddziatywania. Czas prowadzenia eksperymentéw
rézni sie w zaleznosci od wybranego gatunku i w przyblizeniu wynosi od 21 dni dla
skorupiakdw, np. rozwielitek (Daphnia magna), az do 275-300 dni dla ryb, np. z gru-
py matych srebrzystych rybek, tzw. minnow (Pimephales promelas). Dzieki danym
uzyskanym z testéw obejmujgcych cze$é cyklu zyciowego i testow obejmujgcych cate
zycie organizmdéw mozna oszacowac: maksymalne tolerowane stezenie substancji
toksycznej MATC; najmniejsze stezenie, dla ktérego nie wystepuje wyrazne nasilenie
efektdw negatywnych (NOEC); najmniejsze wyznaczone stezenie, dla ktdrego mozna
zaobserwowacd znaczgce szkodliwe efekty (LOEC). Poniewaz nie jest mozliwe zbada-
nie nieograniczonej liczby posrednich stezen, przyjmuje sie, ze MATC jest wieksze od
NOEC i mniejsze od LOEC.

Ze wzgledu na to, ze stezenia wywotujace efekty w testach chronicznych sg z re-
guty znacznie mniejsze niz w testach na toksycznos¢ ostrg, testy chroniczne sg znacz-
nie czulszym i blizszym warunkom naturalnym wskaznikiem negatywnych efektéw
Srodowiskowych.

Zasadnicze testy chroniczne wykonuje sie na jednym gatunku organizmow.

Testy cyklu zycia dostarczajg bardzo cennych informacji o odlegtych efektach
wptywu substancji toksycznych. Majg one jednak wiele ograniczen, takich jak:

e nie wszystkie organizmy rozwijajg sie w warunkach laboratoryjnych,

e testy sg bardzo kosztowne,

o ktopotliwe jest utrzymywanie statego stezenia substancji przez caty okres badan,
podczas gdy w srodowisku wielkosé, czestos¢ i trwatos¢ warunkdw ekspozycji zmienia sie,
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e z powodu ograniczen ekonomicznych i czasowych mozna zbadac tylko niewielka
czesc¢ zanieczyszczen.

Testy na wczesnych stadiach rozwojowych. Jak wiadomo, organizmy we wcze-
snych stadiach rozwojowych, zwtaszcza embrionalno-larwalnych i mtodocianych, sg
najbardziej wrazliwe na dziatanie toksyn. Testy na wczesnych stadiach zycia zaktadajg
ciggty ekspozycje osobnikdw na rézne stezenia substancji toksycznej od stadium jaja
przez embrion, larwe do narybku. W zaleznosci od gatunku czas ekspozycji wynosi od
1 do 2 miesiecy. Testy na wczesnych stadiach rozwojowych sg bardzo czutg metoda
oceny efektéw oddziatywania zanieczyszczen, chociaz testy te nie zapewniajg naraze-
nia przez caty cykl zyciowy i w zwigzku z tym brakuje petnej oceny reprodukcji. Mimo
to ekspozycja obejmuje okres zycia charakteryzujgcy sie najwiekszg wrazliwosciag
organizmoéw z powodu wezszych niz u osobnikéw dorostych granic tolerancji na czyn-
niki srodowiskowe.

Badania ekotoksykologiczne — testy wielogatunkowe. Testy wielogatunkowe na
przedstawicielach réznych poziomdw troficznych wykonuje sie w celu oceny wptywu
substancji toksycznej na dynamike populacji organizmoéw testowanych, relacje dra-
pieznik—ofiara, interakcje wewnatrz- i miedzygatunkowe oraz konkurencje.

Laboratoryjng symulacje, w wiekszosci opartg na probkach srodowiskowych, be-
daca funkcjonalng miniaturyzacja ekosystemu, okresla sie jako mikrozespot
(ang. microcosm) (Bogomolov i in., 1996). Bada sie naturalne zespoty organizmoéw
reprezentujgce wszystkie poziomy troficzne z uwzglednieniem réznorodnosci biolo-
gicznej rozmaitych gatunkdw wrazliwych. Nie istnieje jednak klarowna definicja, ktéra
precyzowataby wielko$é, areat czy inne parametry okreslajagce rozmiar komponentéw
wchodzacych w sktad testu.

Poniewaz ekstrapolacja uzyskanych danych na uktady rzeczywiste i ich interpre-
tacja przedstawia trudnosci, wiec opracowano modele makroskopowe, zwane mezo-
zespotami (ang. mesocosm). Kompleksowe badania sg realizowane w warunkach
terenowych. Ze wzgledu na rodzaj badan wyrdznia sie dwa rodzaje testéw polowych:

e obserwacyjne — fragment ekosystemu zostaje odizolowany,

e eksperymentalne — bada sie replike ekosystemu w rzeczywistych warunkach
Srodowiskowych.

Studia terenowe w pordwnaniu do badan mikrozespotu obejmujg wiecej gatun-
kow na wszystkich poziomach organizacji biologicznej wystepujgcych w uktadzie na-
turalnym (Bhattacharyya i in., 2003). Takie badania prowadzi sie w Srodowisku ze-
wnetrznym. Ukfad biologiczny jest poddany zmiennym warunkom, takim jak opady
deszczu, nastonecznienie czy depozycja zwigzkéw chemicznych z atmosfery, co ureal-
nia otrzymane rezultaty. Wyniki tych badan dostarczajg dostatecznie duzo informacji,
by wszystkie mozna byto odnies¢ do ekosystemu.
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Eksperymenty prowadzone w skali mezozespotu sg szczegdlnie przydatne w iden-
tyfikowaniu ryzyka $rodowiskowego w rezultacie wprowadzenia do uzytkowania no-
wych substancji chemicznych, takich jak np. pestycydy, herbicydy, regulatory wzrostu
itp. Projekt badawczy mezozespotu powinien by¢ oparty na danych dotyczacych bio-
logicznej aktywnosci zwigzku chemicznego uzyskanych w jedno- lub wielogatunko-
wych testach laboratoryjnych.

Celem tak zaprojektowanych obserwacji jest poznanie loséw substancji toksycznej
w Srodowisku, okreslenia mozliwosci jego ,wyleczenia”, czyli przywrdcenia naturalnych
cech biocenotycznych z jednoczesnym wskazaniem populacji gatunkéow najbardziej
narazonych na negatywne skutki zanieczyszczenia. Zalecane jest prowadzenie badan
do czasu uzyskania wyleczenia wszystkich gatunkow, ktére wchodzity w sktad bada-
nego mezozespotu, czyli przywrdcenia homeostazy lub ustalenia jej na innym pozio-
mie. Eksperymenty w uktadach polowych umozliwiajg rzeczywistg ocene skutkéw
wprowadzania do srodowiska zwigzkédw wykazujgcych aktywnosé biologiczng i sta-
nowig podstawe oceny ryzyka dla srodowiska, ktdra opiera sie z jednej strony na
zdefiniowaniu wartosci srodowiska podlegajagcego ochronie, z drugiej zas na okresle-
niu poziomu ochrony, a wiec dopuszczalnosci skutkéow narazenia.

Toksyczno$¢ bioakumulacyjna. Zjawisko toksycznosci akumulacyjnej wykorzystu-
je sie zaréwno w typowych testach toksykologicznych, jak i w badaniach srodowisko-
wych (biomonitoringu), poniewaz miernikiem ekspozycji na zanieczyszczenia che-
miczne moze by¢ ich bioakumulacja. Jest to proces, w wyniku ktérego organizmy
pobierajg substancje chemiczne i jony ze $rodowiska naturalnego badZ testowego,
a nastepnie gromadzg je w komorkach i tkankach. Kumulacji podlegaja zanieczysz-
czenia niepodatne na biodegradacje, tzw. organiczne zanieczyszczenia trwate (POPs,
ang. persistent organic pollutants) oraz sole i jony metali ciezkich. Po wniknieciu do
komoérek lub tkanek sg one deponowane w réznych ich czesciach w zaleznosci od
powinowactwa. Gromadzac sie, powodujg wakuolizacje cytoplazmy, zmniejszenie
aktywnosci enzymatycznej, wydtuzenie czasu generacji, zanik chlorofilu u glondw itp.
Lipofilne substancje trudno rozpuszczalne lub nierozpuszczalne w wodzie (hydrofo-
bowe) zwykle charakteryzujg sie powinowactwem do tkanki ttuszczowej (niektére
pestycydy, polichlorowane weglowodory itp.) i dlatego mogg by¢ one akumulowane
w tkankach o duzej zawartosci ttuszczu. Tego rodzaju zwigzki chemiczne sg zwykle
badane w testach bioakumulacyjnych, opracowanych w celu okreslenia wspdtczynni-
ka biokoncentracji (BCF — ang. bioconcentration factor).

Biokoncentracja jest procesem, w ktérym substancje chemiczne ze Srodowiska
dostajg sie do organizméw drogg wziewng, dermalng lub pokarmowa, przenikaja
przez lipidowo-biatkowa btone komdrkowa i s3 akumulowane. BCF jest stosunkiem
Sredniego stezenia badanej substancji zakumulowanej w organizmach, organach
i tkankach w warunkach réwnowagi do sredniego zmierzonego stezenia w Srodowi-
sku (wodzie, glebie, powietrzu), na ktérego dziatanie narazone sg organizmy. Wspot-
czynnik podziatu oktanol/woda (K, lub logP), tzn. stosunek stezenia substancji w okta-
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nolu do jej stezenia w wodzie, umozliwia przewidywanie loséw niejonowej substancji
organicznej na granicy fazy ttuszcz/woda, oktanol bowiem jest stosowany jako sub-
stytut tkanki ttuszczowe;j.

Dla osadéw sedymentacyjnych wprowadzono wspétczynnik bioakumulacji (BAF
— ang. bioacumulation factor), ktéry jest definiowany jako stosunek stezenia substan-
cji chemicznej w organizmie do jego stezenia w osadzie. Wspotczynnik akumulacji
(AF — ang. acumulation factor) wyznacza sie natomiast w postaci iloczynu stezenia
zwigzku chemicznego w znormalizowanym ttuszczu do znormalizowanej zawartosci
wegla organicznego w osadzie.

Bioakumulacja obejmuje réwniez gromadzenie substancji hydrofilowych, jonéw
i soli metali ciezkich na powierzchni komdrek (np. bakterii czy glonéw), transport
przez btony komérkowe i deponowanie w formach zwigzanych ze strukturami ko-
madrkowymi lub materiatami zapasowymi (np. u bakterii, glonéw, pierwotniakdéw i in.)
oraz tkankami organizmow wyzszych. Efekt toksyczny wywotywany przez toksyne
ulegajgca kumulacji mozna ocenié¢, wyznaczajgc CLs, (ang. cumulative lethal dose).

Biomagnifikacja odnosi sie do procesow (m. in. biokoncentracji i bioakumulaciji),
dzieki ktérym stezenia zakumulowanych substancji i jondw zwiekszajg sie w komoér-
kach czy tkankach organizmoéw wraz ze wzrostem poziomu troficznego w tancuchu
pokarmowym. Biomagnifikacja jest zjawiskiem dotyczacym fancucha troficznego lub
sieci troficznej i nie moze by¢ odnoszona do pojedynczego organizmu, poziomu tro-
ficznego czy zespotu organizmdw. Dotyczy ona zanieczyszczen trwatych, takich jak
metale, PCB itp. (Alonso i in., 2009) (rys. 11).

Il rzedu
100 pg/g

Il rzedu

10 ng/e >konsumenci

| rzedu
1pg/e

producenci
0,1pg/e

substrat 0,01 pg/g

Rys. 11. Schematyczna piramida biomasy ekosystemu obrazujgca
sukcesywng koncentracje (biomagnifikacje) metali ciezkich

Inne testy stosowane w ocenie efektow subletalnych. W srodowisku naturalnym
organizmy nie sg zwykle wystawione na dziatanie duzych, toksycznych stezen sub-
stancji chemicznej, dopdki nie znajdg sie w okolicy zrzutéw chemikaliow lub wycie-



38 Biologiczne metody oceny skazenia srodowiska

kow. W miare oddalania sie od tego punktu, dzieki zjawiskom rozciericzania i dysper-
sji, nastepuje zmniejszenie stezen do nizszych, subletalnych pozioméw. Ogdlnie mé-
wigc, wieksza cze$é biocenozy w warunkach naturalnych jest eksponowana na suble-
talne stezenia substancji chemicznych niz na stezenia letalne. Mniejsze stezenia moga
nie powodowac $mierci, ale mogg mie¢ wptyw na przyszte zycie organizmow. Efekty
subletalne mozna bada¢ w warunkach laboratoryjnych réznymi metodami, ktére
dzieli sie na kilka klas: biochemiczne, fizjologiczne, behawioralne i histologiczne. Testy
biochemiczne i fizjologiczne obejmujg badania inhibicji enzymdw, respiracji, chemie
kliniczng i hematologie. Zachowanie organizmu stanowi zintegrowang odpowiedz,
zalezng od ztozonych funkcji biochemicznych i fizjologicznych; chemicznie indukowa-
ne zmiany zachowania mogg odzwierciedli¢ efekty zaburzenia réwnowagi homeosta-
tycznej. Behawioralne efekty koncowe mogg zatem by¢ czutymi wskaznikami dziata-
nia subletalnego. Efekty, ktérym poswiecono wiele uwagi w przypadku organizmow
wodnych, to lokomocja i ptywanie, wabienie, unikanie, zwigzek ofiara—napastnik,
agresja i terytorialno$¢ oraz uczenie sie. Wszystkie one sg zachowaniami waznymi
ekologicznie. Badania histopatologiczne tez sg uzyteczne, poniewaz zmiany w struk-
turze tkanek i organdw mogga czesto znaczaco zmienié ich funkcje. Wszystkie te testy
sg przydatne w ocenie narazenia Srodowiskowego na substancje chemiczne i moga
dostarczy¢ waznych informacji o sposobach ich dziatania.

2.1.2.2. Badanie mutagennosci i rakotworczosci
zanieczyszczen srodowiska

We wszystkich elementach srodowiska znajduje sie wiele czynnikdéw naturalnych
i pochodzenia antropogenicznego, ktére charakteryzujg sie potencjalnym dziataniem
mutagennym i rakotwdrczym, zaburzajgcym normalny rozwdéj komdrek organizmoéw
iich potomstwa. Wykazano, ze podstawowym mechanizmem tych zjawisk jest
— oprdcz zaburzen regulacji hormonalnej u organizmoéw tkankowych — uposledzenie
genetycznej transkrypcji. Uszkodzenia czgsteczek DNA skutkujg nieprawidiowym
wzrostem komoérek somatycznych, a nastepnie neoplazjg. Termin ,mutacja” odnosi
sie do takich zmian ilo$ciowych lub strukturalnych w materiale genetycznym, spowo-
dowanych przez czynniki chemiczne lub fizyczne, ktére sg wzglednie trwate i dzie-
dziczne.

W zaleznosci od rodzaju uszkodzenia materiatu genetycznego wyrdznia sie trzy
podstawowe typy mutacji:

e mutacje genowe, zachodzace w obrebie jednego genu, polegajgce na zmianie
sekwencji nukleotyddw na skutek wstawienia (insercji), wypadniecia (delecji) jednego
lub kilku nukleotydow oraz zamiany w obrebie nukleotyddw zawierajgcych zasady
purynowe (tranzycja) lub pomiedzy nukleotydami purynowymi i pirymidynowymi
(transwersja),
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e mutacje chromosomowe, dotyczgce zmiany struktury chromosomu (klastroge-
nezy) w rezultacie pekniecia, utraty (delecji), lub przemieszczenia (translokacji) frag-
mentu chromosomu, podwojenia (duplikacji) lub odwrdcenia (inwersji),

e mutacje genomowe, powstajace w wyniku zaburzenia procesu mitozy, prowa-
dzace do zmiany liczby chromosoméw (aneuploidia) lub zwielokrotnienia kariotypu
(poliploidia).

Okreslenia ,mutagenny” i ,mutagen” stosuje sie w odniesieniu do czynnikow
powodujgcych zwiekszone wystepowanie mutacji w populacjach komérek i/lub orga-
nizmow.

Oddziatywanie réznych zwigzkdw chemicznych na DNA nie ma charakteru jedno-
rodnego. Czes¢ zwigzkow, ktore wchodzg w interakcje z DNA, powoduje indukcje
pierwotnych jego uszkodzen i zmiany te sg nieodwracalne. Okresla sie je mianem
inicjatorow. Inne zwigzki wptywajg na ekspresje i progresje istniejgcych juz zmian
w czgsteczkach DNA — sg to induktory. Czes¢ zwigzkdow pochodzenia zewnatrz- i we-
wnatrzkomadrkowego nie dziata mutagennie, gdyz nie wchodzi bezposrednio w reakcje
z kwasem nukleinowym, a jedynie inicjuje komérki do proliferacji — s3 to promotory.
Zwigzki chemiczne, ktére sg odpowiedzialne za dziatanie inicjujgce i promocyjne,
okresla sie natomiast mianem kompletnych kancerogendw. Wiele zwigzkéw rako-
twoérczych wykazuje aktywnosé biologiczng, dopiero gdy zostang przeksztatcone
w rezultacie przemian metabolicznych do metabolitéw, ktére wchodza w interakcje
z DNA. Zwiazki tego typu nazywa sie kancerogenami warunkowymi (prokanceroge-
nami). W procesie przeksztatcen wiekszosci tych zwigzkéw uczestniczg oksydazy mi-
krosomalne, ktérych najwieksza aktywnos¢ wystepuje w watrobie. Poniewaz u bakte-
rii i wiekszosci hodowli komérek ssakdéw aktywnos¢ oksydaz o ztozonym dziataniu
albo nie jest obserwowana, albo jest bardzo mata, w testach na tych modelach sto-
sowany jest ekstrakt tkanek ssakéw (watroby) — post-mitochondrialny supernatant
okreslany jako frakcja S-9.

Czynniki, ktére powodujg szkodliwe efekty przez oddziatywanie z materiatem ge-
netycznym izmieniajg strukture, zawartos¢ informacyjng lub utozenie elementéw
DNA oraz powodujg uszkodzenie DNA, zaburzajac normalny proces replikacji, lub
ktére w niefizjologiczny sposdb (tymczasowo) zaktécajg replikacje, sg zwane czynni-
kami genotoksycznymi. Efekty genotoksycznosci mozina zaobserwowac jedynie
w zywych komérkach, a wiec tylko wtedy, gdy w wyniku dziatania zwigzku chemicz-
nego lub mieszaniny zwigzkéw komadrka nie zostanie uszkodzona w rezultacie poja-
wienia sie efektu cytotoksycznego. Zmienione genetycznie komérki somatyczne za-
czynajg proliferowaé, co w rezultacie prowadzi do rozwoju nowotworu.

Catkowicie odmienne skutki powodujg mutacje komdrek rozrodczych, ktérych
efektem jest nie tylko zmienno$¢ o podtozu genetycznym, lecz ciezkie schorzenia
genetyczne badz efekt letalny. Skutkiem mutacji komérek rozrodczych po zaptodnie-
niu jest potomstwo obarczone defektem genetycznym lub catkowite uniemozliwienie
rozwoju zarodka.
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Uniwersalno$¢ (jednorodnosé) materiatu genetycznego wszystkich organizmow
umozliwia zastosowanie réznych modeli badawczych: bakterii, grzybéw, roslin, owa-
déw, zwierzat oraz linii komdrkowych. Wyniki testow oceniajgcych genotoksycznosc
sg z reguty traktowane jako wskazniki mutagennosci i wykorzystywane do prognozy
rakotwodrczosci. Potrzeba opracowywania szybszych, tanszych i bardziej czutych te-
stéw oceny mutagennosci jest coraz wieksza.

W celu identyfikacji substancji mutagennych i genotoksycznych opracowano wie-
le testdw iprocedur przesiewowych (skriningowych). Genotoksyczne wtasciwosci
substancji chemicznej mozna bada¢, obserwujac réznorodne genetyczne efekty kon-
cowe zaréwno in vitro jak i in vivo. Uwaza sie, ze za indukcje somatycznych (wtaczajac
kancerogeneze) oraz dziedzicznych defektéw sg odpowiedzialne mutacje genowe
albo aberracje chromosomowe. Uszkodzenia spowodowane przez substancje che-
miczng mogg by¢ specyficzne lub preferencyjne dla jakiego$ mierzalnego efektu kon-
cowego. Zwigzki mutagenne moggy indukowaé wiecej niz jedng zmiane w materiale
genetycznym. Ocena potencjalnej genotoksycznosci powinna zatem opieraé sie na
zestawie testow obejmujgcych obserwacje zmian na poziomie genowym i chromo-
somowym. Z tego wzgledu uwaza sie, ze jest niezbedny rozwdj strategii badan, ktéra
obejmuje testy zaréwno na mutacje genowe, jak i na aberracje chromosomowe.

Do oceny rakotwdrczosci chemicznych i fizycznych czynnikéw $rodowiska obok
badan laboratoryjnych wykorzystuje sie rdwniez analize epidemiologiczng. Dzieki niej
mozna poréwnac ilos¢ zachorowan i umieralnosé na nowotwory ztosliwe w populacji
ludzi zyjacych w podobnych warunkach, ale odmiennie reagujacych na czynniki
wptywajgce na rozwdj choroby nowotworowej. Podjecie badan epidemiologicznych
jest zwigzane z problemami natury metodyczne;j. Jest to proces dtugotrwaty, ponie-
waz okres latencji nowotwordéw (czas od poczatku narazenia do pojawienia sie guza)
moze wynosi¢ az 20 do 30 lat. Trudnoscig jest takze dobdr odpowiednio licznej grupy
kontrolnej, w ktérej czynniki zaktécajgce (np. palenie papieroséw, rdoznice w diecie
zywieniowej) powinny by¢ minimalne.

Wyniki badan epidemiologicznych powinny by¢ uzupetnione krétkoterminowymi
testami na mutagennos¢ i genotoksycznos$¢, a nastepnie dtugoterminowymi testami
na zwierzetach doswiadczalnych (Sadowska i in., 2000).

e Testy cytogenetyczne. Celem testow cytogenetycznych jest wykrywanie anoma-
lii chromosomowych, wiele czynnikéw powoduje bowiem powstawanie uszkodzen
struktury chromosomoéw. W badaniach takich znajdujg zastosowanie rézne rodzaje
komorek. Najczesciej sg to komorki zdolne do proliferacji w uktadzie in vivo lub ko-
morki zdolne do namnazania sie i dzielenia poza organizmem (szpik kostny, komorki
nabtonka, komarki ptciowe, limfocyty krwi obwodowej itp.).

e Badanie rakotwdrczosci. Badania rakotwdrczosci zwigzkdw chemicznych obej-
mujg gtdwnie doswiadczenia na zwierzetach oraz analize epidemiologiczng. Na ogdét
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bada sie przezywalnos¢ gryzoni (myszy, szczurow, chomikéw syryjskich) eksponowa-
nych na substancje chemiczne. llo$¢ badanych substancji podawanych zwierzetom
podczas tych badan utrzymuje sie na poziomie mniejszym lub réwnym maksymalnej
dawce, ktéra nie zmniejsza przezywalnosci (z wyjatkiem spowodowanej rozwojem
nowotworu) ani nie powoduje powstania klinicznych symptomaoéw zatrucia, okreslanej
jako maksymalna tolerowana dawka (MTD). Stosowanie dawek MTD lub wiekszych
umozliwia zwiekszenie prawdopodobienstwa indukcji nowotworu w czasie przezna-
czonym na badania.

Do wad badan tego rodzaju naleza:

e ograniczenia statystyczne, wynikajgce z niewystarczajgcej zwykle liczebnosci ba-
danych zwierzat,

e trudnosci w ocenie podatnosci ludzi na pewne typy nowotwordw na podstawie
rezultatow badan na zwierzetach,

e niepewnosc¢ dotyczgca ekstrapolacji wynikow dla matych dawek.

Wiadomo, ze substancje chemiczne znane ze zdolnosci do inicjacji nowotworu,
powodujg réwniez mutacje u bakterii i innych krétko zyjacych organizméw doswiad-
czalnych. Poniewaz wszystkie organizmy majg taka samg strukture DNA, testy takie
moga by¢ podstawg przewidywania rakotwdrczosci. Jednak dos¢ dobre korelacje
miedzy mutagennoscig a rakotwdrczoscig stwierdzono tylko dla inicjatoréw i samo-
istnych kancerogendéw, nie wykazano natomiast korelacji dla substancji o dziataniu
promotorow.

Badania rakotwdrczosci nie znajdujg bezposredniego zastosowania w ocenie ja-
kosci srodowiska. Jednak rezultaty wielu z nich, mimo braku danych epidemiologicz-
nych, staty sie podstawg do umieszczenia wielu zwigzkéw, zwtaszcza mikrozanie-
czyszczen wody, na listach parametréw obligatoryjnie kontrolowanych w wodzie
przeznaczonej do spozycia przez ludzi.

2.1.2.3. Warunki ekspozycji w testach toksykologicznych

W badaniach testowych znajdujg zastosowanie réznorodne techniki laboratoryj-
ne, bedace odzwierciedleniem wymagan srodowiskowych organizmdéw testowych
oraz zatozonej metody ekspozycji. W przypadku stosowania wodnych roztworéw
substancji wyrdznia sie cztery podstawowe metody: statyczng, recyrkulacyjna, odna-
wialng i przeptywowsa.

W testach statycznych raz zadany roztwor i jego rozcienczenia, w ktérych umiesz-
czone s3g organizmy, nie s3 wymieniane w czasie ekspozycji. Skutkuje to stopniowym
zmniejszaniem stezenia substancji toksycznej, ilosci tlenu rozpuszczonego oraz na-
gromadzeniem sie metabolitdw. Metoda ta jest gtéwnie stosowana w testach krétko-
terminowych (toksycznosci ostrej) z wykorzystaniem organizméw o matych rozmia-
rach, a takze w testach wielogatunkowych na zespofach organizméw, takich jak
mikrozespdt i mezozespodt.
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W testach odnawialnych, bedacych modyfikacjg testow statycznych, okresowo,
np. co 24 godziny, wymienia sie w catosci badany roztwér lub przenosi organizmy do
nowo przygotowanych swiezych roztworéw. Dzieki temu nagromadzanie sie metabo-
litdw zostaje czesciowo ograniczone, poprawie ulegajg warunki tlenowe oraz odno-
wione zostaje stezenie substancji toksycznej. Jednak samo dokonywanie tych zmian
poteguje sytuacje stresowg, co moze wptywaé negatywnie na organizmy testowe,
a w konsekwencji na uzyskane wyniki. W rezultacie przenoszenia organizméw testo-
wych moze dojs¢ do ich uszkodzenia.

W metodzie recyrkulacyjnej — dzieki zastosowaniu filtréw do usuwania metabolitéw
oraz napowietrzania w celu stabilizacji warunkéw tlenowych — ulega poprawie jakos¢
wody, nie podlega jednak uzupetnieniu ilos¢ badanego zwigzku. Wadg tej metody jest jej
skomplikowanie metodyczne, niepewno$¢ dotyczgca skutecznosci oczyszczania wody
oraz zmniejszajgce sie stezenie substancji toksycznej. Istnieje rowniez prawdopodobien-
stwo zaktécen recyrkulacji, wynikajgce z zawodnosci urzagdzerh mechanicznych.

Ze wzgledow technicznych, precyzji ekspozycji i utrzymywania dobrej jakosci wo-
dy najlepsze sg metody, w ktdrych stosuje sie ciggty przeptyw roztworéw lub propor-
cjonalne ich rozcieficzanie. Eliminujg one lub w znacznym stopniu ograniczajg nega-
tywne skutki ekspozycji w warunkach statycznych. Zasadniczg ich wadg jest
natomiast powstawanie duzych objetosci roztwordw substancji toksycznych wymaga-
jacych oczyszczania i utylizacji.

Istnieje wiele metod testowania substancji toksycznych zawartych w fazie statej.
W testach tych umieszcza sie organizmy w glebie spreparowanej w warunkach labo-
ratoryjnych doktadnie okreslong metodg (referencyjng) albo w zanieczyszczonej lub
zdegradowanej glebie naturalnej. Najczesciej wykorzystuje sie najwazniejsze gatunki
glebowych bezkregowcow, tj. nicienie, skaposzczety i stawonogi. W przypadku od-
dziatywania zanieczyszczen gleby na wody powierzchniowe i podziemne mozliwe jest
wykonanie wyciggu glebowego i zastosowanie jednej z metod wykorzystywanych do
badania wodnych roztwordw substancji toksycznych.

Podobnie w testach toksycznosci osadéw stosuje sie osady spreparowane lub zanie-
czyszczone. W zaleznosci od zatozonego modelu organizmy testowe eksponuje sie na
zanieczyszczenia w réznych stezeniach dobranych na podstawie catkowitego ogdlnego
stezenia substancji toksycznej w osadzie lub uwalnianego do wody albo jedynie jego frak-
cji biodostepnej. Toksycznos$¢ zanieczyszczen osadéw moze by¢ rowniez badana w te-
stach sedymentacyjnych z wykorzystaniem organizmow nietypowych dla bentosu, np.
rozwielitek. Warunki narazenia s3 wowczas podobne jak np. w sytuacji wtérnego uwal-
niania zanieczyszczen z osadéw dennych do wody. Przygotowanie wyciggu wodnego,
podobnie jak glebowego, polega na wymieszaniu osadu z wodg, a nastepnie na odwiro-
waniu fazy statej. Ekspozycja organizméw na rézne stezenia otrzymanego roztworu jest
taka jak w testach na odciekach, np. ze sktadowisk odpaddw, z zastosowaniem metod dla
wodnych roztwordw zwigzkdéw toksycznych. Aby uzyskaé wartosciowe wyniki, nalezy
prawidtowo wybrac¢ uktad symulujgcy ekspozycje i warunki obserwacji.
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Do badania zanieczyszczen powietrza lub substancji lotnych stosuje sie specjalne
komory, w ktdrych organizmy sg eksponowane na badane czynniki chemiczne. Komo-
ry te, np. w badaniach na ssakach, mogga by¢ wyposazone w urzgdzenia zapewniajace
inhalacyjng droge narazenia.

2.1.2.4. Metody ekspozycji organizmow na substancje toksyczne

W badaniach zanieczyszczen srodowiska wodnego, osaddw, gleby oraz powietrza
czesto stosowang metodg jest eksponowanie catego ciata organizmdw testowych na
probki wody, odciekdédw pobrane ze $rodowiska lub wyciggi wodne z gleby i osaddw,
standaryzowany osad, referencyjng glebe z dodatkiem badanych zwigzkéw czy aero-
zole. Wchtanianie substancji toksycznej przez organizm testowy nastepuje w zalezno-
$ci od jego budowy morfologicznej i anatomicznej, np. przez sciane komérkowa bak-
terii, grzybow i roslin, a nastepnie przez btone komérkowa. U bezkregowcow nizszych
wchtanianie odbywa sie bezposrednio przez btone komdrkowa, u zwierzat wyzszych
przez skére, uktad oddechowy (np. skrzela) lub per os, a nastepnie przez btone ko-
morkowa tkanek docelowych. W testach tych nie jest mozliwe doktadne okreslenie
dawki substancji toksycznej odpowiedzialnej za obserwowany efekt, jedynie znane
jest jej stezenie w osrodku. W zwigzku z tym czesto stosowang metoda, zwtaszcza
w odniesieniu do kregowcdéw, jest podawanie badanych substancji toksycznych
w postaci iniekcji domiesniowych, dootrzewnowych i dozylnych, w dawkach w przeli-
czeniu na mase ciafa. Podobnie podawanie zanieczyszczen bezposrednio sondg do
zotadka, odpowiadajgce narazeniu drogg pokarmowg, umozliwia precyzyjne okresle-
nie dawki. Metode te stosuje sie wowczas, gdy domieszanie substancji do wody lub
pokarmu powoduje zmiane jego cech organoleptycznych, uniemozliwiajgcg kon-
sumpcje przez zwierzeta uzyte w testach.

W badaniach zanieczyszczeh powietrza, rosliny eksponuje sie bezposrednio,
a u zwierzat stosuje sie ekspozycje inhalacyjng lub dermalng. W niektérych sytu-
acjach wykorzystuje sie specjalne szczelne urzadzenia do ekspozycji inhalacyjnej,
umozliwiajgce ograniczenie dziatania substancji jedynie do uktadu oddechowego.
W badaniach zanieczyszczen powietrza drogg inhalacyjng nalezy uwzglednié¢ depozy-
cje substancji na skérze lub siersci oraz pobranie per os w nastepstwie czyszczenia sie
zwierzat. W testach okreslajgcych toksycznosé zanieczyszczen gleby pochodzacych
z depozycji z atmosfery znajduje zastosowanie droga dermalna. Na ekspozycje der-
malng sktada sie — oprdcz pobrania przez skére — wnikanie substancji przez konsump-
cje wraz z kawatkami pozywienia lub przez oczy.

W badaniach ekspozycji dermalnej organizmow zyjgcych w glebie nalezy réwniez
uwzgledni¢ droge pokarmowg, gdyz wiele z nich, odzywiajac sie, zjada réwniez cza-
steczki gleby. W badaniach testowych toksycznosci pestycydéw narazenie zwierzat
nastepuje w rezultacie spozycia zanieczyszczonych lisci lub gleby, martwych owadéw
oraz wchtfaniania czgstek zawieszonych w powietrzu. Wszystkie te czynniki wptywaja
na wielkos$¢ pobranej dawki.
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2.1.2.5. Cechy gatunkow stosowanych w badaniach testowych

Istotnym czynnikiem warunkujgcym obiektywizm testow jest dobdr odpowied-
nich organizméw testowych, ich zdrowotnos¢, a w testach wielogatunkowych
uwzglednienie interakcji miedzygatunkowych. Z tego wzgledu wazine jest zdefiniowa-
nie celu zastosowanego testu (Natecz-Jawecki, 2003).

Badania testowe sg tradycyjnie prowadzone na gatunkach reprezentujacych mi-
kroorganizmy, glony, rosliny wyzsze, bezkregowce i ryby. Do stosowania w testach
szczegblnie zalecane sg te gatunki, na temat ktérych istnieje obfita bibliografia, doty-
czaca przede wszystkim dziatania na nie substancji toksycznych. Jezeli ktérys z gatun-
kéw jest niedostepny, nalezy wzigé pod uwage inne gatunki nalezgce do zalecanego
rodzaju. Osobniki mogg by¢ pobrane z populacji dziko zyjgcych we wzglednie czystym
rejonie w sposéb zabezpieczajgcy je przed stresem fizjologicznym. Wszystkie gatunki
uzyte w danym tescie powinny pochodzi¢ z tego samego zrddta.

Podczas doboru rodzaju testu i organizmow zalecane jest kierowanie sie przede
wszystkim charakterem srodowiska, dla ktérego badanie ma by¢ reprezentatywne. Wy-
brane organizmy powinny réwniez by¢ przedstawicielami odpowiedniego poziomu tro-
ficznego. Organizm testowy powinien spetnia¢ okreslone kryteria, do ktérych naleza:

e powszechny i tatwy dostep do laboratoryjnych hodowli czy wylegarni lub ta-
twosc¢ pozyskania ze Srodowiska,

e tatwos¢ hodowli w warunkach laboratoryjnych, zapewniajaca pozyskanie odpo-
wiedniej ilosci osobnikdéw wiasciwe] jakosci,

e wiedza o strukturze genetycznej i genealogii oraz historii hodowli,

e wiedza o wrazliwosci organizmu na rézne klasy substancji toksycznych, zwtaszcza na
zwigzek chemiczny, dla ktérego ma zostac okreslony przewidywany efekt koricowy,

e wrazliwosc organizmu testowego powinna byc¢ reprezentatywna dla gatunku lub
gromady, do ktorej jest zaliczany,

e W miare mozliwosci w badaniach nalezy stosowac gatunki rodzime lub reprezen-
tatywne dla ekosystemu moggcego ulec zanieczyszczeniu badang substancjg,

e przynaleznosé do gatunku waznego ekologicznie i istotnego pod wzgledem moz-
liwosci wykorzystania waloréw srodowiska, np. w celach rekreacyjnych,

e w testach wielogatunkowych znane interakcje wewnatrz- i miedzygatunkowe.

Gatunki wybrane do testu mogg sie rézni¢ w poszczegdlnych ekosystemach i ich se-
lekcja jest czesto realizowana z uwzglednieniem specyfiki miejsca. Dla przyktadu
do oceny potencjalnego wptywu substancji toksycznej na zimne strumienie powinny
by¢ wybrane ryby tososiowate (np. pstrag), podczas gdy w przypadku cieptych strumie-
ni moze to by¢ np. mola. Nie ma takiego gatunku, ktéry bytby reprezentatywny dla
wszystkich ekosystemodw. Rodzaje i liczba uzytych gatunkéw zalezg od ztozonosci roz-
patrywanego ekosystemu. Z powodu rdéznic miedzygatunkowych we wrazliwosci na
zwigzki chemiczne mozna oczekiwaé rozmaitych skutkdw zastosowania tych samych
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stezen analizowanej substancji. Do testéw wielogatunkowych nalezatoby tak dobrac
przedstawicieli grup taksonomicznych, by uzyskaé obraz naturalnej zmiennosci.

Nie mozna oczekiwa¢, ze jeden rodzaj testu lub organizm zastgpiag catosciowe po-
dejscie do oceny ekotoksykologicznej. Zaktada sie, ze wyniki pojedynczych testéw
stanowigcych skfadniki zbioru wielu zmierzonych punktéw korcowych, uzyskanych
dla réznych gatunkdéw, mogg by¢ podstawa holistycznej interpretacji danych i oceny
toksycznego dziatania w Srodowisku (Keddy i in., 1995).

Wiadomo bowiem, ze ocena toksycznosci zanieczyszczen srodowiska dokonana
na podstawie wynikow uzyskanych w testach jednogatunkowych niesie ryzyko niedo-
szacowania oddziatywan rzeczywistych. O wiele bardziej adekwatne s3 wowczas ze-
stawy testdw obejmujace przedstawicieli podstawowych poziomodw troficznych bio-
cenozy. W praktyce powszechne zastosowanie znajdujg zminiaturyzowane zestawy
testéw, w ktdorych wykorzystuje sie organizmy jednokomodrkowe lub mate organizmy
wielokomdrkowe, reprezentujgce wszystkie poziomy troficzne. Do analizy przewidy-
wanych efektéw wykorzystywany jest parametr w obliczany ze wzoru:

NOEC,
w =
NOEC,,

gdzie: NOEC, — wartos$¢ uzyskana w pojedynczym tescie, NOEC;, — wartos¢ Sredniej
arytmetycznej NOEC obliczonej na podstawie zestawu testow.

Obliczona wartos¢ w wskazuje na czuto$¢ wybranego biotestu. Jezeli wartos¢ ta
jest mniejsza od jednosci, to organizmy testowe w zestawie charakteryzuja sie duzg
wrazliwoscig w stosunku do badanego zwigzku lub mieszaniny zanieczyszczen (Bier-
kensiin., 1998).

2.1.2.6. Procedury standardowe

Juz w roku 1951 Doudoroff i in. dostrzegli potrzebe opracowania jednolitych,
standardowych procedur badawczych w celu zwiekszenia poréwnywalnosci danych
uzyskanych w testach. Wedtug Davisa (1977) procedury standardowe charakteryzujg
sie nastepujgcymi zaletami:

e umozliwiajg wybér jednej lub wiecej standardowej metody przez rézne laboratoria,

e ufatwiajg poréwnanie wynikéw, co zwieksza uzytecznos¢ publikowanych danych,

e zwiekszajg doktadnosé danych,

e sprawiajg, ze test moze by¢ fatwo wykonany przez rézne osoby (pod warunkiem,
ze procedura jest dobrze udokumentowana),

e jezeli procedura jest akceptowana przez sgdownictwo, mozna dane z takiego te-
stu wykorzystaé w sprawach sgdowych,

e 53 uzyteczne na potrzeby monitoringu.

W celu oceny niebezpieczenstwa i potencjalnej toksycznos$ci materiatéw dla or-
ganizmoéw zywych réznorodne metody badawcze zostaty opracowane i zestandary-
zowane przez American Public Health Association (APHA), Environmental Protection
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Agency (EPA), American Society for Testing and Materials (ASTM) oraz Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD), International Standard Organi-
zation (I1SO) i Polskie Normy (PN) oraz inne instytucje w réznych krajach.

2.2. Biomonitoring

Monitoring srodowiska jest systemem pomiardw, ocen i prognoz stanu Srodowi-
ska wykorzystywanym w procesach decyzyjnych, lokalizacyjnych, dziataniach pre-
wencyjnych i naprawczych oraz stanowi istotny element ksztattowania Swiadomosci
ekologicznej spoteczenstwa (Starzewska-Sikorska i in., 2005). Podstawowym celem
monitoringu jest zebranie danych na temat zanieczyszczenia elementéw Srodowiska
oraz prognozowanie jego skutkdéw. W ramach systemu monitorowania dziatajg pod-
systemy dotyczace komponentdéw srodowiska — powietrza, wdd, gleby i ziemi, hatasu
oraz monitoring biologiczny (biomonitoring).

Do niedawna oceny zmian zachodzgcych w elementach srodowiska dokonywano
wyltgcznie na podstawie monitoringu chemicznego. Ogromna réznorodnos$¢ zanie-
czyszczen i trudnosci analityczne nie umozliwiajg jednak petnej kontroli obcigzenia
Srodowiska zwigzkami chemicznymi oraz oceny skutkdéw ich oddziatywania na uktady
zywe. Konieczne okazato sie uzupetnienie monitoringu chemicznego biomonitorin-
giem, ktoéry definiuje sie jako systematyczne obserwacje reakcji biologicznych na
zmiany w srodowisku w celu wykorzystania tych informacji w programie kontroli ja-
kosci (Matthews i in., 1982).

Kazdy system ekologiczny funkcjonuje dzieki oddziatywaniu miedzy czynnikami
abiotycznymi, okreslajgcymi cechy fizyczno-chemiczne biotopu, aczynnikami bio-
tycznymi, tzn. komponentami biologicznymi. Zastosowanie organizmoéw wskazniko-
wych do identyfikacji zanieczyszczen srodowiska umozliwia ocene reakcji ekosystemu
na stres dzieki obserwacjom in situ, co umozliwia bezposrednie okreslenie zintegro-
wanego efektu wywotanego przez zanieczyszczenia.

Komponenty biologiczne mogg by¢ badane na wielu poziomach od molekularne-
go i komodrkowego do biocenozy poprzez poziomy posrednie jak organizmy i popula-
cje. W warunkach naturalnych w wyniku sukcesji dazacej do osiggniecia stadium kli-
maksu, czynniki abiotyczne i biotyczne sg maksymalnie zréznicowane i ustawicznie
zmienne w czasie i przestrzeni. Nie bez znaczenia jest fakt, ze monitoring biologiczny,
nie wymagajgc skomplikowanego i drogiego wyposazenia, jest tafiszy niz inne meto-
dy, a zatem szczegdlnie przydatny do dtugotrwatych badan na duzych obszarach.

Biomonitoring zanieczyszczen moze by¢ pasywny lub aktywny. Metody pasywne
polegajg na obserwacji organizmow zyjacych w naturalnym srodowisku w obszarze
objetym badaniami. Metody aktywne polegaja na wykrywaniu zanieczyszczen przez
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obserwacje wprowadzonych organizmow, gtéwnie roslinnych, o poznanym genotypie
i odpowiedziach na dziatanie substancji toksycznych w obszarze badan. W zaleznosci
od rodzaju obserwacji wsrdd bioindykatoréw wyrdznia sie indykatory biologiczne
i organizmy monitorowe. Role tych ostatnich mogg odgrywaé organizmy roslinne lub
zwierzece o okre$lonych cechach, dzieki ktérym mozna oceniac niekorzystne zmiany
zachodzace w $rodowisku.

Wedtug Tingeya (1989) doboru bioindykatoréw nalezy dokonywaé, kierujac sie
nastepujgcymi przestankami:

e wskazniki powinny dawa¢ odpowiedzi reprezentatywne dla ekosystemu,

e odpowiedzi te powinny by¢ mozliwe do okreslenia z dostateczng doktadnoscig,

e konieczna jest wiedza o zanieczyszczeniu i jego whasciwosciach.

W zaleznosci od sposobu reagowania na okreslone czynniki srodowiskowe mozna
wsrad wskaznikéw biologicznych wyrdznic:

e zestawienia (skale) gatunkéw w gradiencie ich wrazliwosci (obecnos¢ lub brak
gatunkow wrazliwych na okreslony czynnik),

e wskazniki akumulujace (organizmy gromadzace w swoich tkankach czy komor-
kach substancje toksyczne),

e wskazniki reagujgce (organizmy wykazujgce rézny stopien uszkodzenia swoich
organow pod wptywem zmienionych warunkéw srodowiskowych).

Indykatory biologiczne to organizmy, ktére majg okreslony stopien tolerancji na
czynniki srodowiskowe, wykazujgc okreslone reakcje, gdy jej granica zostanie prze-
kroczona. Przyktadem mogg by¢ niektére gatunki porostéw, ktérych wystepowanie
jest limitowane przez stezenie zanieczyszczenia (np. ditlenku siarki) w powietrzu,
wystepowanie guzéw nowotworowych u ryb eksponowanych na zanieczyszczone
osady jezior czy tez wytwarzanie przez organizmy wielofunkcyjnych oksydaz w odpo-
wiedzi na niektdre typy zwigzkdw chloroorganicznych. Organizm bedacy indykatorem
biologicznym powinien:

e by¢ gatunkiem specjalnym, a nawet rzadko wystepujgcym,

e miec¢ okreslony zakres tolerancji reprezentatywny dla lokalnych warunkdw,

e odgrywac znaczacg role w uktadzie ekologicznym oraz endemicznym,

e wykazywad wrazliwos¢ na maty stopien zanieczyszczenia i dzieki temu by¢ na-
rzedziem ,wczesnego ostrzegania” na narazenie,

e wykazywac wyrazng odpowiedz w akceptowalnie krétkim czasie,

e mie¢ precyzyjnie okreslony zakres tolerancji w stosunku do réznych warunkow
fizyczno-chemicznych biotopu,

e by¢ tatwy w hodowli lub przynajmniej tatwy w utrzymaniu w warunkach labora-
toryjnych,

e mie¢ cechy umozliwiajgce wykonanie doswiadczen laboratoryjnych,

e wrazliwos¢ na zanieczyszczenia powinna by¢ specyficzna w stosunku do jednego
badz grupy zanieczyszczen, tak aby mozna byto wykazaé zalezno$¢ dawka—odpowiedz.
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Organizmy, ktére znajdujg zastosowanie w monitoringu srodowiska, okreslane
jako organizmy monitorowe lub ostrzegajace, charakteryzujg sie zdolnoscig do aku-
mulacji zwigzkdéw chemicznych lub pierwiastkéw w okreslonych tkankach lub w catym
organizmie. Idealne do tego celu sg organizmy niewykazujgce symptomoéw narazenia
nawet podczas ekspozycji na zanieczyszczenia o duzym stezeniu. Organizmy te maja
zdolnosc¢ do biokoncentracji i akumulacji w zaleznosci od czasu ekspozycji.

Organizm monitorowy (ostrzegajgcy) powinien mie¢ nastepujgce cechy:

e akumulowac zanieczyszczenia w komadrkach lub tkankach w stezeniach powyzej
granicy wykrywalnosci,

e by¢ stosunkowo powszechny i popularny, tatwy do oznaczenia bez specjalistycz-
nych umiejetnosci,

e prowadzi¢ tryb zycia osiadty, niemigrujgcy w srodowisku, a przynajmniej o ogra-
niczonej mobilnosci,

e znaczenie organizmu w uktadzie ekologicznym jest nieistotne, gdyz gatunek mo-
ze by¢ w nim umieszczony (transplantowany) tylko na okres badan,

e nie musi wykazywac fizjologicznej reakcji na zanieczyszczenie,

e powinien charakteryzowaé sie szerokim zakresem tolerancji na warunki fizycz-
no-chemiczne biotopu,

e by¢ fatwy w hodowli, a przynajmniej do utrzymania w dobrej kondycji w warun-
kach laboratoryjnych, w przypadku biomonitoringu aktywnego powinien by¢ tatwy do
transplantacji w badanym srodowisku,

e najbardziej wiasciwy organizm monitorowy powinien wykazywac statystycznie
wiarygodne zaleznos$ci miedzy stezeniem zanieczyszczen w tkankach czy komadrkach
a ich stezeniem w Srodowisku (Wright i Welbourn, 2002).

2.3. Biomarkery w ocenie narazenia
na zanieczyszczenia

Miernikiem, ktéry umozliwia ocene zagrozenia zwigzang z obecnoscig czynnikéw
szkodliwych w Srodowisku, jest analiza ptynow ustrojowych organizméw w celu
stwierdzenia obecnosci obcych substancji chemicznych, ich metabolitéw lub enzy-
mow w niewtasciwych stezeniach. Analizowane substancje nazywa sie biomarkerami
lub markerami biologicznymi (Mielzyfiska, 2000). Wedtug Swiatowej Organizacji
Zdrowia biomarkerem jest kazdy pomiar interakcji w systemach biologicznych z po-
tencjalnymi zagrozeniami, moggcymi miec charakter chemiczny, fizyczny lub biolo-
giczny. Mierzona odpowiedz organizmu wywotana tg interakcjg moze miec¢ charakter
funkcjonalny, fizjologiczny, biochemiczny na poziomie komérkowym, lub molekularny
na poziomie subkomdrkowym. Taka bioindykacja skutkéw zanieczyszczen w Srodowi-



2. Metody stosowane w biologicznej kontroli jakosci srodowiska 49

sku staje sie coraz bardziej popularna ze wzgledu na mozliwosé badania bezposred-
niego narazenia ludzi w stosunkowo kroétkim czasie (Tothill i Turner, 1966; Timbrell,
1998; Lam i Gray, 2003). Oznaczenia biomarkeréow sg wykonywane m.in. w ludzkiej
$linie, moczu, kale i ptynach ustrojowych (krew, chtonka), a takze w komérkach lub
tkankach (Mielzyriska, 2000). Niektére z nich mogg by¢ uzywane zaréwno in vitro jak
i in vivo. Jedne sg specyficzne dla ssakéw lub przedstawicieli innych grup taksono-
micznych, podczas gdy uniwersalne mozna stosowac dla wszystkich organizméw.
Najwiecej uwagi poswiecono wskazaniu biomarkeréow mutagenezy i kancerogenezy
(Timbrell, 1998).

Wyniki badan monitoringowych nie biorg pod uwage takich czynnikéw, jak sto-
pien wchtaniania zanieczyszczen przez zywe organizmy oraz ich odpowiedz na te sub-
stancje. Gdy ocena skazenia i zwigzanego z tym zagrozenia jest utrudniona przez jego
ztozonos¢, zastosowanie biomarkerdw jest bardzo wygodne, tym bardziej, ze rezulta-
ty testow toksykologicznych na roslinach i zwierzetach nie sg tatwe do skorelowania
ze stopniem zagrozenia ludzi narazonych na dziatanie badanych substancji z powodu
istniejgcych rdznic w anatomii i fizjologii.

Zastosowanie diagnostycznych testéw opartych na molekularnych biomarkerach
do monitoringu zanieczyszczenia Srodowiska jest coraz powszechniejsze (Rawson,
1991). Biomarkery, takie jak enzymy biotransformacji w watrobie — cytochrom
P450IA u ryb i innych kregowcdédw — sg traktowane jako dowdd zanieczyszczenia tok-
sycznymi substancjami organicznymi. Metalotioneiny wykorzystuje sie zaréwno
u kregowcow, jak i bezkregowcéw jako biomarkery ekspozycji na metale, a hydrofo-
bowe zwigzki addytywne DNA sg uzywane jako biomarkery uszkodzenia jego struktu-
ry przez zanieczyszczenie organiczne (Tothill i Tuner, 1996).

U ludzi biomarkery mogg by¢ wykorzystane do oceny tzw. dawki wewnetrznej, tj.
ilosci substancji rzeczywiscie pobranej przez organizm, np. w rezultacie narazenia
zawodowego, wptywu warunkdéw ekspozycji na zdrowie oraz indywidualnej wrazliwo-
Sci. Na tej podstawie biomarkery podzielono na nastepujgce grupy:

e biomarkery ekspozycji — obecne wewnatrz organizmu substancje obce lub ich
metabolity albo tez produkty interakcji miedzy czynnikiem szkodliwym i docelowymi
komadrkami lub czgsteczkami,

e biomarkery skutkow (efektéw) — mierzalne biochemiczne, fizjologiczne, beha-
wioralne i inne zmiany zachodzgce wewnatrz organizmu, ktére — w zaleznosci od
wielkosci — mogg by¢ wynikiem juz obecnych zaburzen zdrowotnych i chordb lub
wskazywac, iz mogg pojawig sie one w przysztosci,

e biomarkery wrazliwosci — wskazniki wrodzonej lub nabytej zdolnosci organizmu
do odpowiedzi wywotanej ekspozycja na specyficzny czynnik szkodliwy.

W miare mozliwosci metody oznaczania ilosciowego biomarkeréw powinny by¢ nie-
inwazyjne, czute, specyficzne, zwigzane z procesami biochemicznymi oraz powinny one
odzwierciedla¢ realne dawki pobrane w efekcie ekspozycji (tzw. dawki wewnetrzne)
(rys. 12). Niektore biomarkery mogg by¢ stosowane in vitro, rownie dobrze jak in vivo.
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Rys. 12. Natura i zwigzki miedzy biomarkerami ekspozycji, odpowiedzi i narazenia oraz zmienne, ktére
maja na nie wptyw (Timbrell, 1998)

2.4. Szacowanie ryzyka dla sSrodowiska

Negatywne zmiany zachodzace w $rodowisku pod wptywem czynnikéw natural-
nych i antropogenicznych sg oczywiste. Aby zminimalizowaé konsekwencje oddziaty-
wania zanieczyszczen na zasoby biologiczne, ekosystemy i zdrowie ludzi podejmowa-
ne sg dziatania regulacyjne i legislacyjne, umozliwiajgce ocene lub prognoze zmian
zachodzacych w $rodowisku, ktérych celem jest jego ochrona lub podjecie dziatan
naprawczych. Pierwsze dokumenty dotyczgce badania i wyznaczania ryzyka srodowi-
skowego zostaty opublikowane przez EPA. (U.S. EPA, 1992).

Najwazniejszym wyzwaniem w szacowaniu wptywu zanieczyszczen i ryzyka, sta-
nowigcych czes¢ zintegrowanego zarzgdzania srodowiskiem, jest potgczenie szkodli-
wych efektdw narazenia na zwigzki chemiczne (w tym toksyczne) u organizmoéw
wskaznikowych z ich konsekwencjami w uktadach ekologicznych. W ocenie tej przyj-
muje sie pewne zatozenia, ktére umozliwiajg z duzym prawdopodobieristwem eks-
trapolacje danych uzyskanych w krétkoterminowych testach toksykologicznych na
skutki w ekosystemach.

Przyjmuje sie, ze wrazliwos$¢ ekosystemu zalezy od najbardziej wrazliwych gatun-
kéw, a ochrona struktury ekosystemu pozwoli chroni¢ funkcjonowanie biocenoz.
Ocena ryzyka srodowiskowego jest definiowana jako proces oceny prawdopodobien-
stwa, ze niekorzystne efekty ekologiczne moga nastepowad lub nastepuja jako rezul-
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tat ekspozycji na jeden lub wiele stresoréw. Do stresorow nalezg czynniki fizyczne,
chemiczne i biologiczne, ktére wywotujg niekorzystne skutki u organizmoéw, w popu-
lacjach, zespotach, biocenozach i ekosystemach.

Ryzyko mozna ocenic, jezeli:

e stresor ma naturalng zdolno$¢ do wywotywania jednego lub wiecej negatyw-
nych skutkdw,

e jego wystepowanie w kontakcie lub wspdtwystepowanie z komponentami ekolo-
gicznymi (organizmami, populacjami, zespotami, biocenozami, ekosystemami) jest odpo-
wiednio dtugie i w wystarczajgce]j intensywnosci do wywotania efektu szkodliwego.

Ocena ryzyka sSrodowiskowego moze by¢ dokonywana dla jednego lub wielu stre-
sorow oraz komponentow ekologicznych i stanowi pomoc w identyfikacji probleméw
ekologicznych, wskazujgc dziatania priorytetowe i stanowigc naukowe podstawy do
podejmowania uregulowan prawnych.

A 4

Sformutowanie problemu |

v

Analizy

Identyfikacja substancji chemicznej
potencjalnie niebezpiecznej

|

Charakterystyka ekspozycji
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Rys. 13. Etapy oceny ryzyka
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Podstawowymi etapami w procedurze szacowania ryzyka sa:

e sformutowanie problemu,

e analizy,

e charakterystyka ryzyka (rys. 13).

Jednym z modeli umozliwiajgcych oszacowanie ryzyka s$rodowiskowego jest
ERA-MANIA Decision Support System FRAMEWORK dla The Site-Specific Ecological
Risk Assessment uwzgledniajgcy biodostepnos¢ substancji, testy ekotoksykologiczne
i obserwacje ekologiczne na duzych zanieczyszczonych terenach.

Zagadnienie szacowania ryzyka srodowiskowego stanowi zwieniczenie badan eko-
toksykologicznych. Nalezy jednak pamietaé, ze charakterystyka ryzyka, oparta na
statystycznie istotnych wartosciach dotyczacych specyficznej ekspozycji w okreslo-
nym scenariuszu badan, nie ma charakteru ogélnego i nie moze by¢ automatycznie
stosowana dla innych scenariuszy (Critto i in., 2004). Szczegdtowy opis i dyskusje pro-
cedur dotyczacych szacowania ryzyka srodowiskowego mozna znalez¢ w wielu pod-
recznikach ekotoksykologii (Hoffman i in., 2000; Landis i Ming-Ho, 1995; Newman
i Unger, 2003).
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Pierwsze badania toksykologiczne elementéw srodowiska dotyczyly oceny jakosci
wdd, a zwlaszcza zdefiniowania i opisania biocenoz jezior, strumieni i rzek w zréznicowa-
nych warunkach hydrogeologicznych, a takze wspodtdziatania mikroorganizméw, roslin
i zwierzat w procesie samooczyszczania. Juz wtedy powszechnie sadzono, ze obecnos¢
lub brak pewnych gatunkdw, a zwtaszcza populacji lub zespotéw organizméw zyjgcych
w danym ekosystemie wodnym, jest bardziej precyzyjnym i niezawodnym wskaznikiem
stanu srodowiska niz przemiany fizyczne czy chemiczne. Dlatego przez wiele lat prowa-
dzono obserwacje w celu wskazania organizméw stenotypowych wzgledem okreslonych
czynnikéw, wykazujacych wrazliwo$¢ na zmiany stanu srodowiska, opracowujgc jedno-
czesnie metody ich hodowli. Uzyskane informacje staty sie podstawg zatozenia, ze ob-
serwacje organizméw w warunkach laboratoryjnych umozliwiajg ocene skutkéw spowo-
dowanych zaréwno przez czynniki naturalne, jak i antropogeniczne w naturalnym
ekosystemie oraz prognozowanie kierunku zachodzacych zmian. Badania te daty pocza-
tek toksykologii wody, ktérej podstawowym celem stata sie ocena wptywu zanieczysz-
czen na organizmy wodne. Pierwsze testy toksykologiczne polegaty na ekspozycji
ograniczonej liczby gatunkéw na dziatanie substancji chemicznych lub sciekéw przez
krotki czas. Testy trwaty od kilku minut do kilku godzin, maksymalnie 2—4 dni. Poczat-
kowo nie byto zadnych procedur standardowych. Pierwsze badania nad toksycznoscig
ostrg jeszcze w XIX wieku prowadzili Penny i Adams (1863) oraz Weigelt, Saare i
Schab (1885), testujac substancje toksyczne pochodzace ze $ciekéw przemystowych.
W 1937 roku Ellis po raz pierwszy zastosowat Daphnia magna do oceny stanu zanie-
czyszczenia strumieni. Anderson (1944, 1946) kontynuowat prace Ellisa i stworzyt
podwaliny standaryzacji procedur badania toksycznosci z wykorzystaniem Daphnia
magna. Z kolei Hart i in. w 1945 roku oraz Doudoroff i in. w 1951 roku postulowali
uzycie ryb do badania toksycznosci sciekdw i popierali rozwdj metod standaryzowa-
nych. Publikacja Doudoroffa i in. stata sie podstawg do opracowania pierwszych pro-
cedur standardowych, ktére zostaty wtgczone do Standard Methods for the Examina-
tion of Water and Wastewater, Environmental Protection Agency US.

W biologicznej kontroli jakosci wdd oraz ocenie wptywu zanieczyszczen na ekosys-
tem wodny zakfada sie, ze warunki srodowiska wptywajg réwnomiernie na wszystkie
organizmy biocenozy. W kontroli biologicznej nie musi sie zatem uwzglednia¢ wszystkich
gatunkow, lecz mozna ograniczy¢ obserwacje do pewnych wybranych, ktérych dobér
bedzie zalezat od warunkéw lokalnych i od znajomosci ich wystepowania i rozwoju.
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Oddziatywanie toksyczne i hamujace zanieczyszczen na biocenoze w ekosyste-
mach wodnych mozna podzieli¢ na:

e toksycznos$¢ bezposrednig, gdy stezenie substancji toksycznej przekracza tzw.
$rednig okres$lang za pomocg rozmaitych testéw toksykologicznych,

e dziatanie posrednie, bedgce wynikiem zmian parametréw srodowiska wodnego
pod wptywem wprowadzonego zanieczyszczenia, ktdére z kolei wywotujg efekty szko-
dliwie lub hamujace rozwdj biocenozy.

Obecnie istniejgce metody standardowe obejmujg wiele gatunkdéw organizmow
stodkowodnych i stonowodnych: mikroorganizmoéw, glonéw, bezkregowcéw i ryb za-
siedlajgcych srodowiska wodne i osady denne. Opisano ponad sto gatunkow organi-
zméw wodnych, ktdre stosuje sie w badaniach toksycznosci (Lewis, 1995). W testach
tych sg badane efekty koricowe, takie jak Smiertelnosé, wzrost i rozwdj, ptodnos¢ itp., a
nawet zdolnos¢ regeneracji u Dugesia tigrina (Piontek, 1998; Piontek, 1999). Niniej-
sza ksigzka dotyczy gtéwnie metod toksykologicznej oceny wéd stodkich.

Dla wéd morskich i estuariéw opracowano wiele procedur standardowych opartych
na gatunkach natywnych dla tych srodowisk (Burton i Mac Pherson, 1995) (tabela 3).

Tabela 3. Wybrane metody standardowe oceny toksykologicznej wéd morskich i estuariéw

Gatunek Badany parametr Metody standardowe Literatura
1 2 3 4
Ryby
Fladry gatunek wymieniony jako
. P . o1 . EPA, 1993;
Paralichtys dentatus, |$miertelnosc¢ mozliwy do wykorzystania Tothill i Turner. 1996
P. lethostigma w metodzie EPA 600/4-90-027F !
Fundulus similes, , . » gatL.Jr.1ek wymieniony Jak(.) EPA, 1993;
Smiertelnos¢ mozliwy do wykorzystania

F. heteroclitus Tothill i Turner, 1996

w metodzie EPA 600/4-90-027F
gatunek wymieniony jako

Algodon rhomboids  |$miertelnos¢ mozliwy do wykorzystania
w metodzie EPA 600/4-90-027F

EPA, 1993;
Tothill i Turner, 1996

Karpieniec nadobny Tothill i Turner, 1996

e > £ -90-02
Cyprinodon variegatus Smiertelnos¢ PA 600/4-90-027F EPA, 1993
EPA, 1993

Smi Inos¢ EPA 4-90-027F !
Menidia smiertelnosc 600/4-90-0 Tothill i Turner, 1996
Menidia menidia émi $¢

Smiertelnos¢ EPA 600/4-91-003 EPA, 2002b

i wzrost larw
Kulbiniec imiertelnose ooy o wyrormeani EPA, 1993;
Leiostomus xanthurus W metodzie EPA 600/4-90-027F Tothill i Turner, 1996
Rhombosolea plebeia |$miertelnosc¢ NIWA MfE80205 NIWA, 1998
Sola imiertelnose ooy oyt EPA, 1993;
Parophyrys vetulus v yKorzy Tothill i Turner, 1996

w metodzie EPA 600/4-90-027F
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cd. tabeli 3
1 2 | 3 4
Bezkregowce
Jseti;’r‘:"'e;_centmws rozwoj, émiertelnoé¢  |EPA 600/R-95/136 EPA, 1995
9 nieprawidtowy rozwsj  |ASTM E1563-98 ASTM, 1998d
purpuratus
Jezowiec
Strongylocentrotus nieprawidtowy rozwéj  |ASTM E1563-98 ASTM, 1998d
droebachiensis
o et [ le e 103
ezowiec -
Dendraster w metodzie EPA 600/4-90-027¢ | TOthil T Turner, 1996
excentricus toksycznosé przewlekta |EPA 600/R-95-136; EPA, 1995
nieprawidfowy rozwdj ASTM E1563-98 ASTM, 1998d
Jezowiec zaptodnienie EPA 600/4-91-003 EPA, 2000b
Arbacia punctulata nieprawidfowy rozwdj ASTM E1563-98 ASTM, 1998d
Jezowiec . émiertelnosc NIWA MfES0205 NIWA, 1998
Fellaster zelandiae
Wieloszczet bioakumulacja EPA 600/R-95/136 EPA, 1995
Nereis virens
Krewetka - > gatghek wym|en|onyjak<_) EPA, 1993
Palaemonetes s $miertelnos¢ mozliwy do wykorzystania Tothill i Turner, 1996
Pp- W metodzie EPA 600/4-90-027F '
Krewetka | émiertelnos¢ AFNOR NF T90-349 AFNOR, 1997
Palaemonetes varians
Krewetka Smiertelnos¢, przezycie, |EPA 600/4-90-027F EPA, 1993
Mysidopsis sp. wzrost, ptfodnosé EPA 600/4-91-003 EPA, 2000b
Krewetka gatunek wymieniony jako EPA, 1993

Pandalus j ordani

Smiertelnosé

mozliwy do wykorzystania
w metodzie EPA 600/4-90-027F

Tothill i Turner, 1996

émiertelnodé gatunek wymieniony jako mozliwy [EPA, 1993
Ostryga toksveznodé przewlekta do wykorzystania w metodzie EPA |Tothill i Turner, 1996
Crassostrea gigas S,mieyrtelnos,c,pi o |600/4-90-027F, EPA 600/R-95-136, |EPA, 1995
) |ASTM E724-98 ASTM, 1998¢
. L gatunek wymieniony jako mozliwy [EPA, 1993
Ostryga Smiertelnos¢ . . S
Cr trea virgini imiertelnodt i rozwéi do wykorzystania w metodzie Tothill i Turner, 1996
aesostreavirginica | SMISrteinosc1rozWol | epa 600/4-90-027F, ASTM E724-98| ASTM, 1998¢
Omutek jadalny rozwoj EPA 600/R-95/136 EPA, 1995
Mytilus edulis Smiertelnosc¢ i rozwoj ASTM E724-98 ASTM, 1998c
Maiz wenus | émiertelnoscirozwsj | ASTM E724-98 ASTM, 1998¢
Mercenaria mercenaria
Krab pacyficzny
(kieszeniec)
Cancer. megls.ter o - gatL.Jr.1ek wymlenlonyjakg EPA, 1993
Krab niebieski Smiertelnos¢ mozliwy do wykorzystania

Callinectes sapidus
Krab Garnela
Crangon spp.

w metodzie EPA 600/4-90-027F

Tothill i Turner, 1996
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3.1. Testy z zastosowaniem mikroorganizmoéw

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie przesiewowymi testami bakteryjnymi
do szacowania toksycznosci zanieczyszczern wody. Badania nad wplywem substancji
szkodliwych na procesy zyciowe i aktywnos$¢ mikroorganizméw stanowig bezposredni,
szybki i czuty sposéb pomiaru stresu chemicznego (Dutka i in., 1993). Opracowano
wiele technik mikrobiologicznych, ktére stuzg obecnie jako procedury przesiewowe
(Diaz-Baeziin., 2002).

W testach standardowych sg stosowane rdzne gatunki bakterii, w ktérych tok-
syczno$¢ ocenia sie np. na podstawie pomiaru bioluminescencji (Vibrio fischeri
i Pseudomonas fluorescens, 1SO, 1998; DIN, 1999), inhibicji wzrostu (Pseudomonas
putida, 1SO, 1995a), lub obserwacji wzrostu zespotu bakterii osadu czynnego (ISO,
1999). Inne metody zestawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Gatunki mikroorganizmdw najczesciej stosowanych w badaniach toksycznosci wody

Gatunek Badany parametr Metody standardowe Literatura
— . EPS, 1/RM/24, Environment Canada, 1995
K;zgfo‘zzﬁz:;um bioluminescencja IS0, 11348:1, 213, IS0, 1998
hosphoream) ) DIN, 38412 DIN, 1999
phosp PN-EN ISO, 11348-2002 | PKN, 2002e
DIN, 38412 P26, DIN, 1992
Pseudomonas putida | inhibicja wzrostu 1SO, 10712:1995, 1SO, 1995
PN-EN ISO, 10712:2001 | PKN, 2001d
Spirillum volutants ruchliwosé Dutka, 1991
I1SO, 15522:1999 1SO, 1999
. przyrost
Drobnoustroje inhibicia oddvchania PN-EN ISO, 8192:2001 | PKN, 2001e
osadu czynnego inhibicj.a nitryﬂkac.i IS0, 8192:1986 150, 1986
13 NEYRKSA 150, 9509:1989 10, 1989
Sinica L ASTM, 1997a
Anabena flos-aquae inhibicja wzrostu ASTM, E1218-97a Holst i Ellwanger, 1982
Sinica , inhibicja wzrostu | ASTM, E1218-97a ASTM, 1997a
Mirocystis aeruginosa
Sinica aktywnos¢
Cyanobacter y 1SO, 15522:1999 1SO, 1999
. fotosyntetyczna
synechicoccus

W literaturze zaproponowano wiele testéw laboratoryjnych z wykorzystaniem mi-
kroorganizmow (Dutka i in., 1993). Mozna je podzieli¢ ze wzgledu na zasade pomiaru:

e badanie mikrobiologicznych przemian wegla, siarki lub azotu,

e okreslanie aktywnosci ATP enzymdw bakteryjnych, takich jak dehydrogenazy,

e pomiar wzrostu, Smiertelnosci lub fotosyntezy,

e okreslanie poboru glukozy z uzyciem radioizotopdw,
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e pomiar zuzycia tlenu z zastosowaniem elektrody tlenowej lub respirometru,

e pomiar bioluminescencji z uzyciem fotometru.

Testy mikrobiologiczne znajdujg szczegdlne zastosowanie w kontroli skutecznosci
dezynfekcji wody (Biatek i in., 2006), przebiegu procesu oczyszczania $ciekow meto-
dami biologicznymi — osadem czynnym i na ztozach biologicznych — w celu ochrony
ich biocenozy przed zatruciem. Kontrola moze dotyczyé kilku aspektéw problemu
oczyszczania sciekéw toksycznych:

e identyfikacji punktow zrzutow Sciekéw toksycznych w celu ochrony procesu biolo-
gicznego oczyszczania przed zatruciem wywotanym ich doprowadzeniem do oczyszczalni,

e kontroli i oceny koniecznosci i skutecznosci detoksykacji, zwtaszcza $ciekow
przemystowych,

e oceny inhibicji procesu biologicznego oczyszczania Sciekdw lub aktywnosci me-
tabolicznej osadu czynnego przez substancje toksyczne,

e oceny skutecznosci oczyszczania.

3.1.1. Metody oparte na pomiarze intensywnosci
przemian metabolicznych

Wiekszo$¢ badan opartych na pomiarze intensywnosci przemian metabolicznych
jest wcigz w fazie eksperymentéw. Przyktadem takiego testu jest uzycie jonoselek-
tywnej elektrody amoniakalnej do okreslania szybkosci nitryfikacji bakteryjnej. Stroud
i Jones (1975) opracowali metode wykorzystujgcag bakterie nitryfikacyjne rosngce na
naturalnym wypetnieniu kolumny, przez ktdrg przepompowano wode. Zmniejszajgce
sie stezenie amoniaku w roztworze w rezultacie jego biologicznego utleniania jest
mierzone przez czuty elektrode NH,".

3.1.2. Biologiczne testy enzymatyczne

W ostatnich latach nastgpit rozwdj testdw biologicznych opartych na okreslaniu
aktywnosci enzyméw bakteryjnych. W badaniach wykorzystuje sie dehydrogenazy,
zaangazowane w katalityczne utlenianie substratéw, w ktdrym uczestniczg faicuchy
przenoszenia elektrondw. Jako wskazniki aktywnosci enzymow taricucha oddechowe-
go mozna stosowac specjalne barwniki, wystepujgce w roli sztucznych akceptorow
wodoru. Zmiana koloru oznacza, ze sg one w formie zredukowanej, co mozna mierzy¢
metodami spektrofotometrycznymi.

W sSrodowisku wodnym dobrym parametrem w ocenie toksycznosci jest pomiar
aktywnosci dehydrogenazowej drobnoustrojéw jako miernika ich aktywnosci meta-
bolicznej. W badaniach wykorzystuje sie redukcje lub oksyredukcje takich zwigzkéw,
jak trifenylotetrazol TTC (ang. triphenyl tetrazolium chloride), btekit tetrazolowy NBT
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(ang. nitroblue tatrazolium), chlorek p-jodofenylo-3-nitrofenylo-5-fenylo tetrazolu INT
(ang. (2-(p-indophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5-phenyl-tetrazolium chloride) lub (sél so-
dowa tlenku 7-hydroksy-3H-fenoksyazyno-3-on-10), tzw. resazuryna. Testy te opiera-
ja sie gtownie na inhibicji aktywnosci dehydrogenazowej w nastepstwie dziatania
substancji toksycznych lub zanieczyszczen srodowiska.

Dla przyktadu test enzymatycznej redukcji resazuryny przez dehydrogenaze bak-
teryjng prowadzi sie na mieszanych kulturach bakterii osadu czynnego lub na czystej
kulturze Escherichii coli ATCC 10536 (Liu, 1981). Bakterie inkubuje sie w obecnosci
resazuryny i substancji toksycznej przez 90 minut i odczytuje absorbancje superna-
tantu dla dtugosci fali A = 610 nm. Test znajduje zastosowanie m.in. do monitorowa-
nia wydajnosci oczyszczania Sciekdw zawierajgcych substancje toksyczne.

Powszechnie stosowang metodg oceny aktywnosci oddechowej bakterii jest re-
dukcja btekitu metylowego obserwowana dzieki jego odbarwieniu. W rezultacie eks-
pozycji Escherichia coli na substancje toksyczng w roztworze wzbogaconym btekitem
metylowym i 10 minutowe] inkubacji mozna oceni¢ spektrofotometrycznie stopien
inhibicji oddychania komérkowego.

Stosuje sie rowniez testy, w ktérych jest mierzona inhibicja syntezy enzymow
uczestniczacych w przemianach metabolicznych zamiast inhibicji ich aktywnosci.
Przyktadem jest ocena syntezy de novo B-galaktozydazy u Escherichia coli, gdyz jest to
reakcja bardziej czuta niz dziatanie substancji toksycznych na aktywno$¢ tego enzymu
(Dutton i in., 1988, Reinhartz i in., 1987). Duzg wrazliwos¢ na substancje toksyczne
wykazano rowniez w przypadku inhibicji biosyntezy 2-glukozydazy u Bacillus lichemi-
formis (Campbell i in. 1993; Dutton i in. 1990).

Zastosowanie znalazty rdwniez pomiary stezenia adenozynotréjfosforanu (ATP).
Wiekszo$¢ czgsteczek ATP jest wykorzystywana przez enzymy zwigzane z btonami,
zaangazowane w metaboliczne transformacje wysokoenergetyczne. Inhibicja enzy-
mow uczestniczacych w syntezie ATP zaktdca funkcjonowanie komoérek, co umozliwia
wykorzystanie pomiaru stezenia ATP jako wskaznika toksycznosci (Bitton, 1983).

3.1.3. Badania wzrostu i Smiertelnosci

Wzrost bakterii i ich Smiertelno$¢ moga by¢ wskaznikami toksycznosci badanych
substancji. Do oceny potencjatu wzrostowego bakterii w wodzie do picia wykorzystu-
je sie czesto pomiar ilosci przyswajalnego wegla organicznego. Bakterie mogg utle-
nia¢ zredukowany wegiel, bedacy Zrédtem energii i wegla. Stosowane w tym tescie
szczepy to Pseudomonas fluorescens P-17 i Spirillum sp. NOX (Kaplan i in., 1993).
W badaniu obserwuje sie wzrost populacji wobec zwigzku toksycznego do momentu
maksymalnego zageszczenia zaszczepu w fazie stacjonarnej. Po ustaleniu liczby bak-
terii metodg ptytkowa Kocha okresla sie ich przyrost i na tej podstawie oblicza sie
stezenie wegla przyswajalnego. Mimo ze do oceny jakos$ci wody istnieje potrzeba
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pomiaru stezen biodegradowalnej materii organicznej, badania te nie zostaty wpro-
wadzone jako obligatoryjne w ocenie jakosci wody wodociggowej z uwagi na trudno-
$ci metodyczne.

S3 réwniez w uzyciu testy, takie jak badanie inhibicji ruchliwosci Spirillum volu-
tans i inhibicji wzrostu Pseudomonas fluorescens. Test z S. volutans jest testem krot-
koterminowym. Mierzalnym efektem korcowym badania jest ruchliwos¢ bakterii.
Procedura polega na rozmieszaniu podfoza z probka Sciekdw oraz zawiesing bakterii
wykazujgcych (>90%) zdolnosé ruchu (Goatcher i in., 1984). Wzgledng toksycznos¢
mierzy sie jako MECq, ktére jest najmniejszym efektywnym stezeniem substancji
toksycznej powodujacym utrate ruchliwosci u wiecej niz 90% komédrek po ekspozycji
na substancje toksyczng w réznym czasie. Test ten jest szybki i czuty, ale kultury
S. volutans s3 delikatne i majg krotki czas zycia (3—5 dni).

Inhibicje wzrostu Pseudomonas fluorescens okresla sie jedng z ilosSciowych metod
mikrobiologicznych przez pomiar zahamowania wzrostu po umieszczeniu zawiesiny
bakterii w roztworach badanych zwigzkéw. Przyktadem jest szybki test przesiewowy
oceny toksycznosci, zalecany do badania zwigzkéw metali, substancji organicznych
i Sciekdw. W tym celu do roztwordw rozcieiczonych badanego medium o réznych
stezeniach dodaje sie standardowg zawiesine bakterii w fazie wzrostu logarytmiczne-
go o gestosci optycznej 0,2 dla dtugosci fali A = 600 nm i inkubuje w temperaturze
33 °C, a nastepnie po 0,5; 1,0; 1,5 i 2 godzinach ocenia sie zmiany gestosci. Toksycz-
nosc jest przedstawiana jako skuteczne stezenie badanej prébki, ktére powoduje 50%
zahamowanie tempa wzrostu (ECsp).

3.1.4. Badanie mineralizacji glukozy

Test mineralizacji glukozy polega na ocenie inhibicji przez substancje toksyczng
uwalniania znaczonego CO, przez Escherichia coli, hodowang w obecnosci znakowane;j
glukozy (U-'*C) (Reteuna i in., 1989). W eksperymentach uzywa sie kolbek z centralng
studzienka, zawierajgcg fenyloetyloamine — absorbent CO,. Glukoza, jako substrat od-
dechowy, jest dodawana do zawiesiny bakteryjnej. Radioaktywnos¢ fenyloetyloaminy
ze zwigzanym CO, powstajacym w procesie mineralizacji glukozy mierzy sie za pomo-
cg licznika scyntylacyjnego. Mineralizacja glukozy jest okreslana na podstawie kinety-
ki uwalniania **CO, ustalanej w ramach ekspozycji bakterii na substancje toksyczna
w stosunku do podtoza kontrolnego. Na podstawie tych badan w obecnosci metali
bakterie E. coli zostaty okre$lone jako szczegdlnie wrazliwe na cynk i miedZ, nato-
miast inne jony, jak kadm i chrom, nawet w stezeniu 100 mg/dm?, nie miaty wptywu
na ten proces. W testach moga by¢ stosowane takze inne szczepy bakterii, bardziej
wrazliwe na specyficzne substancje szkodliwe (Tothill i Turner, 1996).
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3.1.5. Testy na inhibicje oddychania

Testy na inhibicje oddychania wykonuje sie na mieszanych kulturach bakterii
z osadu czynnego hodowanych na tzw. Sciekach syntetycznych. Inhibicja poboru tlenu
przez bakterie jest skutkiem dziatania substancji toksycznej, a ilo$¢ zuzywanego tlenu
poréwnuje sie z jego konsumpcjg w préobce kontrolnej. Aktywnos¢ oddechowa jest
oceniana przez rejestrowanie ubytku tlenu rozpuszczonego w badanym medium za
pomocgy elektrody tlenowej (ISO, 1986). W badaniu ocenia sie stezenie substancji
potrzebne do zmniejszenia szybkosci respiracji (mg 0,/(dm*min)) o 50% (ECs). Test
jest zalecany do skriningu sciekdw, bedac tatwym w uzyciu i zapewniajgcym powta-
rzalne wyniki (Reteuna i in., 1986). Prowadzony na zespole mikroorganizméw ma te
zalete, ze na podstawie jego wynikdw mozna przewidzie¢ wptyw substancji toksycz-
nej na naturalng mikroflore wodna.

W praktyce testy respirometryczne sg szczegélnie przydatne do szacowania
wptywu duzych ilosci substancji toksycznych zawartych w $ciekach przemystowych na
aktywnos$¢ metaboliczng osadu czynnego. W literaturze opisano respirometry réznych
wytworcow, takie jak system RODOX, respirometr do Sciekdw N-CON COMPUT-OX,
model WB-1000 (N-CON System Co., Nowy Jork) i respirometr Gilsona. W handlu do-
stepne sg respirometry réznych firm.

Dla przyktadu w zestawie do badania toksycznosci Polytox firmy Polybac (Allentown,
PA) wykorzystuje sie wyselekcjonowang mieszang kulture bakteryjng umieszczong
w standardowych butelkach do pomiaru biochemicznego zapotrzebowania na tlen. Po
wprowadzeniu prébki sciekéw do tych butelek, na podstawie pomiaréw ilosci tlenu roz-
puszczonego wykonywanych sondg tlenowa, oblicza sie procent zmniejszenia aktywnosci
respiracyjnej wywotanej obecnoscig substancji toksycznej (Reteuna iin., 1986). Toksycz-
nos¢ $ciekdw i substancji chemicznych dla mikroorganizméw uczestniczacych w oczysz-
czaniu biologicznym moze by¢ zmierzona w ciggu 30 minut. Jedng z gtéwnych zalet uzycia
standardowego zestawu bakterii zamiast drobnoustrojéw osadu czynnego jest mozliwos¢
dokonania miedzylaboratoryjnych studiéw poréwnawczych.

3.1.6. Metody z uzyciem bakterii luminescencyjnych

Mikroorganizmy luminescencyjne sg wykorzystywane w kilku rodzajach testéw
toksykologicznych, np. Microtox, LUMIStox, ToxAlert 10 i ToxAlert 100. S3 to szybkie
testy przesiewowe, w ktdrych wykorzystuje sie bioluminescencje morskiej bakterii
Vibrio fischeri (syn. Photobacterium phosphoreum). Bakterie te sg polarnie urzesio-
nymi, gramujemnymi przecinkowcami, wzglednie tlenowymi, powszechnie wystepu-
jacymi w wodach stonych. Vibrio fischeri zuzywajg mniej wiecej 10% energii uzyskanej
z metabolizmu na produkcje swiatta. Luminescencja zachodzi dzieki reakcji enzymu
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lucyferazy (L), ktéra katalizuje utlenianie tlenem czgsteczkowym zredukowanego
nukleotydu FMNH, i alifatycznego aldehydu dtugotancuchowego (RCHO) do nietrwa-
tego kompleksu (LFMNH,0,RCHO), ktéry emituje fotony podczas rozpadu (tebkowska
iin., 1999).

Poziom toksycznosci mierzy sie za pomocg lumenometru, monitorujgc intensyw-
nosé $wiatta emitowanego przez bakterie luminescencyjne w jednostce czasu w wyniku
kontaktu z substancjg toksyczng. Intensywnos$¢ Swiecenia odzwierciedla szybkosc,
z jakg zachodzi ztozony cigg reakcji przemian metabolicznych prowadzacych do uzyska-
nia energii. Chemiczna inhibicja jakiegokolwiek enzymu zmienia te szybkos¢ i w wyniku
tego réwniez ilos¢ wyemitowanego swiatfa. Toksycznos¢ jest wyrazana jako ECs.

Do zalet testu nalezg szybkos¢, prostota, czutosé i powtarzalnosé. Zastrzezenia
mozna miec jedynie do faktu, ze wykorzystuje on bakterie morskie, a wiec nie jest
reprezentatywny dla ekosystemow stodkowodnych. Cenny jest natomiast dla skrinin-
gu Sciekdéw i odciekow zawierajgcych znaczne ilosci zwigzkdw organicznych
i nieorganicznych. Test ten, charakteryzujacy sie duzg czutoscia, jest metodg standar-
dowg do badania efektow ekotoksykologicznych na prébkach sciekow (Nohava i in.,
1995). System Microtox (Microbics, UK; Hitchin Herts., UK) zbiera i przetwarza dane
automatycznie, drukujac szczegdétowe raporty w czasie 30 minut od rozpoczecia ana-
liz. Zastosowanie testu ogranicza obecnos¢ w badanym materiale zwigzkéw po-
wierzchniowo czynnych lub innych substancji zmniejszajacych napiecie powierzch-
niowe. Obecno$¢ tych zwigzkéw powoduje zafatszowanie wynikdw wskutek
zmniejszenie intensywnosci Swiecenia spowodowanego uszkodzeniem bfton komoér-
kowych bakterii testowych. Wyniki pomiaréw luminescencji pod wptywem badanych
substancji uzyskane za pomoca réznych procedur testowych moga wykazywac roz-
bieznosci. Zaleca sie wiec, by dla kazdej serii badan testowych byta wykonywana
probka z testowym roztworem kontrolnym — siedmiowodnym siarczanem cynku
(Zn2+). Piec¢dziesiecioprocentowe zmniejszenie natezenia bioluminescencji po 30 mi-
nutach inkubacji powinno nastgpi¢ po zastosowaniu siarczanu cynku o stezeniu 2,11—
25,0 mg/dm®.

3.2. Badania z zastosowaniem grzybow

Candida boidini nalezg do drozdzy. Ich elipsoidalne komdrki sg wydtuzone i nie
tworzg pseudomycelium ani zarodnikdéw. Drobnoustroje te fermentujg cukry. Ich
rozmnazanie zachodzi przez paczkowanie, a czas generacji wynosi kilka godzin. Wy-
stepujg w wodach powierzchniowych oraz w Sciekach. Test z uzyciem Candida boidini
polega na okresleniu zahamowania wzrostu w obecnosci badanej substancji metoda
ptytkowa Kocha. Wyniki badania przedstawia sie jako ECsq po 24 godzinach. Zaletg
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testu jest mozliwos¢ szybkiego wykonania ze wzgledu na krétki czas generacji mikro-
organizmdw. Badanie jest rowniez stosunkowo tanie (tebkowska i in., 1999).

3.3. Biotesty na organizmach roslinnych

Istnieje wiele danych literaturowych na temat metod badawczych wykorzystuja-
cych rézne wtasciwosci roslin wodnych (Ou i in., 1994; Wong i in., 1995; Traczewska
iin., 1999; Prokowski, 2002). Testy polegajgce na obserwacji reakcji wzrostu rosliny
naczyniowej sg stosunkowo czute. Niestety sg takze czasochtonne ze wzgledu na dos¢
dtugi czas wzrostu roslin. Aby zmierzy¢ dtugos$¢ korzenia czy pedu, trzeba poczekac
4-6 dni, a na wyniki kietkowania — 21 dni. Pomiar suchej masy wymaga 14-30 dni
hodowli (Ou i in., 1994). Dlatego w testach toksykologicznych najczesciej wykorzy-
stywane sg glony. Jest to grupa prostych roslin plechowych (beztkankowych), do kté-
rej zwyczajowo zalicza sie wiele gromad niespokrewnionych filogenetycznie. Ze
wzgledu na tatwo$é hodowli, szybki przyrost komérek i ich masy glony sg zalecane
w badaniach opartych na pomiarach analitycznych zawartosci metali, herbicyddw,
pestycyddéw i sktadnikdw ropy naftowej po narazeniu na ich dziatanie. Znajduje tu
zastosowanie Selenastrum capricornutum (1SO, 1989a; Environment Canada, 19973;
ASTM, 1998a; NIWA, 1998; AFNOR, 1998; EPA; 2002a, OECD, 2002a). Oprdcz tego
gatunku w testach standardowych wykorzystuje sie m.in.: Scenedesmus subspicatus
(ISO, 1989a; ASTM, 1997a; OECD, 2002a), Chlorella vulgaris (ASTM, 1997a; OECD,
2002a), Skeletonema costatum (I1SO, 1995b, ASTM, 1997a), Phaedactylum tricornu-
tum (ISO, 1995b) i inne (tabela 5).

Testy polegajg na zaszczepieniu wody odpowiednimi glonami i inkubacji pod
oswietleniem jarzeniowym o natezeniu 500 luksdw przez 3 dni w temperaturze 21 °C.
Nastepnie mierzy sie zageszczenie komdrek za pomoca licznika Coultera (Tothill
i Tuner, 1996). Bada sie réwniez za pomocg mikroskopu elektronowego strukturalne
zmiany w komorkach glonéw powstate pod wptywem stresu toksykologicznego
(Wong iin., 1995). W testach z uzyciem krasnorostéw plechy zenskie i meskie ekspo-
nuje sie na scieki w réznych stezeniach przez 2 dni, a nastepnie hoduje w czystej wo-
dzie morskiej i okresla sie liczbe organizmdéw potomnych w odniesieniu do proébki
kontrolnej.

Testy toksykologiczne wykorzystujgce glony, w ktérych pomiary sg oparte na
bezposredniej kontroli uwalnianej ilosci tlenu lub naturalnej fluorescencji podczas
fotosyntezy sg zwykle bardziej czute niz te, w ktérych obserwuje sie wzrost roslin
(Ouiin., 1994; Jaskowska, 2008). Jednak hodowla i przygotowanie zawiesiny glonéw,
zwtaszcza do pomiardw fluorescencji, jest zmudne, a dodatkowe trudnosci nastrecza
zachowanie za kazdym razem identycznej kultury organizmow testowanych.
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Tabela 5. Gatunki glonéw najczesciej stosowanych w badaniach toksycznosci wody

Gatunek Badany Metody Literatura
parametr standardowe
1SO 8692:1989 ISO, 1989a
ASTM E1218-97a ASTM, 1997a
EPS 1/RM/25 Environment Canada, 1997a
Zielenica inhibici ¢ NIWA MfE80205 NIWA, 1998
Selenastrum n t' Icja fW 2ros ‘t‘ AFNOR NFT90-375 | AFNOR, 1998
capricornutum POLENCat Wzrostowy | pn_EN 28692:2001 | PKN, 2001c
EPA 600/4-91-002 EPA, 2002
OECD 201 OECD, 2002a
ASTM D3978-80 ASTM, 1998a
Zielenica 1SO 8692:1989 ISO, 1989
Scenedesmus inhibici Zrost ASTM E1218-97a ASTM, 1997a
i INAIBICIa W2rostU | b\ EN 28692:2001 | PKN, 2001c
P OECD 201 OECD, 2002a
Zielenica PN-74/C-04610.05 PKN, 1974
Chiorella vulaaris inhibicja wzrostu ASTM E1218-97a ASTM, 1997a
g OECD 201 OECD, 2002a
Okrzemka 1SO 10253:1995 ISO, 1995
Skeletonema inhibicja wzrostu ASTM E1218-97a ASTM, 1997a
costatum PN-EN ISO 10253:2002 | PKN, 2002d
Okrz‘emka . inhibicja wzrostu Holst, Ellwanger, 1982
Navicula seminulum
Okrzemka .
. inhibicja wzrostu ASTM E1218-97a ASTM, 1997a
N. pelliculosa
Okrzemka
Thalassiosira wzrost ASTM E1218-97a ASTM, 1997a
pseudomona
S:;Z?;;(':(: . ibicia warost IS0 10253:1995 IS0, 1995
. 4 inhibicla W2rostd | pN_EN 150 10253:2002 | PKN, 2002d
tricornutum

3.3.1. Hamowanie wzrostu glonow

W tescie hamowania wzrostu glonéw opracowanym przez ASTM (1997a) oprdcz
Selenastrum capricornutum rekomenduje sie stodkowodne zielenice Scenedesmus
subspicatus i Chlorella vulgaris, sinice Microcystis aeruginosa i Anabena flos-aquae,
okrzemki stodkowodne Navicula pelliculosa oraz stonowodne okrzemki Skeletonema
costatum i Thalassiosira pseudonana oraz wiciowce Dunaliella tertiolecta. Metode
mozna fatwo zaadaptowac réwniez i dla innych glonéw.

W badaniach toksykologicznych stosuje sie czesto glony Selenastrum capricornu-
tum nalezgce do zielenic. Rozmnazajg sie one przez autospory. W ciggu 24 h powstaje
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4-8 komodrek potomnych. Wystepuja w zeutrofizowanych wodach stodkich jako sktadnik
planktonu. Efektem korncowym w metodzie standardowej EPA (2002a) jest wzrost tych
organizmdw, mierzony jako zwiekszenie sie liczby komérek lub metnosci osrodka, zawar-
tosci chlorofilu lub biomasy. W tescie mozna badac prébki sciekdw, odciekéw i ciektej
fazy osadéw dennych. Za pomoca metody hamowania wzrostu glondw mozliwa jest tak-
ze identyfikacja substancji biostymulujacych (Horning i Weber, 1985). Glony Selenastrum
capricornutum sg eksponowane na rdzne stezenia badanych roztworéw przez okres 96
godzin. Zgodnie z metodg OECD (2002) organizmy inkubuje sie w badanych roztworach
przez 72 godziny. W tym czasie mierzy sie przyrost liczby komorek przez pomiar gestosci
kazdego z tych roztwordw, co najmniej co 24 godziny. Ocenia sie zahamowanie wzrostu
w stosunku do hodowli kontrolnych (OECD, 2002a; ISO, 1989a).

3.3.2. Testy z wykorzystaniem roslin ptywajacych

Jedng z rodlin naczyniowych wykorzystywanych w testach toksykologicznych jest
rzesa wodna — Lemna minor lub L. gibba. Istnieje wiele procedur standardowych ba-
dan z uzyciem tej rosliny (SIS, 1995; EPA, 1996; AFNOR, 1996; ASTM, 1998b, OECD,
2002b) (tabela 6).

Tabela 6. Zastosowanie roslin w badaniach toksycznosci wody

Gatunek Badany Metody Literatura
parametr standardowe
SS028213 SIS, 1995

AFNOR XPT90-337 AFNOR, 1996
inhibicja wzrostu EPA 712-C-96-156 EPA, 1996

ASTM E1415-91 ASTM, 1998b
OECD 221 OECD, 2002b

Rzesa wodna
Lemna sp.

Celem testu statycznego (ASTM, 1998b) jest uzyskanie danych dotyczacych szko-
dliwych efektéw badanych substancji dodanych do pozywki dla rzesy wodnej Lemna
gibba G3 podczas 7-dniowej ekspozycji. Mozna uzy¢ innych gatunkdéw rzesy i ptywa-
jacych roslin naczyniowych, np. paproci wodnej z rodzaju Salvinia (Hottra i in., 2010).
W takim przypadku mogg jednak okazad sie konieczne modyfikacje metodyczne. Wy-
niki testu przedstawia sie jako 7-dniowe ICsq oparte na inhibicji wzrostu albo NOEC.

3.4. Testy z zastosowaniem pierwotniakow

Jednym ze stosowanych testéw wykorzystujgcych pierwotniaki jest ocena tok-
sycznosci ostrej z orzeskami wolnoptywajgcymi Paramecium caudatum. Rozmnazajg



3. Toksykologiczna ocena jakosci wody 65

sie one przez podziat lub ptciowo na drodze koniugacji. Ich czas generacji w tempera-
turze 25-30°C, wynosi 6-11 h. Odzywiajg sie bakteriami i drobng zawiesing orga-
niczna. Zyjag w wodach powierzchniowych. Badanie polega na wyznaczeniu
8-godzinnego LC50 (tebkowska i in., 1999). W badaniach toksycznosci wody znalazt
rowniez zastosowanie test z wykorzystaniem wiciowca Dunaliella tertiolecta, w kto-
rym obserwuje sie efekt inhibicji wzrostu (AST ME 1218-97a, NIWA MEF 80205).

3.5. Badania na wyzszych bezkregowcach

Testy toksycznosci z wykorzystaniem bezkregowcdw sg czesto stosowane w szaco-
waniu ryzyka. Do badania wody stodkiej zaleca sie 21-dniowy test z rozwielitkami (Daph-
nia sp.) i 7-dniowy test z Ceriodaphnia sp. na przezycie i rozrodczo$¢. Testy toksycznosci
ostrej z rozwielitka sy dobrze opracowane izestandaryzowane (EPA, 1993; ISO, 19963;
Environment Canada, 1996; AFNOR, 2003a). Istniejg tez 24- i 48- godzinne testy skrinin-
gowe z tymi skorupiakami.

Do innych bezkregowcéw znajdujgcych zastosowanie w metodach standardo-
wych nalezg miedzy innymi: larwy ochotek Chironomus tentans (EPA, 1993; ASTM,
2000a), kietz Gammarus sp., nalezgcy do obunogdéw (EPA, 1993) i larwy jetek Baetis
spp. (EPA, 1993). Wiecej gatunkdéw przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Gatunki bezkregowcdw najczesciej stosowanych w badaniach toksycznosci wody

Gatunek Badany parametr Metody standardowe Literatura
1 2 3 4
Wrotek inhibici ‘ AFNOR NF T90-377,
A e e Rotoxkit F AFNOR, 2000
. 'p .p ) » —test dostepny w handlu ASTM, 1998f
calyciflorus Smiertelnos¢

ASTM E1440-91

ASTM E1706-00e2

Ochotek P . gatunek wymieniony jako
. Smiertelnos¢ . .

Chironomus tentans mozliwy do wykorzystania

w metodzie EPA 600/4-90-027F

EPA, 1993
Tothill i Turner, 1996
ASTM, 2000a (5)

gatunek wymieniony jako

Obundg Smiertelnos¢ mozliwy do wykorzystania EPA, 1993

Hyalella spp. W metodzie EPA 600/4-90-027F Tothill i Turner, 1996
Kietze | - gatl‘Jrllek wymieniony jak(:) EPA, 1993
Gammarus lacustris, | Smiertelno$¢ mozliwy do wykorzystania Tothill i Turner. 1996
G. faasciatus w metodzie EPA 600/4-90-027F !

Kietz

Gammarus Smiertelnosé PN-89/C-04610.06 PKN, 1989

varsoviensis
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cd. tabeli 7
1 2 3 4
Smiertelnos¢ DIN 38412 P11 DIN, 1982
EPA 600/4-90-027F EPA, 1993
EPS 1/RM/11 Environment Canada,
AFNOR XP T90-380 1996
immobilizacja ISO 6341:1996 AFNOR, 2003a
PN-EN ISO 6341:2002 ISO, 1996
Rozwielitka OECD 202 PKN, 2002c
Daphnia magna toksycznosé ASTM E1193-97 OECD, 2004a
przewlekta ISO 10706:2000
OECD 211 ASTM, 1997
ISO, 2000a
rozréd AFNOR NF T90-378 OECD, 1998
inhibicja wzrostu
populacji AFNOR, 2000a
E 1
. $miertelnosé EPA 600/4-90-027F PA.' 993
Rozwielitka . Environment Canada,
. toksycznosc ostra EPS 1/RM/11
Daphnia pulex immobilizacja OECD 202 199
] OECD, 2004
- . EPA 600/4-90-027F EPA.' 1993
Smiertelnosé Environment Canada,
test 3-pokoleniow EPS 1/RM/21 1997b
Rozwielitka st SPOKOIENIOWY | \ WA MfES0205
. . Smiertelnos¢ NIWA, 1998
Ceriodaphnia spp. . . ASTM E1295-01
i reprodukcja ASTM, 2001a
. EPA 600/4-91-002
inhibicja wzrostu AENOR NF T90-376 EPA, 2002a
AFNOR, 2000b
Skorupiak . s
) — Smiertelnos¢ NIWA MfE80205 NIWA, 1998
Paracalliope fluviatilis
Rak sygnatowy gatunek wymieniony jako
. .. . . . EPA, 1993
Pacifastacus Smiertelnos¢ mozliwy do wykorzystania s
. . Tothill i Turner, 1996
leniusculus w metodzie EPA 600/4-90-027F
Raki
Cambarus spp. L. L. -
Smiertelnosé Tothill i Turner, 1996
Orconectes spp.
Procambarus spp.
Larwa widelnicy | oo ooy oyt | EPA1993
. illi 1
Pteronarcys spp W metodzie EPA 600/4-90-027F Tothill i Turner, 1996
Larwa jetki - .
Baetis spp. gatl.Jr.1ek wymlenlonyjak<.)
- émiertelnogé mozliwy do wykorzystania EPA, 1993
Jetki w metodzie EPA 600/4-90- Tothill i Turner, 1996
Hexagenia limbata,
027F
H. bilineata
Larwa komara ruchliwosé ASTM E1365-90 ASTM, 1990
Wyeomia smithii
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3.5.1. Rozrodczos¢ Daphnia magna

Jednym z podstawowych testéow skriningowych jest ocena wptywu badanych
substancji na rozrdd rozwielitek (Daphnia magna) (OECD, 2004a). Stodkowodna Da-
phnia magna wystepuje w wodach stabo zanieczyszczonych, zywi sie zawiesing odfil-
trowang z wody, sama za$ stanowi cenny pokarm dla ryb. W okresie wiosenno-letnim
rozmnaza sie partenogenetycznie. Jesienig samice po zaptodnieniu wytwarzajg jaja
zimowe w tzw. siodetkach (ephippia), z ktérych na wiosne wykluwaja sie mtode.

Celem badania jest okreslenie wptywu rozciericzonych w réznym stopniu bada-
nych substancji na liczbe urodzonych osobnikédw w przeliczeniu na jedng samice, kto-
ra przezyta kontakt ze zwigzkiem toksycznym. Potencjat rozrodczy rozwielitek poréow-
nuje sie do rozrodczosci zwierzat w prébkach kontrolnych (tebkowska i in., 1999).

3.5.2. Toksycznos¢ ostra dla rozwielitek

Toksycznosc¢ ostra dla rozwielitek jest kolejnym z najczesciej stosowanych testéw
oceny toksycznosci ostrej. Wigczono go do zbioréw norm w wielu krajach (DIN, 1982;
EPA, 1993; Environment Canada, 1996; AFNOR, 2003a). Rozwielitki sg eksponowane
na dang substancje dodang do wody w zréznicowanych stezeniach przez okres 48
godzin. W okreslonych warunkach doswiadczalnych zdolno$¢ ptywania rozwielitek
zalezy od jej stezenia w odpowiednio dobranym zakresie. Stezenie niewptywajace na
ruchliwo$¢ zwierzat doswiadczalnych (0%) i catkowicie unieruchamiajgce wszystkie
osobniki (100%) wyznacza sie na podstawie bezposredniej obserwacji. 48-godzinne
ECso oblicza sie natomiast wtedy, gdy jest to mozliwe. W badaniach stosuje sie uktad
statyczny, w ktérym roztwory nie s3 wymieniane podczas ekspozycji (OECD, 2004a).
Jednym z kluczowych warunkéw prawidtowego wykonania testu jest dobra jakos¢
wody do rozcienczen. Nalezy wyeliminowaé inne zanieczyszczenia, takie jak chlor,
substancje chloroorganiczne oraz metale ciezkie. Metoda jest przydatna do skriningu
toksycznosci pojedynczych substancji, ich mieszanin oraz Sciekéw. Do zalet tego testu
nalezg krotki cykl rozwojowy rozwielitek, tatwa hodowla, mate rozmiary zwierzat oraz
ich wrazliwos¢ na dziatanie trucizn. Wadg jest przede wszystkim czasochtonne utrzy-
manie hodowli zapasowych organizmodw i wrazliwos¢ zwierzat na jakos¢ wody (Landis
i Yu, 1995; Villegas-Navarro i in., 1999).

3.5.3. Testy z zastosowaniem Slimakéw

Slimak Physa acuta jest organizmem cieptolubnym, zyje w wodach zaréwno stoja-
cych jak i ptynacych. Preferuje wody bedace odbiornikami wéd podgrzanych. P. acuta
sktada jaja w galaretowatej otoczce w postaci ktadek jajowych na powierzchniach roslin,
podwodnych przedmiotéw i scian akwaridw. Liczba jaj w ktadce zalezy od wieku i wielko-
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Sci osobnikéw (tebkowska i in., 1999). Test polega na obserwacji rozwoju jaj i zdolnosci
miodych slimakdéw do zerowania oraz obliczeniu ECsq dla 8 dni ekspozyciji.

Test na embrionach Limnea stagnalis z wykorzystaniem kompleksowej analizy
obrazu umozliwia natomiast szybka ocene toksycznosci wéd (Lewicki i Mazur, 2008).

3.6. Badania na rybach

Ryby od dawna wykorzystuje sie w badaniach toksycznosci. Poniewaz zwierzeta te
przejawiajg wyrazne reakcje fizjologiczne i behawioralne juz w obecnosci zanieczyszczen
o matych stezeniach, wiec czesto uzywa sie ich jako wskaznikow jakosci wody. Najczesciej
sg to mate, stosunkowo tatwe w hodowli rybki z rodziny Cyprinidae. Grupe tych srebrzys-
tych rybek czesto nazywa sie strzeblami (ang. minnow). Nalezg do réznych rodzajéw,
takich jak np. Pimephales i Phoxinus. Testy, w ktérych nowo wyklute ryby sg eksponowa-
ne na dziatanie badanych substancji w rozmaitych stezeniach przez 1-2 lub nawet 7 dni,
polegajg zazwyczaj na obserwacji wzrostu i przezywalnosci narybku. W badaniach tok-
sycznosci ostrej wyznacza sie stezenie substancji chemicznej, ktére jest smiertelne dla
50% populacji eksponowanej przez 96 godzin (LCsp). Z uzyciem ryb prowadzi sie rdwniez
testy polegajace na pomiarze poziomu ATP, bedacego wskaznikiem chemicznym stresu
energetycznego w tkance miesnia biatego (Couture i in., 1989).

Takie gatunki, jak pstrag teczowy Oncorhynchus mykiss i strzebla grubogtowa Pi-
mephales promelas sg powszechnie wykorzystywane w badaniach toksycznosci
ostrej. Istniejg réwniez procedury standardowe opracowane dla tych gatunkéw
(OECD, 1992; EPA, 1993, 2000; I1SO, 1994). W testach standardowych uzywa sie row-
niez innych ryb, m.in. danio Brachydanio rerio (I1SO, 1996b; OECD, 1992), karpia Cy-
prinus carpio (OECD, 1992), bassa Lepomis macrochirus (OECD, 1992; EPA, 1993),
gupika Lebistes reticulatus (PKN, 1990; OECD, 1992) i innych (tabela 8).

W Water Research Centre w Wielkiej Brytanii opracowano test do monitorowa-
nia aktywnosci ryb (WRC mark Il fish monitor). Jest to zautomatyzowany test biolo-
giczny on-line. W akwariach, przez ktére przepompowuje sie wode, umieszcza sie
pstragi teczowe Oncorhynchus mykiss. Elektrody w akwariach mierzg sygnaty elek-
tryczne generowane u ryb przez aktywnos$é miesniowg zwigzang z ruchami skrzeli
i ptywaniem. Dane sg przetwarzane automatycznie przez mikrokomputer i poréwny-
wane z sygnatami wytwarzanymi w zbiornikach kontrolnych. Zaleznie od rodzaju ba-
danego zanieczyszczenia czas reakcji w tym tescie wynosi 17-60 minut, granica wy-
krywalnosci natomiast od 0,003 do 100 ppm badanej substancji (Evans i in., 1986).
W tescie na toksycznos¢ ostrg, opracowanym przez OECD, ryby eksponuje sie na dang
substancje lub preparat dodany do wody w zréznicowanych stezeniach przez 96 go-
dzin. Smiertelno$¢ notuje sie w co najmniej 24-godzinnych przedziatach i jezeli to
mozliwe, oblicza stezenia powodujgce Smieré 50% ryb (LCso) w kazdym przedziale.
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Tabela 8. Gatunki ryb najczesciej stosowanych w badaniach toksycznosci wody

Gatunek Badany parametr Metody standardowe Literatura
. gatunek wymieniony jako
sumik Smiertelnos¢ mozliwy do wykorzystania EPA, 1993
Ictaluros punctatus ¥ ykorzy Tothill i Turner, 1996

w metodzie EPA 600/4-90-027F

Munkittrick i in., 1991

reticulata)

OECD 203
Strzebla grubogtowa | $miertelnos¢ OECD, 1992
EPA 600/4-90-027F
(ang. fathead EPA, 1993
minnow) wzrost larwalny ap
T e
promelas embrionalno-larwalny | EPA 600/4-91-002 !
. . . EPA, 2002a
wzrost i przezywalnosé
Bass OaEtilrjmeZI?\?v mieniony jako OECD, 1992
Lepomis Smiertelnosé & . ¥ V) . EPA, 1993
macrochirus mozliwy do wykorzystania Tothill i Turner, 1996
w metodzie EPA 600/4-90-027F !
Danio pregowany OECD 203 OECD, 1992
Brachydanio Smiertelnosé ISO 7346-1,2i 3, ISO, 1996
rerio PN-EN ISO 7346-2002 PKN, 2002b
Karp , émiertelnosé OECD 203 OECD, 1992
Cyprinus carpio
Ryzowka émiertelnosé OECD 203 OECD, 1992
Oryzias latipes
Spioszka
Gobiomorphus Smiertelnosé NIWA MfE80205 NIWA, 1998
cotidianus
oo
Pstrag teczowy - i EPA 600/4-90-027F L
Smiertelnos¢ Tothill i Turner, 1996
Oncorhyncus s EPS 1/RM/13 .
. inhibicja wzrostu Environment Canada, 2000
mykiss 1SO 10229:1994
OECD 215 ISO, 1994
OECD, 2000
Ciernik
Gasteroteus $miertelnosé EPS 1/RM/10 Environment Canada, 1990
aculeatus
Pstrag teczowy
Salmo gairdneri, . /s AFNOR, 1985
(syn. Oncorhyncus Smiertelnosc AFNOR NF T90-305 Tothill i Turner, 1996
mykiss)
Pstrag zrodlany . » EPA, 1993
Salvelinus fontinalis $miertelnos¢ EPA 600/4-90-027F Tothill i Turner, 1996
Gupik
Lebistes reticulatus <miertelnodé PN-90/C-04610.04 PKN, 1990
(syn. Poecilla OECD 203 OECD, 1992
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Zalecane do badan gatunki ryb to: Brachydanio rerio, Pimephales promelas, Cy-
prinus carpio, Oryzias latipes, Poecilla reticulata, Lepomis macrochirus oraz Oncor-
hyncus mykiss (OECD, 1992).

Testy biologiczne z rybami uwaza sie za bardziej czute niz z wykorzystaniem mi-
kroorganizmdéw. Umozliwiajg one analizy w czasie rzeczywistym, chociaz s3 meto-
dycznie trudniejsze ze wzgledu na warunki hodowli i ekspozycji oraz opracowanie
procedur standardowych.

Aby ograniczy¢ lub zastgpi¢ badania toksycznosci ostrej na rybach badaniami in
vitro, opracowano testy z uzyciem linii komdrkowych ryb (Babich i Borenfreund,
1991). Dotychczas w badaniach cytotoksycznosci znalazto zastosowanie tylko kilka
rodzajow komarek, gtdéwnie fibroblasty RTG-2 otrzymane z tkanki gonad pstraga te-
czowego Oncorhynchus mykiss, fibroblasty BF-2 z ogona narybku samogtowa btekit-
noskrzelego (Mola mola), komdrki FHM nabtonka z tkanki odbytnicy strzebli grubo-
gtowej (Pimephales promelas) i fibroblasty z tkanki tylnego pnia sumika brgzowego
(Phyllonemus typus). Testy prowadzi sie, inkubujgc komdrki w réznych stezeniach
badanych substancji w 96-studzienkowych ptytkach przez 24 godziny w 18 °C. Na-
stepnie komoérki sg barwione i specjalnym przyrzadem mierzy sie absorbancje. Testy
na hodowanych komdrkach ryb sg alternatywa dla badan na zywych rybach, ale
stwierdzono, ze s3 mniej czute (Segner i Lenz, 1993). Dla bardzo wielu badanych sub-
stancji chemicznych, tgcznie z metalami ciezkimi i substancjami organicznymi, wysta-
pita jednak dostateczna korelacja miedzy $miertelnoscig in vivo i cytotoksycznosciag
in vitro (Tothill i Tuner, 1996).

3.7. Zestawy testow do oceny
toksycznosci zanieczyszczen wody

Jak juz wspomniano we wprowadzeniu, zadna pojedyncza metoda lub organizm
nie zastgpi badania z udziatem wielu gatunkdéw (Ingersoll i in., 1990). Przyktad zesta-
wu testow do badania wody stodkiej podali Keddy i in. (1995) (rys. 14 i 15).

Ramowa Dyrektywa Wodna zaleca panstwom cztonkowskim Unii Europejskiej
uzyskanie danych o toksycznosci ostrej i chronicznej w stosunku do glonéw lub ma-
krofitow, rozwielitek i ryb wtasciwych dla danego typu wdéd w celu ustalenia norm
jakosci dla szczegdlnie niebezpiecznych zanieczyszczen majgcych wptyw na flore
i faune wad. Zalicza sie do nich zwigzki chloro-, fosfo- i cyjanoorganiczne, substancje
i produkty ich rozktadu o udowodnionych wtasciwosciach rakotwodrczych lub muta-
gennych oraz mogacych zaktéci¢ funkcje zwigzane z hormonami, biokumulujace sie
(trwate weglowodory i inne zwigzki organiczne) cyjanki, metale i ich zwigzki, arszenik
i jego zwigzki oraz biocydy i srodki ochrony roslin.
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Zestaw zalecany

Testy bakteryjne
(Photobacterium phosphoreum)
5i15 min

Inhibicja wzrostu glonow

(Selenastrum capricornutum) 72 h

Przezycie makrobezkregowca
{Daphnia sp.) 48 h

Prébki
wody

Zestaw rozszerzony

Testy bakteryjne
(bakterie stodkowodne)

Inhibicja wzrostu glondéw
(Selenastrum capricornutum) 72 h

Przezywalnos¢ wrotkéw
(Brachionus calyciflorus) 24 h

Przezycie makrobezkregowca
(Daphnia sp.) 48 h

Rys. 14. Testy przesiewowe w zalecanym zestawie do badania jakosci wody stodkiej

i proponowane rozszerzenie zestawu (Keddy i in., 1995)

Zestaw zalecany

Testy bakteryjne (Photobacterium
phosphoreum) 5i 15 min

Inhibicja wzrostu glonow
(Selenastrum capricornutum) 72 h

Rozmnazanie makrobezkregowca

A

(Ceriodaphnia dubia) 7 déb

Przezycie i wzrost larwalny ryb
wad cieptych (strzebla) 7 déb

lub

Przezycie ryb wod chtodnych
pstrag teczowy
(Oncorhynchus mykiss) 96 h

Prébki
wody

Zestaw rozszerzony

Testy bakteryjne
(bakterie stodkowodne)

Inhibicja wzrostu glondw
(Selenastrum capricornutum) 72 h

Wzrost i rozmnazanie roslin wodnych
(Lemna sp. lub roslina tubylcza)

Przezywalnosc wrotkow
(Brachionus calyciflorus) 24 h

Przezycie makrobezkregowca
(Ceriodaphnia dubia) 4 doby

Przezycie i wzrost larwalny ryb wod
cieptych (strzebla) 7 déb

lub

Przezycie ryb wod chtodnych
pstrag teczowy
(Oncorhynchus mykiss) 96 h

Rys. 15. Testy dopetniajace w zalecanym zestawie do badania jakosci wody stodkiej
i proponowane rozszerzenie zestawu (Keddy i in., 1995)
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Rezultaty uzyskane w testach toksykologicznych stanowig podstawe wyznaczania
wspdtczynnikdw bezpieczeristwa oraz procedury szacowania ryzyka.

W Polsce obowigzuje lista substancji priorytetowych w dziedzinie polityki wodnej,
ktéra zostata zamieszczona w zataczniku do rozporzadzenia Ministra Srodowiska
z dn. 10 listopada 2005 roku w sprawie substancji priorytetowych w dziedzinie polity-
ki wodnej (Dz.U. Nr 233, poz. 1987).



4. Badanie toksycznosci osadow dennych

Osady sedymentacyjne odgrywajg wazng role w ekosystemach wodnych; jest to
strefa, w ktorej w dtuzszym czasie dochodzi do odktadania sie substancji chemicznych
w procesie wytracanie i sedymentacji. Nastepuje magazynowanie materii, ktéra
w sprzyjajacych warunkach moze powtérnie zosta¢ wtgczona do naturalnego obiegu.
Osady stanowig zarazem depozyt i zZrédto substancji organicznych i nieorganicznych
oraz ogniwo cyklu krgzenia materii organicznej, makroelementéw i mikroelementéw
w zbiornikach wodnych. Proces dekompozycji substancji pochodzenia naturalnego
i obcego zachodzi gtéwnie w warstwie powierzchniowej osadu. Poniewaz wiekszos¢
substancji chemicznych pochodzenia antropogenicznego (np. pestycydy, WWA, chlo-
rowane weglowodory) wykazuje tendencje do adsorpcji na czastkach statych, wiec
dochodzi do ich koncentracji w osadach na dnie zbiornikdw wodnych. Obecnos$¢ za-
nieczyszczenn w osadach moze mie¢ wiele ujemnych skutkéow dla ekosystemu, m.in.
selekcjonowad biocenoze. Bezkregowce na przyktad zasiedlajgce dno zbiornika (ben-
tos) mogg zosta¢ catkowicie wyeliminowane, a gatunki bardzo wrazliwe mogg wy-
mienic sie z tolerancyjnymi na zanieczyszczenia. Zmiany w sktadzie gatunkowym ben-
tosu oznaczajg, ze niektére procesy zachodzgce w ekosystemie (przeptyw energii,
produktywnos$é, biodegradacja) mogg zosta¢ powaznie zaktécone. Strata jakiejkol-
wiek populacji wchodzacej w sktad biocenozy moze posrednio lub bezposrednio
wptyngé na inne komponenty systemu (Burton i MacPherson, 1995; Swartz i in.,
1985; De Witt i in., 1998; Tay i in., 1992; Borgman i Norwood, 1999).

W literaturze opisano kilkanascie metod badania osadéw dennych. W tabeli 9.
zebrano gatunki wykorzystywane najczesciej do oceny toksycznosci osadéw dennych,
dla ktérych istniejg metody standardowe.

4.1. Przeglad metod badania toksycznosci osadow

Ocena toksykologiczna jako$ci osaddw powinna sie skupia¢ raczej na organi-
zmach zwigzanych z tymi osadami niz na organizmach wodnych, jak to sie czesto
dzieje. Niekiedy jednak z przyczyn metodycznych, na przyktad w razie braku ukorze-
nionych roslin wodnych, wedtug Keddy’ego i in. (1995) mozna wykorzysta¢ test
z zastosowaniem Selenastrum capricornutum.
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Tabela 9. Wybrane metody standardowe badania osadéw dennych zbiornikéw wody stodkiej

capricornutum

(wyciag z osadu)

Gatunek Badany parametr | Metoda standardowa Literatura
Zielenice inhibicja wzrostu
Selenastrum ) EPS 1/RM/25 Environment Canada, 1997a

Smiertelnos¢, wzrost

Chironomus riparius

. R ASTM E1706-00e2 ASTM, 2000a
hotk i reprodukcja
Ochotka
B iin., 1992
Chironomus L, . EPS 1/RM/32 ed.ard tin., 199
tentans Smiertelnos$¢ i wzrost EPA 600/R-99-064 Environment Canada, 1997d
EPA, 2000
rozwoj OECD 218 OECD, 2004b
Smiertenos, wzrost | \ o1 £1706.00e2 | ASTM, 2000a
i reprodukcja
Ochotka

Smiertelnosc¢ i wzrost

EPS 1/RM/32
AFNOR XP T90-339-1

Environment Canada, 1997
AFNOR, 2004

Obundg
Hyalella azteca

i reprodukcja

rozwoj OECD 218 OECD, 2004b
Rure:'cznlk . .smlertelnos.c, wzrost ASTM E1706-00e2 ASTM, 2000a
Tubifex tubifex i reprodukcja
Dzdzownica bioakumulacja EPA 600/R-99-064 | EPA, 2000
Lumbriculus variegatus
Larwa jetkd Smiertelnosc, wzrost | ey £1706-00e2 | ASTM, 2000a
Hexagenia spp. i reprodukcja

Smiertelnost, wzrost |\ cry; £1706-00e2 | ASTM, 2000a

Smiertelnosc¢ i wzrost

EPS 1/RM/33
EPA 600/R-99-064
AFNOR XP T90-338-1

Environment Canada, 1997c
EPA, 2000
AFNOR, 2003b

Pimephales promelas

ROZWIe.|Itka .smlertelnos.c, wzrost ASTM E1706-00e2 ASTM, 2000a
Daphnia magna i reprodukcja

Rozwielitka = smiertelnos, wzrost | o) 1706, 00e2 | ASTM, 2000a
Ceriodaphnia dubia i reprodukcja

Skorupiak smiertelnose, warost | \ <\ 1 £1706-00e2 | ASTM, 2000a
Diporeia spp. i reprodukcja

Zaba . rozwol, ASTM E1439-98 ASTM, 1998e
Xenopus laevis teratogeneza

| t
Strzebla gruboglowa | . oo oce EPA 600/4-90-027F | EPA, 1993

4.1.1. Testy z zastosowaniem organizmow stodkowodnych

Gatunki organizméw stodkowodnych, ktére mozina z powodzeniem stosowad
w badaniach toksycznosci osadéw dennych to m.in. Selenastrum capricornutum, Da-
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phnia magna, Ceriodaphnia dubia, Pimephales promelas, Hyalella azteca, Chirono-
mus tentans i C. riparius oraz Hexagenia limbata i inne (Burton i MacPherson, 1995;
Reynoldson i in., 1991; Miyazaki i in., 2002). Istnieje kilka standardowych testow tok-
sykologicznych przeznaczonych do badania stodkowodnych osadéw dennych. EPA
opublikowato kilka takich metod (EPA, 1994, 2000). Réwniez ASTM opracowato testy
standardowe (ASTM 1998e, 2000a). Sposrod krajow europejskich normy dotyczgce
badania toksycznosci osadéw dennych ma na przyktad Francja (AFNOR, 2003b, 2004).

Testy na glonach

Standardowym testem zalecanym przez Environment Canada (1992) jest 96-
-godzinne badanie wzrostu Selenastrum capricornutum. Metode te opracowano do
badania Sciekdow, wéd odbiornika oraz czystych substancji chemicznych, ale nadaje
sie rowniez do oceny toksycznosci wyciggdow wodnych z osadéw i wod osadowych.
Poniewaz komérki nalezy utrzymywacé w zawieszeniu podczas ekspozycji, wiec proce-
dura ta nie nadaje sie do badania samych osaddw i prowadzi sie jg w wyciggu wod-
nym z préobek srodowiskowych. Test w obecnosci zanieczyszczen mozna stosowac do
pomiaru zmian w zageszczeniu komérek biomasy, w zawartosci chlorofilu lub do po-
miaru absorbancji. Moze by¢ prowadzony jako przesiewowy na wyciggu wodnym
z osadow lub do okreslenia NOEL.

Testy na rozwielitkach

Daphnia magna jest gatunkiem popularnym w badaniach toksycznosci prébek
Sciekow i wody, poniewaz okazat sie wrazliwy na wiele substancji zanieczyszczajgcych
Srodowisko. ASTM (2000) opublikowato testy standardowe z uzyciem tego skorupia-
ka. Mogg one zostac przystosowane do badania wyciggéw wodnych i wdéd osado-
wych, a takze do testowania osadéw (ASTM, 2000a).

Alternatywnie moga by¢ uzyte rozwielitki Ceriodaphnia dubia. Metody hodowli
tego gatunku i wykonania 48-godzinnego testu na toksycznos$¢ ostrg i 7-dniowego
testu na cze$¢ cyklu zyciowego sg opisane przez ASTM (2000a). Mierzalnym efektem
koncowym testu na toksyczno$é ostrg jest przezywalnos¢, a testu 7-dniowego — prze-
zywalnos¢ i rozmnazanie.

Obunoég Hyalella azteca jako organizm testowy

Hyalella azteca to gatunek stodkowodnych obunogdw, ktéry okazat sie czutym
wskaznikiem obecnosci zanieczyszczen w osadach dennych wadd stodkich. Jest to or-
ganizm zasiedlajacy bentos, zywiacy sie szczatkami organicznymi i roslinami. Poszuku-
jac pozywienia, zagrzebuje sie w powierzchniowej warstwie osaddéw. Jego krotki cykl
zyciowy, powszechne i obfite wystepowanie, tatwos¢ hodowli i duza tolerancja na
rozmiar czastek osadu oraz zasolenie czyni ten gatunek bardzo przydatnym. Metody
hodowli i prowadzenia testow zostaty podane przez EPA (1994) i ASTM (2000a).
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Zastosowanie larw ochotki w badaniach toksykologicznych

Test z wykorzystaniem ochotek dostarcza informacji na temat biodostepnosci
i szkodliwego wptywu zanieczyszczenn zwigzanych z osadami. Chironomus tentans
i C. riparius sg stosowane z powodzeniem w testach toksykologicznych, sg to bowiem
dos¢ duze organizmy, tatwe w hodowli, o krétkim cyklu rozwojowym, a larwy znajdu-
ja sie w bezposrednim kontakcie z osadami i wykazujg wrazliwos¢ na wiele zanie-
czyszczen. Metody hodowli i badan podaje EPA (2000), ASTM (2000a) oraz OECD
(2004b). Wedtug OECD metoda nadaje sie do badania substancji majgcych tendencje
do akumulowania sie w osadach. Przed wykonaniem testu osad powinien zosta¢ na-
sgczony badang substancjg. Czas obserwacji wynosi 20—28 dni dla C. riparius i 28—65
dni dla C. tentans. Mierzalnym efektem koricowym testu jest liczba osobnikéw prze-
obrazonych i czas ich rozwoju. Wynik mozna przedstawi¢ w postaci stezenia powodu-
jacego obnizenie liczby osobnikéw przeobrazonych lub w postaci przezywalnosci
i wzrostu larw (np. ECys, ECsg itp.). Mozna rowniez wyznaczyé LOEC i NOEC.

Jetki Hexagenia limbata jako organizm testowy

Hexagenia limbata to duze jetki (Ephemeroptera). Ich cykl zyciowy, sztozony
z czterech stadiow: jaja, larwy, subimago oraz imago, trwa 1-2 lata w zaleznosci od tem-
peratury. Larwy grzebigce zamieszkujg rurki w ksztatcie litery U w drobnoziarnistych osa-
dach bogatych w substancje organiczne. Tolerujg duzy zakres ziarnistosci i zawartosci
wegla organicznego, lecz ich wzrost jest limitowany przez frakcje piasku o duzych ziar-
nach i matej zawartosci substancji organicznej (Bedard i in., 1992). Larwy odzywiajq sie
osadami, lecz réwniez filtrujg wode, sg wiec narazone na dziatanie zanieczyszczen z osa-
dow, wadd porowych i otaczajgcych. Opisano wiele metod z wykorzystaniem larw tego
gatunku (ASTM, 2000a; Henry i in.; 1995; Nebeker i in., 1984).

Testy z wykorzystaniem strzebli grubogtowej

Testy toksykologiczne z wykorzystaniem gatunku ryb Pimephales promelas mozna
prowadzi¢ na stadiach mtodocianych (w wieku od 1 do 14 dni) lub na larwach, ktérych
wiek nie przekracza 24 h. Mtode ryby sg przewaznie uzywane do testéw na toksycznosé
ostrg, podczas gdy larw uzywa sie w 7-dniowych testach na toksycznosc przewlekts. Me-
tody badania tych ryb sg dobrze opracowane (EPA, 1993). Ich procedury mozna dosto-
sowaé do wyciggdw wodnych, wéd osadowych lub samych osadéw dennych.

4.1.2. Testy z zastosowaniem gatunkdéw estuaridw i morz

Gatunki morskie i zasiedlajgce estuaria, ktére z powodzeniem wykorzystywano
do badan zanieczyszczenia osadéw dennych to bakterie Vibrio fisheri (test Microtox),
glony Champia parvula, obunogi Rhepoxynius abronius, Ampelisca abdita, Eohausto-



4. Badanie toksycznosci osadow dennych

77

Tabela 10. Wybrane metody standardowe badania osadéw dennych mérz i estuariéw

Metoda
B Li
Gatunek adany parametr standardowa iteratura

K

rasnorost rozmnazanie EPA 600/4-91-003 | EPA, 2000b
Champia parvula
Jezowiec | rozwoj EPA 600/R-95-136 | EPA, 1995
Dendraster excentricus
Jezowiec
Strongylo-centrotus rozwdj EPA 600/R-95/136 EPA, 1995
purpuratus
Jezowiec zaptodnienie EPA 600/4-91-003 | EPA, 2000b

Arbacia punctulata

Wieloszczet Smiertelnos$é i wzrost EPA 910/9-90-011 Jonesiin., 1991
Nereis (Neanthea) miertelnosé

areneceodentata smiertelnos¢ ASTM E1611-00 ASTM, 2000b
Wieloszczet

Nereis (Neanthea) Smiertelnosc ASTM E1611-00 ASTM, 2000b

virens

Wieloszczet przezywalnos¢ EPA 910/9-90-011 | Jones i in., 1991
Dinophilus gyrociliatus | iwzrost
Widtondg émiertelnosc 5502 8106 sls, 1991
Nitocra spinipes

Smiertelnos¢
Obundg . . i zagrzebywanie sie EPA 600/R-94-025 EPA, 1994b
Rhepoxynius abronius —

toksycznosé przewlekta | ASTM E1367-03 ASTM, 2003

Smiertelnosé¢
Obundg . . i zagrzebywanie sie EPA 600/R-94-025 | EPA, 1994b
Eohaustorius estuarius —

toksycznosé przewlekta | ASTM E1367-03 ASTM, 2003
Obunég $Smiertelnosé EPA 600/R-94-025 EPA, 1994b
Ampelisca abdita toksyczno$é przewlekta | ASTM E1367-03 ASTM, 2003
Matz —s EPA 600/4-90-027F | EPA, 1993
Crassostrea gigas ) ASTM E1367-03 ASTM, 2003
Matz —s EPA 600/4-90-027F | EPA, 1993
Mytilus edulis ) ASTM E1367-03 ASTM, 2003
Rodz kiefzowate Smiertelnos¢ EPA 600/R-94-025 | EPA, 1994b
Leptocheirus i zagrzebywanie sie
plumulosus toksyczno$é przewlekta | ASTM E1367-03 ASTM, 2003
Krewetka . o
Mysidopsis bahia przezywalnos¢ i wzrost | EPA 503/8-91/001 EPA/COE, 1991
Ryba EPA 600/4-90-027F

Menidia berylina

przezywalnos¢ i wzrost

EPA 600/4-91-003

EPA, 1993, 2000b

Karpieniec nadobny
Cyprinodon
variegatus

przezywalnos¢ i wzrost

EPA 600/4-90-027F
EPA 600/4-91-003

EPA, 1993, 2000b
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rius estuarius i Leptocheirus plumulosus, matze Crassostrea gigas i Mytilus edulis,
szkartupnie Strongylocentrotus purpuratus, Dendraster excentricus i Arbacia punctu-
lata, wieloszczety Dinophilus gyrociliatus i Neanthea arenaceodentata, krewetki My-
sidopsis bahia oraz ryby Cyprinodon variegatus i Menidia berylina (Brouwer i in.,
1990; Reish, 1980). Podobnie jak dla gatunkéw stodkowodnych jest w chwili obecnej
tylko kilka metod standardowych z uzyciem gatunkéw estuariéw i morz (EPA, 1994;
ASTM, 2003; Environment Canada, 1998a, 1998b; SIS, 1991) (tabela 10).

Testy na glonach

Metody prowadzenia testéw toksykologicznych z uzyciem krasnorostu, Champia
parvula sg opisane przez EPA (2000b). Procedure opracowano w celu badania wpty-
wu substancji toksycznych zawartych w sciekach i wodach odbiornika na rozmnazanie
ptciowe tych morskich glonéw. Test nie nadaje sie do badania osadéw, poniewaz
pojemniki muszg by¢ wstrzgsane podczas ekspozycji, co skutkowatoby naruszeniem
warstwy osadu. Jesli metoda ta jest stosowana do badania frakcji wodnych osadu,
wymagana jest filtracja i napowietrzanie.

Testy na wieloszczetach

W testach toksykologicznych dla osadéw dennych z powodzeniem wykorzystywane
s3 dwa gatunki wieloszczetéw, Dinophilus gyrociliatus i Neanthea arenaceodentata.
D. gyrociliatus jest badany pod wzgledem przezycia i wzrostu podczas 4-dniowej ekspo-
zycji na wody osadowe (Carr i in., 1989). Dwa rodzaje stosunkowo szybkich testéw z uzy-
ciem N. arenaceodentata to 10-dniowy statyczny test na toksycznos¢ ostrg i 20-dniowy
test statyczno-odnawialny na toksycznosé podostrag. Mogg one by¢ wykonane zgodnie ze
wskazéwkami podanymi przez Johnsa i in. (1990), lub EPA (2000b).

Celem metody standardowej ASTM (2000b) badania toksycznosci osadéw den-
nych z uzyciem morskich i estuaryjnych wieloszczetéw jest uzyskanie danych na te-
mat szkodliwego wptywu potencjalnie zanieczyszczonych osadéw, lub badanych ma-
teriatdw dodanych do osadéw, podczas 10-dniowej lub 20 do 28-dniowej ekspozyc;ji.
Procedura wykonania 10-dniowego testu statycznego jest opisana dla Neanthes are-
naceodentata i Neanthes virens, a 20 do 28-dniowego testu statyczno-odnawialnego
dla N. arenaceodentata.

Metoda powinna tez by¢ uzyteczna do badan toksykologicznych z innymi gatun-
kami, jakkolwiek mogg okazac sie konieczne jej modyfikacje. Mozliwe jest réwniez
wykorzystanie innych wieloszczetéw, skorupiakéw i matzy (ASTM, 2000b).

Testy na obunogach

Do oceny wzglednej toksycznosci osadédw morskich mozna zastosowac statyczny,
10-dniowy test z Rhepoxynius abronius (ASTM, 2003) lub w przypadku osadéw estu-
aryjnych Eohaustorius estuarius (ASTM, 2003). W systemie przeptywowym zalecanym
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gatunkiem jest Ampelisca abdita. Badania te mozna prowadzi¢ zgodnie z EPA
(1994b). ASTM podaje zasade prowadzenia eksperymentéw na tych gatunkach, pod-
sumowujgc warunki hodowli dla kazdego z nich. Réwniez Leptocheirus plumulosus byt
opisywany w literaturze jako gatunek przydatny w badaniach toksycznosci osadéw
pochodzacych z estuaridw (Schlekat i in., 1992; DeWitt iin., 1992) co stato sie pod-
stawg do opracowania metody standardowej opublikowanej przez EPA (1994b)
i ASTM (2003). Norma ASTM dotyczy procedury badania organizméw estuaryjnych
lub morskich w celu oceny toksycznosci zanieczyszczen zwigzanych z osadami den-
nymi. Osady mogg by¢ zebrane w warunkach polowych lub nasgczone badanymi sub-
stancjami w laboratorium. Zasady sg podane dla obunogéw: Ampelisca abdita, Eo-
haustorius estuarium, Leptocheirus plumulosus oraz Rhepoxynius abronius.

Testy na krewetkach

Metody wykonania 96-godzinnego statycznego testu na toksycznos¢ ostra
i 7-dniowego statyczno-odnawialnego testu na toksycznosé podostrg z Mysidopsis bahia
sg opisane przez EPA. Metody te zostaly opracowane w celu badania prébek ciektych,
takich jak scieki i wody odbiornika. Mimo ze zwierzeta te sg zwigzane z tonig wodng,
mozna je wykorzysta¢ do badania osaddw lub frakcji wodnych osadu (EPA/COE, 1991).

Testy na matzach

Testy toksykologiczne na préobkach wody z uzyciem embrionéw kilku gatunkéw
matzy zostaty opisane przez ASTM (2003). Zastosowanie tych procedur do badania
toksycznosci osadéw z uzyciem larw ostrygi opracowali Chapman i Morgan (1983). Do
testu 48-godzinnego, w ktdrym bada sie toksycznosé rozwojowg, przewaznie wyko-
rzystuje sie dwa gatunki matzy: ostryge pacyficzng, Crassostrea gigas i omoétka niebie-
skiego Mytilus edulis. Mimo ze larwy pozostajg w kolumnie wody podczas ekspozycji,
testy mozna prowadzi¢ w obecnosci osaddéw lub uzywajgc ich wyciggdéw wodnych
(EPA, 2000b).

Testy na szkartupniach

W tescie opartym na badaniu zaptodnienia lub rozwoju larw mozna uzy¢ kilku ga-
tunkéw szkartupni. Na zachodnim wybrzezu USA popularne sg Strongylocentrotus
purpuratus i Dendraster excentricus (EPA, 1995). Byta rowniez opublikowana metoda
dotyczaca testu na ptodnosc z uzyciem morskiego jezowca Arbacia punctulata (EPA,
2000b). Test ten trwa dos¢ krétko i wymaga bardzo matej objetosci probki
(EPA, 2000Db).

Testy na rybach w stadium larwalnym

Testy toksykologiczne préobek morskich i pobranych z estuariéw mozna prowa-
dzi¢, uzywajgc mtodocianych lub larwalnych stadiéw karpierica nadobnego (Cyprino-
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don variegatus) lub srédlgdowej menidii (Menidia beryllina). Najczesciej do badania
toksycznosci ostrej uzywa sie mtodych ryb, a larwy sg wykorzystywane do 7-dniowych
testéw na toksycznosé podprzewlektg. Oceniane tu efekty koficowe to przezywalnos¢
i wzrost. Metody te mozna zastosowaé do badania probek wyciggéw wodnych, wéd
osadowych lub osadéw (EPA, 1993, 2000b).

4.2. Zestawy testow do oceny toksycznosci
zanieczyszczen osadow dennych

Podobnie jak w przypadku badania toksycznosci wody, dla osadéw dennych zale-
ca sie wykonanie kilku testow na organizmach reprezentujgcych rézne poziomy tro-
ficzne w ekosystemie. Rysunki 16 i 17 przedstawiajg proponowane zestawy testéw do
badania testéw toksycznosci osadow dennych wéd stodkich (Keddy i in., 1995).

Zalecany zestaw

Przezycie i wzrost
Chironomus tentans
10 dni Poszerzony zestaw

Przezycie i wzrost

Probki osadu Chironomus sp.

h 4

dennego .
Hyalella azteca g 10 dni
przezycie i wzrost
10 dni
femmm
: Przezycie :
fmmmmmmmmm— e m | ! Hexagenia. spp. !
! Przezycie ! e 1 _0 _d_n A ;
: Hexageniq spp. ,
1 10 dni h
________________ 1
Inhibicja wzrostu
glonéw (Selenastrum
capricornutum) 72 h
S — | Wyciag Testy bakteryjne
! Przezycie : 2 osadu lub (bak'.cerle stodkowodne
! makrobezkregowcdw | wody osadowe lub zyjace w osadach)
1 1
} 1

(Daphnia sp.) 48 h

Rys. 16. Testy przesiewowe w zalecanym zestawie do badania jakosci osadéw dennych
wody stodkiej i proponowany zestaw poszerzony (Keddy i in., 1995)
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Zalecany zestaw

Przezycie i wzrost
Chironomus tentans
10 dni

Hyalella azteca
przezycie, wzrost
i dojrzewanie ptciowe
28 dni

: Przezycie i wzrost !
: Hexagenia spp.

| 21 dni !
1

Inhibicja wzrostu
glondéw (Selenastrum
capricornutum) 72 h

Rozmnazanie |
makrobezkregowcéw |
(Ceriodaphnia dubia) |

1

Rys. 17. Testy dopetniajgce w zalecanym zestawie do badania jakosci osadéw dennych

Poszerzony zestaw

Przezycie i wzrost
Chironomus sp.
10 dni

Prébki osadu
dennego

Rozmnazanie
skaposzczetow
(Tubifex tubifex)

H Przezycie

\ Hexagenia spp.
1
1

Testy bakteryjne
(bakterie stodkowodne
lub zyjgce w osadach)

Wyciag z
osadu lub
wody osadowe

Inhibicja wzrostu
glonéw i/lub

korzeniowych roslin

wodnych 72 h

1 Rozmnazanie :
makrobezkregowcow :

! (Ceriodaphnia dubia) |
I

wody stodkiej i proponowany zestaw poszerzony (Keddy i in., 1995)






5. Badanie toksycznosci gleby

Zanieczyszczenia mogg sie przedostawac do gleby dzieki bezposredniej depozycji
z atmosfery, wskutek stosowania zwigzkéw chemicznych w réznych gateziach gospo-
darki, np. przez nawozenie osadami sciekowymi, co powoduje ich znaczng koncentra-
cje w ekosystemach glebowych (rys. 18).

mate stezenie substancji wiaty

toksycznych W powietrzu

//// W
e

/// o ° wieksze stezenie substancji

/ mokra i sucha ° L
toksycznych w roslinach

i zwierzetach

depozyqa substanqg
// /toksyfzaysch

\S\lﬂ efekt

Rys. 18. Uproszczony faricuch przyczyna—skutek koncentracji zanieczyszczen w glebie

substancje toksyczne
w wodzie glebowej

Gleba stata sie przedmiotem zainteresowania toksykologii Srodowiskowej znacz-
nie pdzniej niz woda. Z tego powodu liczba standardowych metod przystosowanych
do badania sSrodowiska glebowego jest stosunkowo mata. Jednak od czasu, gdy OECD
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opublikowato w 1984 roku pierwszy zbidr testéw, liczba i ztozonos¢ metod zaréwno
laboratoryjnych, jak i polowych systematycznie wzrasta dzieki pracom prowadzonym
na szerokg skale w réznych osrodkach na swiecie. Przyczynity sie do tego nastepujace
miedzynarodowe przedsiewziecia:

e Komitet Techniczny nr 190 Miedzynarodowe]j Organizacji Standaryzacyjnej (In-
ternational Standard Organization, ISO, No. 190, Soil) poddat standaryzacji kilka te-
stéw na mikroorganizmach, roslinach i zwierzetach, ktérych celem byta ocena jakosci
gleby.

e The Working Group of National Coordinators of the Test Guidelines Programme,
podjednostka OECD, podobnie jak ISO, opublikowata wytyczne do badania tych sa-
mych grup organizméw. Jednak badania dotyczyty pojedynczych, czystych substancji
chemicznych.

Toksycznos¢ zanieczyszczen gleby moze byé badana z wykorzystaniem mikroor-
ganizméw glebowych, roslin, skagposzczetéw w tym dzdzownic, stawonogdéw glebo-
wych i innych organizméw (Lokke i Van Gestel, 1998). Poniewaz gtéwna uwaga kie-
rowana jest na substancje hydrofilowe, tatwo wymywane do wéd powierzchniowych
lub podziemnych, wiec w badaniach toksycznosci zanieczyszczen gleby lub odciekéw
sg uzywane testy przeznaczone do oceny toksykologicznej wody. Jest to dos¢ po-
wszechng praktyka i w tym aspekcie znalazty zastosowanie testy na mikroorgani-
zmach, glonach, skorupiakach i rybach (por. rozdziat 3). Testy do badania jakosci wo-
dy sg na ogot odpowiednie dla wéd powierzchniowych przylegtych do gleby lub
pokrywajgcych zanieczyszczone gleby. Keddy i in. (1995) stwierdzili, ze do badania
toksycznosci gleby nadaje sie réwniez test z zielenicami Selenastrum capricornutum.
Moze on by¢ wykonany wedtug wytycznych ISO (1989a), Environment Canada
(1997a), ASTM (1997a), OECD (2002a) lub EPA (2002). Nalezatoby sie jednak skoncen-
trowaé przede wszystkim na metodach, w ktérych organizmy testowe beda auto-
chtoniczne dla srodowiska glebowego. W tej dziedzinie cenng pozycjg jest praca Lok-
ke i Van Gestel Handbook of soil invertebrate toxicity tests (1998).

5.1. Testy z wykorzystaniem
mikroorganizmow glebowych

Pomiary aktywnosci zyciowej mikroorganizméw glebowych stanowig czuty
wskaznik stresu chemicznego wywotanego zanieczyszczeniami. W literaturze mozna
znalez¢ wiele propozycji oceny wptywu ksenobiotykdw na procesy zyciowe i aktyw-
noé¢ enzymatyczng drobnoustrojéw (Smid i in., 2005; Fomsgaard i in., 2005; Marti
iin., 2007; Mendoca i Picardo, 2002; Jenkinson i Powlson, 1976; Pelli i in., 1998; Ros-
sel i Tarradellas, 2007). Niektére z nich wprowadzono jako badania normatywne.
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W testach standardowych z wykorzystaniem mikroflory glebowej mierzy sie takie
parametry, jak:

e oddychanie (1SO 17155 2002, ISO 10381-6 1993, ISO 17155 2002),

e proces nitryfikacji, przemiany zwigzkéw azotowych (ISO 14238 1997, OECD 216
2000, ISO 15685 2002),

e przemiany zwigzkow wegla (OECD 217 2000),

e ilos¢ biomasy (ISO 11240-1, 1997, 1SO 11240-2 1997),

e aktywnos$¢ dehydrogenazowg mikroorganizmow glebowych (ISO 23753-1, 2003,
ISO 23753-2 2003).

5.2. Organizmy roslinne
w badaniach toksycznosci gleby

W badaniach ekotoksykologicznych gleby sg wykorzystywane przede wszystkim
rosliny nasienne. Dla odciekdw, czy w aspekcie sptywdw powierzchniowych, zalecane
sg testy na naczyniowych roslinach, np. z rodzaju Lemna lub na jedno- lub wieloko-
markowych glonach. W testach z uzyciem roslin naczyniowych czesto mierzy sie nie-
letalne efekty konicowe, takie jak elongacja korzeni siewek, rezultaty reakcji (zabu-
rzen) fizjologicznych lub rozwojowych, albo oblicza sie wspdtczynnik asymilacji wegla
(tabela 11).

Tabela 11. Gatunki organizmow roslinnych najczesciej uzywanych do badania toksycznosci gleby

Badany Metody

L
Gatunek parametr standardowe iteratura

1 2 3 4
Raigras angielski przezycie i wzrost ASTM E1598-94 ASTM, 1997d
Jgras ang wzrost OECD 208 OECD, 1984d

Lolium perenne

wschody i wzrost PN-1SO 11269-2001 | PKN, 2001b

Hordeum vulgare

Zyto wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | PKN, 2001b
Secale cereale

Ryz wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Oryza sativa wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | PKN, 2001b
Owies wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Avena sativa wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
Pszenica wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Triticum aestium wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 |2001b
Jeczmien wschody i wzrost PN-ISO 11269-2:2001 | 2001b
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cd. tabeli 11
1 2 3 4

Sorgo wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Sorghum bicolor wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
Kukurydza wschody i wzrost PN-ISO 11269-2:2001 | 2001b
Zea mays
Gorczyca biata wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
Sinapsis alba
Kapusta biata

. wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Brassica alba
Rzepak wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Brassica napus wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
Rzodkiewka wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Raphanus sativus wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
Rzepa wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Brassica rapa wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
Kapusta polna wzrost OECD 208 OECD, 1984d

Brassica campestris
Kapusta pekinska
Brassica campestrii | wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
var. chinensis
Wyka siewna

. . wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Vicia sativa
Fasola wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Phasolus aureus wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
Koniczyna czerwona | | OECD 208 OECD, 1984d
Trifolium pratense
%ﬁzuyr:a warost OECD 208 OECD, 1984d
. . wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
ornithopodiodes
kietkowanie i wydtuzanie korzenia EPA 600/3-88-029 EPA, 1989
Satata kietkowanie, przezycie i bioakumulacja | ASTM E1598-94 ASTM, 1997d
Lactuca sativa wzrost OECD 208 OECD, 1984d
wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 |2001b
Rzezucha wzrost OECD 208 OECD, 1984d
Lepidium sativum wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
Pomidor
Lycopirsicon wschody i wzrost PN-ISO 11269:2001 | 2001b
esculentum

Procedury przedstawionych w tabeli 11 testow umozliwiajg szybkie uzyskanie
wynikéw. Testy sg tanie i stosunkowo proste w wykonaniu. Wybér typu organizmu
i rodzaju testu powinien uwzglednia¢ mozliwosé ekstrapolacji wynikéw na inne rosli-
ny oraz odzwierciedla¢ ogdlng sytuacje roslin. Wskazéwky jest rowniez norma
ISO 220302 z 2005 roku, dotyczgca oceny chronicznej toksycznosci u roslin wyzszych.
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5.2.1. Kietkowanie i wzrost siewek

Metoda standardowa OECD (1984) z zastosowaniem roslin jest przeznaczona do
badania potencjalnego wptywu substancji chemicznych na kietkowanie i wzrost sie-
wek. Oprécz oceny sity kietkowania metoda ta stuzy do badania wptywu zwigzkéw
chemicznych na zywotnos¢ roslin przez okreslenie efektéw depozycji badanej sub-
stancji na lisciach i czesciach nadziemnych roslin. Rosliny sg hodowane od nasienia do
stadium 2—4 lisci.W tym etapie rozwoju rosliny wraz z powierzchnig lisci zrasza sie
badang substancjg. Organizmy testowe obserwuje sie przez 28 dni i w réznych odste-
pach czasu poréwnuje z osobnikami kontrolnymi pod wzgledem wptywu badanej
substancji na ich zywotnosc¢ i wzrost. Na zakonczenie badan okresla sie ilos¢ biomasy
i wizualnie ocenia efekty szkodliwe (chloroza, Smiertelnos¢, nienormalny rozwoj itp.)
(OECD, 2003).

5.2.2. Hamowanie wzrostu korzeni

Ocena hamowania wzrostu korzeni polega na pordwnaniu tempa wzrostu korzeni
okreslonych roslin w standardowych warunkach, na glebie kontrolnej i na glebie ba-
danej. Metoda jego wykonania podana w PN-ISO 11269-1:1998 jest przydatna do
badania wszystkich rodzajéw gleb, gleb sztucznie wytworzonych oraz odpadéw lub
do badania toksycznosci zwigzkéw chemicznych dodawanych do gleby z wyjatkiem
substancji lotnych lub wptywajgcych tylko na proces fotosyntezy.

Nalezy pamietaé, ze przyjety w badaniach czas wzrostu podkietkowanych nasion
w kontrolowanych warunkach zalezy od rodzaju roslin, ktére zostaty wybrane.
W tescie stosuje sie dwa podtoza kontrolne, piasek i glebe. Po okreslonym czasie
wzrostu mierzy sie dtugosc korzeni roslin z obu podtozy kontrolnych i z badanej gleby
tzn. badania prowadzi sie w trzech réwnolegtych powtérzeniach na trzech réznych
podtozach. Do badan zalecany jest jeczmien Hordeum vulgare odmiany LV Triumph.

5.2.3. Oznaczanie wptywu na wschody
i wzrost roslin wyzszych

Metoda PN-ISO 11269-2:2001b jest stosowana do oceny potencjalnego toksycz-
nego wptywu statych lub ptynnych zwigzkéw chemicznych wprowadzanych do gleby
na wschody i wzrost roslin wyzszych. Ocenia sie fitotoksycznos¢ zwigzku chemicznego
dodawanego do badanej gleby w réznych stezeniach na podstawie wschoddéw i wcze-
snych stadidw wzrostu réznych gatunkdéw roslin Ilgdowych. Nasiona wybranych roslin
wysiewa sie do wazondw zawierajacych badang glebe. Hodowle prowadzi sie w wa-
runkach optymalnych dla zastosowanych gatunkéw. Poréwnuje sie wschody i mase
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(suchg i zielong) pedéw badanych roslin ze wschodami i masg pedow roslin kontrol-
nych. Wyznacza sie LOEC, NOEC i ocenia rosliny wizualnie. W tescie nalezy zastoso-
wac co najmniej dwa gatunki roslin, po jednym z grupy jednolisciennych i dwuliscien-

nych. Zalecane gatunki podano w tabeli 12.

Tabela 12. Gatunki roslin zalecanych do badania wptywu
substancji chemicznych na wschody i wzrost (PN, 2001b)

Grupa

Gatunek

Jednoliscienne

Zyto

Secale cereale

Rajgras angielski

Lolium perenne

Ryz Oryza sativa
Owies Avena sativa
Pszenica Triticum aestivum
Jeczmien Hordeum vulgare
Sorgo Sorghum bicolor

Kukurydza cukrowa

Zea mays

Dwuliscienne

Gorczyca biata

Sinapis alba

Rzepak Brassica napus
Rzodkiew Raphanus sativus
Rzepa Brassica rapa spp.

Kapusta pekinska

Brassica campestrii var. chinensis

Koniczyna Trifolium ornithopodioides
Safata Lactuca sativa

Rzezucha Lepidium sativum
Pomidor Lycopirsicon esculentum
Fasola Phaseolus aureus

5.3. Pedofauna w badaniach ekotoksykologicznych

Organizmy glebowe odgrywajg kluczowa role w ekosystemach Igdowych. Z tego
powodu w badaniach ekotoksykologicznych gleby wykorzystuje sie przede wszystkim
zwierzeta bezkregowe, takie jak nicienie (np. Caneorhabditis elegant), skaposzczety
(np. Eisenia fetida, Enchytraens albinus, E. cypricus), skoczogonki (np. Folsomia can-
dida) czy roztocza (np. Hypoaspis aculeifer) (Janisch i in., 2005; Sochova i in., 2007),
oraz Slimaki ladowe Helicidae. Interesujace sg rdwniez wyniki badan wptywu zanie-
czyszczen na koniki polne (Chorthippus brunneus) (Augustyniak i in., 2005, 2005,
2007; Sawczyn i Augustyniak, 2008; Sawczyn i in., 2009).
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Wyniki testow zalezg w znacznym stopniu od parametréow ekologicznych gleby,
takich jak pH, wilgotnos¢, temperatura, jej cechy (tekstura, zdolno$¢ zatrzymywania
wody, zawartos¢ substancji organicznej) i pozywienia. Mimo ze gatunki testowe mo-
gg byc¢ stosowane do badan wielu rodzajéw gleb, do warunkéw ekstremalnych (np.
bardzo kwasne gleby lesne) powinny by¢ dobierane gatunki alternatywne. Podobnie
do badania gleb pochodzacych z réznych stref klimatycznych nalezy dobraé natywne

gatunki, np. skgposzczety i stawonogy (tabela 13).

Tabela 13. Zestawienie gatunkdéw organizmdw zwierzecych

stosowanych w badaniach toksycznosci gleby

Gatunek Badany parametr Metody standardowe Literatura
OECD 207 OECD, 1984a
EPA 600/3-88-029 EPA, 1989
przezycie ISO 11268-1:1993 ISO, 1993
AFNOR X31-251 AFNOR, 1994
ASTM, E1676-97 ASTM, 1997b
Dzdzownica PN-ISO 11268:1997 | 1997
Eisenia foetida PN-1SO 11268:2001 | 2001a
reprodukcja OECD 222 OECD, 2004d
ISO 11268-2 ISO 1998
ASTM, 1997b
bioakumulacja ASTM, E1676-97 OECD
(propozycje)
D.zdzc.>wn|ca . reprodukcja OECD 222 OECD, 2004
Eisenia andrei
?;?:Z;:::;ZZ wibidus | reProdukeia OECD 220 OECD, 2004c¢
L przezycie ASTM, E2172-01 ASTM, 2001b
Nicien wzrost
Caenorhabditis ptodnosc ISO/DIS 10872 IS0 2009
elegans .
reprodukcja
slimak wzrost AFNOR NF X31-255 | AFNOR, 2001
Helix aspersa
Skoczogonek hamowanie rozmnazania | PN-ISO 11267:2002 | PKN, 2002a
Folsomia candida reprodukcja ISO 11267, 1999 ISO 1999
tanocha émiertelnosé larw AFNOR NF X31-260 | AFNOR, 1999
Oxythyrea funesta

5.3.1. Toksycznos¢ dla dzdzownic

Zastosowanie dzdzownic do oceny toksykologicznej gleby ma bardzo wiele zalet
(Gareczynska i in., 2009). Wynika to z roli, jakg odgrywaja te skgposzczety w srodowi-
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sku glebowym, uczestniczac w procesach humifikacji, odzywiajac sie szczatkami ro-
$lin, odchodami zwierzat oraz mikroorganizmami pobieranymi wraz z czgstkami gleby.

Test OECD na dzdzownicach jest najlepiej opracowany metodycznie i w niektd-
rych krajach prawo wymaga jego wykonania przed wprowadzeniem do srodowiska
nowych zwigzkéw chemicznych (Walker i in., 2002).

Gleba jest srodowiskiem zmiennym i dlatego do celéw badawczych uzywa sie okre-
Slonej sztucznej gleby piaszczysto-gliniastej. Materiat biologiczny do badan stanowig
doroste, co najmniej dwumiesieczne dzdzownice z gatunku Eisenia foetida (rodzina
Lumbricidae) — kompostowca rézowego, tzw. dzdzownicy kalifornijskiej z siodetkiem. Sg
one przetrzymywane w sztucznej glebie, do ktérej dodaje sie badang substancje
w réznych stezeniach. Po 7 lub 14 dniach od poczatku badania zawartosé pojemnikow
wysypuje sie na tace i dla kazdego stezenia oblicza sie liczbe zywych dzdzownic (OECD,
1984a; 1SO, 1993). W stosunku do E. foetida okresla sie toksyczno$¢ ostrg zwigzkdw
pobieranych przez skére i przewdd pokarmowy tych pierécienic. Smiertelnoéé doro-
stych zwierzat po 7 i 14 dniach od umieszczenia ich w okreslonym podtozu zawieraja-
cym rdézne stezenia badanej substancji podaje sie w procentach. Substancja oceniana
pod wzgledem toksycznosci jest dodawana do gleby na poczgtku badan jednorazowo
i test prowadzi sie bez ponownego uzupetniania testowanych zwigzkédw. Wyniki odnosi
sie do prébek kontrolnych i na tej podstawie oblicza sie stezenie substanciji, dla ktorego
wystepuje piecdziesiecioprocentowa smiertelno$¢ dzdzownic (LCso, 14 dni). Wada
standardowego testu OECD jest to, ze podczas doswiadczenia zwierzeta nie otrzymuja
pokarmu i majg tendencje do zmniejszania masy ciata. W nowszych wersjach tego testu
podaje sie mate granulki krowiego lub konskiego tajna na powierzchnie sztucznej gleby,
umozliwiajgc dzdzownicom odzywianie i przyrost masy ciata.

W tescie do oznaczania wptywu zwigzkéw toksycznych, w tym pestycyddéw oraz
zanieczyszczonej gleby pobieranych przez wér powtokowo-miesniowy i przewéd po-
karmowy Eisenia foetida, na rozmnazanie, Smiertelnos¢ i wzrost tych zwierzat z zasto-
sowaniem sztucznego podfoza glebowego (ISO 11268) materiat biologiczny stanowig
doroste dzdzownice Eisenia foetida, ktérych wiek miesci sie w granicach od dwéch mie-
siecy do jednego roku. Metoda ta polega na okresleniu zdolnosci do rozmnazania,
wzrostu i wyrazonej w procentach smiertelnosci dorostych dzdzownic umieszczonych
w sztucznym podtozu glebowym zawierajgcym rdzne stezenia badanej substancji. Sub-
stancje dodaje sie jednorazowo, Smiertelnos¢ zas i biomasa sg okreslane po czterech
tygodniach. Wptyw na rozmnazanie ocenia sie liczagc potomstwo wylegte z kokondéw po
okresie dodatkowych czterech tygodni. Wyniki wyraza sie jako LOEC i NOEC.

ASTM (1997b) opracowato metode standardowa badania toksycznosci gleby lub
bioakumulacji z uzyciem dzdzownicy Eisenia foetida. W fazie opracowywania jest test
oparty na pomiarze stanu bton lizosomowych w celomocytach dzdzownic (Weeks
i Svendsen, 1996).

Eisenia foetida jest gatunkiem rodzimym dla potudniowe] czesci strefy sréodziem-
nomorskiej. W pdtnocnych szerokosciach geograficznych przezywa on zime tylko
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w komposcie, w kopcach nawozu lub w ogrzewanych szklarniach. Nalezy zatem za-
chowac ostroznosé, ekstrapolujgc wyniki testdw z Eisenia foetida na inne rodzime
gatunki dzdzownic. Znacznie wiecej informacji mozna uzyskac¢ na podstawie obser-
wacji w uktadach ztozonych, takich choéby jak mikrozespét (Ernest i Frey, 2007).

5.3.2. Metoda z uzyciem wazonkowcow

Metoda standardowa OECD jest przeznaczona do badania wptywu substancji
chemicznych na reprodukcje skgposzczetéw — wazonkowcow biatych (Enchytraeus
albidus). Pierscienice te zasiedlajg wierzchnie, prochnicze i mineralne warstwy gleby,
$ciotke, kompost itp. Zywig sie gtéwnie szczatkami organicznymi pochodzenia ro$lin-
nego i zwierzecego oraz mikroorganizmami (bakteriami i grzybami) pobieranymi wraz
z gleba. W ekosystemie odgrywajg podobng role do dzdzownic. Stanowig niezwykle
wazny czynnik w procesie powstawania préchnicy.

Wazonkowce mogg by¢ wykorzystywane zaréwno do testdw prowadzonych
w warunkach laboratoryjnych, jak i w warunkach polowych. Z praktycznego punktu
widzenia wiele gatunkdw z tego rodzaju jest tatwych w hodowli, a ich czas generacji
jest krétszy niz u dzdzownic. Doroste wazonkowce sg eksponowane na dziatanie ba-
danej substancji w réznych stezeniach zmieszanej ze sztuczng glebg. Test trwa
sze$¢ tygodni. Po pierwszych trzech tygodniach zwierzeta wyjmuje sie i obserwuje
zmiany morfologiczne. Po kolejnych trzech tygodniach liczy sie potomstwo wyklute
z kokonoéw i poréwnuje z probka kontrolng w celu okreslenia NOEC. Niekiedy mozna
rowniez za pomocg modelu regresji okresli¢c ECyq lub ECsq (ISO 16387:2004; PN-ISO
16387 2010).

5.3.3. Toksycznos$¢ dla stonog

Testy na stonogach (Isopoda, Oniscidea) znajdujg sie nadal we wczesnym etapie
opracowywania. Wadg takich gatunkdw, jak Oniscus asellus lub Porcellio scaber jest ich
wolne tempo wzrostu i dtugi cykl rozrodu w poréwnaniu z Eisenia foetida czy Folsomia
candida. Nawet w temperaturze 25 °C $wiezo wylegte stonogi wymagajg co najmniej
6 miesiecy zanim osiggng wiek rozrodczy. Stonogi nalezg jednak do waznych gatunkéw
testowych, gdyz sg pospolite, powszechnie rozprzestrzenione i odgrywajg istotng role
w fizycznej dekompozycji materiatu lisciowego na drobniejsze czastki (Drobne, 1997).

Stonogi sg wyjatkowo wytrzymate na gtodzenie i mogg przezywac bez pokarmu
przez wiele tygodni. Jednak tempo pobierania pokarmu jest jednym z parametréw,
ktére mozna tatwo zmierzy¢. Stonogi zjadajg scidtke lisciowa i zamieniajg jg w grudki
katu o bardzo statym ksztatcie i masie. Liczagc zatem grudki katu w okreslonym prze-
dziale czasu, mozna okresli¢, czy obecnos¢ substancji chemicznej w lisciach odstrasza
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stonogi od jedzenia. Zmniejszenie tempa konsumpcji spowoduje wolniejszy wzrost
i wydtuzenie okresu rozrodu (Walker i in., 2002).

5.3.4. Skoczogonki w badaniach ekotoksykologicznych

Skoczogonki (Collembola) s3 jedng z najliczniej reprezentowanych grup bezkre-
gowcow glebowych (Hopkin, 1997). Mimo ze test na skoczogonkach nie osiggnat jesz-
cze takiego zaawansowania legislacyjnego jak metoda z uzyciem dzdzownic, wiele
laboratoridw na $wiecie wykorzystuje te bezkregowce do badania skutkéw dziatania
substancji chemicznych (Wiles i Frampton, 1996; Crouau i in., 1999).

Najczesciej stosowanym gatunkiem jest partenogenetyczny szczep (Folsomia candi-
da), ktérego cykl reprodukcyjny w 20 °C trwa 3—4 tygodnie. Stosowany model doswiad-
czenia jest podobny do testu na dzdzownicach z czterema powtdrzeniami, w kazdym
bada sie probke kontrolng i serie wzrastajgcych stezen testowanej substancji chemiczne;j.
Substancje chemiczng miesza sie ze sztuczng glebg przygotowywang jak w tescie na
dzdzownicach. W matych pojemnikach (np. 10 cm wysokosci, 6 cm $rednicy) umieszcza
sie po 10 réwiesniczych, dorostych skoczogonkdw i jako pokarm niewielky ilo$¢ suszo-
nych drozdzy. Pozostawia sie je na co najmniej 3 tygodnie, po czym zalewa sie glebe wo-
da. Wszystkie skoczogonki, takze te urodzone w trakcie doswiadczenia, wyptywajg na
powierzchnie wody. Wykonuje sie zdjecie lub rejestruje cyfrowo kazdy pojemnik i na
obrazie rzucanym na duzy ekran liczy sie potomstwo. Postep w programach analizy obra-
zu umozliwia automatyczne zliczanie i mierzenie wszystkich zwierzat (Martikainen
i Krogh, 1999). W przypadku wiekszej liczby powtdrzen czesé¢ pojemnikdw mozna zata-
pia¢ w réznym czasie, uzyskujgc odpowiedz zalezng od czasu (Walker i in., 2002).

Metoda badania skutkéw dziatania srodkéw chemicznych na rozmnazanie sko-
czogonkéw w sztucznym podtozu glebowym jest podana w PN-ISO 11267:2002. Moz-
na jg zaadaptowaé m.in. do poréwnywania gleb, badania wptywu zabiegéw rekulty-
wacyjnych na glebe, oszacowania subletalnego dziatania pestycydéw i innych
Srodkéw chemicznych lub okreslenia stezen niewywotujgcych efektéw toksycznych.
W badaniu tym ocenia sie skutki dziatania danej substancji na rozmnazanie Folsomia
candida przez kontaktowe i pokarmowe pobranie jej z okreslonego sztucznego pod-
toza glebowego. Oznacza sie wptyw réznych stezen badanej substancji na rozmnaza-
nie 10-12-dniowych skoczogonkéw w sztucznym podtozu. Skoczogonki inkubuje sie
az do uzyskania potomstwa F; wylegajacego sie z jaj ztozonych przez dojrzate postacie
doroste i oznacza sie liczbe potomstwa. W doswiadczeniach kontrolnych potomstwo
wylega sie zwykle po 28 dniach. Wyznacza sie NOEC, EC,q, ECs5o oraz LOEC.

Mozna tez oznaczaé wptyw zanieczyszczonej gleby na smiertelnos¢ w petni doj-
rzatych skoczogonkéw. Réwnoczesnie prowadzi sie badania w glebie kontrolne;j. Jeze-
li przedmiotem testu jest oszacowanie skutkéw przypuszczalnego zanieczyszczenia,
to zaleca sie stosowanie gleby kontrolne;j.
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5.3.5. Slimaki w badaniach ekotoksykologicznych gleby

Slimaki Helix aspersa aspersa (Miiller) pochodza z Francji. Jak wszystkie $limaki
ladowe, odzywiajg sie pokarmem roslinnym oraz glebg. Materiat do badan pozyskuje
sie ze zsynchronizowanej hodowli w warunkach sztucznych. Badania toksycznosci
substancji lub zanieczyszczenn wykonuje sie na formach mtodocianych (3-5 tydzien po
wylegu z jaj) zgodnie z normg PN-ISO 15952:2010. Organizmy poddaje sie przez
28 dni dziataniu badanej zanieczyszczonej gleby lub gleby referencyjnej z dodatkiem
zwigzkdéw toksycznych albo materiatu pochodzacego z odpaddw. Badang mieszanine
przygotowuje sie i odnawia co 7 dni. Wzrost (przyrost masy oraz $rednicy muszli)
i przezywalno$é ocenia sie po 28 dniach lub opcjonalnie co 7 dni.

W pordwnaniu z prébka kontrolng wyniki przedstawia sie jako NOEC lub LOEC.
W tescie istnieje mozliwos¢ oszacowania stezenia, dla ktérego wzrost $limakow sie
zmniejsza 0 50% w odniesieniu do $rednicy muszli ECsqq. Jezeli stezenia te wywotujg
skutek $miertelny, to wyniki mozna wykorzysta¢ do oszacowania LCso. W opisanym
tescie mozna alternatywnie stosowac inne gatunki slimakow ladowych, takie jak Helix
aspersa maxima, H. lucorum, H. pomatia, H. engadensis, Arianta arbustorum, Cepa-
cea memoralis, C. portensis.

5.4. Zestawy testow do oceny toksycznosci
zanieczyszczen gleby

Podobnie jak w przypadku innych $rodowisk, réwniez dla gleby zalecane sg ze-
stawy testoéw, ktérych rezultaty umozliwiajg rzeczywistg ocene oddziatywania zanie-
czyszczen na czynniki biotyczne ekosystemoéw (rys. 19 20).

Za koniecznoscig stosowania baterii testdw oraz walidacji dotychczas stosowa-
nych metod w procedurach oceny naturalnych gleb przemawiajg wyniki obserwacji
zréznicowania efektéw toksycznych wywotanych skazeniami gleby u przedstawicieli
pedofauny (Romke, 2006; Kobeticova, 2008). Héss i in. (2009) badali 9 naturalnych
niezanieczyszczonych gleb i 22 gleby w réznym stopniu skazone przez metale ciezkie
(Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn), WWA i olej mineralny. Wykazali oni na podstawie badan
wzrostu, rozmnazania i reprodukcji, ze nicienie Caenorhabditis elegant s organi-
zmami szczegdlnie wrazliwymi na skazenie gleb przez WWA w porédwnaniu do
dzdzownic Eisenia andrei (1ISO 1999), stawonogow Folsomia candida (ISO 1999) i ro-
$lin Brassica rapa (1SO 2005), ktére z kolei charakteryzuje wrazliwos¢ zwtaszcza na
zanieczyszczenie metalami ciezkimi (Hoss i in., 2009).
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Zalecany zestaw Poszerzony zestaw
Kietkowanie Kietkowanie
(satata Lactuca sativa (safata Lactuca sativa
i rzodkiewka i zboze kanadyjskie)
Raphanus sativus) 120 h 120 h

Przezycie dzdzownicy
(Eisenia andrei)
14 dni

Inhibicja wzrostu
glondw (Selenastrum
capricornutum) 72 h

Prébki gleby

Odciek lub
wyciag z gleby]|

Przezycie dzdzownicy
(Eisenia sp./Lumbricus
terrestris)

14 dni

Przezywalnos¢
stawonogéw Folsomia
candida — 4 tygodnie

lub pajgki i roztocza
3-5 tygodni

Testy bakteryjne
(bakterie stodkowodne
lub glebowe)

Rys. 19. Testy przesiewowe w zalecanym zestawie do badania jakosci gleby
i proponowane zwiekszenie zestawu (Keddy i in., 1995)

Zalecany zestaw

Kietkowanie
(satata Lactuca sativa

i rzodkiewka
Raphanus sativus) 120 h

Przezycie dzdzownicy
(Eisenia andrei)
14 dni

Inhibicja wzrostu

Prébki gleby

Poszerzony zestaw

Kietkowanie
(satata Lactuca sativa,
zboze kanadyjskie
i gatunki tubylcze) 120 h

Rozmnazanie sie
dzdzownicy
(Eisenia sp./Lumbricus
terrestris) 3-5 tygodni

Rozmnazanie sie
stawonogéw Folsomia
candida — 4 tygodnie
lub pajgki i roztocza
3-5 tygodni

Rozmnazanie sie innych
organizmow glebowych
(np. nicieni)

Odciek lub

glonow (Selenastrum
capricornutum) 72 h

wyciag z gleby|

Testy bakteryjne
(bakterie stodkowodne
lub glebowe)

Rys. 20. Testy dopetniajgce w zalecanym zestawie do badania jakosci gleby
i proponowane zwiekszenie zestawu (Keddy i in., 1995)




6. Badania ekotoksykologiczne
zanieczyszczen powietrza

Ocena ekotoksykologiczna powietrza stwarza trudnosci metodyczne, wynikajg-
cymi z cech fizyczno-chemicznych zanieczyszczel. Samo powietrze atmosferyczne nie
jest ekosystemem, lecz stanowi jeden z elementéw abiotycznych ekosystemoéw la-
dowych i wodnych. Zanieczyszczenia powietrza wystepujagce w postaci gazéow lub
aerozoli, tj. czastek statych lub ciektych zawieszonych w powietrzu, ulegajg bardzo
szybko rozproszeniu, ktére zalezy m.in. od uksztattowania terenu i warunkéw mete-
orologicznych. Gazy i czasteczki aerozoli, ktérych srednica nie przekracza 200 um,
dosc¢ dtugo utrzymuja sie w atmosferze i mogg sie przemieszczaé na znaczne odlegto-
$ci. Czasteczki wieksze natomiast tatwo opadajg i w postaci depozycji suchej zanie-
czyszczajg glebe lub wode. Z powietrza atmosferycznego zanieczyszczenia mogg byé
rowniez wymywane w czasie opadéw atmosferycznych, stanowigc depozycje mokra.

W badaniach toksykologicznych zwigzkéw chemicznych wystepujgcych w postaci
gazowej lub par i wywotywanych przez nie efektdw zdrowotnych stosuje sie testy
inhalacyjne z wykorzystaniem ssakéw (metody standardowe OECD).

W aspekcie narazen zawodowych w zaleznosci od rodzajow zwigzkdw zanieczysz-
czajgcych w badaniach inhalacyjnych sg wykorzystywane szczury, chomiki, swinki
morskie i kréliki. Dane w postaci LCsy testow toksycznosci ostrej lub krétkotermino-
wej w stosunku do wymienionych gatunkéw, spowodowanej wdychaniem par lub
mgiet lotnych substancji — nowych lub juz istniejgcych, moga by¢ jedynie wykorzysta-
ne do prognozowania szkodliwych skutkéow dla zwierzat i cztowieka. Poza tym jest
mato prawdopodobne, by zanieczyszczenia powietrza osiggaty w Srodowisku takie
stezenia, by wystgpity efekty ich dziatania podczas badan kréotkoterminowych.

Testy toksycznosci ostrej lub chronicznej substancji chemicznych obecnych
w powietrzu atmosferycznym w stosunku do okreslonych gatunkéw organizméw
reprezentujgcych rézne poziomy troficzne nie zostaty dotychczas opracowane. Szcze-
golnie potrzebne natomiast sg dane pochodzace z testéw dtugoterminowych tok-
sycznosci chronicznej oraz aktywnosci mutagennej.

Poniewaz zanieczyszczenia w fazie gazowej wystepujg w matych stezeniach, wiec
nalezy je wydzieli¢ z duzej objetosci gazu i przeprowadzi¢ do innego medium o mniej-
szej objetosci.
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Wyrdznia sie dwie grupy metod:

e pasywne,

e aktywne (dynamiczne).

W metodzie pasywnej wykorzystuje sie zjawisko dyfuzji. Przeptyw zanieczyszczo-
nego powietrza do pochtfaniacza (adsorbenta) ma charakter swobodny. Metodg dy-
namiczng powietrze jest zasysane przez filtr o znanej wielkosci poréw, na ktérym
zatrzymywane sg aerozole, a nastepnie zanieczyszczenia gazowe sg pochtaniane
przez warstwe adsorbenta. W uktadzie tym nastepuje mechaniczne wymuszenie
przeptywu powietrza z zatozong predkoscig o okreslonej objetosci i czasie. Metoda ta
ma dodatkowg zalete — mozna zastosowac sorbenty selektywne. Gdy natomiast ist-
nieje potrzeba zbadania wielu zanieczyszczenr, mozna zestawia¢ uktady sorbentéw
o réoznym powinowactwie.

W badaniach zanieczyszczen powietrza wyrdznia sie nastepujgce frakcje aerozoli:

e PM 2,5 — czasteczki o wielkosci 2,5 um i mniejsze,

e PM 10 — czasteczki o wielkosci 10 um lub mniejsze,

e TSP — wszystkie czasteczki, nawet wigksze od 10 um.

Nastepnym etapem badan jest ekstrakcja zanieczyszczen zaréwno z filtréw, jak
i z sorbentéw przez zestawy rozpuszczalnikdw organicznych odpowiednie dla po-
szczegblnych grup zwigzkow.

W badaniach toksykologicznych podstawowym problemem jest uzyskanie eks-
traktu zanieczyszczen w niezmienionej formie chemicznej oraz ich ponowne rozpusz-
czenie w medium obojetnym dla organizméw testowych. O ile znanych jest wiele
procedur ekstrakcji zwigzkéw organicznych umozliwiajgcych ocene toksycznosci, cy-
totoksycznosci czy genotoksycznosci, o tyle problemem jest uzyskanie $rodowisko-
wych prébek metali. Metody mineralizacji stosowane w analityce chemicznej zmie-
niajg naturalne formy metali z reguty w formy tlenkowe, ktérych aktywnosc¢
toksykodynamiczna znacznie odbiega od aktywnosci zwigzkéw wyjsciowych.

Uzyskane zanieczyszczenia zaadsorbowane na pytach lub ich ekstrakty mozna
ocenia¢ za pomocg testéw toksykologicznych z wykorzystaniem przedstawicieli orga-
nizméw wodnych i glebowych lub z zastosowaniem np. linii komdrkowych ssakéw.
Rzeczywista ocena skutkéw ekologicznych zanieczyszczen powietrza atmosferyczne-
go opiera sie natomiast przede wszystkim na biomonitoringu z wykorzystaniem bio-
indykatoréw lub organizméw monitorowych. Metody te zostang omdwione w kolej-
nych rozdziatach ksigzki.

6.1. Badania inhalacyjne z uzyciem ssakow

Aby oceni¢ narazenie, gtdwnie zawodowe, na substancje toksyczne pobierane
wraz z wdychanym powietrzem, prowadzi sie testy na ssakach. Testy na zwierzetach
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moga by¢ wykonywane wytgcznie w laboratoriach odpowiednio wyposazonych. Ce-
lowos¢ badan na ssakach musi by¢é merytorycznie uzasadniona i mozna je wykonywac
jedynie po uzyskaniu zgody Krajowej lub Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen
na Zwierzetach.

6.1.1. Ocena toksycznosci ostrej

Kilka grup zwierzat doswiadczalnych eksponuje sie przez okreslony czas (6 godzin
w ciggu dnia) na badang substancje w stopniowanych stezeniach (minimum 10 osob-
nikow dla kazdego stezenia). Gatunkiem preferowanym jest szczur. Ekspozycje pro-
wadzi sie w specjalnej aparaturze inhalacyjnej zapewniajgcej narazenie przez ukfad
pysk—nos lub catej czesci twarzowej albo z mozliwoscig narazenia catego ciata. Na
podstawie zaobserwowanych efektow (padnieé, zmiany masy ciata itp.) wyznacza sie
LCsowyrazone w mg/dm3 powietrza.

6.1.2. Ocena toksycznosci dawki powtarzalnej

Kilka grup zwierzat (minimum 10 osobnikéw na kazde stezenie) naraza sie co-
dziennie przez 6 godzin na badang substancje w stopniowanych stezeniach przez
okres 28 dni. Dodatkowo grupa liczagca 10 osobnikéw, po zakoriczeniu wtasciwych
badan, moze by¢ obserwowana przez kolejne 14 dni bez kontaktu z badanym zwigz-
kiem w celu obserwacji odwracalnosci, trwatosci lub opdZnionego pojawienia sie
skutkéw toksycznych. Doswiadczenie prowadzi sie z uzyciem odpowiedniej aparatury
zapewniajgcej warunki ekspozycji inhalacyjnej. W tescie obserwuje sie wszystkie
zmiany zachowania zwierzat i objawy dziatania substancji. Po zakonczeniu ekspery-
mentu dokonuje sie sekcji zwierzat oraz prowadzi badania hematologiczne i bioche-
miczne. Wyniki ocenia sie ogdlnie dostepnymi metodami statystycznymi.

6.1.3. Badania na liniach komoérkowych ssakow

Opracowano metode, ktéra umozliwia testowanie wptywu bardzo drobnych czg-
stek (nanoczgsteczek) rozpylonych w powietrzu w postaci aerozolu na komérki ptuc.
Badania prowadzono w uszczelnionej komorze, w ktérej eksponowano przez 30 mi-
nut linie komdérkowe ptuc ssakéw na nanoczasteczki tlenku ceru, a nastepnie anali-
zowano zmiany biologiczne zachodzgce w komdédrkach, w ktérych m.in. wykazano
wzrost stezenia oksyguaniny. Metoda ta moze znaleZ¢ zastosowanie do oceny tok-
sycznego wptywu innych zanieczyszczen powietrza wystepujgcych w postaci nanocza-
steczek.

Ekstrakty zanieczyszczen powietrza zaréwno lotnych VOC (ang. volatile organic
compounds), jak i aerozoli pobranych w srodowisku mogg by¢ badane na liniach ko-
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morkowych ssakéw np. fibroblastach ptuc chomika V79, komdrkach ludzkiego na-
btonka ptuc, ludzkich keratynocytach HaCaT, ludzkich komdrkach srédbtonka mikro-
naczyin HUVEC i in.

W przypadku oceny wptywu zanieczyszczen pochodzacych z procesu spalania pa-
liw w silniku Diesla linie komdérkowe eksponowano na dziatanie ekstraktu rozpusz-
czonego w dimetylosulfotlenku (DMSO) w réznych stezeniach. W testach prowadzo-
no obserwacje cytotoksycznosci i efektéw uszkodzen lub zmian transdukcyjnych
w materiale genetycznym (Buters i in., 2007; Stopa i in., 2007).

Wiekszos$¢ badan wptywu ekstraktow z zanieczyszczen powietrza analizuje sie
pod wzgledem mutagenezy i kancerogenezy. Testy te zostang omdéwione w kolejnych
rozdziatach.

6.2. Toksycznos$¢ dla owadow

Testy z zastosowaniem owaddw zostaty opracowane przede wszystkim do oceny
toksycznosci i szacowania ryzyka w wyniku narazenia na srodki ochrony roslin stoso-
wane w formie opryskédw. W tych warunkach ekspozycji owaddéw nastepuje wchta-
nianie przez bezposredni kontakt z aerozolami zawierajgcymi badane preparaty.

Petny zakres badania toksycznosci sSrodkéw ochrony roslin prowadzi sie zgodnie
z rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 17 maja 2005 r. oraz Dyrek-
tywy 91/414/EEC na grupach organizméw reprezentatywnych zaréwno dla srodowiska
ladowego, jak i wodnego, takich jak ptaki, ssaki, pszczoty, pozyteczne stawonogi inne
niz pszczoty oraz organizmy wodne (Klimczak, 2008). Uzyskane kompleksowe wyniki
toksycznosci stanowig podstawe do oszacowania ryzyka sSrodowiskowego. Badania
toksycznosci ostrej kontaktowej na pszczotach miodnych opiera sie na metodach
OECD 213 i 214, EPPO 170. Wyniki badania w postaci LDsq (dawki bezposrednio nano-
szonej na tutéw owada) ocenia sie po 48 godzinach testu. W przypadku owaddéw nara-
zonych na aerozole ekspozycja kontaktowa ma uzasadnienie. Nie mozna jej jednak
stosowac do innych grup bezkregowcow.

6.3. Wykorzystanie porostow i mchow
w badaniach toksykologicznych

Ze wzgledu na budowe anatomiczng zaréwno porosty, jak i mchy charakteryzujg
sie zdolnosciami sorpcyjnymi, zwtaszcza w stosunku do jondw metali. Obie grupy
organizméw pobierajg wode i zawarte w niej substancje, wraz z zanieczyszczeniami,
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cata powierzchnig ciata. Wprawdzie dotychczas nie opracowano testéw toksykolo-
gicznych z zastosowaniem tych organizméw, jednak wykorzystuje sie je w pracach
naukowych. Celem badania zmian fizjologicznych i uszkodzen struktury organizmoéw
jest wyjasnienie mechanizméw toksycznosci. Zaréwno porosty, jak i mchy sg bardzo
dobrymi organizmami wskaznikowymi i monitorowymi w biomonitoringu zanieczysz-
czen powietrza. W badaniach wptywu metali na porosty i mchy stosuje sie roztwory
wodne, ktérymi skrapia sie organizmy lub umieszcza w nich cate rosliny, symulujac
depozycje mokrg zanieczyszczen powietrza.

Na podstawie wynikéw badan eksperymentalnych i studiéw literaturowych Ktos
(2003) wyjasnit mechanizmy sorpcji metali i radionuklidéw przez plechy porostéw. Za
szczegblnie wazne do oceny zaréwno sorpcji, jak i efektow toksycznych nalezy uznac
nastepujgce stwierdzenia:

e gtébwnym mechanizmem sorpcji kationdw jest wymiana jonowa,

e kationy akumulujg sie w strukturze wewnatrzkomadrkowej, powodujac jej de-
strukcje,

e zachodzi zjawisko fizycznego wigzania substancji w strukturze plechy jako wynik
reakcji obronnych przed toksynami,

e sorpcja kationéw metali z roztworéw wodnych zachodzi bardzo szybko, gdyz
w czasie 30—-60 minut struktura sorpcyjna porostéw zostaje wypetniona w okoto 90%,

e znacznie wiecej kationow (dla manganu nawet 15 razy) akumuluje sie w struk-
turze pozakomodrkowej niz wewnatrzkomorkowej,

e warstwa pozakomodrkowa tworzy bufor miedzy otoczeniem a wewnetrzng struk-
turg porostow,

e w ekspozycji laboratoryjnej w uktadzie porost-roztwér do wyznaczenia pojem-
nosci sorpcyjnej i powinowactwa metali do struktur sorpcyjnych znajduje zastosowa-
nie model izoterm Langmuira,

e wykazano istotny wptyw odczynu analitu (opadu naturalnego lub jego substytu-
tu w warunkach laboratoryjnych) na ograniczenie wydajnosci sorpcji,

e wskaznikiem szkodliwego dziatania metali (np. miedzi) jest uwalnianie z komo-
rek potasu w wyniku destrukcji bton komérkowych,

e niektére metale, np. otéw, najlepiej kumulujg sie w warstwie korowe] porostu,
podczas gdy np. miedz, cynk i arsen w catej plesze, lokalizacja kobaltu zas wykazuje
charakterystyczng stratyfikacje,

e skutkiem oddziatywania metali ciezkich w kwasnych roztworach (np. pH = 3) jest
uszkodzenie mitochondridow i chloroplastow, dla niektérych pierwiastkow, w tym ra-
dionuklidéw, ustalono stezenia krytyczne i wykazano, ze wrazliwosé glondow rézni sie
od wrazliwosci grzybow,

e czas potowicznego usuwania metali i radionuklidéw zalezy od rodzaju pierwiast-
ka i gatunku porostéw.

Dla wielu gatunkéw wyznaczono szeregi powinowactwa metali i radionuklidow
do struktur sorpcyjnych porostéw.
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Podobnie w badaniach mchéw torfowych, bedgcych naturalnymi sorbentami me-
tali, wykazano, ze:

e mchy torfowe majg duzg pojemnosé kationowymienng, ich powierzchnia wta-
$ciwa wynosi 200 mz/g, a porowatosc¢ okoto 95%,

e adsorpcja miedzi jest skutkiem wymiany jonowej i tworzenia zwigzkéw kom-
pleksowych, procesy te zalezg od gatunku mchu i odczynu osrodka,

e W narazeniu na duze stezenia metali w roztworze proces tworzenia sie zwigzkow
kompleksowych ma 10-krotnie wiekszg wydajnosé niz wymiana jonowa.

Tak bogate i wszechstronne dane merytoryczne mogg zosta¢ wykorzystane do
opracowania standaryzowanych metod testowych oceny toksycznosci aerozoli zawie-
rajgcych metale oraz kwasnych deszczy stanowigcych obcigzenie srodowiska drogg
tzw. depozycji mokre;j.



7. Komercyjne zestawy testow
toksykologicznych

Obecnie sg produkowane gotowe zestawy testow do kompleksowej oceny tok-
sycznosci prébek srodowiskowych (tabela 14). Zestawy typu Toxkit zostaty opraco-
wane zgodnie z normami ISO, EPA, ASTM, AFNOR i OECD i obejmujg rézne organizmy
testowe, takie jak bakterie, glony i skorupiaki. Przeznaczone sg do badania prdbek
zanieczyszczen wody, Sciekéw i gleby (Latif i in., 1995). Metody Toxkit opracowano na
Uniwersytecie Ghent w Belgii pod kierunkiem profesora G. Persoone (Persoone,
2003; Persoone i in., 2003). Byty to testy z uzyciem wrotkdw Brachionus calyciflorus
(Rotoxkit F) oraz skorupiakow Artemia salina (Artoxkit M), Thamnocephalus platyurus
(Thamnotoxkit F), Daphnia magna (Daphtoxkit F). Zestawy do testéw zawierajg stan-
daryzowane cysty, stezone roztwory soli i inne materiaty. Metody charakteryzuje
duza powtarzalnosc i precyzja wykonania. System Deltatox wykorzystujgcy bakterie
luminescencyjne jest przeznaczony do badania wody do picia. System Envirgard jest
natomiast przeznaczony do oznaczania toksyn sinicowych (mikrocystyn) na podsta-
wie ich reakcji z przeciwciatami (ELISA). Wystepuje w dwdch rodzajach, w systemie
probowkowym i ptytkowym. Uzyskiwane tg metoda wyniki ilosciowe wykazujg dobrg
korelacje z wynikami analiz instrumentalnych (HPLC).

Tabela 14. Zestawy typu Toxkit

Czas

Test Gatunek . Efekt kocowy Norma
trwania
1 2 3 4 5
Testy dla wod stodkich, osadéw i gleby
Microtox® Vibrio fisheri 5-30 min | toksycznos$¢ ostra ASTM
H ®
;\;IILCTr)O it(oE);SPT) Vibrio fisheri 1h toksycznos¢ ostra -
Algaltoxkit ™ selenastrum 72h inhibicja wzrostu OECD

capricornutum I1SO




102 Biologiczne metody oceny skazenia srodowiska
cd. tabeli 14
1 2 3 4 5
Sorghum
h . . .
Phytotoxkit sacz? .aratumf 3 dni kle’rkow?nle naSI(?n
Lepidium sativum elongacja korzeni
Sinapsis alba
. CTM . . OECD
Daphtoxkit F' magna | Daphnia magna 24-48 h toksycznos¢ ostra IS0
Daphtoxkit ™ pulex | Daphnia pulex 24-48 h toksycznos¢ ostra OECD
Ceriodaphtoxkit ™ Ceriodaphnia dubia 12 h toksycznos¢ ostra US EPA
Thamnotoxkit F™™ Thamnocephalus platyurus |24 h toksycznos¢ ostra -
Rotoxkit F™ 24 h toksycznos¢ ostra ASTM
itE™ Brachionus calyciflorus chroniczna
Rotoxkit F . yeif 48 h toksycznosc AFNOR
short-chronic . .
krétkoterminowa
Protoxkit F™ Tetrahymena thermophila |24 h toksycznosc¢ chroniczna | ASTM
Ostracodtoxkit F™ Heterocypris incongruens 6 dni toksycznos¢ chroniczna | —
Ra pidtoxkitwI Thamnocephalus platyurus | 30-60 min | toksycznos¢ ostra -
Microtox® I . .
tels?crfoa z(:/xsta’rej Vibrio fisheri 1h toksycznosé ostra -
Testy dla estuariow i wéd morskich
B -
Rotoxkit M™ r.a ch{c')nus 24-48 h toksycznos¢ ostra ASTM
plicatilis
Artoxkit M™ Artemia salina 24-48 h toksycznos¢ ostra
Marine AlgaltoxkitTM Phaeodactylium tricornutum | 72 h toksycznos¢ chroniczna | ISO
Mikrobiotesty fitotoksycznosci
Sorghum saccharatum
Phytotoxkit Lepidium sativum 3 dni toksycznos¢ chroniczna | —
Sinapis alba
Mikrobiologiczny test oceny ryzyka
1 . =
MARA 0 szczepow bakterii 18 h toksycznosé ostra I1SO

1 szczep drozdzy




8. Krotkoterminowe testy do oceny
mutagennosci zanieczyszczen srodowiska

Testy krétkoterminowe stuzg do wstepnej oceny mutagennosci substancji che-
micznych i czynnikdéw fizycznych oraz do wykrywania potencjalnych kancerogendw,
za pomocg prostych organizmow lub makromolekut. Testy sg niedrogie i dos¢ proste
w wykonaniu, a najwiekszg ich zaletg jest krotki czas badan (Czeczot i Rahden-Staron,
1997). Poniewaz mutagennos$¢ zwigzkdow chemicznych jest cechg charakterystyczng
wiekszosci zwigzkow rakotwdrczych, wiec testy z uzyciem bakterii znalazty zastoso-
wanie do badan przesiewowych w zestawie metod okreslajgcych potencjalng rako-
twdrczosé zanieczyszczen srodowiska (Hauser i in., 1997). Badania mozna prowadzic¢
zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo.

Oceny potencjalnej mutagennosci i rakotwdrczosci zanieczyszczenn srodowiska
dokonuje sie na znanych, czystych zwigzkach lub na mieszaninach substancji uzyska-
nych wskutek ich separacji z elementéw srodowiska, zywnosci itp. (Bubak, 2001; Lah
iin., 2005). Istnieje wiele procedur umozliwiajgcych uzyskanie frakcji zanieczyszczen
powietrza, wody i gleby. Istotny jest dobdr odpowiedniej metody poboru prébek oraz
ekstrakcji okreslonej grupy zwigzkédw chemicznych oraz przeniesienie ich do osrodka
umozliwiajgcego zastosowanie procedury testowej. O ile znane s3 metody separacji
szeregu zwigzkdw organicznych, o tyle problemem jest badanie metali stanowigcych
trwate zanieczyszczenie srodowiska. Metody oparte na mineralizacji nie dajg wiary-
godnych wynikéw w testach ze wzgledu na zmiane postaci chemicznej metali.

8.1. Badania na bakteriach

Wraz z rozwojem biologii molekularnej powstajg wcigz nowe testy, w ktérych
precyzyjnie mozna okresli¢ rodzaj uszkodzen DNA wywotywanych przez konkretny
zwigzek chemiczny. Niektdre z takich testéw umozliwiajg wykrycie mutagennosci
w szerokim zakresie. Konieczno$é¢ badania bardzo licznych zwigzkédw chemicznych
pociagneta za sobg dgznosé do miniaturyzacji testow i ich automatyzacji. Najlepszym
przyktadem jest tu SOS-Chromotest (White i in., 1996).



104 Biologiczne metody oceny skazenia srodowiska

Testy z uzyciem bakterii s3 dobrym narzedziem do badania wtasciwosci genotok-
sycznych i mutagennych czynnikéw chemicznych i fizycznych $rodowiska. Budowa
bakterii jest prosta, a ich DNA stosunkowo tatwo dostepne dla zwigzkéw chemicz-
nych wnikajacych do komdérki. Podlegajg one czestym podziatom i dlatego mozna
pozyskac miliony organizmoéw w dos$é krétkim czasie. W wielu testach dzieki inzynierii
genetycznej wykorzystuje sie szczepy z wywotanymi mutacjami indukowanymi
w genach specyficznych.

Testy bakteryjne zalicza sie do trzech klas wykrywajacych:

e mutacje postepujace,

e mutacje wsteczne,

e reperacje uszkodzen DNA.

W ocenie aktywnosci biologicznej zanieczyszczen srodowiska najczesciej stosuje
sie testy polegajace na obserwacji mutacji powrotnych lub wstecznych specjalnie
przygotowanych szczepdw bakterii. Powszechnie akceptowany jest test z wykorzy-
staniem bakterii Salmonella typhimurium, rzadziej Escherichia coli. Szczepy testowe
majg wprowadzony szereg mutacji uposledzajacych ich funkcje biochemiczne, m.in.
takie jak zdolnos¢ syntezy jednego z dwudziestu aminokwasow biatkowych (auksotro-
fy), podczas gdy szczepy dzikie sg prototrofami. W testach obserwuje sie rewersje
mutacji zywieniowych z auksotrofii do prototrofii. Poniewaz istnieje wiele réznych
uszkodzer DNA, wiec w testach stosuje sie szczepy, w ktérych kazdy ma inng mutacje
w tym samym genie dotyczacym zdolnosci syntezy aminokwasu. Sg to dwa typy mu-
tacji:

e powstawanie par zasad,

e zmiany ramki odczytu (ang. frameshift).

Wiekszg wrazliwosé szczepdw testowych osiggnieto przez wprowadzenie dodat-
kowych zmian w materiale genetycznym zwiekszajacych przepuszczalnosé bton dla
duzych czasteczek rozpuszczalnych w ttuszczach oraz powodujgcych uszkodzenie
systemu naprawy DNA. Dodatkowo uwrazliwiono szczepy bakterii przez wprowadze-
nie plazmidéw interferujgcych z naprawg DNA. Poniewaz szczepy testowe nie majg
wiekszosci enzymdw uczestniczagcych w aktywacji promutagendéw, wiec do testu
wprowadza sie frakcje mikrosomalng watroby szczuréw, indukowang wczesniej mie-
szaning polichlorowanych bifenyli (Arochlor 1254), fenobarbitalem Iub 5,6-
benzoflawonem (Piekarska i Karpirska-Smulikowska, 2006).

Testy z uzyciem bakterii umozliwiajg wprawdzie okreslenie mutagennosci zanie-
czyszczen, niemniej jednak testami tymi nie mozna wykryé aktywnosci zwigzkow,
ktdre sg jedynie promotorami nowotwordéw. Nalezg do nich m.in. azbest, nikiel, ar-
sen, zwigzki hormonopodobne, drugorzedowe kwasy zétciowe itp.

Najczesciej stosowanymi testami bakteryjnymi sg test Amesa, SOS-Chromotest
oraz test Umu (Sadowska i in., 2000; Traczewska, 2002; Gee i in., 1994; Mac Gregor
i in., 2000; Bubak, 2001).
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8.1.1. Rewersja mutacji u bakterii

Testy rewersji mutacji polegajg na wykorzystaniu mutantéw zywieniowych szcze-
poéw Salmonella typhimurium i Escherichia coli do wykrycia mutacji punktowych,
obejmujacych substytucje, addycje lub delecje jednej lub kilku par zasad DNA. Pod-
stawowaq zasada tych testéw jest stwierdzanie mutacji, ktdre przywracajg bakteriom
zdolnos¢ do syntezy niezbednych aminokwaséw. Obecnos$¢ rewertujacych bakterii
wykrywa sie dzieki ich zdolnosci do wzrostu w warunkach braku aminokwasu wyma-
ganego do wzrostu przez szczep macierzysty (OECD, 1997e).

Do grupy takich badan nalezy test Amesa, opracowany w 1975 roku (Ames i in.,
1975; Maron i Ames, 1983). Jest to jeden z testow najczesciej stosowanych do bada-
nia mutagennych wtasciwosci substancji chemicznych i prébek srodowiskowych. Za-
stosowano w nim mutanty szczepdw Salmonella typhimurium LT2 serii TA, ktére nie
potrafig samodzielnie syntetyzowac histydyny. Nie bedg wiec one rosng¢ na pozywce
pozbawionej tego aminokwasu. Ekspozycja na substancje mutagenne moze wywofac
mutacje powrotng w operonie histydyny, dzieki czemu wzrost bakterii na pozywce
bez histydyny bedzie mozliwy. Wraz ze wzrostem dawki badanej substancji (czynnika
mutagennego) liczba mutantéw odzyskujgcych zdolnosé syntezy histydyny propor-
cjonalnie wzrasta. Rola aktywacji metabolicznej w aktywnosci mutagennej badanej
substancji moze by¢ sprawdzona dzieki uzyciu frakcji S-9 watroby szczura (Rao i in.,
2004). Test Amesa jest tatwy do wykonania, tani i szybki. Wadg jest to, ze nie identy-
fikuje wszystkich zmian w DNA komdrkowym zachodzacych pod wptywem substancji
mutagennych. Dlatego stosuje sie go jako jeden sposréd kilku testéw oceniajgcych
mutagennos¢ okreslonych zwigzkdw chemicznych (Sadowska i in., 2000).

Test Salmonella zmodyfikowano, wprowadzajac szczepy bakterii przystosowa-
nych do badania wielu réznorodnych zanieczyszczen: TA 98, TA 100, TA 102, TA 104,
TA 1535, TA 1538. Szczepy te pozwalajg okresli¢ zmiany w DNA w wyniku indukcyjne-
go dziatania badanego zwigzku. Szczepy S. typhimurium TA 97, TA 98, TA 100 w wyni-
ku delecji genu kodujgcego enzymy wycinajgce dimery pirymidynowe (uvrB) umozli-
wiajg stwierdzenie indukcji uszkodzen, ktére sg usuwane przez ten system naprawy.
Szczepy S. typhimurium TA 97 i TA 98 sg wrazliwe na dziatanie mutagendéw wywotujg-
cych zmiane ramki odczytu, TA 100 za$ na mutacje zamiany pary zasad lub par G—C
czy A-T. Szczepy S. typhimurium TA 102 i TA 104 w miejscu zapisu rewersji zawierajg
mutacje ochre (jest to kodon stop). Sg one bardziej wrazliwe na dziatanie zwigzkéw
utleniajgcych, takich jak aldehydy i ketony. Szczep TA 102 umozliwia ponadto wykry-
cie zwigzkédw chemicznych wywotujgcych wigzania krzyzowe w DNA. Do rutynowych
badan przesiewowych sg zalecane szczepy TA 97, TA 98, TA 100 i TA 102 ze wzgledu
na ich wrazliwosé na wiele mutagendw. Do badania zanieczyszczerh wody natomiast
najbardziej wrazliwe okazaty sie szczepy TA 98 i TA 100.

W rezultacie modyfikacji genetycznych uzyskano nowe szczepy, charakteryzujgce
sie zwiekszong aktywnoscig O-acetylo-transferazy. Sg to YG 1012, YG 1021, YG 1024
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oraz NM 2009. Sg one bardziej czute na dziatanie heterocyklicznych amin aromatycz-
nych oraz ich pochodnych. Inng grupg nowych szczepow sg TA 98NR i TA 98/1-DNP6 o
zwiekszonej aktywnosci nitroreduktazy. Mozna dzieki nim wykryé aktywnos¢ mutagen-
na nitrowych i amino pochodnych weglowodoréw aromatycznych (Gee i in., 1998).

Procedure testu Amesa poddano réwniez licznym modyfikacjom, ktdre nie znalazty
powszechniejszego zastosowania w badaniach mutagenezy sSrodowiskowej (Crook,
2000; Piegorsch i in., 2000; Braun, 2001). Nalezg do nich test z zastosowaniem gospo-
darza posredniego (ang. Hostmediated assay) oraz test CYPIA (ang. Cytochrome P-450
Induction assay). W pierwszym tescie potgczono procedure testu bakteryjnego Salmo-
nella lub E. coli z aktywacjg metaboliczng badanej substancji w organizmie myszy lub
szczuréw, w drugim indukcje enzymow mikrosomalnych watroby szczuréw (frakcji S-9)
wywotuje sie badanym zwigzkiem. Otrzymang w ten sposob frakcje mikrosomalng sto-
suje sie do aktywacji metabolicznej znanych promutagenéw — bromku etydyny lub
cyklofosfamidu. Taka modyfikacja testu umozliwia wykazanie dziatania indukcyjnego
badanego zwigzku na system monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450.

Zaletg testu jest mozliwos¢ wstepnego metabolizowania badanych zwigzkéw
chemicznych lub mieszanin, otrzymanie odpowiedzi w ciggu 48 godzin, duza zgod-
nos¢ z testami prowadzonymi na zwierzetach — szacowana w przypadku halogenkéw
na 54%, a dla pozostatych badanych substancji do 93%. Zostat on wprowadzony na
duza skale w potowie lat siedemdziesigtych i przebadano nim najwiekszg liczbe
zwigzkow chemicznych (Fliickiger-Isler i in., 2004; Traczewska, 1999; Traczewska i in.,
2008; Traczewska i in., 1998; Traczewska i in., 2007; Traczewska i in., 1998; Traczew-
ska i Trusz-Zdybek, 2006; Trusz-Zdybek i in., 2007). Test ten proponowany jest
w Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater US EPA (1998)
do oceny jakosci zdrowotnej wody do picia.

Dostepne sg szybkie testy Amesa jako mikroptytkowy test MPF Fluctuation Assay
w réznych wariantach w zaleznosci od zastosowanych szczepdw bakterii lub ich kombi-
nacji, tzn. Ames MPF 98, Ames MPF 100, Ames MPF 1535, Ames MPF 1537, Ames MPF
98/100, Ames MPF 98/100/1535/1537, Ames MPF E. coli uvrA/pKM/Combo, Ames .

8.1.2. SOS-Chromotest

SOS-Chromotest polega na wykorzystaniu istniejgcej w komadrce Escherichia coli
odpowiedzi SOS i pomiarze ekspresji gendw wchodzacych w sktad tego systemu, in-
dukowanych przez badane zwigzki genotoksyczne. Najwazniejsze sg tu dwa geny:
lexA (kodujacy represor dla 15 gendw systemu SOS) i recA (kodujacy biatko zdolne do
przecinania represora). Miarg mutagennosci jest aktywnos¢ [B-galaktozydazy, ktéra
jest scisle zalezna od ekspresji genu sfiA. Ponadto szczep uzywany do badan pozba-
wiony jest systemu naprawy przez wycinanie uszkodzet DNA — uvrA oraz ma mutacje
rfa zwiekszajgcg przepuszczalnosé btony komérkowej. Na tej samej zasadzie sg réw-
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niez oparte testy umozliwiajgce stwierdzenie alkilacji DNA w pozycji N-3 i O-6, ktéra
indukuje odpowiedz SOS, lecz nie znalazty one wiekszego zastosowania w badaniach
mutagenezy srodowiskowej.

Wedtug danych literaturowych przytoczonych w pracy Jeneka (1998) zgodnosc
SOS-Chromotestu z testem Amesa jest bardzo duza. Na przyktad dla 83 zwigzkéw
zbadanych za pomocg testu Amesa wykazano mutagennos¢ 78% substancji, a testem
SOS — 75%. Uwaza sie, ze SOS-Chromotest, dostepny w zestawach do szybkich badan
mutagennosci, daje mniej fatszywych dodatnich wynikow niz test Amesa.

8.1.3. Test Umu

Na podobnej zasadzie opracowano test Umu z zastosowaniem szczepu Salmo-
nella typhimurium TA 1535/psk10002. Szczep zawiera zwielokrotniony plazmid
psk10001 z genami UmuC, UmuD LacZ i dodatkowe mutacje uvrB i rfa. Test ten opie-
ra sie na indukcji genu UmuC, ktéry w powigzaniu z indukowanymi genami recA, lexA,
UmuD odpowiada za system naprawy SOS. Miernikiem indukcji UmucC jest aktywnos¢
wewnatrzkomérkowej 3-galaktozydazy, poniewaz gen ten jest potaczony w funkcjo-
nalng catos¢ z genem LacZ.

Wykazano przydatnos$¢ testu Umu do wykrywania mutagennego dziatania rézno-
rodnych zwigzkéw. Umozliwit on na przyktad wykrycie mutagennego dziatania NO,,
czego nie udato sie wykazaé testem Amesa z zastosowaniem szczepdw TA 98 i TA 100.
W badaniach test Umu wykazywat aktywnos$¢ mutagenng ztozonych mieszanin podob-
nie jak test Amesa.

8.1.4. Inne testy z uzyciem Salmonella typhimurium

Mutanty Salmonella typhimurium sg stosowane w licznych testach mutagennosci
zwigzkéw chemicznych, ktére nie znalazty tak powszechnego zastosowania jak test
Amesa. Nalezg do nich testy mutacji opornosci na 8-azaguanidyne, postepowej mu-
tacji opornosci na arabinoze i powrotnej mutacji zywieniowej zwigzanej z wykorzy-
stywaniem antranilatu.

8.1.5. Testy z uzyciem Escherichia coli

W testach ze szczepami Escherichia coli WP 2, WP 2uvrA, WP 2(pKM101), WP
2uvrA(pKM101), ktére sg tryptofanozalezne, wykorzystuje sie technike analogiczng
do testu Amesa. Szczepy maja mutacje dodatkowe, jak uvrA zwigzana z uszkodze-
niem systemu naprawy DNA, mutacje rfa zwiekszajaca przepuszczalnosé btony ko-
modrkowej. Do najczesciej stosowanych naleza:
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e testy ze szczepami E. coli CC101 i CC111 z uszkodzonym operonem laktozowym,
umozliwiajgce okreslenie mutacji typu zamiany zasad lub zmiany ramki odczytu,

e testy z wykorzystaniem E. coli B, IC 468, stuzace do wykrywania mutagendéw
o szczegoblnie duzej masie czgsteczkowej, jak np. WWA,

e test indukcji profaga, wskazujacy na indukcje odpowiedzi SOS przez uszkodzenie
represora profaga wewnatrz komérki E. coli, w ktérym miarg jest aktywnos¢ B-gala-
ktozydazy,

e test na wykrywanie peknie¢ nici DNA, ktéry umozliwia ocene wystepowania
wolnych rodnikdw, szczep E. coli ma dwie mutacje w genie dnaC i uvrB i podobnie jak
w innych testach miarg jest aktywnos¢ B-galaktozydazy,

e test na wykrywanie uszkodzenn w wyniku otwarcia pierscienia imidazolowego
puryn, stosowany przede wszystkim do badania mutagennego dziatania promienio-
wania jonizujgcego, lekdw przeciwnowotworowych i niektorych mutagenéw srodowi-
skowych, wykrywanie takiego dziatania jest mozliwe w wyniku obserwacji efektu le-
talnego w stosunku do szczepdw E. coli z prawidtowym i uszkodzonym systemem
naprawy.

Do testow rzadko stosowanych w badaniach prébek srodowiskowych z powodu
matej czutosci zalicza sie testy reperacji DNA. Opierajg sie one na odmiennej wrazli-
wosci komorek bakteryjnych na zdolnos¢ naprawy DNA. Stosuje sie w nich szczepy
Escherichia coli(polA+/polA-), Salmonella typhimurium(uvrB+/uvrB) i Bacillus subti-
lis(recA+/recA-).

8.1.6. Test Mutatox

Test Mutatox (Microbics, UK) jest narzedziem analitycznym uzywanym do wy-
krywania obecnosci czynnikdw genotoksycznych. Test wykorzystuje szczepy bakterii
Vibrio fischeri nieemitujgce Swiatfa. Jezeli wzrost nastepuje w odpowiednim stezeniu
czynnika genotoksycznego, to bakterie po okresie inkubacji 16—24 h zaczynajg emi-
towac Swiatto. Podejrzane o genotoksycznos¢ sg te prébki, w ktérych indukowana
emisja swiatta jest co najmniej dwukrotnie wieksza niz w préobce kontrolnej. Test ten
uzywa sie do oceny genotoksycznosci sktadnikow wody, sciekdw i Sciekdw niebez-
piecznych (Tothill i Turner, 1996; Fllickiger-Isler i in., 2004; Piegorsiek i in., 2000).

8.2. Testy przesiewowe z uzyciem komaorek
i organizmow eukariotycznych

Testy genotoksycznosci wykonuje sie na organizmach eukariotycznych, takich jak
komérki grzybow, organizmy roslinne (glony i rosliny naczyniowe) oraz owady.
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8.2.1. Badania z wykorzystaniem grzybow

W badaniach stosuje sie drozdze z rodzaju Saccharomyces, grzyby plesniowe
Neurospora crassa i Aspergillus nidulans. Umozliwiajg one identyfikacje mutacji punk-
towych w DNA jgdrowym i mitochondrialnym. Bada sie rowniez powstawanie ane-
uploidii chromosomowych i rekombinacje w obrebie genéw i miedzy genami w rezul-
tacie nieprawidtowej mitozy i mejozy. W testach najczesciej uzywa sie drozdzy
nalezacych do gatunku Saccharomyces cerevisiae. Komérki drozdzy sg podobne do
komérek organizméw wyziszych pod wzgledem wewnetrznej struktury. Drozdze s3
wykorzystywane do badania defektéw genetycznych, pozwalajgcych okresli¢, jakiego
rodzaju mutacje powoduje dany zwigzek chemiczny.

Jeden z testoéw jest oparty na obserwacji mutacji genowych indukowanych przez
substancje chemiczne, ktére mogg by¢ poddawane aktywacji metabolicznej i na tej
podstawie wyznacza sie wskaznik mutacji postepowych.

Badania mutacji powrotnych najczesciej wykonuje sie, wykorzystujac haploidalny
szczep XV 185-14C, ktédry ma mutacje nonsensowne, nadajgce im kolor ochry uwa-
runkowany syntezg adeniny. Mutacje te uzewnetrzniajg sie wytworzeniem czerwo-
nych kolonii. W wyniku dziatania mutagendéw nastepuje mutacja powrotna. Wykona-
nie testu polega na wizualnej ocenie biatych lub czesciowo biatych kolonii
powstajacych po ekspozycji na badang substancje na podtozu o matej zawartosci
adeniny. Wsrdd szczepdw Saccharomyces cerevisiae jedynie szczep D; ma powszech-
ne zastosowanie (OECD, 1986a).

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sg rowniez stosowane do wykrywania mutacji
w DNA mitochondrialnym (tzw. oddechowych). Jest to bardzo czuty test. W badaniu
okresla sie zdolnos¢ drozdzy do wykorzystywania rdznych zrodet wegla. Poniewaz
drozdze majg zdolnos¢ do oddychania tlenowego i beztlenowego, test polega na wy-
krywaniu komérek, w ktérych na skutek mutacji organella te utracity aktywnos¢ me-
taboliczng (zdolnos$¢ oddychania tlenowego). Takie mutacje mogg nastgpi¢ przez
delecje fragmentu DNA (mutanty rho”) lub catkowitg utrate DNA, ktérej wynikiem
jest zanik mitochondriéw w komdrce (mutanty rho®). Mutanty mozna tatwo zliczy¢ na
podtozu rdznicujgcym. W zwigzku z tym, jezeli w pozywce jest wegiel organiczny
w postaci, ktéra moze by¢ wykorzystana przez drozdze w procesie fermentacji (np.
glukoza), to inaktywacja lub eliminacja mitochondriéw nie musi prowadzi¢ do $mierci
komérki. O tym, ze badany zwigzek jest mutagenny Swiadczy czesto$¢ powstawania
mutacji, ktdrg wyznacza stosunek liczby mikrokolonii (o srednicy mniejszej okoto 50
razy od normalnych kolonii) do liczby wszystkich kolonii (Sadowska i in., 2000).

8.2.2. Testy z zastosowaniem glonéw

Wykorzystujgc glony w ocenie aktywnosci mutagennej czynnikéw $rodowisko-
wych, mozna badac¢ zanieczyszczenia wody in situ lub genotoksycznos¢ wodnych roz-
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twordéw zwigzkéw w warunkach laboratoryjnych. Przydatne w takich badaniach sa
miedzy innymi nastepujgce gatunki: Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda,
Euglena gracillis, Selenastrum capricornutum.

Przyktadem testu jest badanie mutacji barwnikowych u Chlorella. Oznaczanie mu-
tagennosci polega w tym wypadku na obliczeniu stosunku liczby kolonii o zmienionej
barwie do liczby wszystkich zywych kolonii (Sadowska i in., 2000).

8.2.3. Rosliny wyzsze w badaniach mutagennosci
i genotoksycznosci

Rosliny wyzsze sg bardzo przydatne do badania mutagennosci i genotoksycznosci
roznych czynnikéw srodowiskowych. Testy z ich udziatem nalezg do szybkich i sto-
sunkowo tanich metod, nie wymagajg tez specjalistycznego wyposazenia. Nie ma
jednak mozliwosci ekstrapolacji wynikéw badan prowadzonych z uzyciem roslin na
organizmy zwierzece, poniewaz réznig sie one zarowno budowa, jak i metabolizmem.
Komorki zwierzece na przyktad w przeciwiedstwie do komdrek roslinnych nie majg
$ciany komédrkowej, czego powodem sg istotne réznice w przenikaniu do ich wnetrza
substancji chemicznych.

W badaniach wykorzystuje sie nastepujgce gatunki: fasole (Vicia faba), cebule
(Allium cepa), kukurydze (Zea mays) i trzykrotke (Tradescantia sp.). Testy z fasolg
polegajg na obserwacji chromosoméw w stadium metafazy w komdrkach wierzchot-
ka wzrostu lub na wykrywaniu aberracji w chromosomach mejotycznych w komor-
kach pgkéw kwiatowych. Test z uzyciem cebuli polega na badaniu zmian w chromo-
somach w fazie mitozy. Badania wykorzystujgce kukurydze majg na celu wykrywanie
mutacji genowych w locus wosku w ziarnach pytku kwiatowego, skutkujgcych zmiang
fenotypu.

Popularne sg réwniez testy TRAD-MCN oraz TRAD-SHM z uzyciem trzykrotki (Tra-
descantia). Mikrojadrowy test TRAD-MCN jest zalecany do wykrywania czynnikéw
mutagennych w powietrzu. Wykorzystuje sie w nim klon Tradescantia 4430. Gtdwng
zaletg tego klonu jest jego niezdolno$¢ do rozmnazania ptciowego, wiec w wypadku
braku zmian mutacyjnych zapewniona jest jednorodnos¢ roslin z pokolenia na poko-
lenie i z eksperymentu na eksperyment. W przypadku monitoringu in situ sadzonki
roslin z mtodymi kwiatostanami sg eksponowane na dziatanie badanego zanieczysz-
czenia powietrza lub zawieszane w zanieczyszczonej wodzie na 3—-24 godzin. Po za-
konczeniu ekspozycji przygotowuje sie preparaty mikroskopowe z paczkéw kwiato-
wych, ktére sg nastepnie analizowane za pomocy zautomatyzowanego systemu do
analizy obrazu. Polega to na liczeniu mikrojgder powstatych wskutek uszkodzenia
chromosomoéw pod wptywem czynnikdw genotoksycznych. Test ten jest opisywany
jako proste i wydajne badanie kroétkoterminowe, dajace porédwnywalne wyniki
w niezaleznych laboratoriach (Tothill i Turner, 1996). Trad-MCN zostat obecnie za-
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adaptowany do badania sciekéw i wody do picia. Test TRAD-SHM jest natomiast uzy-
wany do oceny mutagennosci zwigzkdw chemicznych i promieniowania, jak rowniez
do monitorowania zanieczyszczed powietrza atmosferycznego. Polega on na obser-
wacji somatycznych mutacji genowych w komérkach wtoskéw precikéw w kwiatach
trzykrotki pod wptywem czynnikéw toksycznych (fizycznych i chemicznych) wystepu-
jacych w Srodowisku. Mutagennos¢ jest oceniana na podstawie czestosci wystepo-
wania somatycznych mutacji genowych (Sadowska i in., 2000).

8.2.4. Testy z muszkg owocowgq Drosophila melanogaster

Testy z muszkg owocowa Drosophila melanogaster stanowig uzupetnienie testéw
bakteryjnych. Stuzg tez do ich weryfikacji. W testach wykorzystuje sie zaréwno ko-
morki ptciowe, jak i somatyczne. Muszki owocowe w przeciwienstwie do bakterii do
metabolizowania substancji chemicznych nie wymagajg obecnosci frakcji S-9. Obec-
no$¢ enzymow o dziataniu zblizonym do ludzkich pozwala z duzym prawdopodobien-
stwem przenosi¢ wyniki uzyskane w badaniach z muszkami na ludzi (Sadowska i in.,
2000). W testach z wykorzystaniem Drosophila melanogaster mozna wykry¢ aberra-
cje chromosomowe, rekombinacje i mutacje genowe.

Test na obecnos¢ recesywnych mutacji letalnych SLRL (ang. sex-linked recessive
lethals) opiera sie na indukcji zmian genetycznych w duzej czesci genomu. Procedura
umozliwia wykrycie mutacji zaréwno punktowych, jak i matych delecji w liniach ko-
morek rozrodczych owaddéw, w tym mutacji postepowych i mutacji w okoto 800 /oci
na chromosomie X, co stanowi okoto 80% wszystkich loci na chromosomie X. W przy-
blizeniu 1/5 catego genomu haploidalnego to chromosom X. Mutacje w chromosomie
X u muszki D. melanogaster wyrazajg sie fenotypowo usamcéw ze zmutowanym
genem. Jesli mutacja jest letalna, a organizmy sg homozygotami, to o jej wystepowa-
niu swiadczy brak jednej z dwdch klas potomnych samcéw, zwykle wydawanych
przez heterozygotyczne samice. Test SLRL opiera sie na wykrywaniu obecnosci spe-
cjalnych markeréw i zmienionych chromosoméw (OECD, 1984b).

Test SMART (ang. somatic mutation and recombination test) umozliwia badanie
mutacji somatycznych i rekombinacji na muszkach owocowych Drosophila melanoga-
ster. Badania polegajg na obserwacji komoérek, z ktérych wyrasta po kilka wtoskéw
(mutacja mwh) i takich, z ktérych wyrasta pojedynczy zdeformowany wtosek (muta-
cja flr). Zaletg testu SMART jest to, ze mimo niewielkiego kosztu (test nie wymaga
specjalistycznego sprzetu), poréwnywalnego do kosztu testow bakteryjnych, umozli-
wia ocene dziatania mutagennego substancji za pomocg organizmow eukariotycz-
nych, wadg — stosunkowo duza ilos¢ badanej prébki potrzebna do badan oraz poda-
wanie jej larwom drogg pokarmowg, nienaturalng dla zanieczyszczen atmosfery.
Analiza mikroskopowa zdeformowanych wtoskéw jest bardzo praco- i czasochtonna.
Z tych powoddw test ten jest niezbyt rozpowszechniony (Bubak, 2001).
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8.2.5. Test wykrywajacy mutacje genowe
w komadrkach ssakéw in vitro

Metoda wykrywania mutacji genowych w komadrkach ssakdéw in vitro jest stoso-
wana jako test przesiewowy w celu wyrdznienia potencjalnych mutagendw i kance-
rogenow dla ssakéw przez wykrycie réznych zaburzen genetycznych. Wiele substancji
dajacych w tym tescie wynik pozytywny to substancje wywotujgce raka u ssakow,
jednak nie ma petnej zgodnosci miedzy wynikami otrzymanymi w tym tescie a rako-
twédrczoscig. Odpowiednie linie komdrek obejmujg komodrki chtoniakowe myszy
L5178Y, linie komodrek swinki morskiej CHO, CHO-AS52 i V59 oraz ludzkie komérki
limfoblastyczne (OECD, 1997a). W tescie wymagana jest aktywacja metaboliczna.

8.3. Badania cytogenetyczne

W ocenie mutagenezy sSrodowiskowej duze znaczenie majg testy cytogenetyczne,
poniewaz zwigzki chemiczne oddziatujgce na DNA powodujg rozne anomalie chromo-
somowe (Segner i Lenz, 1993). Do czutych i czesto stosowanych metod nalezg testy:
wymiany chromatyd siostrzanych (SCE), wykrywania aberracji chromosomoéw (CA)
oraz test mikrojgdrowy. Testy te wykonywane sg bezposrednio na zwierzetach (ssa-
kach) lub na réznych typach izolowanych i hodowanych komarek, takich jak szpiku
kostnego, nabtonkowych, ptciowych, limfocytach krwi obwodowej, fibroblastach
i liniach komérkowych CHO, V79 < L5178Y.

8.3.1. Test aberracji chromosomowych

Test aberracji chromosomowych stuzy do wykrywania zwigzkéw klastogennych
powodujacych tatwo dajgce sie zaobserwowad w stadium metafazy, ztamania chromo-
soméw, translokacje, delecje, powstawanie fragmentéw acentrycznych oraz chromo-
somoéw policentrycznych. Test aberracji chromosomowych w hodowanych komadrkach
jest uzywany od wielu lat i okazat sie czutym narzedziem do wykrywania czynnikéw
genotoksycznych. Badanie ma charakter testu przesiewowego wykrywajgcego poten-
cjalne mutageny i kancerogeny dla ssakow. Wiele substancji wywotujgcych aberracje
w tym tescie jest kancerogenami dla ssakéw, jednak nie ma $cistej zgodnosci miedzy
otrzymanymi wynikami a dziataniem kancerogennym (OECD, 1997b).

Uszkodzenia sg obserwowane pod mikroskopem w chromosomach komérek
w metafazie mitotycznej. Badania prowadzi sie na hodowlach komérkowych jajnika
chomika chinskiego lub ludzkich limfocytéw zaréwno bez, jak i z aktywacjg metabo-
liczng. Zaleznie od fazy, w ktérej znajduje sie komdrka, mutacje w chromosomach
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wystepujg jako aberracje chromosomowe (gdy wystgpig podczas fazy G1 lub S) lub
jako aberracje chromatydowe (gdy mutacje wystgpig podczas fazy G2). Aberracje
chromosomowe obejmujg obie chromatydy siostrzane w identycznych loci. Aberracje
chromatydowe sg zmianami w pojedynczych chromatydach lub peknieciami i po-
nownymi pofgczeniami chromatyd réznych chromosomdéw. Aberracje liczbowe to
zmiany liczby chromosoméw komorki prowadzace do aneuploidii lub poliploidii (Rao
iin., 2004).

Test aberracji chromosomowych w komadrkach szpiku kostnego ssakéw (OECD
1997b) i test wykrywajacy aberracje chromosomowe spermatogoniéw ssakéw nalezg
do metod standardowych (OECD 1997c). Jest to metoda bardzo pracochtonna, coraz
czesciej bywa zastepowana przez inne techniki badania cytogenetycznosci.

8.3.2. Test wymiany chromatyd siostrzanych

Wymiana chromatyd siostrzanych pozwala okresli¢, czy badany zwigzek powodu-
je zmiany w strukturze chromosomoéw polegajgce na przemieszczaniu sie homolo-
gicznych odcinkéw DNA. Wymiany chromatyd siostrzanych nastepujg w miejscach
rozpoczecia replikacji lub w poblizu tych miejsc. Metodg tg wykrywa sie zatem zwigz-
ki tworzgce wigzania kowalencyjne z DNA i zaktdcajgce proces replikacji. W poréwna-
niu z metodg aberracji chromosomowych jest ona stosunkowo tatwa, szybka i czuta
oraz umiarkowana pod wzgledem kosztéow, wymaga jednak bardzo duzej precyzji
i starannosci w wykonaniu oraz prawidtowej analizy mikroskopowej (OECD, 1986b).

8.3.3. Test mikrojgdrowy

Test mikrojgdrowy jest metodg stosowang do wykrywania peknie¢ chromoso-
mow i uszkodzen wrzeciona podziatowego. Mikrojadra tworzg sie z acentrycznych
chromatyd lub fragmentéw chromosomoéw albo tez z catych chromosoméw. Zmiany
te pojawiajg sie pod wptywem réznorodnych zwigzkdéw chemicznych i czynnikéw
fizycznych. Po telofazie fragmenty te moga nie zosta¢ wtaczone do jader komadrek
potomnych i uformujg w cytoplazmie pojedyncze lub wielokrotne mikrojgdra. Test
zostat opracowany w celu wykrywania klastogendw i aneugenéw. W tescie bada sie
pod mikroskopem preparaty cytologiczne erytrocytéow otrzymanych ze szpiku kost-
nego lub sledziony myszy, chomikdéw, szczuréw itp. Opracowano réwniez test mikro-
jadrowy z uzyciem hodowli komadrkowych (Kirsch-Volders i Feneck, 2001; Majer i in.,
2002; Feneck i in., 2003). Test ten, popularny w skriningu mutagendw, jest tatwiejszy
do oceny ilosSciowej niz test na aberracje chromosomowe, trwa krécej, a do badan
potrzebne sg stosunkowo mate ilosci badanych substancji. Hodowle komdrkowe jaj-
nikow chomika chinskiego (CHO) sg eksponowane na badane substancje w obecnosci
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i bez systemu aktywacji metabolicznej. Mikrojadra liczy sie pod mikroskopem (Rao
iin., 2004).

Test moze by¢ wykonywany in vivo i in vitro. W tym drugim przypadku musi by¢
symulowana aktywacja metaboliczna i detoksykacja badanych substancji przez doda-
nie enzyméw mikrosomalnych. Test mikrojgdrowy jest systematycznie modyfikowany
i udoskonalany. W Polsce, w formie in vivo w szpiku myszy, obowigzuje réwnoczes$nie
z testem Amesa w procedurze wprowadzania do uzytkowania nowych zwigzkéw
chemicznych. Wydaje sie wiec, ze powinien on znalez¢ zastosowanie w monitoringu
mutagenéw Srodowiskowych.

Oprdécz wymienionych testow istnieje wiele metod badania efektu cytogenetycz-
nego wywotywanego przez zwigzki chemiczne, jednak znajdujg one mniejsze zasto-
sowanie w ocenie narazenia zdrowia na czynniki mutagenne pochodzace ze sSrodowi-
ska. Nalezg do nich testy na hodowlach komérek in vitro wykrywajace czestosc
mutacji, takie jak test niepolarnej syntezy DNA, alkalicznej elucji DNA, test na wykry-
wanie adduktéw w DNA. Testy te nie sg jednak zbyt powszechnie stosowane, a po-
niewaz jest zbyt mato danych eksperymentalnych, nie mogg stuzy¢ jako wiarygodne
zrodto danych iloSciowych do okreslania ryzyka wywotywania nowotwordw przez
zwigzki chemiczne (Czeczot, Rhadon-Staron, 1997).

8.3.4. Test kometkowy

Test kometkowy jest stosowany do badania genotoksycznosci substancji przemy-
stowych, biocyddw, substancji agrochemicznych i farmaceutycznych. Test ten wykry-
wa pekniecia DNA, jego fragmenty bowiem poddane elektroforezie beda sie prze-
mieszczac na zewnatrz jadra, formujgc ogon przypominajgcy komete. Zasieg migracji
fragmentéw DNA jest wskaznikiem jego uszkodzenia, ktéry mozna okresli¢ liczbowo.
Test mozna zastosowac do kazdego typu komorek i wszystkich gatunkéw organi-
zmow.

Test kometkowy jest szybki, fatwy do wykonania i wymaga matej ilosci badanej
substancji. Zaletg w pordwnaniu z innymi metodami badan genotoksycznosci jest
mozliwo$¢ prowadzenia go na szybko dzielgcych sie komodrkach (szpiku kostnego)
i/lub to, ze moze by¢ celowany tylko do jednej tkanki (nieplanowana synteza DNA
w komoérkach watroby) (Rao i in., 2004; Lah i in., 2005; Lah, 2004).

8.3.5. Nieplanowana (reperacyjna) synteza DNA

Test nieplanowanej syntezy DNA (ang. unscheduled DNA synthesis, UDS) polega
na wykryciu syntezy reperacyjnej indukowanej przez czynniki chemiczne i fizyczne
usunietej czedci fragmentu DNA zawierajgcej uszkodzony fragment. Wycinek odtwa-
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rzany jest przez enzym syntetyzujgcy DNA. Wielkos¢ syntezy reperacyjnej jest pro-
porcjonalna do wielkosci nieprawidtowego fragmentu DNA. Uszkodzona nié¢ musi by¢
naprawiona, zanim rozpocznie sie kolejny cykl replikacji i/lub transkrypcji. Test opiera
sie na wigczeniu znaczonej trytem tymidyny (3H-TdR) do DNA komérek ssakow, ktére
nie sg w fazie S cyklu komdérkowego. Pobdér znaczonej tymidyny moze by¢ okreslony
na przyktad dzieki audiografii. Komérki ssakdw w hodowli eksponuje sie na dziatanie
badanego czynnika zaréwno bez jak i z aktywacjg metaboliczng. Test UDS moze by¢
réwniez wykonywany w systemie in vivo (OECD, 1997d).

Istnieje jeszcze duza grupa testéw na organizmach zwierzecych, np. do wykrywa-
nia dominujgcych mutacji letalnych, do wykrywania krypt aberracyjnych w jelicie
grubym myszy i szczuréw, test plemnikowy oraz transgeniczne modele zwierzece do
wykrywania mutacji in vivo.

8.3.6. Szybkie, komercyjne testy do oceny cytotoksycznosci

Obecnie dostepne s3g szybkie testy ptytkowe jedno- i wieloparametrowe stuzgce
do oceny cytotoksycznosci farmaceutykéw, kosmetykow i prébek srodowiskowych.
W testach tych obserwowane sg uszkodzenia komodrek, prowadzace do ich $mierci
w rezultacie oddziatywania substancji szkodliwych. Obszerny zestaw takich testow
oferuje m.in. szwajcarska firma XENOMETRIX (tabela 15).

Tabela 15. Testy przesiewowe do oceny cytotoksycznosci

Symbol testu Zastosowanie Ocena parametréw Czas
IN CYTOTOX biologicznych
1 2 3 4
PAC o.bllczenle metabolizmu 1Cso . 2 h20 min
lizosomalnego aktywnos¢ lizosomalna
obliczenie wspdtczynnika 1Cso
SRB catkowitej catkowita synteza biatek 2 h 10 min
syntezy biatek proliferacja komérek
. . 7 ICSO
| I t . .
NR .Ob |czen|e,p.rz_epuszcza ngsu blony przepuszczalnos¢ btony 3 h 40 min
i aktywnosci lizosomalnej P
aktywnos¢ lizosomalna
CVDE gpllczenlequdrowego DNA IC50. _ , 1h
i liczby komdrek proliferacja komorek
obliczenie metabolizmu Ic
GLU komorkowego 0 45 min
. wskaznik zuzycia glukozy
oraz zuzycia glukozy
. . - ICso
bl tegral bt . > .
LDHe c_) |cz§_~n|e n el,gl'_a nosc,| ony integralnos¢ btony 35 min
i przezywalnosci komérek . L ,
zywotnosé komorek




116 Biologiczne metody oceny skazenia srodowiska
cd. tabeli 15
1 2 | 3 4
Testy ztozone
) o . |iCs
sekwencyjny pomiar integralnosci aktywnosé lizosomalna
NR-CVDE i aktywnosci lizosomoéw oraz liczby . 4h 20 min
. jadrowy DNA
komorek i jgdrowego DNA . . .
proliferacja komérek
obliczenie aktywnosci 1Cso
NR-SRB lizosomalnej i wspdtczynnika aktywnos¢ lizosomalna, synteza 4h 20 min
catkowitej syntezy biatek biatek, proliferacja komdrek
obliczenie integralnosci btony, :Eiz ralnogé blon
LDHe-XTT metabolizmu mitochondrialnego & o v 3 h45 min
. o aktywnos¢ taricucha oddechowego
i aktywnosci tancucha oddechowego |. L. .
zywotnosé komdrek
obliczenie wspdtczynnika 1Cso
SRB-CVDE Faf!(?WltEJ syntezy biatek, cafkf)Wnta_syntezzj\ biatek, 3h
ilosci jadrowego DNA, proliferacja komorek,
liczby komdrek jadrowy DNA
obliczenie aktywnosci 1G5
XTT-SRB mlto'chondr!alnej, o aktywn.osc ’rancuche? oddechowego 5 h 20 min
wspotczynnika catkowitej catkowita synteza biatek
syntezy biatek proliferacja komorek
obliczenie aktywnosci 1Cso
XTT-PAC mitochondrialnej aktywnos¢ tancucha oddechowego |5 h 40 min
i lizosomalnej aktywnos¢ lizosomalna
obliczenie aktywnosci 1C5o
mitochondrialnej, cytotoksycznos¢ metaboliczna
-CVDE 4h
XTT-cv ilosci jgdrowego DNA aktywnos¢ taricucha oddechowego
i liczby komérek proliferacja komdrek, jadrowy DNA
obliczenie metabolizmu 1Cso 3h 10 min
XTT-MTT mitochondrialnego aktywnosci cytotoksyczno$é metaboliczna +12h
tancucha oddechowego aktywnos¢ taricucha oddechowego |na MTT
ICso
obliczenie integralnosci btony, integralnosé btony
LDHe-GLU-XTT-PAC |aktywnosci metabolicznej, wskaznik zuzycia glukozy 6 h 50 min
mitochondrialnej i lizosomalnej aktywnos¢ taricucha oddechowego
aktywnos¢ lizosomalna
obliczenie integralnosci btony, !CSO s
. . . integralnos¢ btony
metabolizmu mitochondrialnego, s
PAN: integralnosci i aktywnosci lizosomow, aktywnosc faricucha oddechowego 8 h 30 min
LDHe-XTT-NR-SRB & ) o " | aktywnos¢ lizosomalna
wspotczynnika catkowitej . .
) catkowita synteza biatek
syntezy biatek ) . X
proliferacja komorek
obliczenie integralnosci btony, !CSO »
. . integralnos¢ btony
metabolizmu komérkowego wkaznik zusvia elukoz
LDHe-GLU-XTT-SRB |i mitochondrialnego, L. y & ¥ 6 h 40 min
. . o aktywnos¢ taricucha oddechowego
wspotczynnika catkowitej . .
. catkowita synteza biatek
syntezy biatek ) . X
proliferacja komorek
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8.3.7. Testy mutagenezy na zwierzetach

Rezultaty testow przesiewowych dotyczacych zaréwno mutagenezy, jak i kance-
rogenezy, wskazujgce na takg aktywnosé zwigzkdw chemicznych, wymagajg potwier-
dzenia na zwierzetach. W celu ograniczenia btedéw wynikajacych z ekstrapolacji wy-
nikow na odlegte filogenetyczne organizmy do badani stosuje sie ssaki, najczesciej
myszy, szczury i kroliki. Nalezy tu ponownie podkresli¢, ze takie eksperymenty moga
by¢ prowadzone w osrodkach badawczych odpowiednio przygotowanych i tylko wte-
dy, gdy sg merytorycznie uzasadnione i po uzyskaniu zgody Komisji Etycznej ds. Do-
Swiadczen na Zwierzetach.

Dominujace mutacje letalne u gryzoni

Dominujace mutacje letalne powodujg $mieré embrionu lub ptodu. Indukcja ta-
kich mutacji po ekspozycji na substancje chemiczng wskazuje, ze miata ona wptyw na
tkanke zarodka badanego gatunku. Uwaza sie, ze dominujgce mutacje letalne s3
spowodowane uszkodzeniem chromosomu (anomalie strukturalne i liczbowe).
Smieré¢ embrionu, gdy eksponowane sa samice, moze wynika¢ réwniez z efektéw
toksycznych. Zwierzeta pfci meskiej sg eksponowane na substancje chemiczne, a na-
stepnie krzyzowane z nieeksponowanymi samicami. Badania mozna prowadzi¢ na
roznych stadiach zarodkowych. Wzrost liczby poronien w przeliczeniu na samice
w badanej grupie w poréwnaniu z grupg kontrolng odzwierciedla utrate zygoty po
zagniezdzeniu w endometrium. Utraty przed zagniezdzeniem mogg by¢ oszacowane
na podstawie liczenia ciatek z6ftych lub przez poréwnanie catkowitej liczby zarodkéw
na jedng samice w grupie eksponowanej i kontrolnej. Catkowita liczba dominujgcych
efektow letalnych to suma strat przed i po zagniezdzeniu zygot (OECD, 1984c).

Test plamkowy u myszy

Test plamkowy wykonuje sie in vivo u myszy. Rozwijajace sie embriony sg ekspo-
nowane na dziatanie badanej substancji. Komoérki docelowe w embrionach to mela-
noblasty, a docelowe geny sg odpowiedzialne za kontrole ubarwienia futra. Poniewaz
kolor siersci jest cechg wynikajgcg z ekspresji kilku alleli, wiec mutacja ktéregokol-
wiek z nich przejawia sie tym, ze embriony bedg heterozygotyczne ze wzgledu na
kolor futra. Mutacja w allelu lub utrata allelu dominujgcego takiego genu w melano-
blastach skutkuje ekspresjg recesywnego fenotypu w komadrkach potomnych, co jest
widoczne w postaci plamek futra innego koloru. Okresla sie liczbe organizmdéw po-
tomnych z takimi plamkami i poréwnuje czesto$é ich wystepowania z czestoscia
u potomstwa otrzymanego z embriondw grupy kontrolnej. Test plamkowy u myszy
wykrywa zatem mutacje somatyczne w komarkach ptodu (OECD, 1986c).
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Dziedziczne translokacje u myszy

Test wykrywa strukturalne i ilosciowe zmiany chromosoméw w komdrkach za-
rodkowych ssakdéw. Typy zmian w chromosomach mozliwe do wykrycia to transloka-
cje i, jezeli potomstwo jest zenskie, utrata chromosomu X. Osobniki, u ktérych zaszty
translokacje to samice XO chrakteryzujgce sie obnizong ptodnoscia, a to z kolei jest
wykorzystywane do wyboru potomstwa F1 do analiz cytogenetycznych. Catkowita
bezptodnosé jest spowodowana przez konkretne typy translokacji (autosom-X i ct).
Translokacje obserwuje sie w komdrkach mejotycznych w diakinezie metafazy pierw-
szego podziatu mejotycznego osobnikéw meskich lub samcéw F1 albo potomstwa
meskiego samic pokolenia F1. Samice XO sg identyfikowane przez obecnos$é jedynie
39 chromosomoéw w mitozie komarek szpiku kostnego (OECD, 1986d).

8.4. Badanie rakotworczosci

Metody standardowe dotyczace rakotwdrczosci zostaty opracowane miedzy in-
nymi przez OECD. S3 to obserwacje dziatania rakotwodrczego i obserwacje toksyczno-
$ci przewlektej oraz rakotwodrczosci na zwierzetach testowych. W pierwszym z testéw
badang substancje podaje sie zwykle przez siedem dni w tygodniu kilku grupom zwie-
rzat doswiadczalnych, jedng dawke na grupe, przez diuzszg czesé¢ ich zycia. Codzien-
nie, podczas i po narazeniu na badang substancje, zwierzeta poddawane sg obserwa-
cji w celu wykrycia objawdw toksycznosci, a zwtaszcza rozwoju nowotwordéw (OECD,
1981).

Celem drugiego badania jest okreslenie przewlektego i rakotwérczego dziatania
substancji na ssaki w warunkach przedtuzonej ekspozycji. Podczas badania dziatania
kancerogennego oprdcz oceny wystepowania zmian nowotworowych obserwuje sie
rowniez efekt uogdlnionego dziatania toksycznego.

8.5. Znormalizowane testy w ocenie mutagennosci
i rakotworczosci

Sposrad wielu istniejgcych metod badania mutagennosci i rakotwdrczosci czynni-
koéw fizycznych i chemicznych znormalizowane zostaty testy o najwyzszych walorach
aplikacyjnych (tabela 16).
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Tabela 16. Zestawienie testow najczesciej uzywanych do badania mutagennosci i genotoksycznosci

Nazwa testu Literatura Metody
standardowe

Test rewersji mutacji u bakterii EPA, 1980 EPA 330/9-80-002,
(Test Amesa)* OECD, 1997e OECD 471
Aberracje chromosomowe u ssakow in vitro OECD, 1997b OECD 473
Test mikrojadrowy na erytrocytach ssakow* OECD, 1997f OECD 474
Abe.zrraqe chromoson?owe w komorkach OECD, 1997g OECD 475
szpiku kostnego ssakéw*
Test mutacji genowych u ssakéw in vitro* OECD, 1997a OECD 476
Test SLRI'_ u muszki owocowej OECD, 1984b OECD 477
Drosophila melanogaster*
Dominujace mutacje letalne u gryzoni* OECD, 1984c OECD 478
Wymlana chrotnatyd smstrzanych OECD, 1986b OECD 479
in vitro w komdrkach ssakéw*
Test na mutacje genowg u drozdzy OECD, 19862 OECD 480
Saccharomyces cerevesiae*
Badar.ne. rekombinacji mltotyczn.y.ch OECD, 1986 OECD 481
u drozdzy Saccharomyces cerevisiae*
Aberracje chromosomowe w spermatogoniach ssakéw* | OECD, 1997c OECD 483
Test plamkowy u myszy* OECD, 1986¢ OECD 484
Dziedziczne translokacje u myszy* OECD, 1986d OECD 485
Nleplanowanaj sy.nte.za DNA w komérkach OECD, 1997d OECD 486
watroby ssakéw in vivo
Test UMU ISO, 2000b ISO 13829:2000
Test kometkowy ASTM, 2002 ASTM E2186-02a

*Metody wykorzystane w Zataczniku do Rozporzadzenia Ministra Srodowiska w sprawie warun-
kéw, w jakich uznaje sie, ze odpady wymienione na lisScie odpadéw niebezpiecznych nie majg witasci-
wosci lub sktadnikéw powodujacych, ze odpady te sg niebezpieczne, a takze co do sposobu spetnienia

tych warunkéw.

8.6. Zestawy testow do oceny

potencjalnej mutagennosci i rakotworczosci

zanieczyszczen Srodowiska

Wsrdd stosowanych testow zaden sposréd wielu dostepnych nie stanowi idealnej
metody oceny mutagennosci i genotoksycznosci. Nie odznaczajg sie one bowiem
wystarczajgcg doktadnoscig i powtarzalnoscia. Istnieje wszakze coraz wiecej dowo-
déw, ze odpowiednia kombinacja procedur badawczych, opierajgcych sie na réznych




120 Biologiczne metody oceny skazenia srodowiska

efektach korncowych, umozliwi wykrycie wiekszosci potencjalnych mutagenéw. Ze-
staw testow polecany przez OECD (1993) sktada sie z 2—5 testow, w tym testu bakte-
ryjnego na mutagennosc¢ z Salmonella typhimurium (np. test Amesa), a takze jednego
z testdw do oceny indukgcji strukturalnych aberracji chromosomowych, np. testu mi-
krojadrowego na komadrkach szpiku kostnego gryzoni. Wedtug Rao i in. (2004) powin-
no sie wybra¢ po jednym tescie z kazdej kategorii podanej w tabeli 17.

Tabela 17. Testy i mierzalne efekty koncowe

Proces mutagenny Efekty koncowe Test
Zmiany przedmutacyjne | interakcja substancji z DNA | addukty DNA
Uszkodzenie DNA uszkodzenie i naprawa DNA | test kometkowy
Trwate mutacje genowe | mutacje genowe test Amesa,

test rewersji mutacji E. coli WP2
zaleznej od tryptofanu,

badania genetyczne in vivo
Zaktécenia struktury DNA | aberracje chromosomowe, | test na aberracje chromosomowe
pekniecie nici DNA test mikrojadrowy

Etap I. Ocena mutagennosci wody do picia

Szczep S. typhimtrium TA 98 TA100

“Wariant z frakcja S-9 bez frakcji $-9 z frakcja S-9 bez frakeji S-9
Aktywnosé
mutagenna + _ ¥ _ + - + -
wody [AM] I\
Zakres \
wskaznika B >2 <« >2 < >2 < >2 <«
mutagennosci
[Al 1

Etap Il. Ocena genotoksycznosci wody do picia

Kazdy wynik dodatni potwierdza sie na modelu eukariotycznym
w wariancie jak podczas oceny mutagennosci

Test wymiany chromatyd siostrzanych SCE na kom. V-7
lub aberracje chromosomowe na liniach CHL/IU

Prébka genotoksyczna podobnie jak w przypadku AM

Etap lll. Ocena cytotoksycznos$ci wody do picia

Kazdy wynik dodatni oraz kazdy ujemny, gdy 1 > AM
Zastosowanie dwdch linii komérek

1929 — komérki mysie z podskérnej tkanki ttuszczowej
i A549 — komorki ludzkie raka ptuc

Prébka toksyczna, gdy w wyniku testu 50% komérek jest martwych

Rys. 21. Schemat skriningu oceny aktywnosci mutagennej wody do picia
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Zaproponowano algorytmy oceny potencjalnej mutagennosci genotoksycznosci
zanieczyszczen wody i powietrza. Za wzgledng miare efektu mutagennego przyjeto
wskaznik AM, bedacy stosunkiem liczby rewertantéw indukowanych przez ekstrakt
prébki do liczby rewertantéw spontanicznych.

Na podstawie dostepnej literatury oraz badan autorki podjeto prébe sformutowania
algorytmu badan skriningowych gwarantujacych rzetelng informacje o aktywnosci biolo-
gicznej sktadnikéw zawartych w uzdatnionej wodzie do picia w aspekcie jej potencjalnych
wtasciwosci mutagennych i cytotoksycznych (Traczewska, 2002) (rys. 21).

1. Jezeli AM > 2 dla TA98 (+S-9mix), TA 100 (+S-9mix) dowodzi obecnosci w wo-
dzie zwigzkdéw o charakterze promutagendw, w tym wielopierscieniowych weglowo-
doréw aromatycznych.

2. Jezeli AM = 2 dla TA98 (—S-9mix), TA 100 (-S-9mix), to najprawdopodobniej za
efekt mutagenny badanej wody odpowiedzialne sg nielotne produkty uboczne proce-
su dezynfekcji.

3. Jezeli AM = 2 dla TA98 (+S-9mix), TA 100 (+ S-9mix) i TA98 (— S-9mix), TA 100
(— S-9mix), to woda zawiera zanieczyszczenia o charakterze promutagendw i mutage-
now.

4. Rezultaty testow oceny genotoksycznosci odczytuje sie analogicznie jak p. 1-3.

5. Efekt cytotoksyczny z rezultatow ujemnych (AM < 2) dowodzi obecnosci w wo-
dzie substancji toksycznych niebedgcych rezultatem oddziatywania badanych zanie-
czyszczen na materiat genetyczny komorek.

6. Kazdy wynik dodatni testow dotyczacy oceny aktywnosci mutagennej, geno-
toksycznej i cytotoksycznej Swiadczy o potencjalnym zagrozeniu zdrowia konsumen-
téw wody.

Badania prowadzone wedtug tego schematu dajg wstepng informacje dotyczaca
jakosci zdrowotnej wody do picia. Mogg one jednak stanowié¢ podstawe, popartg
danymi z monitoringu fizyczno-chemicznego, do podejmowania dziatan naprawczych,
majacych na celu uzyskanie akceptowane]j spotecznie jakosci wody do picia. W przy-
padku panstw cztonkowskich Unii Europejskiej o czynnosciach takich konsumenci
powinni by¢ informowani.

Propozycje systemu monitorowania zanieczyszczen pytowych powietrza atmosfe-
rycznego w sezonie zimowym i letnim opracowano w Pracowni Mutagenezy Srodowi-
skowej Instytutu Pracy i Zdrowia Srodowiskowego w Sosnowcu (Bubak, 2001)
(rys. 22, 23).

Na podstawie danych literaturowych sformutowano zatozenia teoretyczne, ktére
w przyblizonym zakresie umozliwiajg zidentyfikowanie substancji odpowiedzialnych
za efekt mutagenny na przyktadzie badan prébek pytowych zanieczyszczen powietrza
prowadzonych przy pomocy szczepu TA98 i jego pochodnych YG:

e Wieksze wartosci AM po zastosowaniu aktywacji metabolicznej w poréwnaniu
z wariantem bez mieszaniny S-9 sugerujg wystepowanie w probach powietrza zwigz-
kéw mutagennych typu wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych.
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e Wieksze wartosci AM dla szczepédw YG1021, YG1024 i YG1041 niz dla TA98
w wariancie bez aktywacji metabolicznej przemawiajg za obecnoscig nitroarendw.

e O wystepowaniu w ekstraktach nitroarenéw swiadczg réwniez duzo mniejsze
odpowiedzi ze strony szczepdw YG1021, YG1024 i YG1041 po zastosowaniu S-9.

e Zwiekszenie wartosci AM dla szczepu YG1021+S-9 moze wskazywaé na obec-
nos$¢ nitroarendw, ktére wymagajg zastosowania aktywacji metabolicznej, np. 6-nitro-
benzo(a)pirenu.

e Wieksze wartosci AM dla szczepow YG1024 i YG1041 po dodaniu S-9
w poréwnaniu z wartosciami AM dla szczepu TA98+S-9 Swiadczg o obecnosci amin
aromatycznych i hydroksyloamin.

e Potwierdzenie obecnosci amin aromatycznych i hydroksyloamin dajg rowniez
wieksze wartosci AM dla szczepow YG1024 i YG1041 w wariancie z mieszaning S-9
w poréwnaniu do wariantu bez mieszaniny.



9. Biomonitoring elementow
srodowiska naturalnego

Podstawowym zadaniem ekotoksykologii jest rozwdj i zastosowanie metod umozli-
wiajacych poznanie losow zwigzkéw zanieczyszczajgcych srodowisko i skutkdw, jakie
wywotujg w biocenozie (Fent, 2004). Cel ten jest realizowany przez doskonalenie metod
biomonitoringu. Biomonitoring opiera sie na wzajemnym oddziatywaniu elementéw
biotycznych i abiotycznych ekosystemu (Burton, 1986). Ze wzgledu na odmiennos¢ sro-
dowiska wodnego i glebowego oraz role, jakg odgrywa transport zanieczyszczen w po-
wietrzu atmosferycznym, biomonitoring powietrza, wody i gleby postuguje sie réznymi
metodami kontroli przez organizmy wskaznikowe i monitorowe (Lam i Gray, 2003; Juvo-
nen i in., 2003; Swiercz, 2004). Znajomo$¢ wymagan zyciowych i fizjologii grzybéw, roélin
i zwierzat, a takze granic ich tolerancji na rézne czynniki srodowiskowe pozwala wykorzy-
stywac je jako bioindykatory zanieczyszczen (Jaskowska, 2008).

Biologiczna ocena jakosci Srodowiska ma kilka waznych zalet w poréwnaniu z me-
todami chemicznymi. W biomonitoringu na podstawie ilosciowych i jako$ciowych
danych dotyczacych organizméw wskaznikowych otrzymuje sie informacje na temat
stanu uktadu ekologicznego oraz okresla sie parametry biotyczne i abiotyczne jego
komponentéw, w tym substancji i oddziatywan antropogenicznych. Wystepowanie
danego organizmu (populacji) w ekosystemie lub ograniczenie tej obecnosci wynika
ze zmian zachodzacych w srodowisku w czasie i przestrzeni. Reakcja organizmow jest
wypadkowa wptywu mieszaniny zanieczyszczen i zmieniajgcych sie warunkéw w bio-
topie. W wyniku zmian biologicznej jakosci srodowiska mozna zaobserwowaé poste-
pujacy jego degradacje, wczesne efekty nadmiernej eksploatacji zasobdw biologicz-
nych itp. (Szoszkiewicz, 2003).

organizmy 3 dane
zywe okresowe
dane dane

chemiczne chwilowe

Rys. 24. Rdznica miedzy monitoringiem technicznym a biologicznym
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Monitoring chemiczny dostarcza informacji o jakosci srodowiska pod wzgledem
chemicznym i fizycznym w chwili pomiaru. Do oceny stopnia zanieczyszczenia wody,
gleby i powietrza niezbedna jest duza liczba takich pomiaréw. Kompleksowa ocena
jakosci sSrodowiska powinna zatem uwzgledniaé¢ dane zaréwno z biomonitoringu, jak
i monitoringu chemicznego (rys. 24).

9.1. Biomonitoring zanieczyszczen
powietrza atmosferycznego

Gtéwnymi grupami organizmow, z ktdrych korzysta sie w biomonitoringu zanie-
czyszczen powietrza, sg glony, grzyby, porosty, mchy i rosliny wyzsze. Istnieje wiele
danych literaturowych na temat wykorzystania roslin wyzszych (roslin zielnych, krze-
wow idrzew) w badaniu jakosci powietrza. Najczestszg formg bioindykacji jest
stwierdzenie widocznego uszkodzenia morfologicznego, jakie wywotuje zanieczysz-
czenie. Efekty takie sg mato specyficzne dla poszczegdlnych zwigzkdw zanieczyszcza-
jacych, mogg jedynie wskazywaé na réznego rodzaju negatywne oddziatywania na
rosliny. Coraz czesciej w biomonitoringu bada sie takze efekty fizjologiczne, struktu-
ralne i biochemiczne. Wyniki takich badan mogg nie tylko uprzedzi¢ wystgpienie za-
uwazalnych uszkodzen, bedgc wczesnymi wskaznikami, ale takze sg uwazane za bar-
dziej precyzyjne iobiektywne (Taylor i in.,, 2000; Jozwiak, 2005). Najbardziej
odpowiednimi organizmami do monitoringu s3 te, ktére wykazujg specyficzne odpo-
wiedzi na dane zanieczyszczenia. Gatunki wrazliwe bardziej nadajg sie na bioindyka-
tory, gatunki oporne zas na wskazniki akumulujgce (Myurglew i Williams, 2005).

Do zanieczyszczern wykrywanych w biomonitoringu powietrza nalezg metale, sub-
stancje gazowe oraz zanieczyszczenia organiczne. Metale ciezkie to przede wszystkim
otéw, cynk i kadm. Zanieczyszczenia gazowe to gtdwnie tlenki azotu, ditlenek siarki, ozon
i fluor. Substancje organiczne obejmuja dioksyny, wielopierscieniowe weglowodory aro-
matyczne (WWA), zwigzki chloroorganiczne, polichlorowane bifenyle (PCB) ietylen
(CH4). W literaturze mozna znalez¢ stosunkowo mniej danych dotyczacych komplekso-
wego oddziatywania substancji organicznych na ekosystemy w poréwnaniu z danymi
z biomonitoringu metali i gazéw. Badanie zanieczyszczenia srodowiska substancjami or-
ganicznymi ma te zalete, ze stezenia tta mogg by¢ uznane za naturalny poziom ,zerowy”,
poniewaz trwate zwigzki organiczne sg z reguty pochodzenia antropogenicznego.

Monitoring moze by¢ jakosciowy lub ilosciowy, moze wykorzystywac pojedyncze
gatunki wskaznikowe lub zmiany w populacji, biocenozie lub ekosystemie. Wybdr
metody zalezy od celu badan, wielkosci obszaru objetego badaniami, posiadanych
funduszy i pozadanej szczegdtowosci wynikdw. Monitoring moze by¢ podejmowany
na rozng skale: miedzynarodowsq, narodowsg, regionalng lub ograniczong do obszaréw
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zurbanizowanych i przemystowych. Badania narodowe sg przewaznie czescig zaplanowa-
nych na duzg skale badan miedzynarodowych. Monitoring ograniczony do obszaréw
przemystowych i zurbanizowanych zajmuje sie gtéwnie punktowymi zrédtami emisji.

9.1.1. Wskazniki biologiczne zanieczyszczen powietrza

Glony

Zwiekszenie obrostow epifitycznych glonéw zwykle idzie w parze ze zmniejsze-
niem ilosci lub zanikiem epifitycznych porostow. Zielenice (Chlorophyta) reagujg pozy-
tywnie na zwiekszong depozycje azotu. W Londynie zanik Desmococcus viridis zostat
uznany za konsekwencje wzrostu poziomu SO,. Hanninen i in. (1993) zaproponowali do-
ktadng, powtarzalng metode, ktéra opiera sie na obrébce obrazéw cyfrowych w celu
oceny zageszczenia chlorofilu powtoki glonéw.

Zielenice byty stosowane w Narodowym Programie Monitoringu Srodowiska
w Szwecji. Badania polegaty na okreslaniu obfitosci i kolonizacji gtéwnie Pleurococcus
vulgaris, rosngcego na igtach swierka zwyczajnego (Picea abies), w odniesieniu do
wielkosci depozycji atmosferycznej siarki i azotu.

Wykorzystanie grzybéw w biomonitoringu

Uwaza sie, ze mikoryza jest odpowiedzig na efekty depozycji atmosferycznej na
terenach lesnych, a zwtaszcza ektomikoryza moze by¢ pierwszg linig obrony biolo-
gicznej u drzew. Fellner i PeSkova (1995) proponujg dwie metody bioindykacyjne
wykorzystujgce grzyby. W jednej okresla sie stosunek ilosci grzybéw mikoryzowych
do ilosci wszystkich grzybédw makroskopowych w badanym obszarze oraz stopien
zubozenia ektomikoryz. Inna metoda polega na badaniu obecnosci i obfitosci Russula
mustelina w gérskich lasach $wierkowych Europy Srodkowe;j.

llos¢ grzybowych endofitéw izolowanych z lisci brzozy w Laponii zmniejszyta sie
znaczgco w odpowiedzi na symulowane kwasne deszcze. Taka wrazliwosé umozliwia
wykorzystanie tych grzybéw jako wskaznikéw zanieczyszczenia powietrza (Mulgrew
i Williams, 2000).

Porosty jako organizmy wskaznikowe

Klasycznym przyktadem biologicznego wskaznika zanieczyszczenia powietrza sg po-
rosty (Conti i in., 2009; Otnyukova, 2007; Ktos, 2009). Porosty sktadajg sie z komponenta
grzybowego i glonowego, ktére zyjg w symbiozie. Grzyb nalezy najczesciej do klasy wor-
kowcéw (Ascomycetes) i tworzy na plesze porostu miniaturowe owocniki. Glon jest zwy-
kle przedstawicielem zielenic wtasciwych, np. z rzedu chlorokokowcéw (Chlorococcales).
Glon i grzyb tworzg organizm o odmiennych wiasciwosciach, tzw. organizm symbiotycz-
ny, ktdry ze wzgledu na cechy anatomiczne i sposéb odzywiania moze zasiedla¢ miejsca
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czesto niedostepne dla innych form Zycia. Porosty nie majg korzeni, wode i substancje
pokarmowe wraz z zanieczyszczeniami powietrza pobierajg catg powierzchnia plechy.
Dzieli sie je na epility (gatunki naskalne), epifity (gatunki nadrzewne), epiksylity (gatunki
zasiedlajgce drewno) oraz taksony epigeniczne (naziemne). Plechy porostéw majg postac
réznokolorowych ziarnistych lub skorupiastych nalotéw, tusek, listkdw badz krzaczkéw
(Wilga, 2002). Plechy porostow majg duzg higroskopijnosé, co sprawia, ze szybko absor-
bujg zanieczyszczenia powietrza. Inng cechg charakteryzujgcg porosty jest wyjgtkowo
duza wrazliwos¢ na zmiany warunkéw siedliskowych, wywotane gtéwnie przez czynniki
antropogeniczne. Wystepowanie lub brak porostéw oraz rozmiary i wyglad plech umoz-
liwiajg okreslenie stopnia skazenia powietrza.

Istnieje kilka metod wykorzystujgcych porosty w bioindykacji Srodowiska jako or-
ganizmy wskaznikowe lub monitorowe. Wedtug Sadowskiej (2000) nalezg do nich
przede wszystkim:

e Metody florystyczne, opierajace sie na zréznicowanej opornosci poszczegdlnych
gatunkdéw na zanieczyszczenia powietrza i wymieraniem niektdrych gatunkow beda-
cym skutkiem zanieczyszczen przemystowych.

e Metody anatomiczno-morfologiczne, polegajgce na wykorzystywaniu wrazliwo-
$ci porostéw na zanieczyszczenie powietrza atmosferycznego. Pobiera sie plechy po-
rostéw z obszaréw stosunkowo mato zanieczyszczonych i przenosi je na tereny objete
wptywem emisji miejskich i przemystowych, do takich badan stosuje sie gatunki, takie
jak Hypogymnia physodes i Parmelia sulcata.

e Metody fizjologiczne, w ktdrych okresla sie zmiany zachodzace w procesach fi-
zjologicznych w plechach porostéw. Porownuje sie zmiany fizjologiczne w plechach
eksponowanych na zanieczyszczenie powietrza na badanym terenie z podobnymi
procesami w plechach porostéw pochodzgcych z terendw uznanych za czyste.

e Metody analityczno-chemiczne, w ktdrych oznacza sie stezenie zwigzkéw tok-
sycznych w plechach porostow.

Porosty rosngce na korze drzew, $cianach i kamieniach reagujg zmianami w od-
powiedzi na zanieczyszczenia gazowe powietrza, a zwtaszcza na ditlenek siarki, flu-
oropochodne, zwigzki azotu i ozon. Sg one wyjgtkowo przydatne w badaniu depozycji
zanieczyszczen w dtugim czasie (Richardson, 1988).

Dane na temat zmian w wystepowaniu i obfitosSci porostow na poziomie gatun-
kow i populacji s3 poddawane analizie w celu wykonania map, identyfikacji stref zu-
bozenia réznorodnosci biologicznej porostéw i wskazan, co do jakosci powietrza. Inne
metody wykorzystujgce porosty dotyczg odpowiedzi fizjologicznych/biochemicznych
na zanieczyszczenie powietrza.

Tworzenie map dystrybucji rozpowszechnionych i wrazliwych porostéw jest dos¢
tanig i prosta metodg monitoringu jakosci powietrza. Metoda ta rozrdznia strefy
z réznym stopniem zanieczyszczenia. Wzory dystrybucji mogg obejmowaé obecnosé
lub brak gatunkdéw jako odpowiedz na zanieczyszczenia, zmniejszenie pokrycia gatun-
kami i rekolonizacje gatunkdw wynikajaca z poprawy jakosci powietrza.
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Obliczenia indekséw czystosci atmosfery (ang. indices of atmospheric purity, 1AP)
okreslajg wptyw Zrédta zanieczyszczen na populacje porostéw. Jest to ilosciowe po-
dejscie fitosocjologiczne, wymagajace zbioru danych, takich jak czesto$é i procent
pokrycia oraz uwzglednienie wiedzy dotyczacej ich tolerancji na substancje toksycz-
ne. Wartosci IAP sie zwiekszajg, gdy zbiorowiska stajg sie bardziej ztozone w miare
oddalania sie od zrédta emisji.

Metody fitofizjologiczne w monitoringu zanieczyszczenia srodowiska badajg ra-
czej cate zespoty organizmdéw niz pojedyncze gatunki wskaznikowe. Zanieczyszczenie
powietrza zaburza strukture biocenozy, co odzwierciedlajg zmiany w jej skfadzie
i pokryciu. W odniesieniu do porostéw Wirth (1988) prezentuje skale wrazliwosci na
zanieczyszczenie powietrza w potudniowych Niemczech (tabela 18), w ktdrej 1 punkt
oznacza matg opornos¢, a 14 — duza.

Tabela 18. Fitosocjologiczna skala do szacowania kwasnych
zanieczyszczen w potudniowych Niemczech (Wirth, 1988)

ptl:l?o'aw Gatunki porostéw

1 Nephrometum laevigati
Lobarietum pulmonariae
Gyalectetum ulmi
Usneetum florido-neglectae

3-4 Ramalinetum fastigiatae
Parmelietum acetabuli z Anaptychia ciliaris
Usneetum filipendulae

56 Physietum adscendentis z Physconia distorta
Physica stellaris Ph. aipolia

6 Bacidia rubella - Aleurodiscus-ass
Leprarietum candelaris

7 Pertusarietum hemisphaericae

Parmelietum caperatae
8 (Flavoparmelia caperata zniszczona, jesli jest obecna)
Pyrenuletum nitidae

9 Opegraphetum vermicelliferae

9-10 Porinetum aeneae

10 Hypogymnia physodes-Parmelia sulcata
11 Chaenothecetum ferrugineae

12 Bullietum punctatae

13 Lecanoretum conizaeoides

14 Pleurococcetum vulgaris

Dodatkowe informacje w monitoringu mozna uzyskaé, obserwujgc morfologiczne
zmiany i stan fizjologiczny tych porostéw.



130 Biologiczne metody oceny skazenia sSrodowiska

Gatunki porostdw sg wybierane do badan pod wzgledem tolerancji na zanieczysz-
czenia powietrza. Wrazliwos$¢ okreslonych gatunkdw moze sie bardzo rézni¢ w zaleznosci
od rodzaju substancji toksycznej i rodzaju podtoza na ktérym rosng. W odpowiedzi na
zanieczyszczenie powietrza gatunki rosngce na podtozach obojetnych przetrwajg dtuzej
niz te, ktoére rosng na kwasnych substratach (Hawksworth i Rose, 1976). Ponadto uwaza
sie, ze Evernia prunastri, Hypogymnia physodes i Lecanora conizaeoides wyraznie prefe-
rujg obrosty na swierku zwyczajnym (Picea abies), nie na sosSnie zwyczajnej (Pinus sylve-
stris), ktéra ma bardziej kwasng kore (Bates i in., 1996).

Z uwagi na cechy morfologiczne i anatomiczne oraz wrazliwos$¢ wykorzystuje sie
porosty miedzy innymi w tak zwanej skali porostowej umozliwiajgcej okreslenie za-
nieczyszczenia powietrza przez SO,. Na podstawie obserwacji sktadu gatunkowego
porostow epifitycznych (nadrzewnych) mozna wyznaczy¢ siedem stref o réinym
stopniu zanieczyszczenia powietrza (Fattynowicz, 1999):

1. Bezwzgledna pustynia bezporostowa. Wystepuje, gdy powietrze jest bardzo ska-
zone (ponad 170 pg SO,/m?). Brak tam porostéw nadrzewnych, nawet skorupiastych, co
najwyzej wystepujg jednokomadrkowe glony tworzace zielone naloty na korze drzew.

2. Wzgledna pustynia bezporostowa. Przy zawartosci 100-170 pg SO,/m? spoty-
kane sg na pniach drzew tylko najbardziej oporne porosty skorupiaste, np. misecznica
proszkowata (Lecanora conizaeoides) oraz liszajec (Lepraria sp.).

3. Wewnetrzna strefa ostabionej wegetacji. Przy stezeniu 10070 ug SO,/m* na
pniach wystepujg porosty listkowate, np. paznokietnik ostrygowy (Hypocenomyce
scalaris), obrost wzniesiony (Physcia adscendens), ztotorost postrzepiony (Xanthoria
candelaria) i Scienny (X. parietina).

4. Srodkowa strefa ostabionej wegetacji. Stezenie 7050 ug SO,/m> — obok form
listkowatych pojawiajg sie formy krzaczkowate, np. pustutka pecherzykowata (Hypo-
gymnia psysodes), tarczownica bruzdkowana (Parmelia sulcata).

5. Zewnetrzna strefa ostabionej wegetacji. Stezenie SO, wynosi tu 50-40 pg
S0,/m?>. Formy listkowate zajmuja znaczne powierzchnie na pniach drzew, obecne sa
tez porosty krzaczkowate. Przyktady gatunkdow: makla tarniowa (Evernia prunastri),
maklik otrebiasty (Pseudevernia furfuracea), odnozyce (Ramalina spp.). Ich plechy s3
zdeformowane i stabo wyksztatcone.

6. Wewnetrzna strefa normalnej wegetacji. Stezenie SO, — 40-30 pug S0,/m’ - po-
rosty porastajg bujnie pnie i gatezie drzew, liczne sg gatunki bardzo wrazliwe na
zwigzki toksyczne. Rosnie tam wiostka brgzowa (Bryoria fuscescens), brodaczka kep-
kowa (Usnea hirta), ptucnik modry (Platismatia glauca) i taksony rosngce w strefie V
o normalnie rozwinietych plechach.

7. Typowa strefa normalnej wegetacji. Przy skazeniu ponizej 30 pug SO,/m?® sktad
gatunkowy jest bogaty, wszystkie plechy sg silnie rozwiniete, okazate. Wystepujg tam
taksony bardzo wrazliwe z rodzajow: witostka (Bryoria sp.), brodaczka (Usnea sp.),
pawezniczka (Nephroma sp.), granicznik (Lobaria sp.); czynnikiem ograniczajgcym
rozwoj porostéw sg tylko naturalne warunki siedliskowe.
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Mchy jako rosliny wskaznikowe zanieczyszczen powietrza

Mchy, ktérych podatnosé na zanieczyszczenia srodowiska jest analogiczna do po-
datnosci porostéw i sg od nich tatwiejsze do identyfikacji, rzadziej stosuje sie w pro-
gramach monitoringu zanieczyszczenia powietrza substancjami gazowymi. Powodem
tego moze by¢ wieksza liczba gatunkéw porostéw (zwtaszcza epifitdw) mozliwych do
wykorzystania w biomonitoringu. Niemniej jednak mchy, podobnie jak porosty,
wskazuje sie jako indykatory odpowiednie do oceny zanieczyszczenia ditlenkiem siar-
ki (SO,) powietrza obszaréw miejskich lub regionalnych. W tabeli 19 zebrano gatunki

mchow epifitycznych wrazliwych na SO,.

Tabela 19. Mchy epifityczne wykazujgce ograniczony wzrost w obecnosci ditlenku siarki
usystematyzowane od najbardziej wrazliwych (Adams i Preston, 1992)

1. Antitrichia curtipendula

12. Radula complanata

23. Orthotrichum affine

2. Orthotrichum sprucei

13. Leucodon sciuroides

24. O. diaphanum

3. 0. schimperi

14. Orthotrichum lyellii

25. Homalothecium sericeum

4. 0. tenellum

15. Cryphaea heteromalla

26. Hypnum mammillatum

5. Ulota crispa var. crispa

16. Frullania dilatata

27. Hypnum cupressiforme var. cupressiforme

6. Orthotrichum striatum

17. Homalia trichomanoides

28. Dicranum scoparium

7. Zygodon conoideus

18. Porella platyphylla

29. Isothecium myosuroide

8. Neckera pumila

19. Isothecium myurum

30. Bryum capillare

9. Tortula papillosa

20. Tortula laevipila

31. Dicranoweisia cirrata

10. Ulota crispa var. norvegica

21. Neckera complanata

32. Lophocolea heterophylla

11. Anomodon viticulosus

22. Zygodon viridissimus

33. Ceratodon purpureus

Rosliny wyisze

Wskaznikami zanieczyszczenia powietrza mogg by¢ tez rosliny wyzsze (Sviridov
i Kosi¢, 2004). Wsréd nagonasiennych szczegdlng wrazliwoscig na kwasne opady cha-
rakteryzuje sie sosna zwyczajna (Pinus silvestris), jodta pospolita (Abies alba) i Swierk
pospolity (Picea abies), na fluor, fluorowoddr i peroksyacetyl azotu (PAN) — sosna
76tta (Pinus ponderosa) i daglezja jedlica zielona (Pseudotsuga menziesci). Dobrym
wskaznikiem zanieczyszczenia powietrza jest rowniez modrzew (Larix sp.). Na pod-
stawie wygladu drzew ustala sie strefy skazenia emisjg przemystowga. Zmiany w wy-
gladzie roslin obserwuje sie u coraz mtodszych okazéw. Do typowych objawéw nalezy
skracanie i czestsze zrzucanie, zétkniecie i bragzowienie igiet, utrata elastycznosci kory
i zmiana jej barwy, skrdcenie i deformacja konarow.

Pierwszym drzewem lisciastym, u ktdrego zaczeto obserwowac wyrazne objawy
chorobowe wynikajgce z zanieczyszczenia powietrza, byt buk zwyczajny (Fagus sylva-
tica). Do typowych objawdw nalezg: zétkniecie i przedwczesne opadanie lisci, zwija-
nie sie lisci wzdtuz nerwu gtdéwnego, kruchosé i tamliwos¢ peddw oraz odpadanie
ptatédw kory. Podobne zmiany pod wptywem zanieczyszczen obserwuje sie u jaworu
(Acer pseudoplatanus), jarzabu pospolitego (Sorbus aucuparia), klonu zwyczajnego
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(Acer platanoides), jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior), bzu czarnego (Sambucus
nigra), debu szyputkowego (Quercus robur). Wrazliwo$¢ na zanieczyszczenia powie-
trza wykazujg rowniez morela zwyczajna (Armeniaca vulgaris), tyton szlachetny (Ni-
cotina tabacum), fasola zwyczajna (Phaseolus vulgaris), gozdziki (Dianthus sp.), frezje
(Orchis sp.), storczyki (Freesia sp.), satata siewna (Lactuca sativa), burak zwyczajny
(Beta vulgaris), ogérki (Cucumis sp.) i pomidory (Solanum lycopersicum). Rosliny te
reagujg na kontakt ze zwigzkami toksycznymi — chlorozg (odbarwienie, zétkniecie
lisci), nekroza (martwica lisci) lub defoliacjg (utrata lisci).

Badania jakosci powietrza na podstawie uszkodzen drzew mogg dotyczy¢ ich czesci,
indywidualnych roslin, skupisk drzew lub catych laséw. Ulistnienie drzew odzwierciedla
zmiany w poziomie zanieczyszczenia w stosunkowo krétkim czasie (dwa lub trzy lata).
W przypadku skupisk drzew natomiast czas ten jest znacznie dtuzszy. Do oceny stopnia
skazenia ekosysteméw lesnych najczesciej wykorzystuje sie drzewa, zwtaszcza iglaste:
sosne, jodte, Swierk. Sg one bardziej wrazliwe na zanieczyszczenia srodowiska niz drzewa
lisciaste, poniewaz igly utrzymujg sie na drzewie kilka lat (Kovacs, 1992c). Sq wiec one
eksponowane na dziatanie szkodliwych substancji dtuzej niz liscie drzew lisciastych zrzu-
cane kazdej jesieni. Wskaznikiem jakosci i ilosci zanieczyszczen terendw lesnych jest
w przypadku drzew wyglad, ksztatt, wielkos¢ i rozmieszczenie lisci oraz stan kory. Defolia-
cja jest wskaznikiem charakteryzujgcym ogdlny stan zdrowia drzewa (rys. 25).

Defoliacja jest podstawowg cechg morfologiczng korony drzewa stuzgcg do oceny
poziomu uszkodzenia drzewa (Jaszczak, 2005). Znajduje ona zastosowanie w monito-
ringu lasu, wielkoobszarowe] inwentaryzacji stanu lasu, wyznaczaniu stref jego
uszkodzenia. Defoliacje definiuje sie jako procentowy ubytek powierzchni asymilacyj-
nej drzewa w odniesieniu do powierzchni drzewa referencyjnego o petnej powierzch-
ni asymilacyjnej dla danego typu morfologicznego korony drzewa. Defoliacje ocenia
sie w odniesieniu do catej korony drzewa z pominieciem dolnych gatezi obumartych
w naturalnym procesie ,czyszczenia”, prowadzgcym do wyksztatcenia pnia.

Ocene stopnia uszkodzen lasu na podstawie obserwacji pokroju catych drzew do-
konuje sie wedtug nastepujacej skali:

e klasa 0 — bez uszkodzen drzew,

e klasa 1 — uszkodzenia drzew stabe,

e klasa 2 — uszkodzenia Srednie,

e klasa 3 — uszkodzenia silne,

e klasa 4 — drzewa martwe.

System monitoringu laséw w Europie funkcjonuje dzieki sieci statych powierzchni
obserwacyjnych (SPO), na ktdorych w czasie inwentaryzacji naziemnych (czesciej)
i nadziemnych (rzadziej) uzyskuje sie réznego rodzaju dane $wiadczace o kondycji
zdrowotnej lasow. Wyniki sg prezentowane w corocznych publikacjach dotyczacych
miedzynarodowego programu kooperacji w ocenie i monitoringu skutkéw skazenia
powietrza ICP Forest (ang. International Co-Operative Programme on Assessment and
Monitoring of Air Pollution Effects on Forests).
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Czynniki ekologiczne

Skutki oddziatywan antropogenicznych

1- wymywanie substancji odzywczych,
2 — czynniki pogodowe:
duze spadki temperatury, susza,
3 — wptyw organizmoéw pasozytniczych:
wiruséw, bakterii, grzybéw, owaddw,
4 — oddziatywanie na srodowisko:
zakwaszenie gleby,
zmiany sktadu chemicznego.

5 — bezposrednie oddziatywanie substancji szkodliwych
przez zakwaszenie gleby, uwolnienie metali,
zwiekszone wymywanie substancji odzywczych,

6 — uszkodzenia strefy witosnikowej korzeni,
uposledzone pobieranie wody i substancji
odzywczych,

7 — bezposrednie uszkodzenie lisci i igiet,
zmiana ich barwy, uszkodzenie paczkow,

8 — bezposrednie uszkodzenie lisci, zniszczenie

epidermy i aparatow szparkowych lisci,
zmniejszenie aktywnosci fotosyntetycznej,
uszkodzenia mechaniczne spowodowane
opadem pytdéw,

9 — Lokalizacja upraw lesnych na glebach stabych
lub na miejscach wyzej potozonych, monokultura

Efekt

10 — zaktdcenie bilansu substancji odzywczych w lisciach, powodujgce zmiany barwy,
przeswietlenie koron drzew, deformacje pni i gatezi, zatrzymanie rozwoju, wilgotny rdzen,
pogorszenie kondycji drzewa, wzrost podatnosci na choroby i pasozyty, $mier¢ drzewa

Rys. 25. Wptyw czynnikdw ekologicznych i antropogenicznych na rosliny wyzsze
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W monitoringu laséw w Polsce wykorzystuje sie program rekomendowany przez
ICP-Forests. System monitoringu opiera sie na sieci statych powierzchni obserwacyj-
nych, zlokalizowanych w drzewostanach sosnowych, swierkowych, jodtowych, debo-
wych, bukowych i brzozowych, liczgcych wiecej niz 20 lat. Rozmieszczenie powierzch-
ni odzwierciedla strukture gatunkowg, wiekowg oraz stan zdrowotny drzewostandw.
taczna liczba powierzchni obserwacyjnych wynosi 1461, z czego 433 powierzchnie sg
rozmieszczone w sieci 16x16 km? i wchodza w sktad europejskiej sieci monitoringu.
Stata powierzchnia obserwacyjna sktada sie z grupy 20 ponumerowanych drzew wy-
branych z pietra drzew dominujgcych. Na powierzchniach tych corocznie, poczgwszy
od roku 1989, ocenia sie stan zdrowotny drzew na podstawie cech morfologicznych
korony, w tym defoliacji i obumierania aparatu asymilacyjnego. Wyniki szacowania
defoliacji i odbarwien odnosi sie do poszczegdlnych gatunkdéw w pieciu klasach:

e 0—0d 0 do 10% — bez defoliacji,

e 1—-o0d 11 do 25% — niewielka defoliacja,

e 2 —od 26 do 60% — srednia defoliacja,

e 3 — powyzej 60% — silna defoliacja,

e 4 — drzewa martwe.

W drzewostanach iglastych przeprowadza sie rdwniez ocene gestosci populacji
owadow, tzw. ,szkodnikéw”, oraz monitoring fitopatologiczny. Rdwnoczes$nie z moni-
toringiem lasu prowadzi sie pomiary zanieczyszczen powietrza (No,, SO,), pH i sktadu
chemicznego opaddw (zawartos¢ Ca, K, Mg, Na, NH,, Cl, NO;, SO,, Al, Mn, Fe), oraz
metali ciezkich (Pb, Cd, Cu, Zn).

Sposrdd zwigzkéw fluoropochodnych najbardziej fitotoksyczny i najlepiej pozna-
ny jest fluorowodor, nieco mniej — fluorek krzemu (SiF,) i fluor (F,). Substancje te
réznig sie od innych gazowych zanieczyszczen powietrza tym, ze z tatwoscia sg kumu-
lowane w tkankach roslin. Do wskaznikéw zanieczyszczenia tymi zwigzkami nalezg
morela zwyczajna (Armenica vulgaris), tulipan (Tulipa sp.), frezja (Fresia refracta) oraz
mieczyk (Gladiolus sp.), ktory jest dobrym indykatorem zanieczyszczenia fluorem.
Poniewaz sg to rosliny uprawne, wiec mozna je tatwo transplantowac¢. W Holandii
i Francji rosliny te stuzg do konstruowania systemow ostrzegania przed fluorem.

Zawartos¢ azotu w roslinach jest traktowana jako do$¢ niepewny bioindykator
narazenia na NO,i NH;, poniewaz azot dos¢ szybko rozprzestrzenia sie w catej rosli-
nie.

Jednak niektdre gatunki roslin hodowlanych, takie jak fasola (Phaseolus sp.), pory
(Allium porrum) i groszek (Pisum sativum) sg bardzo wrazliwe na tlenki azotu. U wielu
gatunkéw w wyniku ekspozycji na NO, nastepuje odbarwienie lisci, a nastepnie ne-
kroza. Na lisciach kapusty (Brassica alba) i szpinaku (Spinacia oleracea) obserwowano
nalot. Z kolei u wielu gatunkéw wasko- i szerokolistnych zanotowano pasma nekro-
tyczne i nekrozy wewnatrzzylne. Rosliny stragczkowe, wraz z wieloma innymi gatun-
kami, majg nekrozy koloru kremowego, podczas gdy u innych gatunkéw sg one kolo-
ru z6ttego, pomaranczowego lub brgzowego. W przypadku drzew iglastych chloroza
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mtodych igiet jest czestym symptomem ekspozycji na NO,. U igiet starszych obserwu-
je sie wypalenie koncéwek. Sosny (Pinus sp.) reagujg bieleniem, a nastepnie czerwo-
nymi badZ bragzowymi obwddkami miedzy nekrozg a zdrowa tkanka igiet. Na lisciach
brzozy (Betula sp.), leszczyny (Corylus sp.) i jabtoni (Pyrus malus) réwniez tworzg sie
nekrozy.

W odpowiedzi na NH; obserwowano zétte odbarwienia lisci, naloty i bielenie. U zbdz
czeste jest zaczerwienienie gérnych powierzchni lisci. U mtodych igiet Swierka (Picea sp.)
wystepujg czerwone lub zétfte przebarwienia. U wielu gatunkéw drzew iglastych igly staja
sie czarne, a starsze wykazujg objawy wypalenia igiet. Na lisciach sykomory (Ficus syco-
morus) tworzg sie z6tte przebarwienia lisci. Inne symptomy wystepujgce u wielu gatun-
kéw to miedzy innymi nekrozy, usychanie i opadanie chorych lisci.

Wptyw ozonu na wegetacje objawia sie natomiast widocznym uszkodzeniem lici,
zmniejszeniem tempa wzrostu i produkcji biomasy, zmianami w jakosci plonéw
i zwiekszong wrazliwoscig na inne abiotyczne czynniki. Najwiecej widocznych symp-
tomdw opisano w literaturze w odniesieniu do gatunkéw zielnych, m.in. tytoniu (Ni-
cotyna tabacum). Typowym objawem sg biate, zéttobrgzowe, szare i brgzowe pasy
nekrotyczne na wierzchniej stronie lisci. Na przyktad fasola (Phaseolus sp.) wykazuje
brazowienie lisci i chloroze, u cebuli (Allium cepa) wystepujg biate plamki i obumiera-
nie koncéwek lisci, u szpinaku (Spinacia oleracea) — szare i biate plamki na lisciach.
U sosny (Pinus sp.) obserwuje sie chlorotyczne plamki, ktére stajg sie rézowe, a na-
stepnie pojawiajg sie pomarafczowo-czerwone nekrozy na koncowkach igiet.
U krzewoéw i drzew lisciastych wystepuje wiele réznych symptomoéw. Wiele gatun-
kow, wtaczajac lipe (Tilia sp.) i jabton (Pyrus malus), reaguje na ozon brazowieniem
lisci, a inne, na przyktad brzoza (Betula sp.) — bieleniem lisci. U lilaka (Syringa sp.)
mozna zaobserwowac zwijanie sie lisci.

Taylor i in. (1990) zauwazyli uszkodzenia i anomalie wzrostu po ekspozycji roslin
na etylen. W przypadku drzew iglastych, typowa odpowiedzig na etylen sg zzétkniete
koncowki igiet. Odnotowano réwniez nekrozy i utrate szyszek. U drzew lisciastych
z reguty wystepuje utrata lisci i kwiatow. U wigzow (UImus sp.) zaobserwowano utra-
te kory. Rézne efekty wystepujg u roslin zielnych, traw i zbdz. Sg to m.in. zwijanie sie
i skrecanie lisci przed ich utratg u lilii (Lilium sp.), tulipandw (Tulipa sp.) i hiacyntéw
(Hyacinthus sp.); chlorozy oraz nekrozy wykryto u réz (Rosa sp.), a u burakow (Beta
vulgaris) i rzodkiewek (Raphanus sativus radicula) liscie wykazywaty czerwone prze-
barwienia. W przypadku kwiatéw obserwowano opéznione lub przedwczesne otwie-
ranie, inhibicje lub przyspieszanie kwitnienia, zamykanie kwiatéw, utrate ptatkéw,
nekrozy, przeksztatcanie sie meskich kwiatéw w zenskie.

Najczesciej obserwowanym objawem ekspozycji na pozostatosci herbicyddw
u grochu (Pisum sativum), fasoli (Phaseolus sp.) i kukurydzy (Zea mays) byty chloro-
tyczne plamki na wierzchniej powierzchni lisci. Do roslin wrazliwych na fotoutleniacze
(PAN) naleza satata siewna (Lactuca sativa), burak zwyczajny (Beta vulgaris) i po-
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krzywa (Utrica urens). W tabeli 20 przedstawiono gatunki roslin wrazliwe na specy-
ficzne zanieczyszczenia powietrza.

Tabela 20. Wrazliwe gatunki i odmiany roslin uzywane w terenowych stacjach pomiarowych
jako wskazniki oceny stanu zanieczyszczenia powietrza (Ernst i van Damme za Sadowska, 2000)

Sktadniki emisji Gatunek, odmiana
mieczyk Gladiolus communis odm. Snow Princess,
Fluorowodor (HF) Preesia x hybrida odm. Royal Blue
tulipan Tulipa gesneriana odm. American Beauty
Siarkowodér (H,S) szpinak zwyczajny Spinacia oleracea

topola osika Populus tremula
ambrozja Ambrosia artemisifolia
Ditlenek siarki (SO,) lucerna siewna Medicago sativa
tubin Lupinus sativus

petunia (Petunia sp.) i in.

komosa Chenopodium amaranticolor
seler Apium graveolens

sonecznik Helianthus annuus
pomidor Solanum lycopersicum,
gwiazdnica pospolita Stellaria media
poziomka Fragraria vesca,

wiechlina Poa annua

pokrzywa Urtica urens

pokrzywa Urtica urens

Tlenki azotu (NOy)

Amoniak (NH;)

Chlorowodér (HCl)

Azotan nadtlenku acetylu (PAN)

Ozon (0;) tyton Nicotiana tabacum odm. Bel W3,
Pyty cementowe rajgras Lolium multiflorum ssp. italicum
i zawierajgce metale ciezkie fasola Phaseolus vulgaris

9.1.2. Organizmy monitorowe
w kontroli zanieczyszczen powietrza

Grzyby jako bioakumulatory

Burton (1986) stwierdzit, ze rzadko wykorzystuje sie grzyby makroskopowe
w monitoringu depozycji atmosferycznej, jednak realizowano kilka programoéw bada-
nia akumulacji metali przez te organizmy. Wedtug Burtona uzycie mikroskopijnych
grzybéw do monitoringu zanieczyszczenia powietrza jest ograniczone z powodu cza-
sochfonnosci i trudnosci metodycznych. W badaniach akumulacji metali ciezkich
przez grzyby najbardziej uzyteczne sa:

e organizmy degradujgce materie organiczng (np. Agaricus arvenis, Lycoperdon
gigantem),

e zyjagce w mikoryzie (np. Amanita rubescens, Boletus edulis) oraz degradujgce
drewno (np. Pleurotus ostreatus, Polyporus betulinus) (Kovacs, 1992a).
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Wiele grzybéw kumuluje w owocnikach metale ciezkie, takie jak kadm, otéw
i rte¢, wykazujac specyficznos$é w stosunku do réznych pierwiastkéw. Nalezy do nich
np. kurzawka otowiana (Bovista plumbea) — Pb, Cd (Hg), pieczarka polna (Agricus
bisporus) — Cd (Pb, Hg), czernidlak pospolity (Coprinus atramentarius) i borowik szla-
chetny (Boletus edulis) — Hg (Cd, Pb). W owocnikach grzybéw dochodzi réwniez do
kumulacji radionuklidéw pochodzacych z depozycji z atmosfery.

Porosty w badaniach akumulacji zanieczyszczen

Porosty (Lichenes) sg efektywnymi wskaznikami depozycji, zwtaszcza metali, wie-
lopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych i zanieczyszczen chloroorganicz-
nych (Calamari i in., 1991). Porosty wolno rosng i szybko asymilujg zanieczyszczenia
trwate, ale uwalniajg je powoli (Ktos, 2009). Stezenia metali w plesze porostu korelo-
waty z ich stezeniami w atmosferze (Pignataiin., 2007).

Metale sg akumulowane w porostach w duzych stezeniach wskutek zatrzymywa-
nia nierozpuszczalnych czastek (Tyler, 1989), proceséw wymiany jonowej (Richard-
son, 1988), adsorpcji i poboru aktywnego (Krdl i in., 1989). Kompleksowe badania
dotyczace tych zagadnien przedstawit w swojej monografii Ktos (2009).

Tabela 21. Gatunki porostéw uzyteczne do indykacji skazenia powietrza
metalami ciezkimi (Mulgrew i Williams, 2000)

Acarospora strigata | C. gonecha L. conizaeoides | Pseudoevernia furfuracea
Alectoria capillaris | C. impexa L. frustulosa Ramalina duriaei
A. nigricans C. mitis L. novomexicana |R. farinacea

A. ochroleuca

C. rangiferina

Letharia vulpina

R. stenospera

A. sarmentosa

C. stellaris

Micarea trissepta

Rhiyoplaca melanopthalma

A. tremonti C. sylvatica Parmelia borrei | Sphaerophorus fragilis
Caloplaca aurantia | C. squamosa P. caperata Stereocaulon evolutum
C. trachyphylla C. uncialis P. chlorochroa S. nanodes

Cetraria cuoullata | Cornicularia aculata P. conspersa S. pascale

C. delisei C. divergens P. fuliginosa Umbilicaria grisea

C. islandica C. muricata P. plittii U. hirsuta

Cladonia alpestris | Dermatocarpon miniatum | P. polydactyla U. mammulata

C. arbuscula Evernia mesomorpha P. rudecta U. polyphylla

C. convoluta E. prunastri P. sulcata U. pustulata

C. chlorophaea Hypogymnia enteromorpha | P. saxatilis U. sporodochroa

C. cristatella H. physodes P. taractica Varrucaria nigrescens

C. deformis

Lasallia papulosa

Peltigera canina

C. furcata

Lecanora alphoplaca

P. rufescens

Forma wystepowania metali bedgcych przedmiotem badan jest wazna w aspek-
cie wyboru gatunkéw (Conti, 2004). Czesto determinuje ona czas, po jakim porost
obumiera, ujawniajg sie skutki uszkodzenia plechy lub nie nastepujg wyrazne uszko-
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dzenia. Do monitoringu depozycji metali zaleca sie porosty krzaczkowate (np. Parme-
lia sp.), poniewaz sg one tatwiejsze do oddzielenia od podtoza w poréwnaniu do po-
rostow listkowatych i skorupiastych. Porosty odpowiednie do bioindykacyjnej ekspo-
zycji na metale ciezkie przedstawiono w tabeli 21. Przez analize zawartosci
pierwiastkdw w prébkach porostéw zebranych w réznej odlegtosci od Zrdédta zanie-
czyszczen mozna okresli¢ typ zanieczyszczenia i wielkos¢ strefy depozycji.

Te same wtasciwosci, dzieki ktérym porosty sg uzytecznymi biomonitorami metali
ciezkich sprawiajg, ze nadajg sie one do monitoringu zanieczyszczenia substancjami
organicznymi. Usnea barbata byta wykorzystywana do badania zanieczyszczenia
przez chlorowane weglowodory w goérach obok Monako. Muir i in. (1993) badali
probki porostu Cladina rangiferina pobierane w okresie trzech lat w Ontario
w Kanadzie.

Kumulacja zanieczyszczen przez mchy

Mchy (Bryophyta) rowniez odgrywajg wazng role w ocenie stopnia skazenia po-
wietrza. Podobnie jak porosty sg one kumulatorami metali ciezkich. Dzieki temu ze
nie majg kutikuli i epidermy, ich listki (odpowiednik morfologiczny lisci) sg dobrze
przepuszczalne dla jondw, ktdre tatwo akumulujg sie. Inng wazng cechg mchoéw jest
duzy zasieg wystepowania wielu gatunkédw w siedliskach naturalnych w rejonach
uprzemystowionych lub miejskich. Te cechy mchéw przyczynity sie do zastosowania
ich w programach monitoringu w celu poznania stopnia skazenia metalami ciezkimi.
W Polsce badania prowadzono z wykorzystaniem pospolitego gatunku Pleurozium
schreberi.

Mchy jako wskazniki zanieczyszczenia metalami ciezkimi na danym obszarze od-
zwierciedlajg gradient stezenia metali. Wykorzystanie mchéw w monitoringu tych
pierwiastkdw jest dobrg metoda z wielu powoddw, poniewaz:

e dystrybucja wielu gatunkdéw jest powszechna i rosng one w réznych siedliskach,

e mchy sg niewielkie i tatwe w uzyciu,

e nie majg kutykuli i systemu korzeniowego i pobierajg substancje odzywcze
wprost z depozycji atmosferycznej,

e majg duzg zdolnos¢ akumulacji, zwtaszcza metali ciezkich,

e zdolno$¢ mchéw do akumulacji pierwiastkdw w bardzo duzych stezeniach uta-
twia analizy chemiczne, ale moze takze utatwi¢ wykrycie pierwiastkdw obecnych
w Srodowisku w dos¢ matych stezeniach.

Wiekszo$¢ metod w monitoringu metali ciezkich wykorzystuje mchy jako bio-
akumulatory, w ktérych po pobraniu prébek analizuje sie laboratoryjnie aktualne
stezenia. Bioindykacja depozycji metali ciezkich za pomocg obserwacji rozmieszczenia
mchow i efektow fizjologicznych jest raczej rzadko spotykana.

Podczas planowania programu biomonitoringu nalezy przede wszystkim zdecy-
dowac, czy bedzie uzyta technika wykorzystujgca gatunki tubylcze czy przeniesione.
Stosowane tez sg techniki mieszane, polegajgce na rownoczesnej obserwacji kumula-
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cji metali np. przez mech Pleurozium schreberi oraz transplantowany Sphagnum falax
metoda moss-bag. Od tego bedzie zaleze¢ rodzaj uzytych gatunkdéw, a w pewnym
stopniu takze metoda analizy chemicznej. W tabeli 22 poréwnano techniki wykorzy-
stujgce gatunki tubylcze i przeniesione.

Tabela 22. Poréwnanie metod wykorzystujgcych gatunki mchow tubylcze i przeniesione (Gailey i Lloyd, 1993)

Gatunki tubylcze Gatunki przeniesione

Wymagany jest rok, by uzyskaé wyniki

Wyniki mozna uzyska¢ w kilka dni - Lo i
obserwacji sezonowej zmiennosci

Wyniki demonstrujg zanieczyszczenie Whyniki ilustrujg zanieczyszczenie

w poprzednich latach tylko w okresie badan

Poziomy akumulacji sa zwykle wyzsze Stezenia zakumulowanych substanc;ji

niz progi wykrywalnosci z powodu moga by¢ niewykrywalne

dituzszego czasu ekspozycji po krotkim czasie ekspozycji

Koszty ponoszone sg w wyniku transportu probek Dodatkowe koszty zwigzane

do laboratorium i analiz chemicznych z transportem roslin na miejsce badan
Mozliwy brak organizmoéw tubylczych Organizmy i ich umiejscowienie jest dowolne

Wielkos$¢ depozycji moze by¢ ustalona

Trudna do oszacowania wielko$¢ depozycji - ; "
dzieki znanemu czasowi ekspozycji

Organizmy moga przejawiac¢ zmiany morfologiczne
lub fizjologiczne spowodowane dtugotrwatg
ekspozycja na zanieczyszczenia majgce wptyw na pobér

Rosliny pochodzg ze stosunkowo
czystego Srodowiska

W biomonitoringu depozycji metali kryteria wyboru gatunkéw obejmujg ich do-
stepnos¢, tolerancje, charakterystyke bioakumulacji i tatwosé poboru prébek (Wol-
terbeek i Bode, 1995). Mchy pozbawione systemu przewodzgcego wode, ktére moga
absorbowac zanieczyszczenia bezposrednio przez cata powierzchnie rosliny, sg bar-
dziej odpowiednie od mchéw majacych taki system i powierzchnie kutykulopodobna.
Najczesciej stosowang grupg mchow jest rodzina Pleurocarpous tworzgca kobierce.

Gestos¢ i rozmieszczenie miejsc poboru préobek zalezg przede wszystkim od ro-
dzaju badan. Projekty zaplanowane na wielkg skale bedg oczywiscie wymagac wiecej
miejsc niz badania punktowych zrédet emisji. Punkty poboru prébek sg czesto lokali-
zowane wzdtuz gradientu stezen. Jezeli planowane sg badania gatunkéw tubylczych,
to liczba i rozmieszczenie miejsc poboru prébek bedzie zalezato od naturalnej ich
dystrybucji. Obecnie prowadzi sie wiele badan nad wptywem organicznych zanie-
czyszczen powietrza na mchy. Wykorzystywane gatunki to miedzy innymi Hypnum
cupressiforme, Hylocomium splendens, Rhacomitrium lanuginosum, Sphagnum sp.

Kumulacja zanieczyszczen przez rosliny wyisze

Rosliny wyzsze sg wykorzystywane jako wskazniki w monitoringu skazenia powie-
trza w rejonach bardzo zanieczyszczonych, gdzie porosty i mchy z powodu skazenia
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czesto nie wystepujg (Jambhulkar i Juwarkar, 2009). Aerozole metali zanieczyszczajg
glebe i rosliny, ktére nie tylko przechwytuja zanieczyszczenia z depozycji atmosfe-
rycznej, ale réwniez akumulujg metale z gleby przez pobér systemem korzeniowym
(Oleszczuk, 2007; Monteiro i in., 2009).

W badaniach bioindykacyjnych zanieczyszczen powietrza, w ktérych miarg jest
obserwacja uszkodzen roslin lub uposledzenia proceséw fizjologicznych (odpo-
wiedz), odpowiednie sg gatunki wrazliwe. Akumulujgce gatunki wskaznikowe sg
natomiast z reguty bardziej tolerancyjne na substancje toksyczne, np. metale (ta-
szewska i in., 2007). Kovacs (1992b) zaleca uzycie roslin ruderalnych jako wskazni-
kéw bioakumulacyjnych z powodu ich zdolnosci do znacznej akumulacji metali bez
widocznych uszkodzen. Rosliny te rdwniez wystepujg powszechnie, co utatwia po-
rownania wynikdw miedzy regionami.

Zaréwno drzewa szpilkowe, jak i lisciaste mogg by¢ uzyte do wykrywania zanie-
czyszczenia powietrza metalami ciezkimi. Ich obecnosé w tkankach lisci drzew igla-
stych, ktére sg zimozielone, jest wskaznikiem dtugotrwatej ekspozycji. Gatunki
drzew lisciastych wrazliwych na zanieczyszczenia to przede wszystkim brzoza biata
(Betula pendula), jesion wyniosty (Fraxinus excelsior), lipa drobnolistna (Tilia corda-
ta), jarzab pospolity (Sorbus aucuparia) i jabton domowa (Malus domestica).
Wskazniki bioakumulacyjne to na przyktad ajlant (Ailanthus glandulosa), wigzowiec
zachodni (Celtis occidentalis), wierzba biata (Salix alba), lipa srebrzysta (Tilia tomen-
tosa), bez czarny (Sambucus nigra), dab szyputkowy (Quercus robur) i buk zwyczaj-
ny (Fagus silvatica). Topola czarna wtoska (Populus nigra sp.) jest zalecana jako
szczegolnie uzyteczny bioindykator metali ciezkich. Poza innymi odpowiednimi ce-
chami, gatunek ten jest genetycznie homogeniczny, tatwy do identyfikacji i bardzo
rozpowszechniony. LiScie rézy pomarszczonej (Rosa rugosa) efektywnie kumulujg
pierwiastki rzadkie (Kovacs, 1992b).

Zdolnos¢ do kumulowania metali ciezkich majg zielne rosliny naczyniowe: zycica
(Lolium), dziurawiec zwyczajny (Hypericum), kukurydza (Zea mays), tyton (Nicotiana
tabacum) i kurzyslad polny (Anagallis arvensis).

Oprdcz oceny stopnia skazenia na podstawie wystepowania gatunkéw wskazni-
kowych rosliny mato wrazliwe na zanieczyszczenia mozna wykorzystywaé do proce-
sOw oczyszczania powietrza atmosferycznego. Okreslone gatunki roslin wyzszych
mogg by¢ stosowane do wychwytywania i zatrzymywania zanieczyszczen powietrza
atmosferycznego. Takie cechy morfologiczne jak pokos, intensywnos$¢ wzrostu lub
zimotrwatos¢ lisci mogg decydowac o zastosowaniu danego gatunku do organizacji
obszaréw ochronnych, tzw. paséw zielonych GB (ang. green belt) wokét obszaréw
przemystowych i zurbanizowanych. Istotna jest rowniez wrazliwos$¢ roslin na zanie-
czyszczenia. Do tego celu zaproponowano indeks tolerancji zanieczyszczen powie-
trza APTI (ang. air pollution tolerance index). Jego wartos¢ moze by¢ obliczona na
podstawie zaleznosci
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A(T+P)+R
10

APT|=

gdzie: A — stezenie kwasu askorbinowego w lisciach (mg/g suchej masy), T — stezenie
chlorofilu (mg/g $wiezej masy), P— pH ekstraktu z lisci, R — wzgledna zawartos$¢ wody (%).

Tabela 23. Wartosci Indeksu oczekiwanej uzytecznosci (Shannigrahi i in., 2004)

Klasa Indeks Ocena uzytecznosci organizmdw roslinnych
API| APTI

0 do 30 nie zaleca sie uprawy

1 31-40 bardzo mata uzytecznosé¢

2 41-50 mata uzytecznosé

3 51-60 umiarkowana uzytecznosé

4 61-70 $rednia uzyteczno$¢

5 71-80 zadowalajaca uzytecznosé

6 81-90 duza uzytecznosé

7 91-100 najwyzsza uzytecznosé

Na podstawie wartosci indeksu APTI mozna przeprowadzi¢ klasyfikacje réznego
typu organizmow roslinnych (drzewa, krzewy) (Agbaire, 2009). Dla odpowiedniego
zakresu wartosci indeksu APTI ustalono rdzne klasy oczekiwanej uzytecznosci API
(ang. anticipated performance index) roslin na obszarach ochronnych (tabela 23).

9.2. Biomonitoring zanieczyszczen wody

Cykl zyciowy autochtonicznych organizmoéw wodnych, takich jak glony, ryby czy
bezkregowce odbywa sie w catosci lub w wiekszej czesci w srodowisku wodnym
i dlatego moga one stuzy¢ jako wskazniki jego jakosci. Ze wzgledu na fluktuacje jako-
$ci wody wykorzystanie poszczegélnych gatunkdw w monitoringu zalezy od indywi-
dualnego czasu generacji. Organizmy charakteryzujace sie krétkim cyklem zyciowym
i duzg reproduktywnosciag mogg by¢ wykorzystywane jako indykatory , wczesnego
zagrozenia” — organizmy wskaznikowe. W ocenie podatnosci zanieczyszczen che-
micznych natomiast do bioakumulacji przydatne sg gatunki dtugo zyjace, tzw. znacz-
niki — organizmy monitorowe (EPA, 1998).

Historia metod oceny jakosci wéd powierzchniowych opartych na biologicznych
wskaznikach zanieczyszczenia siega konca dziewietnastego wieku. Od tamtej pory
opracowano ponad 50 réznych metod. Mozna je podzieli¢ na dwie grupy:

System saprobowy, opierajgcy sie gtéwnie na obecnosci organizmdéw plankto-
nicznych i peryfitonu, opracowany w Europie oraz system skupiajacy sie na makro-
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bezkregowcach pochodzacy ze Standéw Zjednoczonych. Obie grupy jednoczes$nie ewo-
luowaty od metod ilosciowych do jakosciowych. Do potowy lat siedemdziesigtych
wiekszos¢ krajéw europejskich, obecnie i Polska, odeszty od wskaznikéw saprobowo-
$ci i réznorodnosci, koncentrujgc sie na indeksach biotycznych oraz systemach punk-
tacji oraz obserwacjach zmian populacyjnych w wybranych grupach ekologicznych.

Istnieje wiele grup ekologicznych organizmoéw wskaznikowych. Do najwazniej-
szych i najczesciej stosowanych nalezy zaliczy¢:

e plankton,

e peryfiton,

e makrobezkregowce,

e ryby.

Plankton. Plankton to organizmy roslinne i zwierzece unoszace sie w toni wodnej
i posiadajgce pewne mozliwosci poruszania sie. Do fitoplanktonu zwyczajowo s3 zali-
czane bakterie, glony i grzyby. Zooplankton to pierwotniaki, wrotki, jamochtony, lar-
wy bezkregowcdw. Bardzo powszechnie jest stosowany podziat planktonu ze wzgledu
na rozmiary organizmow:

e ultraplankton 0,0005-0,005 mm,
e nanoplankton 0,005-0,006 mm,
e mikroplankton 0,06-0,5 mm,

e mezoplankton, tzw. plankton ,sieciowy” 0,5-1,0 mm,

e makroplankton 1-10 mm.

Peryfiton. Peryfiton to zespét drobnych organizmdéw porastajacych trwate podto-
za. Do tej grupy zalicza sie okrzemki (Diatomae) i wiciowce (Chrysophyta, Eugle-
nophyta) jako przedstawicieli Protista. Z ros$lin (Plantae) w peryfitonie wystepuja
zielenice (Chlorophyta) i krasnorosty (Rhodophyta). Bakterie natomiast sg reprezen-
towane gtéwnie przez sinice (Cyanobacteria). Sktad gatunkowy peryfitonu zmienia sie
sezonowo, co jest zwigzane ze zmieniajgcymi sie warunkami swietlnymi.

Makrobezkregowce. Makrobezkregowce sg to drobne, zyjgce na dnie zbiornikéw
i ciekdw wodnych organizmy wystepujace zardwno w formie dojrzatej, jak i larwalne;j.
Wystepuja na réznego rodzaju podtozach, zaréwno w wodach wolno- i szybko ptyng-
cych, jak i stojgcych. Wielos¢ form makrobezkregowcow wystepujgcych w srodowisku
lotycznym* gwarantuje szerokie spektrum adaptacji i opornosci na zanieczyszczenie
wody. Ich probkowanie jest dosy¢ proste i nie wymaga skomplikowanego sprzetu.

Ryby. Ryby nie wystepujg w rejonach o duzym zanieczyszczeniu substancjami or-
ganicznymi, poniewaz mate stezenie tlenu oraz jony amonowe, siarczynowe i cyjanki
sg dla ryb toksyczne. W odpowiedzi na mate stezenie tlenu stwierdzono u ryb zwiek-

*Srodowisko lotyczne — $rodowisko, w ktérym wystepuje staty przeptyw wody.
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szenie czestotliwosci ruchédw skrzeli, a globalnym zjawiskiem jest ich migracja.
W kilku przypadkach zauwazono wystepowanie ryb wokét miejsc zrzutu Sciekow.
Pojawienie sie ryb byto spowodowane prawdopodobnie obfitoscig pokarmu w posta-
ci robakow i larw owaddéw pochodzacych ze zt6z biologicznych. Ryby jako organizmy
wskaznikowe majg natomiast te wade, ze sg dosy¢ kiopotliwe w prébkowaniu
i z powodu duzej mobilnosci trudne do pobrania w odpowiedniej ilosci.

9.2.1. System saprobowy

Termin saprobia (gr. sapros — gnilny) oznacza zalezno$¢ organizmu od zwigzkéw or-
ganicznych jako Zrédta pozywienia. Saprobowosc jest sumg wszystkich proceséw rozkta-
du materii dostarczajgcych wolnej energii drobnoustrojom. Saprobowos$¢ mozna ocenic
za pomocg dynamiki proceséw biodegradacyjnych.

Do niedawna w ocenie stopnia zanieczyszczenia wod sciekami byt stosowany sys-
tem saprobdw opracowany przez Kolkwitza i Marssona (1908-1910). Zaletg tego
systemu saprobowego byto uwzglednienie szeregu zaleznosci miedzy stopniem za-
nieczyszczenia organicznego wody, liczebnoscig i réznorodnoscig gatunkowg roslin
i zwierzat, a zawartoscia tlenu rozpuszczonego w wodzie i zawartoscig ditlenku we-
gla. Na tej podstawie podzielono wody na trzy klasy — polisaprobowg, mezosaprobo-
w3 i oligosaprobowg (Kolkwitz i Mason, 1908; 1909).

Tabela 24. Klasyfikacja jakosci wody wedtug systemu saprobowego

Strefa Ocena Wiasciwosci pod wzgledem zanieczyszczen organicznych
Katarobowa -1 woda do picia, woda najczystsza
Ksenosaprobowa 0 woda czysta, niezanieczyszczona, strefa biologicznie uboga
. woda czysta, zdrowa biocenoza, niedotknieta silnym zanieczyszcze-
Oligosaprobowa 1 y & v y

niem, strefa wedkowania

Betamezosaprobowa | 2 zanieczyszczenie lekkie i $rednie, strefa zyzna

wyraznie zanieczyszczona, aktywny rozktad zwigzkéw organicznych,

Alfamezosaprobowa |3 strefa umiarkowanej biodegradaciji

silnie zanieczyszczona, degradacja zwigzkéw organicznych,

Polisaprobowa 4 aktywny rozktad bakteryjny

Izosaprobowa 5 aktywny rozktad, degradacja sciekéw, scieki
Metasaprobowa 6 septyczna, rozktad $ciekdw, strefa h,s

Hipersaprobowa 7 silny rozktad, zagniwanie, scieki przemystowe
Ultrasaprobowa 8 strefa abiotyczna poprzedzajaca rozktad, wody martwe

Wody polisaprobowe (o bardzo duzym stezeniu zanieczyszczen) zasiedlajg gtow-
nie bakterie (Sphaerotilus natans, Zooglea ramigera), pierwotniaki (Colpidium sp.,
Metopus sp., Hexotricha sp.), larwy muchdéwek, rureczniki i wrotki. Wody mezosa-
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probowe za$ ($rednia zawartos$¢ substancji zanieczyszczajacych) rozwielitki, eugleny,
orzeski, larwy chruscikow, btotniarki. Wody oligosaprobowe (czyste) zasiedlajg
okrzemki, larwy jetek i widelnic, kietze, wyptawki (Wlazto, 2001).

Dzieki ugruntowanym podstawom system ten obowigzywat przez dziesigtki lat.
Z biegiem czasu ulegat wielu modyfikacjom, ktére polegaty na rozszerzeniu i uscisle-
niu liczby gatunkéw wskaznikowych oraz wprowadzeniu dodatkowo kilku stref, tak ze
ostatecznie wyrézniono 9 klas jakosci wody na podstawie obliczonego indeksu
(wskaznika) saprobowosci (tabela 24).

Indeks (wskaznik) saprobowy prébki wody na danym stanowisku oblicza sie ze
wzoru:

. 2(sh)
2h

gdzie: S — indeks saprobowy stanowiska, s — wartos¢ saprobowosci dla kazdego
z gatunkéw wskaznikowych, h — czestotliwos¢ wystepowania kazdego z gatunkow,
wyznaczona na podstawie procentowego udziatu kazdego gatunku wskaznikowego
w ogélnej liczbie wszystkich organizméw (tabela 25). Dla wiekszosci wod wartos¢ S
waha sie w granicach od 1 do 4.

Tabela 25. Wartosci wskaznika czestotliwosci h

Udziat osobnikéw danego
gatunku w ogdlnej ilosci [%]
<1
1-3
3-10
10-20
20-40
40-100

OIN|VN|W[IN (-

Metody oceny jakosci wody na postawie indeksu saprobowosci nalezaty do najle-
piej dostosowanych do warunkdw lokalnych (Konwacki, 2000), m.in. w Polsce, dzieki
pracom Turoboyskiego (Turoboyski, 1979).

W wielu krajach na tej podstawie opracowano rozmaite modyfikacje, takie jak in-
deks jakosci lub indeks K w Holandii czy BEOL (ang. biologically effective organic load)
w Niemczech oraz piecioklasowy system uwzgledniajacy jedynie organizmy bentoso-
we opracowany przez Zelinka i Marvana.

System saprobowy nie jest jednak pozbawiony wad. Najczesciej podkresla sie, ze:

e Taksonomia jest zbyt kontrowersyjna, zwtaszcza dotyczy to mikroorganizmaow.

e System sugeruje stan wiedzy bardziej zaawansowany niz obecnie istniejgcy — li-
mity tolerancji organizmodw sg bardzo subiektywne.
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e Listy gatunkdéw i wartosci saprobowych nie mozna zastosowac w innych szero-
kosciach geograficznych.

e System nie moze by¢ zastosowany dla zanieczyszczed réinych typdw,
tj. nieorganicznych i organicznych, degradowalnych i niedagradowalnych zanieczysz-
czen toksycznych oraz radioaktywnych.

e Wystepujg trudnosci w analizach poréwnawczych wéd réznych typow, zwtaszcza
lotycznych, np. rzek nizinnych i gérskich.

Odmiang systemu saprobowego s3 skale wskaznikowe, w ktorych w okreslonej
grupie systematycznej zwierzecych organizméw wodnych wybiera sie gatunki charak-
teryzujace sie znang, waska tolerancjg na zanieczyszczenia wody. Organizmami, ktore
znalazty zastosowanie w tej metodzie, sg mieczaki (Mollusca), wazki (Odonata), jetki
(Ephemenoptera), widelnice (Plecoptera), chrusciki (Trichoptera) oraz pijawki (Hirudi-
nea) (Zelinka i Marvan, 1961).

9.2.2. Wykorzystanie makrobezkregowcow
w monitoringu wod

W roku 1977 Hellowell i Reynolds stabelaryzowali cechy wazniejszych grup orga-
nizmow zamieszkujgcych dno zbiornikdw wodnych. Korzysci, jakie ich zdaniem wyni-
kajg z uzycia bentosu jako biologicznego wskaznika sg nastepujgce (Kownacki, 2000):

e Wystepuje w nim wiele form prowadzacych osiadty tryb zycia.

e Istniejg dobre klucze do oznaczania wielu grup organizmodw.

e Organizmy zasiedlajgce dno zbiornikdw sg uzyteczne do okreslania kumulacji
zanieczyszczen, zwtaszcza jesli majg dtugi cykl zyciowy, wskazane jest wtedy prébko-
wanie okresowe.

e llosciowy pobdr préobek jest stosunkowo tatwy. Do potowu i identyfikacji po-
trzebny jest prosty sprzet laboratoryjny.

e Bentos jako cato$¢ wydaje sie czutym wskaznikiem, mozliwe jest zastosowanie
metod numerycznych w opracowywaniu danych (wskazniki réznorodnosci gatunko-
wej).

Wady metod wykorzystujgcych makrobezkregowce sg nastepujace:

e Wiele gatunkow dryfuje (zwtaszcza nocg) w dét cieku i moze by¢ przez to odta-
wiana w miejscach, gdzie nie mogtyby przezyé w normalnych warunkach.

e Chironomidae i Oligochaeta, powszechne w zanieczyszczonych nizinnych $ro-
dowiskach wodnych, sg trudne do identyfikacji.

e Dla kilku grup brakuje odpowiednich kluczy do oznaczania.

e Brak organizmdw niektdérych gatunkéw, np. Trichoptera, moze wynikaé z nor-
malnego przebiegu cyklu zyciowego.
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Wedtug Hynesa (1960) najmniej odpowiednim okresem poboru jest pdzna jesien,
kiedy prawie wszystkie owady sg mate i trudne do znalezienia. Za najlepszy okres do
pofowdw autor uwaza pding zime i wiosne. Ma to uzasadnienie przede wszystkim
w rozktadzie temperatury w ciggu roku. Letnia temperatura nie sprzyja rozpuszczaniu
tlenu w wodzie, z czego wynika przystosowanie sezonowe cyklu zyciowego wiekszosci
owaddw i brak form larwalnych w tym okresie (Rybak, 1971; Sloof, 1983; Pinder i in.,
1987; Mason, 1987).

Jednym z pierwszych opracowanych w Europie byt system tgczacy obfitos¢ wy-
stepowania poszczegdlnych (tatwych do identyfikacji) organizméw bedacych przed-
stawicielami wszystkich pozioméw troficznych ze zdefiniowanymi fizycznymi i che-
micznymi wtasciwosciami wody w celu wyznaczenia saprobowosci (liczba miedzy
1 a 20 oznaczajaca zwigzek wystepowania organizmow z brakiem zanieczyszczenia (1)
do powaznego zanieczyszczenia (20)). Saprobowos¢ jest wiec tgczona z wartosciami
indeksu odniesionymi do wrazliwosci i obfitosci gatunkdw w celu wyznaczenia indek-
su saprobowosci. Indeks ten zostat opracowany na poczatku dwudziestego wieku
i mimo Zze go ulepszano i standaryzowano, jest zbyt czasochtonny i kosztowny
w przypadku czestego wyznaczania.

Wiele uproszczonych wskaznikdw opiera sie na indeksie biotycznym Trent, ktory byt
pierwotnie opracowany w 1964 roku. Podstawowym zatozeniem tej metody byto przyje-
cie, ze pewne gatunki wskaznikowe lepiej niz inne charakteryzujg biocenoze.

Rada Ochrony Srodowiska i Konsumenta przy Komisji Wspdlnoty Europejskie pierw-
sza zajefa sie systemem oceny opartym na indeksach biotycznych i systemach punktaciji.
W roku 1975 w Niemczech, we Wtoszech i w Wielkiej Brytanii odbyty sie liczne seminaria
i rozpoczeto studia nad opracowaniem odpowiednich wzorcéw. Ich celem byto wytonie-
nie jednolitego systemu oceny jakosci wod ptynacych, poniewaz w tym czasie stosowano
ponad 20 réznych metod opartych na makrobezkregowcach, peryfitonie i planktonie.

Krajem, ktory najszybciej wprowadzit postanowienia Komisji Europejskiej byta
Belgia. Poszerzony indeks biotyczny zostat w Belgii zastgpiony Belgijskg metods in-
deksu biotycznego, opartg na opracowanym w latach 60. we Francji Indice Biotique.
Intensywne badania prowadzono rowniez we Wtoszech i Portugalii.

Po czesci jako odpowiedz? na inicjatywe EEC, w roku 1976 w Wielkiej Brytanii po-
wstata Grupa Robocza Monitoringu Biologicznego (The Biological Monitoring Wor-
king Party — BMWP). Celem tej organizacji byta koordynacja dziatart majacych na celu
opracowanie systemu odpowiedniego dla wszystkich rzek w Wielkiej Brytanii. W roku
1978 powstata pierwsza wersja nowego systemu opartego na indeksie biotycznym
Trent oraz punktacji Chandlera. Poprawiono go rok pdzniej i wprowadzono jako etap
probny w Walii, Szkocji, Anglii oraz pilotazowo w Holandii. W ten sposdb powstawaty
rownoczesnie dwa systemy, ktorych lokalne odpowiedniki i modyfikacje byty po-
wszechnie stosowane na catym kontynencie.

Najwazniejsze sposrod indeksdw biotycznych oraz systemdw punktacji pokazano
w kolejnosci chronologicznej na rysunku 26.
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Rys. 26. Chronologia rozwoju indekséw biotycznych i punktacji w Europie

Metody oceny stanu zanieczyszczenia wéd oparte na obserwacjach makrobez-
kregowcdw przydennych sg czesto wykorzystywane zaréwno w badaniach nauko-
wych, jak i w monitoringu elementéw biologicznych wéd powierzchniowych (Ry-
bak, 2010; Chyla, 1998; Cieslik i in., 2000; Tung-Jer i in., 2007).

9.2.3. System réznorodnosci

Wspdtczynniki réznorodnosci sg matematycznym zapisem, ktory korzysta z trzech
parametréw strukturalnych populacji: bogactwa (liczba obecnych gatunkoéw), réw-
nomiernosci (jednolitos¢ rozktadu osobnikéw kazdego gatunku) oraz liczebnosci (cat-
kowita liczba obecnych organizméw). Za pomoca tych parametréw mozna opisac
odpowiedz populacji na zaktdcenia wystepujgce w srodowisku. Zanieczyszczenia or-
ganiczne pochodzace ze zrzutdw z oczyszczalni sciekdw powodujg zmniejszenie rdz-
norodnosci (eliminacje wrazliwych gatunkdow), zwiekszenie liczby organizmoéw tole-
rancyjnych oraz zmniejszenie rOwnomiernosci.

W przypadku zanieczyszczenia niedegradowanego, toksycznego lub zakwaszaja-
cego zmniejsza sie réznorodnosé i liczebnosé organizmow. Jest to wynikiem ustgpie-
nia wrazliwych gatunkéw stanowigcych pozywienie dla innych, opornych na dany
rodzaj zanieczyszczenia.
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Do oceny réznorodnosci najczesciej stosuje sie rownanie Shannona—Wienera,
dwa pozostate — Simpson i Margalefa — przedstawiono dla poréwnania:
e rownanie Shannona—-Wienera:

- N, N,
d= —Zﬁlogz W,

e rownanie Simpsona

a:l—Nl(N’_l)’
N(N —-1)

e rownanie Margalefa

gdzie: d= réznorodnos¢, N — ogdlna liczba osobnikdw wszystkich gatunkéw, N; — licz-
ba osobnikéw i-tego gatunku, S —liczba gatunkoéw.

Im wieksza wartos¢ d, tym wieksza jest réznorodnosé oraz tym bardziej czyste
Srodowisko. Stosowanie wspdtczynnikdw réznorodnosci ma wiele zalet, poniewaz:

e S3 one Scidle ilosciowe, bezwymiarowe oraz nadajg sie do statystycznej analizy.

e Wiekszos¢ jest stosunkowo niezalezna od wielkosci prébki.

e W przeciwienstwie do systemu saprobowego nie ma odnosnikéw co do toleran-
¢cji indywidualnych osobnikdw.

Mimo zalet, wskazniki ré