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vs ANALIZY CHEMICZNE

Analiza chemiczna nie pozwala na wykrycie wszystkich substancji
dziatajgcych szkodliwie na organizmy zywe oraz tych, ktore
wystepujgcych w minimalnych stezeniach.

Metody analityczne charakteryzujgce sie niskg granicg oznaczalnosci
rzedu pg/l czy ng/l sg bardzo kosztowne.

Niektore substancje chemiczne mogq reagowac ze sobg, dajac
w wyniku substancje bardziej lub mniej toksyczne od substratow.

Czynniki fizyczne takie, jak np.: pH, temperatura, promieniowanie itp.
moga wptywac na toksycznosc¢ mieszaniny substancji chemicznych.




Bioindykacja (analiza wptywu zanieczyszczen na materiat biologiczny):
bioczujniki (bakterie, wirusy, przeciwciata itp. stanowig aktywng
czesc czujnika),
biotesty z zastosowaniem odpowiednich organizmow testowych.

Biomonitoring (obserwacje w srodowisku):
obserwacja zmian flory i fauny w badanych obszarze (indeks
sparobowy, indeks biotyczny),
organizmy monitorowe petnigce role:
wskaznikow wrazliwosci (ryby, maize),
wskaznikdw kumulacji (glony, skorupiaki, rosliny
wyzsze, ryby).
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Organizmy stosowane do biotestow:
* muszg bycC wrazliwe na szerokie spektrum toksyn,
» dostepne przez caty rok,
e latwe do utrzymana w laboratorium,
e Niezmienne genetycznie,
e wolne od chorob i pasozytow.

Tylko nieliczne zyskaty akceptacje miedzynarodowg
(normy ISO lub PN).

Stosuje sie baterie testow organizmow z réznych poziomow
troficznych).

COoOnisA



Testy laboratoryjne
- sztuczne wprowadzenie substancji szkodliwych,
- badania probek rzeczywistych (woda, gleba, osady).

Testy prowadzone in situ — wykorzystujg populacje organizmow zyjgcych
w naturalnych warunkach.

Testy statyczne - badane probki nie podlegajg wymianie.

Testy potstatyczne — wymiana badanej probki w okreslonych odstepach
czasu.

Testy dynamiczne - staty przeptyw czyli badania in situ w tzw. mezosytemach.

Testy letalne — $miertelno$¢ organizmow.

Testy fizjologiczne — zmiany fizjologiczne i morfolog_czn
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Toksyczno s€ ostra — szkodliwe zmiany zachodzgce w organizmach testowych
obserwowane po krotkim czasie ekspozycji gtownie 24h do 96 h, powodujgce
najczesciej Smierc.

Toksyczno s€ chroniczna - szkodliwe zmiany zachodzgace w organizmach testowych

obserwowane po diuzszym czasie ekspozycji jako zaburzenia
w funkcjonowaniu uktadu pokarmowego, rozrodczego lub innych narzadow.

MIARY TOKSYCZNOSCI

LC, (ang. Lethal Concentration) — stezenie wywotujgce smierC¢ okreslonej liczby
organizmow w populacji (wyrazone w %) w okreslonych warunkach, np. LCg,

EC, (ang. Effect Concentration) — stezenie efektywne powodujgce powstawanie
okreslonych zmian fizjologicznych w organizmach testowych np. unieruchomienie
(wyrazone w %), np. EC.,, EC,,

TU (ang. Toxic Unit) — jednostka toksycznosci obliczana w oparciu o L(E)C wedtug
wzoru TU=1/L(E)C;,



WYKORZYSTANIE BIOTESTOW

Ocena toksyczno sci

wod powierzchniowych i gruntowych,

wody oczyszczonej,
sciekow,
osadow sciekowych,

odciekow.
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- BAKTERIE
e« ROSLINY
« ZWIERZETA

| Bakterie - Vibrio fischeri

Rzesa drobna ( emna minor)




Naturalnym srodowiskiem zycia bakterii
Vibrio fischeri sg oceany i morza.

Posiada naturalne wiasciwosci do emitowanie
swiatta czyli BIOLUMINESCENCJE.

W tescie dokonuje sie pomiaru luminescencj
przed 1 po inkubacji zawiesiny bakteryjne
z badang probka po 15 i 30 min.

Miara toksycznosci
EC.,— stezenie efektywne, powodujgc redukcje 50% emisji Swiatta przez

bakterie.
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TEST Pseudokirchneriella subcapitata

Mikroalga Pseudokirchneriella subcapitata
(syn. Selenastrum capricornutum,
Raphidocelis subcapitata) to sktadnik
fitoplanktonu.

W tescie ocenia sie tempo wzrostu mikroalg
przez pomiar gestosci optycznej
po 24,481 72 h.

Miara toksycznosci

EC.,— stezenie efektywne, powodujace 50% obnizenie przyrostu biomasy
lub liczby komoérek
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- szeroko rozpowszechniony skorupiak, zyjgcy w wodach
stodkich. Stanowi wazny skitadnik planktonu stodkowodnego bedac
pokarmem ryb i innych zwierzat wodnych.

W tescie ocenia sie immobilizacj e (unieruchomienie)
lub smiertelno s¢ rozwielitek po 24 lub 48 h

Miary toksycznosci

EC.,— stezenie efektywne, powodujgce
unieruchomienie 50% badanych organizmow

LC., — stezenie Smiertelne, powodujgce smier¢ 50%
badanych organizmow
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Danio reiro to stodkowodna ryba z rodziny karpiowatych. Popularna
w hodowlach akwariowych.

Test jest prowadzony na wczesnych stadiach rozwojowych:
- stadium zarodka (embrion),
- stadium larwalne (larwa).

Miara toksycznosci

2-dniowe embriony Danio reiro

Ocena przezywalno sci badanych organizmow.

EMBRIONY | LARWY RYB WYKAZUJA HIBA
NIZ OSOBNIKIDOROSLE G &HIE




Lemna minor jedna z najmniejszych na swiecie roslin naczyniowych.
W Polsce jest rosling pospolitg, wystepujgca na powierzchni zbiornikdw
wodnych.

Test bada zahamowanie wzrostu czyli  liczby roslin, liczby | powierzchni

frondy, liczby i dtugosci korzeni, suchej lub sSwiezej biomasy oraz zawartosci
chlorofilu rzesy drobnej w okresie 5 lub 7 dni.

Miara toksycznosci

EC.,— stezenie efektywne, powodujace 50% zahamowanie w/w parametrow




to ryba z rodziny fososiowatych. Zyje w czystych,
dobrze natlenionych i zimnych jeziorach oraz zbiornikach zaporowych.

Test pozwala wykry¢ obecno s¢ estrogenow w probkach wody lub sciekow
poprzez pomiar ilosci produkowanej witelogeniny.

Prowadzony jest na komarkach w atrobowych (hepatocytach) pochodzacych
od meskich osobnikow.
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Komorki watrobowe

Komorki watrobowe

,////é Endogenne
~ estrogeny

v

WITELOGENINA

Produkcja zo6ittka
w oocytach ryb

‘/////g Egzoogenne
~estrogeny

v

WITELOGENINA
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Aktywno s¢ enzymatyczna O-deetylazy etoksyrezorufiny ( )
w hepatocytach ryb pozwalana na ocene aktywnosci cytochromu P450.

Enzymy kodowane przez cytochrom P450 biorg udziat
w procesach biotransformacji i detoksyfikacji substancji toksycznych.

Spadek aktywno sci EROD w komorkach  watrobowych jest
wska znikiem cytotoksyczno s$ci danej proby.

- polichlorowane bifenyle (PCB)

- wielopierscieniowe weglodowory
aromatyczne (WWA)

- dioksyny
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Krotkoterminowy test bakteryjny , stuzy do okreSlenia wihasciwosci
mutagennych (zwigzkéw, mieszanin, ekstraktow) z wykorzystaniem specjalnie
skonstruowanych mutantach szczepu Salmonella Typhimurium LT2.

Zmutowane szczepy sg pozbawione zdolnosci do syntezy aminokwasu
(histydyna), ktorg posiadajg szczepy hiezmutowane.

Pod wplywem czynnika mutagennego bakterie ulegajg mutacji powrotnej,
ktora przywraca im pierwotng zdolnos¢ do syntezy aminokwasu i umozliwia
wzrost na podtozu bez tego zwigzku.

Zastosowanie egzogennych enzymow watrobowych (wariant z aktywacjq
metaboliczng tj. S9) pozwala ekstrapolacje wynikdw na organizmy ssakow.

Poczatkowo zalecano stosowanie pieciu szczepow: TA1535, TA1537,
TA1538, TA98 i TA 100.
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Copytight © The McGraw-Hill Companiss,

required for reproduction or display.

Culture of Saimonella bacteria,
histidine ()

{a) Control Plate (b) Test Plate
Minimal medium Minimal medium
with no histidine with test chemical

Incubation (12 h)
Any colonies that form have
reverse-mutated to his(*)

his(*} colonies arising from his(*) colonies induced
spontaneous back-mutation by the chemical
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Obiekty bada n

Scieki z trzech oczyszczalni komunalnych (6 poboréw).
Scieki z jednej oczyszczalni przemystowej (6 poboréw).
Wody burzowe (2 pobory).

Odcieki ze sktadowiska (2 pobory)

Wykonane biotesty

PN-EN ISO 11348:2008 Oznaczanie inhibicyjnego dziatania
probek wody na emisje swiatta przez Vibrio fischeri

PN-EN ISO 8692:2008 Test hamowania wzrostu glonow
stodkowodnych z wykorzystaniem jednokomorkowych zielenic

PN-EN ISO 6341:2002 Okreslanie ograniczania ruchliwosci
Daphnia magna Straus (Cladocera: Crustacea)

ISO 16240:2005 Determination of the genotoxicity of water
and waste water — Salmonella/miocrosome test (Ames test).
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System klasyfikacji toksyczno

scl sciekéw

TU Toksyczno s¢ Symbol
<0,4 Klasa | Brak ostrej —
toksycznosci N
0,4 < TU < 1 Klasa Mata ostra
11 toksycznosé
1 < TU < 10 Klasa Ostra toksycznoSé
111
10 < TU < 100 Klasa IV Wysoka ostra
toksycznosé
TU > 100 KlasaVV | Bardzo wysoka ostra

toksycznosé
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Obliczanie istotho sci wyniku

Kazdej wartosci TU otrzymaj dla danego testu nadaje sie wartosc liczbowg
WP (waga toksycznosci) rownag;
0 — dla prébek nietoksycznych
1-dla0,4<TU<1
2—-dlal<TU<10
3—-dlal1l0<TU <100
4 —dlaTU >100
Obliczono wage czyli istotnos¢ wyniku w klasie (IW)
WAGA = 2WP /n
>WP — suma wartosci WP wszystkich zastosowanych testow
n — liczba zastosowanych testow
Obliczono istotnos¢ wyniku w klasie w uktadzie procentowym (%IW)
% WAGA = WAGA /WP . *100

max
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Toksyczno s¢ sciekow w MWWTP1

Waga toksyczno sci
Miesigc Klasa | IW |%IW | S.Typhimurium
V.fischeri | D.magna | P.subcapitata
06.2009 |  Q 0 0 | 0| O +
07.2009 | 2 0 0 m | 2 | 32 -
09.2009 0 1 0 [ 1 | 34 -
11.2009 0 1 0 I 1 34 -
01.2010 0 0 0 | 0 0 -
04.2010 0 0 0 | 0 0 -
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Toksyczno s¢ sciekow w MWWTP2

Waga toksyczno sci
Miesigc Klasa | IW | %IW | S.Typhimurium
V.fischeri | D.magna | P.subcapitata
06.2009 |  Q 0 0 | 0| O +
07.2009 0 0 0 | 0 0 -
09.2009 0 1 0 1 1 | 34 -
11.2009 0 1 0 1 1 | 34 -
01.2010 0 0 0 | 0 0 -
04.2010 | Q 1 0 1 1 | 34 -
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Toksyczno s¢ sciekow w MWWTP3

Waga toksyczno sci

Miesigc Vit | nrere | e heeniog Klasa | IW |%IW | S.Typhimurium
06.2009 0 0 0 I 0) 0 -
07.2009 0 0 0 I 0|0 ++
09.2009 |  Q 1 0 1 1 | 34 -
11.2009 0 1 0 1 1 | 34 -
01.2010 0 0 0 | 01l 0o _
04.2010 0 0 0 I 0) 0 -
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Toksyczno s¢ sciekow w IWWTP1

Waga toksyczno sci

Miesigc Klasa | IW | %IW | S.Typhimurium
V. fischer | D.magna | P.subcapitata
06.2009 0) 0 0 | 0 0 -
07.2009 0 0 0 I 0) o) -
09.2009 0 2 0 I 2 33,5 -
11.2009 0 2 0 1l 2 | 33,5 -
01.2010 0 1 0 1 1 | 34 -
04.2010 0 2 0 I 2 33,5 -
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Toksyczno s¢ wod burzowych

Waga toksyczno Sci
Miesiac V. fischer D.magna P.subcapitata Klasa IW %IW | S.Typhimurium
12.2009 0 3 vV 56 -
10.2010 0 0 1] 33,5 -

Toksyczno s$¢ odciekow

Waga toksyczno sci
Miesiac V. fischer D.magna P.subcapitata Klasa W | %IW | S.Typhimurium
12.2009 2 3 2 vV 78 -
10.2010 2 3 3 IV 89 -
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Obiekty bada n
« Scieki z dwoch oczyszczalni komunalnych (1 pobor).

Wykonane biotesty

e 1S0O 12890:1999 Determination of toxicity to embryos and larvae of
freshwater fish

« PN-EN ISO 20079:2006 Oznaczanie toksycznego wptywu
sktadnikow wodnych i sciekdw na rzese wodng (Lemna minor) -
Test hamowania wzrostu rzesy wodnej

* Indukcja witelogeniny w hepatocytach Salmo truta m. lacustris

 Badanie aktywnosci EROD w hepatocytach Salmo truta m.
lacustris
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Test embriotoksyczno sci Danio reiro

25

Liczba zywych miodych organizmow

20t

10+

+ Kontrola
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Sciek MWWTP2
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Scieki surowe
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11 12 13 14
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Test embriotoksyczno sci Danio reiro
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Scieki rozcie Aczone (50%)

o S
»
»
»
>
»
>
»
>
>
>
»
>

Liczba zywych mtodych osobnikéw
[
o

+ Kontrola
St Sciek MWWTP2
»  Sciek MWWTP3
0

COHIBA



Obiekt % zahamowania % zahamowania
(liczba frondow) (powierzchnia fronéw)

Czas obserwacji | 5Sdni 7 dni 5 dni 7 dni
MWWTP2 -1,7 1,8 -6,8 -14,4
MWWTP3 0,7 3,9 1,3 -3,2

CONIbA




Stezenie witelogeniny (pg/mL)

800

700 ¢

600 ¢

500 ¢

400 |

300 ¢

200 ¢

100 t

B Estradiol (Do $wiadczenie nr 1)
[ Estradiol (Do $wiadczenie nr 2)
B vwWwTP2

Bl vwwTP3

0.0 6.3

12.5 25.0 50.0

Stezenie estradiolu (ug/mL) Stezenie sciekdw (%)
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Aktywnosé EROD (pmol/mg biatka/min)

3,5

30+

-

B MWWTP2
B MWWTP3

0.0 6.3 12.5 25.0

Stezenie sciekow (%)

50.0




Scieki z badanych oczyszczalni komunalnych byly nietoksyczne lub stabo
toksyczne w odniesieniu do wybranych organizmow testowych. Wihasciwosci
mutagenne zaobserwowano jedynie w proébach pobranych w lecie.

Scieki z oczyszczalni przemystowej wykazaty stabg lub ostrg toksycznosé
tylko w odniesieniu do Daphni magna.

Wody burzowe wykazaty ostrg toksycznosc.
Odcieki wykazaty wysokg bardzo ostrg toksycznosc.

W wodach burzowych | odciekach nie stwierdzono substancji
mutagennych.

Scieki z dwoch oczyszczalni komunalnych nie byly toksyczne w odniesieniu
do miodych osobnikéw Danio rerio oraz nie hamowaty wzrostu Lemna minor.

Scieki z dwoch oczyszczalni komunalnych w sposob istotny wptywaty na
wzrost produkcji witelogeniny oraz obnizaty poziom aktywnoscienzymu

EROD. CooMBA
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