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ROK LXIX

Ocena zmian toksycznosci ostrej wod ztozowych
Z wykorzystaniem testow ekotoksykologicznych

Wprowadzenie

Wydobyciu gazu ziemnego i ropy naftowej przewaznie
towarzyszy pozyskiwanie pewnych ilosci wysoko zmine-
ralizowanych wod ztozowych zanieczyszczonych weglo-
wodorami ropopochodnymi. Wprowadzane dodatkowo
do wod ztozowych w wyniku operacji technologicznych
substancje sa bardzo réznorodne, zaréwno pod wzglgdem
wilasnosci chemicznych, jak i fizycznych, dlatego tez okre-
slenie zawarto$ci wszystkich sktadnikéw toksycznych po-
przez wykonanie analiz chemicznych jest praktycznie nie-
mozliwe. Niemozliwe jest takze okreSlenie rzeczywistej
toksycznosci wod ztozowych czy innych odpadéw cie-
ktych jedynie na podstawie wynikow analiz — ze wzgle-
du na mozliwos$¢ wystepowania réznorodnych interakcji
nie tylko pomiedzy poszczegdlnymi toksykantami, ale tak-
ze sktadnikami abiotycznymi i biotycznymi §rodowiska.

Od kilku lat na rynku dostgpne sg mikrobiotesty, wy-
korzystujace bioindykatory (zywe mikroorganizmy) do
okreslania toksycznosci $ciekow i odpadow statych dla
srodowiska. Pionierskie prace nad rozwojem mikrobiote-
stow zostaly przeprowadzone przez prof. Guida Persoone'a
i wspotpracownikow w Laboratorium Badan Biologicz-
nych nad Zanieczyszczeniami Wodnymi na Uniwersy-
tecie Gent w Belgii, a nastepnie w firmie MicroBioTest
Inc. we wspotpracy z naukowcami z kilku laboratoriow
w r6znych krajach Europy [1, 2, 3, 4, 13], w tym Polski.
Mikrobiotesty typu toxkit wykorzystuja organizmy testowe
przechowywane w stadium u$pienia lub unieruchomienia
(formy kryptobiotyczne), ktore po przeprowadzeniu prostej
procedury uwolnienia moga by¢ wykorzystane do wyko-
nania testu. Dzieki temu mikroorganizmy sa dostepne na
zadanie, bez koniecznosci posiadania wyspecjalizowane;j
aparatury, infrastruktury i wiedzy — koniecznych do pro-

wadzenia hodowli organizméw testowych. Zywy organizm
jest swoistym odczynnikiem, wewnatrz ktérego zachodza
procesy biochemiczne, a ich rezultatem sg obserwowane
symptomy: zmiany morfologiczne ciata, choroby, a w kon-
cu $mier¢. Zastosowanie baterii bioindykatorow nalezacych
do réznych grup taksonomicznych: bakterii, pierwotnia-
kow, skorupiakéw, glondw i roslin wyzszych oraz repre-
zentujacych wszystkie poziomy troficzne (producentdw,
konsumentow i reducentdéw) pozwala na kompleksowa

oceng¢ stanu badanego srodowiska [12].

Dziedziny, w ktorych stosowane sa mikrobiotesty
toxkit, to [13, 14]:

» przesiewowe testy toksycznos$ci Sciekéw, odciekow,
wod powierzchniowych i gruntowych, osadow, za-
nieczyszczonych gleb, odpadow statych oraz odcie-
kow z odpaddw, odciekow ze sktadowisk odpadow,
zwigzkow chemicznych, ekstraktow roslinnych, farb
i powtok,

* monitorowanie toksyczno$ci w zanieczyszczonych $ro-
dowiskach wodnych i ladowych,

» ocena procesu detoksyfikacji po rekultywacji skazo-
nych gleb,

* wykrywanie i obliczanie zawarto$ci biotoksyn w wy-
kwitach cyjanobakterii.

Caty czas prowadzone sa prace umozliwiajace rozsze-
rzenie zakresu stosowania mikrobiotestow. Powstaja tak-
7e nowe testy toxkit, wykorzystujace kolejne mikroorga-
nizmy jako wskazniki czysto$ci $rodowiska, zwigksza-
jace mozliwosci doboru mikrobiotestow do wykonywa-
nia konkretnych zadan. W artykule przedstawiono wyni-
ki wstepnych badan nad zastosowaniem testow ekotok-
sykologicznych do okreslenia toksycznosci wod ztozo-
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wych oraz wptywu podstawowych procesow oczyszcza-
nia na zmiany poziomu toksycznosci wod.

System klasyfikacji toksycznosci

W trakcie badan nad wykorzystaniem mikrobiotestow
toxkit opracowano takze dwa systemy oceny/klasyfikacji
toksycznosci [7]: jeden dla cato$ciowego okre$lenia stop-
nia skazenia Srodowiska naturalnego toksynami, okreslo-
ny jako ,,system klasyfikacji zagrozen”, drugi dla ilo$cio-
wej oceny toksycznosci odpadow przed ich wprowadze-
niem do $rodowiska wodnego, nazwany ,,systemem kla-
syfikacji toksycznos$ci”. Systemy te oparte sa na nastgpu-
jacych zalozeniach:

— Ze wzgledu na potrzebe tatwego, praktycznego stoso-
wania, szybkiego uzyskiwania wynikow i obnizenia
kosztoéw, oba systemy zostang oparte na pakietach
mikrobiotestow z krotkim czasem inkubacji, repre-
zentujacych rézne poziomy w tancuchu troficznym.
W zwiazku z tym systemy oceny beda odpowiadaé
tylko na zagrozenia ,,0stre”.

— Podobnie jak w przypadku badania osadow, oznaczenia
dla wod naturalnych beda prowadzone na probkach
nierozcienczonych, a rezultaty beda wyrazone jako
procent efektu toksycznego charakterystycznego dla
kazdego testu.

— Dla odpadow wprowadzonych do srodowiska wodne-
go wstepne testy beda prowadzone na probkach nie-
rozcienczonych. Oznaczenia serii rozcienczen probek
beda prowadzone w drugiej kolejnosci i obejma wszyst-
kie mikrobiotesty, ktore wykaza efekt wyzszy niz 50%
w probce nierozcienczonej. Na tej podstawie obliczo-
ne zostang wartosci L(E)Cs, i pochodne jednostki tok-
syczno$ci TU (toxicity units).

System klasyfikacji toksycznosci dla Scieckow moze
by¢ stosowany do kazdego typu sciekéw wprowadzanych
do $rodowiska gruntowo-wodnego przed lub po oczysz-
czeniu ($cieki komunalne, przemystowe, odcieki ze skta-
dowisk oraz wody na obszarach skazonej gleby). System
polega na dwuetapowym okresleniu ostrej toksyczno$ci
sciekow przy uzyciu baterii mikrobiotestow: pierwszy etap
— okreslenie toksycznosci probek nierozcienczonych, dru-
gi etap — testy toksycznosci wykonywane z seriami roz-

cienczen (tylko dla probek, ktore w pierwszym etapie wy-

kazaty efekt toksycznosci powyzej 50%).

Ocena toksycznos$ci §ciekow oparta jest na klasyfika-
cji w pieciostopniowej skali ostrej toksycznosci. Wyniki
przedstawiane sa jako jednostki toksyczno$ci TU (foxici-
ty units): TU = [1/LC,,] x 100. Probki klasyfikuje si¢ na
podstawie najwyzszej liczby jednostek toksycznosci otrzy-
manej przynajmniej dla jednego z testow pakietu. Wyroz-
niono 5 klas toksycznosci ostrej:

o Klasa I: brak ostrej toksycznosci (TU < 0,4) — zaden
7 testow nie wykazat efektu toksycznego (tzn. wartos¢
efektu znaczaco wyzsza niz w probkach kontrolnych).

o Klasa II: mata ostra toksycznos¢ (0,4 <TU < 1) — pro-
centowy efekt zaobserwowany w przynajmniej jednym
tescie toksycznoSci jest znaczaco wyzszy niz w tescie
kontrolnym, lecz jest nizszy niz 50% (< 1 TU).
Uwaga: Przez analogie do systemu oceny wod na-
turalnych, 20-procentowy poziom efektu moze by¢
uznany za najnizsze PE majgce istotny wplyw toksyczny
(20-procentowy efekt odpowiada 0,4 TU).

» Klasa III: ostra toksycznosé (1 <TU < 10) — wartos¢
L(E)C;, jest osiaggnigta lub przekroczona w przynaj-
mniej jednym tescie, ale w 10-krotnym rozcienczeniu
probki efekt jest mniejszy niz 50%.

o Klasa IV: wysoka ostra toksycznosé (10 < TU < 100)
— warto$¢ L(E)C;, jest osiagnieta w 10-krotnym roz-
cienczeniu w przynajmniej jednym tescie, ale nie jest
osiggnieta w 100-krotnym rozcienczeniu.

» Klasa V: bardzo wysoka ostra toksycznosé (TU > 100)
—warto$¢ L(E)Cs, jest osiggnigta w 100-krotnym roz-
cieficzeniu w przynajmniej jednym tescie.
Opracowany system klasyfikacji byt testowany przez

uczestnikoéw miedzynarodowego projektu i obecnie jest

coraz szerzej stosowany w laboratoriach zajmujacych si¢
réznymi zagadnieniami zwigzanymi z ochrong srodowi-

ska [5, 6, 8, 11].

Testy Microtox/DeltaTox oraz Daphtoxkit F magna —
pierwszy oparty na pomiarze zahamowania luminescen-
cji bakterii Vibrio fischeri, a drugi bazujacy na pomiarze
unieruchomienia skorupiakéw Daphnia magna — zostaty
ujete w Polskich Normach jako metody oznaczania jako-
$ci wody [9, 10].

Metodyka badan

Podstawowym kryterium doboru testow toksykologicz-
nych jest rodzaj lokalnego ekosystemu, ktory moze mie¢
bezposredni kontakt z badanym rodzajem $ciekow, w tym
przypadku z wodami ztozowymi. Zarowno kopalnie wy-
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twarzajace odpady (wody ztozowe i $cieki), jak 1 punkt
utylizacji (zattaczania do ztoza) zlokalizowane sg na te-
renach, na ktérych wystepuja uzytkowane rolniczo gleby
oraz powierzchniowe i podziemne wody stodkie. Z tego



powodu do wykonywania testow toksycznosci wybrano

organizmy, ktére zyja w srodowisku gruntowo-wodnym

i wodach stodkich. Do badan wybrano zestaw testow eko-

toksykologicznych, w ktorego sktadzie znalazly si¢:

* DeltaTox — test toksycznosci ostrej (pomiar fluore-
scencji bakterii Vibrio fischeri po 5 minutach kontak-
tu z probka),

» Daphtoxkit F magna — test toksycznoS$ci ostrej (unie-
ruchomienie/$mier¢ organizméw Daphnia magna, po-
miar wykonany po 24 i 48 godzinach inkubacji),

» Thamnotoxkit F — test toksyczno$ci ostrej (unierucho-
mienie/$mier¢ organizmdéw Thamnocephalus platy-
urus, pomiar wykonany po 24 godzinach inkubacji),

» Phytotoxkit F — krotkotrwaty test toksyczno$ci chro-
nicznej (pomiar kielkowania i wczesnego wzrostu ko-
rzeni ro$lin Lepidium sativum, Sorghum saccharatum,
Sinapis alba wykonany po 3 dniach inkubacji).

Do przeprowadzenia testow wykorzystano procedu-
ry zalecane przez producenta, z wyjatkiem testu Phyto-
toxkit F, ktory zostat zmodyfikowany w celu umozliwie-

artykuty

nia wykonania badan toksycznosci wod ztozowych. Mo-
dyfikacja polegata na wykorzystaniu we wszystkich te-
stach gleby referencyjnej, a efekt testowy wywotywany
byt poprzez wykorzystanie wody ztozowej do zwilzenia
gleby. Probka kontrolna byta zwilzana wodg destylowa-
ng — zgodnie z procedurg producenta. Glebe referencyjna
stanowita dostarczana wraz z testami Phytotoxkit przez
dystrybutora mieszanina piasku, glinki kaolinowej, tor-
fu 1 weglanu wapnia (dodatek stabilizujacy odczyn gle-
by), ktéra jest analogiczna do referencyjnej gleby reko-
mendowanej przez OECD w badaniach toksycznosci na
bezkregowcach.

Przed wykonaniem testu DeltaTox, w celu ograniczenia
wplywu metno$ci na pomiar luminescencji, probki met-
ne i z zawarto$cig duzej iloSci zawiesin byty filtrowane.

Doktadnos$¢ wykonywanych analiz chemicznych wy-
nosita od 0,01% do 0,1%. W celu okre$lenia doktadno-
$ci wykonywanych oznaczen toksyczno$ci obliczono od-
chylenia standardowe dla wszystkich wykonywanych te-
stow toksykologicznych.

Materiat badawczy

Material badawczy stanowity probki wody ztozowe;j,
ktore charakteryzowaty si¢ zroznicowanym pochodze-
niem i wlasciwo$ciami:

e probka I — zbiorcza woda ztozowa pochodzaca z ko-
paln gazu ziemnego,

» probka Il — zbiorcza woda ztozowa z kopaln gazu ziem-
nego i ropy naftowej,

» probka III — woda z od-
wiertu eksploatujgcego za-
siarczong rop¢ naftowa,

* probka IV — woda z od-

ztozowej nr I po przeprowadzeniu procesow oczysz-
czania,
e probka II,, — probka wody ztozowej nr 11 po przepro-
wadzeniu procesOw oczyszczania.
W przypadku wszystkich probek zostaty wykonane
podstawowe analizy fizykochemiczne, w celu okreslenia za-
warto$ci gtownych sktadnikdéw i1 zanieczyszczen (tablica 1).

Tablica 1. Zawartos¢ gtownych sktadnikow badanych wod ztozowych

wiertu eksploatujacego sil- 111

nie zasiarczony gaz ziem- Odezyn 6.25 6,92 6,11 6,85 5,89 7,94

ny z wysoka zawartoscia

: Ekstrakt cterem 39 12 253 191 204 95

kondensatu gazolinowego. naftowym

W celu przesledzenia cr 71358 | 71346 | 38360 | 38295 | 195214 | 55147
zmian toksycznosci wody SO, 114 126 97 105 143 58,2
ztozowej nastepujacych po CO2 _ _ _ _ _ _

. , 3

przeprowadzeniu proceséw HCO,” 155 139 305 278 1 094 893
oczyszczania (napowietrza- = ~ B B B 269 547
nie, koagulacja z flokulacj

’ gvias) Z . u J.E} Ca* 3482 3477 1 869 1877 18 569 2269
oraz sedymentacja i filtracja Mo s s 206 L) 1369 314
osadow pokoagulacyjnych) Feg . " Y 09 29 =9
pobrano probki wod: = : . : :
e probkal,, —probka wody Mn 17 104 56 38 — —
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Analiza wynikéw badan toksycznosci préobek wéd ztozowych

Podczas analizy wynikow badan nalezy pamigtac, ze
w przypadku rozpatrywania EC,, im wyzsza warto$¢ para-
metru (wyzsze stezenie wywotujace 50-procentowy efekt
testowy), tym nizsza toksyczno$¢ probki. Natomiast dla
obliczanych jednostek toksycznos$ci (TU) wyzsza warto$¢
oznacza wyzszg toksyczno$¢ probki.

Test DeltaTox

Wyniki oznaczen toksycznosci ostrej probek wod ztozo-
wych wykonane za pomocg testu DeltaTox przedstawiono
na rysunku 1 — stezenia wywotujgce 50-procentowy efekt
testowy (EC,), oraz na rysunku 2 — wartosci toksycznosci
wyrazone w jednostkach toksycznosci (TU).

Badania zbiorczej wody ztozowej z kopalf gazu ziem-
nego (probka nr I) przeprowadzone za pomoca testu tok-
sycznos$ci ostrej DeltaTox wykazaty w przypadku wody
surowej podwyzszong toksycznos¢. Efekt 5S0-procentowego
spadku luminescencji bakterii Vibrio fischeri uzyskano przy
srednim stezeniu probki wynoszacym ECy, = 10,7%, co
przektada si¢ na warto$¢ jednostek toksycznosci TU =9 4.

Badanie przeprowadzone dla tej samej wody po przy-
gotowaniu do zatloczenia, polegajacym na napowietrzeniu,
przeprowadzeniu koagulacji z flokulacja, a nastepnie filtra-
cji osadow pokoagulacyjnych (probka nr 1,,,), pozwolito
na stwierdzenie obnizenia toksycznosci wody do poziomu
EC,, = 16,3%, co daje wartos¢ TU = 6,2.

Podobnie przedstawia si¢ zmiana toksycznosci prob-
ki IT — wody zbiorczej z kopaln ropy naftowej i gazu
ziemnego (z podwyzszong zawarto$cig zanieczyszczen
ropopochodnych). Stezenie probki wody surowej wywo-
tujace efekt 50-procentowego obnizenia luminescencji
wynosi 8,0%, natomiast w probce pobranej po przepro-
wadzeniu procesu przygotowania do zattoczenia (probka
nr [T, ) warto$¢ stezenia wzrosta i wynosi ECy, = 13,5%.
Obliczone wartosci TU wyniosty odpowiednio: dla wody
surowej 12,6, natomiast dla wody przygotowanej do
zattoczenia — 7.4.

Testy toksycznosci ostrej przeprowadzone dla silnie zmi-
neralizowanej wody ztozowej (probka nr I1I) wydobytej wraz
z ropa naftowa o wysokiej zawartosci siarkowodoru wyka-
zaty znacznie nizsze $rednie stezenie wywotujace SO-pro-
centowg inhibicje luminescencji, wynoszace EC, = 1,9%,
co w jednostkach toksyczno$ci wynosi TU = 53,8.

Najwyzsza toksycznos$¢ sposrod wszystkich prze-
badanych probek wod ztozowych wykazata probka V.
Efekt testowy w postaci 50-procentowego zahamowania
luminescencji uzyskano $rednio juz przy stezeniu probki
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Rys. 2. Porownanie warto$ci TU (jednostek toksyczno$ci)
oznaczonych dla badanych probek wod ztozowych
w tescie DeltaTox

wynoszacym ECy, = 0,35%. Srednia toksycznos$¢ w prze-
prowadzonym tescie wyrazona w jednostkach toksycznosci
wynosi TU = 290.

Znacznie bardziej toksyczne okazaty si¢ dwie probki
wody pobrane z odwiertow eksploatujacych ropg naftows i
gaz ziemny ze zt6z zasiarczonych. Réznice w toksycznosei
tych probek (oznaczong za pomocg testu DeltaTox) mozna
dobrze zaobserwowaé na wykresie przedstawiajgcym war-
to$¢ jednostek toksycznosci (TU) obliczong dla stezen wy-
wotujacych 50-procentowy efekt testowy (ECs,) (rysunek
2). Zwhaszcza probka IV charakteryzuje si¢ bardzo wysoka
toksycznos$cia, ktorg nie do konca mozna wytlumaczy¢
réznicami w zawartosci poszczegolnych, oznaczonych w
analizach, sktadnikow. Probka IV jest kilkadziesigt razy

bardziej toksyczna niz probka I, (charakteryzujaca si¢

zat.

najnizsza toksycznosciag sposrod testowanych probek).



Fakt ten wskazuje, ze nie zawsze wykonanie nawet bardzo
szerokiego zakresu analiz fizykochemicznych umozliwi
prawidtowe okreslenie zagrozen stwarzanych dla eko-
systemoOw przez materiaty (np. wydobyte wody ztozowe)
zawierajace sktadniki toksyczne. Cel ten w wigkszym
stopniu mozna 0siggna¢ stosujac testy mikrobiologiczne
oparte na obserwacji organizmow testowych w kontakcie
z badanymi substancjami.

Wyniki przeprowadzonych badan toksycznosci wod
ztozowych o zrdznicowanej charakterystyce wskazujg
dobitnie, ze wody te stanowig bardzo powazne zagro-
zenie dla organizmoéw zywych w przypadku bezposred-
niego kontaktu. Stezenia prébek wod wywotujace efekt
50-procentowej reakcji testowej w tescie DeltaTox waha-
ja sie w granicach od 16,3% (probka L, ) az do 0,35% dla
probki IV (rysunek 1).

Test Daphtoxkit F magna

Dla probek waod przed i1 po procesach przygotowania
do zatloczenia wykonano kolejne badania toksycznosci
z zastosowaniem wybranych testow toksykologicznych.
Analiza toksycznosci zbiorczej wody ztozowej z kopaln
gazu ziemnego wykonana z uzyciem testu Daphtoxkit F
magna po 24 godzinach inkubacji (rysunek 3) wykaza-
fa 50-procentowy efekt toksyczny ($mier¢ 50% organi-
zmo6w) dla stezenia probki wynoszacego $rednio 6,2%.
Warto$¢ TU (rysunek 4) obliczona dla tego stezenia wy-
nosi 16,1. W teécie przeprowadzonym dla probki 1,,, od-
notowano wzrost stezenia wywolujacego efekt toksycz-
ny do poziomu EC,, = 8,4% (TU = 11,9), czyli nastapito
zmniejszenie toksycznosci wody po oczyszczaniu w sto-
sunku do organizmow testowych Daphnia magna.

Odczyt wynikow testu Daphtoxkit F magna wykonany
po 48 godzinach inkubacji (rysunki 3 i 4) wykazat obnizenie
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Rys. 3. Porownanie warto$ci ECy, oznaczonych dla
badanych probek wod ztozowych w testach Daphtoxkit F
(po 24 i1 48 godzinach inkubacji) oraz Thamnotoxkit F

artykuty

stezenia wywolujacego 50-procentowy efekt testowy dla

probki I do wartosci 4,3% (TU = 23,3). Test w przypadku

probki I, wykazat stgzenie ECy, = 5,2% (TU = 19,2).
Dla zbiorczej wody zlozowej o podwyzszonej zawar-

zat.

tosci weglowodoréow ropopochodnych przed przygoto-
waniem do zatloczenia (probka II) w tescie Daphtoxkit F
magna po 24 godz. inkubacji (rysunki 3 1 4) odnotowano
50-procentowy efekt testowy przy stezeniu wynoszacym
3,6%, ktéremu odpowiada wartos¢ TU = 27,8. Probka
wody ztozowej po przygotowaniu do zattoczenia (prob-
ka IL,,, ) charakteryzowata si¢ nieco mniejszg toksycznoscia
i 50-procentowy efekt testowy uzyskano w jej przypadku
przy stezeniu EC,, = 6,2% (TU = 16,2).
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Rys. 4. Porownanie warto$ci TU (jednostek toksyczno$ci)
oznaczonych dla badanych probek wod ztozowych
w testach Daphtoxkit F (po 24 i 48 godzinach inkubacji)
oraz Thamnotoxkit F

W przypadku probek 111 11
jak dla probek 111
48 godzinach inkubacji wykazywal wyzsze toksycznos$ci
(rysunki 3 i 4): probka II — stezenie EC,, = 2,5%, probka II-
L. — Stezenie EC, = 4,7%, a obliczone warto$ci jednostek
toksycznosci wynosity odpowiednio: 40,0 (dla probki II)
oraz 21,3 (dla probki IL,,).

Przeprowadzone badania dowiodty réwniez, ze zasto-

wody ztozowej, podobnie

zat.

wynik testu Daphtoxkit F magna po

zat.»

sowanie nawet prostych i tanich metod oczyszczania wod
ztozowych moze skutkowaé zauwazalnym obnizeniem ich
wiasnos$ci toksycznych. Woda ztozowa surowa (probka I
1 probka II) charakteryzuje si¢ znacznie wyzszymi wiasno-
$ciami toksycznymi niz probki wody po przeprowadzeniu
procesoéw przygotowania do zatloczenia (probka L, i prob-
kaIl,,, ). Obnizenie wlasno$ci toksycznych wod wykazane
zostato we wszystkich przeprowadzonych testach toksyko-
logicznych (rysunki 1-5). W tym przypadku, opierajac si¢
jedynie na wynikach wykonanych podstawowych analiz
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chemicznych, nie mozna bytoby wnioskowaé o tak wy-
raznym obnizeniu toksyczno$ci wod ztozowych.

Test Thamnotoxkit F

Test toksycznos$ci ostrej Thamnotoxkit F wykonany
zostat dla probek wod ztozowych przed i po procesie

przygotowania do zattoczenia (probki I i I, oraz probki I1

zat.
i 1l,,) za posrednictwem odwiertu chtonnego do ztoza.
W przypadku probki I wykonanie 24-godzinnego testu
Thamnotoxkit F pozwolito na okres$lenie stezenia wy-
wotujacego 50-procentowg $miertelnos¢ organizmdéw na
poziomie ECs, = 2,2%. Wartos$¢ jednostek toksycznos$ci
dla tego stezenia wynosi TU = 45,5. W przypadku prob-
ki wody po przygotowaniu do zattoczenia (probka L)
odnotowano obnizenie toksycznos$ci, ktore przektada sie
na wzrost st¢zenia wywotujacego 50-procentowy efekt
toksyczny dla skorupiakow Thamnocephalus platyurus do
EC,, = 4,7%. Obliczona warto$¢ jednostek toksycznos$ci
wynosi TU = 21,3 (rysunki 3 i 4).

W przypadku probki $ciekow surowych z wysoka
zawartoscig weglowodorow ropopochodnych (probka
II) przeprowadzony test wykazal, ze stezenie $miertelne
wody ztozowej dla potowy organizmoéw ksztattuje si¢ na
poziomie ECy, = 2,1%, natomiast warto$¢ stezenia wy-
razona w jednostkach toksyczno$ci wynosi 47,6. Probka

nr 1L, , pobrana po przygotowaniu wody do zatloczenia,

zat.»
charakteryzowala si¢ wyzszym stgzeniem wywolujacym
50-procentowy efekt toksyczny, EC,, = 3,8%, oraz niz-
szymi obliczonymi warto$ciami jednostek toksycznosci,

TU = 26,3, w poréwnaniu z probka surowg (rysunki 3 i 4).

Test Phytotoxkit F

W przypadku probki nr I najwyzszy stopien zahamo-
wania wzrostu korzenia uzyskano dla rzezuchy (79,5%),
przy wykietkowanych 60% nasion. Nieco nizszy efekt te-
stowy uzyskano dla gorczycy: zahamowanie wzrostu ko-
rzenia rowne 57,4% oraz dla sorgo: 53,8% przy 70% wy-
kietkowanych nasion w przypadku obu roélin (rysunek 5).
Badanie wody zlozowej po przygotowaniu do zatloczenia
(probka 1, ) wykazato nizsze dziatanie toksyczne, czyli
mniejszy procent obnizenia dtugosci korzeni, wynoszacy
dla rzezuchy: 45,4% (70% wykietkowanych nasion), dla
gorczycy: 46,3% (70% kietkowania) 1 dla sorgo: 37,2%
(80% kietkowania).

Probka II wody ztozowej spowodowata ograniczenie
wzrostu korzeni na poziomie: dla Lepidium sativum 65,2%
(70% wykietkowanych nasion), dla Sinapis alba — 48,6%
(80% kietkowania) oraz dla Sorghum saccharatum —41,6%

(80% kietkowania). W przypadku probki I1,,, zahamowanie

zat.
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wzrostu korzeni wyniosto §rednio: dla rzezuchy 48,0%
(kietkowanie 70%), dla gorczycy 36,1% (kietkowanie
80%) oraz dla sorgo 32,4% (kietkowanie 90%). Wyniki
zamieszczono na rysunku 5.

Przeprowadzony dla wod ztozowych przed i po przy-
gotowaniu do zattoczenia test Phytotoxkit F potwierdza
spostrzezenia dokonane w poprzednio omawianych te-
stach. Rosliny wyzsze w r6zny sposob reaguja na zanie-
czyszczenia obecne w wodzie lub glebie. Porownujac re-
akcje roslin na kontakt z wodami ztozowymi, w przypadku
kazdego gatunku roslin mozna zauwazy¢ znaczace obni-
zenie toksycznosci dla probek po oczyszczeniu (probki L,
i1, ) w porownaniu do probek surowych (probki I 1 II).
Najczulsza na zanieczyszczenia zawarte w wodach ztozo-
wych okazata si¢ ro§lina jednoli§cienna — rzezucha (Lepi-
dium sativum), wykazujaca najwyzszy procent zahamo-
wania wzrostu korzenia, chociaz w przypadku probki I,
wynik jest poréwnywalny z gorczycg. Mniej podatne na
zanieczyszczenia wod okazaty si¢ rosliny dwuli$cienne:
gorczyca (Sinapis alba) 1 sorgo (Sorghum saccharatum).

100

.o 90
c
8 80
o
=~ 70 X
2 |
g 60
§x
£S5 50
v a
c 40 -~
S
g 30
5 20
<
N 10

0

Probka | Prébka | zat. Probka Il Prébka Il zat.
‘ O Sorghum saccharatum B Sinapis alba B Lepidium sativum

Rys. 5. Porownanie wartosci PE oznaczonych dla
badanych probek wod ztozowych w tescie Phytotoxkit F

Klasyfikacja toksycznosci

Dokonano klasyfikacji badanych probek wod zgodnie
Z pieciostopniowym systemem opracowanym przez zespot
pod kierunkiem G. Persoone'a w ramach badan nad zasto-
sowaniem mikrobiotestow do oceny toksycznosci probek
wod 1 Sciekow.

Wszystkie probki wod ztozowych we wszystkich te-
stach (z wyjatkiem testu Phytotoxkit F) wykazywaty mak-
symalny poziom efektu testowego wynoszacy PE = 100%.
Testy przeprowadzone z rozcienczeniami wykazaty duze
roznice w toksycznosci poszczegolnych badanych pro-
bek. W celu dokonania klasyfikacji wod ztozowych zo-
staty obliczone wartosci TU dla testoéw DeltaTox, Daph-
toxkit F magna oraz Thamnotoxkit F. Na tej podstawie



dokonano klasyfikacji badanych probek zgodnie z pie-
ciostopniowym systemem toksyczno$ci, wedtug ktorego
materiat jest przypisywany do najwyzszej klasy toksycz-
nosci oznaczonej w przynajmniej jednym tescie. Warto-
$ci toksycznosci (TU) oraz klasyfikacja probek dla po-
szczegblnych testow zostaty zestawione w tablicach 2—4.

Zgodnie z systemem klasyfikacji toksycznosci, klasa
toksycznosci probek 1, I, oraz I1,,, oznaczona w tescie

artykuty

DeltaTox na poziomie III powinna zosta¢ przyjeta jako IV
ze wzgledu na testy wykonane z wykorzystaniem bardziej
czulych organizmoéw Daphtoxkit F magna oraz Thamno-
toxkit F (tablica 5).

W przypadku probek 111 i 1V, dla ktérych zostaty wyko-
nane tylko pojedyncze oznaczenia testem DeltaTox, nale-
zy spodziewacd si¢ potwierdzenia klasyfikacji po wykona-
niu dodatkowych testow lub ewentualnego wzrostu klasy

Tablica 2. Wartosci TU i klasyfikacja toksycznosci badanych probek wod ztozowych w tescie DeltaTox

Probka I 9,4 III — ostra toksyczno$é¢ 2
Probka I, 6,1 III — ostra toksycznos¢ 2
Probka I1 37,8 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 22
Probka IT,,, 7,4 III — ostra toksycznosé 2
Probka 111 53,8 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 22
Probka IV 289,7 V — bardzo wysoka ostra toksyczno$¢ 222

Tablica 3. Wartosci TU i klasyfikacja toksycznosci badanych probek wod ztozowych w tescie Daphtoxkit F magna
(24 1 48 godzin)

Probka I 16,1 40,0 IV — wysoka ostra toksyczno$¢” 28
Probka L, 11,9 21,3 IV — wysoka ostra toksyczno$¢” 22
Probka 11 233 41,7 IV — wysoka ostra toksyczno$¢” 22
Prébka 11, 19,2 24,4 IV — wysoka ostra toksyczno$¢” 22

" Klasa IV toksyczno$ci zaréwno dla probek po 24, jak i po 48 godzinach testu

Tablica 4. Warto$ci TU i klasyfikacja toksycznosci badanych probek wod ztozowych w tescie Thamnotoxkit F

Probka I 45,5 IV — wysoka ostra toksycznos¢ 22
Probka I, 13,0 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 22
Probka 11 47,6 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 22
Probka IT,, 26,3 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 22

Tablica 5. Maksymalne warto$ci TU uzyskane w testach i klasyfikacja toksyczno$ci badanych probek wod ztozowych

Probka I 45,5 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 28
Probka L, 21,3 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 22
Probka 11 47,6 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 22
Probka 1T, 26,3 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 22
Probka I1T 53,8 IV — wysoka ostra toksyczno$¢ 28
Probka IV 289,7 V — bardzo wysoka ostra toksyczno$¢ 222
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toksycznosci dla probki 111, poniewaz wigkszo$¢ stosowa-
nych w mikrobiotestach organizmow jest bardziej czula
na zanieczyszczenia niz bakterie Vibrio fischeri.

W tescie Phytotoxkit F, ktorego procedura zostata zmo-
dyfikowana w celu umozliwienia okre§lania wptywu zanie-
czyszczen obecnych w wodzie na kietkowanie 1 wezesny

wzrost roslin jednolisciennych (Lepidium sativum) i dwu-
lisciennych (Sinapis alba i Sorghum saccharatum), stopien
efektu testowego (zahamowanie wzrostu korzeni) wahat
si¢ od 32,4% (probka I1,,,, organizm testowy: Sorghum
saccharatum, kietkowanie 90%) do 79,46% (probka I,
organizm testowy: Lepidium sativum, kietkowanie 60%).

Podsumowanie

Dzigki opracowaniu mikrobiologicznych testow toksy-
kologicznych, ktore sa stosunkowo tanie i tatwe w stoso-
waniu, mozliwe stato si¢ wykorzystanie bioindykatorow
zarowno do oceny stanu §rodowiska naturalnego, jak i do
okreslenia toksycznosci $ciekéw oraz odpadéw dla zywych
organizméw. Szeroki wybor organizméw testowych umoz-
liwia wlasciwe skompletowanie baterii mikrobiotestow
i dostosowanie jej do rodzaju badanego srodowiska lub
rodzaju odpadu. Dodatkowo opracowany system klasyfi-
kacji zagrozen (dla wdd 1 gleb) oraz klasyfikacji toksycz-
nosci (dla $ciekow 1 odpadow) w tatwy i czytelny sposob
umozliwia ocen¢ stopnia stwarzanego zagrozenia.

Wdrozenie w przemysle wydobywczym nafty 1 gazu
badan toksykologicznych wykonywanych przy zastoso-
waniu prostych, wiarygodnych i stosunkowo tanich te-
stow toksykologicznych nowej generacji (mikrobiote-
stow) stanowi wazne zadanie w dziedzinie ochrony $rodo-
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