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Toksykologia obejmuje badania i ocene niekorzystnego lub szkodliwego dziatania substancji chemicznych

i innych czynnikéw na organizmy, a takze analize prawdopodobienstwa ich wystapienia w réznych warunkach

ekspozycji.

Organizmy facza efekty po-
zytywnego i negatywnego
wptywu ksenobiotykéw, za-
tem obserwowana odpo-
wiedzZ jest efektem dziatania
wszystkich aktywnych biolo-
gicznie komponentéw $rodo-
wiska. Dlatego testy biologicz-
ne dostarczajg kompleksowej
informacji o skali toksycznosci
niz analizy chemiczne. Bada-
nia wilasnosci réznych sub-
stancji i czynnikéw oraz ich
oddziatywanie na organizm
pozwala na okreslenie takich
wiasnosci jak:

« toksycznos¢ okreslana jako
bezposrednie wywotanie ob-
jawéw chorobowych;

» mutagennos¢ - powodowa-
nie zmian genetycznych;

» kancerogennos¢ — inicjowa-
nie zmian nowotworowych;

« teratogennos¢ - oddziaty-
wanie na rozrodczos¢;

« alergennos¢ - reakcje nad-
wrazliwosci na czynniki $ro-
dowiska.

Podstawa badan toksykolo-
gicznych jest zaleznos¢ dawka
- odpowiedz, czyli zalezno$¢
miedzy dawka danej sub-
stancji toksycznej a prawdo-
podobienstwem wystapienia
okreslonego efektu biologicz-
nego w organizmach wskaz-
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nikowych. Zaleznos¢ ta moze
nasila¢ sie wraz ze wzrostem
dawki tej substancji i wyraza-
na jest nie dla poszczegélnych
osobnikéw, ale dla catej popu-
lacji narazanej na konkretng
dawke. W badaniach wyko-
rzystuje sie laboratoryjne te-
sty toksykologiczne. Ponadto
coraz popularniejsze staja
sie bardziej czute metody, do
ktérych nalezg biomarkery
stosowane w badaniach na
poziomach: fizjologicznym,
komérkowym, subkomor-
kowym i molekularnym [1,2].
W tabeli 1 przedstawiono po-
dziat toksykologii [3].

Dziatalno$¢ antropogeniczna
cztowieka, w wyniku ktorej
wystepuje emisja zanieczysz-
czen do wéd, powietrza at-
mosferycznego oraz gleby
wywotuje negatywne skutki
dla organizméw bytujacych
w $rodowisku. Skutki te sta-
nowia przedmiot badan tok-
sykologii $rodowiska, w tym
takze kotoksykologii. W ob-
szarze badan toksykologii
srodowiska jest badanie kom-
pleksowego oddziatywania
substancji toksycznych na
elementy biosfery, poprzez
kontrolowanie ich prze-
mieszczania w ekosystemach

i pomiedzy nimi. Zajmuje sie
badaniem obiegu natural-
nych i antropogenicznych
zanieczyszczen i ich wptywu
na strukture i funkcje ekosys-
temow. Na podstawie tych
badan mozna okresli¢ zrodta
zanieczyszczen, dopuszczal-
ne stezenia oraz sposoby
zapobiegania emisji tych
zwiazkéw. Ekotoksykologia
jest gatezig toksykologii zaj-
mujaca sie szkodliwym wpty-
wem substancji chemicznych
wystepujacych w srodowisku
na organizmy inne niz czio-
wiek. Jest to nauka o efektach
dziatania substancji toksycz-
nych nie tylko na pojedyncze
elementy ekosysteméw lecz
kompleksowo na caty eko-
system. Substancjami tok-
sycznymi moga by¢ zaréwno
substancje naturalne pocho-
dzenia roslinnego (np. my-
kotoksyny) jak i ksenobiotyki
wprowadzane przez cztowie-
ka do srodowiska, a wsrod
nich np. pestycydy, dioksyny
czy zanieczyszczenia pocho-
dzenia przemystowego [1].
Celem pracy byt ogélny prze-
glad metod badan biologicz-
nej kontroli jakosci $rodowi-
ska z uwzglednieniem badan
toksykologicznych.

Wskazniki toksycznosci

Niektére substancje wywie-
rajag niekorzystny wptyw na
srodowisko wtedy, gdy ich
ilo$¢ przekracza poziom tia,
cho¢ same w sobie czesto
nie sa substancjami toksycz-
nymi. Przyktadem moga byc
tu fosforany, ktére wystepuja
naturalnie w wodzie, jednak
nadmierna ich ilos¢ powo-
duje eutrofizacje zbiornikow
wodnych. Innym przyktadem
moga by¢ tzw. trwate zanie-
czyszczenia srodowiska. Do
grupy tej naleza m.in. pesty-
cydy, polichlorowane bife-
nyle i wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne.
Wyrdznia sie takze inne sub-
stancje, ktére maja niekorzyst-
ny wptyw na cztowieka i inne
organizmy. Mozna je podzie-
li¢ na pierwotne oraz wtérne
czyli takie, ktére powstaty
w wyniku reakcji chemicznych
zwigzkéw podstawowych
wprowadzonych do $rodo-
wiska z innymi sktadnikami.
W $rodowisku bowiem oprécz
migracji zanieczyszczen zacho-
dza permanentnie rézne pro-
cesy przemian, wsréd ktorych
mozna wymieni¢ adsorpcje czy
transformacje substancji che-
micznych [1,2]. W toksykologii



Tabela 1. Podziat toksykologii [3]

Uzytkowa Srodowiskowa Kliniczna Sadowa
. Pozaprzemystowa .
Badania Przemystowa ¢rodowiskowa Ekotoksykologia

oddziatywan
na organizmy

ocena srodowiska

- pestycydow pracy cztowieka i th)rgloe;frezf cznedo
- srodkow (efekty toksyczne | _ 0 o 4 9o
konserwujacych | obserwowane s/
- lekow bezposrednio s<|:|eb ow
w chemioterapii u cztowieka) - gleby
- zywnoéé

ocena zanieczyszczenia

badania

na organizmy
oprocz cztowieka

Dotyczy diagnostyki

! . i leczenia
oddziatywania ostrych zatruc¢ Przygotowanie
toksycznych - przypadkowych, ekspertyz
substancji - zawodowych sadowych
chemicznych - samobdjczych

uzywa sie terminu ,toksycz-
nosc¢’, ktora definiowana jest
jako cecha zwigzkéw che-
micznych, polegajaca na bez-
posrednim oddziatywaniu na
organizm, do ktérych zwiazki
te wniknety. Toksycznos¢ to
dziatanie niepozadane wyni-
kajace z reakcji chemicznych
czy fizykochemicznych po-
miedzy zwiazkiem chemicz-
nym, ktéry wniknat do organi-
zmu, a uktadem biologicznym
(DNA, enzymy). Wyrdznia sie
toksycznos$¢ ostra i chronicz-
na. Charakterystyke tych przy-
padkéw przedstawiono w ta-
beli 2 [2].

Testy toksycznosci ostrej
umozliwiaja uzyskanie in-
formacji dotyczacych od-
dziatywania
zwigzkéw chemicznych czy
mieszanin substancji, ktére
moga wystepowac w wodach
powierzchniowych, wodzie
przeznaczonej

na organizmy,

do spozycia
oraz w Sciekach czy odcie-
kach ze sktadowisk odpaddw.
Moga réwniez stuzy¢ do zlo-
kalizowania skazonych tere-
néw oraz do kontroli proce-
séw bioremediacji gruntéw.
Testy dtugotrwatej toksycz-
nosci czyli testy toksycznosci
chronicznej stuza do oceny
niekorzystnego oddziatywa-
nia ksenobiotykdéw na osob-
niki i populacje w warunkach
przedtuzonego dziatania. Ba-

dana substancja podawana
jest do organizmu w conajm-
niej pieciu stezeniach w ciggu
catego cyklu zyciowego or-
ganizmu (np. embriony, mto-
dziez, osobniki dojrzate). Testy
te obejmuja niepetny cykl zy-
ciowy organizmow i zazwy-
czaj s to najbardziej wrazli-
we okresy zycia czyli takie jak
reprodukcja czy wzrost [1].
W zasadzie niemal wszystkie
zwigzki chemiczne moga by¢
toksyczne i wilasciwie zalezy
od wchtonietej dawki.

Efekt biologiczny spowodo-
wany dziataniem danej sub-
stancji chemicznej moze miec
réznorodny charakter. Niekie-
dy jest toksyczny, ale czasem
wskutek dziatania réznych
czynnikow adaptacyjnych
organizmu, skutek dziatania
i stopien toksycznosci moze
by¢ inny. Z tego wzgledu przy
ocenie ryzyka uzywa sie réz-
nych pojec i wielkosci. Miarg
oddziatywania jest dawka
okreslana jako ilos¢ substancji
chemicznej podana, pobrana
lub wchtonieta do organizmu
w okreslony sposéb, warun-
kujac brak lub wystapienie
efektéow biologicznych wy-
razonych odsetkiem organi-
zmoéw  odpowiadajacych na
te dawke. llos¢ ta podawana
jest w jednostkach wagowych
w odniesieniu do masy lub
powierzchni ciata. Czasami

wielko$¢ ta podawana jest
w odniesieniu do czasu eks-
pozycji. Jak juz wspomniano,
w toksykologii,
zalezno$¢ pomiedzy przyjeta
dawka a odpowiedzig orga-
nizmu. Aby ilosciowo oce-
nia¢ i porownywac toksyczne
wiasnosci réznych zwigzkéw

istotna jest

chemicznych stosowana jest
specjalna
skrotem LD (ang. lethal dose -
dawka smiertelna).

Najtatwiejszym do zaobser-
wowania punktem koncowym

skala oznaczana

w doswiadczeniach biologicz-
nych jest Smier¢ organizmow.
Efekt taki wywotuje podanie
dawki $miertelnej. Odpowia-
da to takiej ilosci substancji
chemicznej, ktéra powoduje
Smier¢ juz po jednorazowym
podaniu. W badaniach labo-
ratoryjnych najczesciej wy-
znacza sie dawke Smiertelng
medialng czyli LDy Oznacza
to taka dawke, przy ktorej
nastapit zgon 50 ze 100 testo-

wanych organizméw, ktdre
w rézny sposob narazone byty
na dziatanie danego zwigzku.
Inng skalg, stosowang dla sub-
stancji gazowych jest stezenie
Smiertelne we wdychanym
powietrzu, oznaczane skro-
tem LC (ang. Lethal concen-
tration — stezenie Smiertelne).
W badaniach toksykologicz-
nych stosuje sie takze dawke
graniczng DM (ang. dosis mi-
nima), ktéra okresla najmniej-
szg ilo$¢ substancji wywotu-
jacej pierwsze dostrzegalne
skutki
wielkoscia jest stezenie efek-
tywne ECsq (ang. effect con-
centration). Jest to stezenie
toksykanta powodujace po-
wstanie jakichkolwiek zmian
w organizmach testowych
np. procesow
biochemicznych czy wzrostu.

biologiczne. Kolejna

hamowanie

Jako wynik oznaczenia poda-
wane jest stezenie hamujace
w  50%
logiczny, w odniesieniu do

dany proces fizjo-

Tabela 2. Poréwnanie toksycznosci ostrej chronicznej [5]

Toksycznosé

Ostra

Chroniczna (przewlekia)

Zmiany w organizmach
testowych nastepujq
w krotkim czasie (do 96 h)
po jednorazowym podaniu
substancji chemicznej

Zmiany w organizmach
testowych, wywotane
oddziatywaniem w diuzszym
czasie i po wielokrotnym
lub statym narazeniu
na zwigzek chemiczny.
Obserwowana odpowiedz
polega na zmianie aktywnosci
fizjologicznej organizmu
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czasu trwania eksperymentu
ECs5o - t. W badaniach tok-
sycznosci przewlektej stoso-
wane sg takze wskazniki takie
jak NOEC, LOEC oraz NOAEL.
Wskaznik NOEC(D) (ang. no
observed effect concentration
(dose)) oznacza najwyzsza
dawke, ktéra w okreslonym
czasie trwania badan nie po-
woduje zadnych dostrzegal-
nych zmian w organizmach
testowych. Wskaznik LOEC
(ang. lowest observed effect
concentration)
nizszg dawke, ktéra w okre-
Slonym czasie trwania badan
toksycznosci chronicznej wy-
wotuje zmiany w organizmach
testowych. NOAEL (Nel lub
NOEL) z kolei to najwyzsza
dawka lub poziom narazenia

oznacza naj-

/

w badaniach umozliwiaja-
cych wyznaczenie zalezno-
sci dawka - odpowiedz, przy
ktédrym nie wystepuje istotny
statystycznie lub biologicznie,
wzrost czestosci lub nasile-
nie niepozadanych skutkéow
w poréwnaniu z grupg kon-
trolng [2,3,4,5].

Metody biologicznej kon-
troli jakosci srodowiska

Intensywny rozwoj przemy-
stu, rolnictwa oraz wzrost
liczby ludnosci na S$wiecie
powoduje wzrost emisji za-
nieczyszczen do srodowiska
naturalnego. Wykorzystywa-
ne obecnie techniki laborato-
ryjne umozliwiaja ocene ska-
zenia, jednak nie dostarczaja
informacji o skutkach oddzia-

tywania zanieczyszczen na
organizmy. Wynika to czesto
z braku wiedzy o losach wpro-
wadzonej do Srodowiska sub-
stancji oraz o jej przemianach.
Dlatego uwaza sig, ze metody
biologiczne oceny stanu $ro-
dowiska sg nie tylko dosko-
natym uzupetnieniem metod
chemicznych, ale w licznych
przypadkach
metodami monitorowania
na podstawie ktérej mozna
scharakteryzowac¢ aktualny
stan Srodowiska. Nalezg do
metod czutych, stosunkowo
niedrogich i szybkich. W bio-
logicznych metodach kontroli
$rodowiska mozna wyréznic
bioanalityke i biomonitoring.
Na rysunku 1 przedstawiono
schematycznie zastosowanie

sq jedynymi

Bioanalityka

Biomonitoring

bakterie, wirusy,
przeciwciata itp.

danego bioczujnika

Bioczujniki zawierajgce

stanowig czes¢ aktywng

Wykorzystanie skfadnikow
biologicznych jako podstawy
poszczegolnych czesci
procedury analitycznej
(immunosorbenty,
biokatalizatory, biokolumny)

A

Biotesty

Wykorzystanie bioczujnikow:

- czujniki enzymatyczne

i biopowinowactwa,

- czujniki bakteryjne

- czujniki tkankowe

- immunoanaliza enzymatyczna

A

Zastosowanie biotestow v
- immunoanaliza,

- radioimmunoanaliza,

- immunoanaliza enzymatyczna

A

Rys. 1. Zastosowanie metod biologicznych w kontroli jakoSci elementéw Srodowiska [1,6]
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metod biologicznych w kon-
troli jakosci elementéw srodo-
wiska [6].

Bioindykacja jest to informa-
cja z biosysteméw pozwa-
lajaca na dokonanie oceny
catego obszaru s$rodowiska.
Bioindykator z kolei to orga-
nizm (lub cze$¢ organizmu
albo zgrupowanie organi-
zmoéw), zawierajacy informa-
cje na temat jakosci srodowi-
ska (lub czesci Srodowiska).
Biomonitor natomiast to or-
ganizm (czes¢ organizmu, lub
zgrupowanie organizmow),
ktory zawiera informacje
o ilosciowych aspektach do-
tyczacych jakosci srodowiska.
Biomonitor jest zawsze bioin-
dykatorem, ale bioindykator
niekoniecznie spetnia wyma-
gania stawiane biomonitoro-
wi. Wyrdznia sie bioindykacje
(biomonitoring) aktywny i pa-
sywny. Bioindykacja aktywna
jest wtedy, gdy umieszcza
sie w warunkach testowych,
wczesniej wyhodowane w la-
boratorium bioindykatory,
a nastepnie bada poziom
ksenobiotykéw w tych organi-
zmach. Bioindykacja pasywna
natomiast, polega na badaniu
organizméw zyjacych natural-
nie w warunkach testowych.
Biomonitoring, jest to pomiar
odpowiedzi organizmow,
zwanych bioindykatorami lub
biowskaznikami, na zmiany
zachodzace w S$rodowisku.
Zadaniem biomonitoringu
jest zebranie informacji na
temat stanu zanieczyszczenia
oraz przewidywanie skutkéw
zanieczyszczenia. Bioindyka-
tory mozna podzieli¢ na dwa
rodzaje. Do pierwszej grupy
zaliczane sg organizmy, kto-
re pojawiajg sie w siedlisku
skazonym dang substancja



i s charakterystyczne dla tego
zanieczyszczenia. Druga grupe

stanowig gatunki wrazliwe na
okreslony czynnik, ktére znikaja
z danego siedliska w obecnosci
toksycznej substancji. Bioindy-
kacja i biomonitoring musza
dostarczy¢ informacji na temat
skali skazen lub degradacji
ekosystemow [1,6,7,8].
Podczas ekspozycji
zmoéw na $ladowe ilosci mi-
krozanieczyszczen, efekt
toksyczny czesto nie jest ob-
serwowany, a metody anali-
zy tradycyjnej moga sie nie
sprawdzi¢. Moze by¢ to wyni-

organi-

kiem biotransformacji niekto-
rych substancji chemicznych,
zachodzacej
do organizmu. W takich przy-
padkach poszukuje sie metod
posrednich do identyfikacji
narazenia. Miernikiem ekspo-
zycji sa reakcje biologiczne
np. zmiana aktywnosci okre-

po wniknieciu

$lonych enzymoéw, kumulacja
zanieczyszczen w ptynach
ustrojowych, wydzielinach
itp. Takie wskazniki narazenia
okresla sie mianem biomarke-
row. Biomarkery sg okreslane
jako odpowiedz biologiczna
na zanieczyszczenia srodowi-
ska obserwowana na pozio-
mie genetycznym, enzyma-
tycznym, fizjologicznym lub
Parametry
te zmieniaja sie pod wptywem
srodowiska (ogdlnie) oraz pod
wplywem zanieczyszczenia

morfologicznym.

(szczegotowo). W tych przy-
padkach moze dochodzi¢
do zmian morfologicznych
czy histologicznych organi-
zmow, ktére pojawiajg sie po
ekspozycji na zanieczyszcze-
nie. Istnieje wiele klasyfika-
cji biomarkeréw. Najczesciej
dokonuje sie podziatu na
biomarkery narazenia i bio-

markery skutkéw. Zakres bio-
markeréw jest szeroki i obej-
muje biomarkery specyficzne
i niespecyficzne. Specyficzne
jest wtedy, gdy dana substan-
cja chemiczna oddziatuje na
szlaki metaboliczne (np. hamo-
wanie dziatania enzymu dehy-
dratazy kwasu aminolewuli-
nowego (ALAD) przez otéw,
tworzenie adduktéw DNA
i hemoglobiny pod wptywem
WWA), natomiast niespecyficz-
ne — gdy rézne zanieczyszcze-
nia wptywaja na dany uktad
organizmu (np. uktad immu-
nologiczny) [7].

Bioanalityka
W bioanalityce wykorzystu-

je sie substancje aktywne
biologicznie, jako receptory
okreslonych zanieczyszczen.
Ze wzgledu na sposéb wyko-
rzystania skfadnika biologicz-
nego wyréznia sie biosensory
(bioczujniki) oraz biotesty.
Biosensory s3 to narzedzia
pomiarowe generujace sy-
gnat w zaleznosci od stezenia
danej substancji. Pomiar jest
mozliwy w wyniku pofgcze-
nia selektywnego systemu
biologicznego (np. enzym,
przeciwciato, membrana, or-
ganelle, komorka, tkanka)
z fizycznym narzedziem anali-
tycznym (np. elektroda poten-
cjometryczna lub amperome-
tryczna, odbiornik optyczny
lub optoelektroniczny). Zale-
tami biosensoréw sa wysoka
czutos$¢ i selektywnos¢, mata
podatnos¢ na zaktdcenia, mi-
niaturowe rozmiary oraz sto-
sunkowo niewysokie koszty
analizy. Pomiar z uzyciem bio-
czujnika zwykle nie wymaga
pracochfonnego przygotowa-
nia probki, a czujnik biologicz-
ny moze by¢ stosowany przez

Tabela 3. Rodzaje biosensoréw i wykrywanych zanie-

czyszczen [1]

Sposoéb detekcji

Wykrywane
zanieczyszczenia

Reakcja enzymatyczna lub
metabolizm mikrobiologiczny

Pestycydy, azotany III,
azotany V, fenole, naftalen

Inhibicja enzymatyczna

Pestycydy, metale ciezkie

Inhibicja procesu oddychania

Substancje toksyczne

Aktywnos¢ fotosyntetyczna

Herbicydy

Luminescencja bakteryjna

Toksyczne zwiazki
organiczne, metale ciezkie

Membrany drukowane
molekularnie

Pestycydy

Immunochemia

Herbicydy, polichlorowane
bifenyle

dtugi okres czasu. W tabeli 3
przedstawiono zastosowanie
biosensorow [1].

Biotesty, z kolei, to rutynowe
procedury toksykologiczno-
-farmakologiczne, przepro-
wadzane zazwyczaj w labo-
ratoriach, niekiedy w terenie,
w warunkach standardowych.
W literaturze spotykane sa
informacje na temat trzech
gtéwnych sposobdéw przepro-
wadzania badan z wykorzy-
staniem biotestéw. Sa to :

« laboratoryjne testy toksycz-
nosci, w ktérych toksyczny
zwiazek jest sztucznie wpro-
wadzany np. do wzorcowego
roztworu wodnego. Ten test
moze by¢ zrédtem informacji
na temat toksycznosci danej
substancji w kontrolowanych
warunkach. Wykonywany
jest w celu przeprowadzenia
wzorcowania biotestu, ktory
nastepnie zostanie wykorzy-
stany do oszacowania toksycz-
nosci probek rzeczywistych,

« laboratoryjne testy toksycz-
nosci prowadzone na bazie
pobranych probek rzeczywi-
stych (woda, gleba, osady).
Toksycznos¢ takich probek jest
poréwnywana z toksycznoscia
prébek wzorcowych [9].

W3réd biotestow wyrdznia sie
testy toksycznosci ostrej (letal-
ne) i chronicznej (subletalne).
Za pomocyg testow toksycz-
nosci ostrej mozna okresli¢
miedzy innymi zahamowanie
wzrostu u glonéw, $miertel-
nos$¢ u bezkregowcoéw i u ryb.
Jesli po uptywie 96 godzin nie
nastapi $mier¢ testowanych
organizméw w 50%, wtedy
przeprowadza sie testy tok-
sycznosci przewlektej w celu
oznaczenia zmian fizjologicz-
nych. Aby dany organizm
mogt petnic role efektywnego
biotestu musi spetnia¢ szereg
warunkoéw, takich jak:

« stosunkowo tatwa hodowla
w warunkach laboratoryjnych,
pozwalajaca na pozyskanie
duzej ilosci osobnikéw;

« duza fatwosc izolacji organi-
zmow ze Srodowiska;

e znajomosc¢ struktury gene-
tycznej organizmu i jego wrazli-
wosci na substancje toksyczne;
e wytypowany organizm
o wysokiej wrazliwosci po-
winien reprezentowac¢ dany
gatunek lub gromade, do
ktdrej jest zaliczany, a ponad-
to musi by¢ gatunkiem ro-
dzimym, charakterystycznym
dla badanego ekosystemu;
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e organizmy testowe powin-
ny podobnie reagowac na
dawke badz stezenie toksyny
w réznych miejscach i przy
okreslonym stopniu ekspozy-
¢ji na zanieczyszczenia [6].

Testy bakteryjne
W testach bakteryjnych za-

stosowanie znalazty m. in.
bakterie morskie Vibrio Fi-
scheri wykazujace naturalng
bioluminescencje. Stuza one
do oceny stopnia zanieczysz-
czenia wod, gleby i osadow
dennych. Toksycznos$¢ zwiaz-
ku oceniana jest na podstawie
pomiaru bioluminescencji,
ktérego dokonuje sie przed
i po inkubacji zawiesiny bak-
teryjnej z badanag prébka.
Podstawa bioluminescen-
qji, czyli emisji Swiatta przez
zywe organizmy jest reakcja
utleniania zwiazku zwanego
lucyferynag przez enzym - lu-
cyferaze. Reakcja przebiega
nastepujaco:

FMNH, + RCHO + O, —
FMN + RCOOH + H,0 (1)
+ hv (490 nm)

Lucyferaza faczac sie z kofak-
torem (FMNH2), przy pomocy
tlenu, przeksztatca aldehyd
w kwas tluszczowy, a sama
ulega wzbudzeniu przecho-
dzac na poziom wyzszy ener-
getycznie. W wyniku utle-
niania powstaje czasteczka
w stanie wzbudzonym czyli
oksylucyferyna i przemiana
do stanu podstawowego wig-
Ze sie z emisja $wiatta (Swia-
tto o dtugosci fali 490 nm,
zielono-niebieskie).
nescencja bakterii jest $cisle
zwigzana z gestoscia popula-
¢ji oraz stanem metabolicz-
nym. Bakterie luminescen-
cyjne emitujg Swiatto, gdy
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znajduja sie w optymalnym
dla siebie srodowisku. Wtedy
10% energii zuzywane jest
na Swiecenie. W obecnosci
zwigzkéw toksycznych nato-
miast, w wyniku zaburzenia
proceséw fizjologicznych, lu-
minescencja zanika. Im wyz-
szy jest stopien toksycznosci,
tym mniejsza jest ilos¢ Swiatta
emitowanego przez bakterie.
Zmiany te, s wprost propor-
cjonalne do wzglednej bio-
reaktywnosci prébki. Punkt
koncowy testu okreslany jest
jako wskaznik EC50. Obecnie
bakterie te wykorzystywane
sq w tescie Microtox. Jest on
narzedziem ceny toksycznosci
substancji chemicznych, stop-
nia zanieczyszczenia wad,
osadéw dennych i gleb. Moze
by¢ takze stosowany w tzw.
skriningu $ciekéw i odciekow
zawierajacych znaczne ilosci
zwigzkéw organicznych i nie-
organicznych. Ze wzgledu
na szybkos¢ dziatania i duza
czutos¢, test jest czesto sto-
sowany w przypadku analiz
ztozonych prébek srodowi-
skowych. Inne rodzaje bakterii
wykorzystywane w biotestach
to Pseudomonas putida czy
pateczka duru brzusznego
Salmonella typhimurium [11,
12,13, 141.

Testy oparte na wykorzysta-

niu roslin

W testach toksycznosci opar-
tych na wykorzystaniu roslin,
czyli fitotestach stosowane
sa glony (zielenice, sinice,
okrzemki), rzesa wodna i uko-
rzenione makrofity (roslina
i jej nasiona) wodne i lado-
we. Gatunki te reprezentuja
organizmy, ktére charakte-
ryzuja sie szczegdlnym zna-
czeniem dla swoich siedlisk
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naturalnych. Wynika to z tego,
ze dostarczajg tlen, zapew-
niajg obieg substancji orga-
nicznych, kontroluja jakos¢
wody oraz rownowage gleby
i osadéw dennych. Ponad-
to zapewniaja pozywienie,
schronienie i siedlisko zycia
innym organizmom takim
jak: bezkregowce, ryby, ptazy,
ptaki i ssaki. Dlatego zmiany
zachodzace w roslinach moga
bezposrednio wptywaé na
strukture i funkcjonowanie
catego ekosystemu. Wsréd ro-
$lin nasiennych w fitotestach
wykorzystuje sie ryz, owies,
pszenice, rzepak, satate oraz
pieprznice siewng zwang po-
tocznie rzezucha. Wyrdznia
sie 11 réznych testéw opar-
tych na analizie toksycznego
oddziatywania substancji na
organizmy roslinne. Rosliny
nasienne powszechnie wy-
korzystywane sg do oceny
zanieczyszczenia gleb meta-
lami ciezkimi, pestycydami
czy WWA. W przypadku oceny
srodowiska wodnego, czesto
rosliny byty wykorzystywane
W monitoringu in situ réwniez
do usuwania zanieczyszczen
takich jak metale ciezkie, azot,
fosfor, toksyczne zwigzki orga-
niczne. Obecnie w fitotestach
odchodzi sie od wykorzysta-
nia roslin nasiennych na rzecz
glonéw. Jest to wynikiem do$¢
dtugiego czasu potrzebnego
do wykonania testu. Przy wy-
borze glonéw do biotestéw,
nalezy bra¢ pod uwage ich do-
stepnosc i tatwos¢ uzycia. Naj-
czesciej stosowane sg gatunki
nalezace do rodziny zielenic.
Sa to algi Selenastrum capri-
cornutum oraz Scenedesmus
quadricauda i S. subspicatus.
Sinice i okrzemki sa rzadziej
stosowane ze wzgledu na

ich powolny wzrost i wyma-
gajagce warunki hodowli. Ba-
dania prowadzone s3g czesto
z wykorzystaniem urzadzenia
pomiarowego jakim jest cyto-
metr przeptywowy. Inng tech-
nika przeprowadzania testéw
z wykorzystaniem mikroalg
jest ich unieruchomienie na
specjalnym podtozu (immobi-
lizacja) [9,15].

Testy toksycznosci oparte na

zwierzetach

Testy toksycznosci, w ktérych
wykorzystywane s3 zwierze-
ta sa najbardziej popularne
i przeprowadza sie je znacznie
czesciej niz fitotesty. Znajduja
tu zastosowanie gatunki ta-
kie jak réwnorzese - Tetrahy-
mena pyriformis, dzdzownica
(Tubifex tubifex, Limnodrilus
hoffmeisteri), pijawki, matze
blaszkoskrzelne, skorupiaki
- rozwielitka (Daphnia ma-
gna), pierwotniak (Tetrahy-
mena thermophila), owady,
ryby (okon, fladra, pto¢) ssa-
ki (samica szczura). Sposréd
bezkregowcdw najszerzej
omawianymi w literaturze
miedzynarodowej organizma-
mi testowymi sa dafnie. Bada-
nia nad nimi prowadzone byty
juz w latach czterdziestych
XX wieku. Wykorzystywane sg
obecnie w tescie Daphtoxkit
F™magna, w ktérym wykorzy-
stane jest zjawisko hamowa-
nia ruchu skorupiakéw obser-
wowane po 24 i 48 godzinach
inkubacji. Kolejnym testem
jest Thamnotoxkit F™ — Toxkit
wykorzystujacy skorupiaka
Thamnocephalus platyurus.
Reakcja testowg jest $mierc
skorupiakéw. Test wykonuje
sie przy zastosowaniu orga-
nizméw Swiezo wylegtych
z jaj przetrwalnych. Test ten



polecany jest jako tansza al-
ternatywa dla testu Daphnia
magna. Sposréd matz wyko-
rzystuje sie racicznice zmien-

na (Dreissena polymorpha),
ktéra w hodowli szybko sie
namnaza. Matz ten wykazuje
duza czuto$¢ na zmiany ste-
zen metali ciezkich w wodzie.
Reakcja na zanieczyszczenia
jest widoczna gotym okiem,
poniewaz pod wptywem
naglych zmian stezen me-
tali ciezkich szybko zamyka
muszle. Jest on uzywany na
terenach wielu wodociggéw
w krajach europejskich. Po
katastrofie w Czarnobylu or-
ganizmy te byly réwniez wy-
korzystywane do badania
globalnego natezenia promie-
niowania beta i gamma elek-
trowni jadrowej. Do analizy
bioindykacyjnej wykorzysty-
wane sg réwniez inne matze,
takie jak: Gnathonemus petersc,
Apteronatus albifrons, Corbi-
cala fluminea, Scrorbicularia
piana. Innym przyktadem za-
stosowania matz w biotestach
s3 malze z rodzaju szczezuja
(Anodonta) do hodowli krotko-
terminowych prowadzonych
w stacjach uzdatniania wody
(wodociggach). Organizmy te
odzywiaja sie podczas filtracji
wody i reaguja na zanieczysz-
czenia zamykajac muszle, gdy
w wodzie znajdujg sie sub-

stancje toksyczne. State ob-
serwacje zachowania matzy sa
jednym z elementéw monito-
rowania jakosci wody [9,15].

Podsumowanie

Biologiczne metody oceny
toksycznosci zanieczyszczen
stanowig uzupetnienie me-
tod chemicznych. Sa one zr6-
dtem bezposrednich danych
o toksycznym oddziatywaniu
zwigzkéw chemicznych (za-
rébwno o charakterze ostrym,
jaki przewlektym) na wybrany
organizm wskaznikowy lub
populacje. Dzieki doskona-
leniu technik analitycznych
i wykorzystaniu nowych orga-
nizmoéw testowych, w ostat-
nim czasie, metody znajduja
coraz szersze zastosowanie
w badaniach jakosci $rodo-
wiska. Wynika to z faktu, ze
sg szybsze, tansze w porow-
naniu z metodami chemicz-
nymi oraz, co jest niezwykle
istotne, nie generuj substan-
¢ji ubocznych, poniewaz nie
wymagajg zastosowania do-
datkowych substancji
micznych. Dlatego obszar za-
stosowania biotestéw bedzie
coraz wiekszy, a uzyskane
w ten sposob informacje beda
stanowity podstawe do pod-
jecia badan z wykorzystaniem
konwencjonalnych metod
analitycznych.

che-
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