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Streszczenie

Ekotoksykologia jest nauka wzglednie mtoda, ktora stanowi polaczenie ekologii i toksykologii, pozwala-
jace na badanie wptywu substancji toksycznych na ekosystemy. Bioindykacja jest metoda, w ktorej wyko-
rzystuje si¢ jako wskaznik organizmy zywe. Ich reakcja moze by¢ podstawa do oceny ogélnej aktywnosci
biologicznej badanego uktadu, a co za tym idzie, do oceny toksycznosci badanej probki. Za pomoca bioin-
dykacji mozna wyznaczy¢ ogo6lna toksycznos¢ badanej probki oraz okresli¢ sumaryczny efekt oddziatywa-
nia zanieczyszczen zawartych w $ciekach na srodowisko wodne. Istnieje wiele testow, w ktorych jest wyko-
rzystywana metoda bioindykacji. W Gléwnym Instytucie Goérnictwa badania prowadzono z zastosowaniem
LUMIStox. System ten pozwala na uzyskanie powtarzalnych i miarodajnych wynikéw pomiardw.

The use of bioindication method for assessment of industrial sewage impact
on water environment

Abstract

Ecotoxicology is relatively young science, which forms link between ecology and toxicology ena-
bling investigation of toxic substances’ impact on ecosystems. Bioindication is a method in which living
organisms are used as indicator. Their reaction can be a basis for assessment of general biological activity
of studied system, and, as a consequence, for assessment of studied sample toxicity. With the help of
bioindication, the general toxicity of studied sample may be determined, as well as the total effect of
contaminations contained in sewages impact on water environment may be defined. Many tests exist, in
which the bioindication method is used. In Central Mining Institute, the tests with the use of LUMIStox
were conducted. This system enables to obtain repeatable and reliable results of measurements.

1. BADANIA EKOTOKSYKOLOGICZNE SRODOWISKA WODNEGO
METODA BIOINDYKACJI

Ekotoksykologia jest nauka wzglednie mtoda, ktéra stanowi potaczenie ekologii
i toksykologii; zajmuje si¢ badaniem wptywu substancji toksycznych na ekosystemy
(Manahan 2006). O ile tradycyjna toksykologia jest nauka o wptywie substancji tok-
sycznych na organizmy zywe, gldwnie ludzi, to ekotoksykologia zajmuje si¢ wply-
wem na grupy w populacjach zyjacych w srodowisku naturalnym.

Bioindykacja jest metoda, w ktorej do okreslania zmian w srodowisku wykorzystuje si¢
wskazniki biologiczne — organizmy zywe. Ich reakcje moga by¢ podstawa do oceny ogolnej
aktywnosci biologicznej badanego uktadu, a co za tym idzie, do oceny toksycznosci badanej
probki (Natecz-Jawecki 2003). Bioindykacyjna ocena réznych technologii produkc;ji, a takze
biezacy monitoring Sciekow 1 odpadow sprzyjaja tworzeniu technologii proekologicznych.
Najczesciej standardowy monitoring wod 1 Sciekow obejmuje na ogdt wyznaczanie kilkuna-
stu podstawowych parametrow fizykochemicznych. Czg$¢ zanieczyszczen jest traktowana
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jako ogodlne parametry wody BZTs, ChZT lub OWO (ogolny wegiel organiczny). Czgsto
dodatkowe oznaczanie stezenia niektorych substancji specyficznych (np. metali, weglowo-
dorow, pestycydow) nie daje konkretnej odpowiedzi na pytanie, jak badane $cieki moga
dziata¢ na organizmy zywe i jak to moze oddziatywac na srodowisko wodne.

Okreslanie stezen wickszosci zwigzkow w $ciekach byloby kosztowne, a takze
trudne, ze wzgledu na to, ze cz¢$¢ zanieczyszczen w nich zawartych moze uaktywniac
si¢ po wprowadzeniu do srodowiska. Przyktadem moze by¢ uwalnianie si¢ metali przy
zmniegjszaniu si¢ odczynu w wodach odbiornika lub przy zmieszaniu ze $ciekami kwa-
snymi. Metodg bioindykacji mozna wyznaczy¢ ogo6lng toksycznosé badanych $cickow
oraz okresli¢ sumaryczny efekt oddziatywania zanieczyszczen na srodowisko wodne.

Organizacje miedzynarodowe zalecajg stosowanie czterech rodzajow bioindyka-
toréw: rozwielitki Daphnia magna lub Daphnia pulex (ISO 6341:1996, EC-C2 1992),
ryby — rézne gatunki (ISO 7346:1996, EC-C1 1992), glony — zielenice Scenedesmus
subspicatus Tub Selenastrum capricornutum (1SO 8692:1994, EC-C3 1992) oraz bak-
terie Pseudomonas pudita i Vibrio fischeri (ISO 10712:1995).

Pierwszymi badaniami, w ktorych wykorzystano metode bioindykacji, byt test
Microtox®, ktory zostat opracowany w 1979 roku w USA. Bioindykator stanowity
bakterie Vibrio fischeri (Bulich 1982). Organizmy te okoto 10% metabolizmu zuzy-
wajg na wytwarzanie $wiatla. W obecnosci substancji toksycznych luminescencja
zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem toksyczno$ci ogolnej probki. Z zastosowaniem tego
bioindykatora opracowano systemy, mi¢dzy innymi: LUMIStox, Biotox, ToxAlert.

W Gltéownym Instytucie Gornictwa do wykonywania badan stosowano system
LUMIStox, ktory jest z powodzeniem szeroko stosowany w wielu placowkach ba-
dawczych na catym $wiecie. Wybrane przyklady prac naukowych z wykorzystaniem
omawianego systemu przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Przyktady prac badawczych z zastosowaniem systemu LUMIStox 300

Lp. Tytut Autorzy Czasopismo Zakres badan
Toxicity evaluation of reactive Ch. Wang,
dyestuffs, auxiliaries and selected |A. Yediler, Chemosphere 46 Badanie toksycznosci probek Sciekdw, reaktywnych
1 |effluents in textile finishing industry |D. Lienert, (2002) Sp339_3 44 barwnikéw pochodzacych z zaktadow tekstylnych
to luminescent bacteria Vibrio Z. Wang, ' w miejscowosciach Ayazaga i Istanbut (Turcja)
Fischeri A. Kettrup
Effect of dealumln_atlon of |r9n(l]l)- M. Neamtu, APplle(_i Catalysis Przedmiotem badan byta degradacja reaktywnego
exchanged Y zeolites on oxidation . B: Environmental . .
2 A ) C. Catrinescu, barwnika RY84 z zastosowaniem nadtlenku wodoru
of Reactive Yellow 84 azo dye in A Kettru 51(2004) iako ulleniacza
the presence of hydrogen peroxide | P15 149-157 !
K. Li, Przedmiotem badan byt proces degradacji antybiotyku
. . A. Yediler, oksytetracykliny (OTC), ktory jest znany jako trudno
Ozonation of oxytetracycline and MY Ch here 72 |elimi iebezni . ki
3 |toxicological assessment of its . Yang, emosphere 72 |eliminowany oraz z nie e;p|eczgnstwg, jakie stwarza
oxidation by-broducts S. Schulte-  |(2008) s. 473-478 |dla $rodowiska z powodu jego niestabilnosci.
y-p Hostede, Za pomocg LUMIStox 300 badano toksyczno$¢
M.H. Wong produktéw powstatych w wyniku oksydacji OTC
Abamectin in the aquatic environ- T. Tisler, Ecotoxicology 15 Badanie toksycznosci prébek zanieczyszczonych
4 ment II;I.VKozuh (2006) 5. 495-502 Ieklfzm Abamectin (popularny lek stosowany w wetery-
rzen narii)
B_|o-remed|at|on of colored indus- V. Faraco, Przedmiotem badan byta biorekultywacja kolorowych
trial wastewaters by . ' o : p
. . C. Pezzella, |Biodegradation 20 |$ciekéw przemystowych z wykorzystaniem grzybow
5 |the white-rot fungi Phanerochaete ) P
) A. Miele, (2009) s. 209-220 |z grupy Phanerochaete chrysosporiumi Pleurotus
chrysosporium and Pleurofus o
. P. Giardina ostreatus
ostreatus and their enzymes
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Gornictwo 1 Srodowisko

2. METODYKA POMIAROW ZASTOSOWANA W BADANIACH
TOKSYCZNOSCI

Do pomiardéw toksycznosci zastosowano luminometr typu LUMIStox 300 — Dr.
Lange, ktory pozwolil na uzyskanie powtarzalnych i miarodajnych wynikow. Wszyst-
kie materiaty i odczynniki pochodzity od producenta, a pomiar i sama inkubacja byly
prowadzone w $cisle okreslonych i kontrolowanych warunkach, zgodnych z norma
ISO 11348:2007 (tab. 2).

Tabela 2. Zakres normy I1SO 11348:2007

PN-EN ISO 11348-1:2007 | Jako$¢ wody — Oznaczanie inhibicyjnego dziatania probek wody na emisje $wiatta
ICS: 13.060.70 przez Vibrio fischeri (badanie na bakteriach luminescencyjnych)

Cze$¢ 1: Metoda z zastosowaniem $wiezo przygotowanych bakterii (oryg.)

PN-EN ISO 11348-2:2007 | Jako$¢ wody — Oznaczanie inhibicyjnego dziatania probek wody na emisje $wiatta
przez Vibrio fischeri (badanie na bakteriach luminescencyjnych)

Cze$¢ 2: Metoda z zastosowaniem wysuszonych bakterii (oryg.)

PN-EN 1SO 11348-3:2007 | Jakos¢ wody — Oznaczanie inhibicyjnego dziatania probek wody na emisje $Swiatta
przez Vibrio fischeri (badanie na bakteriach luminescencyjnych)

Cze$¢ 3: Metoda z zastosowaniem liofilizowanych bakterii (oryg.)

Wszystkie probki badanej wody byly rozcienczane w 2% wodnych roztworach
NaCl. Rozcienczenia byty przygotowane zgodnie z normg ISO 11348:2007, wedtug
wskazan producenta. Czas inkubacji probek wynosit 15 minut. Schemat postgpowania
przedstawiono na rysunku 1.

Rozcienczenie

St

Pomiar luminescencji wyjsciowej |,
oraz koncowej I

|

—_

Badana probka

A
Szereg rozcienczen

v

Wstepne rozcienczenie prébki Wysoka toksycznosé¢ préobki —
(tzw. Predillution) wyznaczenie wartosci ECso
niemozliwe

Rys. 1. Schemat postepowania podczas pomiardw ekotoksykologicznych
Fig. 1. Layout of proceeding during ecotoxicological measurements

Na podstawie otrzymanych wynikow pomiaru byly wyznaczane wskazniki tok-
sycznosci probek EC,y i ECsy. Sa to wielkosci stanowigce dawke. Okreslony efekt,
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czyli w przypadku prowadzonych badan, zahamowanie luminescencji, uzyskano od-
powiednio dla 20% i 50% obserwowanej populacji (Walker, Hopkin 2002). Wartos$ci
ECs przedstawia si¢ jako tzw. jednostke toksycznosci TU (toxic unit)

TU = (1/ECs)-100

Na podstawie najwiekszej liczby jednostek toksycznosci TU, otrzymanych w jed-
nym z testow, probki sciekow sg zaliczane do nastepujacych klas:

e Klasa I: brak ostrej toksycznos$ci — test nie wykazal zadnej toksyczno$ci badanych
probek.

e Klasa II: mata ostra toksycznos$¢ — zostat zaobserwowany procentowy efekt zaha-
mowania luminescencji, jednakze jest on mniejszy niz 50% (TU < 1). 20% zaha-
mowanie luminescencji moze by¢ uznane za najnizszy znaczacy efekt, majacy
istotny wptyw toksyczny. 20% efekt jest rtownowazny 0,4 TU, 30% efekt = 0,6 TU
140% efekt = 0,8 TU.

e Klasa III: ostra toksycznos¢ — wartos¢ ECs, zostata osiagnieta lub przekroczona,
ale w 10-krotnym rozcienczeniu probki efekt jest juz mniejszy niz 50% (1-10 TU).

e Klasa IV: wysoka ostra toksycznos¢ — warto§¢ ECs, zostata osiggnicta przy
10-krotnym rozcienczeniu probki, ale nie zostata osiggnieta przy 100-krotnym roz-
cienczeniu probki (10 —1 TU).

e Klasa V: bardzo wysoka ostra toksycznos¢ — wartos¢ ECs, zostata osiagnicta przy
100-krotnym rozcienczeniu (TU > 100).

Podziatl sciekow na klasy ze wzgledu na toksyczno$¢ przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. System klasyfikaciji toksycznosci $ciekow wprowadzanych do $rodowiska wodnego

Jednostka toksycznosci, TU Klasa Toksycznosé
<04 | Brak ostrej toksycznosci

04<TU<1 Il Mata ostra toksyczno$¢

1<TU<10 I Ostra toksycznosé

10<TU <100 [\ Wysoka ostra toksyczno$¢

TU > 100 V Bardzo wysoka ostra toksyczno$¢

Zrédto: Ecotoxicology and Environmental Safety 71 (2008), s. 830-836.

3. ZASTOSOWANIE BADAN EKOTOKSYKOLOGICZNYCH DO OCENY
ODDZIALYWANIA SCIEKOW NA SRODOWISKO WODNE

3.1. Wynik badan ekotoksykologicznych odciekéw pochodzacych z procesu
podziemnego zgazowania wegla kamiennego

Badania toksykologiczne wykonano na probkach odciekow pochodzacych z insta-
lacji pilotowej procesu podziemnego zgazowania wegla kamiennego (Kapusta, Stan-
czyk 2009). Wybrane parametry fizykochemiczne od Sciekéw poprocesowych, zesta-
wione z najwyzszymi dopuszczalnymi warto$ciami wskaznikdw zanieczyszczen,
przedstawiono w tabeli 4 (Rozporzadzenie 2006).
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Tabela 4. Wybrane parametry fizykochemiczne $ciekdw pochodzacych z procesu podziemnego zgazowania wegla
zestawione z dopuszczalnymi warto$ciami zanieczyszczen

Najwyzsza dopuszczalna wartos¢
Oznaczenie Jednostka Wartosé Sredniodobowa
(Rozporzadzenie 2006)
Barwa - stomkowa n.o.
Przewodnos¢ uS/icm 15100 n.o.
Odczyn pH 58 6,5-9
BZTs mg/l Oz 490 25
ChZTcr mg/l Oz 2710 125
Azot amonowy mg/l N 1930 n.o.
Azot ogdiny mg/l N 1980 30
Zawiesiny ogolne mg/l <2 35
Chlorki mg/l 929,2 1000
Cyjanki ogélne mg/l 1,04 n.o.
Cyjanki wolne mg/l 0,5 0,1
Cyjanki zwigzane mg/l 0,54 5
Fenole lotne mg/l 59,1 0,1
owo mg/l 181 30
Rodanki mgl/l 6,25 10
Siarczany mgl/l 2510 500
Suma CI+SOq4 mgll 3439 1500
Amon mgl/l 2490 n.o.
Bor mgl/l 55 1
Zelazo mgll 188 10
ETEX (benzen, toluen, etylobenzen, ug/ 265 0.1 (dla BTX)
sylen)
WWA (wielopierscieniowe weglowodory ug/ 1870 no.
aromatyczne)

n.o. — nie okreslono

Z tabeli 4 wynika, ze $Scieki pochodzace z procesu zgazowania wegla przekraczajg
dopuszczalne zawartosci BZT, ChZT, azotu og6lnego, fenoli lotnych, OWO (og6lne-
go wegla organicznego) czy zelaza. Szczeg6lng uwage nalezy jednak zwréci¢ na wy-
sokie wskazniki BTEX i WWA (wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne).
Wprowadzenie tego typu Sciekow bezposrednio do zbiornika wodnego, bez wcze-
$niejszego oczyszczenia, mogloby spowodowac silne zatrucie srodowiska wodnego.

Wstepne badania wykazaty wysoka toksycznos¢ probek sciekow. Z tego powodu
byto konieczne ich rozcienczenie w celu wyznaczenia parametru toksycznosci i ECs.
Uzyskane wyniki badan oraz wykresy zalezno$ci zahamowania §wiecenia bakterii od
stezenia probki przedstawiono na rysunku 2 i w tabeli 5.

Taka warto$¢ ECsy w przeliczeniu na wskaznik toksycznosci TU daje nam wartos-
ci rzgdu 769 TU, co kwalifikuje badang probke do klasy V — bardzo wysoka ostra
toksyczno$¢. Badania te potwierdzily przypuszczenia o szkodliwosci odciekow dla
srodowiska wodnego i koniecznosci prowadzenia dalszych badan w zakresie uniesz-
kodliwienia uwalnianych w procesie zanieczyszczen.

33



Mining and Environment

o]
o

~
o
L

[e2]
o

a
o
°

Inhibicja, %

w P
o o
®

N
o

4

-
o
L]

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Stezenie, %
Rys. 2. Zalezno$¢ inhibicji luminescenciji bakterii od stezenia dla prébki sciekow pochodzacych z procesu
podziemnego zgazowania wegla

Fig. 2. Dependence of bacterium's luminescence inhibition from concentration for sample of sewages from
the process of underground coal gasification

Tabela 5. Wyliczone wartosci EC dla prébki pochodzacej z procesu podziemnego zgazowania wegla

EC: 20 30 40 50 60 70 80

Prébka 0,032 0,055 0,084 0,125 0,187 0,288 0,489
Wartos¢ pogrubiona — ECs.

3.2. Wyniki badan $ciekéw przemystowych z instalacji chemicznych i z terenow
poprzemystowych

Badaniom toksykologicznym poddano probki sciekow przemystowych, pobranych
W czasie procesu oczyszczania. Probki stanowily mieszaning $ciekow pochodzacych
z instalacji syntezy organicznej, wod infiltracyjnych z zanieczyszczonych terenéw po-
przemystowych oraz odciekow ze sktadowiska odpadow. Pobrano je z dwoch etapow
procesu oczyszczania Sciekow:
e probka (1): Scieki oczyszczone mechanicznie i biologicznie metoda osadu czynnego,
e probka (2): $cieki oczyszczone biologicznie, poddane procesowi koagulacji, floku-

lacji i filtracji na filtrach zwirowych.

Wyniki badan fizykochemicznych przedstawiono w tabeli 6.

Z tabeli 6 wynika, ze w probcee (Scieki oczyszczone biologicznie) zostaty przekro-
czone dopuszczalne wartosci wskaznikow BZTs, ChZTe, OWO, azotu ogolnego,
zawiesin ogolnych i detergentdw anionowych. W probee 2 ($cieki oczyszczone biolo-
gicznie, przefiltrowane) natomiast nie zostaly przekroczone zadne dopuszczalne war-
tosci.

Obliczone wartosci EC dla badanych probek przedstawiono w tabeli 7, a krzywe
zalezno$ci hamowania Swiecenia bakterii od st¢zenia probek na rysunkach 3 i 4.
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Tabela 6. Zestawienie badan fizykochemicznych probek $ciekdw pochodzacych z instalacji przemystowych

Badane probki Naiwv3 |
. s Scieki oczyszczone ajwyzsza dop.uszcza na
Oznaczenie Jednostka | Scieki oczyszczone biologicznie, przefi- wartos¢ sredniodobowa
biologicznie (1) trowane (2) (Rozporzadzenie 2006)
Przewodnos¢ uS/cm 1890 1479 n.o.
Odczyn pH 7,20 7,20 6,5-9
BZTs mgll 53 5,0 25
ChZTcr mgl/l 336 98,8 125
Azot ogdlny mgl/l 68 27 30
Azot Klejdahla mgll 68 26 n.o.
Zawiesiny ogolne mgll 92 46 35
AOX mg/l 0,14 0,12 1
Chlorki mg/l 208 197 1000
Cyjanki wolne mg/l 0,007 0,003 0,1
Cyjanki zwigzane mg/l 0,029 0,016 5
Detergenty anionowe mgll 6,78 1,33 5
Detergenty mg/ 098 <03 10
niejonowe
Ekstrakt eterowy mgll 16 38 50
Fenole lotne mgll 0,038 0,010 0,1
Fluorki mgl/l 0,075 0,14 25
Fosfor ogélny mgll 1,01 0,087 3
owo mg/l 70 11 30
Siarczany mg/l 230 273 500
__ —wartosci przekroczone, n.o. — nie okres§lono.
Tabela 7. Wyliczone warto$ci EC dla badanych probek
EC 20 30 40 50 60 70 80
Prébka 1 2,30 3,82 5,81 8,54 12,57 19,14 31,97
Prébka 2 17,95 28,90 42,66 n.w. n.w. nWw. n.Ww.
n.w. — nie wyznaczono; warto$¢ pogrubiona — ECs.
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Rys. 3. Zalezno$¢ inhibicji luminescencji bakterii od stezenia dla prébki 1 (Scieki oczyszczone biologicznie)
Fig. 3. Dependence of bacterium's luminescence inhibition from concentration for sample 1
(sewages after biological treatment)
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Rys. 4. Zalezno$¢ inhibicji luminescencji bakterii od stezenia dla prébki 2
(Scieki oczyszczone biologicznie, przefiltrowane)

Fig. 4. Dependence of bacterium's luminescence inhibition from concentration for sample 2
(filtered sewages after biological treatment)

Zaobserwowane przekroczenie dopuszczalnych warto$ci ChZT¢,, BZTs, azotu,
zawiesin ogolnych, detergentow anionowych i OWO w probee 1 wskazywato na tok-
syczno$¢ badanej probki. Scieki zaliczano do klasy IV (wysoka ostra toksyczno$c),
niemniej jednak, wskaznik TU miescit si¢ w dolnej granicy, na pograniczu klasy 111
i IV. W przypadku probki 2 analiza fizykochemiczna wykazata, ze badana probka
sciekow nie przekraczala dopuszczalnych warto$ci zanieczyszczen. Analiza toksyko-
logiczna potwierdzila brak jej toksycznosci. Zanieczyszczenia zawarte w probce 2
spowodowaly zahamowanie luminescencji bakterii, jednak nie wywotaly > 50% efek-
tu w badanym szeregu rozcienczenia. Oznacza to, ze warto$¢ wskaznika ECsy > 50.
Probki o wskazniku ECsy > 50 uznaje si¢ za nietoksyczne.

Badania potwierdzily hipoteze, ze cze$¢ zanieczyszczen znajdujacych sie¢ w $cie-
kach przemystowych, a oznaczanych wskaznikiem ChZT jest biologicznie nierozkta-
dalna przez osad czynny. Usunigcie zanieczyszczen pozostalych po procesie biolo-
gicznym jest skuteczne przez zastosowanie koagulacji, flokulacji, a nast¢pnie filtracji.

4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Zastosowanie metody bioindykacji do oceny toksycznosci ogoélnej moze stanowic
dodatkowy element monitoringu $ciekéw przemystowych, szczegdlnie w przypadku
wystepowania substancji specyficznych, nierozktadalnych biologicznie w procesie
biologicznego oczyszczania $ciekow. Zastosowanie tej metody do okreslenia toksycz-
nosci $ciekdow pochodzacych z procesu podziemnego zgazowania wegla potwierdzito,
ze stezenie zawartych w nich zanieczyszczen wymaga badan nad opracowaniem spo-
sobu zapobiegania ich rozprzestrzenianiu si¢ w srodowisku wodnym.

W badaniach technologicznych nad intensyfikacjg oczyszczania $ciekéw stano-
wigcych mieszaning $ciekow z instalacji chemicznej, wod infiltracyjnych z zanie-
czyszczonych terendw poprzemystowych oraz odciekow ze sktadowiska odpadow,
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testy bioindykacyjne potwierdzily skutecznos¢ dodatkowego etapu oczyszczania me-
toda chemiczno-filtracyjna.

Aparatura uzyta do przeprowadzonych badan zostata zakupiona w ramach projektu
nr: POIG.02.01.00-24-045/08 pt. ,,Moderizacja zaplecza badawczego wykorzystywa-
nego podczas rewitalizacji terenow zdegradowanych dziatalno$cia przemystowa”.
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