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STALA KONTROLA STANU FIZJOLOGICZNEGO
BIOINDYKATOROW W BADANIACH
TOKSYKOLOGICZNYCH. TEST KONDYCYJNY

W Instytucie Inzynierii Srodowiska UZ badania biotoksykologiczne prowadzone sa od wielu lat.
W trakcie tych badan ustalono, ze brak $miertelnosci organizméw testowych w probach kontrolnych
z zastosowaniem wody do rozcienczen nie do konca odzwierciedla stan fizjologiczny badanych
organizméw. Dlatego stale przeprowadza si¢ testy kontrolne przy uzyciu tej samej substancji. Z wielu
powoddw wybrano dwuchromian potasu (K,Cr,0-), [6,7,8].

Zaktad Ekologii Stosowanej UZ wykonuje biotesty, w tym testy kondycyjne przy uzyciu pigciu
organizméw: Dugesia tigrina Girard, Daphnia magna Strauss, Tubifex tubifex Lamarc, larwy
Chironomidae sp. oraz rosliny naczyniowej, rzgsy drobnej Lemna minor (L). W przeprowadzonych
badaniach [6] ustalono, ze 96-h LC 50 dla Dugesia tigrina Girard powinno wynosi¢ 22.5+2.5 mg dm’
3 K,Cr,05, a dla rozwielitki Daphnia magna Strauss 48-h LC 50 miesci si¢ w granicach 0.33-0.37 mg
dm™ K,Cr,O;. Badania te dowiodly zasadno$¢ wykonywania testow kondycyjnych do kazdej serii
badan przy uzyciu tej samej substancji chemicznej. Stosowanie testu kondycyjnego gwarantuje
powtarzalno$¢ wynikow w badaniach toksykologicznych niezaleznie od terminu prowadzenia badan
i uzytych trucizn.

1. WPROWADZENIE

Organizmy uzywane jako bioindykatory w badaniach toksykologicznych moga
wykazywaé r6zng odpornos¢ na trucizny. Roéznice w odpornosci poszczegdlnych
gatunkow mogg by¢ bardzo duze [11]. Wplyw zwiazkéw trujacych na organizm jest
zalezny od wlasciwosci fizykochemicznych samego zwigzku, uzytego bioindykatora
i wielu innych czynnikow [4]. Dziatanie zwigzkéw toksycznych moze objawiaé sig
W réznorodny sposob. Moze ono by¢:

o  krotkie i zabdjcze,
e trwajgce dluzszy czas zanim wywota smier¢ zwierzat lub roslin,
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e ukryte, ktore powoduje stopniowe pogorszenie si¢ stanu zdrowotnego organizmu
wskutek ciaglych zaklocen proceséw fizjologicznych (charakter chroniczny),
[11].

Kazdy zywy organizm przeprowadza duza liczbe procesow biochemicznych, dlatego

trujace dzialanie zwigzkéw chemicznych zaburzajacych te procesy odznacza si¢

ogromng rdéznorodnoscig. Mechanizm dzialania poszczegélnych trucizn jest
skomplikowany. W jego przebiegu wystepuje takze synergizm i antagonizm samych
trucizn. Nalezy go rozpatrywac przy uwzglednieniu wielu czynnikow wywierajacych
istotny wplyw na powstajacy ostateczny obraz zatrucia. Wynik okre$lony jest

wypadkowg dziatania wielu czynnikow, z ktorych nie wszystkie sg nam znane [5].

Jednym z waznych czynnikow wplywajacych na $miertelno§¢ organizmow
testowych jest ich kondycja, ktora zalezy od: tempa rozmnazania, pozywienia, pory
roku, temperatury, od wieku organizmow uzywanych do badan, a takze stosowanej do
rozcienczen wody (parametry fizyko-chemiczne). W pracy przedstawione sg wyniki
testow, ktore nazywamy testami kondycyjnymi. Potwierdzaja one wczesniejsze
rozwazania. Zeby otrzymywaé¢ wiarygodne wyniki w badaniach toksykologicznych
trzeba przestrzega¢ zasad eksperymentowania, a materiat biologiczny kontrolowac.

2. MATERIALY I METODY

W badaniach biotoksykologicznych zastosowano pi¢¢ organizméow: Dugesia
tigrina Girard, Daphnia magna Strauss, Tubifex tubifex Lamarc, larwy Chironomidae
sp. oraz ro$ling naczyniowa, rzgs¢ drobng Lemna minor (L). Organizmy testowe
uzywane do badan za wyjatkiem Tubifex tubifex oraz larw Chironomidae
sp.pochodzily z hodowli laboratorium IIS.

Hodowle Dugesia tigrina Girard prowadzono w sposdb opracowany przez Piontek
[3,6]. Wyplawki hodowano w zlewkach o pojemnosci 500 cm® przykrytych
szkietkami zegarkowymi. Temperatura wody wahata si¢ od 18 do 22°C. Odczyn wody
utrzymywat si¢ w granicach 7.2-8.2 pH.

Hodowle Dapnia magna Strauss oraz rzesy drobnej Lemna minor (L.) prowadzono
w akwariach 0 pojemnosci 10 dm® w temperaturze od 18 do 22°C przy o$wietleniu
jarzeniowym 4000 Ix, z zachowaniem rytmu dobowego dnia i nocy. Skorupiaki
karmione byly glonami z rodzajéow Scenedesmus i Chlorella oraz suszonymi
drozdzami piekarniczymi.

Do przeprowadzenia testdbw kontrolnych wybrano substancj¢ chemiczng -
dwuchromian potasu (K,Cr,05). Jest to zwigzek nieorganiczny dobrze rozpuszczalny
w wodzie, krystaliczny [1]. Stosuje si¢ go do mianowania innych roztworéow. Miano
roztworow K,Cr,0; nie zmienia si¢ przy przechowywaniu [10].

Toksyczno$¢ dwuchromianu potasu wyrazono w postaci LC 50 i EC 50. Dla
Daphnia magna Strauss przyj¢to $miertelno$é organizméw po 48 godzinach trwania
testu, dla Dugesia tigrina Girard po 96 godzinach dla Chironomidae sp. i Tubifex
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tubifex Lamarc po 72 godzinach, natomiast dla rzgsy Lemna minor test kondycyjny
trwat 240 godzin. Wyniki LC 50 oraz EC 50 dla poszczegoélnych organizmow
zestawiono w tabeli 1. Do obliczen wartosci stezen LC 50 i EC 50 zastosowano
metode interpretacji graficznej (analiza probitowa). Otrzymane ze wszystkich
doswiadczen wyniki poddano testowi zgodnosci rozktadu doswiadczalnego
z rozktadem normalnym. W obliczeniach wykorzystano test x°. Badane rozktady
uznano za wystarczajaco zbiezne z rozktadem normalnym, jezeli prawdopodobienstwo
w tescie y° byto wigksze od 0,7 [12].

3. WYNIKI

Ponizsza tabela zawiera zestawienie wynikéw wartosci LC 50 i EC 50 dla
dwuchromianu potasu i zastosowanych organizmdw testowych, bioindykatoréw.

Tab. 1. Zestawienie wynikow badan dla substancji K,Cr,07

Lp. | Daphniamagna | Dugesiatigrina | Chironomidae sp. | Tubifex tubifex Lemna minor

48h LC 50 96 h LC 50 72hLC50 72hLC50 240 h EC 50
mg dm™® mg dm™® mg dm™® mg dm™® mg dm™®

1. 0.24 18.6 131.8 12.0 25.1

2. 0.27 195 156.1 24.6 26.9

3. 0.28 20.2 178.8 28.9 30.5

4. 0.29 215 208.9 30.1 31.6

5. 0.32 22.1 213.7 30.3 325

6. 0.33 22.5 276.7 35.7 35.8

7. 0.36 23.1 302.0 37.9 36.9

8. 0.39 23.8 324.1 43.6 37.0

9. 0.51 24.6 378.7 56.9 41.5

10. 0.63 25.1 423.6 57.1 42.2

11. 1.26 27.5 457.1 61.7 45.9

12. 1.83 30.2 524.8 62.8 50.7

Uzyskane wyniki wykazaty, ze najczulszym na K,Cr,O; organizmem testowym jest
rozwielitka Daphnia magna Strauss. Wedtug klasyfikacji Liebmanna [1962] stezenie
substancji ponizej 1 mg dm® K,Cr,0; (tabela 2) $wiadczy o | klasie toksycznosci -
substancja wysoko trujaca. Dla Dugesia tigrina, Tubifex tubifex i Lemna minor wyniKki
mieszcza si¢ w 111 klasie toksycznosci, natomiast dla larw Chironomidae sp. jest to
IV klasa, stabo trujaca.
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Tab. 2. Stopnie toksycznoéci trucizn wg Liebmanna [2]

Stezenie substancji Stopnie toksycznosci Klasa
<1mgdm? wysoko trujgca |
1-10mg dm? mocno trujgca |
10 — 100 mg dm’® érednio trujgca i
100 — 1000 mg dm’® stabo trujaca v
>1gdm?® ledwie trujaca \Y

Test z Daphnia magna Strauss

Do badan uzywano najczgéciej rozwielitki w wieku trzech dni. Wielkos¢
organizmow miescita sie w granicach 1,0-1,5 mm. Test z dwuchromianem potasu
wykazal rozpigtos¢ wynikéw 48-h LC 50 w granicach 0.24-1.83 mg dm™.
Weczesniejsze badania przeprowadzone przez Piontek (1996) wykazaly, ze na
$miertelno$¢ organizméw ma wpltyw wiek bioindykatoréw. Najwrazliwsze okazaty si¢
organizmy jednodniowe 48-LC 50 wyniosto 0.26 mg dm™, natomiast dla organizméw
w wieku 3 dni LC 50 miescito si¢ w granicach 0.33-0.37 mg dm® K,Cr,0s.
Najbardziej wytrzymale okazaty si¢ organizmy w wieku ponad 10 dni. Dla nich 48—
LC 50 wynosito 0.41 mg dm™ K,Cr,0;. Wyniki 1.26 mg dm™ oraz 1.83 mg dm™
nalezy powtorzy¢. Rozpigto$¢ uzyskanych wynikdw wynika z uzycia organizmow
testowych w réznym wieku.

Test z Dugesia tigrina Girard

Wyptawki uzyte do badan posiadaty dlugo$¢ 12 mm i wiek okoto 20 dni.
Doswiadczenia na wyptawkach prowadzono na osobnikach calych. Toksycznosé
dwuchromianu potasu wyrazono w postaci 96-h LC 50. Wartosci 96-h LC 50 miescity
si¢ w przedziale 18.6-30.2 mg dm™. Wczeséniejsze badania wykazaty, ze 96-h LC 50
dla Dugesia tigrina Girard powinno wynosi¢ 22.5+2.5 mg dm™ K,Cr,0;. Uzyskane
wyniki zblizone sa do wczesniej przyjetych przedziatow LC 50, co $wiadczy o dobrej
kondycji badanych organizméw i 67% prawidtowo wykonanych biotestach.

Test z Chironomidae sp. oraz z Tubifex tubfex Lamarc

Larwy Chironomidae sp. (ochotki) i Tubifex tubifex Lamarc uzyte do testow
kondycyjnych z dwuchromianem potasu to organizmy pochodzace ze sklepu
zoologicznego. Wyniki 72-h LC 50 dla Chironomidae sp. miescity si¢ w przedziale
131.8-524.8 mg dm K,Cr,0-, natomiast dla Tubifex tubifex jest to przedziat 12.0—
62.8 mg dm™ K,Cr,0; Duza rozpicto$é uzyskanych wynikéw 72-h LC 50 $wiadczy o
stabej kondycji organizméw, ktéore nie pochodza z hodowli laboratoryjnych.
Organizmy te nie sag wyréwnane pod wzgledem wieku, sg przechowywane przez
pewien okres czasu, co wplywa znaczaco na ich stan fizjologiczny. Wyniki te
potwierdzaja konieczno$¢ uzywania do testow toksykologicznych organizmoéw
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pochodzacych z hodowli laboratoryjnych wyréwnanych pod wzgledem wieku
i kondycji.

Test z Lemna minor (L.)

Test z rzesa drobng trwat 240 godzin. Uzyskane EC 50 miescito si¢ w granicach
25.1-50.7 mg dm™ K,Cr,0;. Wczesniejsze badania wykazaly, ze zakres EC 50 dla
tego organizmu testowego wynosi 35.0 * 50 mg dm? K,Cr,0;. Rozpigtosé
uzyskanych wynikéw testu kondycyjnego zalezy m.in. od wielkosci rzesy. Wielkosé
tych organizméw zalezy natomiast od ilosci substancji biogennych zawartych
w wodzie hodowlanej, a tym samym od tempa rozmnazania si¢ rz¢sy. Duza ilo$é
biogenow powoduje szybki przyrost organizmOéw i1 zmniejsza przestrzen gdzie
organizmy mogg si¢ rozwija¢. W ten sposdb otrzymuje si¢ organizmy mniejsze. Przed
testem wilasciwym nalezy rzese kondycjonowac i namnaza¢ w kolbach Erlenmayera,
w ktorych beda wykonywane badania.

4. DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wykonujac testy biotoksykologiczne na
zywych organizmach niezbgdna jest stata kontrola kondycji organizmow testowych.
Badania biologiczne majg subiektywny charakter. Nalezy pamietaé, ze wykonujac
biotesty ma si¢ do czynienia z zywymi organizmami réznorodnie reagujacymi na te
same dawki toksyn, nawet w obrebie tego samego gatunku przy osobnikach jednego
wieku i cigzaru. Ponadto woda uzywana do prob kontrolnych jest nietoksyczna
i wplywa wrecz korzystnie na organizmy testowe. Nie daje to rzeczywistego obrazu
stanu fizjologicznego organizméw testowych. Wykonujac testy kontrolne przy uzyciu
tej samej substancji trujgcej, w badanym przypadku dwuchromian potasu, uzyskujemy
wiarygodne wyniki $§wiadczace o tym, ze dany organizm jest w dobrej kondycji
i moze by¢ wykorzystany do przeprowadzenia badan toksykologicznych. Ma to
glownie znaczenie w przypadku gdy laboratorium toksykologiczne nie pracuje
w trybie cigglym, a badania naukowe wykonywane sg okresowo. W takim przypadku
nalezy wszystkie organizmy doprowadzi¢ do ustalonej wcze$niejszymi wynikami
kondycji. Tylko wtedy mozemy uzyska¢ wiarygodne wyniki, a organizmy testowe
moga postuzy¢ do przeprowadzenia testow toksykologicznych.

LITERATURA

[1] Bielanski A. 1997. Podstawy chemii nieorganicznej. Cze$¢ 3, PWN, Warszawa, 685-1033ss.

[2] Liebmann H.1962. Handbuch der Frischwasser und Abwasserbiologie. Bd. 1,2, Jena. G. Fischer
Verlag 588 ss.

[3] Piontek M. 1983/1984, The regenerative ability of the planarian Dugesia tigrina (Girard) and the
possibility of its use in reproduction of this species. Acta Hydrobiol. 25/26: 81-88

317



[4] Piontek M. 1996. Ocena stopnia toksyczno$ci wybranych zwiazkéw chemicznych na podstawie
testow z Daphnia magna Straus. [Toxicity assessement of 28 mineral and organic chemical
compounds on the basis of tests with D. magna Straus]. Zesz. Nauk. Politechn. Zielonogérskiej,
111, Inzynieria Srodowiska 5: 49-59

[5] Piontek M. 1996. Rozwdj biologicznych metod oceny stopnia toksyczno$ci trucizn w $rodowisku
wodnym. Zesz. Nauk. Politechn. Zielonogérskiej, 111, Inzynieria Srodowiska 5: 31-47

[6] Piontek M. 1998. Application of Dugesia tigrina Girard in toxicological studies of aquatic
environments. Pol. Arch. Hydrobiol. 45: 565-572

[7] Piontek M. 1999a. Use of the planarian Dugesia tigrina Girard in studies of acute intoxication. Pol.
Arch. Hydrobiol. 46: 41-48.

[8] Piontek M. 1999b. Use of a planarian Dugesia tigrina Girard in the studies of acute toxicity of
organic substacnes. Pol. Arch. Hydrobiol. 46: 331-338.

[9] Pionek M. 2001. Toksyczny wptyw trzech zwiazkdéw otowiu na Daphnia magna Straus i Dugesia
tigrina Girard. Zesz. Nauk. Politechn. Zielonogérskiej, 125, Inzynieria Srodowiska 11: 285-292

[10] Szmal Z.S., Lipiec T. 1997. Chemia analityczna z elementami analizy instrumentalnej.
Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 682 ss.

[11] Turoboyski L. 1979. Hydrobiologia techniczna. PWN. Warszawa, 444 ss.

[12] Weber E. 1972. Grundriss der biologischen Statistik flir Naturwissenschaftler, Landwirte und
Mediziner. Jena, G.Fischer Verlag 674 ss.

PERMANENT CONTROL OF TEST ORGANISM PHYSIOLOGICAL STATE IN TOXICOLOGICAL
INVESTIGATIONS. CONDITION TEST

In Institute of Environmental Engineering UZ biotoxicological investigations were carried out for
many years. In the course of these investigations found that the deadliness of test organism in control
samples with water not the end doesn’t reflect the state of physiological studied organisms. Therefore,
constant control tests carried out using the same chemical compounds. With a variety of reasons, was
selected potassium dichromate (K,Cr,O,)[6,7,8]. Department of Applied Ecology do the bioassays,
including condition tests use five organisms: Dugesia tigrina Girard, Daphnia magna Strauss, Tubifex
tubifex Lamarc, larvae Chironomidae sp and vascular plants, eyelashes Lemna minor (L). In studies [6]
found that 96-h LC 50 for Dugesia tigrina Girard should be 22.5 + 2.5 mg dm™ K,Cr,0; and for Daphnia
magna Strauss 48-h LC 50 is within the limits of 0.33 - 0.37 mg dm™ K,Cr,0; These studies have
demonstrated the validity of the condition tests to each series of tests using the same chemical. Applying
the condition test ensure repeatability of results in the toxicological tests regardless of the deadline for
conducting research and used poisons.
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