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Streszczenie

Skorupiak planktonowy rozwielitka Daphnia magna Straus jest
organizmem cze¢sto uzywanym do badan toksykologicznych. Kozne
warunki towarzyszqce lestom (woda, temperatura, zmienna kondycja
populacji) utrudniajq porownanie opublikowanych rezultatéw. W pracy
przedstawiono wyniki badan 28 substancji chemicznych organicznych
i nieorganicznych. Testy wykonano w warunkach umozliwiajqcych
powlarzalnosc¢ badan: preparowana woda do rozcienczen, sprawdzajqcy
test kondycyjny, uzycie osobnikow 3 dniowych i stale warunki
laboratoryjne. Zastosowana metoda stwarza mozliwos¢ wykonania badan
w roznym czasie i porownania wynikow, co stanowi podstawowq wartosc

pracy.

1. WSTEP

Rozwielitka duza jest organizmem powszechnie stosowanym w badaniach
toksykologicznych [14. Solski 1968, 15. Solski 1977,16. Solski 1983].
Badania te byly prowadzone w rdznych warunkach (sktad chemiczny
wody, temperatura 1 inne) z populacja o nieznanej kondycji, stad uzyskane
wyniki przez badaczy sg najczesciej nieporownywalne.
W niniejsze) pracy uzywano do doswiadczen wody standardowej [7. I1SO
document, 1980], wiek rozwielitek wynosit 3 dni, ich stan fizjologiczny
okreslano testem z K,Cr,0,[9. INTERNATIONAL Standard, 1984]

Przyjety sposob hodowl rozwielitek 1 metody wykonania doswiadczen
stwarzaja mozliwosci porownywania 1 interpretacji wynikow badan,

" Marlena PIONTEK - Zaklad Odnowy Srodowiska, Politechnika Zielonog6rska



50 Marlena PIONTEK

przeprowadzonych w roznym czasie, z populacjg rozniaca sig, co do stanu
fizjologicznego (kondycji).

Przyjeta metodyke sprawdzono na stosunkowo bogatym materiale : 12
soli mineralnych i 16 substancji pochodzenia organicznego.

2. MATERIAL

Daphnia magna (rozwielitka duza) jest pospolitym organizmem
planktonowym wod stojacych. Zyje zarowno w drobnych zbiornikach
nawet okresowych, jak i wigkszych. Nalezy do zwierzat rozdzielno-
ptciowych. W komorze lggowe] samic przebywajg jaja i swiezo wylegle
miode. Rozwoj jest prosty, a jego czas krotki (wynosi okolo 5 dni)
w temp. 20°C[18. Stanczykowska 1979]. U wioslarek wystepuje
heterogonia. Jest to zjawisko polegajace na wystgpowaniu na przemian
pokolen rozwijajacych si¢ partenogenetycznie i dwupiciowo. W okresie
sprzyjajacych warunkoéw zewngtrznych rozmnazanie partenogenetyczne
pozwala na szybki rozwdj i przez wielokrotny rozréd prowadzi do
wydatnego zwigkszenia populacji [13. Praca zbiorowa, 1973].
Rozwielitka duza jest organizmem powszechnie stosowanym w badaniach
toksykologicznych [14. Solski 1968, 15. Solski 1977, 16. Solski 1983].
Uzywane do doswiadczen rozwielitki pochodzity z wiasnej hodowli.
Prowadzono ja w akwariach o pojemnosci 10 |, w temperaturze
pokojowej 18-22°(", stosujac oswietlenie jarzeniowe o nat¢zeniu 4000
luksow z zachowaniem rytmu dobowego dnia i nocy [15. Solski 1977].
Pokarm stanowily drozdze piekarnicze oraz glony: Scenedesmus
i Chlorella [15 Solski 1977, 18. Stanczykowska 1979]. Glony hodowano
w kolbach o pojemnosci 400ml na pozywce mineralnej wg Jankowskiego
[10. Jankowski, 1964].

Rozwielitki poddano dzialaniu trucizn z grupy zwiazkow mineralnych
1 organicznych;



Ocena stopnia toksycznosci 28 chemicznych zwiqzkow mineralnych....... 51

Zwiazki organiczne Zwiazki nieorganiczne
1. fenol . chlorek rteciowy

2. hydrochinon . chlorek kadmowy

|
2
3. pirogalol 3. siarczan miedziowy
4. pirokatechina 4. siarczan cynkowy
5. p-nitrofenol 5. azotan kobaltowy
6
7
8.

6. o-krezol . fluorek potasowy

7. m-krezol . azotan barowy

8. p-krezol azotan sodowy

9. o-toluidyna 9. cyjanek potasowy

10. p-toluoidyna 10. rodanek potasowy

11. formaldehyd I 1. zelazicyjanek potasowy
12. kwas octowy 12. nitroprusydek sodowy

13. octan olowiowy

14. szczawian amonowy
15. metanol

16. glikol etylenowy

Rozwielitki uzyte do badan byly w wieku 3 dni, ich wielkos¢ miescita sig
w granicach 1.0-1.5 mm. Stan fizjologiczny (kondycje) organizmow
testowych w okresie prowadzonych badan okreslano na podstawie testow
kontrolnych z dwuchromianem potasu [9. INTERNATIONAL Standard,
1984]. Ze wzgledu na czg¢ste wykonywanie testow kontrolnych ilosc
organizmow w doswiadczeniu K, Cr,(J, zmniejszono, ograniczajac si¢ do
jednego lub dwoch powtorzen.

3. METODY
Sposob eksperymentowania

Sporzadzanie stg¢zen trucizn
Do rozcienczen badanych substancji stosowano wode standardowa,

sporzadzang wg przepisu ISO [7. ISO document, 1980]. W tym celu
przygotowano trzy roztwory podstawowe:
1 - 320g CaCl,-6H,0 + 29g NaCl + 9gNaNO, rozpuszczono

w wodzie redestylowanej do objgtosci 1 litra;
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2 - 151gMgSO, -TH,O + 79gNa,SO, rozpuszczano w wodzie
redestylowanej do objgtosci 1 litra;

3 -27g NaHCO, rozpuszczano w wodzie redestylowanej do objetosci 1
litra.

Do sporzadzenia 10 litrow wody standardowej, procz wody
redestylowanej uzywano po 5 ml roztworow podstawowych 1 1 2 oraz
50ml roztworu podstawowego 3. Tak przygotowana wodg¢ napowie-
trzano przez okolo 24 godziny celem ustabilizowania odczynu do
wartosci 7.8 £0.2 pH (w przypadku wigkszych odchylen pH dodawano
po parg kropli roztworu HCL lub NaOH).

Skiad jonowy tej wody wyrazony w ppm przedstawia si¢ nastg¢pujaco:

wapn 29.5 chlorki 60.5
magnez 7.5 siarczany 56.0
sod 56.5 azotany 3.5

weglany 100.0
Twardos¢ tej wody wynosi 100 ppm (wyrazona w postaci CaC0,).

Stezenia robocze badanych substancji sporzadzano stosujac dzielniki od
1.8 do 1.05. Uzyskany szereg geometryczny rozcienczen zawieral co
najmniej 10 stezen, w tym 5-7 stezen powodujgcych $mieré organizmow
testowych w granicach od powyzej 0 do ponizej 100% [15. Solski, 1977].
W przypadku substancji trudno rozpuszczalnych w wodzie i uzyciu
etanolu stgzonego do ich rozpuszczenia, przestrzegano zasady, ze ilosé
etanolu nie przekracza 0.05% [5. ISO document, 1979].
Wytracaniu si¢ soli metali cigzkich w sporzadzanych roztworach wodnych
zapobiegano, wprowadzajac wersenian dwusodowy zgodnie z rowna-
niami stechiometrycznymi [21. Welcher 1963]. Ilosci uzytego wersenianu
dwusodowego w roztworach roboczych byly znacznie nizsze od st¢zenia
granicznego tego zwiazku dla Dugesia tigrina i Daphnia magna.
Zapotrzebowanie na organizmy testowe o wyrownanym stanie fizjolo-
gicznym dla przeprowadzenia jednego do$wiadczenia jest nastgpujace:
e od 11 do kilkunastu stezen (w tym jedna proba kontrolna),
o kazde stezenie przygotowywane jest w 3 powtdrzeniach (po 3
naczynia),
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e do kazdego naczynia wprowadza si¢ po 10 osobnikow, co odpowiada
tacznej 1losci okoto 400 organizmow testowych.

3.2 Naczynia 1 objetosc roztworow

Rozwielitki umieszczono w probowkach o pojemnosci 45 ml napeinio-
nych 40 ml roztworu badanej substancji. Rozwielitki wprowadzano do
probowek za pomoca pipety w mozliwie szybkim czasie, stad liczba
osobnikow w probowkach wahata si¢ od 9 do 12. Zastosowanie

probowek ulatwiatlo obserwacj¢ zachowania  si¢ rozwielitek oraz
dokonywania zapisu porazenia 1 Smierci,

3.3 Interpretacja wynikow badan

Wplyw toksyczny badanych trucizn na rozwielitki oceniano na podstawie
zapisu porazenia 1 $mierci w doswiadczeniu trwajacym 48 godzin [15.
Solski, 1977]. Stopien toksycznosci w doswiadczeniu wyrazano
stezeniem granicznym (GC) oraz LC 10/48 1 LC 50/48.

W badaniach toksykologicznych wyrozniono dwa rodzaje stgzen:
subletalne 1 letalne.

Steienia subletalne

W kategorii stezen subletalnych, przyjmujagc za podstawg oceny
toksycznego oddzialywania trucizn objawy, wskazujace na inhibicj¢
proceséw zyciowych u organizmow testowych np. slabsza reakcja na
bodzce zewnetrzne, utrata rownowagi (Daphnia magna) oraz
zahamowanie procesu regeneracjli (Dugesia tigrina), wyrozniono GC
(stezenie graniczne) 1 EC 50.

GC (stezenie graniczne) - jest to najwyzsze stezenie badane) substancii,
w ktorym po okreslonym czasie nie stwierdza si¢ zadnych ujemnych

zmian u organizmow testowych [1. Autorenkollektiv, 1970,15. Solski
1977].

EC 50 - jest to stezenie trucizny, ktore po okreslonym czasie (w porow-
naniu z probg kontrolng) powoduje okreslony ujemny skutek u 50%
badanych organizmow [6. ISO document, 1979].
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Stezenia letalne

W kategorn stezen letalnych, przyymujac za podstawe toksycznego
wplywu trucizn na organizmy testowe ich smier¢, wyrdzniono LC 101 LC
50.

LC 10' - jest to stezenie badanej substancji, ktore po okreslonym czasie
powoduje $§mier¢ 10% organizmow testowych [19. Tscheu, 1983].

LC 50 - jest to stezenie, ktore po okreslonym czasie powoduje smierc
50% organizmow testowych [1. Autorenkollektiv 1970,25. 1SO
document 1984,15. Solski 1977 ,17. SEV 1983].

Analiza statystyczna

Przebieg porazenia lub $mierci organizméw testowych pod wplywem
trucizny mozna przedstawi¢ graficznie. Odkladajac na osi odcigtych
stgzenia, a na osi rz¢gdnych procenty Smiertelnosct lub porazenia,
otrzymuje si¢ krzywa regresji o ksztalcie sigmoidalnym. Krzywa
sigmoidalng przeksztalca si¢ w lini¢ prosta, przyjmujac na osi poziome]
skale logarytmiczna st¢zen, za$§ na osi pionowe] (wyrazajacej reakcje
zwierzat w procentach) skalg¢ probitowg [3. Bliss 1934, 4. Finney 1978,
12. Litchfield 1949].

Z wykreslonych prostych odczytuje si¢ wartosci EC 50, LC 101 LC 50.

Analizg¢ statystyczng wynikow badan nad wplywem substancji trujacych
na porazenie lub smier¢ D. magna przeprowadzono metoda graficzng

opisang przez Weber [20. Weber, 1972]. Analiza statystyczna wynikow
przeprowadzonych doswiadczen zawiera:

1. rownanie proste] y = a + bx wyznaczone na podstawie badan
empirycznych,

2. wspotfczynnik regresji z odchyleniem standardowym,

3. przedziaty ufnosci dla EC 501 LC 50,

4. test zgodnosci rozkiadu doswiadczalnego z rozktadem normalnym.

Rownanie proste] y = a + bx wyznaczono przy uzyciu interpolacji metoda
najmniejszych kwadratow [4. Finney, 1978]. Oznacza to, ze otrzymane
rownanie minimalizuje sumg¢ kwadratow z roznic miedzy wartosciami

' sg propozycje by w przypadku testow prowadzonych przy uzyciu
organizmow zwierzgcych przyja¢ LC 10 za stezenie progowe [2.
Autorenkollektiv 1982, 19. Tscheu 1983].
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empirycznymi a wartosciami  prostej dla okreSlonych  wartosci
argumentow. Przedzialy ufnosci okreSlono na podstawie rozkiadu
t (Studenta - Fishera) uwzgledniajacego roznice dzielaca rozktad
prawdopodobienstwa dla nieskonczonej liczby probek. We wszystkich
obliczeniach przyjeto wspolczynnik ufnosci rowny 0.95 [20. Weber,
1972].

Wyniki otrzymane ze wszystkich doswiadczen poddano testowi zgodnosci
rozkladu doswiadczalnego z rozkladem normalnym. W obliczeniach
wykorzystano test x° oparty na kryterium Pearsona [20. Weber, 1972].
Badane rozklady uznano za wystarczajaco zbiezne z rozkladem
normalnym, jezeli prawdopodobiefstwo wyznaczone w tescie x° bylo
wigksze od 0.7 [14. Solski 1968, 20. Weber 1972]. Wszystkie punkty
analizy statystycznej wykorzystujg stablicowane wartosci funkeji 1 argu-
mentéw, W tym celu w obliczeniach z wartosciami dyskretnymi
stosowano interpolacj¢ liniows, zakladajac liniowy charakter zmian
funkcji i argumentow w przedziatach migdzy kolejnymi wartoSciami.

W obliczeniach wykorzystano maszyne cyfrowa SM 4, dla ktore) program
zostal napisany w jezyku FORTRAN w oparciu o metody statystyczne dla
biologow [4. Finney 1978, 20. Weber 1972].

TABELA 1
Wrazliwosé Daphnia magna Straus na K.Cr,0, w zaleznosci od wieku.

wiek stezenie | EC 50/48 | LC 10/48 | LC 50/48
L.p. graniczne

dni mg/| mg/| mg/| mg/1
1 ] 0.11 0.20 0.16 0.26
2 3 0.16 0.33 0.23 036
3 3 0.16 0.29 0.24 0.33
4 3 019 0.28 0.22 0.35
5 3 0.13 0.33 0.24 037
6 3 0.16 0.34 0.23 0.36
7 3 0.19 0.30 0.26 0.37
8 3 0.19 031 0.24 0.35
9 >10 0.16 0.35 0.25 0.41
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4. WYNIKI BADAN
4.1. Tesi z dwuchromianem potasu

Wplyw toksyczny K,C'r,(), na D.magna oceniano na podstawie zapisu
porazenia i s$mierci po 48 godzinach, oraz wyznaczeniu stgzenia
granicznego, EC 50/48, LC 10/48 1 LC 50/48 (Tab. 1.). Dynamike trucia
rozwielitek przez K,('r,0), wyrazaja wielkosci wspolczynnikow regresji.

Wyniki badan przeprowadzonych z rozwielitkami w wieku 1, 3 i powyzej
10 dni zestawiono w Tab. 1. Najwrazliwszag na dwuchromian potasu
okazala sie populacja jednodniowa - LC 50/48 wynosito 0.26 mg / dm’ .
Wyznaczone dla 7 grup populacyjnych w wieku 3 dni LC 50/48 miescito
si¢ w granicach 0.33-037mg / dm’ K,Cr,0, .

Uzyskane wartosci LC 50/48 dia dwuchromianu potasu w badaniach
z rozwielitkami w wieku 3 dni, wskazuja na bardzo wyrdwnang kondycje
uzytych do doswiadczen populacji. Rozwielitki w wieku ponad 10 dni
(zawieraty w komorach lggowych jaja i Swiezo wylggle mlode) okazaty sig
odporniejsze na K,(r.0, od populacji w wieku 3 dni, LC 50/48
wynosito 0.41mg /dm’. Wylegle, mtode rozwielitki podczas trwania
doswiadczen nie gingly, co mogloby wskazywaé na pojawienie sig
odpornosci nabytej [11. Le Blanc, 1982].

4.2 Wplyw toksyczny wybranych substancji mineralnych
i organicznych

Wplyw toksyczny 28 substancji chemicznych na rozwielitki oceniano na
podstawie zapisu porazen i smierci oraz wyznaczeniu st¢zen granicznych,
LC 10/48 1 LC 50/48, co przedstawia Tab. 2.

Dynamikg¢ trucia rozwielitek przez te substancje wyrazajg wielkosci
wspotczynnikow repres;ji.

Najbardziej trujacymi substancjami dla D.magna byly sole metali cigzkich:
chlorek rteci (LC 50/48 = 0.007 mg / dm’), siarczan miedzi (LC 50/48 =
0.04 mg / dm’ )i chlorek kadmu ( LC 50/48 = 0.06 mg / dm").
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TABELA 2
Wptyw toksyczny wybranych trucizn na Daphnia magna Straus.
stezenie LC 10/48 LC 50/48
L. substancja graniczne
p-
mg/l mg/| mg/Il
I | chlorck rtgciowy 0.002 0.003 0.007
2 | siarczan micdziowy 0.01 0.02 0.04
3 | chlorck kadmowy 0.01 0.02 0.06
4 |siarczan cvnkowy 0.9 1.0 24
5 |azotan kobaltowy 2.5 4.5 8.4
6 | fluorek potasowy 2923 3i88 3874
7 | azotan barowy 821 943 123.0
8 |azotyn sodowy 65.4 84.5 1188
9 |cyjanck potasowy 0.6 0.9 2.0
10 | rodanek potasowy 4.7 6.2 17.1
11 | zelazicyjanek potasowy 2.6 4.9 20.6
12 | nitroprusydck sodowv 1542 174.9 243 8
13 | fenol 1.3 2.7 14.5
14 | hydrochinon 0.06 0.09 0.18
15 | pirogalol 24 29 6.1
16 | pirokatechina 0.4 0.6 2.1
17 | p-nitrofenol 0.5 0.9 2.6
18 | o-krezol 4.8 6.6 12.8
19 | m-krezol 6.7 9.4 18.5
20 | p-krezol 1.5 3.5 9.9
21 {o-toluidvna 04 1.1 43
22 | p-toluidyna 0.05 0.28 2.8
23 | formaldehvd 0.7 1.0 3.7
24 | kwas octowy 34.0 356 55.9
25 | octan olowiowy | 3 T2
26 | szczawian amonowy 42 4 459 65.1
27 | metanol 14.0-10° 18.5-10° 25.1-10°
28 | glikol ctylenowy 14.0-10° 16.3-10’ 215-10°
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Ponadto wysoce toksyczny dla rozwielitek okazal si¢ hydrochinon (LC
50/48 = 0.18 mg / dm’) Nieco mniejszg szkodliwos¢ wykazaly: cyjanek
potasu, pirokatechina , siarczan cynku, p-nitrofenol, p-toluidyna i formal-
dechyd (wartosci LC 50/48 wahaly sie od 2.0 mg/dm’ do 3.7
mg | dm’).

Substancjami bardzo malo trujacymi okazaly si¢ alkohole: glikol
etylenowy (LC 50/48 = 22 g /dm") i metanol (LC 50/48 = 25 g/dm’)
(Tab. 2.).
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