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Streszczenie

Przebadano wplyw trzech zwiqzkow olowiu (azotan olowiawy, chlorek
olowiawy, octan olowiawy) na dwa stodkowodne organizmy, Daphnia
magna Straus | Dugesia tigrina Girard. Sprawdzono czulos¢ dwoch
metod toksykologicznych opracowanych dla srodowiska wodnego na
skazenia metalem ci¢zkim, Pb. Przy okreslaniu toksycznosci ostrej
nieorganicznych soli olowiu 15 (azotan) i 12 (chlorek) razy czulszq
metodq od testow z wyplawkiem okazaly si¢ badania oparte na testach
przy uzyciu rozwielitki (LC 50/48 0,16 mg dm™ Pb(NO3),, LC 50/48 0,28
mg dm™ PbCl,). Dla octanu olowiawego (substancja organiczna) 1,5 raza
czulszy od testow z rozwielitkq byl test na postep regeneracji D. tigrina
(osobniki krojone) LC 50/240 5,2 mg dm™.

Summary
Experiments were done on (wo freshwater species, Daphnia magna
Straus and Dugesia tigrina Girard. The toxic effects on 3 toxic
compounds, lead nitrate, lead chloride (mineral substances) and lead
acetate (organic compound) were used in the studies of acute
intoxication. The sensitivity of two methods, test with cut planarians and
test with Daphnia magna were compared. In the experiments with cut
individuals, the tested chemical compounds influenced the regeneration
process which lasted 10 days, this was the period of special sensitivity of
planarians to the poisons. In two cases (mineral substances) the chemical
compounds were more toxic to D. magna. The values of 48-h LC 50 were
0.16 mg dm? Pb(NO;), and 0.28 mg dm? PbCl, In one case (lead
acetate) the chemical compound was more toxic to D. tigrina (240-h LC
50 5.20). Based on the classification of Liebmann (1962) the estimates
were made of the degree of toxicity of poisons of the 3 tested chemical
substances. Two chemical compounds (lead nitrate and lead chloride)
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were classified within Group [ of highly toxic compounds for D. magna.
Lead acetate was classified within Group Il of very potent poisons. In the
studies with cut individuals of D. tigrina as test organism all of the tested
chemical substances were classified within Group Il of very potent
poisons.

1. WSTEP

Jakos$¢ wad powierzchniowych zalezy od wielu czynnikéw, w tym od ilosci opadéw
deszczowych. Zanieczyszczenie powietrza i splywy powierzchniowe powoduja
wprowadzenie do odbiornikéw znacznych ladunkéw zanieczyszczefi. W przeciagu lat
1994-1997 opady atmosferyczne wniosty na obszar dorzecza $rodkowej Odry 4346,41
ton otowiu [Twarowski i inni, 1998]. Wedlug obowiazujacych w Polsce norm dla
$rodladowych wod powierzchniowych, wody opadowe nie odpowiadaja normatywom
dla poszczegolnych klas czystosei i stwarzaja bezposrednie zagrozenie dla jakosei wod
w dorzeczu Odry. Czesto przekraczaja dopuszczalng zawartosé ofowiu. Najwyzszymi
tadunkami olowiu w okresie lat 1994-1997 zostaly obcigzone tereny woj. legnickiego
i jeleniogorskiego [ Twarowski i inni, 1998].

Wody opadowe 1 sptywowe powodujg tez powstawanie niebezpiecznych odciekdw

wysypiskowych zawierajacych miedzy innymi rozpuszczone frakcje mineralne.
Najbardziej ucigzliwy rodzaj zanieczyszczen zawartych w odciekach wysypiskowych
stanowig metale cigzkie. Ze wzgledu na toksyczny charakter zaklocajg rownowage
biologiczng érodowiska wodnego i hamuja procesy samooczyszczania si¢ wod. Metale
cigzkie wykazujg zdolnos¢ do biokumulacji w organizmach zywych wywolujac
powazne zmiany patologiczne. Zawartosé olowiu w odciekach wysypiskowych wynosi
srednio 1,45 mg dm™ (min. 0,22, max. 4,15) [Szymanski, 1997].
Biologicznej oceny skazenia $rodowiska wodnego, w tym metalami cigzkimi, dokonuje
si¢ przy uzyciu biotestow. Celem przedstawionej pracy jest okreélenie wplywu
wybranych dwoéch nieorganicznych zwiazkéw olowiu (azotan otowiawy, chlorek
olowiawy) i jednego organicznego (octan olowiawy) na dwa organizmy reprezentujace
faung stodkowodna, Daphnia magna Straus 1 Dugesia tigrina Girard oraz wykazanie
przydatnosci dwoéch metod biotoksykologicznych opracowanych dla $rodowiska
wodnego z uzyciem tych zwierzat do kontroli skazenia wody otowiem.

2. MATERIALY

Hodowle organizmow testowych (rozwielitki Daphnia magna i wyptawki Dugesia
tigrina) prowadzono w Pracowni Biologii, Zaktadu Odnowy Srodowiska, Politechniki
Zielonogorskiej.
2.1. Hodowle Daphnia magna

Rozwielitki hodowano w akwariach o pojemnosci 10 dm’, w temperaturze
pokojowej 18°-22° C, stosujac oswietlenie jarzeniowe o natgzeniu 4000 luksow
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z zachowaniem rytmu dobowego dnia i nocy [Solski, 1977; Piontek, 1997]. Pokarm
stanowily suszone drozdze piekarnicze oraz glony: Scenedesmus 1 Chlorella [Solski,
1977; Piontek, 1997]. W celu uniknigcia przegeszczenia populacji skorupiakéw, co 2-3
dni rozwielitki odtawiano i uzywano do badan toksykologicznych oraz jako pokarm dla
wyplawkow.

2.2. Hodowle Dugesia tigrina

Hodowle Dugesia tigrina prowadzono w sposdb opracowany przez [Piontek,
1983/84]. Populacja wyplawkow pochodzita od jednego osobnika, co dawato pewnosé,
ze material uzyty do doswiadczen byt wyrownany pod wzgledem cech genetycznych.
Wyptawki hodowano w zlewkach o poj. 500 cm” przykrytych szkietkami zegarkowymi.
W kazdej zlewce umieszczonych byto 100 osobnikow. Taka objgtos¢ wody jak
I powierzchnia naczyn gwarantowaly osobnikom swobod¢ poruszania si¢ 1 fatwe
zdobywanie pokarmu. Temperatura wody wahata si¢ od 18" do 22° C, odczyn wody
utrzymywal si¢ w granicach 7.2-8.2 pH, zawarto$¢ tlenu powyzej 5.0 mg O, dm™.
Hodowle prowadzono przy swietle dziennym z zachowaniem rytmu dobowego dnia
inocy. Wyptawki karmiono D. magna ad libitum. 1lo$¢ rozwielitek podawana do
karmienia byla dwukrotnie wigksza od liczebnosci wyptawkow. Osobniki namnazano
przez krojenie [Piontek, 1983/84; Piontek, 1998]. Wyplawkom poddanym regeneracji
pokarm podawano po zregenerowaniu brakujacych czesci ciala, tj. po okoto 10 dniach
[Piontek, 1998].

2.3. Substancje chemiczne uzyte do badan toksykologicznych

Do badan nad toksycznoscia ostrg zastosowano dwa nieorganiczne zwiazki olowiu:
azotan olowiawy Pb(NO;),, chlorek otowiawy PbCl, i jeden organiczny: octan
ofowiawy C4;H,O4Pb - 3H,0. Stan fizjologiczny osobnikéw uzytych do doswiadczen
sprawdzono, stosujac test z K,Cr,O; (test kondycyjny) [/SO document, 1980;
International Standard, 1984; Piontek,1997; Piontek, 1999a].

3. METODY
3.1. Sporzgdzanie stezen trucizn

Do rozcienczen badanych substancji stosowano wode¢ standardowa, ktora zostata
sporzadzona wg przepisu ISO [ISO document, 1979, 1980; International Standard,
1984]. Sktad jonowy tej wody wyrazony w ppm przedstawia si¢ nast¢pujaco : wapn 29,
magnez 7.5, sod 56.5, weglany 100.0, chlorki 60.5, siarczany 56.0, azotany 3.5.
Twardos$¢ tej wody wynosi 100 ppm (wyrazona w postaci CaCO;). Stezenia robocze
badanych substancji sporzadzono stosujac dzielniki 1,1 do 1,8. Uzyskany szereg
geometryczny rozcienczen zawieral co najmniej 10 stezen , w tym 5§ — 7 stgzen
powodujacych $mier¢ organizmow testowych w granicach od powyzej 0 do ponizej 100
% [Piontek, 1997].
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3.2. Sposdb eksperymentowania

3.2.1. Test z Daphnia magna

Wplyw toksyczny badanych zwigzkow ofowiu : azotanu ofowiawego , chlorku
olowiawego oraz octanu olowiawego na rozwielitke oceniono na podstawie zapisu
$mierci w doswiadczeniach trwajacych 48 godz. Toksycznosé tych trucizn wyrazono
stezeniem LC 50/48.

Badania wykonywano w laboratorium o stalej temperaturze 20° — 22° C. Do
probéwek o pojemnosci 45 cm’ wlewano po 40 cm’ roztworéw testowych.
Jednoczesnie przy uzyciu wody standardowej przygotowywano probe kontrolna. Do
kazdej probowki wprowadzano dziesig¢ trzydniowych rozwielitek. Oznaczenie zostalo
przeprowadzone w trzech rownoleglych szeregach stezen [Piontek, 1997]. Do obliczen
wartos$ci stezen LC 50 zastosowano metodg interpretacji graficznej [Weber, 1972].

3.2.2. Test z Dugesia tigrina

Wyptawki poddano toksycznemu wplywowi trzech zwiazkow olowiu: azotanu
olowiawego, chlorku olowiawego oraz octanu olowiawego. Do badan uzywano
osobniki krojone [Piontek, 1999ab]. Jako kryterium oceny toksycznosci trujacych
substancji na wyplawki przyjeto $mierc organizméw testowych oraz postep regeneracji
(zachowanie lub utratg zdolnosci do regeneracji) w do$wiadczeniu trwajagcym 240
godzin. Toksycznos¢ trucizn wyrazono w postaci LC 50/240.

Badania toksykologiczne wykonane zostaly w pomieszczeniu laboratoryjnym,
w temperaturze 20° — 22° C. Do zlewek o pojemnosci 50 e¢m’ wlewano roztwory
testowe w objetosci 40 cm’. Do kazdej zlewki wprowadzano po 10 osobnikow
krojonych, tzn. pig¢ wypltawkow (ok. 12 mm dlugosci) dzielonych na dwie czgdci
powyzej gardzieli [Piontek, 1983/84]. Oznaczenia zostaly przeprowadzone w trzech
rownoleglych szeregach stgzen, z prébami kontrolnymi. Po uptywie 240 godz. od
wprowadzania zwicrzat do roztwordw, odczytywano $miertelnosé wyplawkow
[Piontek, 1999a]. Wyniki obserwacji po okre$lonym czasie stanowily podstawe do
obliczenia ste¢zenia letalnego LC 50/240. Do obliczen wartosci stezen LC 50
zastosowano metodg graficznej interpretacji [Weber, 1972].

3.3. Kontrola stanu fizjologicznego organizmdéw testowych

Wyplawki uzywane do badan posiadaly dhugos¢ ciata ok. 12 mm i wiek 20 dni,
Rozwielitki uzyte do badan byly w wieku trzech dni, ich wielkos¢ miescila sig
w granicach 1,0 - 1,5 mm. Stan fizjologiczny (kondycjg) organizméw testowych
w okresie  prowadzenia badan okre§lano na podstawie testdw  kontrolnych
z dwuchromianem potasu [Piontek, 1997,1998,1999a,b]. Doéwiadczenia z wyplawkiem
prowadzono na osobnikach calych. Jako kryterium oceny toksycznosci przyjeto $mieré
organizmow w badaniach trwajacych 96 godzin. Toksyczno$¢ dwuchromianu potasu
wyrazono w postaci LC 50/96. Wplyw K,;Cr,0; na Daphnia magna oceniono na
podstawie zapisu $mierci po 48 godzinach i wyznaczeniu LC 50/48.

LC 50/96 K,Cr,0, dla D. tigrina wynosilo 26.1 mg dm™ i bylo nieznacznie wyzsze
od przyjetego we wezesniejszych badaniach (22.5 + 2.5) [Piontek, 1998]. Wartos¢ LC
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50/48 dla rozwielitki (0. magna) wynosita 0.35 mg dm~ K,Cr,0, i miescila si¢ we

wczesnie) przyjetych granicach (0.33 — 0.37) dla rozwielitek w wieku 3 dni [Piontek,
1997].

4. WYNIKI

Dla D. magna nieorganiczne sole olowiu, azotan olowiawy 1 chlorek otowiawy
okazaty si¢ wysoce szkodliwe: stezenia letalne LC 50/48 wynosity odpowiednio 0.16
i 0.28 mg dm™ (Tab. 1). Mniej szkodliwym zwiazkiem by} octan olowiawy, LC50/48
7.8 mg dm™. W poréwnaniu z azotanem i chlorkiem olowiawym jego toksycznos¢
obnizyla si¢ 49 i 28 razy.

TABELA I
Toksyczny wplyw zwiazkow otowiu na D. magna D.tigrina
Daphnia magna Dugesia tigrina
Substancja 48-h L.C 50 240-h L.C 50
(mg dm™) {mg_dm"}
Azotan olowiawy
Pb(NO:), 0.16 2.48
Chlorek olowiawy |
PbCl, V.25 3.42
Octan “I“\\'Iﬂ\-\'}' 7 80 520

CiHoOPb:3H,0

Dla D. tigrina sposréd trzech badanych zwigzkow najbardziej trujacym okazal sig
azotan olowiawy, LC 50/240 wynosilo 2.48 mg dm™ (Tab. 1). Nast¢pne miejsce pod
wzgledem toksycznosci zajat chlorek olowiawy, LC 50/240 3.42 mg dm™. Mniej
szkodliwym ale takze niebezpiecznym zwigzkiem byt octan olowiawy, ktorego stezenie
letalne wynosito 5.2 mg dm”.

5. DYSKUSJA

Mimo, iz oléw jest szeroko rozpowszechniony w przyrodzie naturalna zawartos¢
tego pierwiastka w wodach jest niewielka. W niezanieczyszczonych wodach ladowych
nie przekracza zwykle 3 pg dm™. Wyzsze stezenie olowiu wystepuje w poblizu drog
I miast w wyniku emisji spalin samochodowych oraz zalezy od sptywu zanieczyszczen
z powierzchni terenu. W Polsce, na podstawie wielu przeprowadzonych badan nad
osadami dennymi rzek, wykryto zawarto$¢ otowiu w stezeniach 350-1360 mg kg™ s.m.
W wigkszosci jest on akumulowany przez glony i rosliny wyzsze. Wskaznikiem
skazenia otowiem S$rodowiska wodnego jest wywtdcznik klosowy (Myriophyllum
spicatum L.) [Dobicki 1 inni, 1994]. Otéw akumulowany jest réwniez przez skorupiaki,
maize, $limaki 1 ryby [Krolak, 1998]. Malze naleza do zwierzat gromadzacych
najwyzsze ilosci metali cigzkich glownie w tkankach migkkich 1 muszlach.
Wielokrotnie prowadzone badania wykazaly najwigksza zawarto$¢ ofowiu w tkance
mig$niowej migczakow (5.51 —43.61 pg g') [Hiynczak i inni, 1997].



290 Marlena PIONTEK

Przez to, ze otow jest wykorzystywany w wielu gatgziach przemystowych (do
produkejr akumulatorow., w hutnictwie, odlewnictwie metali kolorowych) nastgpuje
jego znaczna emisja nie tylko do wody ale do atmosfery skad z opadami deszczowymi
dostaje si¢ do gleby, wody i1 organizmow zywych. Najwigksze zanieczyszczenie
srodowiska olowiem jest wywolane obecnie spalinami silnikow benzynowych. Do
benzyny dodaje si¢ tetraetylootow. Zawarty w Pb(C;Hs); oléow odklada sig w
organizmie cztowieka w watrobie, w kosciach, uszkadza nerki, powoduje dezaktywacje
enzymow (zaburzenia w syntezie hemoglobiny).

W celu sprawdzenia toksycznosci otowiu w srodowisku wodnym, przeprowadzono
6 testow na toksycznos¢ ostra w warunkach laboratoryjnych na dwoch organizmach:
skorupiak Daphnia magna | plaziniec Dugesia tigrina. Wiadomo, ze nie ma wsrod
organizmow testowych (bioindykatorow) gatunku, ktory mogtby stuzy¢ jako
uniwersalny organizm testowy najbardziej czuly na wszystkie zwiazki toksyczne to
Jjednak wyptawki 1 rozwielitki spetniaja wymagania stawiane organizmom testowym
[ Piontek, 1999b]. Sprawdzono czulos¢ dwoch metod toksykologicznych opracowanych
dla srodowiska wodnego na skazenia metalem ciezkim, Pb. Przy okreslaniu
toksycznosci ostrej nicorganicznych soli olowiu i zastosowaniu tych organizmow
czulsza metoda okazaly si¢ badania oparte na testach przy uzyciu rozwielitki (LC 50/48
0,16 mg dm™ Pb(NO;),, LC 50/48 0,28 mg dm™ PbCl,). Dla octanu otowiawego
(substancja organiczna) czulszy byt test na postgp regeneracji D. tigrina (osobniki
krojone) LLC 50/240 5,2 mg dm™. Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniejsze badania
przy uzyciu rozwielitek 1 wyptawkow. Przy okreslaniu toksycznosci metali cigzkich w
zwigzkach nieorganicznych czulszy byl test z rozwielitka, natomiast przy okreslaniu
toksycznosci zwigzkow organicznych czulszy byl test z wyplawkiem [Piontek 1999a,b]. -
Wedtug tabelt stopnia toksycznosci substancji trujacych [Liebmann 1962] azotan
ofowiawy i chlorek otowiawy sa dla D. magna substancjami wysoko trujacymi (stgzenie
substancji <1 mg dm™) a octan olowiawy substancjg mocno trujaca (stezenie substanc)l
1-10 mg dm™). Dla D. tigrina azotan, chlorek i octan olowiawy sa substancjami mocno
trujgcymi.

W bardzo migkkich wodach zwigzki olowiu dzialaja na ryby silnie toksycznie.
W wodach powierzchniowych o zawartosci 0.1-0.4 mg dm™ Pb ging rozanki, cierniki
| pstragl. W badaniach z bil¢kitnoskrzelym okoniem (Lepomis macrochir zm) zawarty
w paliwach antystukowy czteroetylek otowiu o qtq?cniu do 0.2 mg dm” nie b}’}'
&..a:kud]lwy Stgzenie $miertelne wynosi 1.4 mg dm™ po 48 godzinach [Meinck i inni,
1975]. Badania prowadzone przez Jones'a [1964] dowiodly, ze w wodach o twardﬂém'
14 mg dm™ CaCO; caly olow wystepowal w roztworze, a przy twardosci 53 mg dm”
CaCO; wigkszos¢ tego pierwiastka podlegata wytrgceniu. Woda miekka zawierajaca. |
azotan olowiawy byta toksyczna dla pstraga teczowego przy stezeniu otowiu 1 mg dm”™,
Moor |1984] podaje, ze LC 50/96 w stosunku do ryb wynosito 0.5 do IU mg dm”
w wodach migkkich a w wodach o duzej twardosci moze sigga¢ 400 mg dm™. Wedhug
Liebmanna [1962] toksycznos¢ ostra dla ryb jest w1dmznd przy stezeniach 0.2 do 10
mg dm”, wedtug innych autoréw 0.1 do 15 mg dm™. Wyniki badan toksykologicznych
pmwadmne przy uzyciu D. magna i azotanu otowiawego wykazaty 96-h TC 5.0 mg
dm™ [FWPCA, 1968].

Sole olowiowe dodawane do gleby w matych dawkach sprzyjajq procesom
nitryfikacyjnym, hamuja proces amonifikacji. Do$wiadczenia z kulturami wodnymi
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pszenicy i ziemniakéw wykazaly, ze azotan olowiawy o stezeniu 1.5 do 25 mg dm™
dziata na roéliny stymulujaco, natomiast przy stezeniu powyzej 50 mg dm™ wszystkie
wygingty w ciggu 8 dni. Na chlorek otowiawy rosliny byly jeszcze bardziej wrazliwe.
W doswiadczalnych uprawach pszenicy, zyta, jgczmienia, owsa 1 kukurydzy na glebach
piaszczystych, przy dziataniu na te rosliny octanem otowiawym o stezeniach 107" do
100 mg dm™, najmniej wrazliwa okazala sie kukurydza. Bardzo odporne byto rowniez
zyto. Jeczmien, owies a szczegolnie pszenica wykazywaly wyjatkowo duzg wrazliwosc.
Objawem byt staby wzrost a tym samym wyraznie nizsze plony [Meinck i inni, 1975].

Z uwagl na negatywny wplyw jaki metale ci¢zkie wywieraja na srodowisko i zyjace
W nim organizmy jest w peini uzasadnione ograniczenie emisji olowiu do wod,
atmosfery 1 gleby. Dopuszczalne stgzenie olowiu w wodzie pitnej [Dziennik Ustaw,
2000] wynosi 0.01 mg dm™ a dopuszczalne $rednioroczne stezenie tego metalu w
powietrzu w opadzie pylu Da = 100 mg m™ i w pyle zawieszonym Sa = 0.5 pg m”
[Dyrektywy Unii Europejskiej]. W ostatnich latach zaklady rafineryjne przystapity do
ograniczenia zawartosci olowiu w benzynach zgodnie z normami obowigzujacymi
w EWG. W Petrochemii Plock podniesiono liczbg oktanowa benzyny bazowe) Etyliny
94 w celu obnizenia poziomu etylizacjii z 0.30 do 0.15 g Pb dm™. Postgpem
w dziedzinie ochrony srodowiska jest takze produkcja farb bezotowiowych.

Istniejacy problem zanieczyszczenia Srodowiska wodnego metalami ciezkimi,
wtym olowiem, mozna zmniejszy¢ przez ograniczenie zrédel zanieczyszczen
| stosowanie nowszych rozwiazan technicznych.
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