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1. Wstep

Na $wiecie wprowadzanych jest rocznie ponad 1000 nowych preparatéw organicznych, co
tacznie z setkami tysiecy zwigzkéw, stosowanych w gospodarce stanowi potencjalne zagroze-
nie srodowiska pod wzgledem wzrostu zanieczyszczen. Wedtug doniesien Tolba (1), sposréd
kilkudziesieciu tysiecy zwigzkéw o znaczeniu handlowym, dwie trzecie jest nieznanych pod
wzgledem toksycznosci i trwatosci w srodowisku. Stwarza to konieczno$é poszukiwania ujedno-
liconych metod badan oraz kryteriow oceny dla wtasciwej interpretacji szkodliwosci zwigzkow
i ich podatnosci na biochemiczny rozktad. W poszczeg6inych krajach - jak i w ramach organi-
zacji miedzynarodowych - opracowywane sg standardowe metody badan. Wyniki uzyskiwane
na tej drodze powinny stanowi¢ podstawe do okreslania bezpiecznych stezen zwiazkéw chemi-
cznych w Srodowisku oraz w szczegoélnych przypadkach, do zaniechania produkcji preparatéw
toksycznych i opornych na biodegradacje. Obecnie, wprowadza sie na Swiecie odpowiednie
systemy decyzyjne odnosnie do oceny zagrozenia srodowiska. W systemach tych, w szerokim
zakresie, uwzglednia sie badania toksykologiczne oraz podatno$¢ na biochemiczny rozkiad
zwigzkéw. Jednym z systemow oceny zagrozenia Srodowiska jest system Cairnsa (2) (zob. tab. 1).

2. Badania toksykologiczne

w testach toksycznosci stosuje sie organizmy bedace przedstawicielami taricucha pokar-
mowego: producentéw, konsumentéw i destruentéw. Wsréd nich organizmami testowymi sg
m. in.;

« glony - Rhizoclonium, Scenedesmus, Chlorella, Ankistrodesmus,
pierwotniaki - Paramaecium, Tetrahymena,

» skgposzczety - Tubifex, Lumbricullus,

skorupiaki - Daphnia, Cyclops, Asellus, Gammarus,

owady - jetki, chrusciki, muchowki,

mieczaki - Physa, Planorbarius,

ryby - ok. 150 gatunkow,

bakterie - Pseudomonas, Bacillus, Escherichia coli.

Jako kryteria szkodliwosci zwigzkéw chemicznych przyjmuje sie: porazenie i Smier¢ organi-
zmow z uwzglednieniem zaburzen lokomotoryki, statyki, reaktywnosci, zmiany w przebiegu pro-
cesOw fizjologicznych - oddychaniu, pobieraniu pokarmu, we wzroscie, reprodukcji i
aktywnosci enzymoéw. Przyjecie tylko jednego kryterium oceny aktywnosci zwigzkow nie jest
czesto miarodajne. Powszechnie wiadome bylo, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy wzrostem
aktywnosci transaminazy u ryb a dziataniem réznych toksykantéw. Natomiast, Tiedge i wsp. (3)
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i
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Tabela |

Testy toksycznosci

SZKODLIWOSC
W STOSUNKU
DO CZLOWIEKA

TESTY OSTRE

ROZSZERZONE
TESTY OSTRE

TESTY CHRONICZNE

TESTY ZE STADIAMI
ROZWOJOWYMI

TESTY KUMULACJI

ROZSZERZONE TESTY
KUMULACJI

TESTY Z ZESPOLAMI
ORGANIZMOW
UWZGLEDNIAJACE
INTERAKCJE

badajac toksycznos$¢ pochodnych fenolu w stosunku do ryb Leuciscus idus melanothus L. wy-
kazali, ze powyzsza zalezno$¢ wystepuje w obecnosci fenolu, p-chlorofenolu i p-krezolu, ale nie
stwierdza sie jej w przypadku dziatania 2,4-dwuchlorofenolu, dwunitrokrezolu i pentachlorofenolu.

Jeden zwigzek moze wykazywaé odmienng szkodliwos$¢ w stosunku do réznych organiz-
méw, np. stwierdzono, ze 2,4-dwuchlorofenol oddziatuje szkodliwie w zakresie stezeh od < 1,0
do 50,0 mg/dcm” odpowiednio w odniesieniu do wzrostu Pseudomonas pictorum, Chlorella sp.,
Saprolegnia parasitica i Mortierella isabellina\ podobnie zaobsenwowano w przypadku m.in. fe-
nolu, 4-nitrofenolu, 3,5-dwuchlorofenolu, formaldehydu i 2-chloroaniliny (4).
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W testach, w ktorych kryterium szkodliwosci jest Smier¢ organizméw, wynik stanowi stezenie
powodujace umieralnosé okreslonej liczby osobnikéw, najczesciej podawane w procentach, na
przyktad: LCso/t lub TUn/t, Cso/t, Rso/t. W przypadku testéw, na podstawie ktoérych ocenia sie
wplyw toksykantéw na zmiany fizjologiczne u organizméw, jako wynik podawane jest maksy-
malne tolerowane stezenie MATO (5). Keller i wsp. (6) zaproponowali obliczanie w testach chro-
nicznych wartosci Ch V (warto$¢ chroniczna). Badajgc aktywnos$¢ rozrodcza skorupiakéw Ce-
riodaphnia dubla w obecnosci herbicydu Hydrothol - 191 wyznaczano stezenie nie powodujgce
zmian u organizméw (NOEC) oraz najnizsze - wywotlujgce efekty szkodliwe (LOEC). Srednia
geometryczna warto$¢ tych stezen stanowita warto$¢ Ch V. Przytoczone stezenia LC50 jak i
MATC, stuzg do wyznaczania stezen bezpiecznych zwiazkéw, przy czym na ogol LC50 wyzna-
cza sie na podstawie testéw ostrych, a MATC - testéw chronicznych.

Do okreslenia stezenia bezpiecznego, wg testu ostrego, przyjmuje sie wspoétczynniki stoso-
walnosci, przez ktére nalezy pomnozy¢ uzyskane w badaniach wartosci LC50. Wspotczynniki te
wynoszag od 0,05 do 0,3 (7,8,9). Zgodnie z Solskim (10) w Polsce przyjmuje sie wartos¢ tego
wspotczynnika 0,1 - dla zwigzkéw rozktadalnych i 0,01- dla kumulujgacych sie w srodowisku.

Na podstawie wyznaczonego dla danego organizmu w tescie chronicznym stezenia MATC
i ostrym - LC50/48-96 godz, obliczy¢ mozna wspotczynnik stosowalnosci [WS], ktéry stuzy do
okreslenia stezen bezpiecznych zwigzkow dla gatunkéw blisko spokrewnionych z badanym or-
ganizmem bez koniecznosci prowadzenia testow chronicznych.

MATC

WS = | Cso/48-96 godz

Z poréwnania zakresu badan toksykologicznych przewidzianych w systemie Cairnsa z ujed-
noliconymi metodami w Polsce wynika, ze krajowe osiggniecia w tej dziedzinie sg niewielkie.
Obecnie obowigzuja trzy Polskie Normy w zakresie toksycznosci ostrej z zastosowaniem Daph-
nia magna, Lebistes reticulatus i Chlorella (11,12,13), a od roku 1990 takze Gammarus varso-
viensls. W zakresie toksycznosci chronicznej brak jest metod ujednoliconych, jakkolwiek
Stomczynska (14) (w ramach pracy doktorskiej) opracowata metode tego typu testu z zastoso-
waniem Gammarus varsoviensis. Prawodawstwo krajowe przewiduje jedynie wskaznik szkodli-
wosci dla wod |, Il i ll klasy czystosci w stosunku do ryb, okre$lajacy, ze woda nie powinna
powodowac $niecia tych organizméw w okresie 24 godz.

Podobnie w zakresie kryteribw oceny toksycznosci ostrej brak jest systemu klasyfikacii
zwigzkéw chemicznych pod wzgledem ich szkodliwosci. Najczesciej przyjmuje sie klasyfikacje
(15), ktora opiera sie o wartosci stezeh progowych zwigzkow (tab. 2).

Tabela 2

Ocena szkodliwosci zwiazkéw chemicznych (15)

Stezenie progowe (mg/dm”) Ocena toksycznosci
<1 wysoko toksyczny
1-9 mocno toksyczny
10-99 Srednio toksyczny
100-500 stabo toksyczny
> 500 zaledwie toksyczny

Zgodnie z Dockal i Soldan w Republice Czesko-Slowackiej (16) przyjmuje sie zblizong do
powyzszej klasyfikacje zwigzkéw, w odniesieniu jednak do wartosci LC50 (tab. 3).

Do niedawna, najczesciej stosowanymi organizmami w testach toksykologicznych byly sko-
rupiaki i ryby, z uwagi na mozliwo$¢ szybkiej rejestracji efektow szkodliwego oddziatywania tru-
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Tabela 3

Ocena szkodliwosci zwigzkéw chemicznych, za Dockal i Soidan (16)

Stezenie LC50 (mg/dm*) Ocena toksycznosci
<1 niezwykle toksyczny
0,1-1 mocno toksyczny
1-10 silnie toksyczny
10-100 Srednio toksyczny
100-1000 stabo toksyczny
1000-10 000 zaledwie toksyczny
> 10 000 nietoksyczny

cizn. Obecnie obserwuje sie rozw6j metod badan toksycznosci z uzyciem mikroorganizmow
wodnych i sciekowych, ktérych wyniki sa przydatne nie tylko do prognozowania przebiegu pro-
cesu samooczyszczania wod w obecnosci sktadnikow Sciekéw przemystowych, ale takze do
projektowania procesow technotogicznych oczyszczania sciekdw.

WSsrod testow z zastosowaniem bakterii najczesciej stosowany jest ,Microtox”, oparty na zja-
wisku bioluminescencji mikroorganizmoéw. Ponadto stosowane sg testy oddechowe, czesto przy
uzyciu biocenozy osadu czynnego, a takze wzrostu oraz aktywnosci enzymatycznej ze szcze-
go6lnym uwzglednieniem dehydrogenaz, galaktozydaz, nitrogenaz.

W zakresie badan proceséw beztlenowych wykorzystywane sg testy na hamownie fermenta-
cji metanowej (4). W badaniach toksykologicznych w ktérych stosowane sa glony, okresla sie
wplyw toksykantow na wzrost, fotosynteze, oddychanie i zmiany zawartosci chlorofilu u tych mi-
kroorganizmow.

Przydatnos¢ testow toksykologicznych w badaniach jakosci wéd i szkodliwosci Sciekow jest
bezsporna. Podkresli¢ ponadto nalezy, ze moga one by¢ szeroko wykorzystywane takze i do in-
nych celéw, m.in. do oceny efektywnosci chemicznych sposobéw podczyszczania $ciekéw, jak
i atestowania zwigzkéw dezynfekcyjnych stosowanych do usuwania mikroorganizmoéw z rézne-
go rodzaju wod, w tym przemystowych - produkcyjnych.

3. Badania biodegradacji

W dziedzinie badan podatnosci zwigzkéw organicznych na rozktad wyréznia sie trzy kierunki:

» testy biodegradacji na podstawie ktérych okresla sie szybko$¢ biochemicznego rozkitadu
zwigzkéw w czasie; sg to szybkie metody, lecz o ograniczonym zakresie oznaczen kontrolnych,
gtéwnie dotyczacych zaniku zwigzku,

* badania podstawowe dla okreslenia drog przemian zwigzkoéw przy udziale wyselekcjo-
nowanych szczepow bakterii i grzybdw z uwzglednieniem metabolitow posrednich i enzymow
katalizujgcych reakcje biochemiczne,

* badania biotechnologiczne prowadzone w celu poszukiwania czynnikbw wspomagaja-
cych procesy biodegradacji zwigzkéw; wyniki badan mozna wykorzystywaé¢ w praktyce do
uintensywniania procesow biologicznego oczyszczania $ciekow i unieszkodliwiania osadow.

Podobnie jak w przypadku badan toksykologicznych, takze i w zakresie badan biodegrada-
cji podejmuje sie prace nad standaryzacja metod pomiarowych. Dotyczy to ww. metod testo-
wych stosowanych do oceny szybkosci zaniku danego zwigzku w czasie. Do znanych
w piSmiennictwie nalezg metody wg Struma, Pittera, Zahn-Wellensa, Mullera, MITI, OECD,
AFNOR (17,18), Rogowskiej (19). Miedzynarodowa Organizacja Standaryzacji (ISO) proponuje
test OECD, zmodyfikowany test wg Zahn-Wellensa i symulacyjny test z osadem czynnym jako
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Standardowe metody pomiaru biodegradaciji. W Polsce obowigzuja trzy Polskie Normy: dwie
(20,21) dotyczg biodegradacji anionowych i niejonowych substancji powierzchniowo-czynnych
(SPC) w warunkach kinetycznych i statycznych przy uzyciu osadu czynnego, trzecia Polska
Norma (22) to metoda badania tlenowej biodegradacji zwiazkéw organicznych w srodowisku
wodnym w warunkach testu statycznego (z wytgczeniem SPC).

Proponowane i obowigzujgce w wielu krajach normy wykazujg znaczne r6znice metodycz-
ne, szczegolnie w zakresie urzadzen i sposobow badan, sktadu podiéz mineralnych w ktérych
badany zwigzek stanowi jedyne Zrddto wegla i energii dla mikroorganizméw, sktadu Sciekow -
jesli sa stosowane do badan biodegradacji zwigzku w obecnosci innych substratéw organicz-
nych, stezenh testowanych zwigzkdw, ilosci i rodzaju zaszczepienia, czasu trwania do$wiadczen,
stosowania substancji wzorcowych jako odniesienia dla badanych zwigzkéw oraz rodzaju i za-
kresu badan kontrolnych. W testach biodegradacji stosuje sie metody statyczne, poétciagte i dy-
namiczne. Badania prowadzi sie na podtozach mineralnych o zréznicowanym skfadzie pod
wzgledem zawarto$ci makro- i mikroelementéw, przy stezeniach zwigzku od 20 do
I000Omg/dem”. Zaszczepienie prob stanowig mikroorganizmy z réznorodnych zrédet - wody
powierzchniowej, Sciekéw, osadu czynnego, btony biologicznej. Czas badan zawiera sie w gra-
nicach 1-60 dni. Jako badania kontrolne przyjmuje sie oznaczanie rozpuszczonego wegla orga-
nicznego (RWO), ogdinego wegla organicznego (OWO), ChZT, BZT, ilosci wytworzonego CO2
lub zuzytego 02 oraz zaniku zwigzku. Koncowym wynikiem testu jest okreslenie stopnia biode-
gradacji badanego zwigzku w czasie, przy czym na ogoét nie podaje sie ich klasyfikacji ze
wzgledu na podatno$¢ na biochemiczny rozklad. W ostatnich propozycjach ISO przedstawiono
sposob interpretacji wynikéw: wg metody Zahn-Wallensa zwigzek (jako RWO) uznaje sie za
rozktadalny, jesli w stezeniu 50-400 mg/dcm~ jest usuwany w 90% do 20 dni, wg testu OECD -
w stezeniu 5-40 mg/dcm” jest eliminowany powyzej 70% do 19-28 dni, natomiast wg symulacyj-
nego testu z osadem czynnym spadek RWO w okresie 2 tygodni powinien by¢ wyzszy niz 80%.
Polska Norma (22), dotyczaca badania biodegradacji zwigzkéw organicznych w warunkach sta-
tycznych, przewiduje nastepujgca klasyfikacje rozktadalnosci (tab. 4).

Tabela 4
Klasyfikacja rozktadalnosci zwiazkéw chemicznych (22)
Steznie biojttaoef;ac'i Czas badan Ocena podatnosci
(mg/dm*) (go %) ! (dni) na biochemiczny rozktad
>70 5 tatwo rozktadalny
> =100 >45 l
> =100 50-70 20 rozktadalny
>70 6-20
< =100 <50 20 trudno rozktadalny
< =100 0 20 oporny

W Republice Czesko-Stowackiej stosuje sie klasyfikacje zwigzkéw w odniesieniu do ilorazu
BZT i ChZT oraz spadku ChZT (tab. 5).

Powyzsze rozwazania dotyczyly na ogét testobw prowadzonych w warunkach statycznych.
Badania biodegradacji w warunkach dynamicznych sg podejmowane przez wielu autoréw, jed-
nak réznice metodyczne czesto uniemozliwiajg porownywanie wynikéw. Stad tez istnieje potrze-
ba standaryzacji metod w tym zakresie, szczegdlnie z zastosowaniem biocenozy osadu czynne-
go czy blon biologicznych ziéz. W wyniku testow dynamicznych ustali¢ mozna parametry
kinetyki rozktadu zwigzkéw organicznych.
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Tabela 5
Tabela rozktadalnosci zwigzkéw chemicznych (16)
BzT/ChZT Spad(z’l/f))ChZT na agiﬁzr?ﬁ?:zar:;ori(z;ik}ad
>0,5 >90 tatwo rozktadatny
0,4-0,5 50-90 Srednio rozktadalny
0,2-0,4 10-50 wolno rozktadalny
<0,2 <10 nierozktadalny

Drugi kierunek badan biodegradacji obejmuje biochemiczne procesy przemian tych zwigz-
kow przez wyselekcjonowane ze Srodowiska szczepy mikroorganizméw. Badania prowadzone
sg w okreslonych, optymalnych warunkach wzrostu drobnoustrojow i pozwalajg na ustalenie
szlakdw metabolicznych rozktadu zwigzkéw z uwzglednieniem produktow posrednich oraz en-
zymdw, biorgcych udziat w tych procesach.

W ostatnich latach szczegélng uwage zwrécono na biodegradacje zwigzkéw aromatycz-
nych. llos¢ tych zwigzkéw w Srodowisku wzrasta, bowiem wykorzystywane sa w procesach syn-
tez organicznych do produkcji m.in. pestycydéw, srodkéw dezynfekcyjnych, tworzyw, barwni-
kéw, koncentratow olejowych. Sg to, na ogdét, zwigzki trudno rozktadalne, a ich biodegradacja
uzalezniona jest czesto od adaptacji bakterii i grzybow. Stad tez izolacja mikroorganizméw zdol-
nych do rozkltadu zwigzkéw aromatycznych pozwoli¢ moze na ich zastosowanie w urzadze-
niach do oczyszczania $ciekdw przemystowych.

Goulding i wsp. (23) wykazali, ze naturalna mikroflora obecna w Sciekach nie jest zdolna do
eliminaciji z nich chloropochodnych fenolu, benzenu i toluenu. Zastosowana natomiast przez au-
torow mieszanina szczepow bakterii z rodzaju Pseudomonas, Klebsiella, Rhodococcus i grzy-
béw rozkladata te zwigzki z duzg efektywnoscig; 2-chlorofenol ulegat biodegradacji z szybkoscig
51 mg/dcm™ godz; 2,3-dwuchlorofenol - 4,6 mg/dcm” godz; 1,2,3-tréjchlorobenzen - 4,66
mg/dcm” godz; toluen - 2,7 mg/dcm” godz; 3-chlorotoluen - 3,1 mg/dcm” godz; 4-chloro-o-kre-
zol - 2,79 mg/dcm” godz. Nie obserwowano fazy lag podczas degradacji badanych zwigzkdw.

Podobne spostrzezenia poczynili Oldenhuis i wsp. (24). Autorzy zaobserwowali, ze w reakto-
rach z wypetieniem czastkami gleby zaszczepionymi osadem czynnym nie zachodzit rozktad
benzenu, toluenu, o-, m- i p-ksylenu, chlorobenzenu, o-dwuchlorobenzenu i 1,3,5-tréjchloroben-
zenu. Natomiast czyste szczepy bakterii z rodzaju Pseudomonas adaptowane do degradacji
zwigzkéw aromatycznych wykorzystywaly te zwigzki; wprowadzenie ich do urzadzen oczysz-
czajacych moze skréci¢ czas adaptacji i przyspieszy¢ proces rozktadu.

Nie zawsze jednak skuteczne jest wprowadzenie do urzadzen oczyszczalni mikroorganizéw
aktywnych w biodegradacji zwigzkéw aromatycznych. Westmeister i Rehm (25) wykazali, ze im-
mobilizowane na czastkach gliny bakterie Alcaligenes sp., A 7-2 rozkiadaly 4-chlorofenol
w $ciekach sterylnych, natomiast, w niesterylnych - w obecnosci innych bakterii - ginety. Oka-
zalo sie, ze produktem degradacji tego zwigzku, przeprowadzanej przez rézne gatunki bakterii
poza Alcaligenes byt semialdehyd kwasu 5-chloro 2-hydroksymukonowego, ktéry hamowat roz-
woj bakterii. Pracata potwierdzita zatem konieczno$¢ prowadzenia badan nad przemianami me-
tabolicznymi zwigzkow i okre$lenia wptywu metabolitbw posrednich na przezywalno$¢ mikro-
organizméw odpowiedzialnych za przebieg biodegradacii.

W zakresie tym jest w piSmiennictwie wiele prac i cho¢ majag one charakter badan pod-
stawowych, to ich wyniki wykorzystywa¢ mozna do realizacji trzeciego kierunku, tj. biotechnolo-
gicznego, wykorzystywanego w dziedzinie biodegradacji. Biotechnologia taczy badania mikro-
biologiczne, inzynierii genetycznej i dziatan technicznych w celu wykorzystania mikroorgani-
zmow do eliminacji zanieczyszczen ze $ciekéw, odzysku surowcéw, czy do wytworzenia
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okreslonych uzytecznych produktéw z odpaddw. Dla realizacji tych celéw niezbedna jest ho-
dowla odpowiednich szczepdw drobnoustrojow. Dla ich uzyskania wykorzystuje sie inzynierie
genetyczna, przeprowadzajac transfer gendw poprzez plazmidy z komérek mikroorganizmaéw,
zdolnych do zuzywania okreslonych trudno rozkladalnych zwigzkéw do komoérek innych bakterii
(26). Uzyskiwana na tej drodze populacja stanowi biocenoze aktywng w procesach biodegrada-
cji. Zintensyfikowanie przemian biochemicznych zachodzi nie tylko poprzez odpowiednio ,za-
programowane” i adaptowane drobnoustroje, ale w wyniku stworzenia im wtasciwych warunkow
rozwoju, w ktérych moga zachodzi¢ procesy kometaboliczne, a obecnos¢ aktywatoréw reakcji
enzymatycznych czy zwigzkéw wspomagajgcych biodegradacje moze umozliwi¢ rozktad sub-
stancji opornych. Nalezy takze stwierdzi¢, ze zwiekszenie biomasy mikroorganizméw poprzez
immobilizacje komorek lub ich enzymdéw na nosnikach uintensywnia procesy rozktadu zwigz-
kéw organicznych. Unieruchomione w ten sposéb drobnoustroje wykorzystuje sie w urzadze-
niach do oczyszczania Sciekéw.

Podsumowanie

Ocena aktualnej sytuacji w zakresie metod badarn toksycznosci i biodegradacji substancji
zanieczyszczajacych srodowisko sktania do wniosku, ze istnieje konieczno$¢ stworzenia w Pol-
sce odpowiedniego systemu decyzyjnego niezbednego do zarzadzania Srodowiskiem. System
ten powinien obejmowaé szeroki zakres badan toksycznosci ostrej i chronicznej oraz
podatnosci na biochemiczny rozklad zwigzkéw organicznych i preparatéw handlowych o nie-
znanym oddziatywaniu na wody i glebe. Opracowanie standardowych metod tych badan i jed-
noznacznych kryteriow oceny jest niezbedne do wtasciwego gospodarowania zasobami wodnymi.
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State and perspectives of the development of toxicity
and biodegradation methods

Summary

This paper presents the research of toxicological methods and biodegradation tests of organic sub-
stances in connection with the surface water and soil protection against pollutants.

Based on the publication’s data the fundamental principles of providing the tests and criteria of pol-
lutant toxicity estimations in relation to the biocenosis and their persistency in environment are discussed.
This paper also presents the role and importance of above mentioned researches in the decision systems
applied to estimation of chemicals limits as a base of managing of natural sources. The comparition of
domestic and foreign effects of biotechnology which is to be used for environment protection is presented.
It is shown, that current criteria of soil and water threats in Poland do not cover toxicodynamical
peculiarities as well as resistance of the pollutants on the biochemical degradation; in conclusion it shows
the need of their introduction into environment management systems.
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