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Streszczenie: W biomonitoringu ekosystemów wodnych szerokie zastosowanie znajdują mi-
krobiotesty toksyczności ostrej. Przykładem mikrobiotestu zgodnego z wytycznymi OECD 
Guideline 202 i  ISO 6341 jest Daphtoxkit F magna. Skorupiaki Daphnia magna występu-
ją powszechnie w biocenozach słodkowodnych, są wrażliwe na szeroki zakres zanieczysz-
czeń środowiskowych i odgrywają ważną rolę w łańcuchu pokarmowym. Celem badań była 
ocena przydatności Daphnia magna w bioindykacji zanieczyszczeń wód powierzchniowych 
związkami kadmu. Badania wykazały wysoką wrażliwość Daphnia magna na chlorek kadmu 
(48h-LC50 = 0,77 mg/l). Wartości stężeń letalnych świadczą również o bardzo wysokiej ostrej 
toksyczności chlorku kadmu (48h-TU = 130,30). Wyniki badań wskazują na konieczność 
regularnego monitoringu zanieczyszczeń ekosystemów wodnych związkami kadmu i przy-
datność Daphnia magna w badaniach bioindykacyjnych.

Słowa kluczowe: bioindykacja, wody powierzchniowe, metale ciężkie, mikrobiotest, tok-
syczność ostra, Daphnia magna.

Summary: Acute toxicity bioassays are widely used in the biomonitoring of aquatic ecosys-
tems. An example of bioassay, conforming to OECD Guideline 202 and ISO 6341 is Daphtox-
kit F magna. Crustaceans Daphnia magna are common in freshwater biocenoses, character-
ized by sensitivity to a wide range of environmental contamination and play an important role 
in food chain. The aim of the study was to evaluate the usefulness of Daphnia magna in the 
bioindication of cadmium compounds in the surface water. The results show high sensitivity 
of Daphnia magna to cadmium chloride (48h-LC50 = 0.77 mg/l). Values of lethal concentra-
tion indicate also the very high acute toxicity of cadmium chloride (48h-TU = 130.30). The 
results of the study pointed to the necessity of regular monitoring of cadmium compounds in 
aquatic ecosystems and the usefulness of Daphnia magna in their bioindication.

Keywords: bioindication, surface water, heavy metals, microbiotest, acute toxicity, Daphnia 
magna.
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1.	Wstęp

Konsekwencją coraz szybszego postępu cywilizacyjnego, urbanizacji, industrializa-
cji, rozwoju rolnictwa i transportu jest wzrost koncentracji metali ciężkich w wodach 
powierzchniowych [Piontek i in. 2014, s. 71; Romanowska-Duda 2015, s. 14; Hua 
i  in. 2016, s. 1530]. Akumulowane przez organizmy zooplanktonowe jony metali 
w wyniku procesu biomagnifikacji mogą się przemieszczać na wyższe ogniwa łań-
cucha troficznego, stanowiąc realne zagrożenie dla zdrowia człowieka [Kaniuczak, 
Augustyn 2011, s. 34; Łuszczek-Trojnar i  in. 2011]. Do najbardziej toksycznych, 
szeroko rozpowszechnionych w środowisku wodnym zanieczyszczeń należą związ-
ki kadmu. Biomagnifikacja kadmu może wywoływać niekorzystne zmiany w orga-
nizmie człowieka, objawiające się zaburzeniami w pracy nerek, wątroby i  innych 
organów, upośledzeniem funkcji rozrodczych, deformacją kości oraz powstaniem 
zmian nowotworowych [Czeczot, Majewska 2010, s. 73-76].

Potrzeba dokładniejszego poznania mechanizmów i  skutków oddziaływania 
substancji toksycznych na organizmy żywe sprawia, iż w ocenie jakości wód, obok 
standardowo stosowanych metod fizyczno-chemicznych coraz większe znaczenie 
zyskują techniki bioindykacyjne [Romanowska-Duda 2015, s. 14; Szczerbińska, 
Gałczyńska 2015, s. 185]. Ważnym narzędziem nowoczesnego biomonitoringu są 
mikrobiotesty toksyczności ostrej. Ich zaletą jest stosunkowo niski koszt wykonania 
analiz oraz krótki czas i powtarzalność odpowiedzi badanych organizmów [Kuczyń-
ska i in. 2003, s. 694]. Biotesty umożliwiają ocenę oddziaływania badanej substancji 
na organizmy doświadczalne w krótkim (do 96 godzin) czasie ekspozycji. Wyzna-
czana jest wartości stężenia letalnego (lethal concentration, LC50), powodującego 
50% śmiertelności organizmów testowych [Traczewska 2011, s. 28-33]. Jednym  
z najpopularniejszych obecnie w skali globalnej mikrobiotestów jest Daphtoxkit F 
magna, zgodny z wytycznymi OECD Guideline 202 oraz ISO 6341. Wykorzysty-
wane w teście skorupiaki Daphnia magna są organizmem modelowym w badaniach 
toksykologicznych związków chemicznych i monitoringu stanu wód powierzchnio-
wych. Rozwielitki są szeroko rozpowszechnione w biocenozach słodkowodnych na 
całym świecie i  charakteryzują się wysoką wrażliwością na szeroką gamę zanie-
czyszczeń środowiskowych. Jako źródło pokarmu dla większych bezkręgowców 
wodnych i ryb odgrywają istotną rolę w sieci troficznej. Niewielkie rozmiary, krótki 
cykl życiowy oraz wysokie zdolności reprodukcyjne sprawiają, że rozwielitki są 
łatwe w hodowli w warunkach laboratoryjnych. Dobrze poznana biologia gatunku, 
opisana w licznych publikacjach i doniesieniach naukowych, pozwala natomiast na 
właściwą interpretację wyników badań [Persoone i  in. 2009, s. 5; Seda, Petrusek 
2011, s. 337; Siciliano i in. 2015, s. 1; Vu Le i in. 2016, s. 2].

Celem badań prezentowanych w niniejszym artykule była ocena przydatności 
skorupiaków Daphnia magna w  bioindykacji zanieczyszczeń wód powierzchnio-
wych związkami kadmu.
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2.	Materiał i metody

W badaniu toksyczności ostrej chlorku kadmu wykorzystano mikrobiotest Daphto-
xkit F magna. Przyjęto metodykę przedstawioną w instrukcji producenta testu [Ti-
gret 2011]. Pożywkę hodowlaną – wodny roztwór NaHCO3, CaCl2, MgSO4 i KCl 
w celu właściwego nasycenia tlenem napowietrzano przez okres 20 minut. Na szalkę 
z pożywką wprowadzono effipia Daphnia magna. Szalkę inkubowano przez okres 
72 godzin w  temperaturze 21°C (±0,5°C) i  przy stałym oświetleniu 6000 luksów. 
Wykonano serię rozcieńczeń wyjściowego roztworu chlorku kadmu w stosunku 1:1 
w pożywce hodowlanej, uzyskując stężenia CdCl2 w zakresie 0,625-20 mg/l. W celu 
zapewnienia rezerwy energetycznej organizmom testowym zastosowano karmienie 
proszkiem Spirulina. Dołki płytki testowej napełniono w kolejności wzrastających 
stężeń roztworu chlorku kadmu do objętości 10 ml. Do każdego dołka wprowadzo-
no po 10 osobników Daphnia magna. Tak przygotowaną płytkę testową przykryto 
parafilmem i  inkubowano w ciemności w temperaturze 21°C (±0,5°C). Po 24 i 48 
godzinach inkubacji odnotowano liczbę martwych organizmów testowych. Wartości 
stężeń letalnych (LC50) wyznaczono, stosując metodę interpretacji graficznej. Wy-
kresy sporządzono w  skali logarytmicznej [Litchfield, Wilcoxon 1949, s. 99-113]. 
Wartości LC50 przeliczono na jednostki toksyczności (TU) według poniższego wzoru:

𝑇𝑇𝑇𝑇 =  
1

𝐿𝐿𝐿𝐿50
 × 100 ,

W ocenie stopnia toksyczności chlorku kadmu względem skorupiaków Daphnia 
magna posłużono się klasyfikacją zaproponowaną przez Persoone i in. [2003, s. 399; 
tab. 1].

Tabela 1. System klasyfikacji toksyczności substancji

Jednostki toksyczności [TU] Klasa toksyczności Toksyczność

<0,4 I brak ostrej toksyczności

0,4-1 II mała ostra toksyczność

1-10 III ostra toksyczność

10-100 IV wysoka ostra toksyczność

>100 V bardzo wysoka ostra toksyczność

Źródło: [Persoone i in. 2003, s. 399].

3.	Wyniki

Na rys. 1 przedstawiono śmiertelność skorupiaków Daphnia magna po 24 i 48 go-
dzinach ekspozycji na roztwór chlorku kadmu w zakresie stężeń 0,625-20 mg/l. 
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Rys. 1. Śmiertelność Daphnia magna po 24- i 48-godzinnej intoksykacji roztworem chlorku kadmu  
w zakresie stężeń 0,625-20 mg/l

Źródło: opracowanie własne.

Przeprowadzone badania wykazały toksyczne oddziaływanie chlorku kadmu na 
organizmy testowe. Podwyższoną (30%) śmiertelność Daphnia magna stwierdzono 
w najniższym (0,625 mg/l) stężeniu CdCl2 już po 24 godzinach intoksykacji. Po 48 
godzinach ekspozycji śmiertelność badanych organizmów wzrosła o kolejne 10% 
[Persoone i in. 2003, s. 398; rys. 1].

Strzałką zaznaczono wartość stężenia letalnego (LC50)

Rys. 2. Zależność śmiertelności Daphnia magna od stężenia roztworu chlorku kadmu po 24 (A) 
i 48 (B) godzinach ekspozycji

Źródło: opracowanie własne.

Wartości stężenia letalnego (LC50) obniżają się wraz z czasem narażenia organi-
zmów doświadczalnych, aż do osiągnięcia wartości progowej. Wartości LC50 odno-
towane po 24 (1,67 mg/l) i 48 godzinach (0,77 mg/l) intoksykacji świadczą o przy-
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roście reakcji testowej. Wraz z wydłużeniem czasu ekspozycji wzrasta toksyczność 
chlorku kadmu względem Daphnia magna [Walker i in. 2002, s. 136; rys. 2].

Ocena stopnia toksyczności chlorku kadmu wykazała wysoką ostrą toksyczność 
chlorku (IV klasa toksyczności; 59,80 TU) po 24-godzinnej i bardzo wysoką ostrą 
toksyczność (V klasa toksyczności; 130,30 TU) po 48-godzinnej intoksykacji bada-
nego związku wobec Daphnia magna [Persoone i in. 2003, s. 399; tab. 2].

Tabela 2. Ocena toksyczności roztworu chlorku kadmu wobec Daphnia magna

Czas
ekspozycji [h]

Stężenie letalne 
[LC50, mg/l]

Jednostki
toksyczności [TU]

Klasa
toksyczności Toksyczność

24 1,67 59,80 IV wysoka ostra toksyczność

48 0,77 130,30 V bardzo wysoka ostra 
toksyczność 

Źródło: opracowanie własne na podstawie [Persoone i in. 2003, s. 399].

4.	Dyskusja wyników

Nowoczesne metody bioindykacyjne wykorzystujące mikrobiotesty toksyczności 
ostrej stanowią cenne narzędzie w ocenie stanu wód powierzchniowych. Specyficzne 
reakcje organizmów testowych (śmiertelność, zmiany behawioralne, fizjologiczne, 
morfologiczne) pozwalają na szybszą detekcję zanieczyszczeń oraz określenie efek-
tów toksycznego oddziaływania ksenobiotyków na organizmy żywe [Banaszkiewicz 
2010, s. 39; Trusz-Zdybek i in. 2012, s. 422; Szczerbińska, Gałczyńska 2015, s. 193- 
-194]. Przykładem organizmu modelowego o długiej historii stosowania w badaniach 
toksykologicznych ekosystemów wodnych są skorupiaki Daphnia magna [Piontek  
i in. 2012, s. 413; Vu Le 2016, s. 2].

Wyniki badań prezentowanych w niniejszym artykule wykazały wysoką (24h- 
-TU = 59,80) i bardzo wysoką (48h-TU = 130,30) ostrą toksyczność chlorku kadmu 
wobec rozwielitek. Kadm jako pierwiastek o  znacznych zdolnościach do bioma-
gnifikacji stanowi realne zagrożenie dla zdrowia człowieka [Persoone i  in. 2003, 
s. 399; Campbell 2006, s. 388; Mohod, Dhote 2013, s. 2992; Afshan i  in. 2014,  
s. 76; Sharma i in. 2015, s. 1]. Stwierdzona wysoka wrażliwość rozwielitek na CdCl2 
(24h-LC50 = 1,67 mg/l; 48h-LC50 = 0,77 mg/l) potwierdza przydatność badanych 
organizmów w  bioindykacji zanieczyszczeń wód powierzchniowych związkami 
kadmu, co zostało szeroko opisane w licznych publikacjach naukowych z zakresu 
ekotoksykologii. Teodorovic i  in. [2009, s. 486] w pracy dotyczącej toksyczności 
ostrej metali ciężkich wykazali, że wartości LC50 dla Daphnia magna w przypadku 
kadmu (48h-LC50 = 0,17 mg/l) były przynajmniej dwu- (Zn: 48h-LC50 = 0,41 mg/l) 
lub nawet 440-krotnie niższe (Pb: 48h-LC50 = 74,73 mg/l) niż w przypadku innych 
pierwiastków. Fıkırdeşıcı i in. [2012, s. 545], badając wody zanieczyszczone meta-
lami ciężkimi, wykazali znacznie wyższą wrażliwość rozwielitek na chlorek kadmu 
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(24h-LC50 = 0,44 mg/l) aniżeli na trójtlenek arsenu (24h-LC50 = 5,09 mg/l). W bada-
niach Piontek i in. [2012, s. 414; 2014, s. 78] wartości stężeń letalnych dla rozwie-
litek po 48 godzinach ekspozycji na chlorek kadmu i azotan kadmu były zbliżone  
i wyniosły odpowiednio 0,37 mg/l oraz 0,40 mg/l. W pracy Guilhermino i in. [2000, 
s. 359], poświęconej biotestom toksyczności ostrej z Daphnia magna, wartości LC50 
w przypadku CdCl2 wyniosły 0,071 mg/l po 24 i 0,017 mg/l po 48 godzinach intok-
sykacji. Podobne wyniki uzyskali Ward i Robinson [2005, s. 2341], testując opor-
ność Daphnia magna na 8 różnych źródeł kadmu (48h-LC50 = 0,26-1,2 mg/l).

5.	Wnioski

1. Skorupiaki Daphnia magna wykazują wysoką wrażliwość na chlorek kadmu 
(48h-LC50 = 0,77 mg/l).

2. Chlorek kadmu jest substancją o bardzo wysokiej ostrej toksyczności wobec 
Daphnia magna (V klasa toksyczności; 48h-TU = 130,30).

3. Wyniki badań wskazują na konieczność regularnego monitoringu zanieczysz-
czeń wód powierzchniowych związkami kadmu oraz przydatność Daphnia magna 
w badaniach bioindykacyjnych.
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