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Badania wptywu bezpiecznych stezen wybranych WWA

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) to
grupa ponad 500 substancji chemicznych. Sa to zwiazki
o zréznicowanej strukturze, skladajace sie z kilku lub kilku-
nastu pierscieni benzenowych utozonych w réznej konfigura-
cji (liniowej, katowej lub klasterowej). WWA charakteryzuja
si¢ wysokg temperatura topnienia, mata preznoscia par i sa
praktycznie nierozpuszczalne w wodzie. Ich whasciwosci fi-
zyczno-chemiczne sa niemal liniowo zalezne od logarytméw
ich mas czasteczkowych. Szkodliwo$¢ tych zwiazkéw polega
gléwnie na mutagennym i kancerogennym dziataniu ich me-
tabolitéw, ktére powstaja w trakcie biotransformacji przy
udziale enzyméw mikrosomalnych zwiazanych z cytochro-
mem P-450. Mutagenno$¢ tych zwiazkéw zostala wykazana
zar6wno w stosunku do ssakéw, jak i szkartupni, skorupia-
kéw, ryb i mieczakdw [3,10].

Informacje dotyczace toksycznoéci ostrej WWA sa niepet-
ne i wykazuja rozbieznosci w wynikach badan. Baza danych
ECOTOX [5] podaje wartosci stezen §miertelnych i skutecz-
nych, ktére réznig si¢ nawet o trzy rzedy wielkosci w przy-
padku tego samego bioindykatora i punktu koficowego testu.
Przyktadowo, wartosci EC50-48 h w przypadku pirenu w sto-
sunku do 1mmob1112acy Daphnia magna wahaja si¢ w grani-
cach 4+1024 mg/m a fenantrenu w stosunku do wzrostu
Selenastrum capricornutum — 180+1228 mg/m3. Na brak da-
nych oraz znaczne réznice w wynikach toksycznosci ostrej
zwracaja uwage autorzy metodycznej pracy [8], dotyczacej
wyznaczania standardéw jakoS$ci §rodowiska w przypadku 10
wybranych WWA. Przeglad literatury dokonany przez nich
pozwolit na zastosowanie procedur statystycznych jedynie
w przypadku siedmiu (§rodowisko wodne), trzech (Srodowi-
sko glebowe) i jednego (powietrze) weglowodoru. Podkreslo-
no, ze dane toksykologiczne ograniczaja si¢ do zwierzat,
a niewiele jest informacji o toksycznosci WWA w stosunku
do roslin (w tym glonéw) i bakterii luminescencyjnych. W pracy
[11] przetestowano 5 réznych zwiazk6w (naftalen, fenantren,
antracen, piren i benzo(a)piren) przy uzyciu immobilizowanego
rekombinanta szczepu Escherichia coli wykazujacego lumi-
nescencje. Plren i benzo(a) 3plren w stezeniach odpowiednio
ponizej 6,3 g/m 123,3 g/m” nie wykazaty toksycznego dzia-
tania w stosunku do bakterii. Stezenia EC50-15 min naftale-
nu, fenantrenu i antracenu przekraczaty 3+35-krotnie ich roz-
puszczalnosc w wod21e i wynosity odpowiednio 276,4 g/m
4,375 g/m 12,301 g/m W badaniach nad detoksykacjg fluo-
renu, fenantrenu, karbazolu i p-krezolu w kolumnach z pia-
skiem okre§lono szkodliwo$¢ tych substancji testem Microtox
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w stosunku do Vibrio fischeri [21]. Obliczona warto$¢ IC50—
-15 min w przypadku fenantrenu wyniosta 140 mg/m
W pracy [4] wykazano przeszto 50-krotnie wigksze wartosci
IC50-t w stosunku do mhxblcp bioluminescencji u Vibrio
fischeri, tj. 7,33 g/m i 8,09 g/m odpowiednio w przypadku
toksycznosci ostrej — 15 mm i chronicznej — 18 h. Antracen
i piren w stezeniu do 4 g/m nie wykazaty zardwno toksycz-
nosci ostrej, jak i chronicznej. Zblizona wrazliwos¢ grzybéw
mikroskopowych na dziatanie antracenu zaobserwowali auto-
rzy pracy [2]. Stezenia powodujace 50-proc. inhibicje wzrostu
u 9 gatunkéw grzybow po 72 godz. kontaktu wahaty si¢ w za-
kresie 20,44+30,34 g/m Wigksza opornoscia wykazal sie
gatunek Cladosporium herbarium z rodzaju Deuteromycoti-
na, w przypadku ktérego IC50-72 h wynosito 66,8 g/m3.

Ze wzgledu na zwigkszenie toksyczno$ci WWA poddanych
dzialaniu promieniowania $wietlnego prowadzi sig¢ testy
w réznych warunkach naswietlenia. W pracy [26] stwierdzo-
no, ze 48-godz. inkubacja w §wietle stonecznym z dodatkowa
2-godz. ekspozycja na promieniowanie UV spowodowala bli-
sko 3-krotne zwigkszenie toksycznosci fenantrenu w stosunku
do Daphnia magna, w poréwnaniu z prébkami umieszczony-
mi w ciemno$ci. Warto$ci EC50-48 h wynosity odpowiednio
272,64 mg/m3 i 730,67 mg/m3. Wyniki podobnych badan
z antracenem i fenantrenem opisano w pracy [1], w ktérej
wykazano algistatyczne dzialanie antracenu w stosunku do
Scenedesmus armatus podczas naswietlania (64 W/m?i48 W/mz).
Toksyczno$¢ fenantrenu nie ulegta zmianie w réZznych warun-
kach naswietlania i nasycania hodowli COa.

Wystepowanie WWA we wszystkich elementach srodowi-
ska (powietrze, woda, gleba i osady denne) powoduje, Ze
narazenie na ich dzialanie ma charakter powszechny, jednakze
w doniesieniach naukowych praktycznie brak jest informacji
dotyczacych wplywu tych zwiazkéw na wielogatunkowe
uktady typu mikro- czy mezokosm. Jednocze$nie wiadomo,
ze jednogatunkowe testy toksykologiczne dostarczaja infor-
macji o wzglednej toksyczno$ci zwiazkéw i1 wzglednej wra-
zliwosci organizméw, a wykorzystywanie wynikéw tych
testow do oceny ryzyka na poziomie ekosystemu jest niemia-
rodajne. Badania wielogatunkowe przyczyniaja si¢ do zmniej-
szenia niepewno$ci wynikajacej z ekstrapolacji danych, umo-
zliwiaja walidacje wynikéw z badari laboratoryjnych, a takze
ulatwiaja obserwacje zmian strukturalnych i funkcjonalnych
biocenozy w warunkach realistycznego narazenia oraz pomiar
skutkéw posrednich i zdolno$¢ do regeneracji populacji czy
zbiorowiska [22].

W badaniach wielogatunkowych istotne znaczenie ma nie
tylko wyb6r odpowiedniego modelu (zaleznego od celu ba-
dan, charakterystyki analizowanych zanieczyszczer i typu
ekosystemu, ktéry ma by¢ imitowany), ale réwniez Sciste
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okre§lenie badanych punktéw koricowych obejmujacych
zmiany w ekosystemie. Ocena punktow koncowych w kon-
tek$cie zmian strukturalnych w badaniach mikro- i mezokos-
mowych dotyczy gtéwnie gestodci (liczebnosci) i biomasy
populacji obejmujacych mikroskorupiaki (Cladocera, Cope-
poda, Ostracoda), makroskorupiaki (Amphipoda, Isopoda,
Anostraca), owady, ryby, wrotki, pozostate makrobezkregow-
ce, glony i makrofity [25]. Zmiany funkcjonalne okreSlane sa
gtéwnie na podstawie przebiegu proceséw metabolizmu or-
ganizmOw i chociaz sa one wskaZnikiem tzw. zdrowia ekosy-
stemu, to — w poréwnaniu ze zmianami strukturalnymi —
uwazane sa za mniej czule [9,6]. Badane punkty koricowe
zmian funkcjonalnych obejmuja m.in. oznaczenia st¢zenia
tlenu, pH, produkcji, respiracji, zawarto$ci biogenéw oraz
rozktadu drobnej zawiesiny. Badania wielogatunkowe w mi-
kro- i mezokosmach stosowane sa takze do weryfikacji tzw.
bezpiecznych stgzen zwiazkéw chemicznych, wyznaczonych na
podstawie baterii jednogatunkowych testow toksykologicznych,
co tacznie z szacowaniem ryzyka ma istotne znaczenie w ocenie
oddzialywania zanieczyszczen na ekosystemy wodne.

Cel i zakres badan

Celem badari byla ocena wpltywu tzw. bezpiecznych stezen
naftalenu, fenantrenu, antracenu i pirenu (obliczonych na
podstawie jednogatunkowych testéw toksykologicznych) na
biocenozg w modelowym, laboratoryjnym ekosystemie wod-
nym typu mikrokosm. Zakres badarn obejmowat:

— przygotowanie modelowego ekosystemu wodnego typu
mikrokosm,

- oceng¢ zmian strukturalnych i funkcjonalnych ekosystemu
wodnego na podstawie oznaczeri hydrobiologicznych (analiza
ilosciowa fito- 1 zooplanktonu, osadu dennego, kontrola wzro-
stu roslin naczyniowych), mikrobiologicznych (ogélna liczba
bakterii, ogdlna liczba grzyb6éw), enzymatycznych (aktyw-
nos¢ dehydrogenazowa mikroorganizméw osadu dennego)
oraz fizyczno-chemicznych (temperatura, pH, azot amonowy,
azotyny, azotany, fosforany, chlorki, BZTs, ChZT, OWQ).

Metodyka badan

Badane zwiazki i obliczanie stezen bezpiecznych

Do badan uzyto wybrane wielopierécieniowe weglowodory
aromatyczne — naftalen (CioHg), fenantren (C14H)0), antracen
(Ci4Hio) 1 piren (C16H10), 0 czystosci 95% (Merck). Roztwory
podstawowe tych zwiazkéw przygotowano w acetonie o czy-
stosci 99,9% (POCH).

Stezenia $miertelne i skuteczne zwiazkéw uzyte do dal-
szych obliczen zostaly wyznaczone we wczesniejszych bada-
niach ekotoksycznodci [28]. Stezenia WWA bezpieczne dla
biocenozy wodnej obliczono zmodyfikowana metoda Zale-
skiej-Radziwilt [27] ze wzoru:

¢ = exp(Xm — kSm) €))]

w ktérym:

s — stezenie niebezpieczne dla frakcji & gatunkéw

Xm — §rednia arytmetyczna x;

xi — In(NOEC) i-tego gatunku

k=18

& — frakcja gatunkéw w §rodowisku, ktérych NOEC moze by¢
mniejsze od cg

Sm — prébkowe odchylenie standardowe x;
Stezenie NOEC zdefiniowano w postaci zaleznos$ci:

NOEC = HAEC)S0t igfo”t @)

w ktdrej:
NOEC - najwigksze stgzenie, ktére nie powoduje obserwowal-
nych zmian u bioindykatoréw w poréwnaniu z prébka kontrol-
na
LC(EC)50-t ~ stezenie $miertelne (skuteczne) powodujace
$miertelno$¢ (lub inne skutki) u 50% osobnikéw w poréwnaniu
z prébka kontrolng po czasie t trwania testu

Zgodnie z danymi literaturowymi, dotyczacymi ekstra-
polacji pomigdzy toksycznos$cia ostrg a chroniczna, w przy-
padku wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
przyjmuje si¢ ACR=5 [12].

Modelowy ekosystem wodny typu mikrokosm

Akwaria o pojemnosci 10 dm® napetniono woda uzdatnio-
na w biofiltrze, zasiedlono ro§linami naczyniowymi Lemna
minor i Elodea canadiensis oraz glonami Selenastrum capri-
cornutum, Scenedesmus quadricauda, Chlorella vulgaris, or-
ganizmami zwierzecymi Daphnia magna, Thamnocephalus
platyurus, Brachionus calyciflorus, Heterocypris incongure-
tus, Lebistes reticulatus oraz w wydzielonych krystalizato-
rach organizmami osadu dennego. Po 2 tyg. adaptacji do
akwariéw wprowadzono obliczone bezpieczne st¢zenia wy-
branych WWA. Po 3 tyg. badai ponownie wprowadzono wy-
typowane stezenia WWA. Laczny czas badari wynosit 6 tyg.
W czasie trwania eksperymentu wykonano kontrolne analizy
chemiczne wody, badania mikrobiologiczne, badania hydro-
biologiczne fito- i zooplanktonu, oceng mikroskopowa orga-
nizméw osadu dennego, ocen¢ aktywnosci enzymatycznej
organizméw osadu dennego, pomiary inhibicji wzrostu ro§lin
wyzszych oraz przezywalnosci ryb.

Oznaczenia chemiczne

Oznaczenie BZTs wykonano metoda manometryczna przy
uzyciu systemu OxiTop, natomiast OWO oznaczono w apara-
cie TOC-5000 (Shimadzu) [23]. Oznaczenia ChZT [17], azotu
amonowego [16], azotynéw [14], azotanéw [15], ortofosfora-
néw [13] i chlorkéw [20] wykonano zgodnie z PN. Do ozna-
czenia pH wykorzystano pH-metr z elektrodg CPC-501.

Probki wody do oznaczenia zawartoSci WWA metoda
chromatograficzna przygotowano zgodnie z PN-EN ISO
17993:2005 z modyfikacja dotyczaca ekstrahenta [19]. Do
pobranej do szklanej butelki prébki wody dodano 25 cm®
cykloheksanu i mieszano przez 1 h. Nast¢pnie rozdzielono
zawarto$¢ naczynia w szklanym rozdzielaczu. Ekstrakt cyklo-
heksanowy suszono przez 30 min bezwodnym siarczanem sodu.
W przypadku uzyskania emulsji odwirowano ja przez 10 min
przy obrotach 3000/min. Prébki zatgzono w tazni wodnej
w temperaturze 30 °C pod zmniejszonym cisnieniem 200 hPa,
uzyskujac probke o objetosci 2 cm’. Oznaczenie zawartosci
WWA w wodzie wykonano metoda chromatografii gazowej
w aparacie Hewlett Packard 5890A z kolumna SPB-1 (Supel-
co 60 mx 0,32 mm X 1 pm). Warunki rozdzialu byty nastepu-
jace: temperatura dozownika 275 °C, temperatura detektora
300 °C, temperatura poczatkowa 40 °C, czas poczatkowy
1 min, przyrost temperatury 25 °C/min do 140 °C, a nastepnie
10 °C/min, temperatura koficowa 290 °C, czas koficowy
25 min. Wyniki analiz podano w mg/ms.
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Tabela 1. Wyniki jednogatunkowych testéw toksykologicznych wybranych WWA {28}
Table 1. Results of single species toxicity tests conducted with the PAHs of choice [28]
Czas trwania LC(EC50)-t (95°/7r$‘52edziai ufnosci)
Organizm testowy Rodzaj testu testu g
h
naftalen fenantren antracen piren
. . . ‘i 138,11 22,87 141,42 176,78
l 96 y 3 ) 1
Lebistes reticulatus Pefers | Przezywalnosci (97,66+195,31) | (3,52:14870) | (100,00:200,00) | (12,64:2472,84)
. : ‘i 74,98 56,33 6,4 197,7
Chironomus sp. Przezywalnosci 48 (52,99:106,11) (44,00+72,11) (6,19+6,61) (181,40:215,45)
. . . i 166,70 191,21 15,69 156,54
4 y ’ k) y
Tubifex tubifex Przezywalnosci 8 (87,02-319,35) | (185,87+196,71) | (11,28:21,82) | (153,30:159,84)
; . ; imi 623,26 22,91 10,87 47,43
24 1 1’ il ¥
Artemia salina Przezywalnosci (277,95:1428,42) | (13,39:39,22) | (4.26:27,72) | (24,98:90,08)
; ‘< 53,99 40,05 30,44 107,81
P I 48 ' : ' '
. rzezywalnosci (38,57:75,56) | (36,62-43,80) (26,46-35,01) | (106,71+108,92)
Daphnia magna Strauss
Enzymatyczny 1 0,71 0,17 8,81 7,77
FLUOTOX (0,40+1,26) (0,10+0,30) (5,36-14,51) (6,93+8,72)
. 775,51 3,81 7,09 19,05
7 , X ) ,
Scenedesmus quadricauda | - Wzrostowy (469,94:1279,77)|  (0,25:58,82) (3,50+14,34) (9,04:40,13)
Y . Enzymatyczny 17,88 2,11 0,67 2,27
Vibrio fischeri LUMIStox 0.2 (14,04-2277) | (1,42:3,14) (0,40+1,13) (0,50+10,32)

Analizy biologiczne

Analizy mikrobiologiczne obejmowaty oznaczenie ogdlnej
liczby bakterii w probkach wody metoda ptytkowa Kocha na
agarze odzywczym MPA metoda posiewu wgtebnego. Ogélna
liczbg¢ grzybéw oznaczono na podiozu Sabourauda metoda
posiewu powierzchniowego [7]. Wyniki podano w jtk/cm3.

Analize mikroskopowa prébek planktonu i osadu dennego
(po odpowiednim rozciericzeniu) wykonano w komorach
Sedgwick-Raftera przy powiekszeniu 100-krotnym. Wynik
podano jako liczbg organizméw w 1 cm’.

Oceng aktywnosci dehydrogenazowej organizméw osadu
dennego (test TTC) przeprowadzono zgodnie z metodyka
PN-87C-04616/08 [18]. Aktywnos¢ organizméw wyrazono
w pkat/kg biatka w warunkach endogennych, jak i z dodat-
kiem tatwo przyswajalnego substratu — glukozy.

W celu analizy zmian iloSciowych roslin naczyniowych
okreslono przyrost dlugosci i masy Elodea canadensis oraz
przyrost powierzchni i iloSci listkéw Lemna minor. Pomiaru
powierzchni dokonano przy uzyciu oprogramowania kom-
puterowego do cyfrowej analizy obrazu ImageTool wersja 3.0
[24]. Obserwowane zmiany parametréw wzrostu roslin w cza-
sie wyrazono w procentach i odniesiono do prébki kontrolne;j.

Wyniki badan

Wyniki jednogatunkowych testéw toksykologicznych prze-
prowadzonych z uzyciem wybranych WWA na przedstawicie-
lach taicucha troficznego ekosystemu wodnego przedstawiono
w tabeli 1. Na podstawie wyznaczonych wartosci LC(EC)50-t
obliczono nastepnie stgzenia bezpieczne tych zwiazkéw dla
biocenoz wodnych (tab. 2). Stwierdzono, ze badane zwiazki
w niewielkim stopniu wptyngty na zmiang wartosci wskaznikow
zanieczyszczenia wody mikrokosmu (tab. 3).

Zwigkszenie warto$ci ChZT oraz ilosci OWO i fosforanéw
w 14 d badan wynikalo z wymieszania zawarto$ci akwariéw
przed analizami fizyczno-chemicznymi, co spowodowalo

Tabela 2. Stezenia bezpieczne wybranych WWA
wg zmodyfikowanego modelu Zatgskiej-Radziwitt
Table 2. Safety concentrations of the PAHs chosen,
according to the modified Zateska-Radziwitt model

Zwiazek Stezenﬁg/e; ieczne
Naftalen 0,654
Fenantren 0,108
Antracen 2,494
Piren 5,195

obecno$¢ metabolitéw zwierzecych i innych czastek statych
w fazie wodnej. Na zwigkszone warto$ci ChZT i OWO w kori-
cowym czasie badan, w poréwnaniu z ich poczatkiem, mial
wplyw rozwéj glonéw, gtéwnie zielenic S. quadricauda
i S. capricornutum, a w niektérych prébkach takze C. vulgaris.
ChZT osiagato na ogé6t wartosci z zakresu 3060 mg02/dm3.

Nie stwierdzono widocznych przemian zwiazkéw azotu.
W czasie 21+42 d trwania badan stezenie azotu amonowe-
go bylo w granicach 0,01+0,05 gNH4+/m3, a azotanéw naj-
czg¢sciej 0,1+0,9 gNO3_/m3. Zawartos$¢ fosforandw wynosita
2+4 gPO43_/m3. Warto$ci BZTs w omawianym czasie wyno-
sity od 5 gOz/m3 do 25 gOz/m3. Stwierdzono lekko zasadowe
pH prébek wody (ok. 8). Oznaczenia chromatograficzne nie
wykazaly obecnosci WWA w wodzie.

Aktywno$¢ enzymatyczna osadu dennego (tab. 4) wykaza-
ta fluktuacje, zaleznie od doptywu substratéw pokarmowych
pochodzacych z obumierania organizméw. Wartosci aktyw-
nosci endogennej w prébkach kontrolnych i z dodatkiem
WWA w czasie od 14 d do 42 d trwania doswiadczen wahaty
si¢ w granicach 12+90 pkat/kg biatka (niekiedy nawet powy-
zej 100 pkat/kg biatka). W kazdym przypadku aktywnosc
enzymatyczna prébek z dodatkiem glukozy byta wigksza niz
probek endogennych, co $wiadczyto o niedoborach fatwo
przyswajalnych Zrédet wegla dla mikroorganizméw w $rodo-
wisku wodnym mikrokosmu.
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Tabela 3. Charakterystyka fizyczno-chemiczna wody w wielogatunkowym tescie toksykologicznym typu mikrokosm
Table 3. Physicochemical characteristics of the water, established in the multi-species toxicity test of microcosm type

WWA Wskaznik, jednostka cz5,d
1 7 14 21 28 35 42
temperatura, °C 22 25 21 21,5 21 22,5 23,5
pH 8,2 8,1 8,2 8,35 8,42 8,5 8,5
BZTs, gO2/m® 10 40 30 5 5 5 5
ChZT, gO/m® 25,6 31,2 136,3 11,2 45,6 45,7 25,5
OWO, gC/m?® 9,99 10,28 40,01 11,5 15,1 16,57 15,29
Antracen
azot amonowy, gNH4*/m® 0,06 0,1 27 1,1 0,2 0,6 0,1
azotyny, gNO,/m® 0,015 0,04 0,02 0,079 0,047 0,065 0,011
azotany, gNOz/m® 0,9 1,1 0,6 0,2 0,9 0,9 0,11
fosforany, gPO4>/m® 0,042 0,14 6,9 3,5 3,1 3,4 2,4
chlorki, gCIr/m® 31 38 41 40 47 45 52
temperatura, °C 22 25 21 21,5 21 22,5 23,5
pH 8,2 8,1 8,2 8,02 8,38 8,5 8,5
BZTs, gO/m® 10 40 15 10 5 5 10
ChZT, gOx/m® 25,6 31,2 176 39,3 55,8 60,9 51
OWO, gC/m® 9,99 10,28 45,72 14,73 16,83 20,26 19,93
Fenantren )
azot amonowy, gNH4*/m 0,06 0,1 4,2 0,5 0,2 0,3 0,2
azotyny, gNO, /m® 0,015 0,04 0,027 0,008 0,007 0,015 0,007
azotany, gNO3/m® 0,9 1,1 0,5 0 0,2 0,4 0,2
fostorany, gPO4>/m® 0,042 0,14 6,8 38 2,8 3,6 3,3
chiorki, gClI/m® 31 38 40 39 45 46 47
temperatura, °C 22 25 21 21 21,5 22 23
pH 8,2 8,1 7.7 7,23 7,75 8,47 8,28
BZTs, gOz/m® 10 40 100 15 10 10 15
ChZT, gOs/m® 25,6 31,2 140 67,3 45,7 96,4 86,7
Naftalen OWO, gC/m® 9,99 10,28 67,36 18,13 17,17 24,57 78,76
azot amonowy, gNH,g*/m3 0,06 0,1 0,44 0,44 0,7 0,5 0
azotyny, gNO; /m® 0,015 0,04 0 0,017 0,002 0,051 0,006
azotany, gNOs /m® 0,9 11 0,2 0,3 0,2 0,4 0,2
fosforany, gPQ.>/m* 0,042 0,14 2,91 2,13 2,71 3,38 2,63
chlorki, gCI/m?® 31 38 38 39 39 43 48
temperatura, °C 22 25 21 21 21,5 22 23
pH 8,2 8,1 7,8 7,46 7,97 8,42 8,4
BZTs, gOz/m® 10 40 65 10 5 5 15
ChZT, g0a/m® 25,6 31,2 124,9 33 355 55,5 40,8
Piren OWO, gC/m® 9,99 10,28 35,5 11,56 10,18 15,45 25,12
azot amonowy, gNHI;"/m3 0,06 0,1 0,62 2,1 0 0 0,1
azotyny, gNO,/m® 0,015 0,04 0,019 0,127 0,102 0,095 0,028
azotany, gNO3/m?® 0,9 1,1 0,4 0,2 1,4 1,4 1,2
fosforany, gPO,%/m® 0,042 0,14 2,04 2,41 2,95 3,59 2,34
chlorki, gCI/m?® 31 38 38 38 43 42 57
temperatura, °C 22 25 21,8 22 22,8 23 22,6
pH 8,2 8,1 8,1 8,2 8,1 8,5 8,1
BZTs, gOa/m® 10 40 10 5 15 15 15
ChZT, gO/m® 25,6 31,2 60,7 38,89 35,9 73,05 73,6
Prébka OWO, gC/m® 9,99 10,28 20,01 11,72 14,04 25,51 26,71
kontrolna azot amonowy, gNH,*/m? 0,06 0.1 0,4 0 1 0,08 0,16
azotyny, gNO,/m* 0,015 0,04 0,13 0,2 0 0,006 0,004
azotany, gNOz/m? 0,9 1,1 0.2 2,6 1,2 0,02 0,04
fosforany, gP0O,%/m* 0,042 0,14 1,17 3,1 3,2 0,26 0,22
chlorki, gCI/m® 31 38 41 47 51 43 51,5
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Tabela 4. Aktywnos$¢ dehydrogenazowa organizmoéw osadu dennego w wielogatunkowym tescie toksykologicznym typu mikrokosm
Table 4. Dehydrogenase activity of the organisms present in the bottom sediments,
established in the multi-species toxicity test of microcosm type

Czas, d
WWA Wskaznik, jednostka
1 7 14 21 28 35 42
zawarto$é biatka, mg/cm?® wyciagu bezkomérkowego 3,24 4,70 2,46 3,26 3,75 3,06 2,97
Antracen AW - probka endogenna pkat/kg biatka 116,31 | 2820 | 5337 | 2658 | 21,11 | 1341 | 46,24
AW - prébka z glukoza pkat/kg biatka 182,67 28,93 65,31 30,32 30,58 20,32 77,32
zawarto$c biatka, mg/cm3 wyciggu bezkomdrkowego 3,24 4,70 4,67 4,00 3,87 3,32 4,16
Fenantren | A\ _ prébka endogenna pkat/kg biatka 116,31 | 2820 | 32,16 | 22,34 | 2561 | 12,36 | 6547
AW - prébka z glukoza pkat/kg biatka 182,67 28,93 43,58 31,89 28,45 24,73 112,92
zawarto$¢ biatka, mg/cm® wyciagu bezkomérkowego 3,24 4,70 3,25 4,07 3,82 3,78 3,52
Naftalen | Aw _ prébka endogenna pkat/kg biafka 116,31 | 2820 | 4474 | 1912 | 3306 | 7545 | 19,82
AW - probka z glukozg ukat/kg biatka 182,67 28,93 80,17 32,70 95,98 113,89 20,80
Zawarto$é biatka, mg/cm® wyciagu bezkomérkowego 3,24 4,70 4,14 3,66 3,84 3,09 3,14
Piren AW — prébka endogenna pkat/kg biatka 116,31 | 2820 | 3795 | 11,75 | 6461 | 9491 | 6,98
AW — prébka z glukoza pkat/kg biatka 182,67 28,93 106,74 21,47 69,77 206,41 17,44
zawartosé biatka, mg/cm® wyciagu bezkomérkowego 3,24 4,70 3,18 3,98 4,71 3,02 3,56
E;ﬁlt)r‘;?na AW - prébka endogenna pkat/kg biatka 116,31 28,20 12,44 56,78 94,95 7,68 44,13
AW - prébka z glukozg pkat/kg biatka 182,67 28,93 15,03 64,35 121,34 10,69 47,19

AW - aktywno$¢ wiasciwa

Analiza mikroskopowa osadu dennego (tab. 5) wykazata
obecnoé¢ licznych pierwotniakéw zaréwno w prébkach kon-
trolnych, jak i z dodatkiem WWA. Szczegélnie licznie, pod
koniec badari, wystgpowaly rodzaje Arcella i Coleps w préb-
kach zawierajacych antracen i fenantren — ich liczebno$¢
siggata 12+19 tys./cm3 oraz do$¢ licznie w prébce z naftale-
nem, natomiast mniej osobnikéw wykryto w obecno$ci pirenu
- okoto 5 tys./cm3. W prébkach kontrolnych liczba pierwot-
niakéw z rodzaju Arcella wynosila §rednio okoto 3 tys./cm3,
za$ Coleps — 1 tys./cm3 . Sposréd innych orzeskéw w prébkach
z antracenem i fenantrenem licznie wystepowat rodzaj Aspidi-
sca. Wykryto takze wrotki, ale gtéwnie na poczatku badar.
Nalezy podkresli¢, ze najwigcej organizméw w ostatnim dniu
badari zaobserwowano w prébkach z antracenem i fenantrenem,
natomiast mniej w obecnosci pozostatych WWA i w prébkach
kontrolnych.

Badania mikrobiologiczne (tab. 6) wykazaly, ze liczebnos¢
bakterii zmniejszyta si¢ o rzad wielkosci we wszystkich préb-
kach badanych i kontrolnych w czasie 14+42 d, w poréwnaniu
z ich liczbg stwierdzana w czasie pierwszych 7 d do$wiadczen.
W koricowym czasie badari liczba mikroorganizméw wynosita
0,8+2,2-10 jtk/cm3 (poczatkowo 43+44-10* jtk/cm3). Swiad-
czyto to o niewielkiej dostgpnosci substratéw pokarmowych dla
mikroorganizméw, prawdopodobnie pochodzacych z rozkladu
martwych komérek innych organizméw. Nie stwierdzono wply-
wu dodatku WWA na wzrost liczebnosci drobnoustrojéw. Li-
czebnod¢ grzybéw takze ulegla znacznemu zmniejszeniu
w czasie badan, z nielicznymi wyjatkami w 42 d.

W trakcie badan zaobserwowano przyrost masy i dlugosci
moczarki, z wyjatkiem prébek z 42 d zawierajacych antracen

i fenantren (tab. 7). Nalezy przypuszczad, ze na ten fakt miat
wplyw intensywny rozwdj glonéw konkurujacych o $wiatto.
We wszystkich prébkach stwierdzono intensywny rozwéj rze-
sy drobnej osiagajacy nawet wig¢cej niz 8000% (naftalen —
w zakresie przyrostu listkéw).

Badania hydrobiologiczne (tab. 8) wykazaly, ze liczebnos¢
glonéw ulegata fluktuacjom, osiagajac najwyzszy przyrost
w czasie 12+28 d trwania badari (prébki kontrolne oraz z antrace-
nem i fenantrenem), a w calym czasie doswiadczen w obecnosci
pirenu. Nie stwierdzono hamowania rozwoju glonéw w obecnoéci
WWA, araczej pewna tendencje do stymulacji ich wzrostu.

Nie stwierdzono wplywu WWA na organizmy zwierzece
w wodzie badanych mikrokosméw (tab. 9). W warunkach
doswiadczeri licznie rozwijaty sie Heterocypris inconguretus
i Brachionus calyciflorus. Nie zaobserwowano wystapienia
skutkéw Smiertelnych u ryb Lebistes reticulatus.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wptywu bezpiecznych st¢zefi
wybranych WWA na biocenoz¢ wodna wykazaty, ze badane
zwigzki w niewielkim stopniu wplynely na zmiany wartosci
wskaZnikéw zanieczyszczenia wody mikrokosmu. Nie
stwierdzono widocznych przemian zwiazkéw azotu. Na zwig-
kszone wartosci ChZT i OWO w koricowym okresie trwania
badafi miat wptyw rozwdéj glonéw. Aktywno$¢ enzymaty-
czna osadu dennego wykazata fluktuacje i we wszystkich
prébkach z dodatkiem glukozy byta wigksza niz prébek
endogennych, co $wiadczy o niedoborach w $rodowisku
wodnym mikrokosméw tatwo przyswajalnych Zrédet wegla
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Tabela 5. Charakterystyka mikroskopowa osadu dennego w wielogatunkowym tescie toksykologicznym typu mikrokosm (org./cm?)
Table 5. Microscopic characteristics of the bottom sediments, established in the multi-species toxicity test of microcosm type (org/cm®)

. . Czas, d
WWA Organizm wskaznikowy 7 7 12 1 58 35 YT
Arcella sp. 2405 7280 4750 3250 14500 15750 18000
Diflugia sp. 0 0 0 0 1750 1000 500
Amphileptus sp. 0 1120 0 0 0 4750 7000
Litonotus sp. 0 0 10500 750 750 1000 10500
Coleps sp. 93 560 6750 9250 12500 12000 19500
Aspidisca sp. 3700 1680 5750 2250 3750 1750 250
Antracen Paramecium caudatum 0 0 0 1500 0 250 0
Colpidium colpoda 93 0 0 0 0 0 0
Opercularia sp. 1943 0 2000 0 0 0 0
Vorticella sp. 1203 0 0 0 0 0 0
Rotatoria nd. 1943 4480 2000 2750 1000 0 0
Nematoda nd. 0 0 0 0 0 0 7000
Aelosoma sp. 0 0 0 0 0 0 500
Tardigrada nd. 185 0 0 0 250 750 0
Arcella sp. 2405 7280 2250 5250 15500 18000 16750
Diflugia sp. 0 0 0 0 750 500 250
Amphileptus sp. 0 1120 0 0 0 250 4000
Litonotus sp. 0 0 0 2500 0 1250 2500
Coleps sp. 93 560 4000 10250 13750 10750 13750
Aspidisca sp. 3700 1680 750 3000 4500 4000 2250
Fenantren Paramecium caudatum 0 0 0 0 0 0 0
Colpidium colpoda 93 0 0 0 0 0 0
Opercularia sp. 1943 0 0 0 ¢ 0 0
Vorticella sp. 1203 0 0 0 0 0 0
Rotatoria nd. 1943 4480 2750 1750 2000 0 250
Nematoda nd. 0 0 0 0 0 0 4500
Aelosoma sp. 0 0 0 0 2000 250 500
Tardigrada nd. 185 0 0 0 750 250 0
Arcella sp. 2405 7280 3360 6110 7990 3620 12530
Diflugia sp. ¢] 0 0 0 0 0 0
Amphileptus sp. 0 1120 0 0 6580 0 0
Litonotus sp. 0 0 1340 470 0 0 o]
Coleps sp. 93 560 1680 3760 940 3250 6270
Aspidisca sp. 3700 1680 335 0 0 0 1960
Paramecium caudatum 0 0 0 0 0 0 0
Naftalen Colpidium colpoda 93 0 0 0 0 0 0
Opercularia sp. 1943 0 0 0 0 0 0
Vorticella sp. 1203 0 0 0 0 0 0
Rotatoria nd. 1943 4480 1340 3290 0 360 0
Nematoda nd. 0 0 670 0 [§] 0 0
Aelosoma sp. 0 0 0 0 0 0 0
Tardigrada nd. 185 0 0 0 470 0 0
Arcella sp. 2405 7280 7840 4700 7260 5640 5330
Diflugia sp. 0 0 0 0 0 0 0
Amphileptus sp. 0 1120 2800 0 0 0 0
Litonotus sp. 0 0 2240 470 0 0 3450
Coleps sp. 93 560 1680 4320 2990 4700 4390
Aspidisca sp. 3700 1680 0 0 0 0 0
Piren Paramgcium caudatum 0 0 0 0 0 0 0
Colpidium colpoda 93 0 0 0 0 Q 0
Opercularia sp. 1943 0 0 0 0 0 o]
Vorticella sp. 1203 0 0 0 0 [¢] 0
Rotatoria nd. 1943 4480 2240 1410 0 470 0
Nematoda nd. 0 0 0 470 0 0 630
Aelosoma sp. 0 0 0 0 855 0 0
Tardigrada nd. 185 0 1120 0 430 0 0
Arcella sp. 2405 7280 4718 648 2035 5365 2498
Diflugia sp. 0 0 0 0 9] 0 0
Amphileptus sp. 0 1120 185 648 0 0 0
Litonotus sp. 0 0 0 0 [4] 0 0
Coleps sp. 93 560 2775 648 648 555 1018
Aspidisca sp. 3700 1680 93 1018 0 93 278
Paramecium caudatum 0 0 0 0 0 0 0
Colpidium colpoda 93 0 0 0 0 0 0
Prébka Opercularia sp. 1943 0 0 0 0 0 0
kontrolna Vorticella sp. 1203 0 0 0 0 0 0
Rotatoria nd. 1943 4480 1110 278 278 278 370
Nematoda nd. 0 0 278 1295 278 0 648
Aelosoma sp. 0 0 93 0 93 0 93
Tardigrada nd. 185 0 93 0 0 0 93
Rotatoria nd. 1943 4480 1110 1758 740 833 925
Nematoda nd. 0 0 463 0 0 1480 278
Aelosoma sp. 0 0 93 93 Q 93 93
Tardigrada nd. 185 0 0 0 0 0 93
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Tabela 6. Liczebnosé bakterii i grzybéw w wodzie w wielogatunkowym tescie toksykologicznym typu mikrokosm (jtk/cm®)
Table 6. Number of bacteria and fungi present in the water, established in the multi-species toxicity test of microcosm type (cfu/cm?®)

Czas, d
WWA Wskaznik
1 7 14 21 28 35 42
Ogélna liczba bakterii (-10%) 43 44,15 0,94 2,69 0,87 2,07 1,5
Antracen
Ogdlna liczba grzybdw (-1 02) 184,5 121,67 36,5 7,75 34,07 95,93 190
Ogélna liczba bakterii (-10%) 43 44,15 3,41 1,05 2,9 7280 0,8
Fenantren
Ogdlna liczba grzybéw (-10%) 184,5 121,67 30 0,9 146 4,65 16,7
Ogélna liczba bakterii (-10%) 43 44,15 13,83 0,59 1,64 1,83 2,06
Naftalen
Ogélna liczba grzybow (-10?) 184,5 121,67 36 59 13,47 87 12,8
pi Ogélna liczba bakterii (-10%) 43 44,15 5,06 0,64 1,45 1,49 1,02
iren
Ogdlina liczba grzybéw (-10%) 184,5 121,67 38,5 27,4 72 44,97 171
Prébka Ogdlna liczba bakterii (-10%) 43 44,15 3,83 4,91 3,07 7.3 0.87
kontrolna
Ogolna liczba grzybéw (-10%) 184,5 121,67 0,2 7,05 51 8,1 10,5

Tabela 7. Przyrost Elodea canadensis oraz Lemna minor w wielogatunkowym tescie toksykologicznym typu mikrokosm (%)
Table 7. Increment in the length and mass of Elodea canadiensis, as well as in the surface area and number of fronds of Lemna minor,
established in the multi-species toxicity test of microcosm type (%)

Czas, d
WWA Wskaznik
1 7 14 21 28 35 42
Przyrost masy Elodea canadensis 4,00 21,25 55,38 44,36 53,04 21,95 —25,69
Antracen Przyrost dtugos$ci Elodea canadensis —-20,80 20,46 22,89 28,20 62,33 27,08 ~-46,96
Przyrost liczby listkéw Lemna minor 122,22 292,00 221,74 417,65 183,33 366,67 420,00

Przyrost powierzchni listkéw Lemna minor 13,36 284,06 138,74 200,06 154,29 662,69 275,10

Przyrost masy Elodea canadensis 4,00 21,25 7717 69,67 104,10 35,92 0,85
Fenantren Przyrost dtugo$ci Elodea canadensis —20,80 20,46 59,63 97,14 59,28 86,03 —-24,21
Przyrost liczby listkow Lemna minor 122,22 292,00 285,00 336,36 374,07 779,17 2938,10

Przyrost powierzchni listkéw Lemna minor 13,36 284,06 238,33 320,75 908,53 1403,46 | 4450,39

Przyrost masy Elodea canadensis 4,00 21,25 55,05 63,64 59,84 4,82 99,30
Naftalen Przyrost dtugosci Elodea canadensis -20,80 20,46 81,15 91,63 106,05 0,23 117,99
Przyrost liczby listkéw Lemna minor 122,22 292,00 296,88 433,33 468,75 731,58 7852,00
Przyrost powierzchni listkéw Lemna minor 13,36 284,06 310,20 363,75 634,79 1299,91 | 8474,78
Przyrost masy Elodea canadensis 4,00 21,25 27,06 46,15 63,22 19,40 137,74
Piren Przyrost dtugo$ci Elodea canadensis -20,80 20,46 38,14 61,08 48,92 56,66 35,71
Przyrost liczby listkow Lemna minor 122,22 292,00 256,52 306,25 520,83 800,00 | 3169,23

Przyrost powierzchni listkéw Lemna minor 13,36 284,06 252,21 271,28 465,21 718,14 2331,37

Przyrost masy Elodea canadensis 4,00 21,25 44,19 20,00 2,22 44,25 11,29
Probka Przyrost diugosci Elodea canadensis -20,80 20,46 37,58 | -19,23 | -18,31 20,49 34,64
kontrolna

Przyrost liczby listkéw Lemna minor 122,22 292,00 428,57 408,33 513,33 1835,00 | 4554,55

Przyrost powierzchni listkéw Lemna minor 13,36 284,06 319,40 271,88 405,28 2111,89 | 2991,72
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Tabela 8. Liczebnos¢ fitoplanktonu w wielogatunkowym tescie toksykologicznym typu mikrokosm (org./cm®)
Table 8. Phytoplankton count established in the multi-species toxicity test of microcosm type (org/cm?®)
WWA Organizm Czas. d
1 7 14 21 28 35 42
Scenedesmus quadricauda 8640 36855 90450 7250 20510 17200 2390
Antracen Selenastrum capricomnutum 9420 375160 270870 15190 23180 48380 15280
Chlorella vulgaris 7380 35520 17640 6960 6070 9480 1200
Navicula sp. 420 630 880 290 490 1200 1680
Scenedesmus quadricauda 8640 36855 49130 43150 40200 11500 6630
Fenantren Selenastrum capricornutum 9420 375160 269870 1840 14810 153270 12700
Chilorella vulgaris 7380 35520 28490 26310 19040 6620 800
Navicula sp. 420 630 430 190 370 820 290
Scenedesmus quadricauda 8640 36855 276000 46190 128810 24490 33320
Naftalen Selenastrum capricornutum 9420 375160 473490 23000 47230 2740 11760
Chlorella vulgaris 7380 35520 7820 6160 13280 10380 90160
Navicula sp. 420 630 660 840 720 390 560
Scenedesmus quadricauda 8640 36855 651050 73500 91140 91140 78400
Piren Selenastrum capricornutum 9420 375160 1225000 62720 11760 32340 11760
Chlorella vulgaris 7380 35520 93100 73500 54880 475300 178360
Navicula sp. 420 630 620 860 480 490 360
Scenedesmus quadricauda 8640 36855 35600 25300 42070 22940 33980
Prébka Selenastrum capricornutum 9420 375160 132970 9710 4150 62000 40090
kontrolna Chiorelia vulgaris 7380 35520 61420 13860 68720 24730 2660
Navicula sp. 420 630 660 820 540 780 1000
Tabela 9. Liczebnosé organizméw zwierzecych w wielogatunkowym tescie toksykologicznym typu mikrokosm (org./cm?)
Table 9. Number of animal organisms established in the multi-species toxicity test of microcosm type (org/cm?)
WWA Organizm Czas, d
1 7 14 21 28 35 42
Daphnia magna 4 4 5 78 195
Thamnocephalus platyurus 0 0 0 0
Antracen Heterocypris inconguretus 85 120 48 182 27 70 306
Brachionus calyciflorus 28 1000 59 104 601 351 549
Physa acuta 0 2 1 0 0
Daphnia magna 4 26 28 31 1493
Thamnocephalus platyurus 0 0 0 0 0
Fenantren Heterocypris inconguretus 85 120 56 61 81 91 272
Brachionus calyciflorus 28 1000 39 179 994 156 248
Physa acuta 0 10 0 0
Daphnia magna 4 202 476
Thamnocephalus platyurus 0 0 0
Naftalen Heterocypris inconguretus 85 120 70 47 51 85 61
Brachionus calyciflorus 28 1000 28 25 96 35 11
Physa acuta 0 0 1 11 4
Daphnia magna 4 6 22 52 67
Thamnocephalus platyurus 0 0 0 0 0
Piren Heterocypris inconguretus 85 120 128 501 369 265 248
Brachionus calyciflorus 28 1000 48 148 61 32 184
Physa acuta 0 0 0 1 1 0
Daphnia magna 4 7 14 35 23 21
Probka Thamnocephalus platyurus 0 0 0 0 0 0
kontrolna Heterocypris inconguretus 85 120 139 1145 602 4100 250
Brachionus calyciflorus 28 1000 89 32 72 60 91
Physa acuta 0 0 0 0 0 0 0
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dla mikroorganizméw. We wszystkich prébkach osadu denne-
20 wykazano obecno$¢ licznych pierwotniakéw, gtéwnie z ro-
dzajéw Arcella 1 Coleps. Liczebno$¢ bakterii w wodzie,
w prébkach z WWA oraz w prébkach kontrolnych zmniejszy-
ta sie w czasie o rzad wielkos$ci w poréwnaniu z ich liczba
w pierwszym tygodniu badan. Liczebno$¢ grzybéw w wie-
kszosci prébek takze ulegta znacznemu zmniejszeniu, co
$wiadczy o niewielkiej dostgpnosci substratéw pokarmowych
dla mikroorganizméw. We wszystkich prébkach stwierdzo-
no intensywny rozwdj rz¢sy drobnej oraz przyrost masy
i dlugosci moczarki. Nie zaobserwowano hamowania roz-
woju glonéw w obecnosci WWA. W warunkach doswiad-
czen licznie rozwijaty si¢ skorupiaki i wrotki; wystapit
efekt letalny u ryb.

Reasumujac wyniki badan uzyskane w 42-dobowym eks-
perymencie badawczym przeprowadzonym w modelowym
ekosystemie wodnym nalezy stwierdzié, ze wyznaczone na
podstawie jednogatunkowych testéw toksykologicznych tzw.
stezenia bezpieczne naftalenu, antracenu, fenantrenu i pirenu
nie wptyngty negatywnie na strukture i funkcjonowanie bio-
cenozy mikrokosméw wodnych.
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Abstract: The effects of the so-called safety concentrations
on the aquatic biocoenosis in a model laboratory microcosm
ecosystem were verified for the following PAHs of choice:
naphthalene, phenanthrene, anthracene and pyrene. The safety
concentrations were calculated using the results of laboratory
single species toxicity tests. Structural and functional changes
in the aquatic ecosystem were assessed by quantitative and
qualitative analysis of the phyto- and zooplankton, bottom
sediment, vascular plant growth, enzymatic reactions, as well
as microbiological and physicochemical parameters. During the
final period of the experiments algae growth was observed,
primarily of the chlorophyta Scenedesmus quadricauda and
Selenastrum capricornutum,and in some samples also Chlorella
vulgaris. The experimental conditions applied favored a high
growthof Heterocypris inconguretus and Brachionus calyciflorus.

NoPAH-influenced deaths were foundtooccurinthe fishspecies
Lebistes reticulatus. Microscopic examinations of the bottom
sediment have revealed the presence of numerous protozoa both
in the controls and in the PAH containing samples. Enzymatic
activity of the bottom sediment fluctuated in the course of the
experiments, according to the inflow of the food substrate
coming from the atrophy of the organisms. Microbiological
examinations make it clear that between the 14th and 42nd day
of the test the number of bacteria in the water decreased by an
order of magnitude in all the samples as compared to the number
determined within the first 7 days. Summing up, the results
obtained from a 42-day experiment conducted in a model
aquatic ecosystem have demonstrated that the safety concen-
trations of the PAHs chosen, which were established in the
course of single species toxicity tests, exert no adverse effect
either on the structure or on the functionality of the aquatic
biocoenosis.

Keywords: PAH, naphthalene, phenanthrene, anthracene,
pyrene, safety concentration, aquatic biocoenosis, microcosm.



