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ACUTE TOXICITY TESTS BASED ON BACTERIAL BIOLUMINESCENCE IN
EVALUATION OF ENVIRONMENT CONTAMINATION AND REMEDIATION EFFECTS

Principles of bioluminescence have been described as well as some examples of the biotests that utilize
natural bacterial luminescence for assessment of the effects of environment contamination and remediation
have been reviewed. The achievements of the last eight years and a new outlook on using rapid biotests for
waters, wastewaters, sediments and soils toxicity investigations have been taken into account.

Streszczenie

Przedstawiono podstawy bioluminescencji oraz przykłady stosowania biotestów wykorzystujących
naturalną luminescencję bakterii do oceny efektów skażenia i remediacji środowiska. Uwzględniono osiągnięcia
ostatnich ośmiu lat i nowe spojrzenie na stosowanie szybkich biotestów w badaniach toksyczności wód,
ścieków, osadów i gleb.

WPROWADZENIE 

Organizmy zasiedlające skażone obszary wodne i lądowe są narażone na toksyczne
oddziaływanie wielu różnych zanieczyszczeń, najczęściej wprowadzonych do środowiska
przyrodniczego w efekcie działalności człowieka. Mnogość i zmienna koncentracja substancji
szkodliwych lub nawet trujących utrudnia jednoznaczną ocenę_ stanu zagrożenia, a także
przewidywanie skutków skażenia dla poszczególnych organizmów oraz dobór skutecznych
metod neutralizacji i/lub usuwania zanieczyszczeń [21].

Na podstawie analizy chemicznej wód i gleb nie można ocenić ich toksyczności, na
którą wpływają zarówno rodzaj i stężenie ksenobiotyków,jak i interakcje występujące między
nimi oraz między nimi a produktami funkcjonowania poszczególnych ekosystemów. Istotną
rolę_ odgrywają także aktualne warunki środowiskowe [20].

Mimo, że świadomość złożoności problemu toksyczności poszczególnych elementów
środowiska przyrodniczego rośnie,jednak względy ekonomiczne powodują, że przy ocenie
stopnia jego skażenia przyjmuje się wiele uproszczeń. Znajduje to odzwierciedlenie w normach
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określających wielkości i metody oznaczania zarówno dopuszczalnych stężeń
poszczególnych zanieczyszczeń w środowisku,jak i ich toksyczności [20].

Badania toksyczności prowadzone są z użyciem m.in. biologicznych testów toksyczności
wykorzystujących organizmy zwierzęce (króliki, myszy, szczury, świnki morskie, ryby, ślimaki,
skorupiaki), a także organizmy roślinne i bakteryjne [21, 41 ]. Oznaczanie toksyczności
poszczególnych elementów środowiska na podstawie badania reakcji żywego układu
(inaktywacja określonych enzymów, czas snu, częstość występowania nowotworu,
zahamowanie wzrostu komórek, śmierć [41]) oraz pomiaru jakościowego i ilościowego tych
reakcji nazywane jest bioindykacją [25]. Bioindykatorami mogą być układy żywe na różnym
poziomie organizacji - od osobnika, poprzez populację, aż do biocenozy.

Aspekty etyczne oraz względy ekonomiczne i czasowe spowodowały, że testy
toksyczności ostrej (śmiertelności) organizmów wyższych są wypierane przez testy oparte
na zmianie aktywności metabolicznej mikroorganizmów - bakterii i jednokomórkowych
glonów, a także na zmianie aktywności wyodrębnionych enzymów lub układów
enzymatycznych [33, 41]. Dają one odpowiedź w czasie od kilku minut do 1 godz., podczas
gdy badania z użyciem klasycznych testów toksyczności ostrej wymagają kilku dni, a w
przypadku testów rakotwórczości - nawet 30 miesięcy [41].

Do bakteryjnych testów toksyczności należą m. in. metody wykorzystujące efekt zmiany
(zmniejszenia) bioluminescencji bakterii wskutek negatywnego oddziaływania
ksenobiotyków na ich aktywność metaboliczną. Zestawy spektrofotometrów i odczynników
(bakteryjnych i uzupełniających) dostępne są w handlu pod nazwami: Microtox, Mutatox,
LUMITOX, LUMIStox, Biotox. Opublikowane prace doświadczalne dotyczą najczęściej badań
prowadzonych z użyciem biotestu Microtox. Obszerny przegląd literatury z okresu od 1980 r. 
do połowy 1994 r., dotyczącej wykorzystania pomiarów bioluminescencji w badaniach
środowiskowych, został opublikowany przez Steinberga i wsp. [37].

W niniejszej pracy przedstawiono podstawy bioluminescencji oraz przykłady
stosowania biotestów wykorzystujących naturalną luminescencję bakterii do oceny efektów
skażenia i remediacji środowiska, opisane w publikacjach z okresu ostatnich ośmiu lat.

BIOLUMINESCENCJA

Pojęciem ,,bioluminescencja" określa się zdolność emitowania światła przez organizmy
żywe, takie jak np. świecący żuk Lampyris noctiluca, świetlik Photinus pyra/is, bakterie
Photobacterium phosphoreum oraz Vibrio fischeri [35]. Bioluminescencja jest odmianą
chemiluminescencji, w której energia chemiczna jest zamieniana na energię świetlną [ 14].
Proces ten nie jest uwarunkowany absorpcją światła przez organizm. Emisja światła jest
w tym przypadku następstwem katalizowanej enzymatycznie reakcji chemicznej (reakcji
biochemicznej), w której powstaje produkt w stanie wzbudzonym. Przechodząc do stanu
podstawowego, cząsteczka produktu emituje foton. Jego energia zależy od częstotliwości
(koloru) światła, która jest charakterystyczna dla wzbudzonej cząsteczki, niezależnie od
sposobu jej wzbudzenia.

W zależności od organizmu, substraty uczestniczące w bioluminescencji są różne,jednak
przyjęła się dla nich wspólna nazwa .Jucyferyna", a dla enzymu katalizującego omawianą
reakcję- .Jucyferaza" [35]. Warunkiem wystąpienia bioluminescencji jest obecność tlenu.
W przypadku bakterii, lucyferyna może być zredukowanym mononukleotydem flawinowym
[ 19], zredukowanym fosforanem ryboflawinowym [ 16] lub dwunukleotydem flawinowa-
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adeninowym [32). Pozostałe substraty uczestniczące w tej reakcji, to tlen i długołańcuchowy
aldehyd (np. tetradekanal). Reakcja jest katalizowana przez monooksygenazę (oksygenazę
alkanową), która pełni rolę lucyferazy [35).

Luminescencja jest indukowana w komórkach bakterii podczas ich wzrostu. Ekspresja
genu luminescencji (bakteryjne geny lux [ 14, 38]) i synteza lucyferazy następują po osiągnięciu
odpowiednio dużego stężenia autoinduktora w podłożu, co jest jednoznaczne z dużą
gęstością komórek [35, 36). Z tego względu morskie bakterie świecące nie wykazują zjawiska
luminescencji w morzu, natomiast świecą intensywnie w narządach świetlnych ryb, gdzie ich
koncentracja wynosi ok. I 010 komórek/cm3 [35). W bakteriach Vibrio fischeri i Vibrio harveyi 
geny luxAB kodują lucyferazę katalizującą produkcję światła podczas utleniania substratu
(n-dekanatu), natomiast geny luxCDE kodują reduktazę kwasów tłuszczowych, która jest
odpowiedzialna za produkcję n-dekanatu [30).

Reakcje, których skutkiem jest bioluminescencja, są włączone w komórkowy system
transportu elektronów i przez to stanowią istotny element metabolizmu bakterii. Wszelkie
czynniki zakłócające ten metabolizm, a także hamujące działanie izolowanych enzymów
i układów enzymatycznych, powodują zmniejszenie natężenia bioluminescencji [2, 23, 31,
32, 37). Efekt ten wykorzystano w różnych technicznych i medycznych biosensorach [24]
oraz biotestach stosowanych do badania toksyczności środowiska [21, 3 7].

TESTY BIOLUMINESCENCYJNE W OCENIE SKAŻENIA WÓD I ŚCIEKÓW

Testy bioluminescencyjne są zalecane w wielu krajach (np. USA, Kanadzie, Francji,
Niemczech, Szwecji, Włoszech, Holandii, Hiszpanii, Meksyku),jako szybkie metody badania
toksyczności wód i ścieków [16, 37]. Pozytywnie oceniono badania toksyczności wód
powierzchniowych, infiltracyjnych, przybrzeżnych przeznaczonych na cele rekreacyjne
i sporty wodne, odcieków, dopływów do oczyszczalni ścieków, odpływów i osadów ze stacji
uzdatniania wody [7], a także ścieków bytowo-gospodarczych [9] i przemysłowych:
petrochemicznych, rafineryjnych, garbarskich, celulozowych oraz farmaceutycznych [ 12].

Stwierdzono korelację między toksycznością ścieków przemysłowych poddawanych
oczyszczaniu biologicznemu, a fizykochemicznymi wskaźnikami (ChZT, BZT, zawiesina)
charakteryzującymi te ścieki [22). W kontakcie z zawartymi w nich substancjami chemicznymi
powodującymi inhibicję aktywności metabolicznej organizmów, bakterie Vibrio jischeri były
bardziej wrażliwe, aniżeli organizmy osadu czynnego [ 1, 39).

Femandez i wsp. [7] wykorzystali test LUMIStox (bakterie Photobacterium phosphoreum) 
do oceny wpływu ścieków miejskich i przemysłowych zrzucanych do rzeki Tormes przed,
w obrębie i za miastem Salamanca w Hiszpanii. Wody rzeczne wykazywały małą toksyczność,
która jednak wzrastała w miejscach zrzutu ścieków. Największą toksyczność stwierdzono
w miejscu koncentracji kilku źródeł zanieczyszczeń (cukrownia i zakłady wędliniarskie).

Oanh i Bengtsson [27] badali toksyczność ścieków powstających w wietnamskich
zakładach papierniczych, wykorzystując Microtox, glony Selenastrum capricornutum oraz
rzęsę lemma aequinoctialis. Okazało się, że najbardziej czułym wskaźnikiem toksyczności
badanych ścieków były glony, a następnie Microtox. Rzęsa nie była wrażliwa na działanie
badanych ścieków.

Przedmiotem badań prowadzonych przez Heida i van der Oost [ 14] były wody
infiltracyjne uzyskane z osadów pochodzących z dziewięciu ujęć wody w Amsterdamie i wokół
tego miasta. Autorzy stwierdzili, że spośród wykorzystanych biotestów toksyczności
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(Microtox - inhibicja bioluminescencji bakterii Photobacteriumphosphoreum, Rotoxkit F
- pomiar LC

50
dla wrotek Brachionus calyciflorus, Thamnotoxkit F -pomiar LC50 dla krewetek

Thamnocephalus plaxyurus oraz Toxichromotest - inhibicja tworzenia ~-galaktozydazy
w Escherichia coli), największą czułość wykazały Microtox i Thamnotoxkit F. Podobny
zestaw biotestów został zaproponowany w projekcie Rodrigue i wsp. [33] w celu stwierdzenia,
które z nich mogłyby zastąpić testy śmiertelności na rybie (pstrągu tęczowym Oncorhynchus
mikżss) oraz skorupiaku (rozwielitce Daphnia magna).

Ciekawych informacji dostarczyły badania, które prowadzili Gupta i Karuppiach [l O]
na wodach rzeki Wicomico dopływającej do zatoki Chesapeake. Wykorzystując trzy biotesty
(Microtox, TOXITRAX, Ceriodaphnia dubia), badacze stwierdzili, że największą toksyczność
wykazywały wody w sąsiedztwie wypływu wód z oczyszczalni ścieków. Toksyczność wód
była powodowana głównie przez substancje wrażliwe na zmiany pH (np. związki amonowe)
oraz metale ciężkie, a nie przez związki organiczne.

Microtox został z powodzeniem użyty także do ujawnienia efektu zmniejszenia
toksyczności ścieków komunalnych w oczyszczalni ścieków (Salisbury), wskutek adsorpcji
zanieczyszczeń na powierzchni popiołów lotnych [ 11]. W wodach odpływających
z oczyszczalni stwierdzono istotny spadek zarówno toksyczności,jak i stężeń zanieczyszczeń
(Cu, Pb, PO~; NO;).

Wiącek-Rosińska i wsp. [40] badali zależności między zawartością wybranych jonów
metali w surowych ściekach bytowo-gospodarczych, a ich toksycznością określaną z użyciem
bioluminescencyjnych bakterii Vibriofischeri w bioteście Microtox. Na podstawie analizy
współczynników korelacji Pearsona stwierdzono statystycznie istotne korelacje między
toksycznością EC50 badanych ścieków, a stężeniami zawartych w nich metali. Autorzy
sugerują, że o toksyczności ścieków przesądzała zawartość w nich głównie srebra, a w
mniejszym stopniu także ołowiu. Jego inhibujący wpływ na aktywność bakterii w bioteście
Microtox mógł ulec zmniejszeniu dzięki obecności w ściekach znacznych ilości cynku,
podejrzewanego o antagonizm wobec ołowiu [15].

W badaniach Pardosa i wsp. [28], prowadzonych nad toksycznością wód dostępnych
w Krakowie i jego okolicach, wykorzystano trzy organizmy testowe: jamochłon Hydra
attenuata, glony Selenastrum capricornutum oraz bakterie Vibrio fischeri (Microtox).
Stwierdzono, że mogą one być rekomendowane do śledzenia toksyczności wód i ścieków.
Autorzy sugerują potrzebę promocji mikrobiotestów w krajach Europy centralnej.

TESTY BIOLUMINESCENCYJNE W OCENIE SKAżENIA OSADÓW I GLEB

Obszerny przegląd publikacji dotyczących wykorzystania biotestu Microtox do badania
toksyczności osadów i gleb został opracowany przez Doherty [5]. Przedstawiono w nim
wyniki badań prowadzonych z użyciem samego testu Microtox,jak i w kombinacji z innymi
biotestami. Znaczna liczba porównawczych badań wskazuje na użyteczność, czułość,
szybkość i dostępność biotestu Microtox. Toksyczność zanieczyszczeń obecnych w osadach
i glebach, rozpuszczalnych oraz związanych z fazą stałą, można określić, stosując ekstrakty
organiczne lub bezpośrednie badanie materiału w fazie stałej. Badania wykorzystujące
el u tria ty (lepiszcze odmyte z piasku) lub wodę infiltracyjną (porową) pozwalają na szacowanie
toksyczności tylko zanieczyszczeń rozpuszczalnych. Na ujawnioną toksyczność elutriatów
może wpływać zarówno rodzaj rozpuszczalnika,jak i całość procedur wstępnych. Czynniki
te zostały uwzględnione także w pracy zespołu Dombroski i wsp. [6]. Wykazali oni, że
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istotne znaczenie dla wyników badania toksyczności ekstraktów z próbek stałych ma sposób
uzyskania ekstraktu. Badano między innymi wpływ rodzaju rozpuszczalnika, czasu ekstrakcji
i metod usuwania cząsteczek stałych z zawiesin. Stwierdzono, że największe rozbieżności
między wartościami EC5015 min występowały w przypadku stosowania prostych metod
klarowania ekstraktów. W rezultacie podciśnieniowego sączenia zawiesin różnice między
średnimi wartościami EC50 osiągnęły 55,8%, a po wirowaniu- 22,3%. Autorzy wskazują na
konieczność bardzo starannego wyboru metod uzyskiwania ekstraktów z próbek stałych,
uwzględniającego zarówno czułość metody oznaczania toksyczności, jak i możliwość
przemieniania się substancji toksycznych w odmiennych warunkach środowiskowych.

Według Doherty [5], na wyniki badania toksyczności próbek w fazie stałej wpływa
także ich kolor oraz skład, zwłaszcza stosunek ilości gliny i mułu. Autor konkluduje, że
wyniki uzyskiwane z użyciem biotestu Microtox są często zgodne z wynikami laboratoryjnych
testów na bezkręgowcach oraz testów przeżywalności makrobezkręgowców w warunkach
terenowych, a wiele spośród cytowanych prac wskazuje także na korelację toksyczności
oznaczonej za pomocą biotestu Microtox ze stężeniami określonych grup zanieczyszczeń.

Wyniki wskazujące na istotną korelację (p < 0,05) między toksycznością oznaczoną
w fazie stałej za pomocąbiotestu Microtox i fizykochemicznymi wskaźnikami zanieczyszczenia
osadów bagrowanych w Hong Kongu, a także uzyskanych z nich elutriatów, zostały
przedstawione w pracy Cheung i wsp. [4]. Autorzy zauważająjednak, że obecność związków
amonowych w osadach zawierających wysokie stężenia substancji organicznych może
zniekształcać obraz zanieczyszczenia osadów.

Grant i Briggs [8] wykorzystali Microtox do badania toksyczności osadów wokół
platformy wiertniczej na Morzu Północnym. Jakkolwiek elutriaty nie powodowały mierzalnego
spadku bioluminescencji,jednak związki organiczne ekstrahowane za pomocą dichlorometanu
były bardzo toksyczne. Wielkości EC50 mierzone po 15 min. nie przekraczały 0,25 mg/cm3

i były ściśle skorelowane ze stężeniami węglowodorów.
Z kolei badania przeprowadzone przez Carter i wsp. [3] wykazały, że toksyczność

zanieczyszczonych próbek gleb i osadów niekoniecznie korelowała z wynikami analiz
chemicznych. Toksyczność oceniano za pomocą biotestów wykorzystujących:
przeżywalność dżdżownicy Eisenia andrei, kiełkowanie sałaty Lactuca saliva, wzrost
glonów Selenastrum capricornutum, przeżywalność i wzrost muszki Chironomus tentans, 
przeżywalność i wzrost Hyalella azteca oraz bioluminescencję bakterii Vibrio fischeri 
(Microtox). Stwierdzono, że w badaniach gleby czułość biotestów wzrastała w porządku:
dżdżownica< sałata= glon< Microtox, podczas gdy w badaniach osadów szereg wzrastającej
czułości przedstawiał się następująco: Microtox < Hyalella < muszka < glon. Autorzy
rekomendują stosowanie biotestów toksyczności jako uzupełniających dla
konwencjonalnego, chemicznego monitorowania zanieczyszczonych środowisk w Kanadzie.

Pedersen i wsp. [29] stwierdzili brak korelacji między toksycznością oznaczoną z użyciem
biotestów (Microtox, Acartia tonsa, Corophium volutator, glony Skeletonema costatum) 
i stężeniem zanieczyszczeń w osadach portowych Kopenhagi. Uważają oni jednak, że biotesty
powinny być stosowane w kombinacji z analizami chemicznymi do oceny zagrożenia
stwarzanego w środowisku przez osady.

Toksyczność gleb skażonych ropą naftową oraz efekty ich bioremediacji były
przedmiotem badań Salanitro i wsp. [34]. Stosując chromatografię gazową, autorzy wykazali,
że po procesie bioremediacji stężenie węglowodorów w skażonej glebie zmniejszyło się o ok.
35-90%, zależnie od długości łańcucha węglowego. Ze wzrostem długości łańcucha
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węglowego (od C-11 do C-44) następował spadek efektywności biodegradacji węglowodoru.
Zanieczyszczone gleby wykazywały znaczną toksyczność dla dżdżownic i bakterii (Microtox),
natomiast gleby po remediacji okazały się zupełnie nietoksyczne. Uzyskane wyniki sugerują,
że związki chemiczne pozostałe w glebach po remediacji mogą być związane lub niedostępne
dla organizmów testowych, a także - że nie ulegają one dalszej biodegradacji, ani nie są
podatne na ługowanie, dzięki czemu nie powinny przedostawać się do wód gruntowych.

Zespół Kaisera [ 17, 18, 26] pracuje nad wykorzystaniem sieci neuronowych do
przewidywania toksyczności związków chemicznych: ponad 1200 substancji dla ryb (fathead
minnow) i ponad 400 substancji dla bakterii Vibriofischeri. Niezależne parametry stanowi
ok. 50 zmiennych będących prostymi wskażnikami strukturalnymi specyficznych grup
funkcyjnych, cząsteczek jako całości oraz poszczególnych elementów wzorów
cząsteczkowych. W analizie wykorzystano także wybrane fizyko-chemiczne parametry
masowe: współczynnik podziału oktanol/woda oraz rozpuszczalność substancji w wodzie.
Autorzy uważają, że uzyskane modele sieci neuronowych znacznie przewyższają tradycyjne
typy zależności struktura-aktywność i zachęcają do dalszych badań nad innymi fragmentami
i obliczonymi parametrami cząsteczkowymi.

PODSUMOWANIE

Podsumowując - można stwierdzić, że szybkie, biologiczne testy toksyczności
(wykorzystujące np. bakterie świecące) mogą być używane jako pierwsze wskażniki
pojawienia się toksycznych zanieczyszczeń w wodach, ściekach, osadach i glebach. Biotesty
nie mogą jednak zastąpić chemicznych metod monitorowania skażenia środowiska,
umożliwiających wskazanie czynnika powodującego toksyczność ..

Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych (grant 3T09C00918).
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