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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 przyklady stosowania biotestow wykorzystujacych
naturalng luminescencjg bakterii do oceny efektow skazenia i remediacji srodowiska. Uwzgledniono osiagnigcia
ostatnich o$miu lat i nowe spojrzenie na stosowanie szybkich biotestow w badaniach toksycznosci waod,
Sciekow, osadow 1 gleb.

WPROWADZENIE

Organizmy zasiedlajace skazone obszary wodne i ladowe sa narazone na toksyczne
oddziatywanie wielu réznych zanieczyszczen, najczesciej wprowadzonych do srodowiska
przyrodniczego w efekcie dziatalnosci cztowieka. Mnogo$¢ i zmienna koncentracja substancji
szkodliwych lub nawet trujacych utrudnia jednoznaczna oceng stanu zagrozenia, a takze
przewidywanie skutkoéw skazenia dla poszczegolnych organizmdw oraz dobor skutecznych
metod neutralizacji i/lub usuwania zanieczyszczen [21].

Na podstawie analizy chemicznej wod i gleb nie mozna oceni¢ ich toksycznoscei, na
ktora wptywaja zarowno rodzaj i stgzenie ksenobiotykow, jak i interakcje wystepujace miedzy
nimi oraz mi¢dzy nimi a produktami funkcjonowania poszczegdlnych ekosystemow. Istotna
rolg odgrywaja takze aktualne warunki sSrodowiskowe [20].

Mimo, ze $wiadomo$¢ ztozono$ci problemu toksyczno$ci poszczegdlnych elementow
srodowiska przyrodniczego rosnie, jednak wzgledy ekonomiczne powoduja, ze przy ocenie
stopnia jego skazenia przyjmuje si¢ wiele uproszczen. Znajduje to odzwierciedlenie w normach
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okreslajacych wielkosci 1 metody oznaczania zard6wno dopuszczalnych stezen
poszczegodlnych zanieczyszczen w srodowisku, jak i ich toksycznosci [20].

Badania toksycznosci prowadzone sa z uzyciem m.in. biologicznych testow toksycznosci
wykorzystujacych organizmy zwierzgcee (kroliki, myszy, szczury, $winki morskie, ryby, §limaki,
skorupiaki), a takze organizmy roélinne i bakteryjne [21, 41]. Oznaczanie toksycznosci
poszczegolnych elementéw Srodowiska na podstawie badania reakeji zywego uktadu
(inaktywacja okres§lonych enzymoéw, czas snu, czgsto$¢ wystepowania nowotworu,
zahamowanie wzrostu komorek, $mier¢ [41]) oraz pomiaru jako$ciowego i ilociowego tych
reakcji nazywane jest bioindykacja [25]. Bioindykatorami moga by¢ uktady zywe na réznym
poziomie organizacji— od osobnika, poprzez populacjg, az do biocenozy.

Aspekty etyczne oraz wzgledy ekonomiczne i czasowe spowodowaly, Ze testy
toksyczno$ci ostrej (§miertelnosci) organizmoéw wyzszych sa wypierane przez testy oparte
na zmianie aktywnosci metabolicznej mikroorganizméw — bakterii i jednokomérkowych
glonow, a takze na zmianie aktywnosci wyodrgbnionych enzymoéw lub uktadow
enzymatycznych [33, 41]. Daja one odpowiedz w czasie od kilku minut do 1 godz., podczas
gdy badania z uzyciem klasycznych testow toksyczno$ci ostrej wymagaja kilku dni, a w
przypadku testéw rakotworczosci —nawet 30 miesiecy [41].

Do bakteryjnych testow toksycznosci naleza m.in. metody wykorzystujace efekt zmiany
(zmniejszenia) bioluminescencji bakterii wskutek negatywnego oddzialywania
ksenobiotykow na ich aktywno$¢ metaboliczna. Zestawy spektrofotometréw i odezynnikow
(bakteryjnych i uzupetniajacych) dostgpne sa w handlu pod nazwami: Microtox, Mutatox,
LUMITOX, LUMIStox, Biotox. Opublikowane prace do§wiadczalne dotycza najczesciej badan
prowadzonych z uzyciem biotestu Microtox. Obszerny przeglad literatury z okresu od 1980 r.
do potowy 1994 r., dotyczacej wykorzystania pomiarow bioluminescencji w badaniach
Srodowiskowych, zostat opublikowany przez Steinberga i wsp. [37].

W niniejszej pracy przedstawiono podstawy bioluminescencji oraz przyktady
stosowania biotestow wykorzystujacych naturalng luminescencje bakterii do oceny efektow
skazenia i remediacji sSrodowiska, opisane w publikacjach z okresu ostatnich o§miu lat.

BIOLUMINESCENCIA

Pojgciem, bioluminescencja” okresla si¢ zdolno$¢ emitowania $wiatta przez organizmy
zywe, takie jak np. Swiecacy zuk Lampyris noctiluca, $wietlik Photinus pyralis, bakterie
Photobacterium phosphoreum oraz Vibrio fischeri [35]. Bioluminescencja jest odmiang
chemiluminescencji, w ktdrej energia chemiczna jest zamieniana na energi¢ $wietlng [14].
Proces ten nie jest uwarunkowany absorpcja $wiatta przez organizm. Emisja $wiatla jest
w tym przypadku nastgpstwem katalizowanej enzymatycznie reakcji chemicznej (reakcji
biochemicznej), w ktdrej powstaje produkt w stanie wzbudzonym. Przechodzac do stanu
podstawowego, czasteczka produktu emituje foton. Jego energia zalezy od czgstotliwos$ci
(koloru) §wiatla, ktora jest charakterystyczna dla wzbudzonej czasteczki, niezaleznie od
sposobu jej wzbudzenia.

W zalezno$ci od organizmu, substraty uczestniczace w bioluminescencji sg rozne, jednak
przyjeta sig dla nich wspo6lna nazwa ,,lucyferyna”, a dla enzymu katalizujacego omawiang
reakcje —,,lucyferaza” [35]. Warunkiem wystapienia bioluminescencji jest obecno$é tlenu.
W przypadku bakterii, lucyferyna moze by¢ zredukowanym mononukleotydem flawinowym
[19], zredukowanym fosforanem ryboflawinowym [16] lub dwunukleotydem flawinowo-



TESTY TOKSYCZNOSCI OSTREJ] WYKORZYSTUJACE BIOLUMINESCENCIJE... 109

adeninowym [32]. Pozostate substraty uczestniczace w tej reakcji, to tlen i dtugotancuchowy
aldehyd (np. tetradekanal). Reakcja jest katalizowana przez monooksygenaze (oksygenaze
alkanowa), ktora petni role lucyferazy [35].

Luminescencja jest indukowana w komorkach bakterii podczas ich wzrostu. Ekspresja
genu luminescencji (bakteryjne geny /ux [14, 38]) i synteza lucyferazy nastgpuja po osiagnieciu
odpowiednio duzego stgzenia autoinduktora w podtozu, co jest jednoznaczne z duza
gestoscig komorek [35, 36]. Z tego wzglgdu morskie bakterie §wiecace nie wykazuja zjawiska
luminescencji w morzu, natomiast $wieca intensywnie w narzadach Swietlnych ryb, gdzie ich
koncentracja wynosi ok. 10" komoérek/cm? [35]. W bakteriach Vibrio fischeri i Vibrio harveyi
geny /uxAB koduja lucyferaze katalizujaca produkcjg $wiatta podczas utleniania substratu
(n-dekanalu), natomiast geny /uxCDE koduja reduktaze kwaséw thuszczowych, ktora jest
odpowiedzialna za produkcjg n-dekanalu [30].

Reakcje, ktorych skutkiem jest bioluminescencja, sa wlaczone w komérkowy system
transportu elektronow i przez to stanowig istotny element metabolizmu bakterii. Wszelkie
czynniki zaktdcajace ten metabolizm, a takze hamujace dziatanie izolowanych enzymow
1ukfadow enzymatycznych, powoduja zmniejszenie nat¢zenia bioluminescencji [2, 23, 31,
32, 37]. Efekt ten wykorzystano w réznych technicznych i medycznych biosensorach [24]
oraz biotestach stosowanych do badania toksycznosci srodowiska [21, 37].

TESTY BIOLUMINESCENCYJNE W OCENIE SKAZENIA WOD I SCIEKOW

Testy bioluminescencyjne s zalecane w wielu krajach (np. USA, Kanadzie, Francji,
Niemczech, Szwecji, Wioszech, Holandii, Hiszpanii, Meksyku), jako szybkie metody badania
toksycznosci wod 1 Sciekéw [16, 37]. Pozytywnie oceniono badania toksyczno$ci wod
powierzchniowych, infiltracyjnych, przybrzeznych przeznaczonych na cele rekreacyjne
isporty wodne, odciekow, doptywéw do oczyszczalni sciekdw, odptywow i osadow ze stacji
uzdatniania wody [7], a takze $ciekéw bytowo-gospodarczych [9] i przemystowych:
petrochemicznych, rafineryjnych, garbarskich, celulozowych oraz farmaceutycznych [12].

Stwierdzono korelacjg migdzy toksycznos$cia $ciekéw przemystowych poddawanych
oczyszczaniu biologicznemu, a fizykochemicznymi wskaznikami (ChZT, BZT, zawiesina)
charakteryzujacymi te §cieki [22]. W kontakcie z zawartymi w nich substancjami chemicznymi
powodujacymi inhibicjg aktywno$ci metabolicznej organizméw, bakterie Vibrio fischeri byty
bardziej wrazliwe, anizeli organizmy osadu czynnego [ 1, 39].

Fernandez i wsp. [7] wykorzystali test LUMIStox (bakterie Photobacterium phosphoreum)
do oceny wptywu $ciekow miejskich i przemystowych zrzucanych do rzeki Tormes przed,
w obrgbie i za miastem Salamanca w Hiszpanii. Wody rzeczne wykazywaty matg toksycznosc,
ktora jednak wzrastata w miejscach zrzutu Sciekdw. Najwieksza toksycznos$¢ stwierdzono
w miejscu koncentracji kilku Zroédet zanieczyszczen (cukrownia i zaklady wedliniarskie).

Oanh i Bengtsson [27] badali toksycznos¢ sciekow powstajacych w wietnamskich
zakladach papierniczych, wykorzystujac Microtox, glony Selenastrum capricornutum oraz
rz¢s¢ Lemma aequinoctialis. Okazalo sig, ze najbardziej czutym wskaznikiem toksycznosci
badanych $ciekow byty glony, a nastgpnie Microtox. Rzesa nie byta wrazliwa na dzialanie
badanych $ciekow.

Przedmiotem badan prowadzonych przez Heida i van der Oost [14] byly wody
infiltracyjne uzyskane z osadow pochodzacych z dziewigciu uje¢ wody w Amsterdamie i wokét
tego miasta. Autorzy stwierdzili, ze sposréd wykorzystanych biotestow toksycznosci
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(Microtox — inhibicja bioluminescencji bakterii Photobacterium phosphoreum, Rotoxkit F
—pomiar LC, | dla wrotek Brachionus calyciflorus, Thamnotoxkit F —pomiar LC | dla krewetek
Thamnocephalus plaxyurus oraz Toxichromotest — inhibicja tworzenia -galaktozydazy
w Escherichia coli), najwigksza czulo$¢ wykazaty Microtox i Thamnotoxkit F. Podobny
zestaw biotestéw zostat zaproponowany w projekcie Rodrigue i wsp. [33] w celu stwierdzenia,
ktore z nich moglyby zastapic testy $miertelnosci na rybie (pstragu teczowym Oncorhynchus
mikiss) oraz skorupiaku (rozwielitce Daphnia magna).

Ciekawych informacji dostarczyty badania, ktore prowadzili Gupta i Karuppiach [10]
na wodach rzeki Wicomico doptywajacej do zatoki Chesapeake. Wykorzystujac trzy biotesty
(Microtox, TOXITRAX, Ceriodaphnia dubia), badacze stwierdzili, ze najwigksza toksycznosé
wykazywaly wody w sasiedztwie wyptywu wod z oczyszczalni $ciekow. Toksyczno$é wod
byta powodowana gtéwnie przez substancje wrazliwe na zmiany pH (np. zwiazki amonowe)
oraz metale cigzkie, a nie przez zwiazki organiczne.

Microtox zostal z powodzeniem uzyty takze do ujawnienia efektu zmniejszenia
toksyczno$ci $ciekow komunalnych w oczyszczalni $ciekow (Salisbury), wskutek adsorpeji
zanieczyszczef na powierzchni popioléw lotnych [11]. W wodach odptywajacych
z oczyszczalni stwierdzono istotny spadek zaréwno toksycznosci, jak i stezen zanieczyszczeh
(Cu, Pb, PO;; NO;).

Wiacek-Rosinska i wsp. [40] badali zaleznosci miedzy zawarto$cia wybranych jonow
metali w surowych $ciekach bytowo-gospodarczych, a ich toksycznoscig okre$lang z uzyciem
bioluminescencyjnych bakterii Fibrio fischeri w biotescie Microtox. Na podstawie analizy
wspotczynnikoéw korelacji Pearsona stwierdzono statystycznie istotne korelacje miedzy
toksyczno$cia EC50 badanych $ciekow, a stezeniami zawartych w nich metali. Autorzy
sugeruja, ze o toksycznosci $ciekow przesadzata zawarto$é w nich gtéwnie srebra, a w
mniejszym stopniu takze otowiu. Jego inhibujacy wptyw na aktywnos¢ bakterii w biotescie
Microtox moégt ulec zmniejszeniu dzigki obecnosci w $ciekach znacznych ilosci cynku,
podejrzewanego o antagonizm wobec otowiu [15].

W badaniach Pardosa i wsp. [28], prowadzonych nad toksycznoscia wod dostepnych
w Krakowie 1 jego okolicach, wykorzystano trzy organizmy testowe: jamochton Hydra
attenuata, glony Selenastrum capricornutum oraz bakterie Vibrio fischeri (Microtox).
Stwierdzono, ze mogg one by¢ rekomendowane do $ledzenia toksycznosci wod i $ciekow.
Autorzy sugeruja potrzebg promocji mikrobiotestow w krajach Europy centralne;.

TESTY BIOLUMINESCENCYJNE W OCENIE SKAZENIA OSADOW I GLEB

Obszerny przeglad publikacji dotyczacych wykorzystania biotestu Microtox do badania
toksyczno$ci osaddw i gleb zostat opracowany przez Doherty [5]. Przedstawiono w nim
wyniki badan prowadzonych z uzyciem samego testu Microtox, jak i w kombinacji z innymi
biotestami. Znaczna liczba porownawczych badan wskazuje na uzytecznos$¢, czutosé,
szybko$¢ 1 dostgpnosc biotestu Microtox. Toksyczno$¢ zanieczyszczen obecnych w osadach
1 glebach, rozpuszczalnych oraz zwigzanych z faza stata, mozna okresli¢, stosujac ekstrakty
organiczne lub bezpo$rednie badanie materiatu w fazie statej. Badania wykorzystujace
elutriaty (lepiszcze odmyte z piasku) lub wodg infiltracyjna (porowa) pozwalaja na szacowanie
toksycznosci tylko zanieczyszczen rozpuszczalnych. Na ujawniona toksycznos¢ elutriatow
moze wplywac zarowno rodzaj rozpuszczalnika, jak i cato$¢ procedur wstepnych. Czynniki
te zostaly uwzglednione takze w pracy zespotu Dombroski i wsp. [6]. Wykazali oni, ze
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istotne znaczenie dla wynikéw badania toksycznosci ekstraktow z probek statych ma sposéb
uzyskania ekstraktu. Badano migdzy innymi wplyw rodzaju rozpuszczalnika, czasu ekstrakc;ji
i metod usuwania czasteczek statych z zawiesin. Stwierdzono, ze najwigks>e rozbieznosci
migdzy wartosciami EC50 . wystgpowaly w przypadku stosowania prostych metod
klarowania ekstraktow. W rezultacie podcisnieniowego saczenia zawiesin roznice miedzy
$rednimi warto$ciami EC50 osiagnely 55,8%, a po wirowaniu —22,3%. Autorzy wskazujg na
konieczno$¢ bardzo starannego wyboru metod uzyskiwania ekstraktow z probek statych,
uwzgledniajacego zaréwno czulo$¢ metody oznaczania toksycznosci, jak i mozliwosé
przemieniania sig substancji toksycznych w odmiennych warunkach srodowiskowych.

Wedtug Doherty [5], na wyniki badania toksycznos$ci probek w fazie statej wptywa
takze ich kolor oraz sklad, zwlaszcza stosunek ilosci gliny i mutu. Autor konkluduje, ze
wyniki uzyskiwane z uzyciem biotestu Microtox sa czgsto zgodne z wynikami laboratoryjnych
testow na bezkrggowcach oraz testow przezywalnosci makrobezkregowcow w warunkach
terenowych, a wiele sposréd cytowanych prac wskazuje takze na korelacje toksycznos$ci
oznaczonej za pomocg biotestu Microtox ze stgzeniami okre§lonych grup zanieczyszczen.

Wyniki wskazujace na istotng korelacje (p < 0,05) miedzy toksyczno$cia oznaczong
w fazie stalej za pomoca biotestu Microtox i fizykochemicznymi wskaznikami zanieczyszczenia
osadéw bagrowanych w Hong Kongu, a takze uzyskanych z nich elutriatow, zostaty
przedstawione w pracy Cheung i wsp. [4]. Autorzy zauwazaja jednak, ze obecno$¢ zwiazkow
amonowych w osadach zawierajacych wysokie stgzenia substancji organicznych moze
znieksztatcaé obraz zanieczyszczenia osadow.

Grant 1 Briggs [8] wykorzystali Microtox do badania toksycznosci osadow wokot
platformy wiertniczej na Morzu Pémocnym. Jakkolwiek elutriaty nie powodowaty mierzalnego
spadku bioluminescencji, jednak zwiazki organiczne ekstrahowane za pomoca dichlorometanu
byty bardzo toksyczne. Wielkosci EC50 mierzone po 15 min. nie przekraczaty 0,25 mg/cm?
1 byly scisle skorelowane ze stgzeniami weglowodorow.

Z kolei badania przeprowadzone przez Carter i wsp. [3] wykazaly, ze toksyczno$¢
zanieczyszczonych probek gleb i osadow niekoniecznie korelowata z wynikami analiz
chemicznych. Toksyczno$¢ oceniano za pomoca biotestow wykorzystujacych:
przezywalno$¢ dzdzownicy Eisenia andrei, kietkowanie sataty Lactuca sativa, wzrost
glonow Selenastrum capricornutum, przezywalnos¢ i wzrost muszki Chironomus tentans,
przezywalno$¢ i wzrost Hyalella azteca oraz bioluminescencjg bakterii Vibrio fischeri
(Microtox). Stwierdzono, ze w badaniach gleby czuto$¢ biotestow wzrastata w porzadku:
dzdzownica < satata = glon < Microtox, podczas gdy w badaniach osadéw szereg wzrastajacej
czuto$ci przedstawial sig nastepujaco: Microtox < Hyalella < muszka < glon. Autorzy
rekomendujg stosowanie biotestow toksyczno$ci jako uzupeiniajacych dla
konwencjonalnego, chemicznego monitorowania zanieczyszczonych srodowisk w Kanadzie.

Pedersen i wsp. [29] stwierdzili brak korelacji migdzy toksyczno$cia oznaczona z uzyciem
biotestdw (Microtox, Acartia tonsa, Corophium volutator, glony Skeletonema costatum)
1stezeniem zanieczyszczen w osadach portowych Kopenhagi. Uwazaja oni jednak, Ze biotesty
powinny by¢ stosowane w kombinacji z analizami chemicznymi do oceny zagrozenia
stwarzanego w $rodowisku przez osady.

Toksyczno$¢ gleb skazonych ropa naftowa oraz efekty ich bioremediacji bytly
przedmiotem badan Salanitro i wsp. [34]. Stosujac chromatografie gazowa, autorzy wykazali,
ze po procesie bioremediacji stgzenie weglowodoréw w skazonej glebie zmniejszyto sig o ok.
35-90%, zaleznie od diugosci tancucha weglowego. Ze wzrostem dlugo$ci fancucha
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weglowego (od C-11 do C-44) nastgpowat spadek efektywnosci biodegradacji wegglowodoru.
Zanieczyszczone gleby wykazywaty znaczna toksycznos¢ dla dzdzownic i bakterii (Microtox),
natomiast gleby po remediacji okazaty si¢ zupehie nietoksyczne. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze zwiazki chemiczne pozostate w glebach po remediacji moga by¢ zwiazane lub niedostepne
dla organizméw testowych, a takze — Ze nie ulegaja one dalszej biodegradacji, ani nie sg
podatne na tugowanie, dzigki czemu nie powinny przedostawac sig¢ do wod gruntowych.

Zespot Kaisera [17, 18, 26] pracuje nad wykorzystaniem sieci neuronowych do
przewidywania toksycznosci zwiazkow chemicznych: ponad 1200 substancji dla ryb (fathead
minnow) i ponad 400 substancji dla bakterii Vibrio fischeri. Niezalezne parametry stanowi
ok. 50 zmiennych bgdacych prostymi wskaznikami strukturalnymi specyficznych grup
funkcyjnych, czasteczek jako cato$ci oraz poszczegdélnych elementéw wzorow
czasteczkowych. W analizie wykorzystano takze wybrane fizyko-chemiczne parametry
masowe: wspolczynnik podziatu oktanol/woda oraz rozpuszczalno$é substancji w wodzie.
Autorzy uwazaja, ze uzyskane modele sieci neuronowych znacznie przewyzszaja tradycyjne
typy zaleznosci struktura-aktywno$¢ 1 zachgcaja do dalszych badan nad innymi fragmentami
1 obliczonymi parametrami czasteczkowymi.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac — mozna stwierdzi¢, ze szybkie, biologiczne testy toksyczno$ci
(wykorzystujace np. bakterie $wiecace) moga by¢ uzywane jako pierwsze wskazniki
pojawienia sig toksycznych zanieczyszczen w wodach, sciekach, osadach i glebach. Biotesty
nie moga jednak zastapi¢ chemicznych metod monitorowania skazenia §rodowiska,
umozliwiajacych wskazanie czynnika powodujacego toksycznosc.

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