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Toksykologia - ¢wiczenie 1

Ocena wptywu czynnikéw biologicznych, fizyczno-chemicznych na toksycznos¢
ksenobiotykow.

Zadanie 1. Wptyw réznych zwigzkdw chemicznych na $miertelno$¢ organizmow: rurecznik Tubifex
tubifex, larwy ochotkowatych Chironomus sp. oraz larwy wodzieni Chaoborus sp. i rozwielitek
Daphnia magna oraz stonaczek Artemia salina w zaleznosci od stezenia i czasu dziatania.

Cel: Wykazanie zaleznosci efektu toksycznego trucizny od czasu jej dziatania.

Materiaty: zwigzki chemiczne: dostarczone przez prowadzacego (metale ciezkie, pestycydy), woda
akwariowa, pipety, cylindry , larwy ochotkowatych, larwy wodzieni, rureczniki, dafnie i stonaczek,
cylindry miarowe, szalki szesciodotkowe.

Wykonanie:

Wykonaé¢ potowiczne rozcienczenia badanego zwigzku. Za 100% roztwér nalezy przyja¢ roztwér
wyjsciowy. Nalezy przygotowac co najmniej 100- 120 ml kazdego zwigzku (stezenie wyjsciowe),
wystarcza na jedng serie badan na 3 gatunkach bez powtorzen.

Przygotowac kontrole w trzech powtdrzeniach.

UWAGA: Jezeli 10 % osobnikéw w kontroli padnie nalezy powtorzy¢ caty eksperyment!!!

Umiesci¢ po 10 organizméw z kazdego gatunku (wybierac tylko osobniki w dobrej kondycji, ruchliwe,
o podobnych rozmiarach ciata) w tym samym czasie na szalkach szesciodotkowych z
roztworami o réznych stezeniach, w objetosci 5 ml (trzy powtdrzenia). Do préb kontrolnych dodaé
wode akwariowa. Policzy¢ organizmy padte (brak ruchu) po 5, 15, 20, 30, 40 min. w porédwnaniu do
probek kontrolnych.

Wyniki

W raporcie nalezy zamiesci¢ charakterystyke badanych organizméw oraz uzytych $rodkow
chemicznych w doswiadczeniu, tabelke z wynikami oraz krzywe zaleznosci: organizmdéw padtych od
stezenia danego zwigzku oraz organizmoéw padtych od czasu ekspozycji. Policzyé LCso metodg REEDA,
logitowq i probitowg. Poda¢ LOEC, NOEC, MATC.

UWAGA! Nalezy unika¢ bezposredniego kontaktu z roztworami.

Zwigzki do wyboru:
Metale ciezkie:
siarczan miedzi

Stezenie wyjsciowe dla org. zwierzecych: 10g/I



octan otowiu

Stezenie wyjsciowe dla zwierzat 10g/I
Glyfosat (Roundup)

Stezenie wyjsciowe dla zwierzat 40%
Deltrametryna (Decis)

Stezenie wyjsciowe dla zwierzat 10%
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Zastosowanie organizmow wskaznikowych do badania jakosci wody
Oddziatywanie skazen chemicznych $rodowiska na organizmy zywe.

Zadanie 1. Test okreslajacy wptyw réznych zwigzkéw chemicznych (z poprzedniego ¢wiczenia) na rzesie
drobnej Lemna minor. Lemna minor jest przedstawicielem roslin naczyniowych. Ze wzgledu na
niewielkie rozmiary, wrazliwo$¢ na zanieczyszczenia i tatwg hodowle stosuje sie j3 do badan
ekotoksykologicznych. Wptyw toksyczny badanej substancji na rzese drobng okresla sie na podstawie
oceny jej stanu fizjologicznego (biomasy, ilosci chlorofilu) oraz morfologii, wielkosci, ksztattu listkdw,
ich barwy (chloroza).

Materiaty: woda do rozcienczen, srodki chemiczne uzywane na poprzednich zajeciach, hodowla rzesy
drobnej, podtoze dla rzesy, pipety, ezy lub szklane bagietki, cylindry miarowe, szalki szesciodotkowe.

Wykonanie:

Przygotowac potowiczne rozcienczenia badanych zwigzkéw w wodzie do rozciericzen, tak aby po
wprowadzeniu do podtoza hodowlanego daty zgdane ostateczne stezenie.

Wykona¢ test w pieciu stezeniach (po 5 ml) i trzech powtérzeniach dla kazdego stezenia (plus
kontrola). Zaszczepi¢ pozywke dziesiecioma roslinami co najmniej dwucztonowymi z
hodowli macierzystej. Przygotowane proby umiesci¢c w fitotronie w warunkach hodowli
macierzystej. Inkubowac 7 dni, miesza¢ hodowle raz w ciggu dnia. Po 7 dniach: zaobserwowac zmiany
morfologiczne roslin, okreslic mase i zmierzyé dtugosé korzeni. Wyniki usrednic i zebraé w tabeli,
podad whnioski. Policzyé EC50.

Zadanie 2. Test okreslajgcy wptyw réznych srodkéw chemicznych na glonach z rodzaju Chlorella sp.
lub Scenedesmus sp. metodg liczenia komdrek pod mikroskopem w komorze Fuchsa-Rosenthala

Materiaty: ptynna hodowla glonéw z rodzaju Chlorella sp. lub Scenedesmus sp., komora Fuchsa-
Rosenthala, szkietka nakrywkowe, pipety, bibutka, szalki wielodotkowe

Komora Fuschsa-Rosenthala jest dos¢ grubym szktem, na ktérym podzielono jeden kwadrat na 16
mniejszych kwadracikéw. Kiedy komore nakryje sie szkietkiem nakrywkowym, wtedy objetosé
wewnetrzna wyniesie 3,2mm3

Wykonanie:

Prébke z hodowli ptynnej nalezy rozciericzy¢, a nastepnie przenies¢ pipety glony do komory.

Wykona¢ test w pieciu stezeniach (po 2 ml) i trzech powtdrzeniach dla kazdego stezenia (plus kontrola).
Doda¢ 0,5 ml hodowli glonéw do kazdego rozcieficzenia. Policzy¢é komérki glondéw w
pierwszym dniu hodowli oraz po 7 dniach. Na podstawie obliczen policzy¢ EC50 lub LC50.
Komoérki liczy sie w 8 losowo wybranych duzych kwadratach, czyli w potowie pdl komory. Liczbe

komarek glonéw w 0.5ml zawiesiny nalezy obliczy¢ ze wzoru:
X =(a*2)*500/3,2*R
gdzie:

x — liczba komérek/ ml,



a — liczba komdrek policzonych w 8 kwadratach,

500 — liczba, ktéra sprowadza wartosé do objetosci 0.5 cm?, czyli

0.5ml, 3,2 mm?3 - wewnetrzna objeto$¢ komory,

R —rozcienczenie

-00

o L. D0 muzm. g — lot}—— 0, 25 mm,

Zwigzki do wyboru:

Metale ciezkie:

siarczan miedzi

Stezenie wyjsciowe dla roslin: 10g/I
octan otowiu

Stezenie wyjsciowe dla roslin: 10g/I
Glyfosat (Roundup)

Stezenie wyjsciowe dla roslin: 40%
Deltrametryna (Decis)

Stezenie wyjsciowe dla roslin: 10%
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Zastosowanie organizmoéw wskaznikowych do badania i oceny stopnia skazenia gleby

Materiat badawczy (na jedng sekcje)

=  Gleba kontrolna wilgotna — 50 g na sekcje
= Gleba skazona wilgotna ( rézne typy- skazona metalami ciezkimi i pestycydami) — 50 g na sekcje

Zadanie 1. Ocena aktywnosci enzymatycznej (enzymy: dehydrogenazy) gleby skazonej réznymi
zwigzkami znanymi z poprzednich zajec.

W metodzie wykorzystano zasade, ze chlorek tréjfenylotetrazoliowy [TTC] jako akceptor wodoru i elektronéw
(o wiekszym powinowactwie niz tlen) w roztworze wodnym jest bezbarwny. Po przyjeciu wodoru i elektronéw od
dehydrogenaz TTC redukuje sie do barwnego (czerwonego) tréjfenylofurazonu [TF]. Intensywnos¢ barwy jest
miarg aktywnosci dehydrogenazowej badanego materiatu.

Materiaty (na jednga sekcje)

=  Plastikowe pojemniki — 2 na sekcje

=  Probdwki szklane (przynajmniej 20 ml objetosci) — 6 na sekcje

= Bufor Tris, c=0,1 mol/I: rozpusci¢ 12,11 g tris-u w 600 ml wody i doprowadzi¢ pH do 7,6 (HCl) i
dopetni¢ wodg do 1000 ml

= 1%TTCw buforze TRIS (roztwor jest stabilny przez tydzien w temp 42C).

= Trifenyloformazan (TF) do krzywej kalibracyjnej: stezenie koricowe 5 mg w 50 ml metanolu lub
acetonu.

=  krzywa kalibracyjna: Przygotowac 5 rozciericzen TF w metanolu w objetosci 10 ml o stezeniach:
6.3 ug/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml.

= Metanol lub aceton — 60 ml na sekcje

= Probodwki wirdwkowe (15 ml lub wiecej) lub bibuta filtracyjna, lejki (2 na sekcje lub wiecej) oraz
dodatkowe proboéwki szklane (6 na sekcje)

Wykonanie

Zwaz i umie$¢ w probdwkach (w trzech powtdrzeniach) po 2 gramy gleby kontrolnej oraz
gleby zanieczyszczonej. Zanotuj wage porcji gleby, ktdrg umiescite$ w probdéwce. Dodaj 2 ml
roztworu TTC do probdéwki. Zamknij probdowki, doktadnie wymieszaj i inkubuj w 252C w ciemnosci
przez 7 dni.

Przeprowad? ekstrakcje. Do kazdej probdwki dodaj 10 ml acetonu i dobrze wymieszaj.
Nastepnie przenies do probdwek wiréwkowych i odwiruj (co najmniej 4000 rpm, 10 min).
Alternatywnie — mieszaj na vortexie przez pdl godziny i odfiltruj przez bibute filtracyjng do nowych
probéwek szklanych.

Zmierz absorbancje dla dtugosci fali 490 nm. Korzystajgc z krzywej kalibracyjnej wyznacz
stezenie TF.



Aktywnos$¢ dehydrogenaz oblicz korzystajgc ze wzoru:

a_TF-V-lOO
a m-t

Gdzie: a—aktywno$¢ dehydrogenaz, pg/gs.m.,h TF—
stezenie TF, pg/I
V — objetosc roztworu (ekstrahent + roztwér TTC)
m — masa probki, g s.m.
t — czas inkubacji, h

Ponadto wyznacz inhibicje aktywnosci dehydrogenaz

[=%"24 400

Ay

Gdzie: |—inhibicja aktywnosci dehydrogenaz, %
Ay — absorbancja préby kontrolnej (Srednia)
Ap, — absorbancji préby badanej ($Srednia)

Zadanie 2. Wptyw zanieczyszczen na procesy respiracji gleby

Materiaty

= Butelka 100 ml zakrecana — 3 na sekcje

= Szklane naczynie (fiolka, kuweta) o pojemnosci co najmniej 7 ml — 3 na sekcje
=  Pipety szklane, tyzeczki

=  Roztwdr NaOH 1,0 M —50 ml na sekcje

=  Roztwdr HCL kwas solny 0,5 M — do miareczkowania, dla catej grupy

= Kolby lub zlewki

= Fenoloftaleina

Przygotowanie eksperymentu

W zakrecanych butelkach o pojemnosci 100 ml nalezy umiesci¢ po 20 gram gleby zanieczyszczonej i
czystej (jesli jest sucha doda¢ 1ml H,0)- w kazde]j butelce osobno gleba czysta i skazona. Przygotowac 3
szklane naczynka, w ktdrych nalezy umiesci¢ po 1, 0 M NaOH w objetosci 10 ml (w matym naczynku).
Nastepnie kazde naczynko nalezy umiesci¢ w butelce ( 1 naczynko w butelce z glebg skazong, drugie z glebg
kontrolng). Trzecie naczynko umiesci¢ w pustej butelce bez gleby, bedzie to préba slepa. Butelki szczelnie
zakreci¢. Na koncu ¢wiczen zmiareczkowaé probke Slepg (oznaczy¢ ilos¢ CO,): dodaé dwie krople
fenoloftaleiny i miareczkowaé kwasem solnym (0,5 M). Zapisa¢ ilos¢ zuzytego kwasu. Kolejne dwie
préby (z glebg) inkubowac¢ w 252C do nastepnych éwiczen.

Oznaczenie CO;
Szklane naczynka (2) z roztworem NaOH nalezy wyja¢ z butelek i przela¢ do kolby lub matej zlewki.
Doda¢ dwie krople fenoloftaleiny i miareczkowa¢ kwasem solnym (0,5 M). Zapisac ilo$¢ zuzytego

kwasu. W trakcie miareczkowania zaszta nastepujgca reakcja:

2NaOH+CO2  — Na,CO3 + H,0



Szybkosé respiracji mikroorganizmow wyznaczy¢ z nastepujacego wzoru:

R=0,2244"B mico,/g,d
2tm

Gdzie: A—ilos¢ kwasu szczawiowego lub solnego zuzytego do miareczkowania proby slepe;j
B —ilo$¢ kwasu szczawiowego lub solnego zuzytego do
miareczkowania préby badanej (dwa typy: gleba
kontrolna i gleba skazona) T- czasinkubacji, d
m — masa probki gleby, g s.m.

Zadanie 3. Test hamowania wzrostu na przyktadzie roslin: jeczmien (Horodeum vulgare), zyto
zwyczajne, (Secale cereale), owies zwyczajny (Avena sativa), kukurydza cukrowa, (Zea mays L. V.
saccharata), gorczyca biata (Sinapsis alba), gorczyca czarna (Brassica nigra), tubin waskolistny
(Lupinus angustifolius).

Materiaty: skietkowane nasiona roslin (36h - 48h w temp.202C - inkubowane w ciemnosci), wazony, gleba
badana (skazona metalami ciezkimi itd) i gleba kontrolna.

Wykonanie:
Wykonaé 5 potowicznych rozcienczen skazonej gleby wykorzystujgc glebe kontrolng nieskazona.
Przygotowanymi prébkami wypetni¢ wazony (80 g gleby/prébe). Umiesci¢ po 10 sztuk skietkowanych
nasion jednego wybranego gatunku w wazonach z badang glebg na gtebokosci ok.1,5 cm pod
powierzchnig ziemi. Proby inkubowaé w fitotronie przez 7 dni. Podla¢ 10 ml wody. W ciggu trwania
doswiadczenia utrzymywac staty poziom wilgotnosci gleby 80% WHC (catkowitej pojemnosci wodnej).
Zastosowaé o$wietlenie sztuczne i naturalne 16h/d, z okresem podziatu na noc i dzien. Hodowle
prowadzi¢ w temperaturze 20+2°C.

Po 7 dniach wzrostu, nalezy wyjac rosline z wazonu, a nastepnie optukaé, wysuszy¢ i okresli¢
nastepujace parametry:

= jlo$¢ wyrostych roslin

= masaroslin

= dtugosc todygi (pedu)

= dtugosé korzeni

= dtugos¢ najdtuzszego korzenia

Okresl srednig dla kazdego z parametréw dla roslin z kazdego podtoza. Poréwnaj obliczone
wartosci srednie z uzyskanymi z wazonéw kontrolnych. W prezentacji zamie$¢ krzywe zaleznosci: liczba
wyrostych roslin, masa roslin, dtugos¢ todygi (pedu), dtugosé korzeni od stezenia danego zwigzku.
Obliczy¢ EC 50 dla kazdego parametru.

Zadanie 4. Test kietkowania z Lepidium sativum

Materiaty: nasiona, ptytki Petriego, gleba badana potowicznie rozciernczona (skazona metalami ciezkimi
itp.) i gleba kontrolna. Do badan stosuje sie nasiona rzezuchy ogrodowej (Lepidium sativum).



Wykonanie
Do ptytek Petriego (srednica 9 cm) wprowadzi¢ po 60 gram badanej gleby poftowicznie
rozcienczone]. Nastawic¢ takze ptytki kontrolne z glebg nieskazong. Do kazdej z nich wtozy¢ po 25
nasion. Podla¢ 10 ml wody .Wszystkie ptytki umiesci¢ w fitotronie o temp. 25°C na okres 24 godzin (w
ciemnosci). Po tym czasie inkubacji nalezy: policzy¢ nasiona, ktére skietkowaty (podaé jaki %) i zmierzy¢
dtugosc korzeni testowych. Inhibicje wzrostu oceni¢ wedtug wzoru:

Inhibicje wzrostu oceni¢ wedtug wzoru:
I =L Le 100%

Gdzie: Lk — $rednia dtugosc korzeni kontrolnych, mm
Lt — Srednia dtugosc¢ korzeni testowych, mm

W prezentacji nalezy zamiesci¢ takze krzywe: zalezno$é procentu skietkowanych nasion [N%] - od
stezenia danego $Srodka chemicznego — C[%], oraz zaleznosci inhibicji wzrostu — 1[%] od stezenia
danego srodka chemicznego — C[%)]. Obliczy¢ EC 50 dla kazdego parametru.

Zwiazki do wyboru:

Metale ciezkie:

siarczan miedzi

Stezenie wyjsciowe: 50g/kg suchej masy.
octan otowiu

Stezenie wyjsciowe: 50g/kg suchej masy
Glyfosat (Roundup)

Stezenie wyjsciowe: 20 g/kg suchej masy
Deltrametryna (Decis)

Stezenie wyjsciowe: 20 g/kg suchej masy
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Kazda sekcja przygotowuje prezentacje/raport z przeprowadzonych badan. Nalezy
okresli¢ wrazliwos¢ danego zwigzku (badanego) i jego wptyw na organizmy wodne
(zwierzeta bezkregowe, rosliny i glony) oraz na organizmy zyjgce w glebie (bakterie oraz
rosliny wyzsze). W ramach raportu podajemy LC50 oraz EC50 dla wszystkich badanych
organizmdw osobno (nalezy wykorzysta¢ przynajmniej dwie metody obliczen Reeda i
logitowg) oraz LOEC, NOEC, MATC. Wymagane sg tez obliczenia za pomocg podanych
wzorow (szybkosé respiracji, inhibicja aktywnosci dehydrogenaz oraz wzrostu roslin).
Ponadto, prezentacja ma zawiera¢ nastepujgce wykresy: dla bezkregowcow: krzywe
zaleznosci organizmow bezkregowych padtych od stezenia danego zwigzku oraz
organizmow padtych od czasu ekspozycji (lab 1), dla roslin krzywe zaleznosci: liczby
wyrostych roslin, masy roslin, dtugosci todygi (pedu), dtugosci korzeni od stezenia
danego zwigzku (lab 3 i 4) a takze krzywe zaleznosci procentu skietkowanych nasion od
stezenia danego zwigzku chemicznego, oraz zaleznosci inhibicji wzrostu od stezenia
danego zwigzku chemicznego (lab. 3 i 4). Ponadto, raport musi zawiera¢ doktadng
charakterystyke badanego zwigzku, organizméw badanych oraz informacje z literatury
naukowej na temat jego toksycznosci i odniesienie do przeprowadzonych badan wraz z
whnioskami.
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