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ZASTOSOWANIE BIOTESTU MICROTOX DO OCENY
TOKSYCZNOSCI WYBRANYCH JONOW METALI

Streszczenie. W pracy badano toksycznos$¢ wybranych jonéw metali, tj. Cr(lll), Co(ll),
Cd(1), Zn(ll), Cu(ll) i Hg(ll), za pomoca bakterii Vibrio fischeri w bioteScie Microtox.
Stwierdzono przydatnos¢ tego testu do oceny toksycznosci jondw metali. Wykazano, ze
toksyczno$¢é metali powinna by¢ badana po dituzszym czasie ekspozycji bakterii (30 min), z
zastosowaniem co najmniej 4-5 powtorzen analizy tej samej probki. Utworzono szereg
toksycznosci badanych metali: Cr (111) > Co (II) > Cd (Il) > Zn (Il) > Cu (Il) > Hg (U).

THE USE OF MICROTOX BIOASSAY FOR EVALUATION OF METAL
IONS TOXICITY

Summary. Toxicity of selected metal ions has been carried out employing Vibrio
fischeri bacteria in biotest Microtox. A sustainability of this biotest for such investigations has
been confirmed. It was demonstrated, that toxicity of metal ions should be evaluated after
minimum 30 minutes contact of bacteria with metal using minimum 4-5 aliquots of each
sample tested. The following metals toxicity series has been formed: Cr (Il11) > Cp (Il) > Cd
(1) >2Zn (1) > Cu (1) > Hg (1.

WPROWADZENIE

Wykorzystywanie znacznych ilosci metali (w tym takze ciezkich) w réznych gateziach
przemystu powoduje, ze poziom stezen jonow metali w Srodowisku naturalnym
niebezpiecznie rosnie. Ich wystepowanie w wodach w ilosciach wyzszych od uznanych za
dopuszczalne jest szkodliwe ze wzgledu na hamowanie proceséw samooczyszczania sie wod,
zaktécanie naturalnej rownowagi biologicznej odbiornikéw, a przede wszystkim z uwagi na
toksyczne dziatanie na organizmy zywe [1],

Skutki zanieczyszczen $srodowiska z powodu przedostawania sie do niego toksycznych
Sciekdw i odpaddéw moga by¢ okreslane za pomoca réznych testéw stuzgcych do monitoringu
toksycznosci, w tym takze testow opartych na mikroorganizmach. Zwrécono przy tym uwage
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na bakterie, ktére sg szczegdlnie atrakcyjne w testach toksycznos$ci ze wzgledu na fakt, ze
oparte na nich testy zostaly rozwiniete jako metody alternatywne do testéw na organizmach
wyzszych. Przyktadem takiego testu jest Microtox (Microtox jest nazwag handlowg firmy
Microbiox Corporation, Carlsbad, California, USA). Test Microtox jest oparty na zaniku
zdolnosci bakterii morskich do emisji Swiatta w obecnosci substancji toksycznej. Biotest ten
ma opinie dobrej metody wykrywania i monitoringu przypadkowych zanieczyszczeh wod,
Sciekdw oraz osadbéw. Test ten moze by¢ traktowany jako pierwszy i szybki wskaznik
zanieczyszczenia $rodowiska, umozliwiajacy szybkie podjecie dziatan zapobiegawczych w
przypadku wykrycia zrodta wyptywu substanciji toksycznych [2],

Celem pracy byta analiza wynikéw dotyczacych toksycznosci wybranych jonéw metali
(badanej za pomoca posiadanego aparatu Microtox) oraz ocena mozliwosci zastosowania
biotestu Microtox w monitoringu zanieczyszczeh $rodowiska jonami metali. Badano
toksycznos¢ jondw chromu, cynku, kadmu, kobaltu, miedzi i rteci, zwracajgc uwage zaréwno
na jakosciowe, jak i ilosciowe aspekty wplywu trucizn na jako$¢ uzyskanych wynikéw.
Otrzymane wyniki poréwnano z danymi literaturowymi.

MATERIALY | METODY

W badaniach toksycznosci wybranych jon6éw metali wykorzystano roztwory chlorkéw,
chromu Cr3+ (CrCR6OPEO), cynku Zn2+ (ZnCh), kadmu Cd2+ (CdCE), kobaltu Co2+
(COCI26H20), miedzi Cu2+ (CuCEztLO), rteci Hg2+ (HgCh). Badania prowadzono w
zakresie odczynu pH 6-7. Rozpuszczalnikiem zastosowanym do przygotowania szeregu
rozciericzen byt 2% roztwor NacCl.

Test toksycznosci przeprowadzono z uzyciem liofilizowanych bakterii Vibrio fischeri
(NRRL B-11177), przechowywanych w temperaturze -20°C, otrzymanych jako Microtox
Acute Toxicity Test Reagent i rekonstytuowanych zgodnie z procedurg zalecang przez
producenta [3], Badania wykonywano wedtug procedury Basic Test, z dwiema prébkami
kontrolnymi i z co najmniej szesSciokrotnym powt6érzeniem. Pomiary prowadzono po 5, 15 i
30 min inkubacji bakterii w temperaturze 15°C, przy nieobecnosci i w obecnosci jonéw metali
stosujac szereg malejacych stezeh badanego ksenobiotyku.

Wynikiem testu toksycznosci jest $rednia warto§¢ EC50, okreslajaca stezenie
powodujace 50% zmniejszenie luminescencji bakterii, podana z 95% przedziatem ufnosci.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza wykreséw komputerowych uzyskanych za pomocg Microtox (przyktadowy
wykres komputerowy przedstawiono na rysunku 1) wskazuje na prawidtowy dobor zakreséw
stezeri metali. Swiadczy o tym fakt, ze warto$é funkcji Gamma réwna jednosci (T «1) miescita
sie w badanym zakresie stezeri. WartosSci tangensa kata nachylenia (slope) prostej regresji
reprezentujacej zalezno$¢ miedzy wartoscig funkcji Gamma a stezeniem metalu miescity sie
w zakresie od 0,7 do 6,4. Na rysunku 2 zilustrowano wptyw czasu ekspozycji bakterii Vibrio
fischeri na wyniki badania toksycznos$ci metali. Dla oceny toksycznosci jonéw wybranych
metali (chromu, cynku, kadmu, kobaltu, miedzi i rteci) za pomocag testu Microtox
przeprowadzono obliczenia statystyczne, ktérych rezultaty zamieszczono w tabeli 1L Zawiera
ona Srednie wartosci EC50 wyznaczone dla réznych czaséw ekspozycji na substancje
toksyczng, ktére wyrazono w mg/l i przeliczono na stezenia molowe, a takze przedziaty
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ufnosci, wielkosci odchylenia standardowego i wspoétczynnika zmiennosci. Obliczenia
przeprowadzono na podstawie wynikéw uzyskanych dla co najmniej szesciu prébek kazdego
analizowanego metalu. Wczes$niej stwierdzono rozktad normalny danych wykorzystywanych
do obliczen. Poréwnanie $rednich wartosci EC50 (wyrazonych w pmol/l) uzyskanych po
okreslonym czasie ekspozycji na poszczegélne metale wykazuje, ze byly one najwieksze w
przypadku kobaltu (I1) i chromu (lI1), kilkakrotnie mniejsze w przypadku kadmu (Il) oraz
znacznie mniejsze w przypadku cynku (I1) i miedzi (ll). Szczegdlnie niskie warto$ci EC50
uzyskano dla rteci (II). Biorac pod uwage stezenia molowe badanych metali, najwieksze
wartosci EC50 po 30 minutach ekspozycji na te metale stwierdzono w przypadku chromu
(111). Siedmiokrotnie mniejsze byty wartosci EC50 uzyskane dla kobaltu (1), natomiast 10-
krotnie mniejsze - wartosci uzyskane dla kadmu (Il). W nastepnej kolejnosci nalezy
wymieni¢ cynk (II) oraz miedZ (II). Najmniejsze stezenie EC50 odnotowano w przypadku
rteci (II). Wynosito ono zaledwie 0,141 pmol/l. Przedzialy ufnos$ci wyznaczone dla
wszystkich wynikéw uzyskanych dla zadanego czasu ekspozycji na kazdy z badanych metal
s szerokie, co skutkuje znacznymi warto$ciami odchylenia standardowego i wspoétczynnika
zmiennosci. Najmniejsze wspoétczynniki zmiennosci odnotowano w przypadku miedzi (II). Sa
one tez w najmniejszym stopniu zréznicowane w zaleznosci od czasu ekspozycji na metal
(tabela 1). W przypadku rteci (l1) takze stwierdzono mate zréznicowanie wspoétczynnikéw
zmiennosci, reprezentujgcych rozrzut wynikow uzyskanych dla prébek poddanych ekspozyciji
przez okreslony czas (5, 15 lub 30 min), jednak wartosci tych wspotczynnikéw byty wieksze
niz w przypadku miedzi (Il). Najwieksza wartos¢ wspotczynnika zmiennos$ci stwierdzono w
przypadku chromu (I11) po jego 5-minutowym oddziatywaniu na bakterie Vibrio fischeri w
tescie Microtox.

MICROTOX DATA REPORT

FTLE NAME; CO03.K15

Procsdare: BASIC Osmotic Adjustment :
Initial Concentration : 83.13 mg Dilution Factor ; 1.
Teat Timet 15 minut«» Concentration unite;
NUMBER 10/1T CONC.. QAMMA
65/ 39 3.2514 0.49746
76/ 46 4 .0771 0.42615
67/ 39 7.3157 0.51254#
79/ 43 L0 .9735 0. 54631#
69/ 29 16 .4603 1.12743#
77/ 25 24.6904 1.49225#
81/ 23 37.0356 2.12221#
67/ 17 55.5533 2.57408
107/ 14 03.3300 5.60793
CONTROL TT/TO - 52/ 62 57/ 60 BLANK RATIO

CONCENTRATION 100

15.8706 <95% CONFIDENCE RANCE: 14.0019 TO 17.9886)

# Used tor calculations

Rys. 1. Przyktadowy wykres komputerowy badania toksycznosci kobaltu dla 15 min czasu kontaktu
Fig.1  Toxicity of cobalt after 15 inin incubation lime (an example)
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Rys.2. Wplyw czasu ekspozycji bakterii Vibriofischeri na wskaznik toksycznosci (E50) badanych jonéw
metali

Fig. 2. Influence of exposure time of Vibrio fischeri bacteria on metal ions toxicity

Na podstawie S$rednich wartosci EC50 (wyrazonych w gmol/l) uzyskanych po 30
minutach ekspozycji na jony badanych metali,

utworzono szereg ich toksycznosci
przedstawiony na rysunku 3.

cr (i) > Co (11) > Cd (I1) > Zn (11) > Cu (1) > Hg (11)
wzrost toksycznosci

Rys. 3. Szereg toksycznos$ci wybranychjonéw metali utworzony na podstawie wynikéw badan
przeprowadzonych za pomocg testu Microtox
Fig. 3. Metal ions toxicity (Microtox) series
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Tabela 1
Wyniki badania toksycznosci metali wobec testu Microtox.
. Warto$¢ Srednia Odchylenie  Wspétczynnik
Wskaznik . .
Metal K L standardowe zmiennosci

toksycznosci [mg/l] [pmol/1] [mg/l] (%]

EC50 5 35,6 684,1 19,8 42,6
Chroni

EC5015 32,7 629,8 8,4 21,2
Cr (1)

EC5030 28,6 550,2 1,8 28,2

EC50 5 2,3 35,1 0,7 19,2
Cynk

EC50 15 11 16,7 0,5 33,5
Zn (11)

EC50 30 0,6 9,5 0,3 37,0

EC50 5 24,1 214,2 8,2 20,1
Kadm

EC50 15 10,1 89,6 4,8 27,0
Cd (I1)

EC50 30 5,9 52,1 13 18,6

EC50 5 53,6 907,7 10,9 15,3
Kobalt

EC50 15 18,0 304,3 59 254
Co (II)

EC5030 4,7 79,2 11 17,9

EC50 5 0,35 5,50 0,0S 18,35
Miedz

EC50 15 0,22 3,47 0,05 19,69
Cu (1)

EC5030 0,14 2,17 0,02 11,94

EC50 5 0,028 0,138 0,006 30,322
Rtec

EC50 15 0,036 0,181 0,017 32,557
Hg (I1)

EC5030 0,028 0,141 0,013 3*3,289

Analiza $rednich wartosci EC50 uzyskanych dla poszczegdlnych czaséw ekspozycji
wykazuje, ze toksyczny wpltyw metali na bakterie Vibrio fischeri w tescie Microtox
odzwierciedlat sie w wiekszym stopniu przy zastosowaniu diuzszego czasu ekspozyciji, tj. 30
min (rys. 2). Z wyjatkiem rteci (I1), dla wszystkich pozostatych badanych metali stwierdzono
spadek wartosci EC50 [pmol/1] wraz z wydtuzeniem czasu oddziatywania ksenobiotyku na
bakterie. W przypadku chromu (lIl) spadek ten byt liniowy, natomiast w przypadku kadmu
(1), cynku (I1), kobaltu (1) oraz miedzi (lIlI) stwierdzono, ze wartosci EC50 zmniejszaty sie
istotnie po 15 minutach ekspozyciji, a dalszy spadek nie bytjuz tak szybki.

Dla poréwnania toksycznosci jonéw wybranych metali (EC50, Microtox), wykazanych
w niniejszej pracy i podanych w pi$miennictwie, opracowano tabele 2.
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Na podstawie danych przedstawionych w tabeli 2 mozna stwierdzi¢, ze rezultaty
uzyskane w niniejszej pracy miescity sie w zakresie danych przedstawionych w literaturze,

jednak wyniki uzyskane przez réznych autoréw byly znacznie zréznicowane.

Poréwnanie wynikéw badan wiasnych i danych literaturowych

dotyczacych toksycznosci wybranych jon6w metali

Wskaznik . Chrom
. . Jednostki
toksycznosci (D)
EC50 5nin pmol/1 684,1

EC50 Bnin pmol/l  629,8

EC50 30 nin gmol/1 550,2

EC50 Bnin pmol/1 184

EC50 5min mg/l 35,6
EC50 Bmin mg/l 32,7
EC50 30 min mg/I 28,6
EC50 B5min mg/l 339,6
EC50 imn mg/l 22,17
EC50 Bnin mg/l -
EC50 5min mg/l 37,3
EC50 BBmn mg/l 25,7
EC50 5min mag/l -
EC50 Bnin mg/l -
EC50 5nin mag/l -
EC50 Bnin mag/l -

Cynk
Q)

351

16,7

9,5

35

2,3

11

0,6

56

5,6

Kadm
(m

214,2

89,6

52,1
27

241

101

59

34,7
8,74

34,7

33,30

10,12

Kobalt
(m

907,7

304,3

79,2
874

53,6

18,0

4,7

Miedz

Q)

5,50

3,47

2,17

1,62

0,35

0,22

0,14

12
626,67

12

Rte¢
(I

0,138

0,181

0,141
0,919

0,028

0,036

0,028

0,2
0,016

0,2

0,056

0,036

Tabela 2

Literatura

prezentowana
praca

prezentowana
praca

prezentowana
praca

(4]

prezentowana
praca

prezentowana
praca

prezentowana
praca

(3]
(6]
[7]
(8l
(8]
(9]
[0l
[10]
(10]



Zastosowanie biotestu Microtox do oceny toksycznosci wybranychjonéw metali 253

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badari mozna sformutowac nastepujace wnioski:

1 Potwierdzono przydatnos¢ testu Microtox do oceny toksycznosci jonow metali.

2. Dos$¢ znaczny rozrzut wynikow uzyskiwanych za pomoca testu Microtox nie pozwala na
szacowanie toksycznosci metali na podstawie zbyt matej (< 3) liczby powtdérzen analizy
tej samej probki.

3. Wydtuzenie czasu ekspozycji bakterii Vibriofischeri (bedacej biologicznym wskaznikiem
toksycznosci w tescie Microtox) na dziatanie wybranych jon6éw metali powodowato
zwiekszenie efektu ich toksycznosci (mniejsze wartosci EC50).

4. Badania toksycznos$ci jonéw metali powinny by¢é prowadzone przy czasie ekspozycji nie
krotszym niz 15 minut (najlepiej: 30 minut).

5. Na podstawie uzyskanych wynikéw utworzono nastepujacy szereg toksycznosci badanych
metali:

Cr (1) > Co (I1) > Cd (1) > Zn (1) > Cu (1) > Hg (I1)

wzrost toksycznosci
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Abstract

The aim of investigations was the evaluation of selected metal ions toxicity towards
bacteria Vibriofischeri in biotest Microtox.
The obtained results confirmed suitability of biotest Microtox for evaluation of metal ions
toxicity. However, the samples’ number must be sufficient (minimum 4-5 aliquots of each
sample tested) for obtaining satisfactory precision of a method. The higher toxicity effect on
Vibriofischeri bacteria has been observed after long-time exposition to metal ions and was
expressed by lower EC50 values. Thus, investigations of metal ions toxicity should be carried
out for time not shorter than 15 min. (30 min. seems to be the optimal exposition time).
Obtained data (expressed in molar concentration [p.mol/1]) enabled us to form atoxicity series
of investigated metals ions:

Cr (Il) > Co (1) > Cd (1) > Zn (I1) > Cu (1) > Hg (1I)

Pracg wykonano w ramach projektu badawczego Nr 3T09C00918 finansowanego przez
Komitet Badan Naukowych w latach 2000-2001.
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