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1. CZESC TEORETYCZNA

Od niemal 15 lat obszar chemii i toksykologii $rodowiska coraz czesciej obejmuje oceng
obecnosci  tak  zwanych nowo  pojawiajacych  si¢  zanieczyszczen  organicznych
(ang. new emergening pollutants), ktore stanowig potencjalne zagrozenie zaréwno dla catych
ekosystemow jak i1 bezposrednio dla zdrowia cztowieka [1-2]. Do tego rodzaju zanieczyszczen
zaliczone zostaly miedzy innymi pozostatosci roznych srodkdéw farmaceutycznych, sposrod ktorych
najwigcksze zagrozenie niosg leki o dzialaniu przeciwbakteryjnym (antybiotyki i
chemioterapeutyki), gléwnie ze wzgledu na przyczynianie si¢ do niebezpiecznego zjawiska
antybiotykoopornosci [3-8].

Obie grupy lekow sa szeroko stosowane nie tylko w celach leczniczych czy profilaktycznych,
ale takze jako promotory wzrostu [3, 9]. Oszacowano, iz zwigzki te w lecznictwie czlowieka
stanowig zaledwie trzecig grupg co do wielkosci i czestosci zastosowania, natomiast w weterynarii
az 70 % zuzywanych farmaceutykow to antybiotyki i chemioterapeutyki [10]. Wiadomo, ze nie
podlegaja one calkowitej eliminacji w organizmie zywym i sg z niego wydalane zar6wno w postaci
niezmienionej jak i pod postacig metabolitow [11-15]. W efekcie réoznymi drogami przedostaja si¢
do srodowiska naturalnego (Rysunek 1) [2, 10, 16].

Niewatpliwie obecno$¢ zanieczyszczen pochodzenia farmaceutycznego w §rodowisku nie jest
nowym zjawiskiem, ale stosunkowo niedawno ujawnionym. Historia badan pozostatosci
antybiotykow w $rodowisku sigga lat 80-tych, kiedy to po raz pierwszy wykryto je w wodach
powierzchniowych [17-18]. Jednak zainteresowanie tym problem wzrosto dopiero na przetomie
wiekow, kiedy to w 1999 roku Hirsch 1 wspotpr. opublikowali wyniki badan dotyczace obecnos$ci
pozostatosci antybiotykéw w $ciekach oczyszczonych oraz wodach powierzchniowych na terenie
Niemiec [19]. Mimo iz od tego czasu bardzo wiele uwagi poswigcano oszacowaniu zrodel emisji
I stopnia narazenia na obecno$¢ pozostatosci tych zwigzkow w srodowisku, wcigz niewiele

wiadomo na temat rzeczywistego zagrozenia, jakie niosa one dla srodowiska i zdrowia czlowieka

[2, 20].
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Rysunek 1. Zrédta oraz drogi rozprzestrzeniania sie lekéw w srodowisku

Stezenia pozostalosci antybiotykéw i chemioterapeutykow weterynaryjnych w srodowisku sg
niskie (rzedu ppb, ppt), mimo to staty doptyw tych zanieczyszczen do $rodowiska w potaczeniu
z ich wlasciwosciami fizykochemicznymi moze by¢ przyczyna dlugotrwatej ekspozycji
organizmoéw wodnych jak i glebowych na te zwiazki. Ciagle narazenie w potaczeniu z aktywnoscia
biologiczng tych substancji moze by¢ wystarczajace do wywolania negatywnych, odlegtych
efektow toksycznych.

Sulfonamidy (do ktorych nalezy sulfadimetoksyna), ze wzglgedu na niskg cen¢ oraz relatywnie
wysoka skuteczno$¢ w zwalczaniu wielu chordb bakteryjnych, stosowane sa w medycynie jak
i weterynarii od ponad 60 lat [11, 13, 23]. Mimo iz w chwili obecnej, ze wzgledu na udowodniony
niekorzystny wplyw na zdrowie czlowieka, stanowig one grupe lekow coraz rzadziej stosowang
w medycynie, w dalszym ciggu sg farmaceutykami pierwszego wyboru w weterynarii [11, 23-24].
Potwierdza to fakt, iz zajmuja drugie miejsce najczesciej stosowanych lekow weterynaryjnych
w krajach Unii Europejskiej [9, 25-26]. Szacuje si¢, iz od momentu odkrycia ich whasciwosci
przeciwbakteryjnych przez Gerharda Domagk'a w 1935 r., dostepnych bylo okoto 5000 r6znych
sulfonamidow, z czego w praktyce do najczesciej stosowanych zalicza si¢ jedynie kilkanascie
zwigzkow [12-13, 27-28]. Dotychczas opublikowane wyniki badan wskazuja, iz leki te cechujg sig
wysoka trwalo$cia w $rodowisku oraz wzglednie niskim potencjatem sorpcyjnym. Posréd

pozostalych klas antybiotykéw 1 chemioterapeutykéw charakteryzujg si¢ wigc najwigkszym

ryzykiem przenikania do wod powierzchniowych 1 gruntowych, stanowigc tym samym zagrozenie
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dla catych ekosysteméw wodnych i zdrowia czlowieka [29]. Mimo tego wcigz niepoznane
sg skutki, jakie moga wywota¢ pozostatosci tych lekow w przyrodzie.

Ze wzgledu na duza ilos¢ zarejestrowanych farmaceutykow na catym $wiecie (np. 3000 tylko
w samej Wielkiej Brytanii), niemozliwe jest przetestowanie toksycznosci kazdego z nich wobec kilku
r6znych organizméw. Z tych wzgledow, w celu dokonania oceny ryzyka ekotoksykologicznego,
konieczne jest przeprowadzenie pewnego rodzaju selekcji, np. na podstawie ilosci stosowanych
preparatoéw, czy tez ich potencjalnej toksycznosci. Do tego celu czesto wykorzystywane sg roznego
rodzaju metody obliczeniowe, dzieki ktorym mozliwe jest jednoczesne oszacowanie toksycznosci dla
szerokiej grupy lekéw wobec danych organizméw, wykorzystujac do tego celu zalezno$ci struktura —
aktywno$¢ [30-32]. Mimo, iz metody te sa z pewno$cig niezmiernie uzyteczne i pomocne
w przewidywaniu toksycznosci i zachowania si¢ danego zwigzku w $rodowisku, nie s3 w stanie
zastapi¢ testow in vivo oraz in vitro [10].

Szerokie zastosowanie w ocenie ryzyka ekotoksykologicznego wielu substancji chemicznych
znajduja natomiast metody biologiczne wykorzystujace organizmy zywe jako receptory
okreslonych zanieczyszczen. Wyrdzni¢ mozna tutaj:

e bioczujniki, w ktorych sktadnik aktywny biologicznie (bakterie, enzymy, przeciwciata i in.)

stanowi czg$¢ urzadzenia pomiarowego;

e Diotesty, w ktorych material biologiczny stanowi oryginalne urzadzenie kontrolno-

pomiarowe [33].

Zastosowanie tych ostatnich ma w chwili obecnej kluczowe znaczenie w ocenie ryzyka
ekotoksykologicznego pozostatosci farmaceutykow w srodowisku.

Organizmy wykorzystywane w biotestach muszg spetnia¢ odpowiednie kryteria, tj.:

e powszechno$¢ wystepowania oraz catoroczna dostgpnoscé;

e niewielkie zréznicowanie pod wzgledem genetycznym oraz brak chorob 1 pasozytow;

e wysoka przezywalno$¢ w warunkach prowadzenia testu — zwykle w laboratorium

w niewielkich naczyniach;

e reprezentatywnos$¢ dla danego ekosystemu oraz miarodajnos¢ oddzialywan na roéznych

obszarach;

e wzglednie duza tolerancja w stosunku do badanych zanieczyszczen;

e prostota zalezno$ci miedzy stezeniem zanieczyszczen w S$rodowisku a mierzonym

parametrem, np.: zahamowaniem wzrostu, zmianom morfologicznym itp.;

e niezmienno$¢ parametréw podczas transportu oraz w czasie potrzebnym na ich pomiar [33].

Ponadto opracowana procedura testowa musi mie¢ podstawy statystyczne, by¢ powtarzalna —
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zard6wno wewnatrz laboratorium jak i miedzy laboratoriami [33].

W badaniach ekotoksykologicznych parametrem mierzonym jest odpowiedZ biologiczna,
np. aktywno$¢ enzymu, hamowanie wzrostu komorek, rozmnazanie, zywotno$¢, S$miertelno$é
I inne. Na podstawie okreslonej w wyniku przeprowadzonego testu, wyznacza si¢ wartoSci
wskaznikow bedacych ilosciowg miarg toksycznosci badanej substancji. Site toksycznego
oddziatywania na organizmy zywe okreslajg najczesciej takie wskazniki jak: 1Cso (ang. Inhibitory
Concentration), ECso/EDsy (ang. Effective Concetration/Dose), LDso/LCso (ang. Lethal
Dose/Concentration). Zalezno$¢ dawka-odpowiedz shuzy roéwniez wyznaczeniu dawki i czasu
narazenia, przy ktorym prawdopodobienstwo wystapienia efektow toksycznych jest odpowiednio
niskie. W tym celu okre$lane sg warto$ci tzw. stezen/dawek progowych (granicznych), takich jak:
NOEL/NOEC (ang. No Observed Effect Level/Concentration), LOEL/LOEC (ang. Lowest
Observed Effect Level/Concentration), NOAEL (ang. No Observed Adverse Effect Level) i LOAEL
(ang. Lowest Observed Adverse Effect Level) [34].

W celu zapewnienia wysokiej jakosci i wiarygodnosci uzyskiwanych wynikow, badania
ekotoksykologiczne prowadzone sa wedtug $cisle okreslonych procedur (OECD lub ISO). Wsrod
organizmow wskaznikowych wykorzystywanych w testach toksykologicznych wyrézni¢ mozna:
bakterie, sinice, glony (zielenice, okrzemki), rosliny naczyniowe (rz¢sa wodna, rosliny
zakorzenione), bezkregowce (rozwielitki, wrotki, dzdzownice) 1 kregowce (ryby). Wybor
odpowiedniego biotestu do badan toksycznos$ci zalezy m.in. od rodzaju wymaganych informaciji,
wlasciwosci fizykochemicznych badanej substancji 1 wrazliwo$ci gatunku testowanego organizmu.
Wykorzystanie tylko jednego gatunku organizmu zywego jako elementu aktywnego biotestu
obarczone jest ryzykiem popetnienia btedu niedoszacowania wyniku toksyczno$ci badanej
substancji w odniesieniu do catego ekosystemu. Ryzyko takie zmniejsza si¢ poprzez stosowanie
baterii (zespotu) biotestow, ktorych dzialanie oparte jest na wykorzystaniu organizméw o rdznej
wrazliwosci 1 reprezentujacych rézne poziomy troficzne [34]. Pozwala to rozpoznaé¢ potencjalny
wplyw danego zwiazku chemicznego na caly ekosystem.

Sposréd wielu réznych organizméw, w badaniach toksykologicznych szerokie zastosowanie
znajdujg ryby i skorupiaki. Jednak ze wzgledow zaréwno naukowych jak i praktycznych,
zastosowanie tych drugich, nie wigze si¢ z koniecznos$cig posiadania duzego i1 dobrze
zorganizowanego laboratorium. Skorupiaki, w tym przede wszystkim dafnie, s3 organizmami
powszechnie wystepujacymi na catym $§wiecie, w réznych biocenozach stodkowodnych. Petnig
wazng rol¢ w fancuchu troficznym, zajmujac miejsce mi¢dzy producentami a drapiezcami. Dobra

znajomo$¢ ich fizjologii umozliwia prowadzenie hodowli laboratoryjnej, takze w ujeciu
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dhlugoterminowych testow chronicznych [33].

W ocenie fitotoksycznosci wykorzystywane sg natomiast glony, ro§liny naczyniowe — rz¢sa
wodna i ukorzenione makrofity wodne i ladowe, bowiem reprezentuja one organizmy o
szczegdlnym znaczeniu dla swoich siedlisk naturalnych. Dostarczaja tlen, zapewniaja obieg
substancji organicznych, kontroluja jako$¢ wody oraz réwnowage gleby i osadéow dennych.
Zapewniaja takze schronienie i siedlisko zycia innym organizmom i insektom, bezkregowcom, itp.
Zmiany zachodzace na tym poziomie troficznym mogg bezposrednio wptywaé na strukture
I funkcjonowanie catego ekosystemu. Spo$rod wymienionych organizméow stodkowodne gatunki
glonéw naleza do najczgsciej stosowanych organizméw stuzacych ocenie fitotoksycznosci [35].
Czesto uzywa si¢ ich jako odpowiednikow roslin wyzszych. Nieco rzadziej zastosowanie znajduja
sinice i okrzemki, co wynika najprawdopodobniej z ich powolnego wzrostu i wymagajacych
warunkéow hodowli. Gatunki nalezace do grup ro$lin naczyniowych sa wykorzystywane
W najmniejszym stopniu. Stanowig one okoto 7 — 10 % wszystkich wykonywanych testow,
co wynika¢ moze z faktu, iz dotychczas gatunki ros$linne uwazane byly za mniej wrazliwe
w stosunku do substancji chemicznych niz organizmy zwierzgce. Takie stanowisko nie zostalo
jednak poparte jednoznacznymi wynikami badan. Prawdopodobnie ze wzgledu na duze rozmiary,
powolny wzrost i brak ustalonych metod przeprowadzenia testow 2z wykorzystaniem
zakorzenionych roslin, organizmy te sg sporadycznie stosowane w formie materiatu biologicznego
[33, 35].

Biorgc powyzsze pod uwage, celem niniejszego ¢wiczenia bedzie okreslenie toksycznosci
wybranego przedstawiciela tej grupy lekow (sulfadimetoksyny, Rysunek 2) wobec rosliny wyzszej
powszechnie zasiedlajacej sSrodowisko wodne — rzesy wodne;.

Rzgsa drobna (Lemna minor) to gatunek stodkowodny, wystepujacy w wodach stojacych lub
wolno ptynacych, zarowno w tropikach jak 1 umiarkowanych strefach klimatycznych. Z jednej
strony nalezy on do organizmow latwo przystosowujacych sie¢ do zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiska, a z drugiej — wrazliwych na zanieczyszczenia substancjami toksycznymi. Cechy rzesy
wodnej, takie jak: mate rozmiary, prosta budowa, wegetatywny sposdb rozmnazania i krotki czas
pomiedzy poszczegdlnymi podziatami sprawiajg, iz jest on organizmem czesto wykorzystywanym
w badaniach laboratoryjnych i ocenie ryzyka ekotoksykologicznego wybranych substancji

chemicznych w srodowisku.
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Rysunek 2. Budowa chemiczna i wybrane parametry fizykochemiczne sulfadimetoksyny

2. WYKONANIE CWICZENIA

Test hamowania wzrostu rzgsy wodnej Lemna minor zostanie przeprowadzony zgodnie
z procedurg opisang przez Drost'a i wspOlpr., opierajacg si¢ o wytyczne OECD 221 [36-37].
W badaniach zastosowana zostanie sterylna (120 °C, 20 min) pozywka Steinberg'a (OECD 221),
stuzaca zaro6wno do sporzadzania rozcienczen badanych substancji chemicznych, jak i pozywka
w probkach kontrolnych. Hodowla rzesy wodnej prowadzona begdzie w wyzej wymienionej
pozywce (pH 5,5 £ 0,2) w jednorazowych, polistyrenowych 6-dotkowych mikroptytkach
inkubowanych w komorze fitotronowej, zapewniajacej stalg temperature (25 = 2 °C) i oswietlenie
(6000 Ix), a tym samym logarytmiczny wzrost roslin. Dla kazdej serii badawczej nastawiona
zostanie przynajmniej jedna, niezalezna ptytka zawierajaca tylko pozywke (probka kontrolna).
Nastepnie we wszystkich dotkach mikroptytki umieszczona zostanie pojedyncza roslina, sktadajaca
si¢ z 3 frondow (listkéw). Tak przygotowane probki przeniesione zostang do komory fitotronowej,
w ktorej inkubowane beda przez 7 dni w warunkach takich samych, w jakich prowadzona byta
hodowla roslin (25 + 2 °C, 6000 1x). Ocena stopnia hamowania wzrostu rze¢sy wodnej przez badane
substancje chemiczne dokonana zostanie poprzez wyznaczenie mokrej 1 suchej masy roslin w dniu
nastawienia testu oraz po jego zakonczeniu wzgledem probki kontrolnej. Wszystkie eksperymenty
przeprowadzone zostang w trzech niezaleznych powtdrzeniach. Wyniki przedstawione zostang w

formie krzywych zaleznosci dawka — efekt, co umozliwi wyznaczenie takich wskaznikow jak ECsy.

MATERIALY I ODCZYNNIKI

o ptytka 6-dotkowa — 4 szt.

. kolba miarowa 50 ml — 1 szt.

o maly lejek — 1 szt.

o pipeta 1 ml (do SDM) — 1 szt.

o pipeta 5 ml (do dotkéw + do pozywki) — 2 szt.
o pipeta 10 ml (pozywka Steinberga) — 1 szt.

. eza

. pozywka Steinberga
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na ¢wiczeniu nr 1

2.1. Czesé 1 - Test toksycznosci SDM:

1. Z roztworu wyj$ciowego soli sodowej sulfadimetoksyny (SDM) w wodzie o stezeniu 500 mg/L
nalezy przygotowaé stgzony roztwor (ang. stock solution) SDM w pozywce Steinberga, 0 stezeniu
dwukrotnie wyzszym (20 uM) niz najwyzsze stezenie testowane podczas tego eksperymentu (10
uM). Roztwor ten nalezy przygotowaé w kolbie miarowej o objetosci 50 ml.

Zadaniem Studenta jest obliczenie jaka objeto$é roztworu wyjSciowego nalezy pobraé, aby

przygotowad stezony roztwor do testu (tzw. ,.stock solution™).

2. Nastepnie nalezy przygotowac 4 ptytki 6-dotkowe do prowadzenia niniejszego testu, zaktadajac,
ze dwie z nich wykorzystane zostang do kontroli (nalezy opisa¢ kontrola), a pozostate dwie do
oceny toksycznosci SDM wobec rzgsy wodnej (nalezy opisa¢c SDM_1, SDM_2).

3. Do kazdego dotka ptytek kontrolnych (kontrola) nalezy doda¢ po 10 ml pozywki.

4. Phytki przeznaczone do oceny toksycznosci SDM (SDM_1, SDM_2) nalezy przygotowaé¢ w
nastgpujacy sposob:

) do pierwszego dotka nalezy doda¢ 10 ml ,,stock solution”;

o do pozostatych pigciu dotkow dodaé po 5 ml pozywki;

o nastgpnie metoda seryjnych rozcienczen przygotowa¢ w kazdym dotku rozcienczenia
badanego leku poprzez pobranie z poprzedniego dotka 5 ml roztworu leku 1 dodaniu ich do
nastepnego dotka (z 1 do 2); nastgpnie po wymieszaniu zawartosci w dotku czynno$¢ powtorzy¢ i

przenosi¢ kolejne porcje 5 ml z dotka 2 do 3,z 3 do 4, z 5 do 6, z 6 nadmiarowe 5 ml wyla¢ do

zlewek;
o tym samym w kazdym dotku powinno znajdowac si¢ 5 ml roztworu leku;
o ostatecznie do kazdego dotka nalezy doda¢ po 5 ml pozywki.

W ten sam sposob przygotowaé druga plytke.

5. Do tak przygotowanych plytek, do kazdego z dotkow nalezy doda¢ po jednej roslinie (rze¢sie)
zawierajace] najlepiej 3 frondy (listki).

6. Tak przygotowane plytki nalezy sfotografowa¢ w celu okreslenia powierzchni frondow na
poczatku testu (obstuge odpowiedniego stanowiska objasni prowadzacy).

7. Tak przygotowane ptytki nalezy wtozy¢ do komory fitotronowej i inkubowac przez 7 dni.
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2.2. Cze$¢ 2 — Wyznaczenie suchej i mokrej masy roslin:

Przed przystgpieniem do oceny toksycznosci SDM po 7 dniach inkubacji, nalezy wyznaczy¢
suchg i mokra masg¢ pojedynczych roslin. Pozwoli to na doktadne okreslenie pdzniejszego przyrostu
ro$lin i obserwowanego efektu toksycznego.

W tym celu z pozostatych roslin, znajdujacych si¢ w kolbie z hodowlg wybra¢ 6 dowolnych
roslin (zawierajacych po 3 frondy). Obsuszy¢ na reczniku papierowym i umiesci¢ na folii
aluminiowej (o dokladnie oznaczonej i zapisanej w notatkach masie), zwazy¢ (mokra masa), a
nastepnie umiescié w suszarce (60 °C, do ustalenia stalej masy (okoto 30 min)) i okresli¢ suchg
mas¢. Za wartos¢ mierzonego parametru dla pojedynczej rosliny (bo) przyjgé wartosé srednig

uzyskangq z dokonanego pomiaru.

na ¢wiczeniu nr 2

Zadaniem Studenta jest obliczenie stezenia SDM znajdujacego sie w kazdym dotku plytki.

1. Po 7 dniach inkubacji nalezy wyznaczy¢ powierzchni¢ frondow oraz suchg i mokra mase roslin z
kazdego pojedynczego dotka, postepujac zgodnie z tym co zostato opisane W éwiczeniu nr 1, tzn.:

o Wszystkie rosliny z danego dotka nalezy obsuszy¢ na reczniku papierowym i umieszczajac
na folii aluminiowej (o doktadnie oznaczonej i zapisanej w notatkach masie) zwazy¢ (mokra masa),
a nastepnie Wysuszy¢ w suszarce (60 °C, do ustalenia stalej masy (okoto 30 min)) i okresli¢ ich
suchg mase. Oznacza to, ze zadaniem Studenta jest wyznaczenie suchej i mokrej masy ro$lin (z

doktadnoscig do 0,01 g) w sumie z 4 x 6 dotkow, czyli 24 dotkow (kazdy dotek osobno).

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Korzystajac z ponizszego wzoru obliczy¢ stopien zahamowania wzrostu roslin w kazdym dotku
oraz na tej postawie wyznaczy¢ krzywa zaleznosci dawka — efekt. Obliczenia wykonaé na
podstawie danych powierzchni frondow, mokrej masy roslin i suchej masy roslin (oceni¢, ktory

wynik jest doktadniejszy i dlaczego).

(be—br)

00
b,

%I, =
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gdzie: b. — warto$¢ mierzonego parametru po 7 dniach testu pomniejszona o wartos¢

z dnia 0 dla proby kontrolnej (bo)
br- warto$¢ mierzonego parametru po 7 dniach testu pomniejszona o warto$¢
z dnia 0 dla badanej probki (bg)

| — stopien inhibicji

2. Z uzyskanych krzywych dawka — efekt nalezy wyznaczy¢é wartoSci nastepujgcych
wspotczynnikow ECso, NOEC, LOEC.

3. Uzyskane dane toksyczno$ci SDM poréwna¢ z danymi literaturowymi toksyczno$ci innych

znanych zwigzkdéw wobec rzesy wodnej (np. herbicydow).
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