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Testy toxicity sedimentu

K.Hilscherova

- TR VOR EVROPSKAUNE L -
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Inovace tohoto predmétu je spolufinancovana Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoztem Ceské republik:

Sedimenty

- velmi riznorodé sloZeni - polotuh& matrice - pevna faze (Castice) a
pérova voda

« v podstaté akvaticky ekvivalent pidy

heterogenni prostfedi - smés jilu, pisku, mineralti, huminovych latek,
odumfrelych organism( a antropogennich polutantt

akumulace a inaktivace polutantt
(napf. AVS —kovy, Corg — PAHS)
« primarni ulozisté biotického i abiotického materialu (véetné
polutant() v akvatickém prostiedi

« akumulace polutant(i v sedimentech muze zpUsobit:
1. Zmény ve struktufe bentickych spolecenstev
2. Zvysené zatizeni organisml polutanty
3. Toxicitu

Centrum proyzkum
toxickych latek

©

vprastredi

Klasifikace sedimentl

1. Obsah organického uhliku — ovliviiuje sorpci
neutralnich organickych latek - zvySené Kow =
zvy$ena sorpce

2. Distribuce zrnitostnich frakci — vétsSi ¢astice maji
tendenci sorbovat méné polutant

3. Obsah atypjilu

Kationtova vymeénna kapacita (KVK)
— ovliviiuje sorpci kationtd

1. pH - ovliviiuje speciaci kovl, sorpci

Dalsi fyzikalné chemické parametry
— DO, salinita, amoniak

©

Centrum provyzkum
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Transport a resuspendace sedimentu

Proudy, povodné, vitr, viny
- Zpusobuji pohyby sedimentt v zavislosti na jejich velikosti

Porova voda
* Voda mezi ¢asticemi sedimentl
*  Nepolarni polutanty - sedimenty - porova voda ->
vodni sloupec
*  Primarni zdroj expozice polutant( pro organismy Zijici v
sedimentu

Sedimenty mohou véazat polutanty, pak byt prekryty dalsi
vrstvou sedimentd - redukce biodostupnosti

Centrum proyzkum
toxickych latek
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vprastredi

Odbéry vzorkl sediment

- ty€ové vzorkovace (vertikalni profil, historie sedimentace)

- pasivni vzorkovace — sedimentové pasti (plaveniny)

- drapakové vzorkovace (smésné vzorky)

- SPMDs — odbér urcitych typl polutantt (zejm. pérova voda)
® Naruseni fyzikalné chemickych parametri sedimentu

vprastredi

Manipulace se vzorky

* Uskladnéni:
zmény toxicity vzorku v zavislosti na teploté (chlazeni (4°C) vs. mrazeni
(<-20°C)) , dobé uskladnéni a stupni kontaminace sedimentt

« Upravy vzork(:

1.) Gpravy pH (6-9) — vliv na toxicitu a biodostupnost kovi (Zn, Ni, Pb,
Cu, Cd), amoniaku a sirovodiku

2.) lyofilizace vs. zmrazeni

3.) amoniak — odstranéni amoniaku ze vzorku probublavanim nebo
pfidanim zeolitu

4.) homogenizace

5.) kovy — odstranéni kovul pridanim EDTA nebo sulfidi

6.) vyluhy (vodné/organické) vs. SPTs — zmény toxicity eluatlt v zavislosti
na volbé rozpoustédla (voda, methanol, DCM) vs. toxicita biodostupné
frakce kontaminantt

7.) pérova voda vs. SPTs

©
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Testy se sedimenty

©

Organismy v sedimentu vystaveni latkdm zachycenym v pevné i
kapalné sloZzce matrice

Pro bentické organismy - biodostupnost chemickych stresort v
sedimentech.

Sediment = potencidlni dlouhodoby zasobnik/zdroj kontaminantt
uvolnénych do vody

MuzZe byt nezbytné remediovat kontaminované lokality bagrovanim
nebo odstranénim sediment(

odstranéni sedimentu, jeho transport a uloZeni mohou byt velmi
nakladné; studie toxicity umozni identifikovat nebezpecné
kontaminované lokality — kde je tfeba odstranéni, kde mozno
ponechat bez vyznamného rizika.

Zejména EPA a ASTM metodiky

Centrum provyzkum
toxickych latek
vprastredi

Jak hodnotit toxicitu sediment(?
= Toxicita porové vody/vyluhti (ol 150 / 0ECD

norem)
: 100 g d.w./L vody, 24h pomalé tfepani, filtrace, test
V. fisheri (30 min), fasy, bezobratli - D. magna (2 dny)

? Vodny vyluh vs. Sediment

oo

= Kontaktni toxicita (jen malo norem ...)

: sedimenty-+organismy & hodnoceni Ucinké — éervi, hmyz, Sneci

= Doporuceny nejméné 2 rlizné druhy (napf. Hyalella, Chironomus, Daphnia, ...) a dva réizné
sledované parametry (napf. rlist, preziti, reprodukce...)

.

.

.

.

.

.

.

.
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kriningové testy toxicity/genotoxicity

Bakterialni modely
Testy s vyluhy sediment:

Vibrio fischerii (Microtox) — 0,5 h
Escherichia coli (Toxichromotest) — 2 h

Kontaktni verze testu

Flash test s Vibrio fischerii — kineticky test - stanoveni inhibi¢niho
ucinku vzorku na svételnou emisi Vibrio fisheri

srovnatelné se statickou zkouskou s luminiscenénimi bakteriemi podle
CSN EN ISO 11348

Flash verze - eliminace vlivu zakalu a zbarveni vzorku, umoziiuje
provedeni testu se suspenzi vzorku bez pfipravy vodného vyluhu. Je
mezistupném ke kontaktnim zkouskam ekotoxicity

Testy genotoxicity s vyluhy:

SOS chromotest
umuC test

GFP test atd.
Gentrum pro vyzium

toxickych latek
vprastredi

Nastroje pro hodnoceni

« Z&kladni poZzadavky
— Méfeni zakalenych (barevnych) materiald
— Schopnost rozliseni TOXICKY - NETOXICKY
— Rychlost

« Bakteridlni bioluminiscenéni testy toxicity
— Klasické — Microtox®, BioTox™, LUMISTox aj.

— Alternativni — modifikace klasickych test( (napr.
BioTox™ Flash test*)

Centrum proyzkum

Loxicljeh atelc * Lappalainen, J. et al. (1999): Chemosphere, 38(5), pp. 1069-1083.

vprastredi
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Vibrio fischerii
Morska bakterie schopnéa bioluminiscenece

Iuciferasa

FMNH; + RCHO + 0, — FMN + RCOOH + H;0

Design:

Akutni

mikrodesticka

Endpoint: inhibice bioluminiscence
Luminometr —t = 0, 15, 30 minut
Testovani vodného vyluhu

toxickych latek
vprastredi

* Vibrio fischerii
- testovani zakalenych a barevnych
vzorki, bez potieby referenéniho
materialu 5

design:

- akutni

- inhibice bioluminscence
- mikrodesti¢ka 1
- luminometr s dispensorem

- nutné vzorek protfepat (béhem méreni)

- kratka doba méfeni — Hodnota piku
Smax (0-2s) v porovnani s pikem
S30s (po 30s méfeni) INH =1-

Luminiscence (RLU)
w

5305
KF -,

Centrum proyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Akutni testy toxicity I. Akutni testy toxicity Il.

» Porova voda
* Eluat ze sedimentu
* 48-96 h expozice

 PFiprava eluatu: 24h tfepani, 100 g sedimentu/1L vody
» Druhy: Daphnia magna, Daphnia pulex, Ceriodaphnia
dubia, stfevle poto¢ni (Pimephales Promelas), pstruh

duhovy (Oncorhynchus mykiss)
+ Sledované parametry: pfezivani, imobilizace

ro vyzkum

P

©

+ Kontaktni testy - Cely sediment
* 96h — 10 dni expozice

* Druhy: riznonozec (Hyalella azteca), jepice
(Hexagenia limbata), pakomar
(C.tentants/riparius)

* 10-denni test s Hyalella azteca a Chironomus
tentans

* Sledované parametry: prezivani

Cer

©

Chronické testy toxicity I. Chronické testy toxicity II.

» Porova voda
» Eluat ze sedimentu
» 7-35 dni expozice

* Druhy: Ceriodaphnia dubia, stfevle potocni (Pimephales
Promelas), pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss)

+ Sledované parametry: pfezivani, imobilizace, rust,
reprodukce, doba prvni reprodukce, doba tuhynu,
prezivani mladych

+ Kontaktni testy - Cely sediment
» Zpravidla 28 dni expozice

* Druhy: riznonozec (Hyalella azteca), pakomar
(C.tentants/riparius)

» Sledované parametry: prezivani, imobilizace, rust,
reprodukce, doba prvni reprodukce, doba tuhynu,
prezivani mladych

* 28- a42-denni testy s H. azteca

+ Sub-chronické a celozivotni testy s Chironomus tentans

* 10-denni kratkodoby chronicky test s larvami

obojzivelnikl

©)

ASTM E 1706 (2005) Standard Test Method for Measuring the Toxicity of

Sediment-Associated Contaminants with Freshwater Invertebrates

« kory$ Hyalella azteca ( H. azteca)

« pakomar Chironomus tentans

* 10 denni test, 300-mL kadinky, 100 mL sedimentu, 175 mL
vody, organismy krmeny

« Parametry: pfezivani, rast

Dalsi testy sediment(:

Chironomus riparius, Daphnia magna and Ceriodaphnia dubia, Hexagenia
spp., Chronicky test s Tubifex tubifex (28 dni) — prezivani, rist, reprodukce
Chronicky test s H. azteca

Diporeia spp.

Chironomus dilutus - prezivani, rust, vylétavani, reprodukce

©

ro vyzkum
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Ekotoxikologické biotesty se sedimenty — prehled EPA

Test Medium Species Common Name

Freshwater benthic Chironomus dilutus Chironoemid. midge larvae

Chironomus riparius Chironomid. midge larvae

Hyalalla azteca Amphipod, scud

Lumbriculus varieganus Oligochaete, “worm”

Gammarus pulex Amphipod

Hexagenia limbata Ephemeroptera, mayfly

Tubifex tubifex Oligochaete

Diporeia sp Amphipod, Great Lakes.
Marine Benthic Americamysis bahia Mysid shrimp

Ampelisca abdita Amphipod (Atlantic)

Eohaustarius estuarius Amphipod (Pacific)

Lepiocheirus pl Amphipod (Atlantic)
Rhepoxynius abronius Amphipod (Pacific)
Grandidierella japonica ‘Amphipod

www.epa.gov
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Ekotoxikologické biotesty se sedimenty — pfehled EPA

Psammechinus miliaris

Shore wrchin

Testy toxicity sedimenti ASTM

Table 3.6. Some freshwater sediment toxicity tests (ASTM E1383, 1993)

Mercenaria mercenaria Hard shell clam
Mulinia latsralis Dwarf surf clam
Microtex (Fibrie fischerii) Bacteria

Freshwater Pelagic

Ceriadaphnia dubia

Cladoceran, water flea

Daphnia magna

Cladoceran, water flea

Daphnia pulex

Cladoceran, water flea

Pimephales promelas

Fish, fathead minnow

Salvelinus fontinalis

Fish, brook trout

Oncorhynchus mykiss

Fish, ramnbow trout

Marine Pelagic

Atherinops affinis

Fish, topsmelt

Cyprinedon variegaiis

Fish, sheepshead minnow

Menidia beryllina

Fish, silverside

www.epa.gov
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Species:

. Amphipod (Hyalella azteca)
i Chi Chir rip

Daphnia magna and Ceriodaphnia dubia

. Mayflies (Hexagenia spp.)

Number of young; survival, growth &

development; reproductive capacity

Larval survival and growth, adult emergence

Survival and reproduction

. Mortality, growth, burrowing behaviour, moulting

frequency

Duration: 10-30 days for tests 1 and 2; 2—7 days for test 3;
7—21 days for test 4

Temperature (°C): 20-25 for test 1; 20-23 for test 2; 25 for test 3; 17-22
for test 4

“huN=

Endpoints:

hUN

Conditions: Static for all tests; flow-through for tests 1 and 2;
recirculating for test 4
Level of effort: Medium for all tests

Centrum proyzkum
toxickych latek
vprastredi

©

Testy toxicity sedimenti ASTM

Table 3.7. Some marine and esturine sediment toxicity tests (ASTM E1383,
1993)

Species: 1. Amphi
2. Fish, crustaceans, zooplanctons, or bivalves
3 i burrowing poly

mollusks, crustaceans. or fish

Material: . Whole sediment
. Dredged material (clutriate)

. Dredged material (whole sediment)

WN =

Endpoints: 1. Mortality, emergence, renurial
2. Mortality
3. Survival

Duration: 10 days for tests 1 and 3; 2 days for zooplancton and
fish larvae in test 2 and 4 days for bivalves and
crustaceans in test 2

Temperature (°C): 2025 for test 1; 20-23 for test 2; 25 for test 3; 1722
for test 4

Conditions:

©

Static for all tests; flow-through for tests 1 and 2;
recirculating for test 4

Centrum provyzkum
toxickych latek
vprastredi

Testy toxicity sedimentu
Spise chronict

expozice — viz. Chronické testy
— pakomafi, miZi, korysi, krouzkovci - Hyallela, Lumbriculus

men:
trida: opaskovci
podtfida: malostétinatci
« Soucéast makrozoobentosu
« Relevantni organismus pro sediment
« Inhibice pohybu a letalni koncentrace

Akutni test
Ugel: Test je uréen k hodnoceni akutni toxicity latek na niténky. Niténky patii mezi
nej¢astéji a nejdéle pouzivané testovaci organismy.
Princip: Test spociva ve sledovani chovani a prezivani nitének v odstupriovanych
koncentracich latky ve srovnani s kontrolou
v fedici vodé. Expozice je 48 h. MoZno i prolongovany 10-14 denni test
Hodnocené parametry: prezivani, aktivita, bioakumulace

©

Centrum proyzkum
toxickych latek
vprastredi

Testy s larvami pakomart rodu Chironomus

« OECD 218 Sediment-Water Chironomid Toxicity Test Using
Spiked Sediment

+ OECD 219 Sediment-Water Chironomid Toxicity Test Using
Spiked Water

+ USEPA 2000 Celozivotni (Life-cycle) test pro hodnoceni Ucinkt
kontaminace sedimentu s pakomarem Chironomus tentans

Sediment Toxicity Testing

You created this PDF from an application that is not licensed to print to novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com

Charakteristika modelového druhu

 rod Chironomus - fad dvoukfidi (Diptera) = hmyz
s proménou dokonalou

* vaji¢ko-larva(4 instary)-kukla-imago

* dominantni konzumenti 1. fadu v ramci
sladkovodnich akvatickych
ekosystému

* znacna abundance
* kosmopolitni rozSifeni

* larvy - vSezravci
- Zivi se fasami, rozsivkami,
detritem

©

ro vyzkum
P

10-denni test s larvami pakomart rodu Chironomus

Nasazovany larvy ve stadiu 2-3
instaru (cca 10 d staré)

10 jedincu/kadinku

100 ml sedimentu/175 ml vody

Teplota 20 +2°C

Pravidelné krmeni, vzduchovani

Fotoperioda 16 h svétla/ 8 h tmy

Sledovano pH, kyslik, vodivost

Po 10 dnech hodnoceno pfezivani a
rust

Celozivotni (Life-cycle) test pro hodnoceni uéinka
kontaminace sedimentti s pakomarem Chironomus tentans

Nasazovany larvy mladsi jak 24 h

Podobné 12 jedinct/kadinku
usporadani jako 100 ml sedimentu/175 ml vody
v 10-dennim

Teplota 20 +2°C

Pravidelné krmeni, vzduchovani

Fotoperioda 16 h svétla/ 8 h tmy

Sledovano pH, kyslik, vodivost

Doba expozice 50-60 d (ukon¢eno 7 dni po
poslednim vylétnuti)

Hodnocené parametry: 20-denni prezivani a
vaha (rGst), vylétavani samic¢ek a sameckl
— pomér pohlavi, doba vylétavani, pocet
nakladenych vajicek, prezivani dospélct

Celozivotni test - dle OECD #218/219

« provadi se v600ml kadinkach
« sediment artificialni nebo pfirodni

« voda - studni¢ni, povrchova,
provozni, uméle pfipravena

« sediment: voda 1:4
« 20+2°C, 500 — 1000 lux, 16L : 8D

A. nylonova sitka

B. plastovy kryt

C. kadinka bez zobacku
D. otvory na vyménu vody
E. sediment

kontaminace: sedimentu
vody nad sedimentem
koncentra¢ni fada: aspon 5 koncentraci
f<2
kvalita vody - pH 6-9, rozpustény kyslik —
aspon 60% ASV, zméfit tvrdost a amoniak
vzdu$néni — Pasteurovou pipetou (jemné)

©)

Celozivotni test - dle OECD #218/219

* 1-4 dny staré larvy vysazujeme do sedimentu
* 20 jedincu/kadinka

» pocet opakovani: 3 - ECx; 4 - NOEC, LOEC

+ krmeni- tetrafinR, 0,25-0,5 mg/larva/den
 délka trvani — 28d (C.riparius)

©

Celozivotni test - dle OECD #218/219

 procento lihnuti dospélcu:

ER="e
n

a

ER: procento lihnuti dospélct (emergence ratio)

n,: pocet jedinct vysazenych do kadinky

n,: pocet vylihlych jedinct celkem (na konci pokusu)
Prijatelnost testu: ER kontroly >0,7

+ stfedni ¢as vyvoje: ¢as od vysazeni do lihnuti

Cen

©
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« stfedni-ryehlost vyvoje:

Endokrinni disrupce (ED) = naruseni hormonalni rovnovahy
o i & X, = 1 organismu s potencialnimi negativnimi nasledky pro celkovou
i S o, den;—1,/2 homeostazu, reprodukéni, vyvojové a behavioralnich funkce
x: stfedni rychlost vyvoje v kadince Projevy u bezobratlych:
i:  index intervalu mezi pozorovanimi NaruSeni reprodukce, rodivosti (fekundita)
m: pocet vSech intervalll mezi pozorovanimi Poruchy ristu, sexudlniho dozravani (maturace)
f: pocet vylihnutych jedincti béhem daného intervalu Naruseni sexualniho dimorfismu, Intersex, Imposex

n,: pocet vylihlych jedinct celkem (na konci pokusu) dal$i procesy Fizené hormony: pigmentace,
x;: rychlost vyvoje larev vylihlych v intervalu i regenerace koncetin, diapauza
den;: den pozorovani (od zac¢atku)

I délka intervalu mezi pozorovanimi (obvykle 1 den)

e

Sagi et al. (2003) — Cherax quadricarinatus
Rudolphi (1999) — Samastacus spiniformis

- B Suzuki (1999

ECx Regresni analyza — Armadillidium vulgare 1

NOEC, LOEC ANOVA Jungmann et al. (2004)
- Gammarus fossarum

Zavislost citlivosti | Chi-square

na pohlavi (] [ ]

Procento Cochran-Armitage test, Fisher’s exact test, Mantel-Haentzal

vylihnutych test s Bonferroni-Holm Upravou p-hodnot, ANOVA (+arsin

jedinch transformace) '

. Barki et al. (2003)

SUBLETALNI TOXICITA Parametry
U VODNICH MEKKYSU »Potamopyrgus sediment testu®

- vodni mékkysi vyuzivani jako testovaci organismy pro
vyhodnoceni G€inkd endokrinnich disruptort ve vodnim

trvani 4 tydny (popr. 8 tydnt)
nadoba objem 11

prostredi
médium 800 ml vody
Test sedimentt s piseénikem novozélandskym expozice _staticka, 50 g sedimentu
Potamopyrgus antipodarum odbéry 20 jedincu po 4 (8) tydnech
, . N ] mortalita; zmény v morfologii pohl. organ(;
- vhodny a efektivni nastroj pro testovani prirodnich parametry

) . . pocet embryi, pomér embryi bez ulity a s ulitou
sedimentl a Cistych latek

- finan¢né atraktivni varianta oproti
chemickym analyzam sedimentd

©

+ nizké naroky na kultivace

= nedostatecna velikost pro biochemické
e ik analyzy

Pfiprava ¥ Expozice, vyhodnoceni
Typy sediment ) S .. ) i i
pfirodni Parametry: mortalita a pocet plné vyvinutych a nezralych
artificialni Médium embryi
listova hrabanka + kfemity pisek - voda s pfidavkem N
spajkovany artificialni sediment NaHCO,, CaCO, )
vyhodnoceni efektu Cistych latek - 16°C, 0@
(1) spajkovani artificialniho sedimentu. 700£100pS/cm
(2) po odpareni solventu je pridéano medium L:D 16:8 (
(3) ustaveni rovnovahy mezi sedimentem a Komer¢ni fasové e Z7 B
vodou, po 4 dnech pridani $neci . pelety %/

(Xeno)estrogenni Gcinek

ethinylestradiol, bisfenol A, octylfenol, nonylfenol
Xenoandrogenni Ucinek

tributylcin, trifenylcin
Biomonitoring dnovych sedimentl (Nisa, Odra)

Contum pro sy
ot ( )
Vores

Centrum proyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Kontaktni Testy Toxicity — ovliviuji

Faktory mimo kontaminace
* zrnitost sedimentt
« obsah a typ jilu
« obsah a charakter organického uhliku
« struktura a vlastnosti huminovych Iatek/organického materialu
. pH
« obsah kysliku
« toxicita amoniaku /sulfidd
« aktualni stav testovaci populace
* vyZiva

Zmény toxicity sedimentu diky vzorkovani a experimentalnimu
postupu
— promichani vice kontaminovanych sedimentt s tenkou vrstvou na
rozhrani vody-sedimentu

— oxidace a precipitace redukovanych kovtl diky provzduSfiovani
pozadovanému v testu toxicity

Centrum provyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Testy bioakumulace

» Kontaktni testy — cely sediment

» 28-56 dni expozice

* In-situ a/nebo Ex-situ testy pro zhodnoceni pfijmu
kontaminantd organismy

» Pouzivany zejména na lokalitdch kontaminovanych
bioakumulativnimi latkami (PAHs, PCBs, rtut,
PCDDs/PCDFs, ...)

+ Vysledky porovnavany s referenénimi lokalitami a/nebo
povolenymi limity

* Druhy: riznonozec (Hyalella azteca), malostétinatci
(Lumbriculus variegatus, niténka obecna)

Centrum proyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Integrated assessment
of aquatic ecosystems

Determination of
macrozoobenthos
saprobic index

X functional feeding groups
e Iife form index
=) evenness & diversity

ject:

Test subject: sediment

native & concentrated surface water
whole sediment, sediment pore water, -
elutriate and organic - extracts

/

Bioassays Chemical analyses
toxicity, cytotoxicity organical analyses

I U endocrine disrupting potential limnochemical parameters
... in vitro and in vivo genotoxicity, mutagenicity heavy metals.

bioassays ~_

+ Klecovani — mékkysi, ryby, dalsi bezobratli,

* Mortalita, zdravotni stav, pfip. reprodukce a
specifické biomarkery v exponovanych
organismech

+ Subletélni biomarkery, histologie
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