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Bioindykacja jest metodą analizy środowiska na podstawie reakcji żywego układu tzw bioindykatora. 

Pozwala na ocenę biologicznej aktywności badanej próbki. Cel analizy bioindykacyjnej zależy od rodzaju 

próbki. Jeżeli jest nią konkretna substancja chemiczna, jej forma użytkowa (np. pestycyd), wtedy celem 

analizy jest określenie stężenia toksycznego - najczęściej wartości EC50 czyli stężenia powodującego 

wystąpienie 50% reakcji testowej lub wartości NOEC – najwyższego stężenia nie powodującego 

powstania efektów testowych. Aby to uzyskać konieczne jest wykonanie szeregu rozcieńczeń badanej 

próbki. Ocena efektów testowych dla każdego rozcieńczenia umożliwia obliczenie EC50 (NOEC). Wartość 

ta służy do klasyfikowania substancji, porównywania ich toksyczności, a także przewidywania aktywności 

nowych produktów na podstawie zależności pomiędzy toksycznością a właściwościami fizyko-chemicznymi 

cząsteczek. 

Jeżeli przedmiotem analizy bioindykacyjnej jest próbka środowiskowa np. woda powierzchniowa, 

podziemna, ściek, odciek z wysypiska itp. podejście powinno być dwustopniowe. Na pierwszym etapie 

wykonywany jest test skriningowy – przesiewowy. Oceniana jest tylko toksyczność próbek 

nierozcieńczonych. Jeżeli efekt testowy nie jest większy niż efekt dla próbki kontrolnej, próbka jest 

uważana za nietoksyczną. Natomiast jeśli efekt jest znaczący – wtedy przeprowadzany jest drugi etap analizy 

– test z rozcieńczeniami. Umożliwia on ocenę stopnia toksyczności próbki, dzięki czemu można 

porównywać próbki między sobą, a także analizować np. zmiany toksyczności w czasie. 

Organizmy żywe różnią się wrażliwością na poszczególne grupy substancji toksycznych. Na świecie 

stosowane są dziesiątki różnych bioindykatorów, ale tylko część z nich zyskało akceptację międzynarodową 

(PN-EN ISO 11348, PN-EN ISO 6341, PN-EN ISO 7346, PN-EN 28692). Aby organizm był powszechnie 

stosowany musi być nie tylko bardzo wrażliwy na szerokie spektrum toksyn, ale także dostępny przez cały 

rok, łatwy do utrzymania w laboratorium przez okres trwania testu, niezmienny genetycznie oraz wolny od 

chorób i pasożytów. Warunki te spełnia jedynie kilka biotestów i są one zalecane przez organizacje 

międzynarodowe. W ostatnich latach coraz większego znaczenia nabierają nowe testy wykorzystujące 

organizmy przechowywane / sprzedawane w formie kryptobiotycznej. Posiadają one dwie podstawowe 

zalety. Po pierwsze – eliminacja ciągłej hodowli organizmów umożliwia stosowanie biotestów w każdym, 

nawet najmniejszym laboratorium przy minimalnym nakładzie pracy. Po drugie, producenci zapewniają 

wysoką, powtarzalną jakość organizmów i ich jednorodność, co umożliwia porównywanie wyników w 

czasie i pomiędzy laboratoriami. 

Z uwagi na różne zakresy wrażliwości bioindykatorów przy analizie nieznanych próbek zalecane jest 

stosowanie baterii testów obejmującej organizmy należące do różnych grup biologicznych począwszy od 

bakterii, glonów, pierwotniaków do skorupiaków i roślin wyższych. Skład takiej baterii testów zależy od 

możliwości laboratorium, jednakże przyjmuje się, iż bateria taka powinna obejmować 4 –5 organizmów 

(Pőllumaa, 2004). 



System klasyfikacji toksyczności wg Persoone i in (2003). 

Obejmuje on dwa stopnie analizy. 

- Test skriningowy 

- Test z rozcieńczeniami  

1. Test skriningowy  

Test ten służy do „wyizolowania” próbek toksycznych z dużej grupy próbek badanych. Stosuje się go 

najczęściej do analiz próbek prawdopodobnie nietoksycznych bądź niskotoksycznych takich jak wody 

powierzchniowe, podziemne, ścieki oczyszczone itp. Bada się jedynie surowe próbki tj nierozcieńczone. 

Procent efektu toksycznego (PE) porównuje się z kontrolą, najczęściej przejmując, iż efekt poniżej 20% 

oznacza, że próbka jest nietoksyczna.  

Próbki dzieli się na 5 klas: 

I. Brak zagrożenia – żaden z testów nie wykazał efektu toksycznego: PE  20% 

II. Niskie zagrożenie – co najmniej jeden test wykazał efekt testowy w zakresie:  

20% < PE  50% 

III. Ostre zagrożenie – co najmniej jeden test wykazał efekt testowy w zakresie:  

50% < PE < 100% 

IV. Wysokie ostre zagrożenie – co najmniej jeden test wykazał efekt testowy: PE = 100% 

V. Bardzo wysokie ostre zagrożenie – wszystkie testy wykazały efekt testowy: PE = 100%. 

W celu zróżnicowania próbek w obrębie każdej klasy możliwe jest obliczenie wagi (ważności) toksyczności. 

Liczbowe wyrażenie wyniku nie tylko ułatwia jego przedstawienie (im wyższa wartość – tym wyższa 

toksyczność), ale przede wszystkim umożliwia porównywanie próbek między sobą, bądź zmian toksyczności 

w czasie. 

Każdemu procentowi efektu toksycznego nadaje się wartość liczbową WS równą: 

0 – dla PE  20% 

1 – dla 20% < PE  50% 

2 – dla 50% < PE  100% 

3 – dla PE = 100% 

Następnie oblicza się wagę w ramach klasy wg poniższego wzoru: 

WAGA =  WS / n 

Gdzie   WS  – suma wartości WS wszystkich zastosowanych testów 

n  – liczba zastosowanych testów 

Na koniec wagę podaje się w procentach: 

% WAGA = WAGA /max WS * 100 

Gdzie max WS – maksymalna wartość WS dla danej klasy 



2. Test podstawowy – z rozcieńczeniami  

Test ten służy do oceny stopnia toksyczności próbek. Stosuje się go głównie do analiz ścieków i odcieków z 

wysypisk odpadów toksycznych. Wymaga on znacznie większego nakładu pracy (i kosztów), gdyż dla 

każdej próbki wykonywany jest szereg rozcieńczeń najczęściej o ilorazie = 2. Długość szeregu rozcieńczeń 

zależy od spodziewanej toksyczności próbki i waha się od 4 (zakres stężeń od 12,5% do 100%) do nawet 11 

(stężenia już od 0,1%). Dla każdego rozcieńczenia wyznacza się wartość PE, a następnie oblicza się EC50 

czyli stężenie powodujące powstanie 50% efektu testowego. Dla biotestów, w których efektem testowym jest 

śmierć organizmu – wyznaczana jest wartość LC50 (lethal concentration). Dla lepszej przejrzystości w 

dalszych rozważaniach będę stosował skrót EC50. W przypadku próbek środowiskowych EC50 jest 

współczynnikiem dość niewygodnym, gdyż po pierwsze jest wyrażane w % - przez co może mylić się z 

wartością PE, po drugie im wyższe EC50, tym toksyczność niższa – zależność ta źle „wygląda” na 

wykresach. Stąd wartość EC50 jest przekształcana na jednostki toksyczności TU nie posiadające 

powyższych wad. 

TU = (1 / EC50) * 100 

Podobnie jak w teście skriningowym próbki są dzielone na 5 klas: 

I. Brak ostrej toksyczności – żaden z testów nie wykazał efektu toksycznego 

II. Niska ostra toksyczność – co najmniej jeden test wykazał efekt testowy w zakresie:  

0,4 < TU  1 

III. Ostra toksyczność – co najmniej jeden test wykazał efekt testowy w zakresie:  

1 < TU  10 

IV. Wysoka ostra toksyczność – co najmniej jeden test wykazał efekt testowy w zakresie:  

10 < TU  100 

V. Bardzo wysoka ostra toksyczność – co najmniej jeden test wykazał efekt testowy: TU  100. 

Podobnie jak w teście skriningowym w celu zróżnicowania próbek w obrębie każdej klasy toksyczności 

możliwe jest obliczenie wagi (ważności) toksyczności. 

Każdej wartości TU nadaje się wartość liczbową WP równą: 

0 – dla próbek nietoksycznych 

1 – dla 0,4 < TU  1 

2 – dla 1 < TU  10 

3 – dla 10 < TU  100 

4 – dla TU >100 

Następnie oblicza się wagę w ramach klasy wg poniższego wzoru: 

WAGA =  WP / n 

Gdzie   WP  – suma wartości WP wszystkich zastosowanych testów 

n  – liczba zastosowanych testów 

Na koniec wagę podaje się w procentach: 

% WAGA = WAGA /max WP * 100 

Gdzie max WP – maksymalna wartość WP dla danej klasy 



Przykładowe zastosowanie systemu klasyfikacji toksyczności wg Persoone 

Dla zilustrowania powyżej przedstawionego systemu klasyfikacji posłużę się wynikami analizy wód 

podziemnych pobieranych z piezometrów zlokalizowanych wokół mogilników. Próbki pobierane były przez 

Instytut Geologii w Warszawie z okolic mogilników z województwa Zachodniopomorskiego. 

 

Zastosowano 5 biotestów: 

1. Microtox® - test wykorzystujący bakterie luminescencyjne Vibrio fischeri. Reakcją testową jest 

obniżenie luminescencji (świecenia) próbki po 15 minutach inkubacji. Test wykonano wg standardowej 

procedury producenta (SDI) przy użyciu analizatora M 500 i liofilizowanych bakterii. Obliczenia 

wyników dokonano przy zastosowaniu programu producenta MicrotoxOmni. 

2. Protoxkit F™ - test wykorzystujący pierwotniaka Tetrahymena termophila. Reakcją testową jest 

zahamowanie rozmnażania i pobierania pokarmu. Test wykonano wg standardowej procedury 

producenta (Microbiotests, Belgia).  

3. Spirotox - test wykorzystujący pierwotniaki Spirostomum ambiguum. Reakcjami testowymi są 

przyżyciowe deformacje komórki. Test wykonano wg standardowej procedury opracowanej w Zakładzie 

Badania Środowiska AM w Warszawie.  

4. Thamnotoxkit F™ - test wykorzystujący skorupiaka Thamnocephalus platyurus. Reakcją testową jest 

śmierć organizmu. Test wykonano wg standardowej procedury producenta (Microbiotests, Belgia).  

5. Daphnia - test wykorzystujący skorupiaka Daphnia magna. Reakcją testową jest śmierć organizmu. Test 

wykonano wg standardowej procedury ISO 6341. 

Testy Microtox, Protoxkit F™ oraz Thamnotoxkit F™ wykorzystują kryptobiotyczne formy organizmów, 

natomiast pierwotniaki i rozwielitki zastosowane w testach Spirotox i Daphnia pochodziły z hodowli 

własnych Zakładu Badania Środowiska AM. Test Daphnia zastosowano tylko do części próbek. 

Wyniki analizy skriningowej zebrano w Tabeli 1. Podano % reakcji testowej (PE). W przypadku, gdy PE 

20% próbkę uznawano za nietoksyczną (NT). 



Tabela 1. Wyniki testu skriningowego wód podziemnych pobieranych wokół mogilników województwa 

Zachodniopomorskiego. 

Kod Microtox® Protoxkit F™ Spirotox Thamnotoxkit F™ Daphnia 

M1 NT NT NT NT - 

M2 NT NT 100 NT - 

M3 NT NT NT NT NT 

B1 33 100 100 NT - 

B2 NT NT NT NT - 

B3 NT NT NT NT - 

B4 NT NT NT NT - 

B5 NT NT 100 NT - 

B6 NT NT NT NT - 

R1 NT NT NT NT - 

R2 NT 47 NT NT NT 

P1 NT NT NT NT NT 

P2 NT NT NT NT NT 

P3 NT NT NT NT NT 

P4 NT 43 100 NT NT 

P5 NT 61 30 45 30 

P6 30 50 100 NT 100 

P7 NT 47 100 NT NT 

S1 NT NT NT NT NT 

S2 NT NT NT NT NT 

S3 NT NT NT NT NT 

S4 NT NT NT NT NT 

S5 NT 46 NT 80 NT 

S6 NT NT NT NT NT 

S7 NT NT NT 70 NT 

S8 100 92 NT 100 100 

S9 NT 40 NT 40 NT 

S10 NT NT NT NT NT 

ST1 NT NT NT NT NT 

ST2 NT NT 100 40 NT 

ST3 NT 40 100 NT NT 

W1 NT NT 100 NT 100 

W2 NT NT NT NT 45 

W3 NT NT NT NT NT 

W4 NT NT NT 20 40 

W5 NT NT NT NT NT 

W6 NT NT 50 NT NT 

W7 NT NT 100 100 50 

W8 NT NT 50 30 NT 

NT – próbka nietoksyczna 



Dla próbek toksycznych przeprowadzono test podstawowy – z rozcieńczeniami. Uzyskane wyniki 

zamieszczono w Tabeli 2. 

Tabela 2. Wyniki testu podstawowego wód podziemnych pobieranych wokół mogilników województwa 

Zachodniopomorskiego. 

Kod Microtox® Protoxkit F™ Spirotox Thamnotoxkit F™ Daphnia 

M2 - - 4.00 - - 

B1 - 2.70 1.40 - - 

B5 - - 1.40 - - 

P4 - - 4.50 - - 

P5 - 1.10 - - - 

P6 - - 5.40 - 2.70 

P7 - - 2.00 - - 

S5 - - - 1.15 - 

S7 - - - 1.15 - 

S8 36.0 1.20 - 2.00 1.90 

ST2 - - 2.80 - - 

ST3 - - 2.50 - - 

W1 - - 2.84 - 2.20 

W7 - - 2.84 12.0 - 
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PN-EN ISO 11348:2002 Jakość wody - Oznaczanie inhibicyjnego działania próbek wody na emisję światła 

przez Vibrio fischeri (badanie na bakteriach luminescencyjnych)  

PN-EN ISO 6341:2002 Jakość wody - Określanie ograniczania ruchliwości Daphnia magna Straus 

(Cladocera: Crustacea) - Test toksyczności ostrej 

PN-EN ISO 7346:2002 Jakość wody - Oznaczanie ostrej, letalnej toksyczności substancji w odniesieniu do 

ryby słodkowodnej [ Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] 

PN-EN 28692:2001 Jakość wody. Test hamowania wzrostu glonów słodkowodnych Scenedesmus 

subspicatus i Selenastrum capricornutum 


