
CZĘŚĆ C. METODY PRZEPROWADZANIA BADAŃ EKOTOKSYCZNOŚCI

C.1. TOKSYCZNOŚĆ OSTRA (DLA RYB) 

1. METODA

1.1. Wstęp 

Celem tej metody jest określenie ostrej toksyczności danej substancji dla ryb umieszczonych w świeżej wodzie.
Do  wyboru właściwej  metody  badania  (statyczne,  semi-statyczne lub  przepływowe)  powinno się  posiadać
możliwie  jak  najdokładniejsze  informacje  dotyczące  rozpuszczalności  danej  substancji,  jej  trwałości,  stałej
dysocjacji i podatności na biodegradację; informacje te pomogą zapewnić odpowiednie, stałe stężenie substancji
przez cały okres badania. 
Przy  planowaniu badań  i ich późniejszej  interpretacji  należy  wziąć pod  uwagę dane dotyczące  np.  budowy
strukturalnej  danej  substancji,  stopnia  czystości,  rodzaju i zawartości  znaczących zanieczyszczeń, obecności
i ilości dodatków oraz współczynnika podziału oktanol/woda.

1.2. Definicje i jednostki 

1.  Toksyczność ostra:  dostrzegalne, szkodliwe objawy wywoływane w organizmie w trakcie krótkiego czasu
ekspozycji (dni) na daną substancję. W niniejszym teście, ostra toksyczność wyrażona jest jako medialne stężenie
śmiertelne (CL50), tj. stężenie powodujące śmierć 50% testowanych ryb podczas nieprzerwanego, określonego
czasu ekspozycji. 
Wszystkie stężenia badanej substancji podawane są w jednostce masy na jednostkę objętości (miligramy na dm3).
Można je również wyrazić jako jednostkę masy na jednostkę masy (mg/kg). 

1.3. Substancje kontrolne 

Można użyć substancji  kontrolnych w celu  wykazania braku istotnych zmian w reakcji  danego gatunku ryb
w warunkach badania laboratoryjnego. 
Nie proponuje się określonych substancji kontrolnych. 

1.4. Zasada metody 

W celu wykazania,  że wartość CL50 dla  danej  substancji jest  wyższa niż 100 mg/dm3 można przeprowadzić
badanie graniczne (test granicznego stężenia) z zastosowaniem tegoż stężenia. 
Ryby eksponuje się na daną substancję lub preparat dodany do wody, w zróżnicowanych stężeniach przez okres
96 godzin. Śmiertelność notuje się w co najmniej 24-godzinnych przedziałach i, jeżeli to możliwe, wylicza się
stężenie powodujące śmierć 50% ryb (CL50) w każdym przedziale czasowym. 

1.5. Kryteria wiarygodności badań 

Kryteria  wiarygodności  stosuje  się  zarówno  w  badaniach  wartości  granicznej  (granicznego  stężenia),  jak
i w badaniach w pełnym zakresie stężeń. 
Śmiertelność w grupie kontrolnej nie powinna przekraczać 10% (lub być większa niż jedna ryba w przypadku,
gdy stosuje się mniej niż 10 zwierząt) pod koniec badania. 
Stężenie rozpuszczonego tlenu powinno być większe niż 60% wartości wysycenia tlenem z powietrza. 
Stężenia badanej substancji w czasie całego badania nie powinny spadać poniżej 80% wartości początkowej. 
Dla substancji, które łatwo się rozpuszczają w układzie doświadczalnym, tworząc trwały roztwór, tj.  które nie
wyparowują  w znaczącym stopniu,  nie  ulegają  rozkładowi,  hydrolizie  lub  absorpcji,  za  stężenie  nominalne
można przyjąć ich stężenie początkowe. Należy wykazać, że podczas  całego testu stężenia utrzymywały się
w dopuszczalnych granicach i spełnione były wszelkie kryteria jakościowe. 
Dla  substancji,  które  słabo  rozpuszczają  się  w  medium doświadczalnym lub  tworzą  stabilne  emulsje  lub
zawiesiny, lub są nietrwałe w roztworze wodnym, za stężenie początkowe należy uznać stężenie oznaczone w
roztworze (lub, jeśli jest to technicznie niemożliwe, oznaczone w kolumnie wody) na początku testu. Stężenie to
należy oznaczać po uzyskaniu równowagi w roztworze, lecz przed wprowadzeniem ryb do badania. 
W  celu  potwierdzenia  właściwego stężenia  podczas  ekspozycji  lub  potwierdzenia  kryteriów wiarygodności
w każdym z powyższych przypadków dalsze oznaczenia muszą być wykonywane podczas badania. 
Wartość pH nie powinna zmieniać się o więcej niż 1 jednostkę. 
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1.6. Opis metody badania 

Można zastosować trzy sposoby postępowania: 

Badanie statyczne: 
Badanie  toksyczności,  w  którym  nie  następuje  przepływ  badanych  roztworów.  (Roztwory  nie  podlegają
wymianie przez cały czas trwania eksperymentu). 

Badanie semi-statyczne: 
Badanie,  w którym nie  następuje  przepływ badanych roztworów, ale  stosuje  się  regularną ich wymianę po
dłuższym czasie (np. po 24 godzinach). 

Badanie przepływowe: 
Badanie toksyczności, podczas której wymiana wody dokonywana jest w sposób ciągły w naczyniach, w których
przeprowadzane jest badanie, a związek chemiczny jest dostarczany wraz z napływającą wodą. 

1.6.1. Odczynniki 

1.6.1.1. Roztwory substancji badanych 

Roztwory podstawowe o odpowiednim stężeniu przygotowuje się przez rozpuszczenie danej substancji w wodzie
dejonizowanej lub wodzie przygotowanej zgodnie z zaleceniami (1.6.1.2.) 
Wybrane  stężenia przyrządza  się  poprzez  rozcieńczenie  roztworów podstawowych. Jeżeli  bada  się  wysokie
stężenia, substancję lub preparat można rozpuścić bezpośrednio w wodzie. 
Na ogół substancje bada się tylko do granic ich rozpuszczalności. W celu zapewnienia maksymalnego stężenia
i stabilności roztworu, w przypadku niektórych substancji (np. substancji o niskiej rozpuszczalności w wodzie,
wysokim Pow, tworzącymi raczej trwałe zawiesiny niż rzeczywiste roztwory w wodzie) dopuszczane jest użycie
stężeń  powyżej  granicy ich  rozpuszczalności.  W takiej  sytuacji  ważne  jest,  aby  uzyskiwane w ten  sposób
stężenie  w żaden  sposób  nie  zakłócało  układu  doświadczalnego  (np.  poprzez  tworzenie  warstewki danej
substancji na powierzchni wody, która mogłaby utrudniać natlenowanie wody, itp.). 
Podczas przygotowywania roztworów podstawowych substancji o niskiej rozpuszczalności w wodzie bądź też
w celu  zawieszenia tych substancji  w roztworze  można stosować metodę  dyspersji  ultradźwiękowej,  a także
dodatek  rozpuszczalników organicznych,  emulgatorów lub  substancji  dyspergujących.  W przypadku  użycia
substancji pomocniczych wszystkie roztwory badane powinny zawierać taką samą ilość tych składników; należy
również zastosować dodatkową grupę kontrolną eksponowaną na takie samo stężenie substancji pomocniczych,
jakie jest używane w grupach zwierząt narażanych. Należy zminimalizować stężenie substancji dodatkowych;
w żadnym razie nie może ono przekraczać 100 mg/dm3 medium doświadczalnego. 
Badanie należy przeprowadzić bez regulowania wartości pH. Jeżeli istnieją dowody na znaczącą zmianę pH,
zalecone jest  powtórzenie badania z regulacją wartości pH, a przedstawione wyniki należy opisać. W takich
przypadkach  należy  doprowadzić  wartość  pH  roztworu  wyjściowego  do  wartości  pH  wody  użytej  do
rozcieńczania,  chyba,  że  istnieją  powody  wykluczające  taką  możliwość.  Zaleca  się  użycie  roztworu  HCl
i roztworu NaOH. Dostosowanie pH musi być przeprowadzone w sposób, który nie wpłynie znacząco na stężenie
badanej  substancji  w roztworze  wyjściowym. Jeżeli  w następstwie dostosowywania pH  wystąpi  jakakolwiek
reakcja chemiczna lub wytrącenie substancji, należy ten fakt odnotować. 

1.6.1.2. Woda i roztwory stosowane do badań i rozcieńczania 

Zalecana jest woda pitna (niezanieczyszczona przez potencjalnie szkodliwe stężenia chloru, metali ciężkich lub
innych substancji),  woda naturalna o dobrej  jakości  lub woda uzdatniona (tabela C.1.1.).  Zalecana jest woda
o całkowitej twardości między 10 a  250 mg CaCO3 w dm3 i pH od 6,0 do 8,5. 
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1.6.2. Aparatura 

Cała aparatura powinna być wykonana z materiału obojętnego chemicznie: 
- system do automatycznego rozcieńczania (w teście przepływowym), 
- przyrząd do pomiaru stężenia tlenu, 
- przyrząd do pomiaru twardości wody, 
- przyrząd do kontroli temperatury, 
- pH-metr. 

TABELA C.1.1. WODA UZDATNIONA 

Przykładowy sposób przygotowania roztworów roboczych 
Wszystkie związki chemiczne muszą mieć czystość analityczną (cz.d.a.). 
Należy używać wody destylowanej o dobrej jakości lub dejonizowanej, której przewodnictwo elektryczne nie
powinno przekraczać 5 Scm-1. 
Aparat stosowany do destylacji nie może zwierać części wykonanych z miedzi. 
Roztwory podstawowe 
CaCl2·2H2O (chlorek wapnia dwuwodny):

Rozpuścić i uzupełnić wodą do 1 dm3

11,76 g

MgSO4·7H2O (siarczan magnezu siedmiowodny)
Rozpuścić i uzupełnić wodą do 1 dm3

4,93 g

NaHCO3 (wodorowęglan sodu)
Rozpuścić i uzupełnić wodą do 1 dm3 

2,59 g

KCl (chlorek potasu)
Rozpuścić i uzupełnić wodą do 1 dm3

0,23 g

Roztwory robocze 
Należy zmieszać po 25 mililitrów każdego roztworu podstawowego i uzupełnić wodą do 1 dm3. 
Napowietrzać aż do chwili, gdy stężenie rozpuszczonego tlenu osiągnie wartość wysycenia tlenem z powietrza.
Wartość pH powinna wynosić 7,80,2. 
W razie konieczności doprowadzić pH do żądanej wartości przy użyciu roztworu NaOH (wodorotlenku sodu)
lub HCl (kwasu solnego). 
Tak przygotowane roztwory służące do sporządzania roztworów roboczych powinny być odstawione na około
dwanaście godzin przed użyciem, bez stosowania napowietrzania. 
Łączne stężenie jonów wapniowych i magnezowych w tym roztworze wynosi 2,5 mmol/dm3. Stosunek stężenia
jonów Ca:Mg wynosi 4:1, a jonów Na:K 10:1. Całkowita zasadowość tego roztworu wynosi 0,8 mmol/dm3. 
Jakiekolwiek zmiany wprowadzane w sposobie przyrządzania powyższego roztworu nie powinny powodować
zmiany jego składu lub właściwości. 

1.6.3. Ryby doświadczalne 

Ryby powinny być zdrowe i charakteryzować się prawidłowym wyglądem. 
Przy wyborze gatunku ryb należy uwzględniać istotne kryteria praktyczne, takie jak na przykład łatwa dostępność
ryb w ciągu roku, łatwość ich utrzymania, wygodę przy badaniu, względną wrażliwość na związki chemiczne,
i inne czynniki istotne z ekonomicznego, biologicznego i ekologicznego punktu widzenia. Przy wyborze gatunku
należy  jednocześnie  pamiętać  o potrzebie  powtarzalności  otrzymanych  wyników  oraz  istniejących
unormowaniach międzynarodowych 1). 
Listę gatunków ryb zalecanych do badań przedstawiono w tabeli C.1.2.; preferowany jest danio pręgowany
i pstrąg tęczowy. 

1)
 OECD, Paris, 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council C(81) 30 final and updates.
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1.6.3.1. Utrzymywanie ryb 

Ryby doświadczalne powinny pochodzić  z jednego  źródła,  odznaczać  się  podobnymi wymiarami i wiekiem.
Ryby muszą być przetrzymywane przez przynajmniej 12 dni w następujących warunkach: 
a) obsada: 
właściwa dla układu doświadczalnego (recyrkulacja lub przepływ) oraz gatunku ryb; 
b) woda: 
zalecana jest woda pitna (niezanieczyszczona przez potencjalnie szkodliwe stężenia chloru, metali ciężkich lub
innych substancji),  woda naturalna o dobrej  jakości  lub woda uzdatniona (tabela C.1.1.).  Zalecana jest woda
o całkowitej twardości między 10 a  250 mg CaCO3 w dm3 i pH od 6,0 do 8,5; 
c) światło: 
12 do 16 godzin światła w ciągu doby 
d) stężenie rozpuszczonego tlenu: 
nie mniej niż 80% wartości wysycenia tlenem z powietrza; 
e) karmienie: 
trzy razy w tygodniu lub codziennie; zaprzestać karmienia na 24 godziny przed rozpoczęciem badania. 

TABELA C.1.2. GATUNKI RYB POLECANE DO BADAŃ 

Hodowla ryb 

Ryby wymienione  powyżej są  łatwe w   hodowli i/lub szeroko dostępne przez  cały rok.  Można je  hodować
i rozmnażać albo na fermach rybnych albo w laboratorium, w warunkach zapewniających ryby wolne od chorób
i schorzeń pasożytniczych, co zapewnia dostępność zwierząt zdrowych i o znanym pochodzeniu. Wymienione
ryby są dostępne w wielu częściach świata.

1.6.3.2. Oznaczanie śmiertelności 

Po 48 godzinach okresu dostosowawczego należy określić śmiertelność, stosując następujące kryteria: 
- śmiertelność przekraczająca 10% populacji w ciągu 7 dni: odrzucenie całej partii ryb, 
- śmiertelność pomiędzy 5 a 10% populacji: okres przetrzymywania przedłużyć o dodatkowe 7 dni; 
- w przypadku braku dalszych przypadków padnięć partię ryb można przyjąć do badań, w przeciwnym

wypadku odrzucić całą partię, 
- śmiertelność poniżej 5% populacji: wszystkie ryby można użyć do badań. 

Zalecany gatunek Zalecany zakres temperatur
w czasie badania (oC)

Zalecane wymiary ryb
(cm)

Danio pręgowany Brachydanio rerio
(Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-
Buchanan) 

20-24 3,00,5

Pimephales promelas (Teleostei,
Cyprinidae) (Rafineque) 

20-24 5,02,0

Karp Cyprinus carpio (Teleostei,
Cyprinidae) (Linneaus 1758) 

20-24 6,02,0

Ryżówka japońska Oryzias latipes
(Teleostei, Poeciliidae) Cyprinodontidae
(Tomminck i Schlegel 1850) 

20-24 3,01,0

Gupik Poecilia reticulata (Teleostei,
Poeciliidae) (Peters 1859) 

20-24 3,01,0

Okoniopstrąg Lepomis macrochirus
(Teleostei, Centrarchidae) (Rafinesque
Linnaeus 1758) 

20-24 5,02,0

Pstrąg tęczowy Onchorhynchus mykiss
(Teleostei, Salmonidae) (Walbaum 1988) 

12-17 6,02,0

Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae)
(Linnaeus 1758)

20-24 6,02,0
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1.6.4. Adaptacja 

Wszystkie ryby przez przynajmniej 7 dni przed badaniem należy przetrzymywać w wodzie o tej samej jakości
i temperaturze jak woda używana do badań. 

1.6.5. Sposób postępowania 

Przed przystąpieniem do właściwego badania można, w celu uzyskania informacji o zakresie stężeń, które będą
użyte do doświadczenia, wykonać badanie wstępne. 
Obok grup badanych należy zastosować grupy kontrolne bez substancji  badanej,  i jeżeli  to konieczne, grupy
kontrolne z substancjami pomocniczymi. 
Aby spełnić kryteria wiarygodności, w zależności od właściwości fizykochemicznych badanej substancji należy
wybrać odpowiedni rodzaj testu: statyczny, semi-statyczny lub przepływowy. 
Ryby należy eksponować w następujących warunkach: 

- czas trwania badania: 96 godzin, 
- liczba zwierząt: przynajmniej 7 na stężenie, 
- zbiorniki o odpowiedniej objętości w zależności od zalecanej obsady, 
- obsada:  zaleca  się  maksymalne obciążenie  w układzie  statycznym i semi-statycznym  równe  1 g/dm3;

w układach przepływowych dopuszczalne jest większe obciążenie, 
- stężenia substancji badanej: przynajmniej pięć stężeń różniących się o stały współczynnik nie większy niż

2,2 i, na ile to możliwe, obejmujące zakres śmiertelności pomiędzy 0 i 100%, 
- woda: (wg punktu 1.6.1.2.), 
- światło: 12 do 16 godzin oświetlenia w ciągu doby, 
- temperatura: odpowiednia dla badanego gatunku (wg tabeli C.1.2.), bez odchyleń większych niż 1oC, 
- stężenie rozpuszczonego tlenu: nie  mniej  niż  60% wartości  wysycenia  tlenem z powietrza w określonej

temperaturze, 
- karmienie: nie stosuje się. 

Ryby obserwowane są po pierwszych 2-4 godzinach, a następnie przynajmniej w 24 godzinnych odstępach. Za
martwe  uważa się  ryby  niewykazujące dających  się  zaobserwować ruchów oddechowych  i takie,  u których
dotknięcie okolicy przewężenia ogonowego nie spowoduje reakcji. Martwe ryby należy usunąć, a śmiertelność
zanotować. 
Odnotowuje się wszelkie widoczne odstępstwa od normy (np. utrata równowagi, zmiany w sposobie pływania,
oddychania, zabarwienia itp.). 
Codziennie należy dokonywać pomiarów pH wody, zawartości tlenu rozpuszczonego i wartości temperatury. 

Badanie wartości stężenia granicznego 

W  celu  wykazania,  że  wartość  CL50 dla  danej  substancji  jest  większa  od  wartości 100 mg/dm3,  można
przeprowadzić, przy użyciu opisanych metod, badanie wartości stężenia granicznego stosując właśnie to stężenie.
Jeżeli właściwości danej substancji nie pozwalają na uzyskanie stężenia 100 mg/dm3 w wodzie, badanie wartości
stężenia  granicznego  powinno  być  przeprowadzone  dla  stężenia  odpowiadającego  rozpuszczalności  danej
substancji  (lub  przy  maksymalnym stężeniu  tworzącym stabilny  układ  dyspersyjny) w użytym medium (wg
punktu 1.6.1.1.). 
Badanie wartości stężenia granicznego powinno być przeprowadzone przy użyciu 7 do 10 ryb, z taką samą liczbą
zwierząt w grupach kontrolnych. (Według wzoru na dwumian Newtona, jeżeli po zastosowaniu 10 ryb uzyskuje
się zerową śmiertelność, to można stwierdzić, z 99,9% poziomem ufności, iż wartość CL50 jest większa niż użyte
stężenie  graniczne.  W przypadku  zastosowania  7,  8  lub  9 ryb  i zerowej  śmiertelności  można  stwierdzić,
z przynajmniej 99% poziomem ufności, że CL50 jest większe niż użyte stężenie). 
Jeżeli podczas badania wartości stężenia granicznego w grupie badanych ryb wystąpi śmiertelność, to należy
przeprowadzić pełne badanie. Należy zanotować pojawiające się objawy zaburzeń subletalnych. 

2. WYNIKI I ICH OMÓWIENIE 

Dla każdego etapu doświadczenia, podczas którego dokonywano obserwacji (24, 48, 72 i 96 godzin), należy
przedstawić na papierze logarytmiczno-probitowym wykres zależności procentu śmiertelności od stężenia. 
W miarę  możliwości,  należy  wyznaczyć wartości  CL50 z przedziałem  ufności  (p=0,05)  dla  każdego  okresu
obserwacji przy użyciu standardowych metod; wartości te powinny być zaokrąglone do jednego lub najwyżej
dwu znaczących miejsc po przecinku (przykłady zaokrąglenia do dwóch miejsc po przecinku: 170 dla 173,5;
0,13 dla 1,127; 1,2 dla 1,21). 
W  przypadkach  gdy  współczynnik  nachylenia  krzywej  zależności  stężenie-odpowiedź  jest  zbyt  mały,  aby
wykonać obliczenie CL50, wystarczające jest oszacowanie tej wartości metodą graficzną. 
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Jeżeli dwa następujące po sobie stężenia danej substancji, których stosunek wynosi 2,2, wywołują śmiertelność
na poziomie 0 i 100%, to  wartości tych stężeń są wystarczające do  określenia  zakresu, w którym mieści się
wartość CL50. 
Jeżeli nie można zagwarantować stabilności lub jednorodności badanej substancji, to fakt ten należy odnotować
i wziąć pod uwagę przy późniejszej interpretacji wyników. 

3. SPRAWOZDANIE 

W sprawozdaniu zamieszcza się, z uwzględnieniem zakresu badań, następujące informacje: 
- dane na temat ryb doświadczalnych (nazwa gatunkowa, szczep, dostawca, ewentualne wcześniej wykonane

zabiegi, rozmiar i liczba zwierząt użytych na każdym poziomie dawkowania), 
- źródło pochodzenia wody i jej podstawowa charakterystyka chemiczna (pH, twardość, temperatura), 
- w przypadku  substancji  słabo  rozpuszczalnych  w wodzie  metoda  przygotowywania  roztworów

podstawowych i badanych, 
- stężenia substancji pomocniczych, 
- użyte stężenia oraz wszelkie dostępne informacje na temat stabilności badanej substancji/preparatu w danym

stężeniu w roztworze badanym, 
- metody i wyniki wykonanych analiz chemicznych (jeśli je przeprowadzono), 
- wyniki badania stężenia granicznego, jeśli je przeprowadzano, 
- uzasadnienie wyboru i szczegóły procedury  badawczej  (np.  metoda  statyczna, semi-statyczna, szybkość

dawkowania, szybkość przepływu, napowietrzanie, obsada ryb, itp.), 
- opis stosowanej aparatury do badań, 
- rytm dobowy światło/ciemność, 
- stężenia rozpuszczonego tlenu, wartość pH i temperatury roztworów badanych, mierzone co 24 godziny, 
- dowody na spełnienie kryteriów wiarygodności, 
- tabelę przedstawiającą wartość skumulowanej śmiertelności w każdej grupie badanej i kontrolnej (a także

kontrolnej  z substancjami  pomocniczymi,  w przypadku  ich  stosowania)  po  każdym zalecanym okresie
obserwacji, 

- wykres krzywej zależności stężenie/procent odpowiedzi na końcu badania, 
- jeśli to możliwe, wartości CL50 dla każdego, zalecanego okresu obserwacji (z 95% przedziałem ufności), 
- metody statystyczne użyte przy obliczaniu wartości CL50, 
- wyniki badań z zastosowaniem substancji kontrolnych, jeśli były wykonywane, 
- najwyższe stężenie badane niewywołujące śmiertelności podczas badania, 
- najniższe stężenie badane wywołujące 100% śmiertelność podczas badania. 

RYSUNEK C.1.
Przykładowy wykres zależności: stężenie-procent śmiertelności 

Przykładowy sposób oznaczania wartości CL50 przy użyciu zależności logarytmiczno-probitowej 
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C.2. TOKSYCZNOŚĆ OSTRA (DLA ROZWIELITEK - Daphnia sp.) 

1. METODA 

1.1. Wstęp 

Celem  tej  metody  jest  określenie  medialnego  stężenia  efektywnego  danej  substancji,  powodującego
unieruchomienie  (EC50)  rozwielitek  (Daphnia)  w świeżej  wodzie.  Przed  rozpoczęciem  badania  powinno się
dysponować możliwie jak najdokładniejszymi informacjami dotyczącymi rozpuszczalności danej substancji, jej
trwałości,  stałej dysocjacji i podatności na biodegradację;  informacje te pomogą zapewnić odpowiednie, stałe
stężenie substancji przez cały okres badania. 
Przy  planowaniu badań  i ich późniejszej  interpretacji  należy  wziąć pod  uwagę dane dotyczące  np.  budowy
strukturalnej  danej  substancji,  stopnia  czystości,  rodzaju i zawartości  znaczących zanieczyszczeń, obecności
i ilości substancji dodatkowych oraz współczynnika podziału oktanol/woda.

1.2. Definicje i jednostki 

W rozumieniu rozporządzenia  wymóg nakazujący wyznaczenie CL50 dla  rozwielitki  uważa się  za  spełniony
poprzez oznaczenie EC50 w sposób opisany w niniejszej metodzie. 

1. Toksyczność ostra w niniejszym badaniu to medialne stężenie efektywne (EC50) powodujące unieruchomienie
rozwielitek.  Jest  to  stężenie,  określone  przez  wartości  początkowe,  powodujące  unieruchomienie
50% rozwielitek badanej grupy podczas ciągłego, określonego okresu narażania.
2. Unieruchomienie. Za unieruchomione uważa się te zwierzęta, które nie wykazują zdolności do pływania w
ciągu 15 sekund po delikatnym wstrząśnięciu naczyniem doświadczalnym. 

Wszystkie stężenia badanej substancji podawane są w jednostce masy na jednostkę objętości (miligramy na dm3).
Można je również wyrazić jako jednostkę masy na jednostkę masy (mg/kg). 

1.3. Substancje kontrolne 

Można użyć substancji kontrolnych w celu wykazania braku istotnych zmian we wrażliwości danego gatunku
w warunkach badania laboratoryjnego. 
Podsumowanie wyników otrzymanych w międzylaboratoryjnym badaniu z wykorzystaniem czterech różnych
substancji zebrano w tabeli C.1.3. 

TABELA C.1.3. PODSUMOWANIE WYNIKÓW OTRZYMANYCH W MIĘDZYLABORATORYJNYM
BADANIU WYKONANYCH W 1978 R 1)

Celem tego testu było oznaczenie wartości EC50/24 h . 
Użyte substancje: 
1. Dwuchromian potasu. 
2. Kwas tetrapropylobenzosulfonowy. 
3. Sól sodowa kwasu tetrapropylobenzosulfonowego. 
4. Sól potasowa kwasu trichloro-2,4,5-fenoksyoctowego. 

Związek
chemiczny

Liczba laboratoriów
uczestniczących w

badaniach

Liczba wyników
ocenianych przy
obliczaniu EC50

Średnie EC50 po
24 godzinach

1 
2 
3 
4

46 
36 
31 
32

129 
108 
84 
72

1,5 
27 
27 
770

1 ) International Standard ISO, Water Quality - Determination of inhibition of mobility of Daphnia magna Straus,
ISO 6341-1989. 
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1.4. Zasada metody 

W celu wykazania, że wartość EC50 dla  danej  substancji jest  wyższa niż 100 mg/dm3,  można przeprowadzić
badanie wartości stężenia granicznego z zastosowaniem tegoż stężenia. 
Rozwielitki  eksponuje  się  na  daną  substancję  dodaną  do  wody,  w zróżnicowanych stężeniach  przez  okres
48 godzin. Jeżeli stosuje się badanie trwające krócej, należy podać uzasadnienie takiego postępowania. 
W tych samych warunkach doświadczalnych oraz  przy zastosowaniu odpowiedniego zakresu stężeń,  badana
substancja  wykazuje w różnych stężeniach różny wpływ na  zdolności  pływania rozwielitek.  Różne  stężenia
wywołują unieruchomienie różnego odsetka rozwielitek pod koniec doświadczenia.  Stężenia wywołujące  0%
i 100%  unieruchomienia  są  wyznaczane  bezpośrednio  na  podstawie  obserwacji  zachowania  się  zwierząt.
Natomiast 48 godzinne EC50 jest obliczane wtedy, gdy jest to możliwe. 
W niniejszym badaniu stosuje się układ statyczny, więc badane roztwory nie są wymieniane podczas ekspozycji. 

1.5. Kryteria wiarygodności badań 

Kryteria  wiarygodności stosuje  się  zarówno  w badaniach wartości stężenia  granicznego,  jak  i  w badaniach
w pełnym zakresie stężeń. 
Odsetek zwierząt unieruchomionych w grupie kontrolnej nie powinien przekraczać 10% pod koniec badania. 
Badane rozwielitki w grupie kontrolnej nie powinny być uwięzione na powierzchni wody. 
Stężenie rozpuszczonego tlenu w naczyniach doświadczalnych podczas całego badania powinno być większe niż
3 mg/dm3. W żadnym przypadku nie może ono być niższe od 2 mg/dm3. 
Stężenia badanej substancji w czasie całego badania nie powinny spadać poniżej 80% wartości początkowej. 
Dla substancji,  które łatwo się rozpuszczają w medium doświadczalnym, tworząc trwały roztwór, tj. które nie
wyparowują  w znaczącym stopniu,  nie  ulegają  rozkładowi,  hydrolizie  lub  absorpcji,  za  stężenie  nominalne
można przyjąć ich stężenie początkowe. Należy wykazać, że podczas  całego testu stężenia utrzymywały się
w dopuszczalnych granicach i spełnione były wszelkie kryteria jakościowe. 
Dla substancji, które: 

- słabo rozpuszczają się w medium doświadczalnym, 
- tworzą stabilne emulsje lub zawiesiny, 
- są nietrwałe w roztworze wodnym, 

za stężenie początkowe należy uznać stężenie oznaczone w roztworze (lub, jeśli jest to technicznie niemożliwe,
oznaczone  w kolumnie  wody)  na  początku  testu.  Stężenie  to  należy  oznaczać  po  uzyskaniu  równowagi
w roztworze, lecz przed wprowadzeniem badanych organizmów do badania. 
W  celu  potwierdzenia  właściwego stężenia  podczas  ekspozycji  lub  potwierdzenia  kryteriów jakościowych,
w każdym z powyższych przypadków dalsze oznaczenia muszą być wykonywane podczas badania. 
Wartość pH nie powinna zmieniać się o więcej niż 1 jednostkę. 

1.6. Opis metody badania 

1.6.1. Odczynniki 

1.6.1.1. Roztwory substancji badanych 

Roztwory podstawowe o odpowiednim stężeniu przygotowuje się przez rozpuszczenie danej substancji w wodzie
dejonizowanej lub wodzie przygotowanej zgodnie z zaleceniami (wg punktu 1.6.1.2.). 
Wybrane  stężenia przyrządza  się  poprzez  rozcieńczenie  roztworów podstawowych. Jeżeli  bada  się  wysokie
stężenia, substancję można rozpuścić bezpośrednio w wodzie. 
Na  ogół  substancje  bada  się  tylko  do  granic  ich  rozpuszczalności.  W celu  zapewnienia  maksymalnego
stężenia/stabilności  roztworu;  w przypadku  niektórych substancji  (np.  substancji  o  niskiej  rozpuszczalności
w wodzie, wysokim Pow, tworzących raczej trwałe zawiesiny niż rzeczywiste roztwory w wodzie) dopuszczalne
jest użycie stężeń powyżej granicy ich rozpuszczalności. W takiej  sytuacji ważne jest,  aby uzyskiwane w ten
sposób stężenie w żaden sposób nie zakłócało układu doświadczalnego (np. poprzez tworzenie warstewki danej
substancji na powierzchni wody, która mogłaby utrudniać natlenowanie wody, itp.). 
Podczas przygotowywania roztworów podstawowych substancji o niskiej rozpuszczalności w wodzie bądź też
w celu  zawieszenia tych substancji  w roztworze  można stosować metodę  dyspersji  ultradźwiękowej,  a także
dodatek  rozpuszczalników organicznych,  emulgatorów lub  substancji  dyspergujących.  W przypadku  użycia
substancji pomocniczych wszystkie roztwory badane powinny zawierać taką samą ilość tego składnika; należy
również  zastosować  dodatkową  grupę  kontrolną  z rozwielitkami  eksponowanymi na  takie  samo  stężenie
substancji  pomocniczej,  jakie jest  używane w grupach zwierząt narażanych. Należy zminimalizować stężenie
substancji dodatkowych; w żadnym wypadku nie może ono przekraczać 100 mg/dm3 medium doświadczalnego. 
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Badanie należy przeprowadzić bez regulowania wartości pH. Jeżeli istnieją dowody na znaczącą zmianę pH,
zalecone jest  powtórzenie  badania  z regulacją  wartości pH, a przedstawione wyniki należy opisać.  W takich
przypadkach  należy  doprowadzić  wartość  pH roztworu  wyjściowego  do  wartości  pH  wody  użytej  do
rozcieńczania,  chyba  że  istnieją  powody  wykluczające  taką  możliwość.  Zaleca  się  użycie  roztworu  HCl
i roztworu NaOH. Dostosowanie pH musi być przeprowadzone w sposób, który nie wpłynie znacząco na stężenie
badanej  substancji  w roztworze  wyjściowym. Jeżeli  w następstwie dostosowywania pH  wystąpi  jakakolwiek
reakcja chemiczna lub wytrącenie substancji należy ten fakt odnotować. 

1.6.1.2. Woda do badań 

W badaniach powinna być używana się woda uzdatniona (wg tabeli  C.1.1.,  ISO 6341 1)).  W celu uniknięcia
konieczności adaptacji,  przed badaniem zaleca się, by woda stosowana w hodowli była podobnej jakości (pH,
twardość) jak woda stosowana w badaniach. 

Przykładowy sposób przygotowania roztworów roboczych 

Wszystkie związki chemiczne muszą mieć czystość analityczną (cz.d.a.). 
Należy używać wody destylowanej o dobrej jakości lub dejonizowanej, której przewodnictwo elektryczne nie
powinno przekraczać 5 Scm-1. 
Aparat stosowany do destylacji nie może zawierać części wykonanych z miedzi. 

Roztwory podstawowe 

CaCl22H2O (chlorek wapnia dwuwodny): 11,76 g 
Rozpuścić i uzupełnić wodą do 1 dm3 
MgSO47H2O (siarczan magnezu siedmiowodny) 4,93 g 
Rozpuścić i uzupełnić wodą do 1 dm3 
NaHCO3 (wodorowęglan sodu) 2,59 g 
Rozpuścić i uzupełnić wodą do 1 dm3 
KCl (chlorek potasu) 0,23 g 
Rozpuścić i uzupełnić wodą do 1 dm3 

Roztwory robocze 

Należy zmieszać po 25 mililitrów każdego roztworu podstawowego i uzupełnić wodą do 1 dm3. 
Napowietrzać aż do chwili, gdy stężenie rozpuszczonego tlenu osiągnie wartość wysycenia tlenem z powietrza. 
Wartość pH powinna wynosić 7,80,2. 
W razie konieczności doprowadzić pH do żądanej wartości przy użyciu roztworu NaOH (wodorotlenku sodu)
lub HCl. Tak przygotowane roztwory służące do sporządzania roztworów roboczych powinny być odstawione na
około dwanaście godzin przed użyciem, bez stosowania napowietrzania. 
Łączne stężenie jonów wapniowych i magnezowych w tym roztworze wynosi 2,5 mmol/dm3. Stosunek stężenia
jonów Ca:Mg wynosi 4:1, a jonów Na:K 10:1. Całkowita zasadowość tego roztworu wynosi 0,8 mmol/dm3. 
Jakiekolwiek zmiany wprowadzane w sposobie przyrządzania powyższego roztworu nie powinny powodować
zmiany jego składu lub właściwości. 

1.6.2. Aparatura 

Należy  używać  typowych  przyrządów  i  wyposażenia  laboratoryjnego.  Całe  wyposażenie,  które  wchodzi
w kontakt z badanymi roztworami, powinno być wykonane ze szkła: 

- przyrząd do pomiaru stężenia tlenu (z mikroelektrodą lub innym odpowiednim wyposażeniem do pomiaru
stężenia rozpuszczonego tlenu w próbkach o małej objętości), 

- odpowiedni przyrząd do kontroli temperatury, 
- pH-metr, 
- przyrząd do pomiaru twardości wody. 

1 ) International Standard ISO, Water Quality - Determination of inhibition of mobility of Daphnia magna Straus,
ISO 6341-1989. 
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1.6.3. Organizmy doświadczalne 

Zalecanym  gatunkiem  jest  Daphnia  magna,  chociaż  można  użyć  również  Daphnia  pulex.  Zwierzęta
przeznaczone  do  badań na początku testu nie  powinny być starsze niż  24 godziny. Powinny być hodowane
w laboratorium  i wolne  od  jakichkolwiek  widocznych  objawów  chorobowych  oraz  o znanej  przeszłości
(np: hodowla, uprzednie stosowanie jakichkolwiek substancji itp.). 

1.6.4. Sposób postępowania 

Przed przystąpieniem do właściwego badania można, w celu uzyskania informacji o zakresie stężeń, które będą
użyte do doświadczenia, wykonać badanie wstępne. 
Obok grup badanych należy zastosować grupy kontrolne, w których nie stosowano substancji badanej, i jeżeli to
konieczne, grupy kontrolne z substancjami pomocniczymi. 
Rozwielitki eksponuje się na daną substancję w sposób opisany poniżej: 

- czas trwania badania: zalecane jest 48 godzin, 
- liczba zwierząt: przynajmniej 20 zwierząt na każdą dawkę; najlepiej podzielone na 4 grupy po 5 lub 2 grupy

po 10 zwierząt, 
- obsada: na każde zwierzę powinno przypadać przynajmniej 2 cm3 roztworu testowego, 
- badane  stężenie: roztwory  badane  powinny  być  przygotowane  bezpośrednio  przed  wprowadzeniem

rozwielitek,  najlepiej  bez  użycia  rozpuszczalnika  innego  niż  woda.  Badane  roztwory  w określonych
stężeniach  przyrządza  się  w postępie  geometrycznym,  ze  współczynnikiem  nieprzekraczającym  2,2.
Stężenia wywołujące 0% i 100% unieruchomień po 48 godzinach, a także wartość dawek wywołujących
pośrednie  stopnie  zahamowania,  które  umożliwiają  wyliczenie  EC50,  powinno  się  badać  razem
z odpowiednią grupą kontrolną, 

- woda: (wg punktu 1.6.1.2.), 
- światło: można zastosować cykl dzienny światło/ciemność, 
- temperatura: powinna być zawarta w granicach od 18 do 22oC, ale nie może zmienić się o więcej niż 1 C

podczas całego badania, 
- napowietrzanie: nie należy napowietrzać za pomocą bąbelkowania, 
- karmienie: nie stosuje się. 

Wartość pH i stężenia tlenu w roztworach stosowanych dla grup eksponowanych i kontrolnych należy oznaczać
na końcu doświadczenia; nie powinno się regulować pH roztworów badawczych. 
Substancje  łatwo  lotne  należy  badać  w pojemnikach  całkowicie  wypełnionych  i szczelnie  przykrytych,
wystarczająco dużych, aby zapewnić niezbędną ilość tlenu. 
Rozwielitki obserwuje się przynajmniej po 24 godzinach ekspozycji i następnie po 48 godzinach. 

Badanie wartości stężenia granicznego 

W celu wykazania, że wartość EC50 dla danej  substancji jest większa od wartości 100 mg/dm3,  można, przy
użyciu opisanych metod, przeprowadzić badanie wartości stężenia granicznego, stosując właśnie to stężenie. 
Jeżeli właściwości danej substancji nie pozwalają na uzyskanie stężenia 100 mg/dm3 w wodzie, badanie wartości
stężenia  granicznego  powinno  być  przeprowadzone  dla  stężenia  odpowiadającego  rozpuszczalności  danej
substancji  (lub  przy  maksymalnym stężeniu  tworzącym stabilny  układ  dyspersyjny) w użytym medium (wg
punktu 1.6.1.1.). 
Badanie wartości stężenia granicznego powinno być przeprowadzone przy użyciu 20 rozwielitek podzielonych
na 2 do 4 grup, z taką samą liczbą zwierząt w grupach kontrolnych. Jeżeli podczas badania wartości granicznej
w grupie badanych rozwielitek wystąpi objaw unieruchomienia, to należy przeprowadzić pełne badanie. Należy
zanotować pojawiające się objawy zaburzeń subletalnych. 

2. WYNIKI I ICH OMÓWIENIE 

Dla każdego etapu doświadczenia należy przedstawić w układzie logarytmiczno-probitowym wykres zależności
procentu unieruchomienia od stężenia. 
W miarę  możliwości  należy wyznaczyć wartości  EC50 z  przedziałem  ufności  (p=0,05)  dla  każdego  okresu
obserwacji przy użyciu standardowych metod; wartości te powinny być zaokrąglone do jednego lub najwyżej
dwu znaczących miejsc po przecinku (przykłady zaokrąglenia do dwóch miejsc po przecinku: 170 dla 173,5;
0,13 dla 1,127; 1,2 dla 1,21). 
W przypadkach  gdy  współczynnik  nachylenia  krzywej  zależności  stężenie-odpowiedź  jest  zbyt  mały,  aby
umożliwić obliczenie EC50, wystarczające jest oszacowanie tej wartości metodą graficzną.
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Jeżeli  dwa  następujące  po  sobie  stężenia  danej  substancji,  których  stosunek  wynosi  2,2,  wywołują
unieruchomienie na poziomie 0 i 100%, to wartości tych stężeń są wystarczające do określenia zakresu, w którym
mieści się wartość EC50. 
Jeżeli nie można zagwarantować stabilności lub jednorodności badanej substancji, to fakt ten należy odnotować
i wziąć pod uwagę przy późniejszej interpretacji wyników. 

 RYSUNEK C.2.
Przykładowy wykres zależności stężenie-procent unieruchomienia 

Przykładowy sposób oznaczania wartości EC50 przy użyciu wykresu logarytmiczno-probitowego 
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3. SPRAWOZDANIE 

W sprawozdaniu zamieszcza się, z uwzględnieniem zakresu badań, następujące informacje: 
- dane na temat badanych organizmów (nazwa naukowa, szczep, dostawca, ewentualne wcześniej wykonane

zabiegi, karmienie – łącznie ze źródłem, rodzajem i ilością pożywienia, częstotliwość karmienia), 
- źródło pochodzenia wody i jej podstawową charakterystykę chemiczną (pH, twardość, temperatura), 
- w przypadku  substancji  słabo  rozpuszczalnych  w wodzie,  metodę  przygotowywania  roztworów

podstawowych i badanych, 
- stężenie substancji pomocniczych, 
- użyte stężenia oraz wszelkie dostępne informacje na temat stabilności badanej substancji w danym stężeniu

w roztworze badanym, 
- metody i wyniki wykonanych analiz chemicznych, jeżeli je przeprowadzono, 
- wyniki badania wartości stężenia granicznego, jeżeli je przeprowadzano, 
- opis aparatury stosowanej do badań, 
- rytm dobowy światło/ciemność, 
- stężenia rozpuszczonego tlenu, wartości pH i temperatur roztworów badanych, 
- dowody na spełnienie kryteriów wiarygodności badań, 
- tabelę przedstawiającą skumulowaną wartość unieruchomień w każdej grupie badanej i kontrolnej (a także

kontrolnej  z substancjami  pomocniczymi,  w przypadku  ich  stosowania)  po  każdym zalecanym okresie
obserwacji (24 i 48 godzin), 

- wykres krzywej zależności stężenie/procent odpowiedzi na końcu badania, 
- jeśli to możliwe, wartości EC50 dla każdego, zalecanego okresu obserwacji (z 95% przedziałem ufności), 
- metody statystyczne użyte przy obliczaniu wartości EC50, 
- wyniki badań z zastosowaniem substancji kontrolnych, jeżeli były wykonywane, 
- najwyższe stężenie badane niewywołujące unieruchomień podczas badania, 
- najniższe stężenie badane wywołujące 100% unieruchomień podczas badania. 
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C.3. HAMOWANIE WZROSTU GLONÓW 

1. METODA 

1.1. Wstęp 

Celem  tego  badania  jest  określenie  wpływu  badanej  substancji  na  wzrost  gatunków  zielonych  glonów
jednokomórkowych.  Za  pomocą  tego  względnie  krótkiego  badania  (72 godziny)  można  ocenić  skutki
występujące u kilku pokoleń. Poniższe wskazania można adaptować do badań, które można przeprowadzić na
kilku  gatunkach  glonów  jednokomórkowych,  jednak  wtedy  sprawozdaniu  z badań  musi  towarzyszyć  opis
zastosowanej metody. 
Metoda  najlepiej  nadaje  się  do  badania  substancji  łatwo  rozpuszczalnych  w wodzie,  które  w warunkach
doświadczalnych prawdopodobnie zostaną w fazie wodnej. 
Metody można użyć do badań substancji, które nie zakłócają bezpośrednio pomiaru wzrostu glonów. 
Przed  rozpoczęciem  badania  powinno  się  posiadać  możliwie  jak  najdokładniejsze  informacje  dotyczące
rozpuszczalności  danej  substancji,  prężności  par,  jej  trwałości  chemicznej,  stałej  dysocjacji  i podatności  na
biodegradację. 
Dodatkowo, przy planowaniu badań i ich późniejszej interpretacji należy rozważyć dane dotyczące np. budowy
strukturalnej  danej  substancji,  stopnia  czystości,  rodzaju  i procentu  zawartości  znaczących  zanieczyszczeń,
obecności i ilości dodatków oraz współczynnika podziału oktanol/woda. 

1.2. Definicje i jednostki

1. Gęstość komórek: liczba komórek w cm3. 
2. Wzrost: zwiększenie gęstości komórek w okresie badania. 
3. Szybkość wzrostu: wzrost gęstości komórek w jednostce czasu. 
4. EC50:  w tej  metodzie oznacza stężenie badanej  substancji  powodujące 50% obniżenie wzrostu (ErC50) lub
szybkości wzrostu w stosunku do kontroli.
5. NOEC (no observed effect concentration): w tej metodzie oznacza najwyższe stężenie badane, przy którym
nie obserwuje się żadnego znaczącego zahamowania wzrostu w porównaniu do grupy kontrolnej. 

Wszystkie stężenia badanej substancji podawane są w jednostce masy na jednostkę objętości (mg/dm3). Można je
również wyrazić jako jednostkę masy na jednostkę masy (mg/kg). 

1.3. Substancje kontrolne 

Można użyć substancji  kontrolnych w celu  wykazania braku istotnych zmian w odpowiedzi danego gatunku
w warunkach badania laboratoryjnego. 
Jeżeli  stosuje się substancje kontrolne,  należy to  odnotować w sprawozdaniu z badań.  Jako takiej  substancji
można  użyć  dwuchromianu  potasu,  jednak  jego  zabarwienie  może  zaburzać  jakość  i natężenie  światła
docierającego  do  komórek,  jak  również zaburzać  oznaczenia  spektrofotometryczne,  jeżeli  się  je  wykonuje.
Dwuchromianu potasu używano w międzynarodowych testach międzylaboratoryjnych 1) (tabela C.1.3.). 

1.4. Zasada metody badania 

W celu wykazania, że wartość EC50 dla  danej  substancji jest  wyższa niż 100 mg/dm3,  można przeprowadzić
badanie stężenia granicznego z zastosowaniem tegoż stężenia. 
Na daną substancję lub preparat w różnych stężeniach eksponuje się hodowle wybranych gatunków zielonych
glonów będące w fazie wzrostu wykładniczego, przez kilka pokoleń w określonych warunkach doświadczalnych. 
Glony inkubuje się w roztworach badanych przez okres 72 godzin, podczas którego mierzy się gęstość komórek
w każdym z tych roztworów, co  najmniej  raz  na  24 godziny.  Dokonuje  się  pomiaru zahamowania  wzrostu
w stosunku do hodowli kontrolnych. 

1 ) ISO 8692  - Water  Quality -  Fresh water algal growth inhibition test  with Scenedesmus subspicatus and
Selenastrum capricornutum. S. Galassi and M. Vighi - Chemosphere, 1981, vol. 10, 1123-1126. 
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1.5. Kryteria wiarygodności badań 

Kryteria jakościowe stosuje się zarówno do badania wartości stężenia granicznego, jak i pełnego badania. 
Gęstość komórek w hodowlach kontrolnych powinna wzrosnąć w okresie 3 dni przynajmniej 16-krotnie. 
Stężenia badanej substancji w czasie całego badania nie powinny spadać poniżej 80% wartości wyjściowej. 
Dla substancji, które łatwo się rozpuszczają w podłożu doświadczalnym, tworząc trwały roztwór tj.  które nie
wyparują w znaczącym stopniu, nie ulegną rozkładowi, hydrolizie lub absorpcji, za stężenie nominalne można
przyjąć ich stężenie wyjściowe. Należy dostarczyć dowodów, że podczas całego badania stężenia utrzymywały
się w dopuszczalnych granicach i spełniono wszelkie kryteria wiarygodności badań. 
Dla  substancji,  które  słabo  rozpuszczają  się  w podłożu  doświadczalnym lub  tworzą  stabilne  emulsje  lub
zawiesiny,  lub  nie  są  stałe  w roztworze  wodnym,  za  stężenie  wyjściowe należy  uznać  stężenie  oznaczone
w roztworze  (lub,  jeśli  jest  to  technicznie  niemożliwe, oznaczone  w kolumnie  wody)  na  początku  badania.
Stężenie to należy oznaczać po ustaleniu się równowagi w roztworze. 
W każdym z powyższych przypadków dalsze  oznaczenia  muszą  być  wykonywane podczas  badania  w celu
potwierdzenia właściwego stężenia ekspozycji lub spełnienia kryteriów jakościowych. 
Ogólnie  wiadomo, że  znaczna ilość  substancji  badanej  może ulec  wbudowaniu w biomasę glonów podczas
okresu doświadczenia.  Z tego  względu,  w celu  wykazania zgodności  z powyższymi kryteriami jakościowymi
należy wziąć pod  uwagę  zarówno ilość substancji  wbudowanej w biomasę glonów, jak również jej  stężenie
w roztworze (lub, jeśli to niemożliwe, w kolumnie wody). Oznaczenie stężenia substancji  w biomasie glonów
może  powodować  pewne  trudności  techniczne.  W takich  przypadkach,  aby  postępowanie  było  zgodne
z kryteriami  wiarygodności,  można  przeprowadzić  badanie  z wykorzystaniem  naczynia  doświadczalnego
z roztworem badanej substancji w najwyższym stężeniu bez glonów, mierząc na początku i końcu doświadczenia
stężenie tej substancji w roztworze (lub, jeśli to niemożliwe, w kolumnie wody). 

1.6. Opis metody badania 

1.6.1. Odczynniki

1.6.1.1. Roztwory substancji badanych 

Roztwory podstawowe o odpowiednim stężeniu przygotowuje się przez rozpuszczenie danej substancji w wodzie
dejonizowanej lub wodzie (zgodnie z punktem 1.6.1.2.). 
Wybrane stężenia doświadczalne przyrządza się poprzez dodanie odpowiedniej ilości roztworów podstawowych
do  wyjściowych hodowli  komórkowych (tabela  C.1.1.).  Na  ogół  substancje  bada  się  tylko  do  granic  ich
rozpuszczalności.  Dla  niektórych substancji  dopuszcza  się  użycie  stężeń  powyżej  granicy  rozpuszczalności
w celu  zapewnienia  maksymalnego  stężenia  i  stabilności  roztworu;  może  mieć  to  miejsce  w przypadku
substancji,  które np. wykazują niską rozpuszczalność w wodzie lub wysoki współczynnik podziału olej/woda
(Pow),  lub które w wodzie tworzą raczej  stabilną fazę rozproszoną niż rzeczywisty roztwór. W takiej  sytuacji
ważne jest, aby uzyskiwane w ten sposób stężenie w żaden sposób nie zakłócało układu doświadczalnego (np.
poprzez  tworzenie warstewki danej  substancji  na  powierzchni  wody, która  mogłaby utrudniać natlenowanie
wody, itp.). 
Podczas  przygotowywania roztworów wzorcowych danej  substancji  o małej  rozpuszczalności  w wodzie  lub
zawieszania  w podłożu  doświadczalnym  można  posłużyć  się  metodą  ultradźwiękowej  dyspersji,
rozpuszczalnikami  organicznymi,  emulgatorami  lub  substancjami  o  właściwościach  dyspergujących.
W przypadku użycia takich substancji pomocniczych wszystkie stężenia badane powinny zawierać taką samą
ilość  takiego  składnika;  należy  również  dołączyć  dodatkową grupę  kontrolną  eksponowaną na  takie  samo
stężenie  substancji  dodatkowej,  jakie  używane jest  w grupach  narażanych. Należy zminimalizować stężenie
substancji dodatkowych; w żadnym razie nie może ono przekraczać  100 mg/dm3 podłoża doświadczalnego. 
Badanie należy przeprowadzić bez regulowania wartości pH. Jeżeli istnieją dowody na znaczącą zmianę pH,
zalecone jest  powtórzenie  badania  z regulacją  wartości pH, a przedstawione wyniki należy opisać.  W takich
przypadkach  należy  doprowadzić  wartość  pH  roztworu  wyjściowego  do  wartości  pH  wody  użytej  do
rozcieńczania,  chyba  że  istnieją  powody  wykluczające  taką  możliwość.  Zaleca  się  użycie  roztworu  HCl
i roztworu NaOH. Dostosowanie pH musi być przeprowadzone w sposób, który nie wpłynie znacząco na stężenie
badanej  substancji  w roztworze wyjściowym.  Jeżeli  w następstwie  dostosowywania pH wystąpi  jakakolwiek
reakcja chemiczna lub wytrącenie substancji, należy ten fakt odnotować. 
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1.6.1.2. Podłoże doświadczalne 

Należy używać wody destylowanej o dobrej jakości lub dejonizowanej, której  przewodnictwo elektryczne nie
powinno przekraczać 5 Scm-1. 
Aparat stosowany do destylacji nie może zwierać części wykonanych z miedzi. 
Zaleca się stosowanie następującego podłoża: 
Przygotowuje się cztery roztwory podstawowe, zgodnie z poniższą tabelą. Roztwory te wyjaławia się metodą
filtracji membranowej lub przez sterylizację w autoklawie i przechowuje się w ciemności w temp. 4oC. Roztwór
nr 4  może  być  wyjaławiany jedynie  metodą  filtracji  membranowej. Poniższe  roztwory rozcieńcza  się,  aby
otrzymać końcowe stężenia składników odżywczych w roztworach doświadczalnych.

Składnik odżywczy Stężenie w roztworze
wyjściowym

Końcowe stężenie w roztworze
doświadczalnym

Roztwór  nr  1:  podstawowe  składniki
odżywcze 

NH4Cl 
MgCl26H2O 
CaCl22H2O 
MgSO47H2O 
KH2PO4

 

1,5 g/dm3 
1,2 g/dm3 
1,8 g/dm3 
1,5 g/dm3 
0,16 g/dm3

 

15 mg/dm3 
12 mg/dm3 
18 mg/dm3 
15 mg/dm3 
1,6 mg/dm3

Roztwór nr 2:
Fe-EDTA 
FeCl36H2O 
Na2EDTA2H2O 

 

80 m/dm3 
100 mg/dm3

 

0,08 mg/dm3 
0,1 mg/dm3

Roztwór nr 3: pierwiastki śladowe 
H3BO3 
MnCl24H2O 
ZnCl2 
CoCl26H2O 
CuCl2

.2H2O 
Na2MoO42H2O

 
185 mg/dm3 
415 mg/dm3 

3 mg/dm3 
1,5 mg/dm3 

0,01 mg/dm3 

7 mg/dm3

 
0,185 mg/dm3 
0,415 mg/dm3 
3×10-3 mg/dm3 

1,5×10-3 mg/dm3 
10-5 mg/dm3 

7×10-3 mg/dm3

Roztwór nr 4: 
NaHCO3

 
50 g/dm3

 
50 mg/dm3

Po ustaleniu się równowagi i napowietrzeniu pH takiego podłoża wynosi około 8. 

1.6.2. Aparatura 

- typowy sprzęt laboratoryjny, 
- kolby stożkowe o odpowiedniej pojemności (np. gdy objętość roztworu doświadczalnego wynosi 100 cm3

odpowiednie są kolby stożkowe o pojemności 250 cm3). Wszystkie naczynia powinny być identyczne pod
względem rozmiarów i materiału, z którego są wykonane, 

- urządzenia do hodowli: zaleca się specjalne pomieszczenie lub komorę z możliwością regulacji temperatury
w zakresie  od  21  do  25oC  z  dokładnością 2oC i ciągłym, jednolitym oświetleniem w zakresie  widma
400-700 nm. Można przyjąć, że warunki do wzrostu glonów są odpowiednie, łącznie z natężeniem światła,
jeżeli glony w hodowlach kontrolnych osiągnęły zalecaną szybkość wzrostu. 

Zaleca się używanie światła o natężeniu od 60 do 120 E/m2/s (35-701018 fotonów/m2/s), przy pomiarze na
średniej  wysokości  roztworu  doświadczalnego  w zakresie  widma 400-700 nm przy  pomocy  odpowiedniego
czujnika.  Przy  stosowaniu  urządzeń  pomiarowych  kalibrowanych  w luksach,  akceptowany  jest  zakres
równoważny 6000-10000 luksów. 
Wymagane natężenie światła można osiągnąć przy użyciu 4-7 lamp fluorescencyjnych o mocy 30 W dających
białe światło (temperatura koloru około 4300 K), ustawionych w odległości ok. 0,35 m od hodowli. 
Pomiary gęstości komórek powinny być wykonywane przy użyciu metod polegających na bezpośrednim liczeniu
komórek,  np.  mikroskop z komorą  pomiarową.  Można  również posłużyć się  innymi  metodami (fotometria,
turbidymetria  itp.),  pod  warunkiem  że  udowodniono  ich  wystarczającą  czułość,  a wyniki  dobrze  korelują
z gęstością komórek. 
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1.6.3. Organizmy doświadczalne 

Zalecane  są  gatunki  glonów  charakteryzujące  się  szybkim  wzrostem,  co  ułatwia  prowadzenie  hodowli
i przeprowadzenie badań. Odpowiednie do tych celów są następujące gatunki: 

- Selenastrum capricornutum, np. ATCC 22662 lub CCAP 278/4, 
- Scenedesmus subspicatus, np. 88.81 SAG. 

ATCC - American Type Culture Collection (USA) 
CCAP - Culture Centre of Algae and Protozoa (UK) 
SAG - Collection of Algal Culture (Gottingen, FRG) 
Jeżeli używane są inne gatunki, należy to odnotować. 

1.6.4. Opis postępowania 

Zakres  stężeń,  w którym prawdopodobnie  wystąpi  działanie  toksyczne,  określa  się  na  podstawie  wyników
otrzymanych w badaniach wstępnych. 
Dwie  miary  wzrostu  (przyrost  biomasy  i szybkość  wzrostu)  mogą  dawać  zasadniczo  różne  wielkości
charakteryzujące zahamowanie wzrostu; obydwie miary powinno wziąć się pod uwagę w poszukiwaniu zakresu
stężeń  efektywnych  tak,  aby  mieć  pewność,  iż  stężenia  rosnące  w postępie  geometrycznym umożliwią
oszacowanie zarówno wartości EbC50, jak i ErC50. 

Początkowa gęstość komórek 

Zaleca się, aby początkowa gęstość komórek w badanych hodowlach wynosiła dla Selenastrum capricornutum
i Scenedesmus  subspicatus około  104 komórek/cm3.  W przypadku  użycia  innego  gatunku  należy  zapewnić
porównywalną biomasę. 

Stężenia substancji badanej 

Do doświadczeń należy użyć przynajmniej pięć stężeń zwiększających się w postępie geometrycznym, których
stosunek nie powinien przekraczać wartości 2,2. Najniższe stężenie nie powinno w sposób widoczny wpływać na
wzrost glonów. Najwyższe natomiast  powinno hamować wzrost  glonów przynajmniej  o  50% w stosunku do
grupy kontrolnej lub, co wydaje się lepsze, powodować całkowite zahamowanie wzrostu. 

Liczba powtórzeń i badań kontrolnych 

W badaniu należy uwzględnić przynajmniej trzy powtórzenia dla każdego badanego stężenia. Dodatkowo stosuje
się  trzy  powtórzenia  w badaniach  kontrolnych  bez  substancji  badanej  i,  jeżeli  zachodzi  potrzeba,  trzy
w badaniach kontrolnych zawierających substancję dodatkową. W uzasadnionych przypadkach można zwiększyć
liczbę badanych stężeń i zmniejszyć liczbę powtórzeń dla każdego badanego stężenia. 

Wykonanie badania 

Badane  hodowle  zawierające  odpowiednie  stężenia  badanej  substancji/preparatu  i wymaganą  ilość
wprowadzanych glonów  przygotowuje  się  dodając  odpowiednie  objętości  roztworu  podstawowego badanej
substancji do podstawowej zawiesiny glonów (tabela C.1.1.). 
Zawartość naczynia z hodowlą po wstrząśnięciu należy umieścić w urządzeniu do hodowli. W czasie badania
hodowlę  należy utrzymywać  dzięki  wytrząsaniu w postaci  zawiesiny oraz  napowietrzać,  w celu  polepszenia
wymiany  gazowej  i zmniejszenia  odchyleń  pH  w roztworze  doświadczalnym.  Badanie  należy  prowadzić
w zakresie temperatur od 21 do 25oC±2oC. 
Gęstość komórek należy mierzyć w każdym naczyniu przynajmniej po 24,  48 i 72 godzinach od rozpoczęcia
badania. Do pomiaru tła w przypadku pomiarów gęstości komórek, innych niż metody bezpośredniego liczenia,
należy używać przefiltrowanego podłoża dla glonów zawierającego badaną substancję w odpowiednim stężeniu. 
Pomiarów pH należy dokonywać na początku badania i po 72 godzinach. 
W okresie całego badania pH roztworów nie powinno zmieniać się więcej niż o 1,5 jednostki. 

Badanie substancji lotnych 

Jak  dotąd  nie  istnieją  ogólnie  przyjęte  zasady  badania  substancji  lotnych.  W przypadkach  kiedy  badana
substancja lub preparat ma tendencję do parowania, można stosować zamknięte naczynia o zwiększonej objętości
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wolnej przestrzeni nad płynem hodowlanym. Przy obliczaniu zwiększonej objętości nad płynem należy wziąć
pod uwagę możliwość niedoboru CO2. Istnieją propozycje różnych modyfikacji tej metody 1). 
Należy dążyć do oznaczenia ilości substancji, jaka pozostała w roztworze. Należy też zachować dużą ostrożność
podczas interpretacji wyników badań lotnych substancji przy użyciu układów zamkniętych. 

Badanie wartości stężenia granicznego 

W celu  wykazania,  że  wartość  EC50 dla  danej  substancji  jest  większa  od  stężenia  100 mg/dm3,  można
przeprowadzić,  przy  użyciu  opisanych  metod,  badanie  wartości  stężenia  granicznego,  stosując  właśnie  to
stężenie. 
W przypadku gdy właściwości danej  substancji nie pozwalają na uzyskanie stężenia  100 mg/dm3 w wodzie,
badanie  wartości  stężenia  granicznego  powinno  się  przeprowadzić  przy  stężeniu  odpowiadającym
rozpuszczalności  danej  substancji  (lub  przy  maksymalnym stężeniu  tworzącym stabilny  układ  dyspersyjny)
w użytym podłożu (zgodnie z punktem 1.6.1.1.). 
Badanie  należy przeprowadzić,  w co najmniej  3 powtórzeniach,  przy takiej  samej  ilości  powtórzeń w grupie
kontrolnej. Należy określić dwie wielkości charakteryzujące wzrost: przyrost biomasy i szybkość wzrostu. 
W przypadku  gdy  w hodowlach  narażanych  zaobserwowano  średni  spadek  o co najmniej  25%  w zakresie
przyrostu biomasy lub szybkości wzrostu w porównaniu do kontroli, należy przeprowadzić pełne badanie. 

PRZYKŁAD POSTĘPOWANIA PRZY HODOWLI GLONÓW 
1) Uwagi ogólne 
Celem prowadzenia  hodowli  zgodnie  z poniższymi wytycznymi jest  uzyskanie hodowli  glonów do  badań
toksyczności. 
Należy stosować odpowiednie metody wykluczające zakażenie hodowli glonów bakteriami (zgodnie z normą
ISO 4833).  Mogą być wskazane hodowle akseniczne,  jednak zasadnicze  znaczenie  mają  hodowle jednego
gatunku glonów. 
Wszystkie czynności należy wykonywać w jałowych warunkach, aby uniknąć zanieczyszczenia bakteriami lub
innymi glonami. Hodowle zakażone należy odrzucić. 
2) Otrzymywanie hodowli glonów 
Przygotowanie roztworów substancji odżywczych (podłoży): 
Przygotowanie podłoża polega na rozcieńczaniu stężonych roztworów podstawowych substancji odżywczych.
W przypadku podłóż stałych należy dodać 0,8% agaru. Używane podłoża powinny być wyjałowione. Proces
wyjaławiania w autoklawie może spowodować utratę amoniaku. 
Hodowle podstawowe: 
Jako  początkowy materiał  do  badań  wykorzystuje się  małe  hodowle  glonów  regularnie  przenoszone  do
świeżego  medium  (hodowle  podstawowe).  Hodowle  rzadko  używane  można  przechowywać  na  skosach
agarowych. Należy je przenosić do świeżego podłoża przynajmniej co dwa miesiące. 
Hodowle  podstawowe należy  przetrzymywać w  kolbach  stożkowych  zawierających  odpowiednie  medium
(objętość  około  100 cm3).  W przypadkach  inkubowania glonów w 20oC,  w warunkach stałego  oświetlenia,
niezbędne jest przenoszenie do nowego podłoża jeden raz w tygodniu. 
Czynność ta polega na przeniesieniu za pomocą jałowej pipety „starej” hodowli do kolby zawierającej świeże
podłoże, w takiej ilości, aby dla gatunków szybko rosnących początkowe stężenie było około 100 razy mniejsze
niż w starej hodowli. 
Szybkość wzrostu gatunków można wyznaczyć, posługując się krzywą wzrostu. Jeśli szybkość ta jest już znana,
istnieje możliwość określenia gęstości, przy której hodowlę należy przenieść do nowego podłoża. Czynność tę
należy wykonać zanim hodowla wejdzie w fazę zamierania. 
Hodowla wyjściowa: 
Prowadzenie hodowli wstępnej umożliwia dostarczanie glonów w ilości odpowiedniej do inokulacji hodowli
doświadczalnych.  Hodowlę  wstępną  należy  inkubować  w warunkach doświadczalnych  i wykorzystywać ją
w okresie jej wykładniczego wzrostu, zwykle po trzech dniach inkubacji. Stwierdzenie w hodowlach obecności
komórek nietypowych lub zdeformowanych jest powodem do ich odrzucenia. 

1) S. Galassi and M. Vighi - Chemosphere, 1981, Vol. 10, 1123-1126.
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2. WYNIKI I ICH OCENA 

Wyniki  pomiarów  gęstości  komórek  w  badanej  i kontrolnej  hodowli  należy  przedstawić  w postaci  tabeli
uwzględniającej  stężenia  badanej  substancji  i czasy pomiarów. W celu  uzyskania krzywych wzrostu średnie
gęstości komórek dla każdego stężenia substancji należy przedstawić w postaci wykresu zależności od czasu 
(0-72 godziny). 
Poniżej przedstawiono dwa sposoby określania zależności stężenie-efekt. Niektóre substancje mogą stymulować
wzrost glonów w niskich stężeniach. 

2.1. Porównanie powierzchni pod krzywymi wzrostu 

Pole zawarte pomiędzy krzywą wzrostu a linią poziomą N=N0 można wyliczyć według następującego wzoru: 
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gdzie: 

A – powierzchnia, 
N0 – liczba komórek/cm3 w czasie t0 (początek badania), 
N1 – oznaczona liczba komórek/cm3 w czasie t1, 
Nn – oznaczona liczba komórek/cm3 w czasie tn, 
t1 – czas pierwszego pomiaru po rozpoczęciu badania, 
tn – czas n-tego pomiaru po rozpoczęciu badania, 
n – liczba pomiarów wykonanych po rozpoczęciu badania.

Procent zahamowania wzrostu komórek dla każdego stężenia badanego (IA) oblicza się według następującego
wzoru: 
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gdzie: 

Ac – powierzchnia pomiędzy krzywą wzrostu w kontroli a linią poziomą N=N0, 
At – powierzchnia pomiędzy krzywą wzrostu dla danego stężenia a linią poziomą N=N0.

Wartości IA nanosi się w postaci wykresu półlogarytmicznego lub półlogarytmiczno-probitowego w zależności
od odpowiednich stężeń. W przypadku użycia wykresu probitowego punkty należy połączyć linią prostą, lub też
wykreślić krzywą regresji wykorzystując do tego celu odpowiednie metody obliczeń. 

Wartość EC50 wyznacza się z przecięcia linii  regresji z linią równoległą do  osi odciętych, poprowadzoną od
punktu na osi IA = 50%. W celu wyróżnienia uzyskanej w ten sposób wartości, jako wynikającej wyłącznie z tego
sposobu obliczania,  proponuje  się  zastosowanie symbolu EbC50.  Ważne  jest,  aby EbC50 była  odnoszona  do
odpowiedniego czasu ekspozycji: np. EbC50 (0-72 godzin). 

2.2. Porównanie szybkości wzrostu 

Dla hodowli rosnących w tempie wykładniczym średnią swoistą szybkość wzrostu () można obliczyć według
następującego wzoru: 
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gdzie: 
t0 oznacza czas rozpoczęcia badania. 

Średnią szybkość wzrostu można także wyznaczyć z nachylenia krzywej regresji uzyskanej z wykresu wartości
lnN odłożonych względem czasu. 
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Procent zahamowania swoistej szybkości wzrostu dla każdego z badanych stężeń (It) może być wyliczony ze
wzoru: 
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gdzie: 

c – średnia swoista szybkość wzrostu w kontroli, 
t – średnia swoista szybkość wzrostu dla stężenia t.

Spadek średniej swoistej szybkości wzrostu wyrażony w procentach dla każdego z badanych stężeń w stosunku
do wartości kontrolnej należy odłożyć na wykresie względem logarytmu stężenia. Z uzyskanego w ten sposób
wykresu  można  wyznaczyć wartość  EC50.  W celu  wyróżnienia wartości  uzyskanej  przy  zastosowaniu  tego
sposobu obliczania, proponuje się używanie symbolu ErC50. Należy zaznaczyć czasy dokonywania pomiarów: np.
jeśli  wartość  odnosi  się  do  czasu  obserwacji  0-72 godzin,  symbol  powinien  mieć  następującą  postać:
ErC50 (0-72h). 
Swoista  szybkość wzrostu jest  wartością logarytmiczną, w związku z tym małe zmiany w szybkości wzrostu
mogą prowadzić do znacznych zmian biomasy. Wartości EbC i ErC są zatem nieporównywalne pod względem
liczbowym. 
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TABELA C.3.1.
Uzyskano następujące wyniki badań przeprowadzonych w 16 różnych laboratoriach z użyciem dwuchromianu
potasu 1): 

Średnia (mg/dm3) Zakres (mg/dm3)
ErC50 (0-72h) 
EbC50 (0-72h)

0,84 
0,53

0,60 do 1,03 
0,20 do 0,75

2.3. Obliczanie NOEC 

Stężenie, przy którym nie obserwuje się żadnego efektu (No Observed Effect Concentration), jest obliczane przy
użyciu odpowiedniej metody statystycznej dla porównań wielokrotnych (np. analiza wariancji i test Dunnetta),
przy wykorzystaniu dla każdego powtórzenia poszczególnego pola pod krzywymi A (zgodnie z punktem 2.1.) lub
swoistej szybkości wzrostu  (zgodnie z punktem 2.2.). 

3. SPRAWOZDANIE 

W sprawozdaniu zamieszcza się, z uwzględnieniem zakresu badań, następujące informacje: 
1)  Badaną substancję/preparat: dane umożliwiające identyfikację chemiczną; 
2) Badane organizmy: pochodzenie, laboratorium prowadzące hodowle, numer szczepu, metodę hodowli; 
3)  Warunki badania: 

- datę rozpoczęcia, zakończenia oraz czas trwania doświadczenia, 
- temperaturę, 
- skład podłoża, 
- urządzenie do hodowli w warunkach doświadczalnych, 
- pH roztworów na początku i końcu badania (w przypadku gdy pH uległo zmianie o więcej niż półtorej

jednostki, należy załączyć wyjaśnienie tego faktu), 
- rodzaj  nośnika i metodę zastosowaną przy rozpuszczaniu badanej substancji, a także stężenie nośnika

w badanych roztworach, 
- natężenie i rodzaj oświetlenia, 
- badane stężenia (nominalne lub zmierzone); 

4)  Wyniki: 
- gęstość komórek w każdym naczyniu, w każdym punkcie pomiarowym oraz metoda oznaczania gęstości

komórek, 
- średnie wartości gęstości komórek, 
- krzywe wzrostu, 
- graficzną prezentację zależności stężenie-efekt, 
- wartości EC i metodę obliczania, 
- wartość NOEC, 
- inne obserwowane skutki. 

1 ) ISO 8692 - Water Quality - Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspicatus and
Selenastrum capricornutum.
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