CZESC C. METODY PRZEPROWADZANIA BADAN EKOTOKSYCZNOSCI

C.1. TOKSYCZNOSC OSTRA (DLA RYB)

1. METODA
1.1. Wstep

Celem tej metody jest okre$lenie ostrej toksyczno$ci danej substancji dla ryb umieszczonych w §wiezej wodzie.
Do wyboru wlasciwej metody badania (statyczne, semi-statyczne lub przeptywowe) powinno si¢ posiadac
mozliwie jak najdoktadniejsze informacje dotyczace rozpuszczalnosci danej substancji, jej trwatosSci, stalej
dysocjacji i podatno$ci na biodegradacjg; informacje te pomoga zapewni¢ odpowiednie, stale st¢zenie substancji
przez caty okres badania.

Przy planowaniu badan iich pozniejszej interpretacji nalezy wzia¢ pod uwagg dane dotyczace np. budowy
strukturalnej danej substancji, stopnia czystosci, rodzaju izawartosci znaczacych zanieczyszczen, obecnosci
i ilosci dodatkdéw oraz wspotczynnika podziatu oktanol/woda.

1.2. Definicje i jednostki

1. Toksyczno$é ostra: dostrzegalne, szkodliwe objawy wywolywane w organizmie w trakcie krotkiego czasu
ekspozycji (dni) na dang substancje. W niniejszym tescie, ostra toksyczno§¢ wyrazona jest jako medialne stezenie
$miertelne (CLso), tj. stgzenie powodujace $mier¢ 50% testowanych ryb podczas nieprzerwanego, okreslonego
czasu ekspozycji.

Wszystkie stezenia badanej substancji podawane sa w jednostce masy na jednostke objetosci (miligramy na dm?).
Mozna je rowniez wyrazi¢ jako jednostk¢ masy na jednostkg¢ masy (mg/kg).

1.3. Substancje kontrolne

Mozna uzy¢ substancji kontrolnych w celu wykazania braku istotnych zmian w reakcji danego gatunku ryb
w warunkach badania laboratoryjnego.
Nie proponuje si¢ okre§lonych substancji kontrolnych.

1.4. Zasada metody

W celu wykazania, ze warto$¢ CLsy dla danej substancji jest wyzsza niz 100 mg/dm’ mozna przeprowadzi¢
badanie graniczne (test granicznego st¢zenia) z zastosowaniem tegoz st¢zenia.
Ryby eksponuje si¢ na dang substancje¢ lub preparat dodany do wody, w zréznicowanych st¢zeniach przez okres
96 godzin. Smiertelnos¢ notuje si¢ w co najmniej 24-godzinnych przedziatach i, jezeli to mozliwe, wylicza sig
stgzenie powodujace $mier¢ 50% ryb (CLso) w kazdym przedziale czasowym.

1.5. Kryteria wiarygodnosci badan

Kryteria wiarygodnosci stosuje si¢ zarowno w badaniach wartosci granicznej (granicznego stgzenia), jak
i w badaniach w pelnym zakresie stezen.

Smiertelno$é w grupie kontrolnej nie powinna przekraczaé 10% (lub byé wigksza niz jedna ryba wprzypadku,
gdy stosuje si¢ mniej niz 10 zwierzat) pod koniec badania.

Stezenie rozpuszczonego tlenu powinno by¢ wigksze niz 60% wartoSci wysycenia tlenem z powietrza.

Stezenia badanej substancji w czasie catego badania nie powinny spadac ponizej 80% wartosci poczatkowe;.

Dla substancji, ktore tatwo si¢ rozpuszczaja w uktadzie doswiadczalnym, tworzac trwaly roztwor, tj. ktore nie
wyparowuja w znaczacym stopniu, nie ulegaja rozktadowi, hydrolizie lub absorpcji, za st¢zenie nominalne
mozna przyjac ich stgzenie poczatkowe. Nalezy wykaza¢, ze podczas calego testu stgzenia utrzymywaly sig
w dopuszczalnych granicach i spelnione byty wszelkie kryteria jakoSciowe.

Dla substancji, ktore stabo rozpuszczaja si¢ w medium doswiadczalnym lub tworza stabilne emulsje lub
zawiesiny, lub sa nietrwate w roztworze wodnym, za stezenie poczatkowe nalezy uzna¢ stgzenie oznaczone w
roztworze (lub, jesli jest to technicznie niemozliwe, oznaczone w kolumnie wody) na poczatku testu. St¢zenie to
nalezy oznaczac po uzyskaniu rownowagi w roztworze, lecz przed wprowadzeniem ryb do badania.

W celu potwierdzenia wlasciwego stezenia podczas ekspozycji lub potwierdzenia kryteridw wiarygodnosci
w kazdym z powyzszych przypadkow dalsze oznaczenia musza by¢ wykonywane podczas badania.

Warto$¢ pH nie powinna zmienia¢ si¢ o wigcej niz 1 jednostke.
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1.6. Opis metody badania
Mozna zastosowac trzy sposoby postgpowania:

Badanie statyczne:
Badanie toksycznosci, w ktérym nie nastgpuje przeptyw badanych roztwordéw. (Roztwory nie podlegaja
wymianie przez caty czas trwania eksperymentu).

Badanie semi-statyczne:
Badanie, w ktérym nie nastgpuje przeptyw badanych roztwordw, ale stosuje si¢ regularng ich wymiang po
dhuzszym czasie (np. po 24 godzinach).

Badanie przepbywowe:
Badanie toksycznosci, podczas ktorej wymiana wody dokonywana jest w sposéb ciagly w naczyniach, w ktérych
przeprowadzane jest badanie, a zwiazek chemiczny jest dostarczany wraz znaptywajaca woda.

1.6.1. Odczynniki
1.6.1.1. Roztwory substancji badanych

Roztwory podstawowe o odpowiednim stgzeniu przygotowuje si¢ przez rozpuszczenie danej substancji w wodzie
dejonizowanej lub wodzie przygotowanej zgodnie z zaleceniami (1.6.1.2.)

Wybrane stgzenia przyrzadza si¢ poprzez rozcienczenie roztworow podstawowych. Jezeli bada si¢ wysokie
stezenia, substancjg lub preparat mozna rozpusci¢ bezposrednio w wodzie.

Na ogot substancje bada si¢ tylko do granic ich rozpuszczalno$ci. W celu zapewnienia maksymalnego stezenia
i stabilnos$ci roztworu, w przypadku niektdrych substancji (np. substancji o niskiej rozpuszczalnosci w wodzie,
wysokim P, tworzacymi raczej trwate zawiesiny niz rzeczywiste roztwory wwodzie) dopuszczane jest uzycie
stezen powyzej granicy ich rozpuszczalnosci. W takiej sytuacji wazne jest, aby uzyskiwane wten sposob
stezenie w zaden sposob nie zakldcato ukladu doswiadczalnego (np. poprzez tworzenie warstewki danej
substancji na powierzchni wody, ktéra mogtaby utrudnia¢ natlenowanie wodys, itp.).

Podczas przygotowywania roztworow podstawowych substancji o niskiej rozpuszczalnosci w wodzie badz tez
w celu zawieszenia tych substancji wroztworze mozna stosowaé¢ metodg dyspersji ultradzwigkowej, atakze
dodatek rozpuszczalnikow organicznych, emulgatoréow lub substancji dyspergujacych. W przypadku uzycia
substancji pomocniczych wszystkie roztwory badane powinny zawierac taka sama ilo$¢ tych sktadnikow; nalezy
rowniez zastosowa¢ dodatkowa grupe kontrolng eksponowana na takie samo stgzenie substancji pomocniczych,
jakie jest uzywane w grupach zwierzat narazanych. Nalezy zminimalizowa¢ st¢zenie substancji dodatkowych;
w zadnym razie nie moze ono przekracza¢ 100 mg/dm’ medium do$wiadczalnego.

Badanie nalezy przeprowadzi¢ bez regulowania warto$ci pH. Jezeli istnieja dowody na znaczaca zmiang pH,
zalecone jest powtorzenie badania z regulacja wartosci pH, a przedstawione wyniki nalezy opisa¢. W takich
przypadkach nalezy doprowadzi¢ warto$¢ pH roztworu wyjsciowego do wartosci pH wody uzytej do
rozcienczania, chyba, ze istnieja powody wykluczajace taka mozliwos¢. Zaleca si¢ uzycie roztworu HCI
i roztworu NaOH. Dostosowanie pH musi by¢ przeprowadzone w sposdb, ktory nie wptynie znaczaco na st¢zenie
badanej substancji w roztworze wyjsciowym. Jezeli w nastgpstwie dostosowywania pH wystapi jakakolwiek
reakcja chemiczna lub wytracenie substancji, nalezy ten fakt odnotowac.

1.6.1.2. Woda i roztwory stosowane do badan i rozcienczania
Zalecana jest woda pitna (niezanieczyszczona przez potencjalnie szkodliwe stgzenia chloru, metali cigzkich lub

innych substancji), woda naturalna o dobrej jako$ci lub woda uzdatniona (tabela C.1.1.). Zalecana jest woda
o catkowitej twardo$ci miedzy 10 a 250 mg CaCO; w dm® i pH od 6,0 do 8,5.
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1.6.2. Aparatura

Cala aparatura powinna by¢ wykonana z materiatu obojgtnego chemicznie:
- system do automatycznego rozcienczania (w tescie przeptywowym),
- przyrzad do pomiaru st¢zenia tlenu,
- przyrzad do pomiaru twardosci wody,
- przyrzad do kontroli temperatury,
- pH-metr.

TABELA C.1.1. WODA UZDATNIONA

Przyktadowy sposob przygotowania roztworow roboczych
Wszystkie zwiazki chemiczne musza mie¢ czystos¢ analityczna (cz.d.a.).

Nalezy uzywaé wody destylowanej o dobrej jako$ci lub dejonizowanej, ktorej przewodnictwo elektryczne nie
powinno przekracza¢ 5 uScm''.

Aparat stosowany do destylacji nie moze zwieraé¢ czgs$ci wykonanych z miedzi.

Roztwory podstawowe

CaCl,'2H,0 (chlorek wapnia dwuwodny): 11,76 g

Rozpuscié i uzupemi¢ woda do 1 dm’

MgSO,7H,0 (siarczan magnezu siedmiowodny) 493 ¢
Rozpusci¢ i uzupemié¢ woda do 1 dm’

NaHCO; (wodorowgglan sodu) 259¢
Rozpusci¢ i uzupetni¢ woda do 1 dm’

KCI (chlorek potasu) 0,23 g
Rozpusci¢ i uzupemié¢ woda do 1 dm’

Roztwory robocze

Nalezy zmiesza¢ po 25 mililitréw kazdego roztworu podstawowego i uzupetni¢ woda do 1 dir'.

Napowietrza¢ az do chwili, gdy stgzenie rozpuszczonego tlenu osiagnie warto§¢ wysycenia tlenem z powietrza.
Warto$¢ pH powinna wynosi¢ 7,8+0,2.

W razie koniecznos$ci doprowadzi¢ pH do zadanej wartosci przy uzyciu roztworu NaOH (wodorotlenku sodu)
lub HCI (kwasu solnego).

Tak przygotowane roztwory stuzace do sporzadzania roztworéw roboczych powinny by¢ odstawione na okoto
dwanascie godzin przed uzyciem, bez stosowania napowietrzania.

Laczne stezenie jonéw wapniowych i magnezowych w tym roztworze wynosi 2,5 mmol/dmy’. Stosunek stezenia
jonow Ca:Mg wynosi4:1, a jonow Na:K 10:1. Catkowita zasadowo$¢ tego roztworu wynosi 0,8 mmol/dm?.
Jakiekolwiek zmiany wprowadzane w sposobie przyrzadzania powyzszego roztworu nie powinny powodowaé
zmiany jego sktadu lub wlasciwosci.

1.6.3. Ryby do$§wiadczalne

Ryby powinny by¢ zdrowe i charakteryzowac si¢ prawidlowym wygladem.

Przy wyborze gatunku ryb nalezy uwzglednia¢ istotne kryteria praktyczne, takie jak na przyktad tatwa dostgpnosé
ryb w ciagu roku, tatwos¢ ich utrzymania, wygode przy badaniu, wzgledna wrazliwos¢ na zwiazki chemiczne,
i inne czynniki istotne z ekonomicznego, biologicznego i ekologicznego punktu widzenia. Przy wyborze gatunku
nalezy jednocze$nie pamigtaé o potrzebie powtarzalnosci otrzymanych wynikow oraz istniejacych
unormowaniach migdzynarodowych V.

Liste gatunkow ryb zalecanych do badan przedstawiono w tabeli C.1.2.; preferowany jest danio prggowany

1 pstrag teczowy.

DOECD, 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 do$wiadczalne powinny pochodzi¢ zjednego zrédla, odznacza¢ si¢ podobnymi wymiarami i wiekiem.
Ryby musza by¢ przetrzymywane przez przynajmniej 12 dni w nastgpujacych warunkach:

a) obsada:

wlasciwa dla uktadu doswiadczalnego (recyrkulacja lub przeptyw) oraz gatunku ryb;

b) woda:

zalecana jest woda pitna (niezanieczyszczona przez potencjalnie szkodliwe st¢zenia chloru, metali cigzkich lub
innych substancji), woda naturalna o dobrej jako$ci lub woda uzdatniona (tabela C.1.1.). Zalecana jest woda
o catkowitej twardo$ci miedzy 10 a 250 mg CaCO; w dm® i pH od 6,0 do 8,5;

¢) swiatto:

12 do 16 godzin $§wiatla w ciagu doby

d) stezenie rozpuszczonego tlenu:

nie mniej niz 80% warto$ci wysycenia tlenem z powietrza;

e) karmienie:

trzy razy w tygodniu lub codziennie; zaprzesta¢ karmienia na 24 godziny przed rozpoczgciem badania.

TABELA C.1.2. GATUNKI RYB POLECANE DO BADAN

Zalecany gatunek Zalecany zakres temperatur  Zalecane wymiary ryb
w czasie badania (°C) (cm)

Danio pregowany Brachydanio rerio 20-24 3,0+0,5
(Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-
Buchanan)
Pimephales promelas (Teleosteli, 20-24 5,0+2,0
Cyprinidae) (Rafineque)
Karp Cyprinus carpio (Teleostei, 20-24 6,0£2,0
Cyprinidae) (Linneaus 1758)
Ryzoéwka japonska Oryzias latipes 20-24 3,0£1,0

(Teleostei, Poeciliidae) Cyprinodontidae
(Tomminck i Schlegel 1850)

Gupik Poecilia reticulata (Teleostet, 20-24 3,0+1,0
Poeciliidae) (Peters 1859)
Okoniopstrag Lepomis macrochirus 20-24 5,0£2,0

(Teleostei, Centrarchidae) (Rafinesque
Linnaeus 1758)

Pstrag teczowy Onchorhynchus mykiss 12-17 6,0+2,0
(Teleostei, Salmonidae) (Walbaum 1988)
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) 20-24 6,0+2,0

(Linnaeus 1758)
Hodowla ryb

Ryby wymienione powyzej sa tatwe w hodowli i/lub szeroko dostgpne przez caty rok. Mozna je hodowac
i rozmnazac albo na fermach rybnych albo w laboratorium, w warunkach zapewniajacych ryby wolne od chordb
i schorzen pasozytniczych, co zapewnia dostgpnos¢ zwierzat zdrowych io znanym pochodzeniu. Wymienione
ryby sa dostgpne w wielu czg$ciach swiata.

1.6.3.2. Oznaczanie Smiertelnosci

Po 48 godzinach okresu dostosowawczego nalezy okresli¢ $miertelno$¢, stosujac nastepujace kryteria:
- $miertelnos¢ przekraczajaca 10% populacji w ciagu 7 dni: odrzucenie calej partii ryb,
- $miertelno$¢ pomigdzy 5 a 10% populacji: okres przetrzymywania przedhuzy¢ o dodatkowe 7 dni;
- w przypadku braku dalszych przypadkdéw padnigé parti¢ ryb mozna przyjaé¢ do badan, w przeciwnym
wypadku odrzuci¢ catlq partig,
- $miertelno$¢ ponizej 5% populacji: wszystkie ryby mozna uzy¢ do badan.
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1.6.4. Adaptacja

Wszystkie ryby przez przynajmniej 7 dni przed badaniem nalezy przetrzymywaé w wodzie o tej samej jakoS$ci
i temperaturze jak woda uzywana do badan.

1.6.5. Sposdb postgpowania

Przed przystapieniem do wlasciwego badania mozna, w celu uzyskania informacji o zakresie stezen, ktore beda
uzyte do doswiadczenia, wykonaé badanie wstgpne.
Obok grup badanych nalezy zastosowa¢ grupy kontrolne bez substancji badanej, ijezeli to konieczne, grupy
kontrolne z substancjami pomocniczymi.
Aby spetni¢ kryteria wiarygodno$ci, w zalezno$ci od wiasciwosci fizykochemicznych badanej substancji nalezy
wybra¢ odpowiedni rodzaj testu: statyczny, semi-statyczny lub przeptywowy.
Ryby nalezy eksponowa¢ w nastgpujacych warunkach:
- czas trwania badania: 96 godzin,
- liczba zwierzat: przynajmniej 7 na stgzenie,
- zbiorniki o odpowiedniej objetosci w zaleznosci od zalecanej obsady,
- obsada: zaleca si¢ maksymalne obciazenie wukladzie statycznym isemi-statycznym réwne 1 g/dm’;
w uktadach przeptywowych dopuszczalne jest wigksze obciazenie,
- stezenia substancji badanej: przynajmniej pigé st¢zen rozniacych si¢ o stalty wspodtczynnik nie wigkszy niz
2,2 1, na ile to mozliwe, obejmujace zakres $miertelnosci pomiedzy 0 i 100%,
- woda: (wg punktu 1.6.1.2.),
- $wiatto: 12 do 16 godzin o$wietlenia w ciagu doby,
- temperatura: odpowiednia dla badanego gatunku (wg tabeli C.1.2.), bez odchylen wigkszych niz+1°C,
- stgzenie rozpuszczonego tlenu: nie mniej niz 60% warto$ci wysycenia tlenem z powietrza w okreslone;j
temperaturze,
- karmienie: nie stosuje sig.
Ryby obserwowane sa po pierwszych 2-4 godzinach, a nast¢pnie przynajmniej w 24 godzinnych odstgpach. Za
martwe uwaza si¢ ryby niewykazujace dajacych si¢ zaobserwowaé ruchoéw oddechowych itakie, u ktorych
dotknigcie okolicy przewezenia ogonowego nie spowoduje reakcji. Martwe ryby nalezy usunaé, a $miertelno$é
zanotowac.
Odnotowuje si¢ wszelkie widoczne odstgpstwa od normy (np. utrata rOwnowagi, zmiany w sposobie ptywania,
oddychania, zabarwienia itp.).
Codziennie nalezy dokonywaé pomiarow pH wody, zawartosci tlenu rozpuszczonego i warto§ci temperatury.

Badanie wartosci stezenia granicznego

W celu wykazania, ze wartos¢ CLsy dla danej substancji jest wigksza od wartosci 100 mg/dm®, mozna
przeprowadzi¢, przy uzyciu opisanych metod, badanie wartosci st¢zenia granicznego stosujac wlasnie to st¢zenie.
Jezeli wlasciwosci danej substancji nie pozwalaja na uzyskanie stezenia 100 mg/dm® w wodzie, badanie warto$ci
stezenia granicznego powinno by¢ przeprowadzone dla st¢zenia odpowiadajacego rozpuszczalnosci danej
substancji (lub przy maksymalnym stezeniu tworzacym stabilny uktad dyspersyjny) wuzytym medium (wg
punktu 1.6.1.1.).

Badanie warto$ci st¢zenia granicznego powinno by¢ przeprowadzone przy uzyciu 7 do 10 ryb, z taka sama liczba
zwierzat w grupach kontrolnych. (Wedlug wzoru na dwumian Newtona, jezeli po zastosowaniu 10ryb uzyskuje
si¢ zerowa $miertelnos$¢, to mozna stwierdzié, z 99,9% poziomem ufnosci, iz warto$é CLs, jest wigksza niz uzyte
stezenie graniczne. W przypadku zastosowania 7, 8 lub 9ryb izerowej $miertelnoSci mozna stwierdzic,
z przynajmniej 99% poziomem ufnosci, ze CLs jest wigksze niz uzyte stgzenie).

Jezeli podczas badania wartosci stgzenia granicznego w grupie badanych ryb wystapi $miertelnos¢, to nalezy
przeprowadzi¢ petne badanie. Nalezy zanotowaé pojawiajace si¢ objawy zaburzen subletalnych.

2. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Dla kazdego etapu doswiadczenia, podczas ktorego dokonywano obserwacji (24, 48, 72 1 96 godzin), nalezy
przedstawi¢ na papierze logarytmiczno-probitowym wykres zaleznosci procentu $miertelnosci od stgzenia.

W miar¢ mozliwosci, nalezy wyznaczy¢ warto$ci CLsy z przedziatlem ufnosci (p=0,05) dla kazdego okresu
obserwacji przy uzyciu standardowych metod; wartosci te powinny by¢ zaokraglone do jednego lub najwyzej
dwu znaczacych miejsc po przecinku (przyktady zaokraglenia do dwoch miejsc po przecinku: 170 dla 173,5;
0,13 dla 1,127; 1,2 dla 1,21).

W przypadkach gdy wspolczynnik nachylenia krzywej zaleznosci stgzenie-odpowiedz jest zbyt maty, aby
wykona¢ obliczenie CLs,, wystarczajace jest oszacowanie tej warto$ci metoda graficzna.
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Jezeli dwa nastgpujace po sobie stezenia danej substancji, ktérych stosunek wynosi 2,2, wywotyja $miertelno$¢
na poziomie 01 100%, to wartosci tych stgzen sa wystarczajace do okreslenia zakresu, wktorym miesci sig
warto$¢ CLso.

Jezeli nie mozna zagwarantowac stabilnosci lub jednorodnos$ci badanej substancji, to fakt ten nalezy odnotowaé
i wzia¢ pod uwage przy pozniejszej interpretacji wynikow.

3. SPRAWOZDANIE

W sprawozdaniu zamieszcza si¢, z uwzglednieniem zakresu badan, nastgpujace informacje:

dane na temat ryb do§wiadczalnych (nazwa gatunkowa, szczep, dostawca, ewentualne wczesniej wykonane
zabiegi, rozmiar i liczba zwierzat uzytych na kazdym poziomie dawkowania),

zrddto pochodzenia wody i jej podstawowa charakterystyka chemiczna (pH, twardos¢, temperatura),

w przypadku substancji stabo rozpuszczalnych w wodzie metoda przygotowywania roztworéw
podstawowych i badanych,

stgzenia substancji pomocniczych,

uzyte stezenia oraz wszelkie dostgpne informacje na temat stabilnosci badanej substancji/preparatu w danym
stgzeniu w roztworze badanym,

metody i wyniki wykonanych analiz chemicznych (jesli je przeprowadzono),

wyniki badania st¢zenia granicznego, jesli je przeprowadzano,

uzasadnienie wyboru i szczegoly procedury badawczej (np. metoda statyczna, semi-statyczna, szybkosé
dawkowania, szybko$¢ przeptywu, napowietrzanie, obsada ryb, itp.),

opis stosowanej aparatury do badan,

rytm dobowy §wiatlo/ciemnos¢,

stezenia rozpuszczonego tlenu, warto§¢ pH i temperatury roztworéow badanych, mierzone co 24 godziny,
dowody na spehienie kryteriow wiarygodnosci,

tabelg przedstawiajaca warto$¢ skumulowanej $miertelnosci w kazdej grupie badanej i kontrolnej (a takze
kontrolnej z substancjami pomocniczymi, w przypadku ich stosowania) po kazdym zalecanym okresie
obserwacji,

wykres krzywej zaleznosci st¢zenie/procent odpowiedzi na koncu badania,

jesli to mozliwe, wartosci CLsodla kazdego, zalecanego okresu obserwacji (z 95% przedziatem ufnosci),
metody statystyczne uzyte przy obliczaniu wartosci CLs,,

wyniki badan z zastosowaniem substancji kontrolnych, jesli byly wykonywane,

najwyzsze st¢zenie badane niewywotujace $miertelnosci podczas badania,

najnizsze st¢zenie badane wywotujace 100% $miertelno$¢ podczas badania.

RYSUNEK C.1.
Przyktadowy wykres zaleznosci: st¢zenie-procent §miertelnosci
Przyktadowy sposob oznaczania warto$ci CLs, przy uzyciu zaleznos$ci logarytmiczno-probitowe;j
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C.2. TOKSYCZNOSC OSTRA (DLA ROZWIELITEK - Daphnia sp.)

1. METODA

1.1. Wstep

Celem tej metody jest okre§lenic medialnego stezenia efektywnego danej substancji, powodujacego
unieruchomienie (ECsy) rozwielitek (Daphnia) w $wiezej wodzie. Przed rozpoczgciem badania powinno si¢
dysponowaé mozliwie jak najdoktadniejszymi informacjami dotyczacymi rozpuszczalnosci danej substancji, jej
trwatosci, statej dysocjacji i podatnosci na biodegradacje; informacje te pomoga zapewni¢ odpowiednie, state
stezenie substancji przez caly okres badania.

Przy planowaniu badan iich pozniejszej interpretacji nalezy wziaé pod uwage dane dotyczace np. budowy
strukturalnej danej substancji, stopnia czystosci, rodzaju izawarto$ci znaczacych zanieczyszczen, obecnosci
1 ilosci substancji dodatkowych oraz wspoétczynnika podziatu oktanol/woda.

1.2. Definicje i jednostki

W rozumieniu rozporzadzenia wymodg nakazujacy wyznaczenie CLso dla rozwielitki uwaza si¢ za spetniony
poprzez oznaczenie ECso w sposob opisany w niniejszej metodzie.

1. Toksycznos¢ ostra w niniejszym badaniu to medialne stgzenie efektywne (ECsy) powodujace unieruchomienie
rozwielitek. Jest to stgzenie, okre§lone przez warto$ci poczatkowe, powodujace unieruchomienie
50% rozwielitek badanej grupy podczas ciaglego, okreslonego okresu narazania.

2. Unieruchomienie. Za unieruchomione uwaza si¢ te zwierzeta, ktore nie wykazuja zdolnosci do ptywania w
ciagu 15 sekund po delikatnym wstrzas$nigciu naczyniem doswiadczalnym.

Wszystkie stezenia badanej substancji podawane sa w jednostce masy na jednostke objetosci (miligramy na dnr’).
Mozna je rowniez wyrazi¢ jako jednostk¢ masy na jednostkg masy (mg/kg).

1.3. Substancje kontrolne

Mozna uzy¢ substancji kontrolnych w celu wykazania braku istotnych zmian we wrazliwosci danego gatunku
w warunkach badania laboratoryjnego.

Podsumowanie wynikoéw otrzymanych w migdzylaboratoryjnym badaniu z wykorzystaniem czterech réznych
substancji zebrano w tabeli C.1.3.

TABELA C.1.3. PODSUMOWANIE WYNIKOW OTRZYMANYCH W MIEDZYLABORATORYJNYM
BADANIU WYKONANYCH W 1978 R "

Celem tego testu byto oznaczenie wartosci ECsoqs .

Uzyte substancje:

1. Dwuchromian potasu.

2. Kwas tetrapropylobenzosulfonowy.

3. Sél sodowa kwasu tetrapropylobenzosulfonowego.

4. Sol potasowa kwasu trichloro-2.,4,5-fenoksyoctowego.

. Liczba laboratoriow Liczba wynikéw , .
Zwigzek . . Srednie ECs) po
chemiczny uczestniczacych w ocenianych przy 24 godzinach
badaniach obliczaniu ECs,

1 46 129 1,5

2 36 108 27

3 31 84 27

4 32 72 770

' ) 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, ze warto$¢ ECsy dla danej substancji jest wyzsza niz 100 mg/dm?, mozna przeprowadzi¢
badanie warto$ci st¢zenia granicznego z zastosowaniem tegoz st¢zenia.

Rozwielitki eksponuje si¢ na dang substancj¢ dodana do wody, wzréznicowanych st¢zeniach przez okres
48 godzin. Jezeli stosuje si¢ badanie trwajace krocej, nalezy poda¢ uzasadnienie takiego postgpowania.

W tych samych warunkach doswiadczalnych oraz przy zastosowaniu odpowiedniego zakresu stgzen, badana
substancja wykazuje wréznych stgzeniach rézny wplyw na zdolnosci plywania rozwielitek. Rozne st¢zenia
wywoluja unieruchomienie réznego odsetka rozwielitek pod koniec do$wiadczenia. Stgzenia wywotujace 0%
i 100% unieruchomienia sa wyznaczane bezposrednio na podstawie obserwacji zachowania si¢ zwierzat.
Natomiast 48 godzinne ECs jest obliczane wtedy, gdy jest to mozliwe.

W niniejszym badaniu stosuje si¢ uktad statyczny, wigc badane roztwory nie s wymieniane podczas ekspozycji.

1.5. Kryteria wiarygodnosci badan

Kryteria wiarygodno$ci stosuje si¢ zar6wno w badaniach warto$ci stezenia granicznego, jak i w badaniach
w pelnym zakresie stezen.
Odsetek zwierzat unieruchomionych w grupie kontrolnej nie powinien przekracza¢ 10% pod koniec badania.
Badane rozwielitki w grupie kontrolnej nie powinny by¢ uwigzione na powierzchni wody.
Stezenie rozpuszczonego tlenu w naczyniach doswiadczalnych podczas catego badania powinno by¢ wigksze niz
3 mg/dm’. W zadnym przypadku nie moze ono by¢ nizsze od 2 mg/dnr’.
Stezenia badanej substancji w czasie catego badania nie powinny spadac ponizej 80% wartosci poczatkowe;.
Dla substancji, ktore tatwo si¢ rozpuszczaja w medium do$wiadczalnym, tworzac trwaty roztwor, tj. ktore nie
wyparowuja w znaczacym stopniu, nie ulegaja rozktadowi, hydrolizie lub absorpcji, za st¢zenie nominalne
mozna przyjac ich stezenie poczatkowe. Nalezy wykaza¢, ze podczas calego testu stgzenia utrzymywaly sig
w dopuszczalnych granicach i spetnione byly wszelkie kryteria jako$ciowe.
Dla substancji, ktore:

- shabo rozpuszczaja si¢ w medium doswiadczalnym,

- tworza stabilne emulsje lub zawiesiny,

- sa nietrwale w roztworze wodnym,
za st¢zenie poczatkowe nalezy uznaé st¢zenie oznaczone w roztworze (lub, jesli jest to technicznie niemozliwe,
oznaczone w kolumnie wody) na poczatku testu. Stezenie to nalezy oznacza¢ po uzyskaniu réwnowagi
w roztworze, lecz przed wprowadzeniem badanych organizméw do badania.
W celu potwierdzenia wilasciwego stezenia podczas ekspozycji lub potwierdzenia kryteriow jakosciowych,
w kazdym z powyzszych przypadkow dalsze oznaczenia musza by¢ wykonywane podczas badania.
Warto$¢ pH nie powinna zmienia¢ si¢ o wigcej niz 1 jednostke.

1.6. Opis metody badania
1.6.1. Odczynniki
1.6.1.1. Roztwory substancji badanych

Roztwory podstawowe o odpowiednim stgzeniu przygotowuje si¢ przez rozpuszczenie danej substancji w wodzie
dejonizowanej lub wodzie przygotowanej zgodnie z zaleceniami (wg punktu 1.6.1.2.).

Wybrane st¢zenia przyrzadza si¢ poprzez rozcienczenie roztworéw podstawowych. Jezeli bada si¢ wysokie
stezenia, substancj¢ mozna rozpuscic¢ bezposrednio w wodzie.

Na ogdl substancje bada si¢ tylko do granic ich rozpuszczalnosci. W celu zapewnienia maksymalnego
stezenia/stabilnosci roztworu; w przypadku niektorych substancji (np. substancji o niskiej rozpuszczalno$ci
w wodzie, wysokim Pqy, tworzacych raczej trwale zawiesiny niz rzeczywiste roztwory w wodzie) dopuszczalne
jest uzycie stezen powyzej granicy ich rozpuszczalnosci. W takiej sytuacji wazne jest, aby uzyskiwane w ten
sposob stezenie w zaden sposob nie zaktocato uktadu do§wiadczalnego (np. poprzez tworzenie warstewki danej
substancji na powierzchni wody, ktora mogtaby utrudnia¢ natlenowanie wody, itp.).

Podczas przygotowywania roztwordw podstawowych substancji o niskiej rozpuszczalnosci w wodzie badz tez
w celu zawieszenia tych substancji wroztworze mozna stosowa¢ metodg dyspersji ultradzwigkowej, atakze
dodatek rozpuszczalnikow organicznych, emulgatoréw lub substancji dyspergujacych. W przypadku uzycia
substancji pomocniczych wszystkie roztwory badane powinny zawiera¢ taka sama ilo$¢ tego sktadnika; nalezy
réwniez zastosowa¢ dodatkowa grupe kontrolng zrozwielitkami eksponowanymi na takie samo stezenie
substancji pomocniczej, jakie jest uzywane w grupach zwierzat narazanych. Nalezy zminimalizowa¢ stezenie
substancji dodatkowych; w zadnym wypadku nie moze ono przekracza¢ 100 mg/dnt medium do$wiadczalnego.
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Badanie nalezy przeprowadzi¢ bez regulowania warto$ci pH. Jezeli istnieja dowody na znaczaca zmiang pH,
zalecone jest powtorzenie badania zregulacja wartosci pH, a przedstawione wyniki nalezy opisaé. W takich
przypadkach nalezy doprowadzi¢ warto$¢ pH roztworu wyjsciowego do wartosci pH wody uzytej do
rozcienczania, chyba ze istnieja powody wykluczajace taka mozliwo$é. Zaleca si¢ uzycie roztworu HCI
i roztworu NaOH. Dostosowanie pH musi by¢ przeprowadzone w sposob, ktory nie wplynie znaczaco na stezenie
badanej substancji w roztworze wyjsciowym. Jezeli w nastgpstwie dostosowywania pH wystapi jakakolwiek
reakcja chemiczna lub wytracenie substancji nalezy ten fakt odnotowac.

1.6.1.2. Woda do badan

W badaniach powinna by¢ uzywana si¢ woda uzdatniona (wg tabeli C.1.1., ISO 6341 V). W celu uniknigcia
koniecznosci adaptacji, przed badaniem zaleca sig, by woda stosowana w hodowli byta podobnej jakosci (pH,
twardo$¢) jak woda stosowana w badaniach.

Przyktadowy sposob przygotowania roztworow roboczych

Wszystkie zwiazki chemiczne musza mie¢ czysto$¢ analityczna (cz.d.a.).

Nalezy uzywac¢ wody destylowanej o dobrej jakosci lub dejonizowanej, ktorej przewodnictwo elektryczne nie
powinno przekracza¢ 5 uSem'.

Aparat stosowany do destylacji nie moze zawiera¢ czgsci wykonanych z miedzi.

Roztwory podstawowe

CaCl,x2H,0 (chlorek wapnia dwuwodny): 11,76 g
Rozpusci¢ i uzupehi¢ woda do 1 dm?

MgSO:x7H,0 (siarczan magnezu siedmiowodny) 493 g
Rozpusci¢ i uzupehi¢ wodg do 1 dm?

NaHCO; (wodoroweglan sodu) 2,59 ¢
Rozpusci¢ i uzupei¢ woda do 1 dm’

KCl (chlorek potasu) 023 g

Rozpusci¢ i uzupeié woda do 1 dm’
Roztwory robocze

Nalezy zmieszaé¢ po 25 mililitréw kazdego roztworu podstawowego i uzupetnié¢ woda do 1 dnr.

Napowietrza¢ az do chwili, gdy stezenie rozpuszczonego tlenu osiagnie warto§¢ wysycenia tlenem z powietrza.
Warto$¢ pH powinna wynosi¢ 7,8+0,2.

W razie konieczno$ci doprowadzi¢ pH do zadanej wartosci przy uzyciu roztworu NaOH (wodorotlenku sodu)
lub HCL. Tak przygotowane roztwory shuzace do sporzadzania roztworéw roboczych powinny by¢ odstawione na
okoto dwanascie godzin przed uzyciem, bez stosowania napowietrzania.

Laczne stezenie jonéw wapniowych i magnezowych w tym roztworze wynosi 2,5 mmol/dm’. Stosunek stezenia
jonow Ca:Mg wynosi 4:1, a jonéw Na:K 10:1. Catkowita zasadowo$¢ tego roztworu wynosi 0,8 mmol/dnr’.
Jakiekolwiek zmiany wprowadzane w sposobie przyrzadzania powyzszego roztworu nie powinny powodowaé
zmiany jego sktadu lub wiasciwosci.

1.6.2. Aparatura

Nalezy uzywac typowych przyrzadéow i wyposazenia laboratoryjnego. Cale wyposazenie, ktore wchodzi
w kontakt z badanymi roztworami, powinno by¢ wykonane ze szkta:
- przyrzad do pomiaru stgzenia tlenu (z mikroelektroda lub innym odpowiednim wyposazeniem do pomiaru
stezenia rozpuszczonego tlenu w probkach o matej objgtosci),
- odpowiedni przyrzad do kontroli temperatury,
- pH-metr,
- przyrzad do pomiaru twardosci wody.

' ) 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 do$wiadczalne

Zalecanym gatunkiem jest Daphnia magna, chociaz mozna uzy¢ réwniez Daphnia pulex. Zwierzgta
przeznaczone do badan na poczatku testu nie powinny by¢ starsze niz 24 godziny. Powinny by¢ hodowane
w laboratorium 1iwolne od jakichkolwiek widocznych objawow chorobowych oraz o znanej przesziosci
(np: hodowla, uprzednie stosowanie jakichkolwiek substancji itp.).

1.6.4. Sposdb postgpowania

Przed przystapieniem do wlasciwego badania mozna, w celu uzyskania informacji o zakresie stezen, ktére beda
uzyte do doswiadczenia, wykonaé¢ badanie wstgpne.

Obok grup badanych nalezy zastosowac grupy kontrolne, w ktdrych nie stosowano substancji badanej, ijezeli to
konieczne, grupy kontrolne z substancjami pomocniczymi.

Rozwielitki eksponuje si¢ na dana substancj¢ w sposob opisany ponizej:

- czas trwania badania: zalecane jest 48 godzin,

- liczba zwierzqt: przynajmniej 20 zwierzat na kazda dawke; najlepiej podzielone na 4 grupy po 5 lub 2 grupy
po 10 zwierzat,

- obsada: na kazde zwierzg powinno przypadaé przynajmniej 2 cm? roztworu testowego,

- badane stezenie: roztwory badane powinny by¢ przygotowane bezposrednio przed wprowadzeniem
rozwielitek, najlepiej bez uzycia rozpuszczalnika innego niz woda. Badane roztwory w okreslonych
stezeniach przyrzadza si¢ wpostgpie geometrycznym, ze wspotczynnikiem nieprzekraczajacym 2,2.
Stgzenia wywotujace 0% i100% unieruchomien po 48 godzinach, a takze warto$¢ dawek wywolujacych
posrednie stopnie zahamowania, ktéore umozliwiaja wyliczenie ECs,, powinno si¢ bada¢ razem
z odpowiednia grupa kontrolna,

- woda: (wg punktu 1.6.1.2.),

- Swiatlo: mozna zastosowac cykl dzienny $wiatlo/ciemnos¢,

- temperatura: powinna by¢ zawarta w granicach od 18 do 22°C, ale nie moze zmieni¢ si¢ o wigcej nizt1 °C
podczas catego badania,

- napowietrzanie: nie nalezy napowietrza¢ za pomoca babelkowania,

- karmienie: nie stosuje sig.

Warto$¢ pH i stgzenia tlenu w roztworach stosowanych dla grup eksponowanych i kontrolnych nalezy oznaczaé
na koncu do§wiadczenia; nie powinno si¢ regulowaé pH roztworéw badawczych.

Substancje latwo lotne nalezy bada¢ wpojemnikach catkowicie wypetnionych iszczelnie przykrytych,
wystarczajaco duzych, aby zapewni¢ niezbgdng ilos¢ tlenu.

Rozwielitki obserwuje si¢ przynajmniej po 24 godzinach ekspozycji i nast¢pnie po 48 godzinach.

Badanie wartosci stezenia granicznego

W celu wykazania, ze warto$¢ ECs, dla danej substancii jest wigksza od wartosci 100 mg/dm®, mozna, przy
uzyciu opisanych metod, przeprowadzi¢ badanie wartosci st¢zenia granicznego, stosujac wtasnie to st¢zenie.
Jezeli whasciwos$ci danej substancii nie pozwalaja na uzyskanie stezenia 100 mg/dm® w wodzie, badanie warto$ci
stezenia granicznego powinno by¢ przeprowadzone dla st¢zenia odpowiadajacego rozpuszczalnos$ci danej
substancji (lub przy maksymalnym stezeniu tworzacym stabilny uktad dyspersyjny) wuzytym medium (wg
punktu 1.6.1.1.).

Badanie wartosci st¢zenia granicznego powinno by¢ przeprowadzone przy uzyciu 20 rozwielitek podzielonych
na 2 do 4 grup, z taka sama liczba zwierzat w grupach kontrolnych. Jezeli podczas badania wartosci granicznej
w grupie badanych rozwielitek wystapi objaw unieruchomienia, to nalezy przeprowadzi¢ peine badanie. Nalezy
zanotowac pojawiajace si¢ objawy zaburzen subletalnych.

2. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Dla kazdego etapu doswiadczenia nalezy przedstawi¢ wuktadzie logarytmiczno-probitowym wykres zaleznos$ci
procentu unieruchomienia od st¢zenia.

W miar¢ mozliwosci nalezy wyznaczy¢ warto$ci ECsy z przedzialem ufnosci (p=0,05) dla kazdego okresu
obserwacji przy uzyciu standardowych metod; wartosci te powinny by¢ zaokraglone do jednego lub najwyzej
dwu znaczacych miejsc po przecinku (przyktady zaokraglenia do dwoch miejsc po przecinku: 170 dla 173,5;
0,13 dla 1,127; 1,2 dla 1,21).

W przypadkach gdy wspodtczynnik nachylenia krzywej zalezno$ci stgzenie-odpowiedz jest zbyt matly, aby
umozliwi¢ obliczenie ECsy, wystarczajace jest oszacowanie tej warto$ci metoda graficzna.
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Jezeli dwa nastgpujace po sobie stezenia danej substancji, ktorych stosunek wynosi 2,2, wywoluja

unieruchomienie na poziomie 0 i 100%, to wartosci tych stgzen sa wystarczajace do okreslenia zakresu, w ktorym
miesci si¢ wartos¢ ECs.

Jezeli nie mozna zagwarantowac stabilnosci lub jednorodnos$ci badanej substancji, to fakt ten nalezy odnotowaé
i wzia¢ pod uwage przy pozniejszej interpretacji wynikow.

RYSUNEK C.2.
Przyktadowy wykres zaleznosci st¢zenie-procent unieruchomienia
Przyktadowy sposdb oznaczania wartosci ECso przy uzyciu wykresu logarytmiczno-probitowego
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3. SPRAWOZDANIE

W sprawozdaniu zamieszcza si¢, z uwzglednieniem zakresu badan, nastgpujace informacje:

dane na temat badanych organizméw (nazwa naukowa, szczep, dostawca, ewentualne wczesniej wykonane
zabiegi, karmienie — lacznie ze zrodlem, rodzajem i ilocia pozywienia, czgstotliwos$¢ karmienia),

zrddto pochodzenia wody i jej podstawowa charakterystyke chemiczna (pH, twardos¢, temperatura),

w przypadku substancji stabo rozpuszczalnych wwodzie, metod¢ przygotowywania roztworow
podstawowych i badanych,

stgzenie substancji pomocniczych,

uzyte stezenia oraz wszelkie dostgpne informacje na temat stabilnosci badanej substancji w danym st¢zeniu
w roztworze badanym,

metody i wyniki wykonanych analiz chemicznych, jezeli je przeprowadzono,

wyniki badania warto$ci st¢zenia granicznego, jezeli je przeprowadzano,

opis aparatury stosowanej do badan,

rytm dobowy §wiatto/ciemnos¢,

stezenia rozpuszczonego tlenu, wartosci pH i temperatur roztworéw badanych,

dowody na spehienie kryteriow wiarygodno$ci badan,

tabelg przedstawiajaca skumulowang warto$¢ unieruchomien w kazdej grupie badanej i kontrolnej (a takze
kontrolnej z substancjami pomocniczymi, w przypadku ich stosowania) po kazdym zalecanym okresie
obserwacji (24 1 48 godzin),

wykres krzywej zaleznosci st¢zenie/procent odpowiedzi na koncu badania,

jesli to mozliwe, wartosci ECsydla kazdego, zalecanego okresu obserwacji (z 95% przedziatem ufnosci),
metody statystyczne uzyte przy obliczaniu wartos$ci EGs,

wyniki badan z zastosowaniem substancji kontrolnych, jezeli byty wykonywane,

najwyzsze st¢zenie badane niewywotujace unieruchomien podczas badania,

najnizsze st¢zenie badane wywotujace 100% unieruchomien podczas badania.
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C.3. HAMOWANIE WZROSTU GLONOW
1. METODA
1.1. Wstep

Celem tego badania jest okreSlenie wptywu badanej substancji na wzrost gatunkéw zielonych glondéw
jednokomoérkowych. Za pomoca tego wzglednie krotkiego badania (72 godziny) mozna oceni¢ skutki
wystepujace u kilku pokolen. Ponizsze wskazania mozna adaptowac¢ do badan, ktére mozna przeprowadzi¢ na
kilku gatunkach glonéw jednokomoérkowych, jednak wtedy sprawozdaniu zbadan musi towarzyszy¢ opis
zastosowanej metody.

Metoda najlepiej nadaje si¢ do badania substancji tatwo rozpuszczalnych wwodzie, ktore w warunkach
doswiadczalnych prawdopodobnie zostana w fazie wodne;.

Metody mozna uzy¢ do badan substancji, ktore nie zaklocaja bezposrednio pomiaru wzrostu glonow.

Przed rozpoczgciem badania powinno si¢ posiada¢ mozliwie jak najdokladniejsze informacje dotyczace
rozpuszczalno$ci danej substancji, preznosci par, jej trwatosci chemicznej, statej dysocjacji ipodatnosci na
biodegradacje.

Dodatkowo, przy planowaniu badan i ich p6zniejszej interpretacji nalezy rozwazy¢ dane dotyczace np. budowy
strukturalnej danej substancji, stopnia czystoéci, rodzaju iprocentu zawartoSci znaczacych zanieczyszczen,
obecnosci 1 iloéci dodatkow oraz wspdtczynnika podziatu oktanol/woda.

1.2. Definicje i jednostki

1. Gegstosé komérek: liczba komorek w cm?’.

2. Wzrost: zwigkszenie ggstosci komorek w okresie badania.

3. Szybko$¢ wzrostu: wzrost ggstosci komorek w jednostce czasu.

4. ECs: wtej metodzie oznacza st¢zenie badanej substancji powodujace 50% obnizenie wzrostu (E.Cso) lub
szybkosci wzrostu w stosunku do kontroli.

5. NOEC (no observed effect concentration): w tej metodzie oznacza najwyzsze st¢zenie badane, przy ktorym
nie obserwuje si¢ zadnego znaczacego zahamowania wzrostu w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Wszystkie stezenia badanej substancji podawane sa w jednostce masy na jednostke objetosci (mg/dn’). Mozna je
rowniez wyrazi¢ jako jednostke masy na jednostke masy (mg/kg).

1.3. Substancje kontrolne

Mozna uzy¢ substancji kontrolnych w celu wykazania braku istotnych zmian w odpowiedzi danego gatunku
w warunkach badania laboratoryjnego.

Jezeli stosuje si¢ substancje kontrolne, nalezy to odnotowa¢ w sprawozdaniu z badan. Jako takiej substancji
mozna uzy¢ dwuchromianu potasu, jednak jego zabarwienie moze zaburza¢ jako$¢ inat¢zenie S$wiatla
docierajacego do komorek, jak roéwniez zaburza¢ oznaczenia spektrofotometryczne, jezeli si¢ je wykonuje.
Dwuchromianu potasu uzywano w migdzynarodowych testach miedzylaboratoryjnych? (tabela C.1.3.).

1.4. Zasada metody badania

W celu wykazania, ze warto$¢ ECsy dla danej substancji jest wyzsza niz 100 mg/dm’, mozna przeprowadzi¢
badanie stezenia granicznego z zastosowaniem tegoz stezenia.

Na dana substancj¢ lub preparat w réznych stgzeniach eksponuje si¢ hodowle wybranych gatunkow zielonych
glonéw bedace w fazie wzrostu wyktadniczego, przez kilka pokolen w okreslonych warunkach do§wiadczalnych.

Glony inkubuje si¢ w roztworach badanych przez okres 72 godzin, podczas ktérego mierzy si¢ gestos¢ komodrek
w kazdym ztych roztworéw, co najmniej raz na 24 godziny. Dokonuje si¢ pomiaru zahamowania wzrostu
w stosunku do hodowli kontrolnych.

' VISO 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 wiarygodnosci badan

Kryteria jako$ciowe stosuje sig¢ zar6wno do badania wartosci st¢zenia granicznego, jak ipelnego badania.
Gestos¢ komodrek w hodowlach kontrolnych powinna wzrosna¢ w okresie 3 dni przynajmniej 16-krotnie.

Stezenia badanej substancji w czasie calego badania nie powinny spada¢ ponizej 80% wartos$ci wyjsciowe;.

Dla substancji, ktore tatwo si¢ rozpuszczaja w podtozu doswiadczalnym, tworzac trwaty roztwor tj. ktdre nie
wyparuja w znaczacym stopniu, nie ulegna rozktadowi, hydrolizie Iub absorpcji, za st¢zenie nominalne mozna
przyjac ich stgzenie wyjsciowe. Nalezy dostarczy¢ dowodow, ze podczas catego badania st¢zenia utrzymywaty
si¢ w dopuszczalnych granicach i spelniono wszelkie kryteria wiarygodnosci badan.

Dla substancji, ktore stabo rozpuszczaja si¢ wpodtozu doswiadczalnym lub tworza stabilne emulsje lub
zawiesiny, lub nie sa stale wroztworze wodnym, za st¢zenie wyjSciowe nalezy uznaé st¢zenie oznaczone
w roztworze (lub, jesli jest to technicznie niemozliwe, oznaczone wkolumnie wody) na poczatku badania.
Stezenie to nalezy oznaczaé po ustaleniu si¢ rtOwnowagi w roztworze.

W kazdym z powyzszych przypadkoéw dalsze oznaczenia musza by¢ wykonywane podczas badania w celu
potwierdzenia wlasciwego stgzenia ekspozycji lub spehienia kryteriow jakosciowych.

Ogolnie wiadomo, ze znaczna ilo$¢ substancji badanej moze ulec wbudowaniu wbiomas¢ glonéw podczas
okresu doswiadczenia. Z tego wzgledu, w celu wykazania zgodno$ci z powyzszymi kryteriami jako$ciowymi
nalezy wzia¢ pod uwagg zaro6wno ilo§¢ substancji wbudowanej w biomasg glondéw, jak rowniez jej st¢zenie
w roztworze (lub, jesli to niemozliwe, w kolumnie wody). Oznaczenie st¢zenia substancji w biomasie glonow
moze powodowaé pewne trudnosci techniczne. W takich przypadkach, aby postgpowanie bylo zgodne
z kryteriami wiarygodnos$ci, mozna przeprowadzi¢ badanie zwykorzystaniem naczynia dos$wiadczalnego
z roztworem badanej substancji w najwyzszym stezeniu bez glondw, mierzac na poczatku ikoncu doswiadczenia
stezenie tej substancji w roztworze (lub, jesli to niemozliwe, w kolumnie wody).

1.6. Opis metody badania
1.6.1. Odczynniki
1.6.1.1. Roztwory substancji badanych

Roztwory podstawowe o odpowiednim stezeniu przygotowuje si¢ przez rozpuszczenie danej substancji w wodzie
dejonizowanej lub wodzie (zgodnie z punktem 1.6.1.2.).

Wybrane stezenia doswiadczalne przyrzadza si¢ poprzez dodanie odpowiedniej iloéci roztworéw podstawowych
do wyjsciowych hodowli komoérkowych (tabela C.1.1.). Na ogoét substancje bada si¢ tylko do granic ich
rozpuszczalnoéci. Dla niektorych substancji dopuszcza si¢ uzycie stgzen powyzej granicy rozpuszczalnosci
w celu zapewnienia maksymalnego stgzenia i stabilno$ci roztworu; moze mie¢ to miejsce wprzypadku
substancji, ktore np. wykazuja niska rozpuszczalnos¢ w wodzie lub wysoki wspotczynnik podziatu olej/woda
(Pow), lub ktore w wodzie tworza raczej stabilng fazg rozproszona niz rzeczywisty roztwor. W takiej sytuacji
wazne jest, aby uzyskiwane w ten sposob stezenie w zaden sposéb nie zaktdcato uktadu dos§wiadczalnego (np.
poprzez tworzenie warstewki danej substancji na powierzchni wody, ktéra mogtaby utrudnia¢ natlenowanie
wody, itp.).

Podczas przygotowywania roztworéw wzorcowych danej substancji o malej rozpuszczalno$ci w wodzie lub
zawieszania w podtozu do$wiadczalnym mozna poshuzy¢ sie metoda ultradzwigkowej dyspersji,
rozpuszczalnikami  organicznymi, emulgatorami lub substancjami o wlasciwosciach dyspergujacych.
W przypadku uzycia takich substancji pomocniczych wszystkie stgzenia badane powinny zawiera¢ taka sama
ilo$¢ takiego sktadnika; nalezy réwniez dotaczy¢é dodatkowa grupg kontrolna eksponowana na takie samo
st¢zenie substancji dodatkowej, jakie uzywane jest w grupach narazanych. Nalezy zminimalizowac st¢zenie
substancji dodatkowych; w zadnym razie nie moze ono przekracza¢ 100 mg/dm® podioza do$wiadczalnego.
Badanie nalezy przeprowadzi¢ bez regulowania warto$ci pH. Jezeli istnicja dowody na znaczaca zmiang pH,
zalecone jest powtorzenie badania zregulacja wartosci pH, a przedstawione wyniki nalezy opisaé. W takich
przypadkach nalezy doprowadzi¢ warto$¢ pH roztworu wyjsciowego do wartosci pH wody uzytej do
rozcienczania, chyba ze istnieja powody wykluczajace taka mozliwo§¢. Zaleca si¢ uzycie roztworu HCI
i roztworu NaOH. Dostosowanie pH musi by¢ przeprowadzone w sposob, ktory nie wptynie znaczaco na st¢zenie
badanej substancji w roztworze wyjsciowym. Jezeli w nastgpstwie dostosowywania pH wystapi jakakolwiek
reakcja chemiczna lub wytracenie substancji, nalezy ten fakt odnotowac.
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1.6.1.2. Podloze doswiadczalne

Nalezy uzywa¢ wody destylowanej o dobrej jakosci lub dejonizowanej, ktorej przewodnictwo elektryczne nie
powinno przekracza¢ 5 pScm.

Aparat stosowany do destylacji nie moze zwiera¢ czg§ci wykonanych z miedzi.

Zaleca sig stosowanie nastgpujacego podtoza:

Przygotowuje si¢ cztery roztwory podstawowe, zgodnie z ponizsza tabela. Roztwory te wyjatawia si¢ metoda
filtracji membranowe;j lub przez sterylizacj¢ w autoklawie i przechowuje si¢ w ciemno$ci w temp. 4°C. Roztwor
nr 4 moze by¢ wyjatawiany jedynie metoda filtracji membranowej. Ponizsze roztwory rozciencza sig, aby
otrzymac koncowe stgzenia sktadnikéw odzywczych w roztworach do§wiadczalnych.

Skladnik odzywczy Stezenie w roztworze Koncowe stezenie w roztworze
wyjsciowym doswiadczalnym
Roztwér nr 1: podstawowe sktadniki
odzywcze
NH,Cl 1,5 g/dm? 15 mg/dm’
MgCLXx6H,0 }-;- g;gmj 1; mgﬁmj
,8 g/dm mg/dn

CaClx2H,0 1,5 g/dm? 15 mg/dm’
MgS04x7H,0 0,16 g/dm’ 1,6 mg/dm’
KH,PO,
Roztwor nr 2:
Fe-EDTA
FeClix6H,0 80 m/dm’ 3 0,08 mg/dm;3
Na,EDTAX2H,0 100 mg/dm 0,1 mg/dm
Roztwor nr 3: pierwiastki §ladowe
H;BO; 185 mg/dm’ 0,185 mg/dm*
MnCl,x4H,0 415 mg/dm’ 0,415 mg/dm’
ZnCl 3 mg/dm’ 3 3x107 3mg/dm33
CoCLX6H,0 Ol E)Slrng/dm . 1,5% 7150 rng/d3m

,01 mg/dm 10° mg/dm
CuCl,2H,0 7 mg/dm’ 7x107 mg/dm’
Na,Mo0O4%x2H,0
Roztwor nr 4:
NaHCO; 50 g/dm? 50 mg/dm’

Po ustaleniu si¢ rdwnowagi i napowietrzeniu pH takiego podtoza wynosi okoto 8.
1.6.2. Aparatura

- typowy sprz¢t laboratoryjny,

- kolby stozkowe o odpowiedniej pojemnosci (np. gdy objeto$é roztworu doswiadczalnego wynosi 100 cm®
odpowiednie sa kolby stozkowe o pojemnosci 250 cm®). Wszystkie naczynia powinny by¢ identyczne pod
wzgledem rozmiardw i materiatu, z ktdrego sa wykonane,

- urzadzenia do hodowli: zaleca si¢ specjalne pomieszczenie lub komorg z mozliwoscia regulacji temperatury
w zakresie od 21 do 25°C z doktadnos$cia £2°C i ciaglym, jednolitym os$wietleniem w zakresie widma
400-700 nm. Mozna przyjac, ze warunki do wzrostu glondw sa odpowiednie, tacznie znatgzeniem $wiatla,
jezeli glony w hodowlach kontrolnych osiagnety zalecana szybkos¢ wzrostu.

Zaleca si¢ uzywanie $wiatla o natezeniu od 60 do 120 uE/m?/s (35-70x10" fotond6w/m?/s), przy pomiarze na
sredniej wysoko$ci roztworu doswiadczalnego w zakresie widma 400-700 nm przy pomocy odpowiedniego
czujnika. Przy stosowaniu urzadzen pomiarowych kalibrowanych wluksach, akceptowany jest zakres
rownowazny 6000-10000 luksow.

Wymagane natgzenie $wiatlta mozna osiagna¢ przy uzyciu 4-7 lamp fluorescencyjnych o mocy30 W dajacych
biale $wiatto (temperatura koloru okoto 4300 K), ustawionych w odleglosci ok. 0,35 m od hodowli.

Pomiary gestosci komorek powinny by¢ wykonywane przy uzyciu metod polegajacych na bezposrednim liczeniu
komoérek, np. mikroskop z komora pomiarowa. Mozna rowniez postuzy¢ sig¢ innymi metodami (fotometria,
turbidymetria itp.), pod warunkiem ze udowodniono ich wystarczajaca czulo$¢, awyniki dobrze koreluja
z gestoscia komorek.
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1.6.3. Organizmy do$wiadczalne

Zalecane sa gatunki glonow charakteryzujace si¢ szybkim wzrostem, co ulatwia prowadzenie hodowli
i przeprowadzenie badan. Odpowiednie do tych celow sa nastgpujace 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)
Jezeli uzywane sa inne gatunki, nalezy to odnotowac.

1.6.4. Opis postepowania

Zakres stezen, w ktérym prawdopodobnie wystapi dziatanie toksyczne, okresla si¢ na podstawie wynikow
otrzymanych w badaniach wstgpnych.

Dwie miary wzrostu (przyrost biomasy iszybko$¢ wzrostu) moga dawaé zasadniczo rozne wielkosci
charakteryzujace zahamowanie wzrostu; obydwie miary powinno wzia¢ si¢ pod uwagg w poszukiwaniu zakresu
stezen efektywnych tak, aby mie¢ pewno$¢, iz stgzenia rosnace Wwpostgpie geometrycznym umozliwia
oszacowanie zarowno wartosci EyCs, jak 1 E.Cso.

Poczqtkowa gestos¢ komorek

Zaleca sig, aby poczatkowa gestos¢ komorek w badanych hodowlach wynosita dla Selenastrum capricornutum
i Scenedesmus subspicatus okoto 10* komorek/cm®. W przypadku uzycia innego gatunku nalezy zapewni¢
poréwnywalna biomasg.

Stezenia substancji badanej

Do doswiadczen nalezy uzy¢ przynajmniej pigc stgzen zwigkszajacych si¢ w postgpie geometrycznym, ktorych
stosunek nie powinien przekracza¢ wartosci 2,2. Najnizsze st¢zenie nie powinno w sposob widoczny wplywac na
wzrost glondow. Najwyzsze natomiast powinno hamowaé wzrost glondw przynajmniej o 50% w stosunku do
grupy kontrolnej lub, co wydaje si¢ lepsze, powodowac catkowite zahamowanie wzrostu.

Liczba powtorzen i badan kontrolnych

W badaniu nalezy uwzgledni¢ przynajmniej trzy powtorzenia dla kazdego badanego st¢zenia. Dodatkowo stosuje
si¢ trzy powtorzenia w badaniach kontrolnych bez substancji badanej i, jezeli zachodzi potrzeba, trzy
w badaniach kontrolnych zawierajacych substancje dodatkowa. W uzasadnionych przypadkach mozna zwigkszy¢
liczbg badanych stgzen i zmniejszy¢ liczbg powtorzen dla kazdego badanego stgzenia.

Wykonanie badania

Badane hodowle zawierajace odpowiednie stgzenia badanej substancji/preparatu iwymagana ilo$¢
wprowadzanych glonéw przygotowuje si¢ dodajac odpowiednie objgtosci roztworu podstawowego badanej
substancji do podstawowej zawiesiny glonéw (tabela C.1.1.).

Zawarto$¢ naczynia z hodowla po wstrzasnigeiu nalezy umie$ci¢ w urzadzeniu do hodowli. W czasie badania
hodowl¢ nalezy utrzymywaé dzigki wytrzasaniu wpostaci zawiesiny oraz napowietrzaé, w celu polepszenia
wymiany gazowej izmniejszenia odchylen pH wroztworze do$wiadczalnym. Badanie nalezy prowadzi¢
w zakresie temperatur od 21 do 25°C+£2°C.

Gestos¢ komorek nalezy mierzy¢ w kazdym naczyniu przynajmniej po 24, 48 172 godzinach od rozpoczgcia
badania. Do pomiaru tta w przypadku pomiarow gestosci komorek, innych niz metody bezposredniego liczenia,
nalezy uzywacé przefiltrowanego podtoza dla glonow zawierajacego badana substancj¢e w odpowiednim ste¢zeniu.
Pomiaréw pH nalezy dokonywac¢ na poczatku badania i po 72 godzinach.

W okresie catego badania pH roztwordw nie powinno zmieniac¢ si¢ wigcej niz o 1,5 jednostki.

Badanie substancji lotnych

Jak dotad nie istnieja ogdlnie przyjete zasady badania substancji lotnych. W przypadkach kiedy badana
substancja lub preparat ma tendencj¢ do parowania, mozna stosowa¢ zamknigte naczynia o zwigkszonej objetosci

81



wolnej przestrzeni nad plynem hodowlanym. Przy obliczaniu zwigkszonej objgtosci nad plynem nalezy wziaé
pod uwage mozliwo$¢ niedoboru CO,. Istnieja propozycje roznych modyfikacji tej metody V.

Nalezy dazy¢ do oznaczenia ilosci substancji, jaka pozostata w roztworze. Nalezy tez zachowaé duza ostrozno$¢
podczas interpretacji wynikow badan lotnych substancji przy uzyciu uktadow zamknigtych.

Badanie wartosci stezenia granicznego

W celu wykazania, ze warto§¢ ECsy dla danej substancji jest wigksza od stezenia 100 mg/dm’, mozna
przeprowadzi¢, przy uzyciu opisanych metod, badanie warto$ci st¢zenia granicznego, stosujac wlasnie to
stezenie.

W przypadku gdy wiasciwosci danej substancji nie pozwalaja na uzyskanie stezenia 100 mg/dm® w wodzie,
badanie warto$ci st¢zenia granicznego powinno si¢ przeprowadzi¢ przy stgzeniu odpowiadajacym
rozpuszczalno$ci danej substancji (lub przy maksymalnym st¢zeniu tworzacym stabilny uklad dyspersyjny)
w uzytym podlozu (zgodnie z punktem 1.6.1.1.).

Badanie nalezy przeprowadzi¢, w co najmniej 3 powtorzeniach, przy takiej samej iloSci powtdrzen w grupie
kontrolnej. Nalezy okresli¢ dwie wielkosci charakteryzujace wzrost: przyrost biomasy i szybko$¢ wzrostu.

W przypadku gdy w hodowlach narazanych zaobserwowano $redni spadek o co najmniej 25% w zakresie
przyrostu biomasy lub szybkosci wzrostu w porownaniu do kontroli, nalezy przeprowadzi¢ pelne badanie.

PRZYKEAD POSTEPOWANIA PRZY HODOWLI GLONOW
1) Uwagi ogo6lne
Celem prowadzenia hodowli zgodnie zponizszymi wytycznymi jest uzyskanie hodowli glonéw do badan
toksycznosci.
Nalezy stosowa¢ odpowiednie metody wykluczajace zakazenie hodowli glonow bakteriami (zgodnie z norma
ISO 4833). Moga by¢ wskazane hodowle akseniczne, jednak zasadnicze znaczenie maja hodowle jednego
gatunku glonow.
Wszystkie czynno$ci nalezy wykonywac w jalowych warunkach, aby uniknaé¢ zanieczyszczenia bakteriami lub
innymi glonami. Hodowle zakazone nalezy odrzucié.
2) Otrzymywanie hodowli glonéw
Przygotowanie roztworow substancji odzywczych (podiozy):
Przygotowanie podloza polega na rozcienczaniu stezonych roztworéw podstawowych substancji odzywczych.
W przypadku podtéz statych nalezy doda¢ 0,8% agaru. Uzywane podloza powinny by¢ wyjalowione. Proces
wyjatawiania w autoklawie moze spowodowa¢ utrat¢ amoniaku.
Hodowle podstawowe.
Jako poczatkowy material do badan wykorzystuje si¢ mate hodowle glonéw regularnie przenoszone do
swiezego medium (hodowle podstawowe). Hodowle rzadko uzywane mozna przechowywaé na skosach
agarowych. Nalezy je przenosi¢ do §wiezego podioza przynajmniej co dwa miesiace.
Hodowle podstawowe nalezy przetrzymywaé w kolbach stozkowych zawierajacych odpowiednie medium
(objetos¢ okoto 100 cm?®). W przypadkach inkubowania glonow w 20°C, w warunkach stalego o$wietlenia,
niezbgdne jest przenoszenie do nowego podloza jeden raz w tygodniu.
Czynno$¢ ta polega na przeniesieniu za pomoca jalowej pipety ,,starej” hodowli do kolby zawierajacej §wieze
podtoze, w takiej ilodci, aby dla gatunkéw szybko rosnacych poczatkowe stgzenie byto okoto 100 razy mniejsze
niz w starej hodowli.
Szybko$¢ wzrostu gatunkow mozna wyznaczy¢, postugujac si¢ krzywa wzrostu. Jesli szybko$¢ ta jest juz znana,
istnieje mozliwo$¢ okreslenia gestosci, przy ktorej hodowle nalezy przenies¢ do nowego podioza. Czynnosc tg
nalezy wykona¢ zanim hodowla wejdzie w fazg zamierania.
Hodowla wyjsciowa:
Prowadzenie hodowli wstgpnej umozliwia dostarczanie glonéw w ilosci odpowiedniej do inokulacji hodowli
doswiadczalnych. Hodowlg wstgpna nalezy inkubowaé w warunkach doswiadczalnych i wykorzystywac ja
w okresie jej wyktadniczego wzrostu, zwykle po trzech dniach inkubacji. Stwierdzenie whodowlach obecnosci
komorek nietypowych lub zdeformowanych jest powodem do ich odrzucenia.

'S, Galassi and M. Vighi - Chemosphere, 1981, Vol. 10, 1123-1126.

82



2. WYNIKIIICH OCENA

Wyniki pomiaréw gegstosci komoérek w badanej ikontrolnej hodowli nalezy przedstawi¢ w postaci tabeli
uwzgledniajacej stezenia badanej substancji iczasy pomiardw. W celu uzyskania krzywych wzrostu $rednie
gestosci komorek dla kazdego stgzenia substancji nalezy przedstawi¢ w postaci wykresu zaleznos$ci od czasu
(0-72 godziny).

Ponizej przedstawiono dwa sposoby okreslania zaleznosci st¢zenie-efekt. Niektore substancje moga stymulowac
wzrost glonow w niskich st¢zeniach.

2.1. Poréwnanie powierzchni pod krzywymi wzrostu

Pole zawarte pomigdzy krzywa wzrostu a linia pozioma N=N, mozna wyliczy¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

A= 4 I s (g g ) o 2R (1, — 1)

gdzie:

A — powierzchnia,

No — liczba komorek/cm® w czasie t, (poczatek badania),

N, — oznaczona liczba komorek/cm® w czasie ti,

N. — oznaczona liczba komérek/cm® w czasie t,,

ti  — czas pierwszego pomiaru po rozpoczgeiu badania,

t. — czas n-tego pomiaru po rozpoczgeiu badania,

n — liczba pomiaré6w wykonanych po rozpoczgciu badania.

Procent zahamowania wzrostu komoérek dla kazdego stgzenia badanego (I») oblicza si¢ wedtug nastgpujacego
wzoru:

4,4,
I, =,7x100

gdzie:

A. — powierzchnia pomigdzy krzywa wzrostu w kontroli a linia pozioma N=N,,

A — powierzchnia pomigdzy krzywa wzrostu dla danego stezenia a linia pozioma N=N,.

Wartosci I nanosi si¢ w postaci wykresu pétlogarytmicznego lub potlogarytmiczno-probitowego w zaleznosci
od odpowiednich stezen. W przypadku uzycia wykresu probitowego punkty nalezy potaczy¢ linig prosta, lub tez
wykresli¢ krzywa regresji wykorzystujac do tego celu odpowiednie metody obliczen.

Wartos¢ ECso wyznacza sig z przecigeia linii regresji z linia rownolegta do osi odcigtych, poprowadzona od
punktu na osi I, = 50%. W celu wyrdznienia uzyskanej w ten sposob wartosci, jako wynikajacej wylacznie z tego
sposobu obliczania, proponuje si¢ zastosowanie symbolu E,Cs,. Wazne jest, aby E,Csy byla odnoszona do
odpowiedniego czasu ekspozycji: np. E,Cso (0-72 godzin).

2.2. Poroéwnanie szybkosci wzrostu

Dla hodowli rosnacych w tempie wyktadniczym $rednia swoista szybko$¢ wzrostu (1) mozna obliczy¢é wedtug
nastgpujacego wzoru:
gpujacego wz I
“’ = )
gdzie:
tp 0znacza czas rozpoczgcia badania.

Srednia szybko$¢é wzrostu mozna takze wyznaczy¢ z nachylenia krzywej regresji uzyskanej z wykresu wartosci
InN odtozonych wzgledem czasu.
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Procent zahamowania swoistej szybkosci wzrostu dla kazdego z badanych stezen (I,t) moze byé wyliczony ze
wzoru:

_ MWy
1,, =" x100
gdzie:
pe — Srednia swoista szybko$¢ wzrostu w kontroli,
. — Srednia swoista szybko$¢ wzrostu dla stezenia t.

Spadek $redniej swoistej szybkosci wzrostu wyrazony w procentach dla kazdego z badanych st¢zen w stosunku
do wartosci kontrolnej nalezy odtozy¢ na wykresie wzgledem logarytmu st¢zenia. Z uzyskanego w ten sposob
wykresu mozna wyznaczy¢ warto§¢ ECs,. W celu wyrdznienia warto$ci uzyskanej przy zastosowaniu tego
sposobu obliczania, proponuje si¢ uzywanie symbolu E,Cs,. Nalezy zaznaczy¢ czasy dokonywania pomiaréw: np.
jesli warto$¢ odnosi si¢ do czasu obserwacji 0-72 godzin, symbol powinien mie¢ nastgpujaca postac:
E(Cs0(0-72h).

Swoista szybko$¢ wzrostu jest warto$cia logarytmiczna, wzwigzku z tym male zmiany w szybko$ci wzrostu
moga prowadzi¢ do znacznych zmian biomasy. Wartosci E,C i E,C sa zatem nieporéwnywalne pod wzgledem
liczbowym.
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TABELA C.3.1.
Uzyskano nastgpujace wyniki badan przeprowadzonych w 16 roznych laboratoriach z uzyciem dwuchromianu
potasu :

Srednia (mg/dm’) Zakres (mg/dnr)
E.Cs) (0-72h) 0,84 0,60 do 1,03
E.Cso (0-72h) 0,53 0,20 do 0,75

2.3. Obliczanie NOEC

Stezenie, przy ktorym nie obserwuje si¢ zadnego efektu (No Observed Effect Concentration), jest obliczane przy
uzyciu odpowiedniej metody statystycznej dla porownan wielokrotnych (np. analiza wariancji i test Dunnetta),
przy wykorzystaniu dla kazdego powtorzenia poszczegdlnego pola pod krzywymiA (zgodnie z punktem 2.1.) lub
swoistej szybkosci wzrostu p (zgodnie z punktem 2.2.).

3. SPRAWOZDANIE

W sprawozdaniu zamieszcza si¢, z uwzglednieniem zakresu badan, nast¢pujace informacje:
1) Badana substancj¢/preparat: dane umozliwiajace identyfikacje chemiczna;
2) Badane organizmy: pochodzenie, laboratorium prowadzace hodowle, numer szczepu, metodg hodowli;
3) Warunki badania:
- datg rozpoczgcia, zakonczenia oraz czas trwania doswiadczenia,
- temperaturg,
- sktad podtoza,
- urzadzenie do hodowli w warunkach do$wiadczalnych,
- pH roztworow na poczatku i koncu badania (w przypadku gdy pH uleglo zmianie o wigcej niz pottorej
jednostki, nalezy zalaczy¢ wyjasnienie tego faktu),
- rodzaj no$nika i metod¢ zastosowana przy rozpuszczaniu badanej substancji, a takze stezenie no$nika
w badanych roztworach,
- natgzenie i rodzaj oswietlenia,
- badane stezenia (nominalne lub zmierzone);
4)  Wyniki:
- gestos¢ komorek w kazdym naczyniu, w kazdym punkcie pomiarowym oraz metoda oznaczania ggstosci
komorek,
- $rednie wartos$ci gestosci komorek,
- krzywe wzrostu,
- graficzng prezentacje zaleznosci stezenie-efekt,
- warto$ci EC 1 metode obliczania,
- warto$¢ NOEC,
- inne obserwowane skutki.

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