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ROZPORZADZENIE MINISTRA SRODOWISKA"
z dnia 13 maja 2004 r.

w sprawie warunkow, w ktérych uznaje sie, ze odpady nie sa niebezpieczne

Na podstawie art. 4 ust. 1 pkt 2 ustawy z dnia
27 kwietnia 2001 r. o odpadach (Dz. U. Nr 62, poz. 628,
z p6zn. zm.?)) zarzadza sie, co nastepuje:

8 1. Rozporzadzenie okresla:

1) warunki, w ktérych uznaje sie, ze odpady wymie-
nione na liscie odpaddw niebezpiecznych nie po-
siadajg wtasciwosci lub sktadnikéw i wtasciwosci
powodujacych, ze odpady te stanowig odpady
niebezpieczne;

2) sposob ustalenia spetnienia warunkow, o ktérych
mowa w pkt 1.

8 2. 1. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione
na liscie odpadéw niebezpiecznych nie posiadajg wta-
sciwosci wybuchowych (H1), sa negatywne wyniki ba-
dan wrazliwosci termicznej, wrazliwosci na uderzenie
oraz wrazliwosci na tarcie, przeprowadzonych w wa-
runkach testowych.

2. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na
liscie odpadow niebezpiecznych nie posiadajg wtasci-
wosci szkodliwych (H5) albo toksycznych (H6), jest brak
efektow szkodliwych lub toksycznych w warunkach
prowadzonych testéw przesiewowych z uzyciem odpa-
dow lub standardowego wyciggu wodnego z odpaddw.

3. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na
liscie odpadow niebezpiecznych nie posiadajg wtasci-
wosci rakotwoérczych (H7), jest brak wystgpienia no-
wotwordow u badanych zwierzat narazonych na od-
dziatywanie tych odpaddédw w warunkach testowych.

4. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na li-
scie odpadow niebezpiecznych nie posiadajag szkodliwe-
go dziatania na rozrodczos$¢ (H10), jest brak ich wptywu
na rozwaj rozwielitek w warunkach testowych lub brak
oddziatywania na rozrodczo$¢ zwierzat doswiadczal-
nych w warunkach testu jedno- lub dwupokoleniowego.

5. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na
liscie odpadow niebezpiecznych nie posiadajg wtasci-
wosci mutagennych (H11), jest brak zmian mutagen-
nych u organizmow narazonych na oddziatywanie od-
paddéw w warunkach testowych.

6. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na
liscie odpadow niebezpiecznych nie posiadajg wtasci-
wosci ekotoksycznych (H14), jest brak efektow tok-
sycznych w warunkach prowadzonych testéw przesie-
wowych z uzyciem standardowego wyciggu wodnego
z odpaddw.

1 Minister Srodowiska kieruje dziatem administracji rzado-
wej — srodowisko, na podstawie § 1 ust. 1 pkt 2 rozporza-
dzenia Prezesa Rady Ministrow z dnia 4 maja 2004 r.
w sprawie szczegotowego zakresu dziatania Ministra Sro-
dowiska (Dz. U. Nr 106, poz. 1130).

2) Zmiany wymienionej ustawy zostaty ogtoszone w Dz. U.
z 2002 r. Nr 41, poz. 365, Nr 113, poz. 984 i Nr 199,
poz. 1671, z 2003 r. Nr 7, poz. 78 oraz z 2004 r. Nr 96,
poz. 959 i Nr 116, poz. 1208.

7. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na
lisScie odpadow niebezpiecznych nie posiadajg wtasci-
wosci, z powodu ktérych odpady te zostaty umieszczo-
ne na tej liscie, jest brak wtasciwosci wymienionych
w ust. 1—6 oraz brak przekroczen parametrow granicz-
nych, okreslonych w zatgczniku nr 1 do rozporzadzenia.

8§ 3. Ustalenie spetnienia warunkodw, o ktérych mo-
wa w 8 2, nastepuje na podstawie przeprowadzonych
badan, ktére prowadza laboratoria akredytowane lub
laboratoria posiadajgce wdrozony system jakosci
w zakresie badania wtasciwosci i sktadnikéw odpa-
dow niebezpiecznych, okreslonych w zataczniku nr 2
do rozporzadzenia.

8 4. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione
na liscie odpaddéw niebezpiecznych nie posiadaja
sktadnikéw i wtasciwosci, z powodu ktérych odpady
te zostaty umieszczone na tej liscie, jest:

1) brak przekroczen stezen sktadnikdéw okreslonych
w zataczniku nr 3 do rozporzadzenia lub

2) brak przekroczen parametrow granicznych okre-
$lonych w zataczniku nr 1 do rozporzadzenia oraz
brak cech okreslonych w § 2 ust. 1—6.

8 b. Jezeli wystgpi chociaz jedna z cech, o ktérych
mowa w 8 2 ust. 1—6, i przekroczenie parametréw,
o ktérych mowa w zatgczniku nr 1 do rozporzadzenia,
odpad jest odpadem niebezpiecznym.

8 6. Spetnienie warunku, o ktérym mowa w § 4
pkt 1, ustala sie w nastepujacych etapach:

1) etap pierwszy — ustalenie listy substancji, ktorych
wystepowanie w odpadzie jest spodziewane;

2) etap drugi — przeprowadzenie wstepnych badan,
ktdrych celem jest ustalenie, czy faktycznie wyste-
puja substancje, o ktérych mowa w pkt 1;

3) etap trzeci — przeprowadzenie szczegétowych ba-
dan w celu okreslenia stezen substancji ustalo-
nych w etapie drugim.

8 7. Jezeli wyniki badan, o ktéorych mowa w 8 6
pkt 3, wykazujg, ze stezenia substancji sg nizsze niz
wymienione w zataczniku nr 3 do rozporzadzenia, od-
pad uznaje sie za nieposiadajacy sktadnikéw i wtasci-
wosci powodujacych, ze odpady te stanowig odpady
niebezpieczne.

&8 8. Jezeli w wyniku ustalen, o ktérych mowa
w 8§ 6, zostanie ustalone wystepowanie sktadnikow
wymienionych w zatgczniku nr 3 do ustawy z dnia
27 kwietnia 2001 r. o odpadach innych niz wymienio-
ne w zataczniku nr 3 do rozporzadzenia, to w celu
stwierdzenia, czy odpad nie stanowi odpadu niebez-
piecznego, przeprowadza sie badania wtasciwosci,
o ktérych mowa w § 2.

8 9. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uptywie
14 dni od dnia ogtoszenia.

Minister Srodowiska: J. Swatori



Dziennik Ustaw Nr 128 — 9035 —

Poz. 1347

Zataczniki

do rozporzadzenia Ministra Srodowiska

z dnia 13 maja 2004 r. (poz. 1347)

PARAMETRY GRANICZNE

Zatacznik nr 1

Ozna- Parametr graniczny
Lp. czer)iz_:\ Nlazwa, _ edno- wartosci, dla ktérych
wia§c[- wiasciwosci nazwa parametru ) K uznaje sie, ze odpad
WOSCI stka nie posiada wtasciwosci
1 H2 utleniajgce | maksymalna predkosé spalania mm/s |maksymalna predkosé spalania
mniejsza od maksymalnej
predkosci spalania mieszanki
kontrolnej celulozy
i azotanu baru
2 H3-A wysoce temperatura zaptonu °C powyzej 21 dla odpadoéw
tatwopalne ciektych
czas spalania substancji statej s powyzej 45
3 H3-B tatwopalne |temperatura zaptonu °C powyzej 55
4 H4 draznigce odczyn odpadu ciektego lub wycig-
gu wodnego odpadu statego pH powyzej 3,0 oraz ponizej 11,5
dziatanie na skére — rumien skory — oY
dziatanie na skore — obrzek skory — oY
dziatanie na oczy — 02
uczulenie skory — 03
5 H8 zrace odczyn odpadu ciektego lub wycia-
gu wodnego odpadu statego pH powyzej 2,0 oraz ponizej 12,5
opor elektryczny przez skére
szczura om >5
gestosé optyczna w tescie z mode-
lowa skéra ludzka % 1004
6 H9 zakazne® Clostridium perfringens >0,0001
Salmonella sp. obecnosé brak
Grupa coli, Eschericia coli miano >0,001
Pseudomonas aeruginosa obecnosé brak
inne organizmy — stosowanie do rodzaju
organizmow
7 H12 uwalniajace | predko$é¢ wydzielania gazu dm3/kg <1
toksyczne na go-
. ki wysoko dzing
oksyczne gazy catkowita ilo$¢ wydzielonej % masy <3,0
substancji toksycznej odpadu
catkowita ilos¢ wydzielonej % masy <0,1
substancji wysoce toksycznej odpadu
toksyczne oddziatywanie — brak
wydzielonego gazu na organizmy
testowe
8 H13 wydzielajace | parametry stosowane dla po- stosowanie do badanych
substancje |szczegdlnych wtasciwosci od H1 parametréow stosowanych
o witasci- do H12 do oceny poszczegoélnych
wosciach wtasciwosci
od H1 do H12

Objasnienia:
) Brak zaczerwienienia oraz brak obrzeku (ocena ,0” w skali od 0 do 4).
) Brak zmetnienia rogowki, spojowki i teczowki oraz brak obrzeku powieki, oceny ,0”
uszkodzenie teczowki: 0—2, przekrwienie spojowki: 0—3, obrzek powieki: 0—4).

(w skali: zmetnienie rogowki: 0—4;

3) Brak reakcji skérnych (ocena ,0” w klasyfikacji Magnussona/Kligmana w skali od 0 do 3).
4 Odsetkowa warto$é graniczna musi jednak zostaé zdefiniowana w modelu prognostycznym, zanim metoda zostanie

uznana za odpowiedniag.

5 Odpady zawierajgce zywe mikroorganizmy lub ich toksyny, o ktérych wiadomo lub co do ktérych istniejg wiarygodne
podstawy do przyjecia, ze powodujg choroby cztowieka lub innych zywych organizmdéw.
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Zatacznik nr 2

BADANIA WEASCIWOSCI

Lp.

Nazwa wtasciwosci

Nazwa metody?

2

3

wybuchowe H?

1.1. Badanie wrazliwosci termicznej wg PN-92/C-86006 (Materiaty
wybuchowe — Oznaczenie deflagracyjnosci — Metoda ogrzewa-
nia w tusce stalowej) lub wg pkt 1.6.1 czesci A.14 zatacznika®

1.2. Badanie wrazliwosci na uderzenie wg PN-EN 13631-4:2004
(Materiaty wybuchowe do uzytku cywilnego. Materiaty wybu-
chowe kruszace. Cze$¢ 4: Oznaczanie wrazliwosci na uderzenie)
lub wg pkt 1.6.2 czesci A.14 zatacznika®

1.3. Badanie wrazliwosci na tarcie wg PN-C-86019:1994 (Materia-
ty wybuchowe — Oznaczanie wrazliwosci na tarcie) lub wg
pkt 1.6.3 czesci A.14 zatacznika®

utleniajgce H2

2.1. Badanie wtasciwosci utleniajacych (substancji statych/prepa-
ratow chemicznych) wg czesci A.17 zatacznika3

wysoce fatwopalne H3A

3.1. Metody badania odpadow ciektych”

3.1.1. Oznaczanie temperatury zaptonu metoda tygla za-
mknietego wg Abela wg PN-EN 1SO 13736:2002 (U)
(Przetwory naftowe i inne ciecze — Oznaczanie tem-
peratury zaptonu metoda tygla zamknietego wedtug
Abela) lub wg pkt 1.6.3.2 czesci A.9 zatacznikad

3.1.2. Oznaczanie temperatury zaptonu metoda zamkniete-
go tygla Pensky‘ego—Martensa wg PN-EN ISO
2719:2003 (Oznaczanie temperatury zaptonu. Pomiar
metodg zamknietego tygla Pensky’‘ego—Martensa)
lub wg pkt 1.6.3.2 czesci A.9 zatgcznika®

3.1.3. Oznaczanie temperatury zaptonu w tyglu zamknie-
tym TAG wg PN-V-04043:2002 (Przetwory naftowe —
Oznaczanie temperatury zaptonu w tyglu zamknietym
TAG) lub wg pkt 1.6.3.2 czesci A.9 zatgcznika®

3.1.4. Oznaczanie temperatury zaptonu metoda tygla za-
mknietego Abla—Pensky‘ego wg PN-EN 57:1999 (Pro-
dukty naftowe — Oznaczanie temperatury zaptonu —
Pomiar metodg zamknietego tygla Abla—Pensky’‘ego)
lub wg pkt 1.6.3.2 czesci A.9 zatagcznika®

3.2. Metody badania odpadow statych — Oznaczanie palnosci

(substancji i parametrow chemicznych statych)

wg PN-EN 61300-2-36:2002 (Swiattowodowe ztgcza i ele-

menty bierne — Podstawowe procedury badan i pomiaréow

— Cze$¢ 2-36: Badania — Palnos¢ (niebezpieczenstwo

zaptonu)) lub wg czesci A.10 zatgcznika®

tatwopalne H3B#

4.1. Oznaczanie temperatury zaptonu metoda tygla zamknietego
wg Abela jak w pkt 3.1.1

4.2. Oznaczanie temperatury zaptonu metoda zamknietego tygla
Pensky‘ego—Martensa jak w pkt 3.1.2

4.3. Oznaczanie temperatury zaptonu w tyglu zamknietym TAG
jak w pkt 3.1.3

4.4. Oznaczanie temperatury zaptonu metoda tygla zamknietego
Abla—Pensky‘ego jak w pkt 3.1.4

draznigce H4

bA. Testy przesiewowe — Badanie pH odpadu ciektego lub wycia-
gu wodnego z odpadu statego wg PN-90/C-04540.01 (Woda
i $cieki. Badania pH, kwasowosci i zasadowosci. Oznaczanie
pH wadd i $sciekdw o przewodnosci elektrolitycznej wtasciwosci
10 mikrosekund/cm i powyzej metoda elektrometryczng)
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5B.

Badanie dziatania draznigcego: wykonywane wyfacznie

w przypadkach szczegélnie uprawnionych®

5B.1. Toksycznosc ostra (dziatanie draznigce na skore)
wg czesci B.4 zatacznika®

5B.2. Toksycznosé ostra (dziatanie draZnigce na oczy)
wg czesci B.5 zatgcznika®

5B.3. Toksycznosc ostra (uczulenie skory) wg czesci
B.6 zatgcznika®

6 | szkodliwe H58)

6A.

6B.

Testy przesiewowe:

6A.1. Test toksycznosci na bakteriach Vibrio fischeri wg in-
strukcji zawartych w dostepnych testach komercyjnych

6A.2. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej na rzeZzusze
ogrodowej Lepidium sativum L.7

6A.3. Toksycznos¢ ostra (dla rozwielitek — Daphnia sp.)
wg czesci C.2 zatgcznika®

6A.4. Toksycznos¢ — Hamowanie wzrostu glonow
wg czesci C.3 zatgcznika®

6A.5. Toksycznosé ostra (dla ryb) wg czesci C.1 zatacznika3)

6A.6. Toksycznos¢ dla dzdzownic. Badania w sztucznej glebie
wg czesci C.8 zatacznika®

Badania na ssakach: wykonywane wytacznie w przypadkach

szczegolnie uprawnionych

6B.1. Toksycznosc ostra (podanie droga pokarmowa).

Metoda ustalonej dawki wg czesci B.1.BIS zatacznika3

6B.2. Toksycznosc ostra (podanie drogg pokarmowa).

Mg)toda klas ostrej toksycznosci wg czesci B.1.TRIS zataczni-

ka

6B.3. To:gsycznoéc' ostra (inhalacyjna) wg czesci B.2 zatgczni-
ka

6B.4. Toksycznosc¢ ostra (narazenie przez skore) wg czesci B.3
zatacznika3

6B.5. Toksycznosc¢ dawki powtarzanej (28 dni, droga pokar-
mowa) wg czesci B.7 zatgcznikad)

6B.6. Toksycznosc¢ dawki powtarzanej (28 dni, droga inhala-
cyjna) wg czesci B.8 zatgcznika®

6B.7. Toksycznoscé dawki powtarzanej (28 dni, po podaniu
na skore) wg czesci B.9 zatgcznikad)

7 | toksyczne H6®)

7A.

7B.

Testy przesiewowe:

7A.1. Test toksycznosci na bakteriach Vibrio fischeri wg in-
strukcji zawartych w dostepnych testach komercyjnych

7A.2. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej na rzezusze
ogrodowej Lepidium sativum L.7

7A.3. Toksycznosé ostra (dla rozwielitek — Daphnia sp.)
wg czesci C.2 zatgcznika®

7A.4. Hamowanie wzrostu glonéw wg czesci C.3 zatacznika®

7A.5. Toksycznosé ostra (dla ryb) wg czesci C.1 zatacznika®

7A.6. Toksycznosc¢ dla dzdzownic. Badania w sztucznej glebie
wg czesci C.8 zatgcznika®

Badania na ssakach: wykonywane wyfacznie w przypadkach

szczegolnie uprawnionych

7B.1. Toksycznos¢ ostra (podanie droga pokarmowa). Metoda
statej dawki wg czesci B.1.BIS zatgcznika®

7B.2. Toksycznos¢ ostra (podanie droga pokarmowag). Metoda
klas ostrej toksycznosci wg czesci B.1.TRIS zatgcznika®

7B.3. Togsycznoéc' ostra (inhalacyjna) wg czesci B.2 zatgczni-
ka

7B.4. Toksycznos¢ ostra (narazenie przez skore) wg czesci B.3
zatacznika3

7B.5. Toksycznosé¢ dawki powtarzanej (28 dni, droga pokar-
mowa) wg czesci B.7 zatgcznikad)
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7B.6. Toksycznosc¢ dawki powtarzanej (28 dni, droga inhalacyj-
na) wg czesci B.8 zatacznika®

7B.7. Toksycznosc¢ dawki powtarzanej (28 dni, po podaniu na
skore) zgodnie z czescig B.9 zatgcznikad)

rakotworcze H7

8.1.

8.2.

Obserwacja dziatania rakotwdrczego na zwierzetach testo-
wych wg czesci B.32 zafacznikad)

Obserwacja toksycznosci przewlektej i dziatania rakotworcze-
go na zwierzetach testowych lub metoda rownowazna wg
czesci B.33 zatacznika®

zrgce H8

9A.

9B.

Testy przesiewowe — Badanie pH odpadu ciektego lub wycia-

gu wodnego z odpadu wg PN-90/C-04540.01 (Woda i $cieki —

Badania pH, kwasowosci i zasadowosci. Oznaczanie pH wod

i sciekdw o przewodnosci elektrolitycznej wtasciwej 10 mikro-

sekund/cm i powyzej metoda elektrometryczna)

Badanie dziatania zragcego

9B.1. Dziatanie zrace na skore (test TER z uzyciem skory
szczura) wg pkt 1.5 czesci B.40 zatgcznika® lub

9B.2. Dziatanie zrace na skore (test na modelu skory ludzkiej)
wg pkt 1.7 czesci B.40 zatgcznika®

10

zakazne H9®

10.1. Oznaczanie bakterii z rodzaju Clostridium wg PN-EN 26461-

-1:2001 (Jakos$¢ wody. Wykrywanie i oznaczanie ilosciowe
przetrwalnikdow beztlenowcow redukujgcych siarczyny (clo-
stridia). Cze$¢ 1: Metoda namnazania w podtozu ptynnym)

10.2. Oznaczanie bakterii z rodzaju Pseudomonas aeruginosa

wg PN 81/C-04615.26 (Woda i $cieki. Badania mikrobiologicz-
ne. Oznaczanie bakterii Pseudomonas aeruginosa metoda
hodowli na pozywkach ptynnych)

10.3. Oznaczanie bakterii z rodzaju Salmonella wg PN-EN 1SO

6579:2003 (Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna me-
toda wykrywania Salmonella spp).

10.4. Oznaczanie bakterii z grupy coli, Escherichia coli wg

PN 75/C-04615.05 (Woda i scieki. Badania mikrobiologiczne.
Oznaczanie bakterii grupy coli metoda fermentacyjna pro-
béwkowa), PN 77/C-04615.07 (Woda i scieki. Badania mikro-
biologiczne. Oznaczanie bakterii grupy coli typu katowego
(fekalnego) metoda fermentacyjng probéwkowas),

PN-EN ISO 9308-1:2004 (Jako$¢ wody. Wykrywanie i ozna-
czanie ilosciowe Escherichia coli i bakterii z grupy coli.
Czesé 1: Metoda filtracji membranowej)

10.5. Oznaczanie innych mikroorganizmow metodami specyficz-

nymi dla ich rodzajow

11

dziatajgce szkodliwie
na rozrodczo$é H109

11A. Test przesiewowy — Badanie wpfywu na rozwdj rozwielitek'”
11B. Badania na zwierzetach: wykonywane wytacznie w przy-

padkach szczegdlnie uprawnionych

11B.1. Dziatanie toksyczne na rozrodczos¢ w warunkach testu
jednopokoleniowego wg czesci B.34. zatacznika® lub

11B.2. Dziatanie toksyczne na rozrodczos¢ w warunkach te-
stu dwupokoleniowego wg czesci B.35. zatacznika®

12

mutagenne H111"

12A. Testy na organizmach nizszych i komérkach ssakow:

12A.1. Mutagennosc¢ (test rewersji mutacji na bakteriach)
wg czesci B.13/14 zatacznikad

12A.2. Mutagennosc (test mutacji genowych na komorkach
Saccharomyces cerevisiae) wg czesci B.15 zatacznika®

12A.3. Mutagennos¢ (test rekombinacji mitotycznych na ko-
morkach Saccharomyces cerevisiae) wg czesci B.16 za-
tacznika3
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12A.4. Recesywne mutacje letalne zwigzane z ptcig u Droso-
phila melanogaster wg czesci B.20 zatgcznika®

12A.5. Mutagennosé — (test mutacji genowych na komor-
kach ssakoéw) wg czesci B.17 zatacznika® lub

12A.6. Test wymiany chromatyd siostrzanych in vitro
wg czesci B.19 zatacznika®, lub

12A.7. Mutagennos¢é (test aberracji chromosomowych in vi-
tro na komérkach ssakéw) wg czesci B.10 zatacznika®

12A.8. Mutagennosé¢ (test aberracji chromosomowych na ko-
morkach szpiku kostnego ssakow) wg czesci B.11 za-
tacznika®

12A.9. Mutagennos¢ (test mikrojadrowy na erytrocytach ssa-
kow in vivo) wg czesci B.12 zatacznika®

12B. Badania na ssakach: wykonywane wytacznie w przypadkach

szczegolnie uprawnionych

12B.1. Dominujace mutacje letalne u gryzoni wg czesci B.22
zatagcznika® lub

12B.2. Aberracje chromosomowe spermatogoniow ssakow
wg czesci B.23 zatacznika®, lub

12B.3. Test plamkowy u myszy wg czesci B.24 zatacznika®),
lub

12B.4. Test dziedzicznych translokacji u myszy wg czesci B.25
zatacznikad)

13 | uwalniajace toksyczne
i wysoko toksyczne gazy H12

Metoda badania dwuetapowa:
13.A. | etap — Badanie palnosci (w kontakcie z wodg) wg czesci
A.12 zatacznika®
13.B. Il etap — tylko wowczas, gdy w etapie | nie jest mozliwe
ustalenie nazwy chemicznej wydzielajacego sie
gazu
13.B.1. Toksycznosé ostra (inhalacyjna) wg czesci B.2 zatgcznika®
lub
13.B.2. Toksycznosé¢ dawki powtarzalnej (28 dni, droga inhalacyj-
na) wg czesci B.8 zatgcznikad)

14 | H13 — wydzielajgce substancje
o wtasciwosciach od H1 do H12

Jak dla wtasciwosci od H1 do H12

15 | ekotoksyczne H1412)

15.1. Testy ekotoksycznosci wg instrukcji zawartych w poszczegél-
nych testach komercyjnych z wykorzystaniem bakterii lumi-
nescencyjnych, glonéw, pierwotniakow, wrotkow i skorupia-
kéw dostepnych w handlu w formie Toxkitow

15.2. Hamowanie wzrostu glonéw wg czesci C.3 zatacznika®

15.3. Toksycznosé ostra (dla rozwielitek — Daphnia sp.) wg cze-
$ci C.2 zatgcznika®

15.4. Toksycznosé ostra (dla rzesy wodnej — Lemna minor)'3

15.5. Toksycznosé ostra (dla ryb) wg czesci C.1 zatacznika®

Objasnienia:

" Wykonanie badania wedtug opisu metody okre$lonej w:
a) zataczniku do rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 28 lipca 2003 r. w sprawie metod przeprowadzania badan wta-
$ciwosci fizykochemicznych, toksycznosci i ekotoksycznosci substancji i preparatdow chemicznych (Dz. U. Nr 232,

poz. 2343),
b) normach polskich (europejskich),

c¢) innych udokumentowanych procedurach (patrz: objasnienia w odnosnikach 7, 10 i 13).

W testach, w ktérych metodyki opisane w zataczniku, o ktérym mowa w lit. a, lub innych procedurach przewidujg uzy-
cie wodnych roztworéw badanych substancji, w badaniach odpaddéw stosuje sie standardowe wyciagi wodne z odpa-
déw, wykonane zgodnie z PN-Z-15009:1997 (Odpady state — Przygotowanie wyciggu wodnego) lub PN-Z-15012:1997
(Odpady state — Przygotowanie wyciggu wodnego z odpaddéw zaolejonych).

We wszystkich badaniach, a w szczegdlnosci w badaniach toksykologicznych, nalezy stosowaé¢ w pierwszej kolejnosci
metody przesiewowe, tj. analizy chemiczne oraz mikrobiologiczne z zastosowaniem mikroorganizméw oraz organizmow
nizszych, z uwzglednieniem podanych nizej zasad. Metody te oznaczone sg symbolem A w opisie metod badania po-

szczegollnych wtasciwosci.
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2) Badania wykonuje sie wszystkimi wymienionymi metodami.
3) Zatacznik do rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 28 lipca 2003 r. w sprawie metod przeprowadzania badan wtasci-
wosci fizykochemicznych, toksycznosci i ekotoksycznosci substancji i preparatéw chemicznych.
4 Wykonuje sie badanie przynajmniej jedng z wymienionych metod.
5 Wybér metody powinien byé dostosowany do przewidywanej drogi narazenia.
6 Do ustalenia, czy odpad posiada wiasciwosci H5 lub H6, nalezy w pierwszej kolejnosci wykonaé testy przesiewowe na
bakteriach oraz takich organizmach, jak Lepidium sativum L., Daphnia sp., Eisenia foetida, ryby. Model badawczy powi-
nien sktadaé¢ sie minimum z dwéch testéw, z ktérych jednym powinien by¢ test na rybach. W przypadku gdy w testach
przesiewowych zostanie wykazana szkodliwos$é lub toksyczno$é badanego wyciaggu wodnego z odpaddéw, wyniki moga
zostaé dalej potwierdzone, o ile istnieje taka konieczno$é, w badaniach na ssakach.
Wykonanie wg nastgpujacego opisu metody — Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej na rzezusze ogrodowej Lepidium
sativum L.
1. Wstep
1.1. Cel
Celem badania jest okreslenie, czy odpad wykazuje aktywnosé cytotoksyczna na rzezusze ogrodowej Lepidium sa-
tivum L.
1.2. Zakres stosowania metody
Metode nalezy stosowaé do wstepnej oceny majacej za zadanie okreslenie, czy badany odpad wykazuje wtasci-
wosci mitodepresyjne, objawiajgce sie hamowaniem podziatéw komorkowych organizmu testowego.
1.3. Okreslenia:

a) widoczna toksycznos$é — ogdlne okreslenie opisujace wyrazne objawy toksycznosci wystepujace po podaniu
badanej substancji. Powinny one by¢ wystarczajgce do oszacowania zagrozenia i powinny by¢ takie, by mozna
byto oczekiwaé, ze wzrost podanej dawki spowoduje zmiany intensywnosci objawéw toksycznosci i prawdopo-
dobnie $miertelnosé,

b) NER; — najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciagu z odpadu, ktéry hamuje wydtuzenie sig korzeni o 5 % w sto-
sunku do kontroli,

¢) NERg, — najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciggu z odpadu, ktéry hamuje wydtuzenie sig korzeni o 50 %
w stosunku do kontroli,

d) NERg, — najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciagu z odpadu, ktéry hamuje wydtuzenie sig korzeni o 90 %
w stosunku do kontroli,

e) LID (Lowest Ineffective Dilution) — najmniejsze nieefektywne rozcienczenie.

1.4. Wytyczne ogodlne
Naczynia do hodowli i szkto laboratoryjne nalezy myé wodnym roztworem detergentu, a nastepnie doktadnie ptu-
kaé i sterylizowaé.

1.5. Zasada metody

Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznosci na rzezusze ogrodowej Lepidium sativum L. polega na obserwacji reak-

cji organizmow testowych umieszczonych w badanych wyciggach wodnych odpadéw. W etapie pierwszym okre-

slanym jako test wstepny ustalany jest rzad toksycznosci wykorzystywany w etapie drugim zwanym testem wta-

éciwym, na podstawie ktérego okre$lane sa wartosci nastepujacych parametréw: NERg, NER;,, NERg,, LID.

1.6. Odczynniki i roztwory:

a) woda destylowana lub zdemineralizowana,

b) wodny roztwér detergentu,

c) salicylan sodowy,

d) siarczan cynkowy,

e) fenol,

f) czerwien rutenowa (lub czerwien obojetna).

1.7. Aparatura i przyrzady:

a) urzadzenia laboratoryjne do mieszania i rozcienczania pozywki,

b) zrodto wody demineralizowanej lub destylowanej,

c) autoklaw,

d) pH-metr,

e) lupa binokularowa z przyrzadem mikrometrycznym o doktadnosci 0,1 mm,

f) termostat,

g) ezy lub inne narzedzia uzywane do przenoszenia nasion rzezuchy,

h) naczynia z czystego szkta lub plastiku (najlepsze naczynie to szalka Petriego o $rednicy 10 cm).

2. Wybor i przygotowanie organizmow testowych
2.1. Charakterystyka organizmu testowego
Roslina o wysokosci 30—60 cm, naga, posiada biate kwiaty. tuszczynki szeroko oskrzydlone, opatrzone bardzo
krotka szyjka, nieprzewyzszajaca wyciecia szczytowego tuszczynki.
2.2. Uzyskiwanie i wybor organizmu testowego

Nasiona rzezuchy ogrodowej Lepidium sativum L. lub roslina moga by¢ uzyskane ze zrédet komercyjnych lub la-

boratoriéw badawczych. Organizm testowy musi by¢ bezbtednie zidentyfikowany i zatwierdzony taksonomicznie

przed uzyciem.

2.3. Laboratoryjna hodowla organizmoéw testowych

2.3.1. Uzyskiwanie i przygotowanie organizmow do testow
Nasiona rzezuchy nalezy wysia¢ na bibute zwilzong woda destylowang lub woda zdemineralizowana. Inku-
bowaé w cieplarce w temperaturze 25+0,5 °C przez 17—24 h.

2.3.2. Selekcja organizméw do testow
Do badan stosowane sg tylko te organizmy w ilo$ci 25 sztuk na jedno stezenie, u ktérych wzrost korzeni po
17—24 h kietkowania wynosi okoto 1 mm.

7
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2.3.3. Woda do przygotowania roztwordow potrzebnych do analizy

Do przygotowania roztworéw do analizy wykorzystywana jest woda destylowana (zdemineralizowana).
2.3.4. Oswietlenie

Podczas inkubacji i w czasie trwania testu wskazany jest brak oswietlenia.
2.3.5. Temperatura

Podczas inkubacji i w czasie trwania testu wskazane jest utrzymywanie temperatury na poziomie 25+0,5 °C.

3. Metodyka wykonania testu
3.1. Wytyczne ogodlne

W testach przesiewowych nalezy uzyé¢ ustalonych z géry stezen, by ustalié, czy probka jest toksyczna w poréw-
naniu z roztworem kontrolnym; jezeli probka jest toksyczna, nalezy wykonaé test wstepny, ktéry ma na celu usta-
lenie rzedu toksycznosci badanych wyciagéw wodnych odpaddw.
Do testu nalezy uzywaé naczyn z czystego szkta lub tworzywa sztucznego; najlepszym naczyniem jest szalka Pe-
triego o srednicy 10 cm; przed uzyciem kazde naczynie nalezy doktadnie umyé wodnym roztworem detergentu,
a nastepnie doktadnie 3 razy ptukaé woda wodociggowa, 1 raz woda destylowang; ezy lub inne narzedzie uzywa-
ne do przenoszenia nasion rzezuchy powinny zosta¢ usuniete po uzyciu lub starannie umyte i wysterylizowane
przed ponownym uzyciem.
Parametry testu — warunki sSrodowiskowe powinny odpowiadac¢ tym, jakie panujg podczas przygotowania orga-
nizmow testowych (ust. 2).
Utrwalanie i wybarwianie strefy korzeniowej — po inkubacji w celu utrwalenia badanego materiatu skietkowane
nasiona rzezuchy nalezy przenie$é¢ do utrwalacza o nastepujagcym sktadzie:

— salicylan sodowy —20g
— siarczan cynkowy —20g
— fenol —05g¢g
— woda destylowana — 100,00 cm?

czas utrwalania wynosi 1/2 godziny lub dfuzej; po tym czasie kietki nalezy przemy¢ w wodzie, a nastepnie wtozy¢
do roztworu czerwieni rutenowej w stosunku 1:5 000 na szkietku przedmiotowym, w celu wybarwienia strefy ko-
rzeniowej; do wybarwienia moze by¢ rowniez zastosowana czerwien obojetna, ale daje gorsze rezultaty.
Pomiaréw dtugosci korzeni dokonuje sie pod lupg binokularowa przy uzyciu przyrzadu mikrometrycznego z do-
ktadnoscig do 0,1 mm.

3.2. Test wstepny
Test ten powinien byé przeprowadzany w celu ustalenia, czy test ostateczny jest potrzebny, i po to, aby okresli¢
rozcienczenie roztworow dla testu ostatecznego. W testach ustalania rzedu toksycznos$ci wykonuje sie proby
wstepne, sporzadzajac szereg rozcienczen badanych wyciggdéw wodnych z zastosowaniem ilorazu postepu geo-
metrycznego rownego 5.

3.3. Test wtasciwy
Celem tego testu jest okreslenie NERg, NERg,, NERg,, LID dla wzrostu korzenia rzezuchy.

3.3.1. Metodyka wykonania testu:

a) do testu nalezy przygotowadé, na bazie uzyskanych wynikéw z testu wstepnego, 5 rozciefnczen probki (nie
liczac kontroli) o malejgcym rozcienczeniu, przy zastosowaniu ilorazu postepu geometrycznego rozcien-
czen od 0,5 do 2,0; w analizie uwzglednia sie te rozcienczenia wyciagu wodnego, ktére w sposob staty-
stycznie istotny (L = 0,05) hamujg wzrost (wydtuzenie sie) korzeni w stosunku do préb kontrolnych; (naj-
lepiej przygotowac serie rozcienczen, w ktdrych srodkowe powoduje okoto 50 % inhibicje wzrostu, a naj-
nizsze i najwyzsze skutkujg okoto 90 i 10 % efektem inhibicji),

b) dla kazdego rozcieniczenia i kontroli powinny byé wykonane co najmniej 3 powtdrzenia, kazde zawieraja-
ce 10 cm3 badanego roztworu,

¢) wprowadzi¢ kontrole negatywnga zawierajaca jedynie wode lub 1 % metyloceluloze.

3.3.2. Wyniki testu

Pod wptywem zwigzkdw cytotoksycznych wystepuje inhibicja proceséw podziatowych komorek merysto-

matycznych, co prowadzi do zahamowania wzrostu organéw rzezuchy ogrodowej Lepidium sativum L.

W tescie bierze sie pod uwage dtugosé korzeni badanego organizmu. Jezeli w wysokich rozciehczeniach

wystepuje stymulacja, a nie inhibicja wzrostu rzezuchy, nalezy zanotowac to zjawisko, jezeli ma miejsce.

4. Obliczanie wynikow oznaczenia

4.1. W testach przesiewowych kluczowym pytaniem jest, czy prébka jest toksyczna, czy stymulujaca w poréwnaniu
z préba kontrolna.

4.2. Toksycznosé (lub stymulacje) nalezy okresli¢ jako procent inhibicji (lub stymulacji) w odniesieniu do kontroli:

% | =100 - (L, - L)/L,, gdzie:
L, i L, sa érednimi dtugosciami korzeni odpowiednio w kontroli i probie testowej;
otrzymane wyniki stuzg do obliczenia NERg, NERg,, NERg,, LID.

4.3. Miedzy logarytmami rozcienczen zwigzkéw i efektem dziatania wystepuje w przyblizeniu rozktad normalny, do ob-
liczen stosuje sie przyblizong metoda statystyczng wg Kadtubowskiego; wyniki dzielone sg na dwie grupy o inhi-
bicji mniejszej i wigkszej od 50 %, po czym obliczane sa $rednie dla tych grup.

4.4. Nalezy okresli¢ NERg, NERg,, NERg,, LID oraz wartos¢ S,, za pomoca metody statystycznej lub graficznej; nachy-
lenie zaleznosci rozcienczenie-reakcja jest specyficzne dla danego odpadu i dlatego moze byé¢ cenng informacja.

5. Kontrola jakosci
Negatywna probka kontrolna jest konieczna do kontroli jakosci. Test jest nie do zaakceptowania, jezeli wiecej niz
10 % kontrolnych osobnikéw wykazuje zmiany patologiczne.
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8 Dla odpadéw, co do ktérych istnieje podejrzenie, ze zawierajg czynniki zakazne, nalezy wytypowaé mikroorganizmy
wskaznikowe reprezentujgce grupe organizmow odpowiedzialnych za te wtasciwos$é¢ odpaddéw. W badaniach tych zale-
ca sie, zgodnie z wybrana grupa wskaznikowa, wykorzystanie testow dotyczgcych jakosciowej analizy bakterii. Decyzja
o wyborze grupy poszukiwanych drobnoustrojow powinna by¢ podejmowana z udziatem laboratorium rekomenduja-
cego sie doswiadczeniem w mikrobiologicznych badaniach srodowiskowych.

9 Podstawowy jest test z rozwielitkami.

100 Wykonanie wg nastepujacego opisu metody — Badanie wptywu na rozréd rozwielitek (Daphnia magna)

1. Wstep

1.1. Cel
Celem badania jest okreslenie wptywu wyciggu wodnego badanych odpaddéw na rozréd rozwielitek (Daphnia ma-
gna).

1.2. Zasada metody
Rozwielitki umieszcza sie w wyciagu wodnym badanego odpadu w réznych rozcienczeniach. Notowana jest licz-
ba urodzonych osobnikéw w przeliczeniu na jedna samice, ktdra przezyta kontakt z badang prébka. Te liczbe na-
stepnie poréwnuje sie z potencjatem rozrodczym rozwielitek z préobek kontrolnych.

2. Charakterystyka organizmu testowego
Dafnie sp. sa matymi stodkowodnymi skorupiakami o ciele sptaszczonym bocznie, okrytym, z wyjatkiem gtowy,
przezroczystym pancerzem, zakohczonym kolcem. Na gtowie znajdujg sie ciemno pigmentowane, ruchliwe oko
oraz krétkie czutki petnigce funkcje lokomotoryczna. Dzigki przezroczystosci pancerza widoczne s niektére narza-
dy wewnetrzne.

2.1. Uzyskiwanie i wybor organizmu testowego
Daphnia sp. moze by¢ uzyskana ze zrédet komercyjnych, laboratoriow badawczych lub z terenu naturalnego. Od
20 do 30 rozwielitek wystarczy do zatozenia hodowli. Organizm musi by¢ bezbtednie zidentyfikowany i zatwier-
dzony taksonomicznie przed uzyciem.

2.2. Okreslenia
a) NER — najwyzsze rozciefnczenie wodnego wyciggu z odpadu, ktére dziata szkodliwie na rozrodczosé,

b) LID (Lowest Ineffective Dilution) — najmniejsze nieefektywne rozciefczenie.

2.3. Laboratoryjna hodowla organizmoéw testowych
Hodowle nalezy prowadzi¢ zgodnie z metodyka zawartg w rozdz. C.2 zatacznika (patrz: objasnienia w odnosniku 1
pkt a).

2.4. Pokarm i sposéb karmienia organizmow testowych
Rozwielitki nalezy karmi¢ mieszaning zielonych glonéw i drozdzami. Najlepiej, jesli w sktad glonéw wchodzié be-
da Selenastrum capricornutum, Scenedesmus subspicatus i ewentualnie Chlorella sp.

2.4.1. Mieszanina glonéw z drozdzami; aby przygotowaé mieszanine glondw, nalezy je odwirowaé, przeptukaé
w przefiltrowanej wodzie ze zbiornika naturalnego (wode przepuscié przez filtr 0,22 y m) lub w przefiltro-
wanej pozywce, na ktorej rosng glony, i ponownie odwirowaé; nalezy pamietaé, ze podawanie pokarmu
w nadmiarze moze powodowaé wyczerpywanie sie tlenu, a nastepnie $mier¢ organizmow;
rozwielitki nalezy karmié, uzywajac sterylnej pipety Pasteura, dodajac:

— do organizmow =< 9 do 10 dni — 2 krople kazdych glonéw i drozdzy,

— do organizmow 9- + 10-dniowych — 1 krople kazdych glondéw i drozdzy,

na dwa doroste osobniki, zaokraglajac, jezeli jest nieparzysta ilos¢ rozwielitek; na koniec tygodnia pracy
(np. w piatek) doda¢ 1 dodatkowa krople kazdych glondw i drozdzy na kazda zlewke z hodowla; jezeli tyl-
ko 2 z 3 gatunkéw glonéw sg wykorzystywane do karmienia, nalezy doda¢ proporcjonalnie wigcej z tych
2 glonéw.

2.4.2. Karmienie jednym gatunkiem glonéw; 7-dniowa hodowla glonéw np. Selenastrum capricornutum powin-
na zawieraé 4—5 min komoérek w 1 cm3; nalezy zmieszaé 7-dniowa hodowle glonéw z hodowla 3-dniowa
w stosunku objetosciowym 2:1; wirowac¢ komorki glonéw, a nastepnie zawiesié je w wodzie wodociggowej
$rednio twardej lub twardej tak, aby w 1 cm3 byto w przyblizeniu 10 mIn komérek; dziennie nalezy dostar-
czyé rozwielitkom w przyblizeniu 300 000 komérek glonéw na 1 cm3 hodowli, czyli dodaé ok. 30 cm3 zawie-
siny komérek do 1 dm3 hodowli.

3. Metodyka wykonania testu

3.1. Test trwa 21 dni, czyli 5 wylegow.

3.2. Liczba zwierzat uzywanych do badania wynosi 60 sztuk.

3.3. Osobniki umieszcza sie pojedynczo w 100 cm3 zlewce z 60—80 cm? testowanego roztworu; wykonuje sie 10 po-
wtoérzen dla pieciu testowanych stezen oraz 10 préb kontrolnych; co 2 lub 3 dni nalezy policzy¢ osobniki, ktore
przezyty, i nowo narodzone; potem doroste osobniki przenosi si¢ do $wiezego roztworu testowanej substanciji,
a mtode usuwa sie.

4. Obliczanie wynikéw oznaczenia

Danych uzyskanych w wyniku badania reprodukcji uzywa sie do okreslenia najwigkszego rozcienczenia wyciggu wod-

nego odpadu potrzebnego do wywotania szkodliwego efektu (NER) oraz najmniejszego rozcienczenia niepowoduja-

cego mozliwego do zaobserwowania efektu (LID). Poréwnuje sie liczbe urodzonych osobnikdéw w przeliczeniu na sa-
mice, ktora przezyta kontakt z testowang substancja, z potencjatem rozrodczym osobnikéw uzytych do badania kon-
trolnego.

) Podstawowe testy przesiewowe nalezy wykonaé na bakteriach, liniach komérkowych ssakéw lub komérkach drozdzy.
Model badawczy powinien sktadac¢ sie z dwdch testow, tj. jednego na komadrkach prokariotycznych i jednego na komoér-
kach eukariotycznych.

2) Nalezy wykonaé testy na bakteriach, na formach mtodocianych bezkregowcéw i glonéw (zestawy komercyjne), oraz na
zywych organizmach roslinnych Lemna minor i zwierzecych, takich jak Daphnia sp., ryby. Model badawczy powinien
sktadac¢ sie z testéw dla organizmoéw na réznych poziomach troficznych.
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13) Wykonanie wg nastepujgcego opisu metody — Oznaczenie toksycznosci ostrej na rzesie wodnej Lemna minor.
1. Wstep

1.1

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Cel
Celem badania jest okreslenie wysokosci stezen toksycznych wyciaggu wodnego badanych odpadéw na rzesie
wodnej Lemna minor.
Zakres stosowania metody
Metode nalezy stosowaé¢ do badania fitotoksycznosci badanych odpadéw na rzesie, ktéra jest idealnym organi-
zmem do tego typu badania. Poniewaz wiekszo$¢ wyciggow wodnych jest barwnych i/lub metnych, przez co
sprawiajg trudnosci w badaniu toksycznosci z uzyciem glonéw bez uprzedniego przesaczenia, ktére obniza inte-
gralnosé probki. W dodatku niektore probki zawierajg labilne sktadniki i wymagajg metod odnawialnych lub prze-
ptywowych. Testy na glonach moga by¢ nieodpowiednie do takich préobek, podczas gdy toksyczno$é badana na
rzesie moze by¢ tatwo modyfikowana innymi metodami.

Test toksycznosci na rzesie wodnej jest przydatny, szczegdlnie do okreslania fitotoksycznosci na powierzchni roz-

dziatu powietrze-woda, gdzie substancje powierzchniowo czynne, oleje i ttuszcze oraz toksyczne organiczne

zwigzki moga sie gromadzi¢. Test ten jest tez uzyteczny do okreslania toksycznosci metali, zwigzkéw organicz-
nych, $ciekéw przemystowych i miejskich. Ogdlnie jest okreslany jako prosty, czuty i wydajny test.

Okreslenia:

a) toksycznos$é ostra — obejmuje szkodliwe skutki wystepujace w okreslonym czasie po podaniu pojedynczej
dawki wyciagu,

b) widoczna toksycznosé — ogdlne okreslenie opisujace wyrazne objawy toksycznosci; powinny one byé wystar-
czajace do oszacowania zagrozenia i powinny by¢ takie, by mozna byto oczekiwaé, ze obnizenie rozcienczenia
spowoduje zmiany intensywnosci objawéw toksycznosci i prawdopodobnie $miertelnosé,

c) NER; — najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciagu z odpadu, ktory hamuje wydfuzenie sie korzeni o 5 %
w stosunku do kontroli,

d) NERg, — najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciggu z odpadu, ktéry hamuje wydtuzenie sig¢ korzeni o 50 %
w stosunku do kontroli,

e) NERy, — najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciggu z odpadu, ktéry hamuje wydtuzenie sig¢ korzeni o 90 %
w stosunku do kontroli,

f) LID (Lowest Ineffective Dilution) — najmniejsze nieefektywne rozcienczenie,

g) S,, — najwigksza warto$¢ czynnika rozcienczajgcego, dla ktérego stwierdza sig 20 % efekt stymulacji.

Wytyczne ogdlne

1.4.1. Naczynia do hodowli i szkto laboratoryjne nalezy myé¢ wodnym roztworem detergentu, a nastepnie doktad-
nie ptukaé.

1.4.2. Uzywa¢ statycznych, odnawialnych lub przeptywowych metod. Zwykle, jesli roztwor jest stabilny (np. roz-
twoér z mata iloscig mikroorganizmaéw, wysokim stezeniem toksycznych metali lub matej lotnosci), uzywa sie
testu statycznego. Jezeli probki sg niestabilne, uzy¢é odnawialnej (codziennie) lub przeptywowej metody.

Zasada metody

Oznaczenie fitotoksycznosci na rzesie wodnej Lemna minor polega na obserwacji reakcji organizmow testowych

umieszczonych w wyciggu wodnym badanych odpadow. W etapie pierwszym okreslanym jako test wstepny

ustalany jest rzad toksycznosci wykorzystywany w etapie drugim zwanym testem wtasciwym, na podstawie kto-

rego okreslane sg wartosci nastgpujacych parametréw: NERg, NERg,, NERg,, LID oraz wartoé¢ S,

Odczynniki i roztwory:

a) roztwor podstawowy A:

— NaNO,
— NaHNO,
— K,HPO,,
b) roztwér podstawowy B:
— CaCl,*2H,0
— MgCl,
— Na,EDTA*2H,0
— MnCl,,
¢) roztwoér podstawowy C:
— MgS0,*7H,0
— H3;BO;
— Na,Mo0,*2H,0
— ZnCl,
— CoCl,
— CuCl,,
d) woda demineralizowana lub destylowana,
e) wodny roztwoér detergentu.

1.7. Aparatura i przyrzady:

a) urzadzenia laboratoryjne do mieszania i rozcienczania pozywki,

b) zrodto wody demineralizowanej lub destylowanej,

c) autoklaw,

d) pH-metr,

e) reczny obiektyw lub mikroskop selektywny,

f) akwaria hodowlane — 15 | naczynia (np. akwarium) lub nierdzewna stalowa miska,
g) lodéwka,

h) oswietlenie zapewniajace state biate jarzeniowe $wiatto (2 150—4 300 lukséw),

i) ezy lub inne narzedzia uzywane do przenoszenia rzesy,
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2.2.

2.3.

i) 250 cm? szklane zlewki lub kolbki Erlenmayera (do$é duze, aby zmiesci¢ 150 cm?3 roztworu testowego i kolo-
nie rzesy); uwaga: wszystkie naczynia powinny by¢ tego samego typu i wielkosci;
k) aparatura do pomiaréw fizykochemicznych testowanych substancji chemicznych lub ich mieszanin.
2. Wybor i przygotowanie organizmoéw testowych
2.1. Charakterystyka organizmu testowego
Drobna roslina wodna o ptaskich, bezlistnych kolistych pedach lub odwrotnie jajowatych $rednicy 2—3 mm zto-
zonych z czesci tzw. potci z korzonkami. Rzadko spotykane — kwiaty jednoptciowe bez okwiatu; meski z jednego
precika, zenski z jednego stupka.
Uzyskiwanie i wybor organizmu testowego
Rzesa wodna Lemna minor moze byé uzyskana ze zrédet komercyjnych, laboratoriow badawczych lub z terenu
naturalnego. Organizm musi by¢ bezbtednie zidentyfikowany i zatwierdzony taksonomicznie przed uzyciem. In-
nym, preferownym przez niektorych biologéw gatunkiem rzesy jest L. gibba, L. perpusilla, L. pencicostata, L. po-
lyrrhiza, ktére moga byé uzywane z sukcesem po modyfikacjach procedury.
Laboratoryjna hodowla organizmow testowych

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

2.3.5.

Hodowla organizméw testowych

Srodowisko wzrostu roslin w warunkach kontrolnych powinno byé prowadzone w odpowiednich pomiesz-
czeniach lub na zamknietych obszarach umozliwiajgcych utrzymanie odpowiedniej ilosci pojemnikow te-
stowych.

Nalezy aklimatyzowaé¢ nowa hodowle rzesy do otoczenia testowego co najmniej przez 2 tygodnie przed
rozpoczeciem badan. Ta hodowla rosnie energicznie i zapewnia prawie niewyczerpany zapas dla testow
prowadzonych w odpowiednich warunkach. Hodowla uzyskana z jednej wyizolowanej rosliny powinna po-
stuzy¢ do zaszczepienia wszystkich kolb uzytych w opisywanym tescie.

Aby przygotowaé 10 dm3 roztworu do hodowli, nalezy dodaé¢ 100 cm?3 kazdego roztworu podstawowego
sktadnikow pokarmowych A, B i C (tabela 1) do demineralizowanej lub innej odpowiedniej wody (np. wo-
dy destylowanej). Doda¢ rozcieficzony (1/4 mocy) roztwér do hodowli raz w tygodniu. Gteboko$¢ wody po-
winna wynosi¢ co najmniej 40 mm.

Raz w miesigcu przeniesé zapasowg hodowle do swiezo przygotowanego roztworu sktadnikéw odzyw-
czych.

Uzyskiwanie i przygotowanie organizmoéw do testow

Szczepy hodowlane powinny byé rozmnazane w akwariach przez okres dwéch tygodni (z koniecznym prze-
rzedzaniem) przed uzyciem w tescie. Rosliny uzyte w tescie powinny by¢ okresowo selekcjonowane
z akwariéw hodowlanych. Zaszczepienie powinno by¢ wykonane roslinami pochodzacymi z hodowli mtod-
szych niz dwutygodniowe.

Selekcja organizmoéw do testow

Wybraé okazy rzesy z hodowli, ktore rosty w tych samych warunkach. Ucigé wszystkie korzenie, by zredu-
kowaé skazenie glonami, jesli jest taka konieczno$é. Nalezy posegregowacé roslinki o podobnej wielkosci,
a liczba roslinek i listkdw powinna by¢ taka sama lub mozliwie taka sama w kazdym naczyniu. Uzywa¢ je-
dynie zdrowych roslin zawierajgcych dwa liscie o takich samych lub podobnych rozmiarach. Alternatyw-
nie 4 rosliny 3-listne lub 3 rosliny 4-listne. Zalecane jest, by w kazdym naczyniu znalazto sie co najmniej
12, ale nie wiecej niz 16 listkdw. Roslinki sg eksponowane w zamknietych naczyniach na réwne objetosci
kazdego rozcienczenia badanej prébki na okres 7 dni.

Choroby i drapiezniki

Choroby, roslinozerne owady lub inne szkodniki zwykle nie sprawiaja probleméw w hodowlach rzesy. Je-
zeli w hodowli wystapig jakiekolwiek zmiany chorobowe, nalezy ja zniszczy¢ i rozpoczaé nowa. Wskazane
jest utrzymywanie kilku hodowli izolowanych od siebie.

Woda do hodowli (pozywka) i do przygotowania roztworéw potrzebnych do analizy

Woda do rozcienczen i woda do préb kontrolnych jest identyczna z roztworem substancji odzywczych do
hodowli rzesy. Ten roztwoér nalezy przygotowaé wedtug tabel nr 1i nr 2.

Tabela nr 1
Odczynnik Stezenie

Roztwor A

NaNO, 25,5 g/dm?3

NaHCO, 15,0 g/dm?3

K,HPO, 1,04 g/dm3
Roztwor B

CaCl,*2H,0 4,41 g/dm3

MgCl, 5,7 g/dm?

FeCl, 0,096 g/dm?3

Na,EDTA*2H,0 0,3 g/dm3

MnCl, 0,264 g/dm3
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2.3.6.

Odczynnik Stezenie
Roztwor C
MgSO,*7H,0 14,7 g/dm3
H,BO, 0,186 g/dm?
Na,MoO,*2H,0 7,26 mg/dm?
ZnCl, 3,27 mg/dm3
CoCl, 0,78 mg/dm3
Cucl, 0,009 mg/dm?
Tabela nr 2
Pierwiastek Stezenie koncowe
Roztwér A
N 42,0 mg/dm?3
Na 110,0 mg/dm3
C 21,4 mg/dm?3
K 4,69 mg/dm3
P 1,86 mg/dm?3
Roztwor B
Ca 12,0 mg/dm3
Mg 29,0 mg/dm3
Fe 0,33 mg/dm3
Mn 1,15 mg/dm?3
Roztwor C
S 19,1 mg/dm3
B 325 pg/dm3
Mo 28,8 pg/dm3
Zn 15,7 pg/dm?3
Co 3,564 pg/dm3
Cu 0,04 pg/dm3
Uwagi:

Do przygotowania pozywki dodaé 1 cm3 kazdego roztworu do 100 cm3 dejonizowanej wody. Ustalié pH na
poziomie 7,5—8,0.

Aby przygotowaé 10 dm3 roztworu do hodowli, dodaé 100 cm3 kazdego roztworu podstawowego sktadni-
kéw pokarmowych A, B i C (tabela nr 1) do demineralizowanej lub innej odpowiedniej wody (np. wody de-
stylowanej).

Pozywka powinna zosta¢ zrobiona przed kazdym transferem kultur rzesy i do przygotowania nowych roz-
twordéw podczas prowadzenia testow. Jezeli jest przygotowywana z wyprzedzeniem, powinna by¢ trzyma-
na w lodéwce.

Oswietlenie

Nalezy zapewnic¢ state chtodne, biate jarzeniowe swiatto (2 150—4 300 lukséw) na powierzchni wody. Na-
tezenie $wiatta powinno by¢ mierzone w catym obszarze inkubacji i nie powinno sie réznié¢ wiecej niz 15 %
od wybranego natezenia $wiatta.

2.3.7. Temperatura

Hodowle nalezy prowadzi¢ w pomieszczeniu o czystym powietrzu, w ktérym utrzymywana bedzie tempe-
ratura 25+2 °C.

2.3.8. Naczynia do hodowli

Nalezy hodowaé rzese w 15 | naczyniu, np. akwarium lub nierdzewnej stalowej misce:
a) po zatozeniu hodowli nalezy kazde naczynie czysci¢ czysta gabka w celu usuniecia martwej rzesy i ptu-
ka¢ dsetylowang lub demineralizowang woda,
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b) raz w miesigcu, podczas wymiany wody, nalezy umy¢ kazde naczynie wodnym roztworem detergentu;
po umyciu doktadnie wyptukaé¢ 3 razy woda wodociggowa, a nastepnie woda do hodowli w celu usu-
nigcia resztek detergentu,

c) ezy lub inne narzedzie uzywane do przenoszenia rzgsy powinny zosta¢ usuniete po uzyciu lub staran-
nie umyte i wysterylizowane przed ponownym uzyciem.

3. Metodyka wykonania testu
3.1. Wytyczne ogdlne

W testach przesiewowych nalezy uzyé ustalonych z goéry rozcienczen do ustalenia, czy prébka jest toksyczna
w poréwnaniu z roztworem kontrolnym; jezeli prébka jest toksyczna, nalezy wykonaé test wstepny, ktéry ma na
celu ustalenie rzedu toksycznosci badanych wyciggéw wodnych odpaddw.
Naczynia uzywane w testach to 250 cm?3 szklane zlewki lub kolbki Erlenmeyera, do$¢ duze, by zmiesci¢ 150 cm3
roztworu testowego i kolonie rzesy, bez sttoczenia w czasie trwania testu; wszystkie naczynia powinny by¢ tego
samego typu i wielkosci; pomimo ze wykonuje sie co najmniej 3 powtdrzenia, czasami moga by¢ konieczne wigk-
sze naczynia, by pomiesci¢ dodatkowe kolonie i objetosci badanych roztwordw; stosunek objetosci badanego
roztworu do objetosci naczynia nie powinien przekroczy¢ 2:5; dla kazdego badanego rozcienczenia i kontroli na-
lezy wykona¢ tyle samo powtorzen.
Warunki srodowiskowe powinny odpowiadaé tym, jakie panujg podczas hodowli organizmdéw testowych (ust. 2).
3.2. Test wstepny
Test ten powinien byé przeprowadzany w celu ustalenia, czy test ostateczny jest potrzebny, i po to, aby okreslié
rozcienczenie roztworéw dla testu ostatecznego. W testach ustalania rzedu toksycznosci wykonuje sie préby
wstepne, sporzadzajgc szereg rozcienczen badanych wyciggéow wodnych z zastosowaniem ilorazu postepu geo-
metrycznego réwnego 10, np. 10 %, 1 %, 0,1 %.
Jezeli test wstepny pokazaft, ze najnizsze rozcienczenie wyciggu wodnego z badanej prébki odpadu nie wptyne-
to niekorzystnie na rzese, oznacza to, ze wyciag wodny badanego odpadu nie jest fitotoksyczny.
3.3. Test wtasciwy
Celem tego testu jest okreslenie NER;, NERg;, NERg, LID, S,, dla wzrostu rzgsy, bazujac na okresleniu catkowi-
tej liczby listkdw, tempie wzrostu i/lub smiertelnosci listkéw.
3.3.1. Metodyka wykonania testu:

a) do testu nalezy przygotowac, na bazie uzyskanych wynikow z testu wstepnego, 5 rozciehczen probki
wyciggu wodnego (nie liczac kontroli) o malejacym rozcienczeniu, przy zastosowaniu ilorazu postepu
geometrycznego rozcienczen od 0,5 do 2,0, np. 10 %, 5 %, 2,5 %:

— zakres rozcienczen badanego wyciggu powinien byé dobrany tak, aby w najmniejszym rozciehcze-
niu miato to wptyw na co najmniej 90 % listkéw rzesy wodnej, a w najwyzszym na nie wiecej niz 5 %
listkdw, w poréwnaniu z kontrolami,

— zakres rozcienczen powinien zosta¢ dobrany tak, aby mozna byto wykresli¢ krzywa odpowiedzi na
rozcienczenia, pomigdzy NERg a NER,,

dla kazdego rozcienczenia i kontroli powinny byé wykonane co najmniej 3 powtdrzenia, kazde zawiera-

jace 150 cm?3 badanego roztworu lub tyle, by wystarczyto do uzyskania wyniku przy stosunku wielko$ci

naczyn 2:5; mozna zastosowaé mniej powtdrzen zawierajacych wieksza liczbe kolonii, ale pojemniki te-
stowe i objetosci roztworéw muszg zosta¢ odpowiednio przystosowane,

c) wprowadzi¢ kontrole negatywna zawierajaca jedynie roztwoér substancji pokarmowych lub zmodyfiko-

wany roztwor,

pozywka i badane roztwory czasem muszg by¢ wymieniane w 3. lub 5. dniu prowadzenia testu lub je-

$li zaistnieje taka potrzeba czesciej, by zapobiec brakom substancji odzywczych lub wyczerpaniu bada-

nej substancji chemicznej; okresowe odnowienie pomoze zachowac state ekspozycyjne stezenia bada-
nej substancji przez czas trwania testu dla sktadnikéw, ktére sg niestabilne w wodzie.

3.3.2. Wyniki testu:

a) najpowszechniej uzywang i pozornie wiarygodnag metodg oceniania jest wzrost listkdw; aby zmierzy¢
wzrost listkdw, nalezy policzy¢ kazdy dostrzegalny sterczacy paczek, podczas ogladania pod recznym
obiektywem lub sekcyjnym mikroskopem; ta nieniszczaca metoda zezwala na powtarzanie obserwacji
tego samego roztworu; obserwacje wygladu i liczby listkéw nalezy wykonywac¢ w dniach 0., 3., 5.1 7.;
w dniu 7. okres$lana jest catkowita liczba zywych i/lub martwych listkéw; mikroskop sekcyjny utatwi ob-
serwacje; nalezy wykreslié¢ krzywe odpowiedzi na stezenia; krzywe odpowiedzi na stezenie sg kreslone
dla catkowitej liczby listkdw, tempa wzrostu (jako liczba listkdw na dzien) i $miertelnosci (procent mar-
twych listkéw); te krzywe moga stanowic¢ podstawe do okreslania NER;, NERg,, NERg,, LID, S,,; nalezy
zapisa¢ jakiekolwiek zmiany w rozwoju lub wygladzie listkdw, takie jak:

— wzrost ich ilosci (listek jest liczony bez wzgledu na rozmiar)

— zmniejszenie sig rozmiaru

— chloroze (utrate pigmentu/zétkniecie)

— nekrozy (martwe miejsca)

— zniszczenie korzenia

— utrate ptywalnosci

— wypuktosci (w ksztatcie tuku lub opuchlizna)

— tonigcie listkow

— rozpad kolonii

pordéwnanie chorych listkdw z okazami w prébie kontrolnej postuzy do ustalenia LID (rozcienczenia nie-

wywotujgcego zauwazalnego efektu),

inne metody, ktére moga by¢ oszacowane w tym tescie i ktdre wskazatyby na inhibicje wzrostu:

— pobor wegla C,,

— zawartosé chlorofilu a, b, ¢

— zawartos$¢ biomasy

b

d

b

Rt
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— powierzchnia listkow
— liczba kolonii, liczba korzeni
— dtugosé korzeni,

c) powinny by¢ tez zapisane kazde dodatkowe obserwacje, takie jak sedymentacja roztworu testowego

lub inne anomalia,

d) niektdre substancje zawarte w wyciggu wodnym raczej stymuluja, niz inhibitujg wzrost rzesy; zanoto-

wac taki efekt, jezeli wystepuje.

4. Obliczenie wynikéw oznaczenia
4.1. W testach przesiewowych kluczowym pytaniem jest, czy probka jest toksyczna, czy stymulujgca w poréwnaniu

z préba kontrolna.

4.2. Toksycznosé (lub stymulacje) nalezy okreslié¢ jako procent inhibicji (lub stymulacji) w odniesieniu do kontroli:

% | =100 - (L, - L)/L,, gdzie:

L, i L, sa $rednimi dtugosciami korzeni odpowiednio w kontroli i probie testowej;

otrzymane wyniki stuza do obliczenia NERg, NERg,, NERy,, LID.

4.3. Wyniki badan rozstrzygajacych moga by¢ zobrazowane przy uzyciu liniowych, potlogarytmicznych lub logaryt-

micznych wykresow. Typowa relacja rozcieniczenie-efekt jest esowata.

4.4. Nalezy okreslic NER;, NERy,, NER,, LID oraz wartos¢ S, (rozcienczenie powodujace 20 % efekt stymulacji) za
pomoca metody statystycznej lub graficznej; nachylenie zaleznosci rozcienczenie-reakcja jest specyficzne dla da-

nego odpadu i dlatego moze by¢ cenng informacja.
Kontrola jakosci

Negatywna prébka kontrolna jest konieczna do kontroli jakosci. Test jest nie do zaakceptowania, jezeli wiecej niz 10 %
kontrolnych osobnikéw umrze lub okaze niekorzystne symptomy. W normalnych warunkach czas podwojenia sie dla
rzesy wynosi mniej niz 2 doby. Jezeli probka kontrolna wykazuje mniej niz dwukrotny wzrost listkdbw w 96 godzin,

test jest nie do przyjecia.

STEZENIA SKEADNIKOW

Zatacznik nr 3

Stezenie, dla ktérego uznaje sie

Lp. Substancje ze odpad nie posiada sktadnikow
1 | Jedna lub wiecej substancji wysoce toksycznych" tgczne stezenia — ponizej 0,1 %
2 | Jedna lub wiecej substancji toksycznych tagczne stezenia — ponizej 3 %
3 | Jedna lub wiecej substancji szkodliwychV taczne stezenia — ponizej 25 %
4 | Jedna lub wiecej substancji zracych okreslonych jako R35" taczne stezenia — ponizej 1 %
5 | Jedna lub wiecej substancji zracych okreslonych jako R34" tgczne stezenia — ponizej 5 %
6 | Jedna lub wiecej substancji draznigcych okreslonych jako R41" tagczne stezenia — ponizej 10 %
7 |Jedna lub wiecej substancji draznigcych okreslonych jako R36,

R37 i R38" taczne stezenia — ponizej 20 %
8 | Jedna substancja rakotwércza kategorii 1 lub 27 stezenie — ponizej 0,1 %
9 | Jedna substancja rakotworcza kategorii 3V stezenie — ponizej 1 %
10 | Jedna substancja szkodliwa na rozrodczos¢ kategorii 1 lub 2
okreslona jako R60, R617" stezenie — ponizej 0,5 %
11 | Jedna substancja szkodliwa na rozrodczos¢ kategorii 3 okreslona
jako R62, R63" stezenie — ponizej 5 %
12 | Jedna substancja mutagenna kategorii 1 lub 2 okre$lona jako R46" | stezenie — ponizej 0,1 %
13 | Jedna substancja mutagenna kategorii 3 okre$lona jako R40" stezenie — ponizej 1 %

Objasnienie:

1 Okreslone na podstawie rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 2 wrze$nia 2003 r. w sprawie wykazu substanciji niebez-
piecznych wraz z ich klasyfikacjg i oznakowaniem (Dz. U. Nr 199, poz. 1948) oraz rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia
2 wrzes$nia 2003 r. w sprawie kryteriow i sposobu klasyfikacji substancji i preparatéw chemicznych (Dz. U. Nr 171,
poz. 1666).



