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Scieki z trzech oczyszczalni komunalnych MWWTP (6 poborow).
Scieki z jednej oczyszczalni przemystowej IWWTP (6 pobordw).
Wody burzowe (2 pobory).

Odcieki ze sktadowiska (2 pobory)

PN-EN ISO 11348:2008 Oznaczanie inhibicyjnego dziatania probek
wody na emisje Swiatta przez Vibrio fischeri

PN-EN ISO 8692:2008 Test hamowania wzrostu glonow
stodkowodnych z wykorzystaniem jednokomorkowych zielenic

PN-EN ISO 6341:2002 Okreslanie ograniczania ruchliwosci
Daphnia magna Straus (Cladocera: Crustacea)

ISO 16240:2005 Determination of the genotoxicity of water and
waste water — Salmonella/miocrosome test (Ames test).
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TEST BAKTERYJNY Vibrio fischeri

Naturalnym srodowiskiem zycia bakterii
Vibrio fischeri sg oceany i morza.

Posiada naturalne wtasciwosci do emitowanie
Swiatta czyli BIOLUMINESCENCJE.

W tescie dokonuje sie pomiaru luminescencj
przed | po inkubacji zawiesiny bakteryjne
z badang probkg po 15 i 30 min.

Miara toksycznosci
EC.,— stezenie powodujac redukcje 50% emisji Swiatta przez bakterie.
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Badanie sciekdow - test V.fischerl

Organizm testowy
Vibrio fischeri (Microtox, Tigret) otrzymywane w formie liofilizowane]
| przechowywano w -20°C.

Badane rozcienczenia
W badaniach zastosowano rozcienczenia: 90, 60, 40 and 26,67 %, dwa
powtorzenia.

Doswiadczenia
Ocena intensywnosci luminescencji badanych prob przeprowadzono po 151 30
min w porownaniu do probek kontrolnych.

Zwiazek referencyjny
3,5-dichlorofenol (3,5-DCP)
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Wyniki badan sciekow dla Vibrio fischeri

- MWWTP1 | MWWTP2 | MWWTP3 IWWTP1
S | e %) | ECso @) | ECaw (%) | ECso %)
06.2009 NT NT NT NT
07.2009 89.6 NT NT NT
09.2009 NT NT NT NT
11.2009 NT NT NT NT
01.2010 NT NT NT NT
04.2010 NT NT* NT NT

NT: EC5, nie mogto zostac obliczone

* Obliczono EC,,
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TEST Pseudokirchneriella subcapitata

Mikroalga Pseudokirchneriella subcapitata
(syn. Selenastrum capricornutum,
Raphidocelis subcapitata) to sktadnik
fitoplanktonu.

W tescie ocenia sie tempo wzrostu mikroalg  '
przez pomiar gestosci optycznej :
po 24, 48172 h.

Miara toksycznosci

EC.,— stezenie powodujgce 50% obnizenie przyrostu biomasy lub liczby
komorek
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Badanie sciekow — test P.subcapitata

Organizm testowy
Pseudokirchneriella subcapitata (SAG 61.81) uzyskiwana z Gottingen
Algae Collection (Germany) oraz hodowana zgodnie z normg ISO.

Badane rozcienczenia
W badaniach zastosowano rozcienczenia: 100, 75, 501 25 %,
trzy powtdrzenia. Kontrola w szesciu powtorzeniach.

Doswiadczenia
Ocena tempa wzrostu mikroalg przez pomiar gestosci optycznej po 24, 48
| 72 h (metoda spektrofotometryczna).

Zwiazek referencyjny
3,5-dichlorofenol (3,5-DCP)




Wyniki badan sciekow dla
Pseudokirchneriella subcapitata

[ mwwTP1 | MWWTP2 | MWWTP3 | IWWTP1
— ECs (%) | ECso (%) | ECso (%) | ECso (%)
06.2009 NT NT NT NT
07.2009 NT NT NT NT
09.2009 NT NT NT NT
11.2009 NT NT NT NT
01.2010 NT NT NT NT
04.2010 NT NT NT NT

NT: EC;, nie mogto zostac obliczone

IBA

LT, o = R — =
‘!u’ ‘eﬁ , Y



TEST Daphnia magna

Daphnia magna - szeroko rozpowszechniony skorupiak, zyjagcy w wodach
stodkich. Stanowi wazny skfadnik planktonu stodkowodnego bedac
pokarmem ryb i innych zwierzat wodnych.

W tescie ocenia sie immobilizacje (unieruchomienie)
lub smiertelnosc rozwielitek po 24 lub 48 h

Miary toksycznosci

EC,,— stezenie powodujgce unieruchomienie 50%
badanych organizmow
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Badanie sciekow — D.magna

Organizm testowy

Daphnia magna (Daphtoxkit, Tigret). Organizmy dostarczane w postaci
jajeczek, ktore przechowywano w ciemnosci, w temp. 4-8°C. Przed testem
jajeczka byly umieszczone w wodzie wraz z pozywka. Miode osobniki byty
odzywiane mikroglonami.

Badane rozcienczenia
W badaniach zastosowano rozcienczenia 100, 75, 501 25 %,
cztery powtérzenia.

Doswiadczenia
W tescie oceniano immobilizacje (unieruchomienie) lub smiertelnos¢
rozwielitek po 24 lub 48 h.

Zwiazek referencyjny
Dwuchromian potasu (K,Cr,0-) GQ.‘IID A




Wyniki badan sciekow dla
Dapnia magna

Miesiac MWWTP1 | MWWTP2 | MWWTP3 IWWTP1
ECso (%) ECso (%) ECso (%) ECso (%)
06.2009 NT NT NT NT
07.2009 NT NT NT NT
09.2009 NT* NT* NT* 85,0
11.2009 NT* NT* NT* 89,0
01.2010 NT NT NT NT*
04.2010 NT NT* NT 40,0

NT: EC5, nie mogto zostac obliczone

* Obliczono EC,,
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12.2009 NT 3.48 50.1
10.2010 NT NT 50,0

12.2009 16,5 56,6 1,2
10.2010 23,3 2,49 4,0
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TEST Salmonella (Amesa)

Krotkoterminowy test bakteryjny, stuzy do okreslenia wilasciwosci
mutagennych (zwigzkow, mieszanin, ekstraktow) z wykorzystaniem specjalnie
skonstruowanych mutantow szczepu Salmonella Typhimurium LT2.

Zmutowane szczepy sg pozbawione zdolnosci do syntezy aminokwasu
(histydyna), ktorg posiadajg szczepy niezmutowane.

Pod wptywem czynnika mutagennego bakterie ulegajg mutacji powrotnej,
ktora przywraca im pierwotng zdolnos¢ do syntezy aminokwasu i umozliwia
wzrost na podtozu bez tego zwigzku.

Zastosowanie egzogennych enzymow watrobowych (wariant z aktywacjg
metaboliczng tj. S9) pozwala ekstrapolacje wynikdw na organizmy ssakow.
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Badanie sciekow - testem Salmonella

Organizm testowy
Salmonella Typhimurium: otrzymywano w formie liofilizowanej (TRINOVA).
Przechowywane w temp. -20°C. Szczepy: TA98 | TA100.

Badane rozcienczenia
W badaniach zastosowano rozcienczenia : 100, 75, 50 i 25 %, trzy
powtorzenia.

Doswiadczenie
Po 48 godzinach inkubacji w 37°C, liczono liczbe rewertantow spontanicznych,
Indukowanych oraz w kontrolach negatywnych | pozytywnych. Zastosowano
wariant, bez i po aktywacji metabolicznej (£S9).
ZwigzkKi referencyjne
Mutagen bezposredni:
TA98 - 4-nitro-1,2-fenylenodiamina (NPDA)
TA100 - nitrofurantion (NF)
Mutagen posredni: Gehlﬂﬂ

2-aminoantracen (2-AA) dla obu szczepow




Efekt mutagenny sciekow dla szczepu TA98

est MWWTP1 MWWTP2 MWWTP3 IWWTP1
-S9 | 489 | -S9 | 489 | -S9 | +S9 | -S9 | +S9
06.2009 0 63* 21 53* 3 32 4 22
07.2009 | -1 -6 3 -1 49* 14 5 -1
09.2009 | -6 -7 -7 -1 -4 26 -6 -4
11.2009 1 1 3 -1 0 -1 0 1
01.2010 2 -8 -2 -12 -3 -5 0 -14
042010 | -23 | 90 | -15 | -36 | -86 | 93 | -23 | -23

Kryterium oceny
Rdéznica miedzy liczbg rewertantéw proébie i kontroli: 20
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Efekt mutagenny sciekow dla szczepu TA100

Viesis MWWTP1 MWWTP2 MWWTP3 IWWTP1
-S9 | +S9 | -S9 | +S9 | -S9 | +S9 | -S9 | +S9
06.2009 | -38 1 -20 81 18 -34 | -21 18
07.2009 1 16 11 -1 68 | 125* | 11 -6
09.2009 | 5 -10 5 -6 4 -1 1 -6
11.2009 | -28 2 5 -12 | -23 9 2 12
01.2010 | -26 -7 -31 -3 4 -5 -6 4
04.2010 | -9.4 | 16.7 |-28.4 | 04 | 3.7 | -20 0 -27

Kryterium oceny
Réznica miedzy liczbg rewertantow probie i kontroli: 80
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Ocena toksycznosci

MIARY TOKSYCZNOSCI

LC, (ang. Lethal Concentration) — stezenie sSmiertelne wywotujgce smierC
okreslonej liczby organizméw w populacji (wyrazone w %) w okreslonych
warunkach, np. LCg,

EC, (ang. Effect Concentration) — stezenie efektywne powodujgce powstawanie
okreslonych zmian fizjologicznych w organizmach testowych np.
unieruchomienie (wyrazone w %), np. EC.,, EC,,

TU (ang. Toxic Unit) — jednostka toksycznosci obliczana w oparciu o L(E)C
wedtug wzoru TU=1/L(E)Cg,

SR LT = il === F=R
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System klasyfikacji toksycznosci sciekow

TU Toksycznos¢ ostra Symbol
<0,4 Klasa | Brak toksycznosci
0,4<TU<1 Klasa Il Mata toksycznosc¢ 52
1<TU<10 Klasa Toksycznosc _
.o
10<TU <100 Klasa IV Wysoka toksycznosc o9
TU > 100 Klasa V B;rssz)cl)c\g?]/sgga @ & @




Ocena istotnosci wyniku

Kazdej wartosci TU otrzymaj dla danego testu nadano wartosc liczbowg
WP (waga toksycznosci)
0 — dla prébek nietoksycznych
1-dla0,4<TU<1
2—-dlal<TU<10
3—-dla10<TU <100
4 —dlaTU >100
Obliczono wage czyli istotnos¢ wyniku w klasie (IW)
WAGA =ZWP /n
>WP — suma wartosci WP wszystkich zastosowanych testow
n — liczba zastosowanych testow
Obliczono istotnos¢ wyniku w klasie w uktadzie procentowym (%IW)
% WAGA = WAGA /max WP * 100
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Toksycznosc¢ sciekow w MWWTP1

Waga toksycznosci

Miesiac Klasa | IW | %IW | S Typhimurium
V.fischeri | D.magna | P.subcapitata
06.2009 0 0 0 | 0 0 +
07.2009 2 0 0 m | 2 | 32 -
09.2009 | 1 0 1 1 | 34 -
11.2009 0 1 0 1 1 | 34 -
01.2010 0 0 0 | 0 0 -
04.2010 0 0 0 | 0 0 -




Toksycznosc¢ sciekow w MWWTP2

Waga toksycznosci

Miesiac Klasa | IW | %IW | S Typhimurium
V.fischeri D.magna | P.subcapitata
06.2009 0 0 0 | 0 0 +
07.2009 0 0 0 | 0 0 -
09.2009 | 0 1 0 [ 1 | 34 -
11.2009 | 0 1 0 1 1 | 34 -
01.2010 0 0 0 | 0 0 -
042010 | Q 1 0 1 1 | 34 -




Toksycznosc¢ sciekow w MWWTP3

Waga toksycznosci

Miesiac P R y— T ————— Klasa | IW | %IW | S Typhimurium
06.2009 0) 0 0 | 0 0 -
07.2009 0 0 0 | 0ol o -+
09.2009 0 1 0 1 1 | 34 -
11.2009 0 1 0 1 1 | 34 -
01.2010 o) 0 0 | 0 0 -
04.2010 0 0 0 I 0) o) -




Toksycznosc¢ sciekow w IWWTP1

Waga toksycznosci

Miesiac Klasa | IW | %IW | S Typhimurium
V. fischer | D.magna | P.subcapitata
06.2009 0 0 0 I 0 0 -
07.2009 0 0 0 I 0 0 -
09.2009 0 2 0 1l 2 | 33,5 -
11.2009 0 2 0 1l 2 | 33,5 -
01.2010 0 1 0) [l 1 34 -
04.2010 0 2 0 1 2 | 33,5 -




Toksycznosc wod burzowych

Miesiac

Waga toksycznosci

Klasa

%IW

S.Typhimurium

V. fischer D.magna P.subcapitata
12.2009 0 2 3 \V4 56 -
10.2010 0 I 33,5 -
Toksycznosc¢ odciekow
Waga toksycznosci
Miesiac V. fischer D.magna P.subcapitata Klasa IW %W | S.Typhimurium
12.2009 2 3 2 v | 3 | 78 -
10.2010 2 3 3 AV 3 89 -




Obiekty badan
« Scieki z dwéch oczyszczalni komunalnych MWWTP 2 i 3 (1 pobdr).

Wykonane biotesty

« |SO 12890:1999 Determination of toxicity to embryos and larvae of
freshwater fish

 PN-EN ISO 20079:2006 Oznaczanie toksycznego wptywu
sktadnikow wodnych i sciekdw na rzese wodng (Lemna minor) -
Test hamowania wzrostu rzesy wodnej

 Indukcja witelogeniny w hepatocytach Salmo truta m. lacustris

« Badanie aktywnosci EROD w hepatocytach Salmo truta m.
lacustris

CORIbA



TEST embriotoksycznosci Danio reiro

Danio reiro to stodkowodna ryba z rodziny karpiowatych. Popularna
w hodowlach akwariowych.

Test jest prowadzony na wczesnych stadiach rozwojowych:
- stadium zarodka (embrion),
- stadium larwalne (larwa).

Miara toksycznosci

2-dniowe embriony Danio reiro

Ocena przezywalnosci badanych organizmow.

EMBRIONY | LARWY RYB WYKAZUJA WIEKSZA
WRAZLIWOSC NIZ OSOBNIKI DOROSLE




Test embriotoksycznosci Danio reiro
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Liczba zywych mtodych osobnikéw

Test embriotoksycznosci Danio reiro
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TEST Lemna minor

Lemna minor jedna z najmniejszych na swiecie roslin naczyniowych.
W Polsce jest rosling pospolita, wystepujaca na powierzchni zbiornikow
wodnych.

Test bada zahamowanie wzrostu czyli liczby roslin, liczby i powierzchni

frondy, liczby i dtugosci korzeni, suchej lub swiezej biomasy oraz zawartosci
chlorofilu w okresie 5 lub 7 dni.

Miara toksycznosci

EC.,— stezenie efektywne, powodujace 50% zahamowanie w/ parametrow




Test Lemna minor

Obiekt % zahamowania % zahamowania
(liczba frondéw) | (powierzchnia fronéw)

Czas obserwacji | Sdni 7 dni 5 dni 7 dni

MWWTP2 -1,7 1,8 -6,8 -14,4

MWWTP3 0,7 3,9 1,3 -3,2

CORIbA




TEST NA HEPATOCYTACH Salmo truta m. lacustris

Salmo trutta m. lacustris to ryba z rodziny tososiowatych. Zyje w czystych,
dobrze natlenionych i zimnych jeziorach oraz zbiornikach zaporowych.

Test wykrywa obecnosc estrogenow w probkach poprzez pomiar ilosci
produkowanej witelogeniny.

Prowadzony jest na komorkach watrobowych (hepatocytach) pochodzacych
od meskich osobnikow.

WITELOGENINA - biatko prekursorowe biorace udziat
w produkcji zéitka w oocytach ryb.

Produkcja witelogeniny zachodzi pod wptywem estrogenéw



TEST NA HEPATOCYTACH Salmo truta m. lacustris

Komorki watrobowe

Komorki watrobowe

/ Endogenne
~estrogeny

v

WITELOGENINA

Produkcja zo6ttka
w oocytach ryb

/ Egzoogenneé
estrogeny
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WITELOGENINA




Test na hepatocytach Salmo truta m. lacustris
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TEST EROD

Aktywnosc¢ enzymatyczna O-deetylazy etoksyrezorufiny (EROD)
w hepatocytach ryb pozwalana na ocene aktywnosci cytochromu P450.

Enzymy kodowane przez cytochrom P450 biorg udziat
w procesach biotransformacji i detoksyfikacji substancji toksycznych.

Spadek aktywnosci EROD w komoérkach watrobowych jest
wskaznikiem cytotoksycznosci danej proby.

Biomarker narazenia na

- polichlorowane bifenyle (PCB)

- wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne (WWA)

- dioksyny




Aktywnos¢é EROD (pmol/mg biatka/min)
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WNIOSKI

B Proby sciekow z oczyszczalni komunalnych byty nietoksyczne lub mato
toksyczne. Whasciwosci mutagenne zaobserwowano jedynie w probach
pobranych w lecie.

W Proby sciekow z oczyszczalni przemystowej byty mato toksyczne lub
toksyczne.

¥ Proby wod burzowych byty toksyczne oraz wysoko toksyczne.
¥ Préby odciekow byty bardzo wysoko toksyczne.

® W probach wod burzowych i odciekach nie stwierdzono substancji

mutagennych. w IR A
CoNnioA



WNIOSKI

W Proby sciekow z dwoch oczyszczalni komunalnych nie byty toksyczne
w odniesieniu do mtodych osobnikow Dario rerio oraz nie hamowaty wzrostu

Lemna minor.

W Proby sciekow z dwoch oczyszczalni komunalnych w sposoéb istotny
wptywaty na wzrost produkcji witelogeniny oraz obnizaty poziom aktywnosci
enzymu ERQOD.

CORnIBA
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