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MONITORING SCIEKOW

Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 24 lipca 2006 r. reguluje:

najwyzsze dopuszczalne wartosci wskaznikow zanieczyszczen lub minimalne
procenty redukcji zanieczyszczen dla oczyszczonych sciekow komunalnych
wprowadzanych do wod i do ziemi (
) (Zatacznik nr 1)

najwyzsze dopuszczalne wartosci wskaznikbw zanieczyszczen dla niektorych
substancji szczegolnie szkodliwych dla srodowiska wodnego (16 zwigzkow:
min. itd.)

najwyzsze dopuszczalne wartosci dla pozostatych wskaznikow zanieczyszczen
(56 wskaznikow w tym:
itd.) (Zatacznik nr 3)
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MONITORING CHEMICZNY

Monitoring chemiczny obejmuje ok. 170 zwigzkow

W srodowisku wystepuje okoto 100 000 substanciji
toksycznych!!!!

. 8

99% substanciji toksycznych pozostaje poza
systemem monitoringu chemicznego

. .
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RAMOWA DYREKTYWA WODNA

,Woda nie jest produktem handlowym takim jak kazdy inny, ale raczej
dziedziczonym dobrem, ktére musi by¢ chronione, bronione
| traktowane jako takie” (preambuta z
2000/60/W)

Gtéwne cele RDW dotycza;

zaspokojenia zapotrzebowania na wode ludnosci, rolnictwa
| przemystu,

ochrony wod | ekosystemow znajdujgcych sie w dobrym stanie,
poprawy jakosci wod i stanu ekosystemow zdegradowanych,
Zmniejszenia zanieczyszczenia wod podziemnych.
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RAMOWA DYREKTYWA WODNA

Wedtug Rozporzadzenia Ministra Srodowiska z dnia 20 sierpnia 2008
roku klasyfikacja stanu wod opiera sie na ocenie stanu
ekologicznego, ktory obejmuje:

— na podstawie badania fitoplanktonu,
fitobentosu, makrofitdw, makrozoozbentosu i ichtifauny,

— . warunki tlenowe,
zanieczyszczenia organiczne, zasolenie, zakwaszenie | warunKi
biogenne,

- na podstawie stezenia substancii
szczegolnie szkodliwych dla sSrodowiska wodnego, w tym
substancji priorytetowych, |
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ANALIZY CHEMICZNE W OCENIE SRODOWISKA

Analizy chemiczne wszystkich substancji dziatajgcych
szkodliwie na organizmy zywe.

Analizy chemiczne substancji wystepujgcych w bardzo
niskich stezeniach.

Metody analityczne charakteryzujgce sie niskg granicg oznaczalnosci
(ng/l, pg/l)

Zwigzki chemiczne mogg reagowac ze sobg, dajgc w wyniku
pochodne bardziej lub mniej toksyczne od substratow (

)

Czynniki fizyczne (pH, temperatura, promieniowanie itp.)
mieszaniny substancji chemicznych.

www.ietu.katowice.pl



METODY BIOLOGICZNE W OCENIE SRODOWISKA

- obserwacje w srodowisku:
obserwacja zmian ilosciowych i jakosciowych flory oraz fauny
na danym obszarze ( ),
obserwacja organizmow petnigcych role ;
wrazliwosci (ryby, matze),
kumulacji (glony, skorupiaki, rosliny wyzsze, ryby).

- analiza wptywu zanieczyszczen na materiat biologiczny:
z zastosowaniem odpowiednich organizmow
testowych,

(bakterie, wirusy, przeciwciata itp. stanowig aktywng
ujnika). _ ) :
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BIOTEST - DEFINICJA

(gr. bios — zycie + tac. testari - SwiadczyC€) sg specyficzng
grupg badan ilosciowych, opartg na ocenie wptywu substancji
toksycznych lub ich mieszanin na wybrane organizmy zywe.

W przypadku badania metody te umozliwiajg
ocene sumarycznej toksycznosci uwzgledniajgcej antagonistyczne

lub synergistyczne interakcje miedzy poszczegolnymi sktadnikami
mieszaniny.

zalezy od rodzaju zwigzku, typu ekspozyciji,
organizmu i warunkow abiotycznych.

www.biotest.eu
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KRYTERIA PRZYDATNOSCI BIOTESTU

Dostateczna wrazliwoSC na rozne rodzaje substanc;i
toksycznych.

Prostota wykonania i mozliwosc¢ standaryzacji warunkow.
Powtarzalnosc¢ uzyskanych wynikow.

Mozliwosc ekstrapolacji wynikdw na inne organizmy i cate
ekosystemy.

Wynik testu powinny byc uzyteczny dla szacowanla rvzyka
ekologicznego. '

Akceptacja przez srodowiska naukowe.
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KRYTERIA PRZYDATNOSCI ORGANIZMU

Kryterium 5R

1. (relevant) — organizmy wskaznikowe powinny ogrywac
istotng role w funkcjonowaniu ekosystemow.

2. (reliable) — organizmy wskaznikowe powinny by¢
szeroko rozpowszechnione w naturze i tatwe w uzyskaniu.

3. (robust) — organizmy wskaznikowe nie powinny byc¢
wrazliwe na bardzo niskie stezenia toksyn.

4, (responsive) — reakcja organizmu (Smiertelnos¢, zmiany
anatomiczne, morfologiczne, behawioralne) na toksyne powinna byc¢
wyrazna i wymierna.

5. (reproducible) — reakcja organizmu na ten sam rodzaj
oraz stezenie substancji toksycznej powinna byC powtarzalna.
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RODZAJE BIOTESTOW

letalne (badajg smier¢ organizmow),
fizjologiczne (badajg zmiany fizjologiczne i morfologiczne).

__;‘":r._l e
o r ¥

krotkoterminowe (ostre),
dtugoterminowe (przewlekte, chroniczne).

Glony Chlorella vugaris

laboratoryjne,
pot-polowe (mikrosystemy, ang. microcosm),

polowe (in situ) (mezosystemy, ang. mesocosm).

Kielz Gammarus varsoviensis
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RODZAJE BIOTESTOW

przygotowane w laboratorium zwigzki chemiczne lub ich
mieszaniny,

probki sSrodowiskowe (wody, Scieki, osady sciekowe, gleby).

caty organizm (roslina, zwierze), } metody in vivo

wybrany narzad,

hodowla komorek, }

reakcje enzymatyczne. metody in vitro
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RODZAJE BIOTESTOW

Jjednogatunkowe,
wielogatunkowe.

statyczne - badane probki nie podlegajg wymianie,

potstatyczne — wymiana badanej probki w okreslonych odstepach
czasu,

dynamiczne — staty przeptyw czyli badania in situ w tzw.
mezosytemach. -

bakterie,
rosliny,
zwierzeta.
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PODSTAWOWE POJECIA

Szkodliwe zmiany w organizmach testowych wywotane oddziatywaniem
toksyn wystepujg w czasie ekspozycji do 96 godzin. Zmiany te mogg
prowadziC do zaburzen czynnosci fizjologicznych i smierci.

Szkodliwe zmiany w organizmach testowych wywotane oddziatywaniem
toksyn wystepujg po dluzszym czasie. Obserwacje polegajg na
ocenie zmian aktywnosci fizjologicznej, np.: pokarmowej, rozrodczej,
zaburzen genetycznych i zaktocen w funkcjonowaniu narzgdow.
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MIARY TOKSYCZNOSCI

LC, (ang. Lethal Concentration) — stezenie substancji lub %
rozcienczonej probki wywotujgce SmierC okreslonej liczby
organizmow testowych (wyrazone w %) w okreslonym czasie np.

EC, (ang. Effect Concentration) — stezenie substancji lub %
rozcienczonej probki wywotujgce zmiany fizjologiczne u okreslonej
liczby organizmow testowych (wyrazone w %) w okreslonym czasie
np. ECg,

TU (ang. Toxic Unit) — jednostki toksycznosci obliczane w oparciu
o L(E)C wedtug wzoru TU-[1/L(E)Cs] x 100
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PART FINANGED BY THE EUROPEAN UNION -~ Baltic Sea Region
(EUROPEAN REGIONAL DEVELOPMENT FUND) Programme 2007-2013




22 partnerow z osmiu krajow
regionu battyckiego tj: Finlandii,
Estonii, Lotwy, Litwy, Polski,
Niemiec, Danii i Szwecji.

Koordynatorem jest Finnish
Environmental Institute.

Cztonkiem konsorcjum jest
Komisja Helsinska czyli HELCOM.

Projekt sktada sie z 6 pakietow
zadaniowych, ktore byty
realizowane we wszystkich krajach
uczestniczacych w projekcie.

Belarus

Metherdands

Gemmany
Ukrama

Balgium . . b
- v N g 2o _

Luxembourg % g Czech Republicsy _ooWEE e ine, Moldava
France - b A el . A
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Scieki z trzech oczyszczalni komunalnych (6 poboréw).
Scieki z jednej oczyszczalni przemystowej (6 poborow).
Wody burzowe (2 pobory).

Odcieki ze sktadowiska (2 pobory).

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

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

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

ISO 16240:2005 Determination of the genotoxicity of water and waste
water — Salmonella/miocrosome test (Ames test).
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BADANIE SCIEKOW - TEST P. subcapitata

Organizm testowy

(SAG 61.81) uzyskiwana z Gottingen
Algae Collection (Germany) oraz hodowana zgodnie z normag ISO.

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

Doswiadczenia
Ocena mikroalg przez pomiar gestosci
optycznej po 24, 48 i 72 h (metoda spektrofotometryczna)

Zwigzek referencyjny

3,5-dichlorofenol (3,5-DCP) 2

Miara toksycznosci

EC,— % rozcienczonych $ciekdéw , powodujace obnizenie przyrostu
biomasy lub liczby komorek (50 lub 20%).
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WYNIKI BADAN SCIEKOW DLA P. subcapitata

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 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

www.ietu.katowice.pl




BADANIE SCIEKOW - D. magna

Organizm testowy
(Daphtoxkit, Tigret). Organizmy dostarczano w postaci

Jajeczek, ktore przechowywano w ciemnosci, w temp. 4-8°C. Przed
testem jajeczka byty umieszczone w wodzie wraz z pozywka.
Mtode osobniki byty odzywiane mikroglonami.
Badane rozcienczenia
W badaniach zastosowano rozcienczenia 100, 75, 50 i 25 %,
cztery powtdrzenia.
Doswiadczenia
W tescie oceniano (unieruchomienie) lub
rozwielitek po 24 lub 48 h.
Zwigzek referencyjny
Dwuchromian potasu (K,Cr,0-) L W
Miara toksycznosci L; .
EC,— % rozcienczonych sciekow, powodujgce unieruchomienie

badanych organizméw (20 lub 50%).
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WYNIKI BADAN SCIEKOW DLA D. 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: EC;, nie mogto zostac obliczone
NT*: Obliczono EC,,
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BADANIE SCIEKOW — TEST V. fischeri

Organizm testowy
(Microtox, Tigret) otrzymywano w formie liofilizowanej
| przechowywano w temperaturze -20°C.

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

Doéwiadczenia

151 30 min w porownaniu do probek kontrolnych.

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

Miara toksycznosci o |
EC,— % rozcienczonych sciekow powodujgce redukc:JQ emisji swiatta
przez bakterie (20 lub 50%).
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WYNIKI BADAN SCIEKOW DLA V. fischeri

Miesiac MWWTP1 | MWWTP2 | MWWTP3 | IWWTP1
ECs0 (%) | ECso (%) [ ECso (%) | 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: EC;, nie mogto zostac obliczone
NT*: Obliczono EC,,
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Wody burzowe V.fisheri |P.subcapitatal D.magna
ECso (%) ECso (%) ECso (%)
12.2009 NT 3,48 50,1
10.2010 NT NT 50,0
Odcieki V.fisheri |P.subcapitatal D.magna
ECso (%) ECso (%) ECso (%)
12.2009 16,5 56,6 1,2
10.2010 23,3 2,49 4,0
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BADANIE SCIEKOW - TEST Salmonella

Organizm testowy

otrzymywano w formie liofilizowanej (TRINOVA).
Przechowywane w temp. -20°C. Szczepy: TA98 i TA100.

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

Doswiadczenie
Po 48 godzinach inkubacji w 37°C, liczono liczbe rewertantéw spontanicznych,
iIndukowanych oraz w kontrolach negatywnych i pozytywnych. Zastosowano
wariant, bez i po aktywacji metabolicznej (£S9).
Zwigzki referencyjne
Mutagen bezposredni (-S9)
TA98 - 4-nitro-1,2-fenylenodiamina (NPDA)
TA100 - nitrofurantion (NF)
Mutagen posredni (+S9)
2-aminoantracen (2-AA) dla obu szczepow

www.ietu.katowice.pl



EFEKT MUTAGENNY SCIEKOW DLA SZCZEPU TA98

Miesigc

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

04.2010 | -23 | 90 | -15 | -36 | -86 | 93 | -23 | -23

Kryterium oceny wedtug ISO: réznica miedzy liczbg rewertantow probie i kontroli

Efekt mutagenny > 20
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EFEKT MUTAGENNY SCIEKOW DLA SZCZEPU TA100

. MWWTP1 MWWTP2 MWWTP3 IWWTP1
Miesigc

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 | -94 | 16.7 | -284 | 0.4 3.7 | -20 0 27

Kryterium oceny wedtug ISO: réznica miedzy liczbg rewertantow prébie i kontroli

Efekt mutagenny > 80
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KLASYFIKACJA TOKSYCZNOSCI SCIEKOW

TU Klasa Toksycznosc¢ Symbol
<0,4 I Brak ostre;
toksycznosci
0,4<TU<1 1 Mata ostra toksycznosc
1<TU<10 I Ostra toksycznosc¢
10 < TU <100 IV Wysoka ostra
toksycznosc¢
TU > 100 V Bardzo wysoka ostra
toksycznosc¢
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OBLICZANIE ISTOTNOSCI WYNIKU

Kazdej wartosci TU otrzymang dla danego testu nadano wartosc
liczbowg (waga toksycznosci) rowna;:

0 — dla prébek nietoksycznych
1-dla0,4<TULT
2—-dla1<TU<10
3—dla10<TU <100

4 —dla TU >100

Nastepnie obliczono wage w ramach klasy wg ponizszego wzoru:

WAGA =XWP /n
>WP — suma wartosci WP wszystkich zastosowanych testow
n — liczba zastosowanych testow

Na koniec wage przeksztatcono w procenty:
% 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 I 0 0 +
07.2009 2 0 0 i 2 | 32 -
09.2009 0 1 0 Il 1 34 -
11.2009 0 1 0 Il 1 34 -
01.2010 0 0 0 I 0 0 -
04.2010 0 0 0 I 0 0 -
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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 34 -
01.2010 0 0 0 | 0 0 -
04.2010 0 1 0 || 1 34 -
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TOKSYCZNOSC SCIEKOW W MWWTP3

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 -
112009 | 0 1 0 [ 1 | 34 -
01.2010 0 0 0 | 0 0 -
04.2010 0 0 0 | 0 0 -
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TOKSYCZNOSC SCIEKOW W IWWTP1

- Waga toksycznosci
lEElEE V. fischer | D.magna | P.subcapitata Klasa | IW | %IW | 5. 7yphimurium
06.2009 0 0 0 | 0 0 -
07.2009 0 0 0 | 0 0 -
09.2009 0 2 0 1] 2 | 33,5 -
11.2009 0 2 0 1l 2 | 33,5 -
01.2010 0 1 0 | 1 34 -
04.2010 0 2 0 Il 2 | 33,5 -
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TOKSYCZNOSC WOD BURZOWYCH

- Waga toksycznosci
Miesiac V. fischer | D.magna P.subcapitata Klasa IW %IW | S.Typhimurium
12.2009 0 2 3 IV 3 56 -
10.2010 0 2 0 11 2 |33,5 -

TOKSYCZNOSC ODCIEKOW

- Waga toksycznosci
sl V. fischer D.magna P.subcapitata Klasa W %IW | S.Typhimurium
12.2009 2 3 2 IV 78 -
10.2010 2 3 3 Y 389 -
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» Scieki z dwoch oczyszczalni komunalnych MWWTP 2 i 3 (1 pobodr).

 |ISO 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
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TEST EMBRIOTOKSYCZNOSCI NA Danio reiro

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

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

Miara toksycznosci

Ocena badanych organizmow.

2-dniowe embriony Danio reiro
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EMBRIOTOKSYCZNOSC SCIEKOW DLA D. reiro

Scieki surowe
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TEST TOKSYCZNOSCI NA Lemna minor

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

Test bada czyli liczby roslin, liczby
| powierzchni frondow, liczby i dtugosci korzeni, suchej lub swiezej
biomasy oraz zawartosci chlorofilu w okresie 5 lub 7 dni.

Miara toksycznosci

EC,— stezenie sciekdw powodujgce zahamowanie w/w parametrow
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TOKSYCZNOSC SCIEKOW DLA L. minor

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

MWWTP2 1,7 1,8 -6,8 -14,4
MWWTP3 0,7 3,9 1,3 -3,2

www.ietu.katowice.pl



TEST NA HEPATOCYTACH Salmo truta

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

Test wykrywa obecnos¢ estrogendéw w probkach poprzez pomiar ilosci
produkowanej witelogeniny.

WITELOGENINA - Dbiatko prekursorowe biorace udziat
w produkcji zéttka w oocytach ryb. Naturalna produkcja

witelogeniny zachodzi pod wptywem estrogendw zenskich
u samic.

Prowadzony jest na (hepatocytach)
pochodzacych od meskich osobnikow.
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TEST NA HEPATOCYTACH Salmo truta

Komorki watrobowe Komorki watrobowe
Endogenne % Egzogenne
/ estrogeny / estrogeny
WITELOGENINA WITELOGENINA

Produkcja zottka
w oocytach ryb
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DZIALANIE ESTROGENNE SCIEKOW

B Estradiol (Doswiadczenie nr 1)
] Estradiol (Do$wiadczenie nr 2)
" Il MWWTP2
B vwWwTP3
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TEST EROD

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

Enzymy kodowane przez cytochrom P450 biorg udziat
w procesach biotransformac;ji i detoksykacji substancji toksycznych.

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

- polichlorowane bifenyle (PCB)

- wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA)

- dioksyny
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TOKSYCZNOSC SCIEKOW
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® Probki sciekow z badanych oczyszczalni nie zawieraty substanc;i
wywotujgcych toksycznosc¢ ostrg. Wtasciwosci mutagenne
zaobserwowano jedynie w probach pobranych w lecie.

W Toksyczne byty probki wod burzowych oraz odciekow, ktore nie
zawieraty substancji mutagennych.

W Probki sciekow z dwoch oczyszczalni komunalnych nie zawieraty
substancji dziatajgcych embriotoksycznie na Dario rerio oraz
hamujgcych wzrost Lemna minor.

®m W probkach sciekow z dwoch oczyszczalni komunalnych
wystepowaty substancije dziatajace estrogennie oraz hamujace
aktywnos¢ cytochromu P450.
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