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Wprowadzenie

Niniejszy raport obejmuje wyniki uzyskane w ramach pierwszego migdzylabora-
toryjnego poréwnania oznaczen toksyczno$ci probek wodnych i fazy stalej opartego na

bakteriach luminescencyjnych.

Projekt zostat zorganizowany przez firmg Tigret sp. z 0.0. we wspoipracy z Zakladem
Badania Srodowiska WUM. Pierwotnie do projektu zgtosito si¢ 10 laboratoriéw, oznaczonych
liczbami od 1 do 10. W trakcie przygotowan jedno laboratorium wycofalo si¢ z analiz. Badanie
obejmowato ocen¢ toksycznosci trzech probek wodnych oraz jednej prébki fazy statej
(opcjonalnie). W analizie probki fazy stalej wzigto udziat pigcioro uczestnikéw. Kazda prébke,
kazde laboratorium analizowato trzykrotnie, w miar¢ mozliwosci stosujac dwa czasy inkubacji
prébek. W sumie uzyskano 141 wynikéw analiz, co stanowilo dobra podstawe¢ opracowania

statystycznego.

Celem projektu bylo poréwnanie wynikéw toksyczno$ci uzyskanych w laboratoriach
stosujacych bakteria luminescencyjne Vibrio fischeri. W Polsce funkcjonuje juz ponad 10
systemow produkowanych przez SDI (Microtox® i Deltatox®), ale takze inne analizatory, ktore
wykorzystano w niniejszym poréwnaniu. We wszystkich jednak przypadkach liofilizowane
bakterie luminescencyjne pochodzity z jednego zrédia — SDI. Stad réznice wynikéw nie
wynikaty z réznic szczepu / producenta zastosowanego bioindykatora, lecz zwiazane byly przede

wszystkim z jako$cia wykonanych analiz.

Nalezy podkresli¢, ze udzial w niniejszym projekcie byt dobrowolny a uzyskane wyniki

stanowig tylko materiat poréwnawczy i nie moga by¢ podstawa zadnych analiz akredytacyjnych.

Organizatorzy dzigkuja wszystkim uczestnikom za udzial w projekcie.

Warszawa, styczen 2009.
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Plan interkalibracji

Przygotowanie probek

Przygotowano cztery probki oznaczone literami: A, B, C oraz D. Kazda prébka zostata
przygotowana w jednym naczyniu, a nast¢pnie podzielona do dziesigciu 50 ml polistyrenowych

probéwek. Probki przechowywano w lodéwce, w ciemnosci.

Kazde laboratorium otrzymato zestaw probek, ktére réwniez przechowywato w

warunkach chtodniczych (4-8°C). Analizy wykonano w ciagu miesiaca od otrzymania prébek.

Proébki:

A. Wodny roztwér siarczanu cynkowego (ZnSO4*7H,0) o stezeniu 15 mg/L. Nominalne

stezenie jonéw cynkowych (Zn**) w roztworze wynosito 3,42 mg/L.
B. Wodny roztwér 3,5-dichlorofenolu (DCP) o stezeniu 20 mg/L.
C. Wodny roztwér fenolu o stezeniu 75 mg/L.

D. Prébka gleby zawierajacej 5% dodatek przefermentowanego osadu z oczyszczalni Sciekow.

Ocena toksycznosci

Kazde laboratorium wykonywalo oceng toksycznosci probek stosujac posiadang
aparatur¢ oraz odczynniki. Liofilizowane bakterie (Microtox Reagent) pochodzily od jednego
producenta, aczkolwiek z réznych serii. Przed uzyciem przechowywane byly w zamrazarce w

temperaturze —20°C.

W systemach Microtox® w przypadku préobek wodnych zalecano metodyke ,,81.9%
Basic Test”. Oznacza to, ze najwyzszym badanym st¢zeniem bylo 81,9% prébki. Tam, gdzie

bylo to mozliwe toksyczno$¢ oceniono po 5 oraz 15 minutowej inkubacji.

Wyniki przedstawiono jako Smin-EC50 oraz 15min-EC50 podajac, w miar¢ mozliwosci
95% przedzial ufnosci oznaczenia. W przypadku probek niskotoksycznych, dla ktérych procent
reakcji testowej (obnizenia luminescencji) dla najbardziej stgzonej prébki nie przekroczyt 50%,

wynik zapisano w formie >81. Wszystkie wyniki wyrazono jako procent prébki macierzyste;j.

W przypadku probki fazy stalej zastosowano procedurg ,,Basic-Solid Phase Test” i czas
inkubacji 30 minut. Stad uzyskano wyniki 30min-EC50. Najwyzszym badanym steZeniem bylto
99000 mg/L.



Analiza danych

Wyniki toksycznosci uzyskane w laboratoriach bioracych udziat w interkalibracji zostaty
zebrane i poddane analizie statystycznej z zachowaniem numeru laboratorium oraz numeru

probki, tzn 23 oznacza prébke nr 3 zbadana w laboratorium nr 02.

W pierwszym kroku wyniki wyrazone w procentach zostaty przeliczone na st¢zenia badanych

substancji toksycznych:

A. 100% odpowiada stezeniu Zn>* - 3,42 mg/L.
B. 100% odpowiada stezeniu 3,5-dichlorofenolu (DCP) - 20 mg/L.
C. 100% odpowiada stezeniu fenolu - 75 mg/L.

Przeliczone wyniki zebrano w tabelach podajac dla kazdego oznaczenia:

¢ S5min-EC50 oraz 15 min-EC50
® 95% przedziat ufnosci oznaczenia (95% confidence range)
® 95% confidence factor CF (obliczany przez program MicrotoxOmni jako stosunek gornej

granicy przedziatu ufno$ci do $redniej)
Dla kazdej substancji toksycznej obliczono nast¢pujace parametry statystyczne:

e Srednia ($r)

¢ QOdchylenie standardowe (SD)

® Wzgledne odchylenie standardowe (wsp6tczynnik zmiennosci): CV = SD /érednia * 100%
e Liczba wynikéw (n)

® Mediana

e Stosunek sredniej do mediany

e Wartos$¢ najnizsza (min)

* Warto$¢ najwyzsza (max).

W analizie statystycznej nie wykorzystano wynikéw nie ilosciowych tj. EC50 >81%.

Odrzucanie wynikow

Wyniki niepewne, razaco rézne od pozostalych, moga mie¢ znaczny wplyw na S$rednia
i odchylenie standardowe. W celu okre$lenia czy dany wynik nalezy odrzuci¢ zastosowano test
Q-Dixona oparty na poréwnaniu réznicy pomigdzy wynikiem watpliwym a najblizszym,

z wartoscia Qxrytyezne UZyskang z tablic statystycznych dla n wynikéw 1 95% poziomu ufnosci.



Rozrzut wynikow EC50

Aby oceni¢ jak daleko pojedynczy wynik odbiega od S$redniej, dla kazdej wartosci EC50

obliczono parametr Z:
Z = (X, — $rednia) / SD

Gdzie: X, — wartos¢ EC50
SD — odchylenie standardowe.
Wyniki oceniono stosujac ponizsze kryteria dla warto$ci bezwzglednej parametru Z:

0<I1Z1<2 wynik akceptowalny
2<1Z1<3 wynik niepewny
3<1Z]I wynik nieakceptowalny.

Dodatkowo, w celu lepszego przedstawienia rozrzutu wynikéw, dla kazdej substancji toksycznej

wykonano wykres przedstawiajacy wartosci EC50 oraz zakresy: +2*SD i +3*SD.

Ocena jakosci testu Basic

Test na bakteriach luminescencyjnych V. fischeri wykonywany wg procedury Basic
zaktada podwdjny odczyt luminescencji prébek: Iy — luminescencja poczatkowa (samej
zawiesiny bakterii) oraz I; — luminescencja po inkubacji bakterii z badang prébka. Pierwszy
odczyt stuzy do korekcji luminescencji koncowej. Wartosci Iy pojedynczego oznaczenia tj
kontroli i wszystkich rozcieficzen badanej prébki powinny by¢ rowne. Rozbieznosci Swiadcza
najcze¢sciej o matej doktadnosci pipetowania prébek, badz o niejednorodnej zawiesinie bakterii.
Oczywiscie, niewielkie niedokladnosci sa korygowane przy obliczaniu procentu reakcji testowej,
gdyz warto$¢ I; jest proporcjonalna do Iy. Jednakze duze réznice luminescencji poczatkowej
oznaczaja, ze w poszczegdlnych rozcienczeniach prébki znajduja si¢ rézne ilosci bakterii, a to
moze mie¢ wptyw na jako$¢ wykonanego testu. W tabeli zamieszczono warto$ci wzglednych

odchylen standardowych (CV) dla wszystkich oznaczen kazdego uczestnika interkalibracji.



Omoéwienie wynikow

Uwagi ogolne

W analizie interkalibracyjnej probek ciektych wzigto udziat 9 laboratoriéw, za$ prébki statej - 5

laboratoriow. Uzyskano 125 wynikéw toksyczno$ci probek ciektych — Tabela 1. Przed analiza

statystyczng odrzucono 9 wynikéw: 3 niskotoksyczne i 6 — znacznie odbiegajacych od

pozostatych. Wspotczynnik zmiennosci (CV) w zaleznosci od prébki wyniost od 29% do 55%.

Wszystkie laboratoria wykorzystywaly liofilizowane bakterie luminescencyjne Vibrio fischeri

uzyskane od jednego producenta. Przyczyna r6znic wynikéw mogty by¢ nastepujace czynniki:

Procedura uwadniania (reconstitution) bakterii, a w szczegdlnosci czas, temperatura

uwadniania, dlugo$¢ przechowywania bakterii przed testem;

Niejednorodnos¢ probki  (szczegdlnie probki —statej), czas 1 temperatura

przechowywania;

Stopien toksyczno$ci prébki. Probki niskotoksyczne, badz wysokotoksyczne zwykle

wykazuja wigksze réznice toksycznosci niz prébki o Sredniej toksycznosci.

Wykonawca testu. Doktadno$¢ pipetowania, wykonania szeregu rozcienczen probki,

obrébka uzyskanych wynikéw.

Tabela 1. llosciowe zestawienie wynikow oznaczen.

| Liczba wynikéw - 8:: 1>9§ -
catkowita | odrzuconych |do statystyk
Zn 15 min 28 3 25 55 11 1
DCP 5 min 22 - 22 29 1 -
DCP 15 min 27 - 27 30 - -
Fenol 5 min 21 2 19 37 - 1
Fenol 15 min 27 4 23 55 3 2
SUMA 125 9 116 - 15 4




Toksycznosé substancji standardowych

Oceniono toksyczno$¢ trzech substancji zalecanych jako standardy: fenolu, siarczanu
cynkowego (zalecanych przez producenta testu) oraz 3,5-dichlorofenolu (proponowanego w
normie ISO 11348). W Tabeli 2 zamieszczono sugerowane zakresy toksyczno$ci oraz dane

literaturowe dla poszczegdlnych zwiazkéw:

Tabela. 2. Toksyczno$¢ substancji standardowych dla bakterii luminescencyjnych.

Zn** Fenol 3.5-dichlorofenol
15min-EC50 15 min-EC50 Smin-EC50 15min-EC50
[mg/L] [mg/L] [mg/L]
Zalecenia producenta (SDI) 0,6-22 13,0 -26,0 -
Bazy danych toksycznosci 1,4-8,0" 21,1-3587 2,77-8,177
Interkalibracja europejska 2005 r. | 1,45 (0,58 —2,56) 3 - 3,47 (2,02 —4,15) 3
Niniejsza interkalibracja 0,93 (0,20 -2,10) | 16,0 (9,0 —30,7) 3,74 (1,98 —5,20)

' _ Munkittrick i in. 1991.
2 _Kaiser i Palabrica 1991.
3 _Ribo i Riva 2005.

Srednie warto$ci EC50 uzyskane podczas obecnego poréwnania mieszcza si¢ w zakresie

zalecanym przez producenta, a takze sa zblizone do wartosci literaturowych.

Prébka A. Jony cynku sa stosowane jako substancja referencyjna od momentu powstania testu
Microtox®. Ich toksyczno$¢ znacznie zmienia si¢ w zaleznosci od czasu inkubacji, zwlaszcza po
5-10 minutach. Stad wartosci Smin-EC50 nie sa podawane (zwykle wynosza powyzej 5 mg/L),
za$ rozrzut wynikéw 15min-EC50 zalezy od przestrzegania rezimu czasowego. Dodatkowo,
roztwor siarczanu cynkowego w wodzie dejonizowanej jest lekko kwasny, co w polaczeniu z
brakiem wtasciwosci buforujacych roztworu 2% NaCl, moze powodowac obnizenie
luminescencji probek.

W niniejszym poréwnaniu czg$¢ laboratoriow odnotowala efekt toksyczny roztworu cynku juz
po 5 minutach, jednakze, z uwagi na to, iz efekt ten obserwowano w 1-2 najwyzszych stgzeniach
— warto$ci Smin-EC50 nie ujgto w zestawieniu wynikow.

Badanie toksyczno$ci cynku (Tabela) w ponad potowie prébek obarczone byto powaznym
btedem — CF (stosunek goérnej granicy 95% przedziatu ufnosci do wartosci EC50) byt wyzszy
niz 2. W tych przypadkach wyniki sa niepewne i powinny wzbudzi¢ nieufno$¢ wykonawcy testu,

zwlaszcza, ze wartos$¢ ta pojawia si¢ w raporcie MicrotoxOmni.
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Probka C. Fenol jest druga substancja referencyjna zalecana przez producenta testu. Wynik
toksycznosci fenolu jest podawany dla kazdej partii bakterii (Microtox® Reagent). Dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie, wysoka stabilno§¢ roztworéw fenolu i odporno$¢ na degradacje
chemiczng i biologiczna pozwala na zastosowanie tej toksyny w biezacej kontroli jakos$ci
laboratoridow. W przeciwienstwie do jonéw cynku fenol dziata toksycznie juz po kilku minutach
1 warto$ci EC50 sa state w zakresie 5-30 minut.

Prezentowane w Tabelach wyniki wskazuja, iz w 2/3 laboratoriow toksycznos$¢ fenolu
nieznacznie spadta po przedtuzeniu inkubacji z 5 do 15 minut. Jednocze$nie znacznie pogorszyty
si¢ parametry statystyczne - odchylenie standardowe dla wszystkich wynikéw wzrosto

dwukrotnie. W trzech oznaczeniach wspétczynnik CF przekroczyt wartos¢ 2.

Probka B. 3,5-dichlorofenol (DCP) dopiero od niedawna zaczat by¢ stosowany jako substancja
referencyjna w testach bioindykacyjnych. Dla bakterii luminescencyjnych jest 5-krotnie bardziej
toksyczny od fenolu, lecz podobnie jak on dziata szybko.

Uzyskane wyniki, zarowno dla poszczegdlnych laboratoridw, jak i srednia (Tabele) wskazuja na
praktycznie identyczna toksyczno$¢ DCP po 5 i 15 minutach inkubacji.

Jednoczeénie nalezy zwrécié uwage na bardzo wysoka powtarzalno$¢ oznaczen DCP. Zaden
wynik nie zostal odrzucony, parametry CF i Z nie przekroczyly wartosci progowej — 2, za$
mediana jest praktycznie réwna S$redniej. Dodatkowo, wzgledne odchylenie standardowe

wyniosto tylko 30%.

Probka D. Gleba charakteryzuje si¢ duza niejednorodnoscia. Nawet po przesianiu przez sito i

dlugotrwalym mieszaniu, prébka stata nie uzyska tego stopnia homogennosci — co prébka ciekla.

Oznaczenie toksycznos$ci fazy statej w systemie Microtox® mozna wykona¢ stosujac dwie rézne

procedury. W niniejszej interkalibracji zaproponowano metodyke prostsza, nie wymagajaca

zewngtrznego inkubatora. W metodyce tej pojawiaja si¢ dodatkowe czynniki mogace mieé

wplyw na jako$¢ oznaczen:

¢ Silne tlumienie luminescencji spowodowane mgtnoscia i wysoka barwa zawiesiny gleby w
wodzie. Zamieszanie badz wstrzasnigcie zawartosci kuwety pomiarowej drastycznie zmienia
odczyt luminescencji prébki;

® Pipetowanie ggstych zawiesin, mozliwos¢ zatkania pipety;

e Mala obje¢tos¢ inokulum bakterii (jedynie 10 ul).

W niniejszej interkalibracji otrzymano 16 wynikéw toksycznosci probki statej (Tabela).

Poczatkowo odrzucono jeden — jako catkowicie odmienny od pozostatych. Jednakze po wstgpnej
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analizie statystycznej zdecydowano si¢ na odrzucenie dalszych 4 wynikéw. Zadecydowaty o tym
zaréwno duze wartosci CF, swiadczace o niskiej jakosci odrzuconych analiz, jak i duza réznica
mediany i $redniej wskazujaca na zawyzenie $redniej. Srednia pozostatych 11 wynikéw 30min-

EC50 jest zblizona do mediany, zas warto$¢ CV spadta ponizej 50%.

Wptyw dtugosci przechowywania probek na toksycznosé

Badane prébki po przygotowaniu w laboratorium pilotujacym interkalibracj¢ przestano do
laboratoriow wykonujacych badania. Probki byty przechowywane w lodéwce (2 — 8°C). Prébek
nie zamrazano, aby unikna¢ wielokrotnego zamrazania / rozmrazania. Wigkszo$¢ oznaczen
wykonano w II-IV tygodniu przechowywania prébek. Rys. 1 przedstawia zalezno$¢ toksycznosci
od czasu przechowywania probek. Wartosci toksycznosci nie ulegly istotnej zmianie przez 4
tygodnie, czyli do czasu wykonania wigkszos$ci analiz. Dopiero w V tygodniu wyniki EC50 sa

nizsze, szczegdlnie dla prébek A (Zn) i C (fenol).

2,5

A

2,0 4

| tydz. II'tydz. Il tydz. IV tydz. V tydz.
B

I tydz. Il tydz. Il tydz. IV tydz. V tydz.
45
40 C
35
30
25 -
20

10

I tydz. Il tydz. Il tydz. IV tydz. Vitydz.

Rys 1. Wyniki toksycznosci probek w zaleznosci od dtugosci przechowywania.

11



Ocena jakosci testu Basic

Procedura Basic przewiduje odczyt luminescencji poczatkowej Iy zawiesiny bakterii dla kazdego
rozcienczenia badanej probki. Pozwala to na korekte wartosci odczytu luminescencji konicowej
I, W idealnych warunkach rozrzuty wartosci Ip powinny by¢ niewielkie — do 3%. Wigksze
rozrzuty $wiadcza o niedoktadno$ci w pipetowaniu zwiazanej z jakoscia pipet badz praca
operatora. W Tabeli 3 zastawiono wzgledne odchylenia standardowe wartosci Ip wszystkich
oznaczen. Z reguty wyzsze wartosci CV dla prébek statych — D wiaza sig z inng procedura testu:

pipetowaniem 10 pl zamiast 100 pl cieczy.

Tabela 3. Rozrzuty (CV) warto$ci luminescencji poczatkowej .

1 2 3
01-A 2,29 2,07 1,60
01-B 2,50 2,93 2,41
01-C 2,31 2,27 3,01
01-D 4,92 2,88 3,73
02-A 3,93 3,24 3,87
02-B 7,48 4,00 6,72
02-C 3,56 3,61 4,63
02-D 11,19 25,05 13,77
03-A 3,09 14,77 18,84
03-B 4,23 10,33 15,35
03-C 6,63 11,72 7,71
04-A 2,36 2,43 2,55
04-B 5,56 3,28 3,83
04-C 3,93 2,24 -
04-D 5,07 6,58 12,99
06-A 3,20 3,86 2,45
06-B 4,05 1,75 3,28
06-C 2,30 2,85 4,08
08-A 4,61 2,60 1,61
08-B 10,00 1,43 1,89
08-C 2,53 6,65 1,96
08-D 6,63 3,68 6,50
10-A 3,16 1,91 17,04
10-B 2,29 1,83 1,83
10-C 5,25 1,42 1,31
10-D 5,03 7,51 5,13
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Tabela 4. Toksyczno$¢ jonéw cynkowych dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L].

prébka | 15min-EC50 95% p. ufnosci CF 95% Z
11 1,47 0,65 3,33 2,26 1,04 | Srednia 1,49
12 1,58 0,58 4,28 2,71 1,26 SD 0,53
13 0,82 0,44 1,56 1,89 -0,22 CvV 35%
14 2,10 0,65 6,74 3,21 2,27
21 4,31 (0,55-33,11) * 7,68 Srednia 4,30
22 4,45 (0,7924,35) * 5,48 SD 0,20
23 4,07 (0,99-16,62) * 4,08 CV 5%
31 1,68 1,45 | Srednia 0,75
32 0,36 -1,11 SD 0,81
33 0,20 -1,42 CV 109%
41 1,54 1,23 1,88 1,22 1,18 Srednia 1,61
42 1,68 1,09 2,57 1,53 1,45 SD 0,07
43 1,61 0,31 8,24 5,13 1,31 CV 4%
61 0,72 0,65 0,79 1,10 -0,41 Srednia 0,77
62 0,89 0,81 0,99 1,11 -0,08 SD 0,10
63 0,71 0,66 0,77 1,08 -0,43 CV 13%
71 0,50 -0,84 | Srednia 0,50
72 0,50 -0,84 SD 0,00
73 0,50 -0,84 CV 0%
81 0,82 0,44 1,50 1,83 -0,22 Srednia 0,97
82 1,20 0,07 15,01 12,5 0,52 SD 0,20
83 0,89 0,68 1,13 1,27 -0,08 CV 21%
91 0,65 -0,55 Srednia 0,63
92 0,68 -0,49 SD 0,07
93 0,55 -0,74 CV 11%
101 0,62 0,21 1,71 2,78 -0,61 Srednia 0,56
102 0,62 0,07 4,86 7,89 -0,61 SD 0,10
103 0,44 0,00 7,32 16,5 -0,96 CV 19%
Srednia 0,93 n 28 /25| min 0,20
SD 0,51 mediana 0,72 | max 2,10
CcV 55% St/mediana 1,3
* - wyniki nie uwzglednione w obliczeniach statystycznych.
3,0
25 4+ - 3*SD
2,0 | hd
15 8 . KN 2*SD
1,0 A < * :, $rednia
0,5 1 - M A ,
* -2*SD
0,0 ; ; ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Rys.2. Toksyczno$¢ jondw cynkowych dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L].
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Tabela 5. Toksyczno$¢ 3,5-dichlorofenolu dla bakterii luminescencyjnych. Smin-EC50 [mg/L].

Prébka | 5min-EC50 [95% przedziat ufnosci | CF 95% Z
11 4,42 3,96 4,94 1,12 0,76 Srednia 491
12 4,35 3,27 5,80 1,33 0,70 SD 0,65
13 5,71 4,54 7,18 1,26 1,99 CV 13%
14 5,16 3,71 7,16 1,39 1,47
21 2,80 2,00 4,00 1,43 -0,78 Srednia 2,87
22 2,20 1,20 3,60 1,64 -1,35 SD 0,70
23 3,60 3,40 4,00 1,11 -0,02 CV 25%
31 2,22 -1,33 Srednia 2,50
32 2,76 -0,82 SD 0,27
33 2,52 -1,05 CV 11%
41 5,00 4.40 5,60 1,12 1,32 Srednia 5,20
42 5,20 4,60 5,80 1,11 1,51 SD 0,20
43 5,40 5,00 6,00 1,11 1,70 CcvV 4%
61 4,55 4,39 4,72 1,04 0,89 Srednia 4,23
62 4,25 3,98 453 1,07 0,60 SD 0,34
63 3,88 3,35 4,49 1,16 0,25 CvV 8%
71
72
73
81 3,80 3,20 4,40 1,16 0,17 Srednia 3,27
82 3,20 3,00 3,40 1,06 -0,40 SD 0,50
83 2,80 2,60 3,20 1,14 -0,78 CvV 15%
91
92
93
101 3,00 2,60 3,40 1,13 -0,59 Srednia 3,13
102 3,60 1,60 8,00 2,22 -0,02 SD 0,42
103 2,80 2,00 3,80 1,36 -0,78 CV 13%
Srednia 3,78 |n 22 /22| min 2,20
SD 1,09 | mediana 3,70 [ max 5,71
CV 29% | Sr/mediana 1,0
8
0 e 3*SD
6 * o 2#SD
5 * <
o o
4 * ¢ o + srednia
3 . . % e
2 | L J *
;| -2*SD
o ] -3*SD
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Rys. 3. Toksyczno$¢ 3,5-dichlorofenolu dla bakterii luminescencyjnych. Smin-EC50 [mg/L].
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Tabela 6. Toksyczno$¢ 3,5-dichlorofenolu dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L].

Probka | 15min-EC50 |95% przedziat ufnosci | CF 95% Z
11 4,33 3,02 6,19 1,43 0,61 Srednia 4,71
12 4,54 2,99 6,88 1,52 0,80 | SD 0,33
13 5,05 3,74 6,81 1,35 124 | CV 7%
14 4,92 2,88 8,39 1,71 1,13
21 2,80 2,00 4,00 1,43 0,73 | Srednia 2,93
22 2,60 2,00 3,60 1,38 0,90 | SD 0,42
23 3,40 2,80 4,00 1,18 020 | cv 14%
31 1,98 -1,44 | Srednia 2,06
32 2,06 -1,37 | SD 0,08
33 2,14 -1,30 | cv 4%
41 4,60 3,80 5,60 1,22 0,85 | Srednia 4,60
42 4,60 3,60 5,60 1,22 0,85 | SD 0,00
43 4,60 3,80 5,80 1,26 0,85 | CV 0%
61 3,99 3,48 4,57 1,15 0,32 | Srednia 3,79
62 3,87 3,25 4,62 1,19 021 | SD 0,25
63 3,51 3,11 3,98 1,13 0,10 | CV 7%
71 4,92 1,13 | Srednia 4,92
72 4,92 1,13 | SD 0,00
73 - CV 0%
81 3,40 2,60 4,60 1,35 -0,20 | Srednia 3,13
82 3,20 2,60 3,60 1,13 0,38 | SD 0,31
83 2,80 2,60 3,00 1,07 0,73 | CV 10%
91 5,20 1,37 | Srednia 5,20
92 5,20 1,37 | SD 0,00
93 5,20 137 | CVv 0%
101 2,40 2,20 2,80 1,17 -1,08 | Srednia 2,40
102 2,40 1,80 3,00 1,25 -1,08 | SD 0,00
103 2,40 2,00 2,80 1,17 -1,08 | CV 0%
Srednia 3,74 |n 27 /27| min 1,98
SD 1,13 [mediana 3,87 | max 5,20
CvV 30% |Sr/mediana 1,0
8
g ] 3*SD
6 2#SD
> .S <0 ht
4 1 M < S‘ Srednia
3 - . c ”,
2 1 » oo -2#SD
(1> P27 35SD
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Rys. 4. Toksyczno$¢ 3,5-dichlorofenolu dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L].
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Tabela 7. Toksyczno$¢ fenolu dla bakterii luminescencyjnych. Smin-EC50 [mg/L].

Prébka Smin-EC50 | 95% przedziat ufnosci | CF 95% zZ
11 20,95 16,99 25,83 1,23 0,84  |Srednia 19,26
12 15,67 9,23 26,52 1,69 -0,02 |SD 3,11
13 41,48 (25,88-66,46)* 1,60 Ccv 16%
14 21,17 17,87 25,07 1,19 0,88
21 15,00 14,25 15,75 1,05 0,13 |Srednia 13,75
22 12,00 6,00 23,25 1,94 -0,62 |SD 1,56
23 14,25 12,75 15,75 1,11 -025 |CV 11%
31 12,08 -0,60  |Srednia 14,97
32 36,6* SD 4,08
33 17,85 0,34 |CV 27%
41 30,75 21,75 42,00 1,37 2,44  |Srednia 29,25
42 27,75 14,25 52,50 1,89 1,95 |SD 2,12
43 - Ccv 7%
61 16,97 13,54 21,26 1,25 0,19  |Srednia 17,16
62 18,23 14,54 22,86 1,25 0,40 |SD 0,99
63 16,27 11,49 23,04 1,42 0,08 |CV 6%
71
72
73
81 13,50 11,25 15,00 1,11 0,37 |Srednia 13,00
82 12,00 10,50 14,25 1,19 -0,62 |SD 0,87
83 13,50 12,00 15,75 1,17 -0,37 |CV 7%
91
92
93
101 9,00 6,75 12,75 1,42 -1,11  |Srednia 9,00
102 9,00 6,75 12,00 1,33 -1,11  |SD 0,00
103 9,00 6,75 12,75 1,42 -1,11 10 0%
Srednia 16,05 |n 21/19 |min 9,00
SD 5,90 |mediana 15,00 |max 30,75
Ccv 37% |St/mediana 1,1
* - wyniki nie uwzglednione w obliczeniach statystycznych.
60
50 -
40 -
——————————————————————————————————————————————— 3*SD
80 % 2#SD
, .
?2 7 ov - - . 2, o - érej’dnia
-2*SD
0 - — ‘ — - — ‘ - - -3*SD
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Rys. 5. Toksyczno$¢ fenolu dla bakterii luminescencyjnych. Smin-EC50 [mg/L].
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Tabela 8. Toksyczno$¢ fenolu dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L].

Prébka | 15min-EC50 | 95% przedziat ufnosci | CF 95% zZ
11 27,04 20,61 35,47 1,31 0,44  |Srednia 23,05
12 17,51 8,50 36,08 2,06 -0,32  |SD 4,04
13 23,03 17,22 30,80 1,34 0,12 |CV 18%
14 24,61 19,66 30,80 1,25 0,24
21 16,50 15,00 18,00 1,09 0,40 |Srednia 16,00
22 13,50 4,50 38,25 2,83 -0,64 |SD 2,29
23 18,00 14,25 24,00 1,33 -0,28 |CV 14%
31 12,83 0,69  [Srednia 21,23
32 61,58% SD 11,88
33 29,63 0,64 |CV 56%
41 48,75 34,50 69,00 1,42 2,16 [Srednia 48,75
42 48,75 23,25 101,25 2,08 2,16 |SD 0,00
43 Ccv 0%
61 19,03 14,21 25,49 1,34 0,20  [Srednia 18,90
62 20,30 16,63 24,77 1,22 -0,10 |SD 1,46
63 17,38 14,10 21,41 1,23 -0,33  |CV 8%
71 33,75 0,97  |Srednia 33,25
72 33,00 091 |SD 0,43
73 33,00 091 |CV 1%
81 15,00 12,00 18,00 1,20 0,52 |Srednia 14,00
82 13,50 12,00 15,75 1,17 -0,64 |SD 0,87
83 13,50 12,00 16,50 1,22 -0,64 |CV 6%
91 > 45%*
92 > 45%*
93 > 45%*
101 6,75 3,75 9,75 1,44 -1,17  |Srednia 6,50
102 6,75 4,50 10,50 1,56 -1,17 |SD 0,43
103 6,00 3,75 10,50 1,75 -1,23  |CV 7%
Srednia 21,66 |n 27 /23 |min 6,00
SD 11,81 |mediana 18,00 Jmax 48,75
Ccv 55% |Sr/mediana 1,2
* - wyniki nie uwzglednione w obliczeniach statystycznych.
0o
50 | - 3*SD
40 - 2*SD
30 . o . ’ )
20 - . o }. N srednia
10 1 ¢ ¢ fad
oy
0 _ _ : . : . _ _ - -2*SD
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Rys. 6. Toksyczno$¢ fenolu dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L].
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Tabela 9. Toksyczno$¢ probki statej (gleby) dla bakterii luminescencyjnych. 30min-EC50 [mg/L].

prébka | 15min-EC50 | 95% przedziat ufnosci | CF 95% Z
11 8633 7132 10450 1,21 -0,79 Srednia 8793
12 8004 6377 10050 1,25 -0,82 |SD 2226
13 11890 10170 13910 1,17 -0,63 Ccv 25%
14 6643 5396 8178 1,23 -0,89
21 62520* 21930 178300 2,85 1,82 | Srednia 33823
22 13890 6920 27890 2,01 -0,583 |SD 25472
23 25060 17290 36320 1,45 0,01 cv 75%
31
32
33
41 32520* 12380 85470 2,63 0,37 | Srednia 46243
42 47200* 26530 83990 1,78 1,08 |SD 13271
43 59010* 15130 230100 3,90 1,65 |CV 29%
61
62
63
71
72
73
81 5151 4415 6009 1,17 -0,96 Srednia 8179
82 8726 6834 11140 1,28 -0,78 SD 2795
83 10660 8083 14050 1,32 -0,69 |CV 34%
91
92
93
101 16660 \ 12150 22860 1,37 -0,40 Srednia 13965
102 171200(43150-679000)** 3,97 -1,21 |SD 3811
103 11270 8597 14780 1,31 -0,66 Ccv 27%
Srednia 21850 | n 15 | min 5151
SD 19415 | mediana 11890 | max 62520
CV 83% |Sr/mediana 1.8
** - wynik nie uwzgledniony w obliczeniach statystycznych
Po odrzuceniu 4 najwyzszych wynikéw (zaznaczonych *):
Srednia 11508 |n 11 |min 5151
SD 5560 |mediana 10660 |max 25060
CV 48% |Sr/mediana 1,1
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Rys. 7. Toksyczno$¢ probki statej (gleby) dla bakterii luminescencyjnych. 30min-EC50 [mg/L].

a) Wszystkie wyniki

b) Po odrzuceniu 4 najwyzszych wynikéw.
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