
1999

 

PIERWSZE MI�DZYLABORATORYJNE PORÓWNANIE 

OZNACZE� TOKSYCZNO�CI PRÓBEK WODNYCH  

I FAZY STAŁEJ OPARTYCH NA  

BAKTERIACH LUMINESCENCYJNYCH 

 

 

2008 

 

 

 

 

 

GRZEGORZ PI�TOWSKI,  

TIGRET SP. Z O.O. 

 

GRZEGORZ NAŁ�CZ-JAWECKI, 

ZAKŁAD BADANIA �RODOWISKA,  

WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY 



 2 

Spis tre�ci 

 

• Wprowadzenie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 

• Lista uczestników . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 

• Plan interkalibracji . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 

o Przygotowanie próbek 

o Ocena toksyczno�ci 

• Analiza danych . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 

o Odrzucanie wyników 

o Rozrzut wyników EC50 

o Ocena jako�ci testu Basic 

• Omówienie wyników . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8 

o Uwagi ogólne 

o Toksyczno�� substancji standardowych 

o Wpływ długo�ci przechowywania próbek na toksyczno�� 

o Ocena jako�ci testu Basic 

• Literatura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  13 

• Tabele i wykresy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  14 

 



 3 

Wprowadzenie 

Niniejszy raport obejmuje wyniki uzyskane w ramach pierwszego mi�dzylabora-

toryjnego porównania oznacze� toksyczno�ci próbek wodnych i fazy stałej opartego na 

bakteriach luminescencyjnych. 

Projekt został zorganizowany przez firm� Tigret sp. z o.o. we współpracy z Zakładem 

Badania �rodowiska WUM. Pierwotnie do projektu zgłosiło si� 10 laboratoriów, oznaczonych 

liczbami od 1 do 10. W trakcie przygotowa� jedno laboratorium wycofało si� z analiz. Badanie 

obejmowało ocen� toksyczno�ci trzech próbek wodnych oraz jednej próbki fazy stałej 

(opcjonalnie). W analizie próbki fazy stałej wzi�ło udział pi�cioro uczestników. Ka�d� próbk�, 

ka�de laboratorium analizowało trzykrotnie, w miar� mo�liwo�ci stosuj�c dwa czasy inkubacji 

próbek. W sumie uzyskano 141 wyników analiz, co stanowiło dobr� podstaw� opracowania 

statystycznego. 

Celem projektu było porównanie wyników toksyczno�ci uzyskanych w laboratoriach 

stosuj�cych bakteria luminescencyjne Vibrio fischeri. W Polsce funkcjonuje ju� ponad 10 

systemów produkowanych przez SDI (Microtox® i Deltatox®), ale tak�e inne analizatory, które 

wykorzystano w niniejszym porównaniu. We wszystkich jednak przypadkach liofilizowane 

bakterie luminescencyjne pochodziły z jednego �ródła – SDI. St�d ró�nice wyników nie 

wynikały z ró�nic szczepu / producenta zastosowanego bioindykatora, lecz zwi�zane były przede 

wszystkim z jako�ci� wykonanych analiz. 

Nale�y podkre�li�, �e udział w niniejszym projekcie był dobrowolny a uzyskane wyniki 

stanowi� tylko materiał porównawczy i nie mog� by� podstaw� �adnych analiz akredytacyjnych.  

 

Organizatorzy dzi�kuj� wszystkim uczestnikom za udział w projekcie. 

 

Warszawa, stycze� 2009. 
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Plan interkalibracji 

Przygotowanie próbek 

Przygotowano cztery próbki oznaczone literami: A, B, C oraz D. Ka�da próbka została 

przygotowana w jednym naczyniu, a nast�pnie podzielona do dziesi�ciu 50 ml polistyrenowych 

probówek. Próbki przechowywano w lodówce, w ciemno�ci. 

Ka�de laboratorium otrzymało zestaw próbek, które równie� przechowywało w 

warunkach chłodniczych (4-8°C). Analizy wykonano w ci�gu miesi�ca od otrzymania próbek. 

Próbki: 

A. Wodny roztwór siarczanu cynkowego (ZnSO4*7H2O) o st��eniu 15 mg/L. Nominalne 

st��enie jonów cynkowych (Zn2+) w roztworze wynosiło 3,42 mg/L. 

B. Wodny roztwór 3,5-dichlorofenolu (DCP) o st��eniu 20 mg/L. 

C. Wodny roztwór fenolu o st��eniu 75 mg/L. 

D. Próbka gleby zawieraj�cej 5% dodatek przefermentowanego osadu z oczyszczalni �cieków. 

 

Ocena toksyczno�ci 

Ka�de laboratorium wykonywało ocen� toksyczno�ci próbek stosuj�c posiadan� 

aparatur� oraz odczynniki. Liofilizowane bakterie (Microtox Reagent) pochodziły od jednego 

producenta, aczkolwiek z ró�nych serii. Przed u�yciem przechowywane były w zamra�arce w 

temperaturze –20°C. 

W systemach Microtox® w przypadku próbek wodnych zalecano metodyk� „81.9% 

Basic Test”. Oznacza to, �e najwy�szym badanym st��eniem było 81,9% próbki. Tam, gdzie 

było to mo�liwe toksyczno�� oceniono po 5 oraz 15 minutowej inkubacji.  

Wyniki przedstawiono jako 5min-EC50 oraz 15min-EC50 podaj�c, w miar� mo�liwo�ci 

95% przedział ufno�ci oznaczenia. W przypadku próbek niskotoksycznych, dla których procent 

reakcji testowej (obni�enia luminescencji) dla najbardziej st��onej próbki nie przekroczył 50%, 

wynik zapisano w formie >81. Wszystkie wyniki wyra�ono jako procent próbki macierzystej. 

W przypadku próbki fazy stałej zastosowano procedur� „Basic-Solid Phase Test” i czas 

inkubacji 30 minut. St�d uzyskano wyniki 30min-EC50. Najwy�szym badanym st��eniem było 

99000 mg/L. 



 6 

Analiza danych 

Wyniki toksyczno�ci uzyskane w laboratoriach bior�cych udział w interkalibracji zostały 

zebrane i poddane analizie statystycznej z zachowaniem numeru laboratorium oraz numeru 

próbki, tzn 23 oznacza próbk� nr 3 zbadan� w laboratorium nr 02.  

W pierwszym kroku wyniki wyra�one w procentach zostały przeliczone na st��enia badanych 

substancji toksycznych: 

A. 100% odpowiada st��eniu Zn2+  - 3,42 mg/L. 

B. 100% odpowiada st��eniu 3,5-dichlorofenolu (DCP) - 20 mg/L. 

C. 100% odpowiada st��eniu fenolu - 75 mg/L. 

Przeliczone wyniki zebrano w tabelach podaj�c dla ka�dego oznaczenia: 

• 5min-EC50 oraz 15 min-EC50 

• 95% przedział ufno�ci oznaczenia (95% confidence range) 

• 95% confidence factor CF (obliczany przez program MicrotoxOmni jako stosunek górnej 

granicy przedziału ufno�ci do �redniej) 

Dla ka�dej substancji toksycznej obliczono nast�puj�ce parametry statystyczne: 

• �rednia (�r) 

• Odchylenie standardowe (SD) 

• Wzgl�dne odchylenie standardowe (współczynnik zmienno�ci): CV = SD /�rednia * 100% 

• Liczba wyników (n) 

• Mediana 

• Stosunek �redniej do mediany 

• Warto�� najni�sza (min) 

• Warto�� najwy�sza (max). 

W analizie statystycznej nie wykorzystano wyników nie ilo�ciowych tj. EC50 >81%. 

Odrzucanie wyników 

Wyniki niepewne, ra��co ró�ne od pozostałych, mog� mie� znaczny wpływ na �redni�  

i odchylenie standardowe. W celu okre�lenia czy dany wynik nale�y odrzuci� zastosowano test  

Q-Dixona oparty na porównaniu ró�nicy pomi�dzy wynikiem w�tpliwym a najbli�szym,  

z warto�ci� Qkrytyczne uzyskan� z tablic statystycznych dla n wyników i 95% poziomu ufno�ci. 
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Rozrzut wyników EC50 

Aby oceni� jak daleko pojedynczy wynik odbiega od �redniej, dla ka�dej warto�ci EC50 

obliczono parametr Z: 

Z = (Xn –  �rednia) / SD 

Gdzie: Xn – warto�� EC50 
 SD – odchylenie standardowe. 

Wyniki oceniono stosuj�c poni�sze kryteria dla warto�ci bezwzgl�dnej parametru Z: 

0 < | Z | < 2 wynik akceptowalny 
2 � | Z | < 3 wynik niepewny�

3 � | Z | wynik nieakceptowalny. 

Dodatkowo, w celu lepszego przedstawienia rozrzutu wyników, dla ka�dej substancji toksycznej 

wykonano wykres przedstawiaj�cy warto�ci EC50 oraz zakresy: ±�2*SD i ±�3*SD. 

Ocena jako�ci testu Basic 

Test na bakteriach luminescencyjnych V. fischeri wykonywany wg procedury Basic 

zakłada podwójny odczyt luminescencji próbek: I0 – luminescencja pocz�tkowa (samej 

zawiesiny bakterii) oraz It – luminescencja po inkubacji bakterii z badan� próbk�. Pierwszy 

odczyt słu�y do korekcji luminescencji ko�cowej. Warto�ci I0 pojedynczego oznaczenia tj 

kontroli i wszystkich rozcie�cze� badanej próbki powinny by� równe. Rozbie�no�ci �wiadcz� 

najcz��ciej o małej dokładno�ci pipetowania próbek, b�d� o niejednorodnej zawiesinie bakterii. 

Oczywi�cie, niewielkie niedokładno�ci s� korygowane przy obliczaniu procentu reakcji testowej, 

gdy� warto�� It jest proporcjonalna do I0. Jednak�e du�e ró�nice luminescencji pocz�tkowej 

oznaczaj�, �e w poszczególnych rozcie�czeniach próbki znajduj� si� ró�ne ilo�ci bakterii, a to 

mo�e mie� wpływ na jako�� wykonanego testu. W tabeli zamieszczono warto�ci wzgl�dnych 

odchyle� standardowych (CV) dla wszystkich oznacze� ka�dego uczestnika interkalibracji. 

�
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Omówienie wyników 

Uwagi ogólne 

W analizie interkalibracyjnej próbek ciekłych wzi�ło udział 9 laboratoriów, za� próbki stałej - 5 

laboratoriów. Uzyskano 125 wyników toksyczno�ci próbek ciekłych – Tabela 1. Przed analiz� 

statystyczn� odrzucono 9 wyników: 3 niskotoksyczne i 6 – znacznie odbiegaj�cych od 

pozostałych. Współczynnik zmienno�ci (CV) w zale�no�ci od próbki wyniósł od 29% do 55%. 

Wszystkie laboratoria wykorzystywały liofilizowane bakterie luminescencyjne Vibrio fischeri 

uzyskane od jednego producenta. Przyczyn� ró�nic wyników mogły by� nast�puj�ce czynniki: 

• Procedura uwadniania (reconstitution) bakterii, a w szczególno�ci czas, temperatura 

uwadniania, długo�� przechowywania bakterii przed testem; 

• Niejednorodno�� próbki (szczególnie próbki stałej), czas i temperatura 

przechowywania; 

• Stopie� toksyczno�ci próbki. Próbki niskotoksyczne, b�d� wysokotoksyczne zwykle 

wykazuj� wi�ksze ró�nice toksyczno�ci ni� próbki o �redniej toksyczno�ci. 

• Wykonawca testu. Dokładno�� pipetowania, wykonania szeregu rozcie�cze� próbki, 

obróbka uzyskanych wyników. 

 

Tabela 1. Ilo�ciowe zestawienie wyników oznacze�. 

Liczba wyników 
 

całkowita odrzuconych do statystyk 
CV [%] CF > 2 

(n=19) Z > 2 

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 
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Toksyczno�� 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 poszczególnych zwi�zków: 

 

Tabela. 2. Toksyczno�� substancji standardowych dla bakterii luminescencyjnych. 

15min-EC50 
Zn2+  

15 min-EC50 
[mg/L] 

Fenol  
5min-EC50 

[mg/L] 

3,5-dichlorofenol  
15min-EC50 

[mg/L] 

Zalecenia producenta (SDI) 0,6 – 2,2 13,0 – 26,0 - 

Bazy danych toksyczno�ci 1,4 – 8, 0 1 21,1 – 35,8 2 2,77 – 8,17 2 

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) 

1 – Munkittrick i in. 1991. 
2 - Kaiser i Palabrica 1991.  
3 – Ribo i Riva 2005.  

�rednie warto�ci EC50 uzyskane podczas obecnego porównania mieszcz� si� w zakresie 

zalecanym przez producenta, a tak�e s� zbli�one do warto�ci literaturowych.  

 

Próbka A. Jony cynku s� stosowane jako substancja referencyjna od momentu powstania testu 

Microtox®. Ich toksyczno�� znacznie zmienia si� w zale�no�ci od czasu inkubacji, zwłaszcza po 

5-10 minutach. St�d warto�ci 5min-EC50 nie s� podawane (zwykle wynosz� powy�ej 5 mg/L), 

za� rozrzut wyników 15min-EC50 zale�y od przestrzegania re�imu czasowego. Dodatkowo, 

roztwór siarczanu cynkowego w wodzie dejonizowanej jest lekko kwa�ny, co w poł�czeniu z 

brakiem wła�ciwo�ci buforuj�cych roztworu 2% NaCl, mo�e powodowa� obni�enie 

luminescencji próbek.  

W niniejszym porównaniu cz��� laboratoriów odnotowała efekt toksyczny roztworu cynku ju� 

po 5 minutach, jednak�e, z uwagi na to, i� efekt ten obserwowano w 1-2 najwy�szych st��eniach 

– warto�ci 5min-EC50 nie uj�to w zestawieniu wyników. 

Badanie toksyczno�ci cynku (Tabela) w ponad połowie próbek obarczone było powa�nym 

bł�dem – CF (stosunek górnej granicy 95% przedziału ufno�ci do warto�ci EC50) był wy�szy 

ni� 2. W tych przypadkach wyniki s� niepewne i powinny wzbudzi� nieufno�� wykonawcy testu, 

zwłaszcza, �e warto�� ta pojawia si� w raporcie MicrotoxOmni. 
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Próbka C. Fenol jest drug� substancj� referencyjn� zalecan� przez producenta testu. Wynik 

toksyczno�ci fenolu jest podawany dla ka�dej partii bakterii (Microtox® Reagent). Dobra 

rozpuszczalno�� w wodzie, wysoka stabilno�� roztworów fenolu i odporno�� na degradacj� 

chemiczn� i biologiczn� pozwala na zastosowanie tej toksyny w bie��cej kontroli jako�ci 

laboratoriów. W przeciwie�stwie do jonów cynku fenol działa toksycznie ju� po kilku minutach 

i warto�ci EC50 s� stałe w zakresie 5-30 minut.  

Prezentowane w Tabelach wyniki wskazuj�, i� w 2/3 laboratoriów toksyczno�� fenolu 

nieznacznie spadła po przedłu�eniu inkubacji z 5 do 15 minut. Jednocze�nie znacznie pogorszyły 

si� parametry statystyczne - odchylenie standardowe dla wszystkich wyników wzrosło 

dwukrotnie. W trzech oznaczeniach współczynnik CF przekroczył warto�� 2. 

 

Próbka B. 3,5-dichlorofenol (DCP) dopiero od niedawna zacz�ł by� stosowany jako substancja 

referencyjna w testach bioindykacyjnych. Dla bakterii luminescencyjnych jest 5-krotnie bardziej 

toksyczny od fenolu, lecz podobnie jak on działa szybko. 

Uzyskane wyniki, zarówno dla poszczególnych laboratoriów, jak i �rednia (Tabele) wskazuj� na 

praktycznie identyczn� toksyczno�� DCP po 5 i 15 minutach inkubacji. 

Jednocze�nie nale�y zwróci� uwag� na bardzo wysok� powtarzalno�� oznacze� DCP. �aden 

wynik nie został odrzucony, parametry CF i Z nie przekroczyły warto�ci progowej – 2, za� 

mediana jest praktycznie równa �redniej. Dodatkowo, wzgl�dne odchylenie standardowe 

wyniosło tylko 30%. 

 

Próbka D. Gleba charakteryzuje si� du�� niejednorodno�ci�. Nawet po przesianiu przez sito i 

długotrwałym mieszaniu, próbka stała nie uzyska tego stopnia homogenno�ci – co próbka ciekła. 

Oznaczenie toksyczno�ci fazy stałej w systemie Microtox® mo�na wykona� stosuj�c dwie ró�ne 

procedury. W niniejszej interkalibracji zaproponowano metodyk� prostsz�, nie wymagaj�c� 

zewn�trznego inkubatora. W metodyce tej pojawiaj� si� dodatkowe czynniki mog�ce mie� 

wpływ na jako�� oznacze�: 

• Silne tłumienie luminescencji spowodowane m�tno�ci� i wysok� barw� zawiesiny gleby w 

wodzie. Zamieszanie b�d� wstrz��ni�cie zawarto�ci kuwety pomiarowej drastycznie zmienia 

odczyt luminescencji próbki; 

• Pipetowanie g�stych zawiesin, mo�liwo�� zatkania pipety; 

• Mała obj�to�� inokulum bakterii (jedynie 10 µl). 

W niniejszej interkalibracji otrzymano 16 wyników toksyczno�ci próbki stałej (Tabela). 

Pocz�tkowo odrzucono jeden – jako całkowicie odmienny od pozostałych. Jednak�e po wst�pnej 
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analizie statystycznej zdecydowano si� na odrzucenie dalszych 4 wyników. Zadecydowały o tym 

zarówno du�e warto�ci CF, �wiadcz�ce o niskiej jako�ci odrzuconych analiz, jak i du�a ró�nica 

mediany i �redniej wskazuj�ca na zawy�enie �redniej. �rednia pozostałych 11 wyników 30min-

EC50 jest zbli�ona do mediany, za� warto�� CV spadła poni�ej 50%. 

 

Wpływ długo�ci przechowywania próbek na toksyczno�� 

Badane próbki po przygotowaniu w laboratorium pilotuj�cym interkalibracj� przesłano do 

laboratoriów wykonuj�cych badania. Próbki były przechowywane w lodówce (2 – 8°C). Próbek 

nie zamra�ano, aby unikn�� wielokrotnego zamra�ania / rozmra�ania. Wi�kszo�� oznacze� 

wykonano w II-IV tygodniu przechowywania próbek. Rys. 1 przedstawia zale�no�� toksyczno�ci 

od czasu przechowywania próbek. Warto�ci toksyczno�ci nie uległy istotnej zmianie przez 4 

tygodnie, czyli do czasu wykonania wi�kszo�ci analiz. Dopiero w V tygodniu wyniki EC50 s� 

ni�sze, szczególnie dla próbek A (Zn) i C (fenol). 

Rys 1. Wyniki toksyczno�ci próbek w zale�no�ci od długo�ci przechowywania. 
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Ocena jako�ci testu Basic 

Procedura Basic przewiduje odczyt luminescencji pocz�tkowej I0 zawiesiny bakterii dla ka�dego 

rozcie�czenia badanej próbki. Pozwala to na korekt� warto�ci odczytu luminescencji ko�cowej 

It. W idealnych warunkach rozrzuty warto�ci I0 powinny by� niewielkie – do 3%. Wi�ksze 

rozrzuty �wiadcz� o niedokładno�ci w pipetowaniu zwi�zanej z jako�ci� pipet b�d� prac� 

operatora. W Tabeli 3 zastawiono wzgl�dne odchylenia standardowe warto�ci I0 wszystkich 

oznacze�. Z reguły wy�sze warto�ci CV dla próbek stałych – D wi��� si� z inn� procedur� testu: 

pipetowaniem 10 µl zamiast 100 µl cieczy. 

 

Tabela 3. Rozrzuty (CV) warto�ci luminescencji pocz�tkowej I0. 

 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�� jonów cynkowych dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L]. 

próbka 15min-EC50 95% p. ufno�ci  CF 95% Z   
11 1,47 0,65 3,33 2,26 1,04 �rednia 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 CV 35% 

14 2,10 0,65 6,74 3,21 2,27     
21   4,31 (0,55-33,11) * 7,68  �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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% 
�rednia 0,93 n 28 / 25 min 0,20   
SD 0,51 mediana 0,72 max 2,10   

CV 55% �r/mediana 1,3     

* - wyniki nie uwzgl�dnione w obliczeniach statystycznych. 
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Rys.2. Toksyczno�� jonów cynkowych dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L]. 
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Tabela 5. Toksyczno�� 3,5-dichlorofenolu dla bakterii luminescencyjnych. 5min-EC50 [mg/L]. 

Próbka 5min-EC50 95% przedział ufno�ci CF 95% Z   

11 4,42 3,96 4,94 1,12 0,76 �rednia 4,91 
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 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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 CV 4% 
61 4,55 4,39 4,72 1,04 0,89 �rednia 4,23 
62 4,25 3,98 4,53 1,07 0,60 SD 0,34 

63 3,88 3,35 4,49 1,16 0,25 CV 8% 
71               
72           

73           
81 3,80 3,20 4,40 1,16 0,17 �rednia 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 CV 15% 
91               
92           

93           
101 3,00 2,60 3,40 1,13 -0,59 �rednia 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% 

�rednia 3,78 n 22 / 22 min 2,20   

SD 1,09 mediana 3,70 max 5,71   

CV 29% �r/mediana 1,0     

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

Próbka 15min-EC50 95% przedział ufno�ci CF 95% Z   

11 4,33 3,02 6,19 1,43 0,61 �rednia 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 1,24 CV 7% 
14 4,92 2,88 8,39 1,71 1,13     
21 2,80 2,00 4,00 1,43 -0,73 �rednia 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 -0,20 CV 14% 
31 1,98       -1,44 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 3,79 
62 3,87 3,25 4,62 1,19 0,21 SD 0,25 

63 3,51 3,11 3,98 1,13 -0,10 CV 7% 
71 4,92       1,13 �rednia 4,92 
72 4,92    1,13 SD 0,00 

73 -     CV 0% 
81 3,40 2,60 4,60 1,35 -0,20 �rednia 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 �rednia 5,20 
92 5,20    1,37 SD 0,00 

93 5,20    1,37 CV 0% 
101 2,40 2,20 2,80 1,17 -1,08 �rednia 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% 

�rednia 3,74 n 27 / 27 min 1,98   
SD 1,13 mediana 3,87 max 5,20   

CV 30% �r/mediana 1,0     

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

Próbka 5min-EC50 95% przedział ufno�ci CF 95% Z   
11 20,95 16,99 25,83 1,23 0,84 �rednia 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  CV 16% 

14 21,17 17,87 25,07 1,19 0,88   
21 15,00 14,25 15,75 1,05 -0,13 �rednia 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 -0,25 CV 11% 
31 12,08    -0,60 �rednia 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 �rednia 29,25 
42 27,75 14,25 52,50 1,89 1,95 SD 2,12 
43 -     CV 7% 
61 16,97 13,54 21,26 1,25 0,19 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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% 

�rednia 16,05 n 21 / 19 min 9,00   
SD 5,90 mediana 15,00 max 30,75   

CV 37% �r/mediana 1,1     

* - wyniki nie uwzgl�dnione w obliczeniach statystycznych. 

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

Próbka 15min-EC50 95% przedział ufno�ci CF 95% Z   
11 27,04 20,61 35,47 1,31 0,44 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 48,75 
42 48,75 23,25 101,25 2,08 2,16 SD 0,00 
43      CV 0% 
61 19,03 14,21 25,49 1,34 -0,20 �rednia 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 �rednia 33,25 
72 33,00    0,91 SD 0,43 
73 33,00    0,91 CV 1% 
81 15,00 12,00 18,00 1,20 -0,52 �rednia 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 �rednia 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% 

�rednia 21,66 n 27 / 23 min 6,00   
SD 11,81 mediana 18,00 max 48,75   

CV 55% �r/mediana 1,2     

* - wyniki nie uwzgl�dnione w obliczeniach statystycznych. 

Rys. 6. Toksyczno�� fenolu dla bakterii luminescencyjnych. 15min-EC50 [mg/L]. 
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Tabela 9. Toksyczno�� próbki stałej (gleby) dla bakterii luminescencyjnych. 30min-EC50 [mg/L]. 
próbka 15min-EC50 95% przedział ufno�ci  CF 95% Z   

11 8633 7132 10450 1,21 -0,79 �rednia 8793 
12 8004 6377 10050 1,25 -0,82 SD 2226 
13 11890 10170 13910 1,17 -0,63 CV 25% 
14 6643 5396 8178 1,23 -0,89   
21 62520* 21930 178300 2,85 1,82 �rednia 33823 
22 13890 6920 27890 2,01 -0,53 SD 25472 
23 25060 17290 36320 1,45 0,01 CV 75% 
31        
32        
33        
41 32520* 12380 85470 2,63 0,37 �rednia 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 �rednia 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 �rednia 13965 
102 171200(43150-679000)** 3,97 -1,21 SD 3811 
103 11270 8597 14780 1,31 -0,66 CV 27% 

�rednia 21850 n 15 min 5151   
SD 19415 mediana 11890 max 62520   
CV 83% �r/mediana 1,8     

** - wynik nie uwzgl�dniony w obliczeniach statystycznych 

 

Po odrzuceniu 4 najwy�szych wyników (zaznaczonych *): 

�rednia 11508 n 11 min 5151 
SD 5560 mediana 10660 max 25060 

CV 48% �r/mediana 1,1   
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 Rys. 7. Toksyczno�� próbki stałej (gleby) dla bakterii luminescencyjnych. 30min-EC50 [mg/L]. 

a) Wszystkie wyniki 

b) Po odrzuceniu 4 najwy�szych wyników. 
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