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Rozdzielnik

Szanowni Pasistwo, | ﬁ ) { /L/\/‘/{/\/

Uprzejmie informuje, Zze w zwiazku z art. 250 ustawy z dnia 14 grudma 2012 r. o odpadach
(Dz. U. z 2013 r. poz. 21, 888 i 123R), rozporzqdzenie Ministra Srodowiska 7 dnia 13 maja 2004 r.

w sprawie warunkdw, w ktérych uznaje sie, te odpady nie sq niebezpieczne nalezy wydaé w terminie
24 miesigey od dnia wejscia w zycie przepiséw ustawy o odpadach. W zwiazku z powyZszym,
zwracam si¢ do Pafistwa z uprzejma prosbg o przestanie wszelkich uwag i ew. propozycji zmian
do zalaczonego, wstepnego projektu rozporzadzenia pod adres: monika.sklarzewska@mos.gov.pl.
w terminie do dnia 24 Jutego 2014 r., w szczeg6lnosci odnosnie do miejsc, ktdre zostaly oznaczone
w projekcie pogrubiong czcionks. Migjsca te wymagaja Pafstwa weryfikacji opartej réwniez
0 stosowang dotychczas praktyke. Ponadto bedziemy wdzigezni za wszelkie Pafistwa spostrzezenia i

uwagi, kiére beda bardzo pomocne podczas opracowywania przedmiotowego projektu rozporzadzenia.

Rozdzielnik:
1. Ministerstwo Zdrowia,
2. Ministerstwo Gospodarki,
3. Biuro do spraw Substancji Chemicznych, ul. Dowborczykéw 30/34, 90-019 £.6dz,
4. Gi6wny Inspektorat Sanitarny,
5. Gtéwny Inspektorat Ochrony Srodowiska,
6. urzedy marszatkowskie,
7. Polski Komitet Normalizacyjny, skr. poczt. 411, 00-950 Warszawa 1,
8. Polskie Centrum Akredytacji ul. Szczotkarska 42, 01-382 Warszawa,
9. Instytut Biopolimeréw i Widkien Chemicznych, ul. Marii Sklodowskiej — Curie 19/27

90-570 L.6dz,
10. Krajowa Izba Gospodarki Odpadami, al. Jerozolimskie 44, pok. 324/325, 00-024 Warszawa,
11. Polska Izba Gospodarki Odpadami, ul. Swmtokrzyska 36 lok. 47, 00-116 Warszawa,
12. Konfederacja Lewiatan, ul. Zbyszka Cybulskiego 3, 00-727 Warszawa,
13. Polska Izba Przemystu Chemicznego, ul. Sniadeckich 17, 00-654 Warszawa,
14. Instytut Ochrony Srodowiska,
15. Politechnika Warszawska, Wydzial Chemii, ul. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa,

ul, Wawelska 52/54, 00-922 Warszawa; (+48 22) 57 92 262, faks: (+48 22) 57 92 7953, WWW.mos.gov.pl
Ministerstwo Srodowiska wdrozylo system EMAS - zarzadzajac instytucja dbamy o Srodowisko
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Politechnika Warszawska, Wydziat Inzynierii Srodowiska, ul. Nowowiejska 20, 00-653
Warszawa,

Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemii, ul C.K. Norwida 4/6, 50-373 Wroclaw,
Politechnika Wroctawska, Wydziat Inzynierii Srodowiska, Wybrzeze Wyspianskiego 27
50-370 Wroclaw,

Laboratorium Delegatury Wojewddzkiego Inspektoratn Ochrony Srodowiska w Tarnowie, ul,
Krasinskiego 7A, 33-100 Tarndw,

Zesp6t Laboratoriow Badawczych Sieci Instalacji i Urzadzen Gazowych ul. Bagrowa 1, 30-
733 Krakéw,

Instytut Barwnikéw i Produktéw Organicznych, Laboratorium Badad Produktéw, Procesow i
Srodowiska, ul. Chemikéw 2/4; 95-100 Zgierz,

Instytut Celulozowo-Papierniczy, Laboratorium Jakosci Papieru, ul. M. Sklodowskiej-Curie
19/27, L.6dz 90-570,

Wojewddzki Inspekiorat Ochrony Srodowiska we Wroctawiu, Laboratorium Delegatury
w Jeleniej Goérze, ul. Warszawska 28, 58-500 Jelenia Géra,

Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Lodzi, Laboratorium Delegatury w Sieradzu,
ul. Polskiej Organizacji Wojskowej 70/72, 98-200 Sieradz,

Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Warszawie Delegatura w Plocku,
Laboratorium, ul. Kochanowskiego 5: 09-400 Plock,

Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Lublinie, Laboratorium, ul. Obywatelska 13;
20-092 Lublin,

Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Zielonej Goérze, Laboratorium Delegatury
w Gorzowie Wielkopolskim, ul. Kostrzynska 48, 66-400 Gorzéw Wielkopolski,

Gléwny Instytut Gérnictwa, Zaktad Monitoringu Srodowiska Laboratorium Analiz Odpadéw
Statych, pl. Gwarkéw 1, 40-166 Katowice,

WojewGdzki  Inspektorat Ochrony  Srodowiska w  Bialymstoku, Laboratorium,
ul. Ciotkowskiego2/3, 15-264 Biatystok,

Wojew6dzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w FLodzi, Laboratorium Delegatury
w Piotrkowie Trybunalskim, ul. Bawelniana 18, 97-300 Piotrkéw Trybunalski,

Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Katowicach, Laboratorium z siedziba w
Bielsku-Bialej, ul. Partyzantéw 117, 43-316 Bielsko-Biala,

Wojew6dzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Poznaniu, Laboratorium WIOS, ul. Czarna
Rola 4; 61-625 Poznan,

Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Bydgoszezy, Laboratorium WIOS, ul. Piotra
Skargi 2, 85-018, Bydgoszcz,

Wojewédzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Poznaniu, Delegatura w Koninie-
Laboratorium, ul. Kard. S. Wyszynaskiego 3A, 62-510 Konin,

Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska we Wroctawiu, Laboratorium Delegatury
w Walbrzychu, ul. Mickiewicza 16, 58-300 Watbrzych,

Osdrodek Badan i Kontroli SrodowxskaP P., Laboratorium, ul. Owocowa 8; 40-158 Katowice,
Wojewddzki Imspektorat Ochrony Srodowiska w Bydgoszczy, Laboratorium Delegatura
w Toruniu, ul. Targowa 13/15, 87-100 Torus,

Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Poznaniu, Laboratorium Delegatury
w Lesznie, ul. 17 Stycznia 4, 64-100 Leszno,

19.Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Zielonej Gorze, Laboratorium,
pl. Siemiradzkiego 19, 65-231 Zielona Goéra,

Centrum Laboratoryjno-Produkcyjne "Labor Orzet Bialy" Sp. z 0.0., Laboratorium Centralne,
ul. Siemianowicka 98, 41-902 Bytom,

Instytut Metali Niezelaznych, Zaktad Chemii Analitycznej,, ul. Sowinskiego 5, 44-100
Gliwice,

Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Warszawie, Laboratorium, ul. Bartycka
110A, 00-716 Warszawa,

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa Pafstwowy Instytut Badawczy, Giéwne
Laboratorium Analiz Chemicznych, Al. Krélewska 17, 24-100 Putawy,
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48.

Wojew6dzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Rzeszowie, Laboratorium ul. Langiewicza
26, 35-101 Rzeszéw,

Zaklady Pomiarowo-Badawcze Energetyki "Energopomiar” Sp. z 0.0, Centralne
Laboratorium, ul. Gen. J. Sowinskiego 3, 44-100 Gliwice, .

Instytut Celulozowo-Papierniczy, Laboratorium Ochrony Srodowiska, ul. M. Skfodowskiej-
Curie 19/27, 90-570 £.6dz,

Wojew6dzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Lodzi, Laboratorium Delegatury
w Skierniewicach, al. Macieja Rataja 11, 96-100 Skierniewice,

Miejskie Laboratorium Chemiczne przy Urzedzie m. st. Warszawy, ul. Kampinoska 1; 01-934
Warszawa.






Proiekt wstepny

wersja robocza

ROZPORZADZENIE

MINISTRA SRODOWISKAVY

w sprawie szczegéltowych warunkéw uznania edpadéw niebezpiecznych za odpady inne

niz niebezpieczne

Na podstawie art. 7 ust. 2 ustawy z dnia 14 grudnia 2012 r. 0 odpadach (Dz. U. z 2013 1. poz.
21, 8881 1238), zarzadza sig, co nastepuje:

§ 1. Rozporzadzenie okresla:

1) szczegblowe warunki uznania odpadéw niebezpiecznych za odpady inne niz

niebezpieczne;
2) sposdb ustalenia spelnienia warunkéw, o ktérych mowa w pkt 1.

§ 2. 1. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na liscie odpadéw niebezpiecznych
nie posiadajg wlasciwosci wybuchowych (HI1), sa negatywne wyniki badan wrazliwosci
termicznej, wrazliwosci na uderzenie oraz wrazliwodci na tarcie, przeprowadzonych

w warunkach testowych.

2. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na liscie odpadéw niebezpiecznych nie
posiadaja wilasciwoséci szkodliwych (HS) albo toksycznych (H6), jest brak efektéw
szkodliwych lub toksycznych w warunkach prowadzonych testow przesiewowych z uZyciem

odpaddw lub standardowego wyciagu wodnego z odpadéw.

1) Minister Srodowiska kieruje dzialem administracji rzadowej — $rodowisko, na podstawie § | ust. 2 pkt 2
rozporzadzenia Prezesa Rady Ministréw z dnia 18 listopada 2011 r. w sprawie szczegélowego zakresu
dziatania Ministra Srodowiska (Dz. U, Nr 248, poz. 1493 i Nr 284, poz. 1671).



3. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na licie odpadéw niebezpiecznych nie
posiadajg wiasciwosci rakotwdrezych (H7), jest brak wystapienia nowotworéw u badanych

zwierzat narazonych na oddziatywanie tych odpadéw w warunkach testowych,

4, Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na liscie odpadéw niebezpiecznych nie
posiadaja szkodliwego dziatania na rozrodczosé (H10), jest brak ich wplywu na rozwdj
rozwielitek w warunkach testowych lub brak oddzialywania na rozrodczos¢ zwierzat

doswiadczalnych w warunkach testu jedno- lub dwupokoleniowego.

5. Warunkiem uznania, Ze odpady wymienione na liScie odpadéw niebezpiecznych nie
posiadajg wiasciwosdei mutagennych (H11), jest brak zmian mutagennych u organizméw

narazonych na oddziatywanie odpadéw w warunkach testowych.

6. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na liScie odpadéw niebezpiecznych nie
posiadaja wilasciwosci ekotoksycznych (H14), jest brak efektow toksycznych w warunkach
prowadzonych testéw przesiewowych z uZzyciem standardowego wyciggu wodnego

z odpaddw.

7. Warunkiem uznania, Zze odpady wymienione na liScie odpadéw niebezpiecznych nie
posiadaja wlasciwosdci, z powodu ktérych odpady te zostaly umieszczone na tej liscie, jest
brak wiagciwosci wymienionych w ust. 1-6 oraz brak przekroczen parametréw granicznych,

okreslonych w zatgczniku nr | do rozporzadzenia.

§ 3. 1. Ustalenie spelnienia warunkéw, o ktdrych mowa w § 2, nastgpuje na podstawie
badan, ktére wykonujg laboratoria akredytowane w zakresie badania wiasciwosci i

sktadnikéw odpad6éw niebezpiecznych, okreslonych w zataczniku nr 2 do rozporzadzenia;

2. Badania, o ktérych mowa w ust. 1 moga wykonywac réwniez laboratoria posiadajace
wdrozony system jako$ci w zakresie badania wlasciwosci 1 skladnikéw odpadéw

niebezpiecznych, okreslonych w zataczniku nr 2 do rozporzadzenia.

$ 4. Warunkiem uznania, ze odpady wymienione na liscie odpadéw niebezpiecznych nie
posiadaja sktadnikéw i whasciwoscl, z powodu ktérych odpady te zostaly umieszczone na tej
liscie, jest:

1) brak  przekroczen stezen skladnikéw  okreslonych  wzalyczniku nr 3

do rozporzadzenia lub

2)brak przekroczen parametréw granicznych okreslonych wzalgczniku nr 1

do rozporzadzenia oraz brak cech okreslonych w § 2 ust. 1-6.



§ 5. Jezeli wystapi chociaz jedna z cech, o ktérych mowa w § 2 ust. 1-6, i przekroczenie
parametréw, o ktérych mowa w zalaczniku nr 1 do rozporzadzenia, odpad jest odpadem

niebezpiecznym.

§ 6. Spelnienie warunku, o ktérym mowa w § 4 pkt 1, ustala sie w nastepujacych

etapach:

1) etap pierwszy - ustalenie listy substancji, ktérych wystepowanie w odpadzie jest
spodziewane (zaréwno pod katem sposobu jego wytworzenia jak i proceséw oraz warunkéw,
w jakich dany produkt byl wytworzony oraz wykorzystywany, a takze czasu uzytkowania

danego produktu, ktéry nastgpnie stat si¢ odpadem);

2) etap drugi - przeprowadzenie wstepnych badan, ktérych celem jest ustalenie, czy

faktycznie wystepuja substancije, o ktérych mowa w pkt 1;

3) etap trzeci - przeprowadzenie szczegdtowych badan w celu okreslenia stezeh

substancji ustalonych w etapie drugim.

§ 7. Jezeli wyniki badan, o ktérych mowa w § 6 pkt 3, wykazuja, ze stgZzenia substancji
w odpadach sa nizsze niz wymienione w zalgczniku nr 3 do rozporzadzenia, wéwczas uznaje
si¢ je za nieposiadajace sktadnikéw i wiasciwosci powodujacych, Ze stanowia one odpady

niebezpieczne.

§ 8. Jezeli w wyniku ustalen, o ktérych mowa w § 6, zostanie ustalone wystepowanie
sktadnikéw wymienionych w zalgczniku nr 4 do ustawy o odpadach, to w celu stwierdzenia,
czy odpad nie stanowi odpadu niebezpiecznego, przeprowadza si¢ badania wlasciwosci, o

ktérych mowa w § 2.
§ 9. Przepis § 3 ust. 2 traci moc z dniem 1 stycznia 2017 r.

§ 10. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uplywie 14 dni od dnia ogloszenia.






Zataczniki do rozporzadzenia

Ministra Srodowiska z dnia

Zatacznik nr 1

............

PARAMETRY GRANICZNE
Parametr graniczny
Lp.| OZnaczenial o a whasciwosci Maesgedun kt;ry;h
whasciwosci nazwa parametru [jednostka Je Sig, 2¢ odpady
nie posiada
wlasciwosci
Imaksymalna predko$é
spalania mniejsza od
. maksymalina qnaksqulnej
1 [H2 utleniajace codkodd spalania mm/s predkosci spalania
PI¢ P mieszanki kontrolnej
celulozy i azotanu
baru
temperatura oC ponizej 21 dla
b A wysoce tatwopalne |zaplonu odpadéw ciektych
czas spalania s powyzej 45
substancji stalej
3 [H3-B tatwopalne [temperatura °C [powyzej 21 1 ponizej
zapionu lub réwne 55
4 (H4 jdrazniace odczyn odpadu pH powyzej 3,0 oraz
’ cieklego lub ponizej 11,5
wyciagu wodnego
odpadu stalego
dzialanie na skore -|- 0 [1]
frumien skory
dziatanie na skére -|- 0 [1]
jobrzek skory
dzialanie na oczy |- 02}
uczulenie skoéry - 0 [3]
S |H8 7race odczyn odpadu
ciektego lub H powyzej 2,0 oraz
wyciagu wodnego P ponizej 12,5
odpadu stalego
opor elektryczny [ >5
przez skore
sZCZUra
gestosé optyczna wi% 100 {4]
[tescie z modelows
skoérg ludzka
6 |HS zakazne [5] Clostridium >0,0001
perfringens
Salmonella sp. obecnosé (brak




Grupa coli, miano >0,001
Eschericia coli
Pseudomonas obecno$é  |brak
aeruginosa
inne organizmy |- stosowanie do rodzaju
organizméw
7 [Hi2 W kontakcie z woda, |predkosc [dm’/kg na |<1
powietrzem lub wydzielania gazu [godzing
kwasem uwalniajgce jcatkowita ilo§¢ % masy  |<3,0
toksyczne i wysoko |wydzielonej odpadu
toksyczne gazy substancji
toksycznej
catkowita ilo$¢ % masy [<0,1
wydzielonej odpadu
substancji wysoce
ftoksycznej
Itoksyczne - brak
oddziatywanie
wydzielonego gazu
[na organizmy
testowe
g8 (HI5 wydzielajace [parametry stosowanie do
substancje o stosowane dla {badanych parametréw
wilasciwosciach od  |poszczeglnych stosowanych do oceny
H1 do H12 wiasciwosci od Hl poszczegdlnych
do H12 wiasciwosci
Objasnienia:

{1] Brak zaczerwienienia oraz brak obrzeku (ocena ,,0” w skali od 0 do 4).

[2] Brak zmetnienia rogdéwki, spojéwki 1 teczéwki oraz brak obrzg¢ku powieki, oceny ,,0” (w
skali: zmetnienie rogéwki: 0-4; uszkodzenie tgczéwki: 0-2, przekrwienie spojéwki: 0-3,
obrzgk powieki: 0-4).
[3] Brak reakcji skérnych (ocena ,,0” w klasyfikacji Magnussona/Kligmana w skali od O do

3.

[4] Odsetkowa warto$é graniczna musi jednak zosta¢ zdefiniowana w modelu
prognostycznym, zanim metoda zostanie uznana za odpowiednia.
[5] Odpady zawierajace zywe mikroorganizmy lub ich toksyny, o ktérych wiadomo lub co do
ktérych istniejg wiarygodne podstawy do przyjecia, ze powoduja choroby czlowieka lub

inmych zywych organizmoéw.




Zatgcznik nr 2

BADANIA WEASCIWOSCI

Lp.

Nazwa wlasciwosci

Nazwa metody {1}

2

3

wybuchowe H1 [2]

1.1. Badanie wrazliwoéci cieplnej wg pkt 1.6.1 czesci A.14
zalacznika [3]

1.2. Badanie wrazliwosci na uderzenie wg PN-EN 13631-
4:2004 P (Materialy wybuchowe do uzytku cywilnego --
Materiaty wybuchowe kruszgce. Czgs¢ 4: Oznaczanie
wrazliwodci na uderzenie) lub wg pkt 1.6.2 czedci A, 14
zatgcznika [3]

1.3. Badanie wrazliwosci na tarcie wg PN-EN 13631-3:2006P
(Materialy wybuchowe kruszace. Czg¢$¢ 3: Oznaczanie
wrazliwosci materialéw wybuchowych na tarcie) lub wg pkt
1.6.3 czesei A.14 zatacznika [3]

jutleniajgce H2

2.1. Badanie wlasciwosci utlentajacych (ciat statych) wg czesci
A.17 zatacznika [ 3]

wysoce fatwopalne
H3A

3.1. Metody badania odpaddéw cieklych [4]

3.1.1. Oznaczanie temperatury zaplonu metoda tygla
zamknigtego wg Abela wg PN-EN 1SO 13736:2013-06E
(Przetwory naftowe i Ciecze Eksploatacyjne) lub wg pkt
1.6.3.2 czegsci A9 zatgcznika [3]

3.1.2. Oznaczanie temperatury zaptonu -Metoda zamknietego
[tygla Pensky'ego-Martensa wg PN-EN 1SO 2719:2007 lub wg
pkt 1.6.3.2 czesci A.9 zalacznika [3]

3.1.3. Oznaczanie temperatury zaplonu w tyglu zamknigtym
TAG wg PN-V-04043:2002 (Przetwory naftowe - Oznaczanie
[temperatury zaptonu w tyglu zamknigtym TAG) lub wg pkt
1.6.3.2 czgsci A.9 zatacznika [3]

3.1.4. Oznaczanie temperatury zaptonu wg pkt 1.6.3.2 czesci
A.9 zatgcznika [3]

3.2. Metody badania odpad6éw statych - Oznaczanie palnosci
(substancji i parametréw chemicznych statych) wg PN-EN
61300-2-36:2002 (Swiaﬂowodowe zlacza i elementy bierne -
Podstawowe procedury badan i pomiaréw - Czgsé 2-36:
Badania - Palno$é (niebezpieczenstwo zaptonu)) lub wg czesei
A.10 zalgcznika [3]

' tatwopalne H3B [4]

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

4.2, Oznaczanie temperatury zaptonu metody zamknigtego
ltygla Pensky'ego-Martensa jak w pkt 3.1.2

4.3. Oznaczanie temperatury zaplonu w tyglu zamknigtym
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

SA. Testy przesiewowe - Badanie pH odpadu cieklego lub
wyciagu wodnego z odpadu stalego wg PN-90/C-04540.01 (Woda
i §cieki, Badania pH, kwasowosci i zasadowosci. Oznaczanie




lpH wod i §ciekéw o przewodnosci elektrolitycznej whasciwosci
10 mikrosekund/cm i powyzej metoda elektrometryczng).

5B. Badanie dziatania draznigcego: wykonywane wylacznie
w przypadkach szczeg6lnie uprawnionych

SB.1. Toksycznod¢ ostra (dziatanie drazniace na skére) wg
czesci B.4 zalacznika [3]

5B.2. Toksyczno$é ostra (dziatanie draznigce na oczy) wg
czesci B.5 zatacznika [3]

SB.3. Toksycznosé ostra (uczulenie skéry) wg czgsci B.6
zatacznika [3]

szkodliwe HS [6]

6A. Testy przesiewowe:

6A.7. Test toksycznosci na bakteriach Vibrio fischeri wg
instrukeji zawartych w dostgpnych testach komercyjnych
6A.2. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej na rzezusze
ogrodowej Lepidium sativum L. [7]

6A.3. Toksycznosé ostra (dia rozwielitek - Daphnia sp.) wg
czesci C.2 zatacznika (3]

6A.4. Toksycznoéé - Hamowanie wzrostu glondw wg czesci
C.3 zalacznika [3]

6A.5. Toksycznos$é ostra (dla ryb) wg czesci C.1 zalgeznika [3]
6A.6. Toksycznosé dla dzdzownic. Badania w sztucznej glebie
wg czesei C.8 zalacznika [3]

6B. Badania na ssakach: wykonywane wylacznie

w przypadkach szczegélnie uprawnionych

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

Metoda ustalonej dawki wg czgéci B.1.BIS zalacznika {3]
6B.2. Toksycznosé ostra (podanie droga pokarmowa).

Metoda klas ostrej toksycznosci wg czgsci B.1.TRIS zalacznika
(3]

6B.3. Toksycznosé ostra (inhalacyjna) wg czesci B.2
zatacznika [3]

6B.4. Toksyczno$¢ ostra (narazenie przez skor¢) wg czgsci B.3
zatacznika [3]

6B.5. Toksycznos¢ dawki powtarzanej (28 dni, droga
pokarmowa) wg czesci B.7 zatacznika [3]

6B.6. Toksycznos¢ dawki powtarzanej (28 dni, droga
inhalacyjna) wg czgéci B.8 zalacznika [3]

6B.7. Toksycznosé dawki powtarzanej (28 dni, po podaniu na
skére) wg czgsei B.9 zalacznika {3]

toksyczne H6 [6]

7A. Testy przesiewowe:

7A.7. Test toksycznosci na bakteriach Vibrio fischeri wg
instrukcji 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 zalacznika [3]

7A.4. Hamowanie wzrostu glonéw wg czesci C.3 zalacznika
{31

7A.5. Toksyczno$é ostra (dla ryb) wg czesci C.1 zalgcznika [3]
7A.6. Toksycznoéé dla dzdzownic. Badania w sztucznej glebie




we czesci C.8 zalacznika [3]

7B. Badania na ssakach: wykonywane wylacznie

w przypadkach szczegdlnie uprawnionych

7B.1. Toksycznosé ostra (podanie droga pokarmowa). Metoda
statej dawki wg czesci B.1.BIS zalacznika [3]

7B.2. Toksycznosé ostra (podanie droga pokarmowa). Metoda
tklas ostrej toksycznodci wg czgsci B.1.TRIS zalacznika {3]
7B.3. Toksycznoéé ostra (inhalacyjna) wg czgsci B.2
zatgeznika [3]

7B.4. Toksycznosé ostra (narazenie przez skére) wg czesci B.3
zalacznika [3]

7B.5. Toksycznosé dawki powtarzane] (28 dni, droga
ipokarmowa} wg czgéci B.7 zalacznika [3]

7B.6. Toksycznosé dawki powtarzanej (28 dni, droga
inhalacyjna) wg czesci B.8 zalacznika [3]

7B.7. Toksycznos¢ dawki powtarzane]j (28 dni, po podaniu na
skére) zgodnie 7 czedeia B9 zatacznika [3]

8

rrakotworcze H7

8.1. Obserwacja dzialania rakotwérczego na zwierzgtach
ttestowych wg czesci B.32 zalacznika [3]

8.2. Obserwacja toksycznosci przewlekiej i dzialania
rakotwérczego na zwierzetach testowych lub metoda
réwnowazna wg czesci B.33 zalacznika [3]

zrace HE

OA. Testy przesiewowe - Badanie pH odpadu cieklego lub
wyciagu wodnego z odpadu wg PN-90/C-04540.01 (Woda
i $cieki - Badania pH, kwasowoSci i zasadowosei.
Oznaczanie pH woéd i Sciekéw o przewodno$ci
elektrolitycznej wlasciwej 10 mikro-sekund/cm i powyzej
metoda elektrometfryczna)

OB. Badanie dzialania Zracego

OB.1. Dzialanie Zrace na skére (test TER z uzyciem skéry
szczura) wg pkt 1.5 czesei B.40 zalacznika [3] lub

OB.2. Dzialanie Zrgce na skore (test na modelu skéry ludzkiej)
wg pkt 1.7 czesci B.40 zalacznika [3]

10

zakazne HO {8] INNE
IPRZEPISY

10.1. Oznaczanie bakterii z rodzaju Clostridium wg PN-EN
26461-1:2001 (Jakos¢ wody. Wykrywanie 1 oznaczanie
ilosciowe przetrwalnikéw beztlenowcdw redukujacych
siarczyny (clostridia). Czeé¢ 1: Metoda namnazania w podiozu
[ptynnym)

10.2. Oznaczanie bakterii z rodzaju Pseudomonas aeruginosa wg
PN 81/C-04615.26 (Woda i §cieki. Badania mikrobiologiczne.
Ozmaczanie bakterii Pseudomonas aeruginosa metoda hodowli
na pozywkach plynnych).

10.3. Oznaczanie bakterii z rodzaju Salmonella wg PN-EN ISO
6579:2003P (Mikrobiclogia Zywnosci i pasz. Horyzontalna
metoda wykrywania Salmonella spp).

10.4. Oznaczanie bakterii z grupy coli, Escherichia coli wg PN-
EN ISO 9308-1:2004P (Jakos¢ wody -Wykrywanie i
oznaczanie iloSciowe Escherichia coli 1 bakterii z grupy coli.
[Czesé 1: Metoda filtracji membranowej).

10.5. Oznaczanie innych mikroorganizméw metodami




specyficznymi dla ich rodzajow

11

dziatajace szkodliwie
Ina rozrodczosé H10{9]
DZIWNE

11A. Test przesiewowy - Badanie wplywu na rozwdj
rozwielitek [10]

11B. Badania na zwierzgtach: wykonywane wylacznie

w przypadkach szczegélnie uprawnionych

11B.1, Dzialanie toksyczne na rozrodczosé w warunkach testu
jednopokoleniowego wg czesci B.34. zalacznika [3] lub
17B.2. Dzialanie toksyczne na rozrodezo$é w warunkach testu
dwupokoleniowego wg czesci B.35. zatacznika [3]

12

mutagenne
HIi1{11] OK

12A. Testy na organizmach nizszych i komodrkach ssakéw:

12A.1. Mutagenno$¢ (test rewersji mutacji na bakteriach) wg

czesci 3.13/14 zakacznika [3]

12A.2. Mutagenno$¢ (test mutacji genowych na komérkach

Saccharomyces cerevisiae) wg czesci B.15 zalacznika [3]

12.A.3. Mutagennos<¢ (test rekombinacji mitotycznych na

komoérkach Saccharomyces cerevisiae) wg czesci B.16

zatacznika [3]

12A.4. Recesywne mutacije letalne zwigzane z plcig

lu Drosophila melanogaster wg czesci B.20 zalacznika [3]

12A.5. Mutagenno$¢ - (test mutacji genowych na komérkach

ssakéw) wg czesci B.17 zalgcznika [3] Tub

12A.6. Test wymiany chromatyd siostrzanych in vitro wg

czeéci B.19 zalacznika[3], lub

12A.7. Mutagenno$¢ (test aberracji chromosomowych in vitro

ina komdrkach ssakdw) wg czesci B.10 zatacznika [3]

12A.8. Mutagennos¢ (test aberracji chromosomowych na
omérkach szpiku kostnego ssakéw) wg czesei B.11 zatgcznika

[3]

12A.9. Mutagennosé (test mikrojadrowy na erytrocytach

ssakéw in vivo) wg czedci B.12 zalacznika [3]

12B. Badania na ssakach: wykonywane wylacznie

w przypadkach szczegélnie uprawnionych

12B.1. Dominujgce mutacje letalne u gryzoni wg czgsci B.22

zalacznika [3] lub

12B.2. Aberracje chromosomowe spermatogoniéw ssakéw wg

czesci B.23 zalacznika [3], lub

12B.3. Test plamkowy u myszy wg czesci B.24 zalacznika [3],

Hub

12B.4, Test dziedzicznych translokacji u myszy wg czedci B.25

zatacznika [3]

13

uwalniajace toksyczne i
wysoko toksyczne gazy
H12

Metoda badania dwuetapowa:

13.A. I etap - Badanie palnosci (w kontakcie z woda) wg czedci
A.12 zatgcznika [3]

13.B. II etap - tylko wowcezas, gdy w etapie I nie jest mozliwe
ustalenie nazwy chemicznej wydzielajacego si¢ gazu

13.B.1. Toksycznos$¢ ostra (inhalacyjna) wg czesci B.2
zatacznika [3] lub

13.B.2. Toksycznos¢ dawki powtarzalnej (28 dni, droga
inhalacyjna) wg czg¢sci B.8 zalgcznika [3)




14 jekotoksyczne H14 [12] [15.1. Testy ekotoksycznosci wg instrukciji zawartych

w poszczegblnych testach komercyjnych z wykorzystaniem
bakterii luminescencyjnych, glonéw, pierwotniakéw, wrotkéw i
skorupiakéw dostepnych w handlu w formie Toxkitéw

15.2. Hamowanie wzrostu glonéw wg czesci C.3 zalgcznika
(Badanie inhibicji wzrostu stodkowodnych glonéw i
cyjanobakterii) {3]

15.3. Toksyczno$¢ ostra (dla rozwielitek - Daphnia sp.) wg
czgsci C.2 zalacznika [3]

15.4. Toksycznos¢ ostra (dla rzgsy wodnej - Lemna minor [13]
15.5. Toksyczno$é ostra (dla ryb) wg czedci C.1 zatacznika [3]

15 [HIS5 - wydzielajace Jak dla whadciwodcei od H1 do H12
substancje o
'whasciwosciach od Hi
do H12

Objasnienia:
[T Wykonanie badania wedlug opisu metody okreslonej w:

a) zalgczniku do rozporzadzenia komisji (W) NR 440/2008 z dnia 30 maja 2008 r. ustalajace metody
badaf zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego 1 Rady w sprawie
rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliéw (REACH).

b) normach polskich (europejskich),

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

W testach, w ktérych metodyki opisane w zalgczniku, o ktérym mowa w lit. a, lub innych procedurach
przewidujg uzycie wodnych roztworéw badanych substancji, w badaniach odpaddéw stosuje si¢
standardowe wyciagi wodne z odpadéw, wykonane zgodnie z PN-Z-15009:1997 (Odpady stale -
Przygotowanie wyciagu wodnego) lub PN-Z-15012:1998 (Odpady stale - Przygotowanie wyciagu
wodnego z odpaddéw zaolejonych). We wszystkich badaniach, aw szczegdinodci w badaniach
toksykologicznych, nalezy stosowal w pierwszej kolejnosci metody przesiewowe, tj. analizy
chemiczne oraz mikrobiologiczne z zastosowaniem mikroorganizméw oraz organizmdéw nizszych, z
uwzglednieniem podanych nizej zasad. Metody te oznaczone sg symbolem A w opisie metod badania
poszezegbinych wlasciwosci.

[2] Badania wykonuje sig wszystkimi wymienionymi metodami.

[3] Zgodnie z zalacznikiem do rozporzadzenia komisji (WE) NR 440/2008 z dnia 30 maja 2008 r.
ustalajace metody badan zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i
Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie
chemikaliéw (REACH).

{4] Wykonuje si¢ badanie przynajmniej jedna z wymienionych metod.

[5] Wybér metody powinien by¢ dostosowany do przewidywanej drogi naraZenia.

[6] Do ustalenia, czy odpad posiada wlasciwosci HS 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 powinien skfada¢ si¢ minimum z dwdch testéw, z ktérych
jednym powinien by¢ test na rybach. W przypadku gdy w testach przesiewowych zostanie wykazana
szkodliwos¢ Iub toksycznosé badanego wyciagu wodnego z odpadéw, wyniki moga zostaé dalej
potwierdzone, o ile istnieje taka koniecznos¢, w badaniach na ssakach.

[7] Wykonanie wg nastepujacego opisu metody - Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej na rzezusze
ogrodowej Lepidium sativum L.



1. Wstep

1.1. Cel

Celem badania jest okreglenie, czy odpad wykazuje aktywno$¢ cytotoksyczng na rzezusze ogrodowej
Lepidium sativum L.

1.2. Zakres stosowania metody

Metode nalezy stosowaé do wstepnej oceny majacej za zadamie okreflenie, czy badany odpad
wykazuje wihasciwosci mitodepresyjne, objawiajace si¢ hamowaniem podzialéw komérkowych
organizmu testowego.

1.3. Okreslenia:

a) widoczna toksycznosé - ogélne okreslenie opisujace wyrazne objawy toksycznosci wystepujace po
podaniu badanej substancji. Powinny one byé wystarczajace do oszacowania zagrozenia i powinny
byé takie, by mozna bylo oczekiwaé, ze wzrost podanej dawki spowoduje zmiany intensywnosci
objawdéw toksycznosci i prawdopodobnie Smiertelnosé,

b) NERS - najwyzsze rozcieficzenie wodnego wyciagu z odpadu, kiéry hamuje wydiuzenie si¢ korzeni
o 5 % w stosunku do kontroli,

¢) NERS0 - najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciagu z odpadu, kiéry hamuje wydluzenie sig
korzeni o 50 % w stosunku do kontroli,

d) NER90 - najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciggu z odpadu, kiory hamuje wydhuzenie sie
korzeni 0 90 % w stosunku do kontroli,

e) LID (Lowest Ineffective Dilution) - najmniejsze nieefektywne rozcieficzenie.

1.4. Wytyczne ogdlne

Naczynia do hodowli i szklo laboratoryjne nalezy my¢ wodnym roztworem detergentu, a nastepnie
dokladnie plukad i sterylizowac.

1.5. Zasada metody

Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznoéei na rzezusze ogrodowej Lepidium sativum L. polega na
obserwacji reakcji organizméw testowych umieszczonych w badanych wyciggach wodnych odpadow.
W etapie pierwszym okreslanym jako test wstepny ustalany jest rzad toksycznosci wykorzystywany
wetapie drugim zwanym testem wlasciwym, na podstawie ktérego okrelane sa wartosci
nastepujacych parametréw: NERS, NER50, NER90, LID.

1.6. Odczynniki i roztwory:

a) woda destylowana lub zdemineralizowana,

b) wodny roztwér detergentu,

¢) salicylan sodowy,

d) siarczan cynkowy,

e) fenol,

) czerwien rutenowa (lub czerwien obojetna).

1.7. Aparatura i przyrzady:

a) urzadzenia laboratoryjne do mieszania i rozcieficzania pozywki,

b) zrédto wody demineralizowanej lub destylowanej,

¢) 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 szkla lub plastiku (najlepsze naczynie to szalka Petriego o $rednicy 10 cm).

2. Wybdr i przygotowanie organizméw testowych

2.1. Charakterystyka organizmu festowego

Roslina o wysokosci 30-60 cm, naga, posiada biale kwiaty. Luszezynki szeroko oskrzydione,
opatrzone bardzo krétka szyjka, nieprzewyzszajaca wycigcia szczytowego tuszczynki.

2.2. Uzyskiwanie i wybor organizmu testowego

Nasiona rzezuchy ogrodowej Lepidium sativum L.lub roslina moga by¢ uzyskane ze Zrodet
komercyjnych Jub laboratoriéw badawczych. Organizm testowy musi by¢ bezblednie zidentyfikowany
i zatwierdzony taksonomicznie przed uzyciem.

2.3. Laboratoryjna hodowla organizméw testowych

2.3.1. Uzyskiwanie i przygotowanie organizmdw do testow



Nasiona rzezuchy nalezy wysiaé na bibule zwilzona woda destylowana lub wodg zdemineralizowana.
Inkubowac w cieplarce w temperaturze 25+0,5 °C przez 17-24 h.

2.3.2. Selekcja organizméw do testow

Do badafi stosowane sg tylko te organizmy w ilodci 25 sztuk na jedno steZenie, u Kkiérych wzrost
korzeni po 17-24 h kietkowania wynosi okoto 1 mm.

2.3.3. Woda do przygotowania roztwordw potrzebnych do analizy

Do przygotowania roztwordw do analizy wykorzystywana jest woda destylowana
{zdemineralizowana).

2.3.4. Oéwietlenie

Podczas inkubacji i w czasie trwania testu wskazany jest brak oéwietlenia.

2.3.5. Temperatura

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

3. Metodyka wykonania testa

3.1. Wytyczne ogllne

W testach przesiewowych nalezy uzy¢ ustalonych z géry stezen, by ustalic, czy prébka jest toksyczna
w poréwnaniu z roztworem kontrolnym; jezeli prébka jest toksyczna, nalezy wykonaé test wstepny,
kt6éry ma na celu ustalenie rzgdu toksycznosci badanych wyciagéw wodnych odpadéw.

Do testu nalezy uzywal naczyn z czystego szkla lub tworzywa sztucznego; najlepszym naczyniem jest
szalka Petriego o Srednicy 10 cm; przed uzyciem kazde naczynie nalezy dokladnie umyé wodnym
roztworem detergentu, a nastgpnie dokladnie 3 razy plukaé woda wodociagowa, 1 raz woda
destylowang, ezy lub inne narzedzie uzywane do przenoszenia nasion rzezuchy powinny zostad
usuniete po uzyciu lub starannie umyte i wysterylizowane przed ponownym uzyciem,

Parametry testu - warunki Srodowiskowe powinny odpowiadaé tym, jakie panuja podczas
przygotowania organizméw testowych (ust. 2).

Utrwalanie i wybawianie strefy korzeniowej - po inkubacji w celu utrwalenia badanegoe materiatu
skietkowane nasiona rzezuchy nalezy przeniesé¢ do utrwalacza o nastepujacym skiadzie:

- salicylan sodowy - 2,0 g

- siarczan cynkowy - 2,0 g

-fenol-05¢g

- woda destylowana - 100,00 cm3

czas utrwalania wynosi 1/2 godziny lub dluzej: po tym czasie kietki nalezy przemyé w wodzie,
a nastepnie wlozyc¢ do roztworu czerwieni rutenowej w stosunku 1:5 000 na szkietku przedmiotowym,
w celu wybarwienia strefy korzeniowej; do wybarwienia moze by¢ réwniez zastosowana czerwien
obojetna, ale daje gorsze rezultaty. Pomiaréw dlugosei korzeni dokonuje sie pod lupa binokularows
przy uzyciu przyrzadu mikrometrycznego z doktadnoseia do 0,1 mm.

3.2. Test wstepny

Test ten powinien by¢ przeprowadzany w celu ustalenia, czy test ostateczny jest potrzebny, i po to,
aby okresli¢ rozeieficzenie roztwordw dla testu ostatecznego. W testach ustalania rzedu toksycznosei
wykonuje sig préby wstepne, sporzadzajac szereg rozcienczen badanych wyciagéw wodnych
z zastosowaniem tlorazu postepu geometrycznego réwnego 5.

3.3. Test whasciwy

Celem tego testu jest okreslenie NERS, NER50, NER9(, LID dla wzrostu korzenia rzezuchy.

3.3.1. Metodyka wykonania testu:

a) do testu nalezy przygotowac, na bazie uzyskanych wynikéw z testu wstepnego, 5 rozcieficzen
probki (nie liczac kontroli) o malejacym rozcienczeniu, przy zastosowaniu ilorazu postepu
geometrycznego rozcienczen od 0,5 do 2,0; w analizie uwzglednia si¢ te rozcienczenia wyciagu
wodnego, ktoére w spos6b statystycznie istotny (L = 0,05) hamuja wzrost (wydluzenie sig) korzeni
w stosunku do préb kontrolnych; (najlepiej przygotowad serig¢ rozciefczen, w ktérych srodkowe
powoduje okolo 50 % inhibicje wzrostu, a najnizsze i najwyzsze skutkujg okolo 90 i 10 % efektem
inhibicji),

b) dia kazdego rozcieficzenia i kontroli powinny by¢ wykonane co najmniej 3 powt6rzenia, kazde
zawierajace 10 cm3 badanego roztworu,

¢) wprowadzi¢ kontrolg negatywna zawierajaca jedynie wode lub 1 % metyloceluloze.

3.3.2. Wyniki testu



Pod wplywem zwiazkéw cytotoksycznych wystepuje inhibicja proceséw podziatowych komérek
merystomatycznych, co prowadzi do zahamowania wzrostu organdéw rzezuchy ogrodowej Lepidium
sativump L. W teécie bierze sie pod uwage dlugosé korzeni badanego organizmu. JeZeli w wysokich
rozcienczeniach wystepuje stymulacja, anie inhibicja wzrostu rzezuchy, nalezy zanotowaé to
zjawisko, jezeli ma miejsce.

4, Obliczanie wynikéw oznaczenia

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

4.2, Toksycznosé (lub stymulacje) nalezy okreslic jako procent inhibicji (lub stymulacji) w
odniesieniu do kontroli:

9% 1 =100 - (Lk-Lt)/Lk, gdzie:

Lk i Lt s3 $rednimi dlugoéciami korzeni odpowiednio w kontroli i prébie testowej; otrzymane wyniki
shuza do obliczenia NERS, NERS0, NERSC, LID.

4.3. Migdzy logarytmami rozcienczen zwiazkéw i efektem dzialania wystepuje w przyblizeniu rozklad
normalny, do obliczen stosuje sie przyblizona metoda statystyczna wg Kadlubowskiego; wyniki
dzielone sa na dwie grupy o inhibicji mniejszej i wigkszej od 50 %, po czym obliczane sa Srednie dla
tych grup.

4.4, Nalezy okreslié NERS, NER50, NER90, LID oraz warto$¢ S20 za pomocg metody statystycznej
lub graficznej; nachylenie zalernoéci rozcieAczenie-reakcja jest specyficzoe dla danege odpadu
i dlatego moze by¢ cenng informacja.

5. Kontrola jakosci

Negatywna probka kontrolna jest konieczna do kontroli jakodci. Test jest nie do zaakceptowania, jezeli
wiecej niz 10 % kontrolnych osobnikéw wykazuje zmiany patologiczne.

[8] Dla odpadéw, co do ktdrych istnieje podejrzenie, Zze zawierajg czynniki zakazne, nalezy
wytypowa¢ mikroorganizmy wskaznikowe reprezentujace grupe organizméw odpowiedziatnych za tg
wlasciwo$¢ odpadéw. W badaniach tych zaleca sie, zgodnie z wybrang grupa wskaznikows,
wykorzystanie testéw dotyczacych jakosciowej analizy bakterii. Decyzja o wyborze grupy
poszukiwanych  drobnoustrojéw powinna by¢ podejmowana z udzialem laboratorium
rekomendujacego sie doswiadezeniem w mikrobiologicznych badaniach srodowiskowych.

[9] Podstawowy jest test z rozwielitkami,

[10] Wykonanie wg nastepujacego opisu metody - Badanie wplywu na rozréd rozwielitek (Daphnia
magna)

1. Wstep

1.1.Cel

Celem badania jest okreslenie wptywu wyciagu wodnego badanych odpadéw na rozedd rozwielitek
(Daphnia magna).

1.2. Zasada metody

Rozwielitki umieszcza sie w wyciggn wodnym badanego odpadu w rézaych rozciefczeniach.
Notowana jest liczba urodzonych osobnikéw w przeliczeniu na jedna samice, ktdra przezyta kontake
z badana prébka. Te liczbe nastepnie poréwnuje sie z potencjatem rozrodezym rozwielitek z prébek
kontrolnych.

2. Charakterystyka organizmu testowego

Dafnie sp. sa matymi stodkowodnymi skorupiakami o ciele splaszczomym bocznie, okrytym,
z wyjatkiem glowy, przezroczystym pancerzem, zakoiczonym kolcem. Na glowie znajduja sig ciemno
pigmentowane, ruchliwe oko oraz ki6tkie czutki pelniace funkcje lokomotoryczng. Duzigki
przezroczystosci pancerza widoczne sa niektdre narzady wewnetrzne.

2.1. Uzyskiwanie i wybdr organizmu testowego

Daphnia sp. moze byé uzyskana ze Zrédet komercyjnych, laboratoriow badawczych lub z terenu
naturalnego. Od 20 do 30 rozwielitek wystarczy do zatozenia hodowli. Organizm musi by¢ bezblednie
zidentyfikowany i zatwierdzony taksonomicznie przed uzyciem.

2.2. Okreslenia

a) NER - najwyzsze rozcieficzenie wodnego wyciagu z odpadu, ktére dziala szkodliwie na
rozrodczosd,

b) LID (Lowest Ineffective Dilution) - najmniejsze nieefektywne rozcienczenie.

2.3. Laboratoryjna hodowla organizméw testowych



Hodowle nalezy prowadzi¢ zgodnie z metodyks zawarta w rozdz. C.2 zalacznika (patrz: obja$nienia
w odnoséniku 1 pkt a).

2.4. Pokarm i sposéb karmienia organizméw testowych

Rozwielitki nalezy karmi¢ mieszaning zielonych glonéw i drozdzami. Najlepiej, jesli w sktad glonéw
wchodzi¢ bedg Selenastrum capricornutum, Scenedesmus subspicatus i ewentualnie Chlorella sp.
2.4.1. Mieszanina glondéw z drozdzami; aby przygotowa¢ mieszaning glonéw, nalezy je odwirowac,
przeptukaé¢ w przefiltrowanej wodzie ze zbiornika naturalnego (wode przepuscié przez filtr 0,22 p m)
lub w przefiltrowanej pozywce, na ktérej rosna glony, i ponownie odwirowa¢; nalezy pamietal, ze
podawanie pokarmu w nadmiarze moze powodowaé wyczerpywanie sig tlenu, a nastepnie §mieré
organizmow;

rozwielitki nalezy karmi¢, uzywajac sterylnej pipety Pasteura, dodajac:

- do organizméw 9 do 10 dni - 2 krople kazdych glondw i drozdzy,

- do organizméw 9 - + 10-dniowych - 1 krople kazdych glondw i drozdzy,

na dwa doroste osobniki, zaokraglajac, jezeli jest nieparzysta ilo§¢ rozwielitek; na koniec tygodnia
pracy (np. w pigtek) doda¢ 1 dodatkowa krople kazdych glonéw i drozdzy na kazda zlewke z hodowla;
Jjezeli tylko 2 z 3 gatunkéw glondw sa wykorzystywane do karmienia, nalezy dodaé proporcjonalnie
wigcej z tych 2 glondw.

2.4.2. Karmienie jednym gatunkiem glondéw: 7-dniowa hodowla glonéw np. Selenastrum
capricornutum powinna zawieraé 4-5 min komérek w 1 cm’; nalezy zmieszaé 7-dniowa hodowle
glonéw z hodowla 3-dniowa w stosunku objetosciowym 2:1; wirowaé komoérki glondw, a nastepnie
zawiesi¢ je w wodzie wodociagowej srednio twardej lub twardej tak, aby w 1 cmt’ bylo w przyblizeniu
10 min komoérek; dziennie nalezy dostarczyé rozwielitkom w przyblizeniu 300 000 komérek glondéw
na | cm3 hodowli, czyli dodaé ok. 30 em’ zawiesiny komérek do 1 dm’ hodowli.

3. Metodyka wykonania testu

3.1. Test trwa 21 dni, czyli 5 wylegdw.

3.2. Liczba zwierzat uzywanych do badania wynosi 60 sztuk.

3.3. Osobniki umieszcza sie pojedynczo w 100 cm’ zlewce z 60-80 cm’ testowanego roztworu;
wykonuje si¢ 10 powtdrzen dia pigeciu testowanych stezen oraz 10 préb kontrolnych; co 2 Tub 3 dni
nalezy policzy¢ oscbniki, ktére przezyly, i nowo narodzone; potem doroste osobniki przenosi sie do
swiezego roztworu testowanej substancji, a miode usuwa sig.

4. Obliczanie wynikéw oznaczenia

Danych uzyskanych w wynika badania reprodukcji uzywa sie do okreslenia najwickszego
rozcienczenia wyciagu wodnego odpadu potrzebnego do wywolania szkodliwego efektu (NER) oraz
najmniejszego rozcienczenia niepowodujacego mozliwego do zaobserwowania efektu (LID).
Poréwnuje si¢ liczbe urodzonych osobnikéw w przeliczeniu na samice, ktéra przezyta kontakt
Z testowang substancja, z potencjatem rozrodezym osobnikéw uzytych do badania kontrolnego.

[11] Podstawowe testy przesiewowe nalezy wykonaé na bakteriach, liniach komérkowych ssakéw lub
komodrkach drozdzy. Model badawczy powinien skiada¢ si¢ z dwoch testéw, 4. jednego na komérkach
prokariotycznych i jednego na komérkach eukariotycznych.

f12] Nalezy wykonac¢ testy na bakteriach, na formach miodocianych bezkregowcdw i glonéw (zestawy
komercyjne), oraz na zywych organizmach roélinnych Lemna minor i zwierzgcych, takich jak Daphnia
sp., ryby. Model badawczy powinien skiadaé sig z testéw dla organizméw na réznych poziomach
troficznych.

[13] Wykonanie wg nastgpujacego opisu metody - Oznaczenie toksyczno$ci ostrej na rzesie wodnej
Lemna minor.

i. Wstep

1.1. Cel

Celem badania jest okredlenie wysokosci stgzen toksycznych wyciagu wodnego badanych odpadéw na
1zesie wodnej Lemna minor.

1.2. Zakres stosowania metody

Metode nalezy stosowaé do badania fitotoksycznosci badanych odpaddéw na rzgsie, ktéra jest idealnym
organizmem do tego typu badania. Poniewaz wigkszos¢ wyciagéw wodnych jest barwnych i/lub
metnych, przez co sprawiaja trudnosci w badaniu toksycznosci z uzyciem glonéw bez uprzedniego
przesgczenia, ktére obniza integralnos¢ probki. W dodatku niektore prébki zawieraja labilne skfadniki
1 wymagaja metod odnawialnych lub przeptywowych. Testy na glonach mogg by¢ nieodpowiednie do



takich probek, podczas gdy toksyczno$é badana na rzesie moze by¢ tatwo modyfikowana innymi
metodami.

Test toksycznosci na rzesie wodnej jest przydatny, szczegdlnie do okreslania fitotoksycznosei na
powierzchni rozdzialu powietrze-woda, gdzie substancje powierzchniowo czynne, oleje i thuszcze oraz
toksyczne organiczne zwiazki moga sie gromadzié. Test ten jest tez uzyteczny do okreélania
toksycznosci metali, zwiazk6w organicznych, sciekéw przemyslowych i miejskich. Ogélnie jest
okreéiany jako prosty, czuly i wydajny test.

1.3. Okreslenia:

a) toksycznos$é ostra - obejmuje szkodliwe skutki wystepujace w okre§lonym czasie po podaniu
pojedynczej dawki wyciagu,

b) widoczna toksycznosé - ogélne okreslenie opisujace wyraZne objawy toksycznosci; powinny one
by¢ wystarczajace do oszacowania zagrozenia i powinny by¢ takie, by mozna byto oczekiwac, ze
obnizenie rozcieczenia spowoduje zmiany intensywnosci objawdw toksycznosci i prawdopodobnie
smiertelnosé,

¢) NERS - najwyzsze rozcienczenie wodnego wyciggu z odpadu, ktéry hamuje wydluzenie si¢ korzeni
0 5 % w stosunku do kontroli,

d) NERS50 - najwyzsze rozcieficzenie wodnego wyciagu z odpadu, ktéry hamuje wydluZenie sig
korzeni o 50 % w stosunku do kontroli,

e) NERS0 - najwyzZsze rozciefczenie wodnego wyciagu z odpadu, ktéry hamuje wydtuzenie sie
korzeni o 90 % w stosunku do kontroli,

£) LID (Lowest Ineffective Dilution) - najmniejsze nieefektywne rozciefczenie,

g) S20 - najwieksza wartos¢ czynnika rozciefczajacego, dia kibrego stwierdza si¢ 20 % efekt
stymulacji.

1.4. Wytyczne ogdlne

1.4.1. Naczynia do hodowli i szklo laboratoryjne nalezy my¢ wodnym roztworem detergentu,
a nastepnie dokiadnie ptukac.

1.4.2. Uzywaé statycznych, odnawialnych lub przeplywowych metod. Zwykle, jesli roztwor jest
stabilny (np. roztwér z malq ilodcig mikroorganizméw, wysokim siezeniem toksycznych metali iub
matej lotnodci), uZzywa si¢ testu statycznego. Jezeli prébki sa niestabilne, uzy¢ odnawialnej
(codziennie) lub przeptywowej metody.

1.5, Zasada metody

Oznaczenie fitotoksycznoscei na rzesie wodnej Lemna minor polega na obserwacji reakcji organizméw
testowych umieszczonych w wyciggu wodnym badanych odpadéw. W etapie pierwszym okreslanym
jako test wstepny ustalany jest rzad toksycznodci wykorzystywany w etapie drugim zwanym testem
wihadciwym, na podstawie ktérego okreslane s wartosci nastepujacych parametréw: NERS3, NER30,
NER90, LID oraz wartos$é S20.

1.6. Odczynniki i roztwory:

a) roztwor podstawowy A:

- NaNQO3

- NaHNO3

- K2HPO4,

b) roztwér pedstawowy B:

- CaCi2*2H20

- MgCI2

- Na2EDTA*2H20

- MnCl2,

¢) roztwdr podstawowy C:

- MgS04*7TH20

- H3BO3

- NaZMoQ4*2H20

-ZnCi2

- CoCli2

- CuCiz,

d) woda demineralizowana lub destylowana,

) wodny roztwor detergentu.



1.7. Aparatura i przyrzady:

a) urzadzenia laboratoryjne do mieszania i rozcienczania pozywki,

b) zZrédto wody demineralizowanej lub destylowanej,

¢) autoklaw,

d) pH-metr,

e) reczny obiektyw lub mikroskop selektywny,

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

2} loddwka,

h) o$wietlenie zapewniajace state biate jarzeniowe §wiatto (2 150-4 300 lukséw),

i) ezy lub inne narzedzia uzywane do przenoszenia rzgsy.

) 250 cm3 szklane zlewki lub kolbki Erlenmayera (doé¢ duZe, aby zmiesci¢ 150 cm3 roztworu
testowego i kolonie rzesy); uwaga: wszystkie naczynia powinny by¢ tego samego typu i wielkosci;

k) aparatura do pomiardéw fizykochemicznych testowanych substancji chemicznych lub ich mieszanin.

2. Wybér i przygotowanie organizméw testowych

2.1. Charakterystyka organizmu testowego

Drobna roslina wodna o plaskich, bezlistnych kolistych pedach lub odwrotnie jajowatych srednicy 2-3
mm zlozonych z czesci tzw. polct z korzonkami. Rzadko spotykane - kwiaty jednopiciowe bez
okwiatu; meski z jednego precika, zeaski z jednego stupka.

2.2, Uzyskiwanie i wyb0r organizmu testowego

Rzesa wodna Lemna minor moze byé uzyskana ze Zrédet komercyjnych, laboratoriéw badawczych
lubz terenu naturalnego. Organizm musi by¢ bezblednie zidentyfikowany i zatwierdzony
taksonomicznie przed uzyciem. Innym, preferownym przez niektérych biologéw gatunkiem rzesy jest
L. gibba, L. perpusilla, L. pencicostata, L. polyrrhiza, ktére moga by¢ uzywane z sukcesem po
modyfikacjach procedury.

2.3. Laboratoryjna hodowla organizmdéw testowych

2.3.1. Hodowla organizméw testowych

Srodowisko wazrostu ro$lin w warunkach kontrolnych powinno byé prowadzone w odpowiednich
pomieszczeniach lub na zamknigtych obszarach umozliwiajacych utrzymanie odpowiedniej ilosci
pojemnikéw testowych.

Nalezy aklimatyzowa nowa hodowlg rzesy do otoczenia testowego co najmmiej przez 2 tygodnie
przed rozpoczeciem badan. Ta hodowla rosnie energicznie i zapewnia prawie niewyczerpany zapas dla
testéw prowadzonych w odpowiednich warunkach. Hodowla uzyskana z jednej wyizolowanej rosliny
powinna postuzy¢ do zaszczepienia wszystkich kolb uzytych w opisywanym tescie.

Aby przygotowa¢ 10 dm3 roztworu do hodowli, nalezy doda¢ 100 cm3 kazdego roztworu
podstawowego skfadnikéw pokarmowych A, B i C (tabela 1) do demineralizowanej lub innej
odpowiedniej wody (np. wody destylowanej). Doda¢ rozcieficzony (1/4 mocy) roztwdr do hodowli raz
w tygodniu. Glebokoé¢ wody powinna wynosic co najmaiej 40 mm.

Raz w miesigcu przenie$é zapasowa hodowle do swiezo przygotowanego roztworu skfadnikéw
odzywezych.

2.3.2. Uzyskiwanie i przygotowanie organizméw do testow

Szczepy hodowlane powinny by¢ rozmnazane w akwariach przez okres dwéch tygodni (z koniecznym
przerzedzaniem) przed uzyciem w tescie. Rosliny uzyte w tescie powinny byé okresowo
selekcjonowane z akwaridw hodowlanych. Zaszczepienie powinno by¢é wykonane roslinami
pochodzacymi z hodowli miodszych niz dwutygodniowe.

2.3.3. Selekcja organizméw do testéw

Wybraé okazy rzesy z hodowli, ktére rosty w tych samych warunkach. Uciaé wszystkie korzenie, by
zredukowac skazenie glonami, jesli jest taka koniecznos¢. Nalezy posegregowaé roslinki o podobnej
wielkosci, a liczba roélinek i listkéw powinna by¢ taka sama lub moZliwie taka sama w kazdym
naczyniu. Uzywac jedynie zdrowych roslin zawierajacych dwa liscie o takich samych lub podobnych
rozmiarach. Alternatywnie 4 rosliny 3-listne lub 3 rosliny 4-listne. Zalecane jest, by w kazdym
naczyniu znalazlo si¢ co najmniej 12, ale nie wigcej niz 16 listkéw. Roslinki sa eksponowane w
zamknigtych naczyniach na réwne objetosci kazdego rozcienczenia badanej prébki na okres 7 dni.
2.3.4. Choroby i drapiezniki



Choroby, roslinozerne owady lub inne szkodniki zwykle nie sprawiajg probleméw w hodowlach rzgsy.
Jezeli w hodowli wystapia jakiekolwiek zmiany chorobowe, nalezy ja zniszczy¢ i rozpoczac nowa.
Wskazane jest utrzymywanie kilku hodowli izolowanych od siebie.

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

Woda do rozcieaczen i woda do préb kontrolnych jest identyczna z roztworem substancji odzywezych
do hodowli 1zesy. Ten roztwor nalezy przygotowaé wedlug tabel nr 1 inr 2,

Tabelanr 1
Odczynnik {Stq@enie
Roztwor A
NaNO3 25,5 g/dm3
NaHCO3 15,0 g/dm3
K2HPO4 1,04 g/dm3
Roztwor B
CaCI2*2H20 4,41 g/dm3
MgCI2 5,7 g/dm3
EeCl3 0,096 g/dm3
Na2EDTA*2H20 0,3 g/dm3
MnCI2 0,264 g/dm3
lkoztwér C
IMgSO4*7H20 14,7 g/dm3
{H3BO3 0,186 g/dm3
Na2Mo04*2H20 7,26 mg/dm3
ZnCl2 3,27 mg/dm3
CoCl2 0,78 mg/dm3
CuCl2 0,009 mg/dm3
Tabelanr 2
Pierwiastek [Stezenie koficowe
Roztwor A
N 42,0 mg/dm3
Na 110,0 mg/dm3
IC 21,4 mg/dm3
K 4,69 mg/dm3
i 1,86 mg/dm3
[Roztw6r B
Ca 12,0 mg/dm3
Mg 29,0 mg/dm3
IFe 0,33 mg/dm3
Mn 1,15 mg/dm3
Roztwér C
S 19,1 mg/dm3
B 325 pg/dm3
Mo 28,8 ug/dm3
Zn 15,7 ug/dm3
Co 3,54 pg/dm3
Cu 0,04 pg/dm3




Uwagi:

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

Aby przygotowaé 10 dm3 roztworu do hodowli, doda¢ 100 cm3 kazdego roztworu podstawowego
sktadnikéw pokarmowych A, B i C (tabela nr 1) do demineralizowanej lub innej odpowiedniej wody
(np. wody destylowanej).

Pozywka powinna zostaé zrobiona przed kazdym transferem kultur rz¢sy i do przygotowania nowych
roztworéw podcezas prowadzenia testéw. Jezeli jest przygotowywana z wyprzedzeniem, powinna by¢é
trzymana w lodéwce.

2.3.6. Oswietlenie

Nalezy zapewni¢ stale chiodne, biale jarzeniowe $wiatto (2 150-4 300 lukséw) na powierzchni wody.
Natezenie §wiatla powinno byé mierzone w catym obszarze inkubacji i nie powinno si¢ r6zni¢ wigcej
niz 15 % od wybranego natezenia §wiatla.

2.3.7. Temperatura

Hodowle nalezy prowadzié w pomieszczeniu o czystym powietrzu, w Ktérym utrzymywana bedzie
temperatura 252 °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 czyscié czysta gabka w celu usunigcia martwej rzesy
i ptuka¢ destylowana lub demineralizowana woda.

b) raz w miesiacu, podczas wymiany wody, nalezy umy¢ kazde naczynie wodnym roztworem
detergentu; po umyciu dokladnie wyptukac 3 razy woda wodociagowa, a nastepnie wodg do hodowli
w celu usunigcia resztek detergentu,

c) ezy lub inne narzedzie uzywane do przenoszenia rzgsy powinny zostaé usunigte po uzyciu lub
starannie umyte i wysterylizowane przed ponownym uZzyciem.

3. Metodyka wykonania testu

3.1. Wytyczne ogdlne

W testach przesiewowych nalezy uzyé ustalonych z gory rozcieficzen do ustalenia, czy prébka jest
toksyczna w poréwnaniu z roztworem kontrolnym; jezeli probka jest toksyczna, nalezy wykonac test
wstepny, ktéry ma na celu ustalenie rzgdu toksycznosci badanych wyciggéw wodnych odpadéw.
Naczynia uzywane w testach to 250 c¢m3 szklane zlewki lub kolbki Erlenmeyera, dos¢ duze, by
zmiescié 150 cm3 roztworu testowego i kolonie rzesy, bez stloczenia w czasie trwania testu; wszystkie
naczynia powinny by¢ tego samego typu i wielkosci; pomimo Ze wykonuje sig co najmniej 3
powtdrzenia, czasami moga byé konieczne wieksze naczynia, by pomieéci¢ dodatkowe kolonie
i objetoéci badanych roztworéw; stosunek objetosci badanego roztworu do objetosct naczynia nie
powinien przekroczyé 2:5; dla kazdego badanego rozcieficzenia i kontroli nalezy wykonac tyle samo
powtérzen. Warunki srodowiskowe powinny odpowiada¢ tym, jakie panuja podczas hodowli
organizméw testowych (ust. 2).

3.2. Test wstepny

Test ten powinien by¢ przeprowadzany w celu ustalenia, czy test ostateczny jest potrzebny, i po to,
aby okresli¢ rozcieficzenie roztworéw dla testu ostatecznego. W testach ustalania rzedu toksycznodcei
wykonuje sie proby wstepne, sporzadzajac szereg rtozcieficzefi badanych wyciagéw wodnych
z zastosowaniem ilorazu postepu geometrycznego rownego 10, np. 10 %, 1 %, 0.1 %.

Jezeli test wstegpny pokazal, ze najnizsze rozcieficzenie wyciagu wodnego z badanej prébki odpadu nie
wplyneto niekorzystnie na rzese, oznacza to, ze wyciag wodny badanego odpadu nie jest
fitotoksyczny.

3.3. Test wlasciwy

Celem tego testu jest okreslenie NERS, NERS0, NER90, LID, S20 dla wzrostu rzgsy, bazujac na
okresleniu calkowitej liczby listkéw, tempie wzrostu i/lub $miertelnosci listkdw.

3.3.1. Metodyka wykonania testu:

a) do testu nalezy przygotowaé, na bazie uzyskanych wynikéw z testu wstepnego, 5 rozcieficzen
prébki wyciagu 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 rozcieficzefi badanego wyciagu powinien byé dobrany tak, aby w najmniejszym rozcienczeniu
mialo to wplyw na co najmniej 90 % listkéw rzesy wodnej, a w najwyzszym na nie wiecej niz 5 %
listkdw, w poréwnaniu z kontrolami,

- zakyes rozcienczen powinien zosta¢ dobrany tak, aby mozna bylo wykresli¢ kizywa odpowiedzi na
rozcienczenia, pomiedzy NERS a NERYO,

b) dla kazdego rozcienczenia i kontroli powinny by¢ wykonane co najmniej 3 powtérzenia, kazde
zawierajace 150 cm’ badanego roztworu lub tyle, by wystarczyto do uzyskania wyniku przy stosunku
wielkoéci naczyh 2:5; mozna zastosowaé mniej powtdrzen zawierajacych wigksza liczbe kolonii, ale
pojemniki testowe i objetosci roztwordw musza zosta¢ odpowiednio przystosowane,

¢) wprowadzi¢ kontrole negatywna zawierajaca jedynie roztwér substancji pokarmowych lub
zmodyfikowany roztwdr,

d) pozywka 1 badane roztwory czasem musza by¢ wymieniane w 3. lub 5. dniu prowadzenia testu fub
jesli zaistnieje taka potrzeba czedciej, by zapobiec brakom substancji odzywczych lub wyczerpaniu
badanej substancji chemicznej; okresowe odnowienie pomoze zachowac stale ekspozycyjne stezenia
badanej substancji przez czas trwania testu dia skiadnikow, ktére sa niestabilne w wodzie.

3.3.2. Wyniki testu:

a) najpowszechniej uzywang i pozornie wiarygodng metods oceniania jest wzrost listkéw; aby
zmierzy¢ wzrost listkow, nalezy policzy¢ kazdy dostrzegalny sterczacy paczek, podczas ogladania pod
recznym obiektywem lub sekcyjnym mikroskopem; ta nieniszczaca metoda zezwala na powiarzanie
obserwacji tego samego roztworu; obserwacje wygladu i liczby listkéw nalezy wykonywaé w dniach
0., 3., 5.17.; wdniu 7. okreélana jest catkowita liczba zywych i/lub martwych listkéw; mikroskop
sekcyjny ulatwi obserwacje; nalezy wykresli¢ krzywe odpowiedzi na st¢zenia; krzywe odpowiedzi na
stezenie sa kreslone dla catkowitej liczby listkéw, tempa wzrostu (jako liczba listkéw na dzied)
i smierteinosci (procent martwych listkdw); te krzywe moga stanowié¢ podstawg do okreélania NERS,
NERS50, NER9(, LID, S20; nalezy zapisa¢ jakiekolwiek zmiany w rozwoju lub wygladzie listkéw,
takie jak:

- wzrost ich ilodci (listek jest liczony bez wzgledu na rozmiar)

- zmniejszenie sig rozmiaru

- chloroze (utrate pigmentu/zéiknigcie)

- nekrozy (martwe miejsca)

- zniszczenie korzenia

- utratg ptywalnosci

- wypuktosci (w ksztatcie tuku lub opuchlizna)

- tonigcie listkdw

- rozpad kolonii

pordwnanie chorych listkéw z okazami w probie kontrolnej postuzy do ustalenia LID (rozcienczenia
niewywolujacego zauwazalnego efektu),

b) inne metody, ktére moga by¢ oszacowane w fym tescie i ktére wskazalyby na mh1b1c3q WZIostu;

- pobdr wegla Cl4

- zawartosc chlorofilu a, b, ¢

- zawartosé¢ biomasy

- powierzchnia listkéw

- liczba kolonii, liczba korzeni

- dhugos¢ korzeni,

¢) powinny by¢ tez zapisane kazde dodatkowe obserwacje, takie jak sedymentacja roztworu testowego
lub innie anomalia,

d} niektére substancje zawarte w wyciagu wodnym raczej stymulujg, niz inhibituja wzrost rzgsy;
zanotowac taki efekt, jezeli wystepuje.

4. Obliczenie wynikéw oznaczenia

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

4.2. Toksycznoéé (lub stymulacjg) nalezy okre$lié jako procent inhibicji (lub stymulacji) w
odniesieniu do kontroli:

% | =100 - (Lk-Lt)/Lk, gdzie:



Lk i Lt sg $rednimi dhugosciami korzeni odpowiednio w kontroli i probie testowej; otrzymane wyniki
stuzg do obliczenia NERS, NERS50, NER90, LID.

4.3. Wyniki badan rozstrzygajacych moga by¢ zobrazowane przy uzyciu liniowych,
pétlogarytmicznych lub logarytmicznych wykresow. Typowa relacja rozcienczenie-efekt jest esowata.
4.4. Nalezy okreslic NERS, NER50, NER90, LID oraz wartos¢ S20 (rozcienczenie powodujace 20 %
efekt stymulacji) za pomocyg metody statystycznej lub graficznej; nachylenie zaleznosci rozcieficzenie-
reakcja jest specyficzne dla danego odpadu i dlatego moze by¢ cenng informacjs.

5. Kontrola jakodci

Negatywna prébka kontrolna jest konieczna do kontroli jakosci. Test jest nie do zaakceptowania, jezeli
wigcej niz 10 % kontrolnych osobnikéw umrze lub okaze niekorzystne symptomy. W normalnych
warunkach czas podwojenia si¢ dia rzgsy wynosi mniej niz 2 doby. Jezeli probka kontrolna wykazuje
mniej niz dwukrotny wzrost listkdw w 96 godzin, test jest nie do przyjecia.



Zatacznik nr 3

STEZENIA SKEADNIKOW
Stezenie, dla ktérego uznaje
1Lp. [Substancje sie ze odpad nie posiada
skladnikéw
1 Pedna lub wigcej substancji wysoce toksycznych” taczne stezenia - ponizej 0,1
%o
2 Pedna lub wigcej substancji toksycznych laczne stezenia - ponizej 3 %
3 [Jedna lub wiccej substancji szkodliwych  ftaczne stezenia - ponizej 25
%
4 |Jedna lub wigcej substancji zracych okreslonych jako  [taczne stezenia - ponizej 1 %
R35” (Skin Corrosive 1A - H314)
5  |ledna lub wigcej substancji zracych okredlonych jako  [taczne stgzenia - ponizej 5 %
Skin Corrosive 1B (H314)
6  {fedna lub wigce] substancji drazniacych okreslonych  [taczne stgZenia - ponizej 10
jako R 34" (Eye Dam. 1 - H318) %
7 [ledna lub wiecej substanciji draznigcych okreslonych taczne stg¢zenia - ponizej 20
jako R 36, R37 1 R38" (Eye Iirit. 2 (H319), STOT SE 3 |%
(H335) i Skin krrit. 2 - H315)
8  Uedna substancja rakotwércza kategorii 1 tub 2 stgzenie - ponizej 0,1 %
9  |Jedna substancja rakotworcza kategorii 3 stezenie - ponizej 1 %
10 Jedna substancia szkodliwa na rozrodczos¢ kategorii 1 stezenie - ponizej 0,5 %
lub 2 okreslona jako R60, R61' (Repr. 1 lub Repr. 2 -
H360F, H360D)
11 |Tedna substancja szkodliwa na rozrodczosé kategorii 3 [stezenie - ponizej 5 %
okreslona jako R62, R63" (Repr. 2 - H361 f lub H361 d)
12 Jedna substancja mutagenna kategorii 1 lub 2 okreslona [stezenie - ponizej 0,1 %
liako R46" Muta. 1B (H340)
13 edna substancja mutagenna kategorii 3 okre$lona jako [steZenie - ponizej 1 %
{R40" Carc. 2 (H351)
Objasnienia:

! Okreglone na podstawie rozporzadzenia Parlamentu Europejskicgo i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16
grudnia 2008 r. wsprawie Kklasyfikacji, oznakowania ipakowania substancji imieszanin, zmieniajace
i uchylajace dyrektywy 67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 (Dz.
Urz. UE L 353 z 31 grudnia 2008 roku).
? 7godnie z art. 61 ust. 3 rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia
2008 1., od dnia 1 grudnia 2010 r. do dnia 1 czerwca 2015 r. substancje s klasyfikowane zaréwno zgodnie
z dyrektywa 67/548/EWG, jak i z rozporzadzeniem ar 1272/2008,




