Jakost vod CSN
ZKOUSKA INHIBICE RUSTU  |EN 28692
SLADKOVODNICH RAS

Scenedesmus subspicatus a Selenastrum
capricornutum (1SO 8692:1989)

Brazdova Markéta




Materialy a Cinidla

Planktonni sladkovodni rasy

e Scenedesmus subspicatus Chodat (86.81 SAG)

e Selenastrum capricornutum Printz (ATCC 22662 nebo CCAP
278/4)

Voda

Zasobni roztoky zivin
» makroslozky zivin
 Fe —EDTA
 stopove prvky
* NaHCO,




Pristroje a pomucky

Klimatizovany box se stalym osvéetlenim bilou zarivkou
Pristroje pro méreni mnozstvi bunék ras (spektrofotometr)

ml
Kultivacni nadoby

Filtracni aparat pro membranove filtry
Autoklav
PH-mMetr




Postup zkousky

prava zasobniho roztoku zivin

prava inokula

Rasové buriky odebrané ze zasobni exponencialné rostouci fasové
kultury + zasobni roztok Zivin + voda

Hustota bunék 10000 v 1 ml
» 3 denni predkultivace za podminek prtibéhu zkousky

Volba koncentraci zkousené latky

» Koncentrace zkousené latky se voli v geometrické radé [mg/I]
» Neékolik (4-5) koncentracnich drovni, v rozmezi od 10% do 90% inhibice
rastu kultury




Postup zkousky

Priprava zasobnich roztoku zkousené latky

Roztok zkousené latky se naredi ve vodé tak, aby vznikla série
zasobnich roztoku, pokryvajici cely rozsah zkousky
Obvykle bez upravy pH

Priprava zkusebnich roztoku

Zasobni roztok zkousené latky + voda + koncentrovany roztok zivin +
inokulum

Objem inokula tak, aby pocatecni hustota bunék ve zkousenych
roztocich byla kolem 10000 v 1 ml.




Postup zkousky

Inkubace
Za stalého osvitu bilym svétlem o intenzité od 60 uE/(m?.s) do 120
LUE/(m?2.s) pfi méfeni v rozsahu PAR (400-700nm)

4 W —-7,3 W zarivky univerzalniho bilého svétla ve vzdalenosti 0,35 m
od média s rasovou kulturou

Rasové buriky se udrZuji v suspenzi tfepanim, michanim nebo
provzdusnovanim tak, aby byla zajiSténa vyména plynu a aby se
zamezilo zménam pH ve zkousSenych vzorcich

Meéreni
Kazdych 24h v objemech 5 ml
Zkouska trva 72h
Na konci zkousky se méri pH vzorku




Kritéria platnosti

Zkouska se povazuje za neplatnou, pokud neni
dosazeno podminek:

e Hustota bunék u kontrolniho vzorku se musi zvysit vice nez 16x za 72h.

e pH v kontrolnim vzorku se nema zménit béhem zkousky o vice nez 1,5
jednotky




Vyjadrovani vysledku

Vymeéreni rustovych krivek
* hodnoty zmérenych hustot bunék se zaznamenavaji spolu s
koncentracemi zkousené latky a dobou méreni

* Pro kazdou koncentraci a kontrolni vzorek se sestroji
rastova krivka v podobé grafu logaritmu stredni hustoty
bunék v zavislosti na Case.

Vypocet inhibice v procentech
» Plocha pod rustovou krivkou (integral biomasy)
e RUstova rychlost




Vyjadrovani vysledku — vypocet inhibice

Plocha A pod rustovou krivkou (integral biomasy)
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pocatecni hustota bunek
zmérena hustota bunék v case ty
zmeérena hustota buneék v case t

vypocitajise strednihodnoty A pro kaidou koncentracia kontrolnivzorek.
Z téchto hodnot se pak vypoéita inhibice (Is; ), v %, pro kaidouzkousenou
koncentraci ze vzorce:

A; priméma plocha pro zkousenou koncentracii
A, praméma plocha pro kontrolnivzorek




Vyjadrovani vysledku — vypocet inhibice

RUstova rychlost

Vypotita se rdstovd rychlost | pro kaZdou zkougenou kulturu ze vzorce

kde t, je doba poslednihe méreni od zacatku zkousky

T — T P oF o x w
LL = M Ny jmencvitd pofatecéni hustota bunék

Alternativné se zjisti hodnota pro U pro kazdou zkougenou koncentraci a kontrolni vzorek.
Z nich se pak vypotita inhibice rdstu |, v procentech pro kaidou zkousenou koncentraci i

podle vzorce.

yy il je stfedni ristova rychlost pro zkou2enou koncentraci i

y — x 100 {_ je stfedni rdstovy rychlost u kontrolniho vzorku

[




Vyjadrovani vysledku

Urceni EC.,

» Z hodnot inhibice pri dané koncentrace proti odpovidajicim
koncentracim se sestavi graf

» Zkousena koncentrace - odpovidajici 50% inhibici - se
vynese na logaritmické stupnici

Urceni NOEC




Vyklad vysledku

Hodnoty EC. a NOEC jsou toxikologicka data,
odvozena z laboratorniho pokusu, provedeného za
definovanych podminek. Prokazuji potencialni riziko,
avsak nemohou byt primo pouzity pro predpoved
ucinkud v prirozeném prostredi

Pri jejich vykladu se prihlizi k tvaru rustovych krivek.




