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Zadani:

Dostanete Kk otestovani vzorek odpadni vody o neznamém slozeni. Na zakladé informaci
Z ptrednasek navrhnéte postup provedeni ekotoxikologickych zkousek. Jaké analyzy a
stanoveni musi pfedchazet vlastnimu testovani? Navrhnéte vhodnou baterii testli ekotoxicity

pro testovani dodaného vzorku a své rozhodnuti zdivodnéte.

Pouzité materialy:

- Roztok odpadni vody (testovaného 1éciva) o nezndmém slozeni a koncentracich
pritomnych latek

- Kultiva¢ni roztoky (pripravené vyucujicim dle ptislusnych norem)

- Laboratorni pfistroje (pH metr, oximetr, program NIS Elements, svételny mikroskop,
stereo mikroskop) a laboratorni sklo ¢i pomutcky pro provedeni jednotlivych

experimentu.

Pozn.: TENTO NAVOD (ROZSAH, PROVEDENI TESTU, SLEDOVANE PARAMETRY) JE UZPUSOBEN
DELCE A UCELU PROJEKTU MSMT ¢. C29, NEKTERE POUZ{VANE POSTUPY NEJSOU PROTO
V SOULADU S UVEDENOU LITERATUROU A LEGISLATIVNIMI PREDPISY.



Rasovy test ekotoxicity

1. Ugel

Rasové testy toxicity slouzi k testovani moznych toxickych ué¢inkd latek a vzorkd na vodni
producenty. Zelené tasy patii do skupiny necévnatych rostlin hojné se vyskytujicich v nasich
vodach a predstavujicich dilezity ¢lanek potravniho fetézce. Test umoznuje sledovat nejen
inhibicni (toxické) ucinky latek, ale také stimula¢ni efekty, tzv. tzivnost. Diky rychlému
nartstu fas je mozné kromé akutniho pusobeni pozorovat i chronické Uc¢inky testovanych
latek.

2. Charakteristika testu
Test spociva v méfeni nartstu koncentrace biomasy fas vzorku ve srovnani s kontrolou
tvofenou fasovym zivnym médiem. Rasy jsou kultivovany za stalych svételnych i teplotnich
podminek. Délka expozice je 72 hodin (studenti zalozi vlastni test a vyhodnoti test zalozeny
vyuéujicim v pfedepsaném casovém intervalu, tj. 72 hodin ptfed zacatkem laboratorniho
cviceni).

3. Material a metodika

3.1 Testovaci organizmus
Desmodesmus subspicatus

3.2 Zivné médium
Zivné médium - fasové médium pro kultivaci fas se sklada z deionizované vody a do ni
nadavkovanych predepsanych koncentraci urcitych soli (viz 1).

3.3 Pfistroje a pomiicky
Termoluminostat (kultivaéni komora =zajistujici stalé osvétleni a konstantni teplotu),
mikroskop s pocitaci komirkou Cyrrus nebo Biirker, kultivacni Erlenmayerovy baiiky,
bunicinové zatky, pipety, orbitalni tiepacka, luminometr, spektrofotometr, kyvety.

4. Pracovni postup
Do testované odpadni vody pfidejte pfislusné mnozstvi Zivin dle instrukei vyucujiciho tak,
aby byl zachovéan optimalni pomér vSech Zivin pro testovany organismus.
Ukézka prace s mikroskopem a s pocitaci komtrkou.
Urcete v mikroskopu koncentraci bunék v zasobni kultufe fas. Pozorovanim v mikroskopu
urcete pocet bunck ve 20 ¢tvercich. Ze znamého objemu jednoho Etverce prepoctéte ziskany
primérny udaj o poc¢tu bunék ve CEtvercich na koncentraci fas v jednom ml. Vypoctéte
mnozZstvi inokula fas, které je tteba davkovat do testovaného toxikantu o objemu 25 ml tak,
aby pocatecni koncentrace fas v baitkkach byla 10 000 ks/ml. Objem testovaného média
zmensete o objem inokula fas. Pipetujte vypocitané inokulum fas a vzorku nebo kultivaéniho
média (kontrola) do erlenmayerovych ban€k. Banky uzaviete sterilnimi zatkami z buniCiny.
Umistéte je do luminostatu za podminek 22 + 2 °C, 6 000 lux - 10 000 lux.
Po 72 hodinach expozice odeberte kapatkem po dikladném protiepani kultivacni banky
vzorek fasové kultury do kyvety a zméite absorbanci pfi vinové délce 670 nm. Podle dodané
kalibra¢ni kiivky vypocitejte koncentraci bunék v testovaném vzorku a v kontrole a
vypocitejte ristovou rychlost (1) a nasledné inhibici rustu (2) fas v kontrole a ve vzorku. Na
zéklad¢ ziskanych dat rozhodnéte, jak budete postupovat v nasledujicich krocich testovani —
zda testovani ukoncite anebo zvolite jiny postup.



Vypocet riistové rychlosti:
1 = (Ln(N72) — Ln(No))/t 1)

p  rustova rychlost

No koncentrace bun¢k tas na zacatku testu (10 000 ks/ml)
N7, koncentrace bun¢k fas po dobé expozice 72 hodin

t doba expozice (72 hodin)

Vypocet inhibice:
= ((!J-(kontrola) - (vzorek))/ H(kontrola)) *100 (2)
I inhibice (%)

Wkontrolay ~ Tistova rychlost fas v kontrolnim vzorku
W (vzoreky  Tstova rychlost fas v testovaném vzorku

Obrazek 1: Desmodesmus subspicatus — kontrolni vzorky
(foto: K. Kobeticova, VSCHT Praha)

Test ekotoxicity na ok¥ehku mensimu (Lemna minor L.)

1. Ugel

Test se pouziva k testovani toxicity chemickych latek a roztoki vii¢i zastupcei vyssich vodnich
rostlin okfehku mensimu (Lemna minor L.). Testuje se, obdobné jako u fas, inhibice rastu.
Délka expozice je 7 dni.



2. Charakteristika testu

Rostliny okiehku mensiho se nechaji rtist v odpadni vodé a soucasné¢ se nasadi testovaci
rostliny do kontrolniho Zivného roztoku. Cilem testu je kvantifikovat Gc€inky latky na
vegetativni rast okiehku posouzenim poctu stélek - rychlosti ristu a velikosti listové plochy.
Studenti zalozi vlastni test a vyhodnoti test zalozeny vyucujicim v pfedepsaném casovém
intervalu, tj. 7 dni ptfed zac¢atkem laboratorniho cviceni).

3. Ptistroje a pomticky
3.1 Testovaci organismy
Kultura okiehku (Lemna minor L.)
3.2 Kultiva¢ni médium podle Steinberga a ptislusné soli pro obohaceni vzorku — viz
piislusna norma.
4. Pracovni postup
Do 150ml kadinek nalijte vZzdy 100 ml vzorku nebo kontrolniho média. Do testovacich i
kontrolnich kadinek pfeneste pomoci pinzety 3-4stélkové kolonie okfehku tak, aby v kazdé
kadince byl identicky celkovy pocet stélek, nejlépe 12 stélek. Pti pfenaseni rostlin postupujte
opatrné, abyste testovaci organismy neposkodili. Pro kazdou kadinku pofid'te fotograficky
zdznam tak, aby bylo pozdéji mozné odecist celkovou plochu stélek v kadince. Na kazdé
fotografii musi byt na vodni hladiné také plovouci, vodéodolné métitko. Soubor fotografii
opatfete vhodnym popisem (jméno skupiny, datum, koncentrace, oznaceni paralely). Kadinky
prekryjte pruhlednou folii a umistéte do kultivaéniho boxu s kontinualnim osvétlenim.
Na zacatku i1 konci testu zméite pH vSech vzorki 1 kontrol a zaznamenejte teplotu. Sledovana
odezva: inhibice rustu, symptomy. Podminky testu: Teplota: 24 = 2 °C. Délka expozice: 7
dni. Osvétleni: 6 500 — 10 000 lux.
Pomiicky a chemikalie: standardni zivny roztok, destilovana voda, metanol, 150ml kédinky,
potravinaiska folie, kultiva¢ni komora s osvétlenim, pH-metr, pipety.

Vyhodnoceni: sledujte odumielou tkan stélek (bild nebo rozmocend), tzv. nekrdézu a
zezloutnuti tkang, tzv. chlorozu. Zaznamenejte také piipadny rozpad kolonii na 1-2stélkové
kolonie, pfipadné¢ odchylky ve velikosti stélek apod. Ziskané poznatky vyuZijte pfi
zavérecném zhodnoceni vysledkii. Kromé pocitani stélek potid'te opét digitalni fotografie
testovacich rostlin. Fotografie nasledné pouzijete pro vypocet celkové listové plochy okiehku
(1) pomoci digitalni analyzy obrazu - programu NIS-Elements. Podrobné instrukce k praci s
programem ziskate od vyucujiciho. Vypocitejte inhibici riistové rychlosti okiehku v odpadni
vodé¢ ve srovnani s kontrolou (2). Na zaklad¢ ziskanych dat rozhodnéte, jak budete postupovat
Vv nasledujicich krocich testovani — zda testovani ukoncite anebo budete v testovani
pokracovat.



Obriazek 2: Lemna minor — vlevo kontrolni kadinka rostlinami s mm mé&fitkem

— fotografie pfed tpravou programen NIS Elements, vpravo ta sama fotografie po uprave.
(Foto: K. Kobeticova, VSCHT Praha)

Test akutni toxicity na perloo¢kach Daphnia magna

1. Ucel testu

Tento test slouzi k testovani vlivu chemickych latek ¢i roztokli na planktonni organismy.

2. Charakteristika testu

Test je zalozen na sledovani imobilizace perloocek v odpadni vodé po 24 (popft. 48) hodinach
expozice. Expozice organismi probiha pti fotoperiod¢ 16 hodin svétla a 8 hodin tmy za stalé
teploty.

3. Material a metodika
3.1 Daphnia magna

3.2 Testovaci médium. Pro pfipravu testovaciho média je nejprve vhodné si pfipravit
zasobni roztoky soli, jejichz slozeni je popsano v pfislusné normé. K ptipraveé
kultiva¢niho média se pouZzije deionizovana voda.

4. Pracovni postup

Do zkuSebnich nadob (kadinek) se pfipravi se prelije odpadni voda obohacenéd o ptislusné
soli. Pro kontrolni skupinu se pouZije €isté kultiva¢ni médium. Perloocky se do nadob vnesou
tak, aby celkovy pocet jedinct na jednu nadobu neptekrocil 10 a aby hustota perloocek
nepiekrocila 1 ks na 5 ml roztoku. S testem se nasazuje minimalné jedna kontrola. PO
stanovené dobé 24 a 48 hodinach (v nasem piipadé po dvou hodinach) expozice se spocitaji
imobilizované perloocky. Imobilizaci je mysSlen stav, kdy se organismy nerozplavou ani po
jemné stimulaci do 15 vtefin. Ze ziskanych dat spocitejte inhibici (2) jedincii v porovnani
s kontrolou. Podminky testu: Teplota - (20 + 2) °C. Délka expozice - 1-2 dny.

Pomucky a chemikalie: standardni zivny roztok, destilovana voda, Pomucky a zafizeni: 100ml
kadinky, kultivacni komora s osvétlenim, pH-metr, 2 plastova kapéatka, plastové sitko, Petriho
misce.



Obrazek 3: Daphnia magna (foto: VSCHT Praha)

Literatura:
- CSN EN (2005): Jakost vod. Zkouska inhibice ristu sladkovodnich fas. CNI Praha.
- 1SO 20079 (2005): Water quality - Determination of toxic effect of water constituents

and waste to duckweed.
- CSN EN ISO 6341 (1997): Jakost vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia
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Vysledky:

Organismus

Endpoint (méfeny parametr)

D. subspicatus

Pocek bunék (ml) 1 (%) Ristova rychlost

I (%)

Kontrola

Paralela 1
Paralela 2
Paralela 3

Vzorek

Paralela 1
Paralela 2
Paralela 3

L. minor

Pocet stélek (ks) 1 (%) Rustova 1 (%) Plocha stélek (mm?)
rychlost

1 (%)

Kontrola

Paralela 1
Paralela 2
Paralela 3

Vzorek

Paralela 1
Paralela 2
Paralela 3

D. magna

Pocet immobilizovanych jedinci I (%)

Kontrola

Paralela 1

Vzorek

Paralela 1

Zavery:

e Vysledky testl ekotoxicity ne-prokdzaly negativni efekt testované odpadni vody pro

Inhibice-stimulace ristové rychlosti pro pocet stélek je ...... a pro plochu stélek u okfehku je
Immobilizace jedincli Daphnia magna byla v porovnani s kontrolou .....(%)

Na zdkladé vysledk( provedenych testll ekotoxicity s fasami, okiehkem a dafniemi je-neni
tfeba provést dalsi testovani. .........



