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NAVOD K PROVEDENi PRAKTICKEHO CVICENI

Stanoveni ucinnosti ¢iSténi odpadnich vod pomoci mikrometody, testu

na okifehku mensim (Lemna minor)

Cil
Stanoveni akutni toxicity (168hECsp) vzorku povrchové vody a soucasné standardni
latky, dichromanu draselného K,Cr,0O7 (chloridu sodného KCI a 3, 5 — dichlorfenolu) (p.a.)

pro sladkovodni rostlinu okfehek mensi (Lemna minor).

Princip

Rostliny okfehku me$niho se nechaji rast po dobu 7 dni vredlném vzorku a
soucasné se provede test na standardu s riznymi koncentracemi standardni latky rozpuSténé
ve standardné pfipraveném Zivném roztoku SIS (Swedish Standard medium). Souasné se
nasadi testovaci rostliny do zivého roztoku bez testované latky - kontrola. V intervalu 24
hodin se kontroluje a zaznamenava stav rostlin a pocet stélek (listki).

Podminky testu
e teplota24+2°C
e délka expozice 7 dni (168 hodin)
e mnoZstvi testovaného vzorku: 10 ml
e pocatecni mnozstvi inokulaéni kultury: 5 listkll (pocet listkit musi byt v kazdé
koncentraci a v kontrole identicky)

e osvétleni: kontinualni zativkovy rost (6 500 — 10 000 lux)

e typ testu: staticky

Material, pomiicky a zarizeni
Testovaci organismus: okiehek mensi (Lemna minor L.) z laboratorni kultivace; zdravé

kolonie jsou tvoteny 2 — 5 listky.
Chemikalie: NaN03, KH2PO4, MgSO4.7H20, C&C'z.ZHzO, N32C03, H3803, MnCI2.4H20,

Na;M00,4.2H,0, ZnS0O,.7H,0, CuS04.5H,0, Co(NO3),.6H,0, FeCl;.6H,0, Na, — EDTA.
2H,0, MOPS, K,Cr,0s.
vzorek povrchoveé vody



£3

»* *

e = r"—{, . g
[ ] 2
b 3
evropsky * ok . g Z TS
p * gk i : X

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
standardy: 3, 5 — dichlorfenol, KCI. VSechny chemikalie by mély mit stupen Cistoty p.a..
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Zivny roztok: destilovand nebo deionizovana voda, fedici vodou je v tomto testu Zivny

roztok.

Pomucky a zafizeni: makrotitracni desticky s 6 jamkami avickem, odmérné banky
(100 ml), sklenéné pipety (5 ml, 10 ml), inokula¢ni kli¢ky, zivny roztok, pH metr,
hydroponicka kultivaéni komora se zafivkovym roStem, centrifuga, perforované

mikrozkumavky (Eppendorf), centrifugaci zkumavky, vahy.

Provedeni zakladniho testu

Priprava koncentracni Fady: jsou to koncentrace 0 (kontrola) a pro dichroman draselny: 10,
20, 40, 80, 160 mg.I™. Pro chlorid draselny: 3, 4, 7, 10, 15 g.I"* . Pro 3, 5 — dichlorfenol:1,5;
2,1; 3; 42; 59 mg.l'l. Koncentra¢ni tfada se pfipravi do 100 ml odmérnych banék.
Pti testovani latky o nezndmé toxicité se rozsah koncentraci pro zakladni test ur¢i na zakladé
predbézného testu. Do makrotitracnich desticek o 6 jamkach se davkuje po 10 ml
do jednotlivych jamek, nejprve kontrola a potom vzestupné jednotlivé koncentrace zkouSené

latky.

Nasazeni okrehku: do jednotlivych jamek makrotitranich desticek se pomoci inokula¢ni
klicky pfenesou kolonie okiehku sestavajicich se z 2 az 5 listkli. V kazdé jamce musi byt
identicky pocet listkl tj. 5. Desticky se prikryji pfiloZzenym vickem a umisti do hydroponické

kultiva¢ni komory se zativkovym rostem.

Kontrola podminek testu: na zacatku a na konci testu se v jednotlivych koncentracich

1 v kontrole zmé&ti pH a teplota, vSe se zaznamena do protokolu.

Kontrola testovacich organismi: pocet stélek (listkli) a vzhled kolonii (nekréza — odumiela
tkan listu, bild nebo rozmocend); chlor6za — zezloutnuti tkdné¢ listu) se kontroluje kazdych
24 hodin. Kromé pocitani listki béhem testu se muze hodnotit ucinek testované latky
na kone¢né mnozstvi biomasy. Rostliny z jednotlivych jamek se ptenesou do piedem
zvazenych plastovych mikrozkumavek s vi¢ky a perforovanym dnem. Mikrozkumavka se
umisti do sklenéné centrifugacni zkumavky a po vlozeni do centrifugy se odstfedi
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pti 3 000 otackach 10 minut. Poté se mikrozkumavky s koloniemi zbavenymi vody opét zvazi

a hmotnost konecné biomasy se zjisti odectenim vahy prazdné mikrozkumavky.
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Stanoveni inhibice ristu porovnanim ristovych rychlosti (p) v testovanych koncentracich

a v kontrole:
In Ny - In Ng
u =
tn
\\ PO pocet stélek (listkt) v zavéru testu
Noweovrnnenen. pocet stélek (listki) na zacatku testu
theeeeenennn, doba trvani testu [dny]

Z vypoctenych hodnot p pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolu se vypocitd inhibice
(pfipadné stimulace rustu) I, v % z nasledujici rovnice:

(e — i) . 100 [%0]
L, =
Ue
TR inhibice pro danou koncentraci zji§téna na zakladé ristovych rychlosti; je-li 1, < 0,
jednd se o stimulaci ristu
Heevvennnnne ristova rychlost v kontrole
Piveneennnnn ristova rychlost v testované koncentraci

Stanoveni inhibice riistu porovnanim hmotnosti kone¢né biomasy

Kone¢né mnozstvi biomasy se zjisti pro kontrolu a kazdou testovanou koncentraci. Inhibice
rustu na zéklad€ porovnani kone¢ného mnozstvi biomasy % B se vypocita podle:

(B. — Bj) . 100 [%]
g =
Bc
lg.eeenn.. procento redukce biomasy
= R konec¢na biomasa Vv kontrole

Biooennn.. koneéné biomasa Vv testované koncentraci
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Vyhodnoceni testu

Pro ziskani dostatetné¢ piesné hodnoty 168hECsy je tieba alespon 5 hodnot
(5 koncentraci ve kterych doslo k inhibici rlstu testovanych rostlin). Vysledky testi se
vyhodnocuji graficky nebo vyuzitim pocitacové techniky.

Grafické znazornéni

e koncentrace testované latky, ve které dojde k inhibici ristu se vyjadii
v logaritmickych hodnotéach (log c)

e do tabulky se zaznamenaji hodnoty logaritmt I, nebo Ig proti odpovidajicim
testovanym koncentracim. Ziskani hodnoty se vynesou do soufadnicového
systému, kde nezavisle proménnou je log ¢ (osa x) a zdvisle proménnou je
inhibice v % (osa y),

e vynesenymi body se prolozi pfimka. Z priseciku proloZzené piimky a
soufadnice odpovidajici 50% inhibici rlstu se spusti kolmice na osu x a odecte
se prisluSna hodnota log c,

e po odlogaritmovani hodnoty log ¢ se ziskd hledana hodnota 168hECs

(koncentrace odpovidajici 50% inhibici ristu).

Inhibice [%]

50 % &

|Og 168hEC50:> 168h ECs



