VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO
FAKULTA VETERINARNI HYGIENY A EKOLOGIE
USTAV EKOLOGIE A CHOROB ZVERE, RYB A VCEL
Standardni operaéni postup - SOP 01
Terestrické testy ekotoxicity

Stanoveni inhibice ristu kofene salatu Lactuca sativa

1. Cil
Stanoveni ekotoxicity vzorkd (odpadii, kontaminovanych pad aj.), pomoci hodnoceni riistu

kofene salatu (Lactuca sativa L.) za standardnich podminek, v porovnani s kontrolou.

2. Charakteristika testu

Mg¢ii se délka kotent salatu v kontrole a zkouseném vzorku po 120 + 2 h inkubace. Ekotoxicita
vzorku je stanovena jako statisticky vyznamny rozdil v délce kotfend zkousené¢ho vzorku v
porovnani s kontrolou, popt. se stanovi hodnota ECsp.

Pro hodnoceni ekotoxicity vzorki se ddle pouziji nasledujici kritéria:

Inhibice ristu kofene (1>0) - zkraceni stiedni délky kotfene ve vzorku ve srovnani s kontrolou
(vyjadieni v %).

Stimulace rastu kotene (1<0) - prodlouzeni stiedni délky kofene ve vzorku ve srovnani s

kontrolou (vyjadieni v %).

3. Material

3.1 Testovaci rostliny

Salat hlavkovy — odrida Safir (Lactuca sativa var. capitata). Pro zkouSku se vybiraji

neposkozena semena, stejné velikosti a bez chemického osetfeni.

Tento dokument vznikl za podpory projektu IVA FVHE VFU Brno ¢. 2018FVHE/2190/33.
Resitelé: Mgr. Daniela Hlavkova a Mgr. Barbora Havelkova, Ph.D.



3.2 Chemikalie a suroviny

>
>

Kyselina borita - referen¢ni latka
Artificidlni substrat -umé¢la ptda piipravend dle smérnice OECD (kiemenny pisek,

kaolinitovy jil, raselina, CaCO3)

3.3. Kontrola — artificialni ptuda

Jako kontrola se pouzije uméle pfipravend smeés se zarucenou konstantni kvalitou dle smérnice

OECD 207. Kontrolni puda se pfipravi smichanim a dikladnou homogenizaci 69 %

hmotnostnich kiemenného pisku, 20 % hm. kaolinitového jilu, 10 % hm. raseliny a 1% hm.

CaCOs pro upravu celkového pH na 6,0 + 0,5. Vodni kapacita piidy (WHC) je udrzovana

V rozmezi 70 £5 %.

3.4. Pristroje a pomucky

>

YV V. V V V V V

Petriho misky, filtra¢ni papir

odmérné banky

zkusebni plastové nadoby s vikem (700 — 1000) ml
analytické vahy s vazivosti min. 500 g

pH metr

pinzeta

nastavitelné automatické pipety

software pro statistické zpracovani dat (TOXICITA 3.1)

4. Podminky testu

>

YV V V VYV V

Predklicena semena salatu Lactuca sativa s kofinkem krat§im jak 2 mm
15 semen ve zkuSebni nadobé

3 paralelni stanoveni

100 — 150 g testovaného vzorku v jedné zkusebni nadobée

teplota: 24 + 2 °C, bez pfistupu svétla

délka expozice: 120+ 2 h
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5. Pracovni postup
Nejprve jsou semena salatu rozlozena na ptipravené Petriho misky s navlh¢enym filtracnim
papirem a vlozeny do inkubatoru, kde se nechaji kli¢it po dobu 24 — 36 hodin. Teprve po

vykli¢eni semen na délku kofene max. 2 mm, je mozné tyto semena pouzit do testu.

Obrazek ¢. 1: Pfedkli¢eni semen na Petriho misce

Y

Ptipravime koncentraéni fadu testované latky (3 - 5 koncentraci)

Y

do zkuSebnich nadob navazime po 100 — 150 g pfedem ptipravené artificialni ptdy se
znamou susinou

padu kontaminujeme pfipravenymi koncentracemi testované latky

kontrolu tvofi uméla puda bez pfidavku testované latky

rozvrhneme pravouhlé sité jamek, napt. 5 x 3 bodi

YV V V V

do vytvofenych jamek asi 1 cm hlubokych pinzetou rovnomérné rozmistime po 15

nakli¢enych semenech salatu, kofinkem smérem dolu

A\

semena ke vzorku pfitla¢ime, vzorkem je nezakryvame
» pripravené nadoby uzavieme vickem a vlozime do inkubatoru
Test probiha v temnu pfi teploté 24 + 2 °C. Po 120 + 2 hodinach se méfi délky vSech kotinkl s

presnosti na 1 mm a vypocte se procento inhibice/stimulace ristu kotfene a hodnota ECso.
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Obrazek €. 2: Semena salatu v artificialni padé

6. Test na standardu
Pro kontrolu podminek testu se paraleln¢ nasazuje test se standardem. Referencni latkou pro tento

test je kyselina borita. Navrzena rozpéti hodnot ECso kyseliny borité jsou 250-850 mg/kg.

7. Vyhodnoceni testu

Zakladem pro hodnoceni zkousky inhibice ristu kofene je primérna délka kotfene zjisténa v
kontrole a zkouSeném vzorku. Jestlize predklicené semeno nevytvoii kofinek, zapocitava se
tato hodnota do stfedni hodnoty jako nulova. Pro zkouseny vzorek a kontrolu se vypocita
aritmeticky primér délky kotene, Smérodatna odchylka a variacni koeficient.

Inhibice nebo stimulace ristu kofene se vypocita:

Lo —L
I1=-X_"%x100
L¢

Kde

| je inhibice nebo stimulace rtstu kotene (%)
Lc je primérna délka kotene v kontrole (mm)
Lv je primérna délka kotfene ve vzorku (mm)

Je-li 1 >0, jedna se o inhibici, je-li | <0, jedna se o stimulaci rustu kofene.
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Hodnoty EC20, ECso se vypoéitaji pomoci programu TOXICITA 3.1 (VUV Ostrava, Czech
Republic).

8. Validace testu
Vysledky se povazuji za platné, jestlize jsou splnény nasledujici podminky:
» na konci testu by mé¢la byt primérna délka kofene v kontrole minimalné 15 mm,
» Vvariacni koeficient paralelnich stanoveni <20 %,

» prumérna vzchazivost semene je > 80 %.

9. Pouzita literatura
ISO 17126 (2005): Soil quality — Determination of the effects of pollutants on soil flora —

Screening test for emergence of lettuce seedlings (Lactuca sativa L.).

CSN EN ISO 11269-1 (2012): Kvalita pady — stanoveni G¢inkt zne&istujicich latek na paidni

floru — ¢ast 1: Metoda méfeni inhibice rustu kofene.
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