Priedas VIl A. Ekotoksikologiniai tyrimai. Metodika

Visi tirpalai, atgabenus j laboratorija, buvo nedelsiant filtruojami pro dviguba popierinj (menturdumbliy testui)
ir membraninj 0.45 y filtrg (véZiagyviy testui), talpinami j Saldytuva (4-6°C) ir ne véliau kaip po 7 dieny
testuojami, iSskyrus bandinj Nr.24 iS UAB “Rokiskio vandenys”, kurio toksiSkumas véZziagyviy testu buvo
tiriamas po 27 d.

AAA ATD Hidrobiologijos ir ekotoksikologijos skyriuje gauti méginiai buvo nedelsiant filtruojami pro
MILLIPORE filtrinj popieriy (Cat.Nr. FP 10324000) ir membraninj 0,45y filtrg ir pavasario-vasaros laikotarpio
méginiai buvo patalpinami j Saldytuvg prie (-20)° C (prie$ tai méginiai buvo iSpilstyti j atskirus indelius po 500
ir 50 ml); rudens laikotarpio méginiai buvo patalpinami j Saldytuvg prie (4+2)° C ir testuojami ne véliau kaip
po 7 dieny.

MenTturbDuUMBLIY TESTAS (CHARATOX)

GELOJO VANDENS TOKSISKUMO TYRIMAS, PANAUDOJANT MENTURDUMBLIY ELEKTROFIZIOLOGINE REAKCIJA

ToksiSkumas siejamas su makrofitiniy dumbliy Nitellopsis obtusa lasteliy ramybés potencialo (RP)
depoliarizacija, t.y. jo absoliutinio dydzio sumazéjimu paveikus tiriamuoju méginiu. Nuodingumas
jvertinamas toksikanto koncentracija (ICso), kuriai esant vidutinis RP dydis ekspozicijos periodo pabaigoje
sumazéja 50 % lyginant su jo dydziu, nustatytu lgsteléms esant kontroliniame tirpale prie$ poveik].

Testas atliekamas panaudojant specializuotg jranga, susidedancia i$ 1 ar 2 testavimo kamery, talpinanciy
po 32 Igsteles geldelése su jtaisytais registravimo elektrodais; signaly perdavimo jrenginio “Akstis”, jungiamo
per nuosekligja sasajg prie personalinio kompiuterio; ir testo valdymo programinés jrangos, kuri leidzia
pasirinktu daZniu matuoti ir kaupti RP vertes bei vizualizuoti jas grafiSkai ir skaitmeniniu pavidalu.

1. Menturdumbliy surinkimo gamtinése augimvietése ir jy laikymo laboratorijoje salygos

Dumbliai yra traukiami daugiadanciu inkaro formos kabliu augimvietése is$ keliy metry gylio ir po to
transportuojami j laikymo vietg pakankamai erdviose talpose su vandens telkinio vandeniu. SviezZiai
surinktus dumblius reikia kaip galima greiciau apdoroti, atskiriant Zirklémis nuo gniuzulo 3-10 cm ilgio
tarpubamblines lasteles. Laikant neapdorotus dumblius laboratorijoje ilgiau, batina kas 1-2 dienas praplauti
dumblius ir keisti talpose esantj vanden;j (tinka nechloruotas vandentiekio vanduo). Atrinktos lgstelés
laikomos esant kambario apSvietimui ir temperatdrai, stikliniuose induose, mazdaug 250 Igsteliy vienam
litrui, Sios sudéties terpéje: 1/2 vandens telkinio ir 1/2 vandentiekio vandens. Terpé keiCiama mazdaug kas
du ménesius. Taip laikomos lastelés yra tinkamos biotestuoti (paprastai 4-5 ménesius), jei referentinés
medzZiagos toksiSkumo verté patenka j nurodytgsias ribas.

2. Skiedimo (kontrolinés) terpés paruosimas

] 1 L graduota indg jpilti apie 0,8 L distiliuoto vandens;

IS pradiniy 100 mM koncentracijos tirpaly supilti 1 mL KCI, 5 mL CaCl,, 10 mL NaCl ir 10 mL buferio HEPES,
pH7.5;

Papildyti indg iki 1 L Zymos distiliuotu ar bidistiliuotu vandeniu;

Nustatyti skiedimo (kontrolinés) terpés pH, pridedant 0.1 M HCI arba 1.0 M NaOH tirpalo.

3. Praskiesty toksikanto tirpaly gamyba

Testuojamos cheminés medziagos ar nuoteky skiedimai atliekami pagal standartines (geometrinés
progresijos) proceduras, taikomas diapazono suradimo ir ICs, nustatymo testams. Kiekvienam skiedimui
reikia 100 mL tirpalo 8 Igsteliy grupei.

4. Dumbliy Igsteliy preadaptacija ir perkélimas j testavimo kamera

12-24 val. prie$ atliekant biotesta, reikiamas lgsteliy kiekis perkeliamas i$ laikymo indo j Petri I€kStele su
skiedimo terpe.

Lastelé testavimo kameroje talpinama taip, kad vienas jos bamblys patekty j bendrg lasteliy grupei centrinj
griovelj, o didesnioji lastelés dalis atsidurty atskiroje testavimo geldeléje, kurig elektriSkai nuo centrinio
griovelio atskiria vazelinas izoliaciniame tarpelyje.

PriesS dedant j testavimo kamerg lgstele trumpam apdZiovinti ore;

Kiekvieng lgstele atsargiai jspausti j vazeling ir plok3Cigja mentelés dalimi aplink apspaudyti, kad nelikty oro
tarpeliy tarp Igstelés ir vazelino;

UZpildyti testavimo ir referentine geldeles skiedimo tirpalu;

Centrinj griovelj uzpildyti KCl-terpe Sios sudéties: 100 mM KCI, 1 mM NacCl, 0,5 mM CacCl, ir 1 mM buferio
HEPES, pH 7,5 (koreguoti pridedant 0.1 M HCI arba 1.0 M NaOH tirpalo);

Paleidziama testo valdymo programa, leidzianti stebéti Igsteliy RP reikSmiy pokycius, uzduodamas bdsimo
duomeny failo pavadinimas;

PrieS pradedant toksikanto tirpaly testavima, sudétas lgsteles adaptuoti testavimo kameroje 1-2 val. kol
lasteliy ramybés potencialo reikSmeés nusistovés, t.y. vidutiné RP reikSmé nuo laisvai pasirinkto momento
per 30 min pakis ne daugiau, kaip £5%.

5. Dumbliy inkubavimas ir Igsteliy ramybés potencialo matavimas

Testavimo kamera su lgstelémis laikoma temperatdroje 21+3°C, esant iSsklaidytam apSvietimui. Kiekviena
testuojamojo tirpalo koncentracija tiriama atskira grupe is 8 Igsteliy.

UzraSyti nusistovéjusio lasteliy RP vertes;



Pakeisti kontroline terpe atitinkamu toksikanto tirpalo skiedimu kiekvienoje Igsteliy grupéje (8-iose testavimo
ir 1-oje referentinéje geldeléje) ir uzfiksuoti testuojamojo tirpalo poveikio pradzios laika;

Po 90 min. uzraSyti Igsteliy RP vertes, sustabdyti programa, iSimti lasteles ir praplauti testavimo geldeles
distiliuotu vandeniu.

6. Duomeny apdorojimas

Apskaiciuoti atitinkamy Igsteliy grupiy vidurkius prie$ (RP,) ir po (RPg) ekspozicijos kiekvienoje
koncentracijoje;

Apskaiciuoti depoliarizacijos procentg kiekvienoje koncentracijoje: Dep % = (1-RPs/RP,)x100%;

Rasti menturdumbliy lasteliy ramybeés potencialo inhibavimo koncentracijg 1Cso, pasinaudojus S-formos
netiesine regresija, imant visus taskus arba tiesine regresija, imant koncentracijas, sukélusias 50 =30%
depoliarizacija;

Jei 100 % tiriamojo tirpalo koncentracija nesukélé didesnés, nei 50 % RP depoliarizacijos, uZfiksuoti
depoliarizacijos procenta.

7. Testo galiojimas

SkaiCiuojant lasteliy grupés depoliarizacijos procenta, nejtraukiamos RP, ir RPg reikSmeés lasteliy, kuriy RP,
reikSmiy absoliutiniai dydziai po adaptacijos testavimo kameroje prie$ poveikio pradzig mazesni, nei

140 mV, ir ty lasteliy, kurios atsitiktinai buvo paZzeistos tirpaly keitimo metu.

Lasteliy grupés depoliarizacijos procentas nejtraukiamas j ICs, skai€iavima, jei jis apskaiCiuotas maziau, nei
iS 5 Igsteliy.

ICso reikSmé turi bati randama panaudojant bent 3 koncentracijas, kuriy sukeltas depoliarizacijos reikSmiy
diapazonas apglébia 50 % depoliarizacijos taska.

8. Referentinis testas

Rekomenduojama kas ménesj arba atgabenus naujai surinktus dumblius atlikti kontrolinj testo galiojimo
bandyma. Tuo jsitikiname, ar laikomasi testo atlikimo proceddros ir nepakito testorganizmy jautrumas.
Referentinj testg galima, pavyzdziui, atlikti naudojant kalio bichromato (K-Cr.Oy) tirpala, taikant Sig skiedimy
seka: 0,45 -0,6 —0,9 —1,2 g/L. Referentinio testo ICs, reikSmé 0,77g/L (0,62-0,92).

KRreveeiy TesTas (THamnoToxkiT F™)
GELOJO VANDENS UMINIO TOKSISKUMO TYRIMAS, PANAUDOJANT KREVECIY LETALUMO REAKCIJA

Testo rinkinyje Thamnotoxkit yra visos medziagos, tarp jy testorganizmy Thamnocephalus platyurus
kiausinéliai, reikalingos atlikti 6 standartizuotus gélojo vandens iminio toksiSkumo testus arba 5 toksiSkumo
ir 1 referentinj testg. Testuojant naudojamos kreveciy lervutés (II-11l stadijos), iSsiritusios i$ kiausinéliy po
paros.

1. Standartinés perinimo arba skiedimo terpés paruosSimas

] 1 L graduota kolbg jpilti apie 0,8 L dejonizuoto vandens;

Supilti 5* buteliuky, pazymeéty skaiCiais nuol iki 4, tirpalus i$ eilés, pagal numeracija;

Pripildyti kolbg iki 1 L Zymos.

* Pastaba: panaudoti abu buteliukus su uzraSu “CaSO,".

2. Terpés laikymas

Jei testai neatliekami per kelias dienas nuo terpés pagaminimo, laikyti terpe tamsoje Saldytuve. 1I5émus i$
Saldytuvo leisti terpei palaipsniui susilti iki kambario temperatdros ir tik tuomet jg naudoti.

3. Kiausinéliy (cisty) perinimas

Perinimg pradéti 24 val. pries testavima.

Pagaminti perinimo terpe, imant 1 dalj Standartinés terpés ir 8 dalis dejonizuoto vandens, pvz., 2.5ir 17,5
mL,;

Prehidratuoti Thamnocephalus kiauSinélius, jpilus mazdaug 1 mL perinimo terpés j buteliukg su kiauSinéliais
ir reguliariai suplakant uzkimsta buteliuka apie 30 min;

Supilti buteliuko su kiauSinéliais turinj | mazg Petri |ékStute pries tai j jg jpilus 10 mL perinimo terpés; jsitikinti,
ar dauguma cisty atsidare lékstutéje, praskalaujant buteliukg standartine terpe. Svelniai pasukioti lékstute,
kad cistos pasklisty tolygiai;

UZdengti Petri lékStutes ir inkubuoti 20-22 val., esant 25°C+2°C ir 3000 — 4000 Ix apSvietimui.

Krevetés iSsirita per 20-22 val. nuo perinimo pradZios (pirmoji lervuciy stadija). Dar po keturiy valandy
krevetés pasiekia antrg-treCig stadijg ir gali bati naudojamos testui.

4. Praskiesty toksikanto tirpaly gamyba

Testuojamos cheminés medziagos ar nuoteky skiedimai atliekami pagal standartines (geometrinés
progresijos) proceddras, taikomas diapazono suradimo ir LCs, nustatymo testams, pvz., USEPA, 1985;
Thamnotoxkit F™ , “Standard Operational Procedure”). Kiekvienam skiedimui reikia 10 mL tirpalo.

5. Testavimo plokstelés uZpildymas

Testai atliekami panaudojant vienkartines plastikines testavimo ploksteles, turinCias 24 geldeles (6Hx4V).
Geldelés ploksteléje sunumeruotos eilémis i$ virSaus nuo A iki D ir stulpeliais iS kairés deSinén nuo 1 iki 6.
] keturias 1-ojo stulpelio kontrolines geldeles jpilti po 1 mL standartinés terpés;

Panasiai uzpildyti kity stulpeliy (2 — 6) geldeles didéjanciy koncentracijy seka.



Ziarint pro mikroskopa (didinimas 10-12x), pernesti mikropipete po mazdaug 50 kreve&iy lervugiy is
perinimo lekStutés j skalavimo* geldeles D eiléje (lervuciy skalavimas prieS perkeliant jas j testavimo
geldeles sumazina nepageidaujama, taCiau neiSvengiama praskiedima);

6. Kreveciy jaunikliy perneSimas j testavimo geldeles

Ziarint pro mikroskopa (didinimas 10-12x), pernesti mikropipete po mazdaug 50 kreve&iy lervuciy i3
perinimo IékStutés j skalavimo* geldeles D eiléje (lervuciy skalavimas prie$ perkeliant jas j testavimo
geldeles sumazina nepageidaujama, taCiau neiSvengiamg praskiedima);

IS 1-0jo stulpelio skalavimo geldelés pernesti po 10 lervuciy j kitas tris geldeles tame paciame stulpelyje;
stengtis atlikti lervu€iy perneSimg su kuo mazesniu tirpalo kiekiu;

Panasiai pernesti lervutes j atitinkamas 2—6 stulpelio geldeles.

7. Kreveciy inkubavimas ir duomeny gavimas

Sudejus kreveciy lervutes, uzdengti plokstele parafilmo juosta, uzdéti dangtelj ir inkubuoti tamsoje, esant
25°C temperatarai;

Po 24 val. suskaiciuoti mirusias* kreveciy lervutes ir kiekvienos toksikanto koncentracijos poveikio rezultatg
jrasSyti testo lape;

* Kreveciy lervutés laikomos mirusiomis, jei per 10 s nestebime nei vidinio, nei iSorinio judesio.
Apskaiciuoti procentinj mirtinguma ir apskaiciuoti 50 % veikliajg koncentracijg (pvz., pagal USEPA, 1985).
8. Testo galiojimas

Be kity specifiniy testo atlikimo reikalavimy, nurodyty standartinéje darbo procedaroje, mirusiy kreveciy
skaiCius kontroléje, o tai visuotinai priimta vandens toksiSkumo testams, neturi virSyti 10%.

9. Referentinis testas

Rekomenduojama kas 5 — 10 testy atliekti kontrolinj testo galiojimo kokybés bandyma. PeriodiSkai atlikdami
§j testy jsitikiname, ar laikomasi testo atlikimo proceddros ir nepakito testorganizmy jautrumas.

Kokybés patikrinimo testg galima, pavyzdziui, atlikti naudojant referentinj kalio bichromato (K>Cr.Oy)
toksikanta, istirpinus 100 mg kalio bichromato 100 mL dejonizuoto vandens (1000 ppm pradinis tirpalas) ir
taikant Sig skiedimy seka: 0,32 - 0,18 — 0,10 — 0,056 — 0,032 mg/L.

Referentinio testo 24 val. LCs, reikSme turi patekti j nurodytasias ribas Thamnotoxkit F = specifikacijoje,
gaunamoje su testorganizmy siunta.

VEerpECly TESTAS (RoToxkir F™)

GELOJO VANDENS UMINIO TOKSISKUMO TYRIMAS, PANAUDOJANT VERPECIY LETALUMO REAKCIJA

Verpeciy testo rinkinyje Rotoxkit yra visos medziagos, tarp jy testorganizmy Brachionus calyciflorus
kiauSinéliai (cistos), reikalingos atlikti 6 standartizuotus gelojo vandens timinio toksiSkumo veikliosios
koncentracijos ar diapazono testus arba 5 toksiSkumo ir 1 referentinj testg. Testuojant naudojamos verpeciy
jaunikliai, i8sirite i$ kiauSinéliy po dienos perinimo.

1. Standartinés perinimo arba skiedimo terpés paruosimas

] 1 L graduota inda jpilti apie 0,8 L dejonizuoto vandens;

Supilti 5* buteliuky, pazymety skaiciais nuol iki 4, tirpalus iS eilés, pagal numeracija;

Pripildyti indg iki 1 L Zymos.

*Pastaba: panaudoti abu buteliukus su uzrasu “CaSO,".

2. Terpés laikymas

Jei testai neatliekami per kelias dienas nuo terpés pagaminimo, laikyti terpe tamsoje Saldytuve. 1ISémus i$
Saldytuvo leisti terpei palaipsniui susilti iki kambario temperataros ir tik tuomet jg naudoti.

3. Kiausinéliy (cisty) perinimas

Perinima pradéti 24 val. pries testavima.

Jpilti 2 mL Standartinés terpés j perinimo griovelj plokstelés kairiojoje dalyje;

atsidare 1ékstutéje, praskalaujant buteliukg standartine terpe;

Uzdengti plokStele parafilmo juosta ir inkubuoti 16-18 val., esant 25°C+2°C ir 3000 — 4000 Ix apSvietimui. Jei
verpeciy iSsiritimas véluoja, o tai dazniausia esti dél Zemesnés, nei bitina, temperatdros, tikrinti kas valanda
(po 18 val. nuo perinimo pradzios), ar verpetes neissirito. Svarbu, kad testui bty panaudoti ne vyresni, nei 2
val., jaunikliai.

4. Praskiesty toksikanto tirpaly gamyba

ISsiritus verpetéms pagaminti testuojamos cheminés medziagos ar nuoteky skiedimus pagal pasirinktas
standartines procedaras (pvz., USEPA, 1985; Rotoxkit F™ , “Standard Operational Procedure”). Kiekvienam
skiedimui reikia 10 mL tirpalo.

5. Testavimo plokstelés uZpildymas

Testai atliekami panaudojant vienkartines plastikines daugianares testavimo ploksteles. Kiekvienoje
ploksteléje yra iStisinis perinimo griovelis, 6 mazesni grioveliai, skirti verpeciy skalvimui prie$ galutinj
perneSima j testavimo geldeles, ir 36 testavimo geldelés. turinias 24 geldeles (6Hx4V). Geldelés ploksteléje
sunumeruotos eilémis i$ virSauspradedant X (kontroliné eilé), toliau nuo 2 iki 5 (didZiausia koncentracija) ir
stulpeliais i§ kairés deSinén nuo A iki F.



UZpildyti kontroline eile, jpilant 0,7 mL standartinés terpés j skalavimo griovelj ir po 0,3 mL j 6 testavimo
geldelés;

Panasiai uzpildyti kity stulpeliy (1 — 5) geldeles didéjanciy koncentracijy seka.

6. Verpeciy pernesimas | testavimo geldeles

Ziarint pro mikroskopa (didinimas 10-12x), pernesti mikropipete po mazdaug 50 verpeciy i perinimo
griovelio j skalavimo geldeles X (kontrolinéje) eiléje (lervuciy “skalavimas” atitinkamos koncentracijos tirpalu
prieS perkeliant jas j testavimo geldeles sumazina nepageidaujama praskiedimg pernesant verpetes);
IS kontrolinés skalavimo geldelés pernesti po 5 verpetes j SeSias kontrolines geldeles; stengtis pernesti
verpetes su kuo mazesniu tirpalo kiekiu;

Panasiai sukilnoti verpetes j atitinkamas 1-5 eiliy geldeles.

7. Verpeciy inkubavimas ir duomeny gavimas

Siekiant iSvengti terpés iSsilaistymo iS perinimo griovelio kilnojant parengtg inkubuoti plokStele su

verpetémis, patartina nusiurbti tirpalg mikropipete.
UZdengti plokstele parafilmo juosta, uzdeéti dangtelj ir inkubuoti tamsoje, esant 25°C temperatarai;

Po 24 val. suskai€iuoti mirusias* verpetes ir kiekvienos toksikanto koncentracijos poveikio rezultatg jrasyti
testo lape;

* Verpetés laikomos mirusiomis, jei per 5 s nestebime nei vidinio, nei iSorinio judesio.

¢) Apskaiciuoti procentinj mirtinguma ir apskaiciuoti 50 % veikligjg koncentracijg (pvz., pagal USEPA, 1985).
8. Testo galiojimas

Be kity specifiniy testo atlikimo reikalavimy, nurodyty standartinéje testo atlikimo protokole, mirusiy verpeciy
skaiCius kontroléje, o tai visuotinai priimta vandens toksiSkumo testams, neturi virSyti 10%.

9. Referentinis testas

Rekomenduojama kas 5 — 10 testy atlikti kontrolinj testo kokybés bandyma. Tuo jsitikiname, ar laikomasi
testo atlikimo proceddros ir nepakito testorganizmy jautrumas.

Kokybés patikrinimo testg galima, pavyzdziui, atlikti naudojant referentinj kalio bichromato (K.Cr,O-)
toksikantg, istirpinus 100 mg kalio bichromato 100 mL dejonizuoto vandens (1000 ppm pradinis tirpalas) ir
taikant Sig skiedimy seka: 32 -18 —10 -5,6 — 3,2 mg/L.

Referentinio testo 24 val. LCs, reikSmeé turi patekti j nurodytasias ribas specifikacijoje, gaunamoje su
testorganizmy siunta.

GELAVANDENIY VIENALASCIY ZALIYJY DUMBLIY AUGIMO sLoriniMo TYRiMAs (LST EN ISO 8692:2004 )

1. Taikymo sritis

Sis metodas nurodo, kaip nustatyti nuoteky toksinj poveikj planktoniniy dumbliy augimui.
2.Principas

Terpéje, kuri paruoSiama sumaisSant atitinkamus mitybiniy medZiagy koncentrato, vandens, skirtingus
nuoteky kiekius, auginama Selenastrum capricornutum gélavandeniy dumbliy rasis. Tiriamieji tirpalai
inkubuojami 72 valandas, lgsteliy tankis juose matuojamas kas 24 valandas. Augimo slopinimas yra
nustatomas kaip augimo spartos sumazéjimas lyginant su kontrole, kuri inkubuojama identiSkomis
sglygomis.

3.Reagentai

3.1. NH.C1, p.a 99.5%

3.2. MgC|2 . 6H20, p.a.

3.3. CaCl; - 2H;0, p.a.99%.

3.4. MgSO;, - 7H.0, p.a.

3.5. 2-0jo kokybés lygio analizés vanduo

3.6. FeCl; - 6H.0, p.a.

3.7. Na;EDTA - 2H,0, p.a.99%

3.8. H:BOsp.a, 99,8%

3.9. MnCl; - 4H,0,p.a, 99%

3.10. ZnCly, p.a, 98%

3.11. CoCl; - 6H:0, 99%

3.12. CuCl; - 2H,0, p.a.99%

3.13. Na;MoO. - 2H,0 p.a, 99%

3.14. Membraniniai filtrai, kuriy pory skersmuo 0,2 um, ALBET.

3.15. Druskos ragstis (HCI), 37%, p.p.a.

3.16. NaOH, p.a, 99%.

3.17. Dumbliy kultdra-Selenastrum capricornatum (Algaltoxkit F ™, MICROBIOTESTS, Belgija).

4. Dumbliy mitybinés medzZiagos

ParuoSiami lenteléje nurodytos sudéties 4 pradiniai vandeniniai tirpalai. Pirmus tris steriliname
autoklavuodami 15 min. 120° C temperatdroje. 4-to pradinio tirpalo neautoklavuojame.

Tirpalus laikyti tamsoje 4 °© C temperatiroje.

Mitybinés medziagos Koncentracija pradiniame |Galutiné koncentracija
tirpale tirlamajame tirpale

1 pradinis tirpalas: mitybiniai makroelementai



NH.C1 15 agll 15 mg/l
MgCl; - 6H:0 1,2 all 12 mg/l
CaCl; - 2H;0 18 gll 18 mg/I
MgSO;, - 7TH.O 15 g/l 15 mg/l
KH,PO, 0,16 gll 1,6 mg/l
2 pradinis tirpalas: Fe-EDTA

FeCls - 6H0O 80 mg/l 0,08 mg/l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg/| 0,1 mg/|
3 pradinis tirpalas: mikroelementai

H3sBOs 185 mg/l 0,185 mg/|
MnCl; - 4H,0 415 mg/l 0,415 mg/l
ZnCl, 3 mg/I 3x10° mg/I
CoCl, - 6H,0 15 mg/I 1.5x10° mg/l
CuCl; - 2H,0 0,01 mg/l 10° mg/l
Na;MoQ, - 2H,0 7 mg/I 7 x10°% mg/I
4 pradinis tirpalas: NaHCO; 50 g/l 50 mg/|
NaHCO;

5.Prietaisai

Visa jranga , besilieCianti su tiriamaja terpe, turi bati pagaminta iS chemiskai inertinés medziagos.

5.1. Dumbliy auginimo inkubatorius su reguliuojamu apSvietimu ir radialine purtykle, CERTOMAT BS-1.
5.2. Spektrofotometras 6300 ( UV/VIS ) ,, JENWAY “. Skiriamoji geba 1nm. Jautrumas 0,001 absorbcijos
vienety. Turi 10 cm optinio kelio ilgio kiuvetes.

5.3. Vakuminés filtracijos jrenginys: siurblys ,, SUE 300Q “, slégis 31 mBar. Filtry laikiklis su gnybtu.

5.4. Centrifuga ,, Eppendorf 5804 R*, 6000 aps/min.

5.5. Analytinés svarstyklés , KERN 770-14 ,, , svérimo tikslumas- 0,0001 g.

5.6. Gary sterilizatorius ,, VARIOKLAV ,,

5.7. pH-metras “InoLab 1", tikslumas (0-14) pH *0,01 pH.
5.8. Aeracijos prietaisas, AQUAEL APR-300 su filtru. Oro kokybe tokia, kad aeravimas neuztersty méginio.

5.9. Saldytuvas ,Electrolux®, 4 F2° C.

6. Indai

6.1. Kultary kolbos, 250 ml kaginés kolbos su org praleidZianciais kamsciais.

6.2. Matavimo kolbos (1000+£0,4); (200+0,15); (100£0,1) ml A klaseés.

6.3. Moro pipetés (100+0,08); (25+0,03) ml A klasés.

6.4. Graduotos pipetés (1,00+0,006); (2,00+0,01); (10£0,05) ml A klasés.

6.5. 500 ml chemineés stiklines.

7.Tirpalai

7.1. Mitybiniy medziagy koncentrato ruoSimas

Mitybiniy medZiagy koncentrato 1000 ml tdris ruoSiamas taip:

j 100 ml 1-ojo pradinio tirpalo (4) jpilama po 10ml 2-ojo, 3-iojo, ir 4-0jo pradinio tirpalo. Praskiedziama iki
1000 ml. 2-ojo kokybés lygio analizés vandeniu.

7.2. Mitybinés terpés ruoSimas.

100 ml mitybiniy medziagy koncentrato skiedziama vandeniu iki 1000 ml . Kiekvienam tyrimui ruoSiama
nauja mitybiné terpé. Kad susibalansuoty ji aeruojama 30 min. filtruotu oru. Tikrinamas tirpalo pH. Jei reikia,
pH verte, lygi 8,1+£0,2, pasiekiama naudojant 1 mol/l koncentracijos druskos rigsties arba 1 mol/l natrio
Sarmo tirpalus.

7.3 Druskos ragsties (HCI), p.p.a, tirpalas: ; c(HCI) ~ 0,50 mol/l
] 951 ml vandens jpilama 41 ml koncentruotos druskos ragsties, kurios tankis 1,185 ir gerai iSmaiSoma.

7.4 Natrio Sarmo (NaOH) , a.qg, tirpalas, =~ 20 g/l

IStirpinama 20 + 0,01 g natrio Sarmo 500 ml vandens. PraskiedZiama iki 1000 ml.

7.5. Séjamosios kultlros paruoSimas

Tiriamyjy dumbliy séjamoji kultara turi bat paimta i eksponentiSkai augancios pradinés kultaros. Taigi,
pradiné dumbliy kultdra (DI 3.15 ), kad taptu eksponentiSko augimo, pradedama ruosti pries 3 paras iki
tyrimo pradzios. SumaiSoma 1 tdrio dalis mitybinés terpés koncentrato su 8 tario dalimis vandens.
Pridedama pakankamai dumbliy lasteliy tiek, kad, padidinus tarj iki 10 daliy su vandeniu, lasteliy tankis
jame baty lygus 10 Iasteliy viename mililitre. Auginama pradiné kulttra 3 paras tokiose paciose salygose ,
kurios bus tyrimo eigoje (8 ). Po 3 pary ji turéty bati eksponentinio augimo fazés ir pakankamo lgsteliy
tankio (10° Igsteliy viename mililitre) . Reikalingas séjamosios kultlros tirs pasirenkamas atsizvelgiant j
iSmatuotg lgsteliy tankj pries pat tyrima.

7.6. Tiriamyjy koncentracijy pasirinkimas

Atliekama 100 %: 50%: 25%: 12.5%: 6.25% nuoteky skiedimy serija. ISmatuojamos tirpaly pH vertés.
Norint nustatyti nesaglygota vandenilio jony koncentracijos nuoteky toksiSkuma , reikia pasiekti nuoteky pH
verte lygig 8,1+0,2. Jeigu po 72 h Zemiausia nuoteky koncentracija (6,25%) lyginant su kontrole inhibuoja



dumbliy augima virs 50%, sekantis testas atliekamas jau su Zemesnémis nuoteky koncentracijomis.
Sekancioje serijoje aukSciausia nuoteky koncentracija pasirenkama batent ta koncentracija, kuri pirmojoje
serijoje buvo zemiausia iS koncentracijy slopinusiy dumbliy augimg 90-100%.

7.7. Tiriamyjy koncenrtacijy ruoSimas

7.7.1. Bendri reikalavimai

Nuotekos nufiltruojamos per 0,2um filtrus po vakumu. Tiriamieji tirpalai ruoSiami matavimo kolbose
sumaisant atitinkamus nuoteky, mitybinés terpés ( 7.2) ir séjamosios kultdiros (7.5 ) tarius. Visose kolbose
bendras taris turi bati vienodas. Séjamosios kultros j kolbas pridedama tiek, kad tiiamuosiuose tirpaluose
susidaryty pradinis 10 Iasteliy mililitre tankis. | kelias kolbas jpilama tik mitybiné terpé ir séjamoji kultara .
Sie tirpalai tai - testo kontrolé. Paruoiama po 3 kiekvienos koncentracijos pakartojimus ir 6 kontrolés
pakartojimus. Atitinkamai, paruoSiamos kolbutés su kiekvienos tiriamos koncentracijos tirpalais be
séjamosios kultaros, tai nuliniai atskaitos taskai jvertinant dumbliy lasteliy optinj tankj.

7.7.2. Tiriamyjy koncentracijy ruoSimo darby seka:

1 lenteléje nurodytos nuoteky koncentracijos atitinkamos Zymés matavimo kolbose.

Matavimo kolba (200 ml) Nuoteky koncentracija
Co 0%( kontrolé)

C, 100%

C, 50%

Cs 25%

Cs 12,5%

Cs 6,25%

1. Imamos SeSios pazymétos nuo Co iki Cs 200+0,15 ml talpos matavimo kolbos.

C, kolba iki pusés uZpildoma su filtruotomis nuotekomis ir jpilama mytibiniy medziagy : 2 ml 1pradinio tirpalo
bei po 0,2 ml 2; 3 ir 4 pradinio tirpalo. Kolba pabaigiama uzpildyti nuotekomis iki braksnio. Turinys atsargiai
sumaisomas. C; kolboje paruosta 100% nuoteky koncentracija.

] Co,C>,C5,C4,Cs matavimo kolbas jpilama po 100 ml dumbliy mitybinés terpés.

IS C; kolbos perpilama 100 ml tdrinio j C, matavimo kolba. Turinys atsargiai sumaiSomas. C; kolboje
paruosta 50% nuoteky koncentracija.

Atitinkamai ruoSiamos 25%;12,5% ir 6,25% nuoteky koncentracijos:

-100 ml S C; j Cs (25%)

-100 ml i8 Cs | C4 (12,5%)

-100 ml i5 C4 | Cs (6,25%)

IS Cs matavimo kolbos nupilama 100 ml tirpalo, kad tdris visose matavimo kolbose bty vienodas (100 ml).
] visas kolbas pridedamas vienodas dumbliy suspensijos tdris, kad pradiné dumbliy lasteliy koncentracija
kiekvienoje matavimo kolboje baty vienoda, lygi 1*10* Igst/ml.. Tarinys atsargiai sumaiSomas, kad dumbliy
lastelés tolygiai pasiskirstyty kolbose.

Paruosti tiriamieji tirpalai perpilami po 25 ml j kultdry kolbas(6.1) , kurios uzkem3amos su orui pralaidZiais
kamsciais.

8. Inkubavimas

Kultaros kolbos sudedamos j dumbliy auginimo inkubatoriy (5.1 ), kur apSvie€iamos balta Sviesa ir reguliariai
purtomos. Jos inkubuojamos prie 23+ 2°C .

9. Optinio tankio matavimas

Kiekvienoje kultaros kolboje esancio tirpalo optinis tankis matuojamas kas 24 valandos . Matavimui
naudojamos 10 cm (arba 1 cm) optinio kelio kiuvetés, kurios idealiai tinka JENWAY spektrofotometrui (5.2).
Tirpalas i$ kultoros kolbos perpilamas j 10 cm (arba 1 cm) kiuvete. Prie$ optinio tankio matavimus privalo bat
atlikta spektrofotometro nuliné kalibracija. Nuliné kalibracija atliekama su 10 cm (arba 1 cm) optinio kelio
kiuvete, uzpildyta dumbliy mitybine terpe, prie 670nm bangos ilgio. Po to iSmatuojamas kiekvienoje kultaros
kolboje esancio tirpalo optinis tankis. Prie$ jstatant kiuvete su tirpalu j kiuveciy lizda, ji atsargiai vartoma 10s,
kad uztikrinti tolygy dumbliy Igsteliy pasiskirstyma tirpale ir neiSkreipt tirpalo optinio tankio. Optiniai tankiai
lengvai perskaiCiuojami j dumbliy lasteliy skaiciy iS optinio tankio ir dumbliy Igsteliy priklausomybés, kuri
aprasyta kiekvienai dumbliy kultdros serijai individualia formule(3.17) .

10. Kokybés valdymas

Tyrimas nepatikimas kai:

augimo sparta mazesné nei 1,4 d*. O tai reiSkia, kad lasteliy tankis per 72 val. nepadidéjo 67 kartus.
kontrolés variacijos koeficientas (CV) lygus 5% arba didesnis,

kontrolés pH vertés svyravimai tyrimo metu didesni nei 1,5 vieneto.

Jeigu taip atsitinka, reikia tikrinti tyrimo salygas arba keisti dumbliy kultdra.

11. Skaic¢iavimas

11.1.Augimo kreiviy sudarymas

Sudaroma lgsteliy tankio matavimy testuojamoje terpéje priklausomybés nuo matavimo laiko lentelé.
NubraiZzomas kiekvienos tiriamos koncentracijos bei kontrolés vidutinio lasteliy tankio logoritmo
priklausomybés nuo laiko augimo kreivés grafikas. Linijiné Igst. tankio kreivé rodo lgsteliy eksponentinj
augima , o nusistovéjes lgsteliy tankio lygis (plato) rodo, kad kulttira pasieké stacionare faze. Jeigu kontrolé
rodo maZéjantj augimo tempag artéjant prie ekspozicijos pabaigos, tuomet augimo slopinimas
tilamuosiuose tirpaluose gali sutapti su kontrole. O tai, skaiCiuojant rezultatus, iSkreips, sumazins inhibicinj



ju poveikj. Siuo atveju tikslinga atlikti augimo spartos ir augimo slopinimo skaigiavimus pagal paskutinj
kontrolés matavimg eksponentinio augimo periode.
11.2. Augimo sparta
ApskaiCiuojama kiekvienos tiriamos kultaros vidutiné augimo sparta p pagal lygtj:
In xx —In xo

tr —to
t.- matavimo pradZia;
t.- matavimo pabaiga;
Xo- pradinis Igsteliy tankis;
Xc-galutinis Igsteliy tankis;

ApskaiCiuojamas kiekvienos tiriamos koncentracijos augimo slopinimas procentais pagal lygtj:

C i
Uc

l-tiriamos koncentracijos i augimo slopinimo procentas
p-vidutiné tirlamosios koncentracijos i augimo sparta;
Mc-vidutiné kontrolinio tirpalo augimo sparta;
11.3. E.Cx(pvz. ErCy ir E/Cso) nustatymas
Surasomi kiekvienos kultdros kolbos vidutiniai auginimo slopinimai procentais ( Ipi ) pagal atitinkamas
tiiamas koncentracijas j lentele , taSkai atidedami pusiau logoritminéje skaléje. Jeigu tasky iSsibarstymas
didelis, atidedami pakartojimy vidurkiai su atitinkamu standartiniu nuokrypiu. Per tasSkus iS rankos bréZziama
tiesé. I3 Sio grafiko nustatoma E.Cso (50% augimo slopinima atitinkanti tiriamoji koncentracija).
Duomeny pateikimas
E.C. vertés pateikiamos remiantis augimo sparta kaip E.Cy, arba E.Cs, . Batinai nurodomas nustatymui
sugaistas laikas, pvz.E.Cso (0-72 val.). Rezultatas pateikiamas mg/l su dviem reikSminiais skaiciais po
kablelio.
11.5 Duomeny aiskinimas
ErCx vertés yra toksikologiniai duomenys, gauti laboratoriniame eksperimente, atliktame apibréztomis
standartinémis salygomis. Jie parodo potencialy kenksminguma, bet negali bati tiesiogiai naudojami
medZiagos poveikio padariniams nuspéti gamtinéje aplinkoje. AiSkinant ErCx vertes reikia atsizvelgti j
augimo kreiviy forma. Kai kurios Siy kreiviy savybeés (véluojantis augimo intensyveéjimas; geras, bet
nereguliarus pradinis augimas) gali padeti suprasti duotosios toksines medziagos veikimo pobud;.
12.Tyrimo ataskaita
Rezultatai
lasteliy tankis kiekvienoje kulttros kolboje kiekvieno matavimo metu
kiekvienos tiriamos koncentracijos ir kontrolinio miSinio vidutinis lasteliy tankis kiekvieno matavimo metu
augimo kreivés (Igsteliy tankio logoritmas priklausomai nuo laiko)
koncentracijos ir poveikio priklausomybé (slopinimo procentais priklausomybé nuo koncentracijos) ,
pateikiama lenteléje arba grafiSkai
E/.Cx (E/Cy ir ECso ) vertés ir jy nustatymo metodas
kiti pastebéti efektai .
13. Bibliografija
1. LST EN ISO 8692 Vandens kokybé. Gélavandeniy vienalgscCiy Zaliyjy dumbliy augimo slopinimo tyrimas.
2. LST EN ISO 3696 Analizés vanduo. Apibadinimas ir bandymo metodai.
3. Algaltoxkit F™, MIKROBIOTESTS, Belgija.

Vierio FiscHERI SVYTEJIMA SLOPINANCIO POVEIKIO NUSTATYMAS ‘MICROTOX)

1. Taikymo sritis

Nuotekoms;

Vandeniniams ekstraktams ir iSplovoms;

Gélam vandeniui (pavirSiniams arba poZeminiams vandenims) arba sariam ir sirokam vandeniui, ypac
vykdant bakterijy slopinimo poky¢iy monitoringa;

pory vandeniui.

2. Metodo esmeé (principas) - veikimo mechanizmas

Vibrio fischeri kultdros Svytéjimo slopinimas nustatomas darant jkrovos bandymg. Tai daroma kiuveteje
maiSant tam tikrus méginio arba praskiesto méginio tarius ir Svytin€iyjy bakterijy suspensija.

Testo metu liuminiscentiniai organizmai, esantys ,Microtox Acute” Reagente, eksponuojami su tirpaly
pavidalo méginiais ir matuojamas testo mikroorganizmy Svytéjimo intensyvumo padidéjimas arba
sumazéjimas.



Reagento sudétyje yra gyva liuminescentiné bakterija, kuri buvo iSauginta optimaliomis sglygomis, surinkta ir
po to liofilizuota (iSdzZiovinta iS uz3aldytos baklés). Liofilizuota bakterija yra i$ naujo sudrékinama
(Reconstitution solution) tirpalu ir gaunama tinkama naudoti organizmy suspensija.

Bandymo matas — Svytéjimo, iSmatuoto po 15 min ir 30 min, arba pasirinktinai po 5 min, mazéjimas,
atsizvelgiant j pataisos faktoriy (f«), kuris yra kontroliniy méginiy Svytéjimo intensyvumo pokycio per
sgveikos laikg matas. Vandens méginio slopinamasis poveikis nustatytas kaip ECs, verté, darant skiedimy
serija.

Nustatomas skiedimo laipsnis, kuris atitinka < 20 % Svytéjimo slopinimg. Skiedimo ir poveikio santykis,
esant didesnio slopinimo lygiams, gali bati nustatytas grafiSkai arba taikant statistine analize.

3. Tikslumas

Kiekvienoje testo kiuvetéje apytiksliai bina milijonas testo organizmy, kurie suzadinami testuojamu meginiu.
Jvairavimas tarp atskiry organizmy pasidaro statistiSkai nereikSmingas. Sistema matuoja vieng parametrg —
bendrg Sviesos iS visy organizmy iSeigg. Kiekviena Reagento vieno gaminimo jkrova, turinti liofilizuotus testo
organizmus, yra paruoSiama sglygomis, palaikomomis grieZtai kontroliuojamose ribose.

4 TrukdZiai

Netirpios, mazai tirpios arba lakiosios medziagos, arba medziagos, reaguojancios su skiedimo vandeniu
arba su bandymo suspensija, arba pakeiciancios jy blsena vykstant bandymui, gali veikti bandymo
rezultatus arba bloginti jy atkuriamuma.

Gali bati Svytéjimo intensyvumo nuostoliy dél Sviesos absorbcijos arba sklaidymo, jei vanduo labai spalvotas
arba drumstas. Kartais Siuos trukdzius galima kompensuoti, pvz., naudojant absorbcijos pataisai daryti skirtg
dviejy kamery kiuvete (Zr. A prieda).

Kadangi biologinis Svytéjimas vyksta, kai deguonies koncentracija > 0,5 mg/l, méginiuose, turiniuose didel;
deguonies poreikj (ir (arba) maza deguonies koncentracijg), gali bati deguonies trikumas ir tai slopinty
Svytéjima.

Organiniy lengvai suardomy maistiniy medziagy priemaiSy buvimas méginyje (pvz., karbamido, peptono,
mieliy ekstrakto, paprastai = 100 mg/l) gali sukelti nuo terSaly nepriklausoma biologinio Svytéjimo mazéjima.
Didesné kaip 30 g/l NaCl drusky koncentracija pradiniame méginyje arba kity junginiy kiekis, atitinkantis tokj
pat osmolinguma, ir dar druskos pridéjimas darant bandyma gali bati per didelés osmozés reiSkiniy
priezastimi. Jei éminys turi 20 g/l - 50 g/l NaCl ekvivalentinj druskos kiekj, druskos déti nereikia. Galutiné
druskos koncentracija bandomuosiuose méginiuose turi bati ne didesné kaip 35 g/l natrio chlorido tirpalo
osmolingumas.

5. Reagentai ir medZiagos

Turi bati naudojamos pripazintos kokybés analiziSkai grynos cheminés medziagos. Vanduo — antro kokybés
lygio analizés vanduo.

5.1. Bandymo bakterijos -Reagentas

Svytingiyjy bakterijy, priklausanciy rasiai Vibrio fischeri NRRL B-11177, Stamas. Toksiskumo matavimui
naudojamos bakterijy suspensijos ruoSiamos i$ prekyboje esanciy liofilizuoty Reagenty. Microtox Gimaus
toksiSkumo testo Reagentas (Microtox Acute Toxicity Test Reagent) yra specialiai sudarytas bioreaktyvumo
testavimui, pasizymintis jautrumu placiai toksiniy medziagy grupei.

Reagentas yra specialiai atrinkto jariniy bakterijy Vibrio fischeri (anks€iau zinomy kaip Photobacterium
phosphoreum, NRRL numeris B-11177) kamieno liofilizuotas preparatas. Reagento buteliuke yra apytikriai
Simtas milijony testo organizmy.

Saugojimo laiko trukmé yra vieneri metai, esant (- 18)°C — (- 25)°C . Nereikia saugoti Reagento Zemesnéje
negu (- 25)°C temperatdroje. Saugojimas normalaus Saldytuvo temperatiroje Zymiai sumazina galimag
saugojimo laika.

Reagenta reikia naudoti per laiko tarpa nevirSijantj vienos arba dviejy valandy po atgaivinimo
(reconstitution). Reagento jautrumas lieka, i esmeés, nepakites 1 — 2 val po atgaivinimo. Praéjus Siam laikui,
kai kuriy méginiy jautrumas gali Zymiai pasikeisti. Todél, jeigu reagentg reikia vartoti praéjus 90 min arba
daugiau, jo veiklumas turi bati periodiSkai tikrinamas standartu, tokiu kaip fenolis, kad baty galima jvertinti
jautrumo kitima. Bakterijos pradeda Svytéti i$§ karto atgavusios vandenj ir yra tinkamos naudoti bandyme.
5.2 Natrio chlorido tirpalas - Skiediklis

Skiediklis - specialiai paruostas netoksiSkas 2% Natrio chlorido (NaCl) tirpalas, vartojamas praskiesti
méginiui ir reagentui. Jarinei bakterijai, esanciai Reagente, reikia osmotinés apsaugos, kuri yra pasiekiama
2% Natrio chlorido tirpalu. Saugojimo laiko trukmé - vieni metai, jei laikomas kambario temperataroje.

20 g natrio chlorido (NaCl) iStirpinkite vandenyije ir praskieskite iki 1 | antro kokybés lygio analizés vandeniu.
5.3. Natrio hidroksido tirpalas, c(NaOH) = 1 mol/l

5.4 Vandenilio chlorido ragsties tirpalas, c(HCI) = 1 mol/l

PASTABA - pH reguliuoti gali bati reikalingos didesnés arba maZesnés koncentracijos ragstys arba Sarmai.
5.5 Tirpalas liofilizuotoms bakterijoms laikyti

- 20,0 g natrio chlorido (NacCl)

- 2,035 g magnio chlorido heksahidrato (MgCl, x 6H,0)

- 0,30 g kalio chlorido (KCI)

IStirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 | vandeniu. Tirpalg galima laikyti Saldiklyje esant -20 °C.

5.6. Atgaivinimo tirpalas (Reconstitution solution)



Atgaivinimo tirpalas - specialiai paruostas, netoksiSkas, ultra Svarus vanduo (ultra pure water). Jo saugojimo
trukmé yra vieni metai, jei laikomas kambario temperatiroje.
5.7. OAS —tirpalas osmotiniam slégiui pasiekti (Osmotic Adjusting Solution)
OAS - specialiai paruoStas netoksiSkas 22 % Natrio chlorido (NaCl) tirpalas, skirtas méginio osmotiniam
slégiui privesti mazdaug iki 2% Natrio chlorido.
Prireikus pasiekti méginio osmotinj slégj, pridedama viena dalis OAS j 10 daliy méginio:
( X ml méginio x 0,1 = ml OAS), pvz., 2,5ml meginio x 0,1 = 0,25 ml OAS

Méginio osmotinis slégis taip pat gali bati pasiekiamas, pridedant sauso auk3ciausio grynumo laipsnio NaCl.
Saugojimo laiko trukmé — vieni metai kambario temperaturoje.
5.8 Etaloninés medZiagos
- Cinko sulfato heptahidratas (ZnSO, x 7H,0)
- 3,5-dichlorfenolis (CsH4OCI,)
6. Aparatira
6.1. Microtox analizatorius 500 - matavimo celés temperatira 15 °C = 1 °C, bandomyjy méginiy blokas,
uztikrinantis 15 °C £ 1 °C temperatira; celé pradinei suspensijai laikyti esant 3 °C + 3 °C temperatdrai;
6.2. Saldytuvas “Electrolux’— (4 +2)° C; (-20 £ 2)° C;
6.3 Kiuvetés pagamintos iS chemiskai inertinés medziagos, pritaikytos microtox 500 analizatoriui. Kiuvetés
naudojamos supilti meéginius, kontrolinius tirpalus ir Reagentg testavimo metu. Jos yra netoksiskos ir
vienkartinés. Panaudotos kiuvetés negali bati patikimai iSplautos pakartotiniam naudojimui. Plovikliy liekanos
arba méginio priemaisos trukdo sekanciam testavimui. Trukdymo nuo uzterStumo rizika yra nepriimtinai
didele.
6.4 pH-metras “InoLab 17, tikslumas (0-14) pH +0,01 pH.
6.5. Chronometras.
6.6 Stamoklinés pipetées
Testavimo protokolai reikalauja pakartotino tikslaus (preciziSko) mazy kiekiy skysciy pernesimo, tokiy mazy
kaip 10 pl. Tam naudojamos stimoklinés pipetes:

2 + 20 ul — reguliuojamo tario stimoklinés pipetés;

20 + 200 pl - reguliuojamo tario stumoklinés pipetes;

100 + 1000 pl - reguliuojamo stimoklinés pipetés;

1 +5 ml - reguliuojamo tdrio stdmoklinés pipetés.
6.7 Saldomoji Centrifuga , Eppendorf 5804 R*, 12000 aps/min.
6.9. Vakuminés filtracijos jrenginys: siurblys ,, SUE 300Q “, slégis 31 mBar. Filtry laikiklis su gnybtu.
6.10. Konduktometras Portamess Cond 911.
6.11. Analytinés svarstyklés ,, KERN 770-14 , , svérimo tikslumas- 0,0001 g.
6.12. Saldytuvas-inkubatorius “FIOCCHETTI", tirpaly laikymui prie (15+1)°C.
7. Méginiy rinkimas ir paruosSimas
7.1. Méginiy émimas
Naudojami nauji, gerai iSplauti borosilikatinio stiklo indeliai (nuo 30 iki 250 ml) su uzsukamais dangteliais.
Indelj reikia uzpildyti pilnai iki virSaus, nepaliekant oro erdvés.
Visiskas indelio uzpildymas leidZia tirpale iSlaikyti lakias medZziagas.
7.2. Méginiy saugojimas
Méginius reikia testuoti, jei jmanoma, kaip galima greiCiau po surinkimo, kadangi méginio toksiSkumas laikui
bégant gali kisti, taigi geriausia testuoti per 1 — 2 val po méginio paémimo (surinkimo), bet tai ne visada
jmanoma.
Jei testavimg tenka atidéti, méginiai saugomi normalioje Saldytuvo temperatdroje ir atSaldytg meginj testuoti
ne véliau 48 val po surinkimo.Esant reikalui méginiai iki tyrimo gali bati saugomi prie (-20)° C, bet ne ilgiau
kaip 2 savaites.
7.3. Drumstas meéginys
Jei méginys yra drumstas, ir tai nepageidautina, méginys centrifuguojamas, tinkamai parinkus greitj ir
trakme, kad baty paSalintas drumstumas (priklausomai nuo drumstumo prigimties).
Drumstumas yra nepageidautinas, jei nereikalaujama nustatyti drumstosios medziagos toksiSkumo. Jei
pageidautina nustatyti drumstuma sukeliancios medziagos toksiSkumag, méginys necentrifuguojamas. Jei
méginys yra labai drumstas, kad baty galima vykdyti Pagrindinj testg (Basic test), naudojama StandzZios
fazés testo (Solid phase Test) programa
7.4. Méginio pH
ISmatuojamas ir uzraSomas meginio pH, kaip dalis informacijos apie megin;.
Bakterinis Reagentas yra jautrus pH dydziui. Tarp 6,0 ir 8,0 pH jtaka yra minimali. Jei pH yra aukStesnis uz
8,0 arba Zemesnis negu 6,0 ir méginys turi buferine talpa, efektas gali bati nepageidautinas.
PAVYZDYS: distiliuotas vanduo, kurio pH privedamas HCI iki pH 5,0, neturi pH poveikio, kadangi neturi
pakankamai vandenilio jony tam, kad paveikty Reagento pH. Kitas tokio pat pH 5,0 tirpalo pavyzdys gali
parodyti Zymy tirpalo toksiSkuma, jei jis turi buferinés talpos.
Jeigu méginio pH yra Zemesnis uz 6,0 arba aukStesnis uz 8,0 , ir pH reikia privesti, pH privedamas kaip
parodyta Zemiau.
Privedimas yra reikalingas jei norime iSvengti pH toksinés jtakos.



Jei pH yra Zemiau 6.0, pH privedamas iki 6,0 su NaOH. Jei pertitruojamas, meéginys iSmetamas ir ruoSiamas
i$ naujo.
Jei pH yra auksc&iau 8.0, privedamas iki 8,0 su HCI. Jei pertitruojamas, meéginys iSmetamas ir ruoSiamas i
nauijo.
Jei méginio pH yra Zemiau 6,0, méginio titravimas iki pH auk$&iau uz 6,0 gali sukelti nuosedy susidaryma, ir
tai gali pakeisti stebimajj toksiSkuma.
Jei meéginio pH yra aukSciau uz 8,0, méginio titravimas iki pH Zemiau uz 8,0 gali sukelti nuosédy
susidaryma, ir tai pakeiCia stebimajj toksiSkuma.
Jei meéginys yra pertitruojamas, atgalinis titravimas susidariusiy nuosédy gali neiStirpinti.
Jei méginio buferiné talpa didelé, naudojama 5 N ragstis arba bazeé, kad baty minimalus méginio
praskiedimas (tario padidéjimas).
Jei meéginio buferiné talpa silpna — naudojama 0,5 N rygsties arba bazés tirpalai.
8. Standartas
8.1 Standarto paskirtis
Standarto (pamatinio arba lyginamojo) toksikanto, kurio testavimo rezultatai yra gerai apibadinti, testavimas
patvirtina testavimo Protokolo zZinojima ir patikrina visos testavimo sistemos (pav. t.y, analizatoriaus,
Reagento, Skiediklio; Atgaivinimo tirpalo) veiksminguma.
3 — Bazinis Testavimo Protokolas yra geriausia procedira Standarty testavimui, kadangi ji uztikrina
auksciausiag patikimumo lygj, tiksluma, lankstuma. Testuojant ,Standartg” niekada neiSvedamas |Cso duomuo
ekstrapoliuojant, o visada testas kartojamas naudojant tinkamus ,standarto ,, praskiedimus.
8.2. Fenolio standartas
Fenolio ICsosmn = nuo 13 iki 26 mg/l
Atsverti ~ 50 mg (0,050 g) kristalinio fenolio, (tai pagal standartg ,Cheminé analizé" reiSkia, kad atsverti
tiksliai, bet ne batinai apvaliai 50 mg)) suberti j 500 ml tamsaus stiklo matavimo kolbg. Tiksliai méginio (t.y
fenolio) koncentracija paskaiCiuoti i$ atsverto kiekio.
|pilti skiediklio iki 500 ml Zymos;
Uzkimsti kolbag ir gerai iSmaisyti, vartant kolba,;
Pazymeéti kolba ir saugoti normalaus Saldytuvo temperattroje (2 — 8)°C.
Fenolio Standartas tinkamas 3 — 4 meénesius, jei saugomas tokiu badu.
PASTABA: Jeigu néra tamsaus stiklo matavimo kolbos, visa matavimo kolba turi bati apvyniota aliuminio
folija tam, kad FENOLIO STANDARTAS bty apsaugotas nuo Sviesos.
8.3. Cinko sulfato standartas

ICs015min - ZNSO4 X 7 H,O = nuo 3 iki 10 mg/l,

ICs015min - ZN™ = nuo 0.6 iki 2.2 mg/l.
Atsverti ~ 50 mg (0,050 g) ZnSO, x 7 H.0O ir kiekybiSkai suberti | 500 ml matavimo kolba. Tiksliai
koncentracijg paskaiciuoti iS atsverto kiekio.
|pilti skiediklio iki 500 ml zymos;
UZkimsti kolbg ir gerai iSmaiSyti vartant kolba;
Pazyméti kolbg ir saugoti normalaus Saldytuvo temperattroje (2 — 8)°C.
Cinko Sulfato Standartas tinkamas vartoti 3 — 4 ménesius, jei saugomas tokiu badu.
PASTABA Jeigu néra tamsaus stiklo matavimo kolbos, visa matavimo kolba turi bati apvyniota aliuminio
folija tam, kad CINKO SULFATO STANDARTAS bty apsaugotas nuo Sviesos.
9. Proceddara
Uminio toksiSkumo nustatymas taikant Microtox® toksiskumo testavimo sistemos (Microtox 500
analizatorius), procedirg (G 2 — G 32), atitinkanCig LST EN ISO 11348-3. Vandens kokybé. Vibrio fischeri
Svytéjima slopinancio vandensméginiy poveikio nustatymas (Svytinciyjy bakterijy tyrimas). 3 dalis. Metodas,
naudojant sublimuotas bakterijas.
9.1 Pradinés suspensijos ruosimas
9.1.1 Pradiniai paruoSiamieji darbai
Paruoskite méginius pagal 7.
Paruoskite reikiama atskiesty tirpaly serija (lentelé):
lentelé. Atskiesty tirpaly serijy ruoSimas. Bandymo ir kontroliniy jkrovy sudétis

Skiedimas Skiedimo laipsnis D |Vandens méginys |Skiedimo vanduo Pradiné
suspensija
pl pl pl
1j1,25 1 800 - 200
1j2 2 500 - 500
1j3 3 333,3 166,7 500
1j4 4 250 250 500
1j6 6 166,7 333,3 500
18 8 125 375 500
1j12 12 83,3 416,7 500
1j16 16 62,5 437,5 500
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1j24 24 41,7 458,3 500
1j32 32 31,3 468,7 500
Kontrolinés jkrovos

kaiD=1 - 800 200
kaiD=2 - 500 500

Maziausia D verté, kuriai slopinamasis poveikis H; yra < 20 %, yra vadinama LID.

NaCl tirpala (5.2) kontroliniams méginiams laikykite esant 15 °C £ 1 °C.

ISimkite liofilizuotos kultdros buteliuka iS -20 °C Saldiklio prie$ pat jos atstatymg vandenyje. Atstatymui 1 ml
atgaivinimo tirpalo .

Supilkite visg §j atSaldyto vandens tdrj j buteliukg su liofilizuotomis bakterijomis, taip maziau pakenksite
lasteléms vykstant pakartotinai hidratacijai.

Kadangi yra svarbu greitai jpilti vandenj, kad bakterijos galéty staigiai gauti vandens, nenaudokite pipetés.
Tikslus vandens taris neturi reikSmés.

Si atstatyty Svytin€iyjy bakterijy suspensija naudojama kaip pradiné suspensija; ji turi bati laikoma pradinés
suspensijos laikymo celéje (microtox 500 analizatorius), kurioje palaikoma 3 °C + 3 °C temperatudra. Pradiné
suspensija gali bati naudojama bandymams tol, kol ji atitinka tinkamumo kriterijus. Pakartotinai atSaldytos ir
i5 naujo hidratuotos bakterijos gali bati naudojamos tik parengiamiesiems bandymams.

Palauke bent 5 min, i§ pradinés suspensijos ruoskite bandomasias suspensijas.

9.1.2. Bandymo suspensijos

] 500 pl tirpalo (5.5), jpilto j kiuvetes, laikomas esant 15 °C £ 1 °C (Microtox 500 analizatorius), jpilkite
pradinés suspensijos 10 pl alikvotines dalis tokiais laiko tarpais, kokiais tai darysite véliau matuodami
intensyvuma. MiSinius maisykite, purtydami ranka.

9.2. Bandymo eiga

Bandymo eiga pagal Microtox® toksiSkumo testavimo sistemos (Microtox 500 analizatorius) programa —
Software MicrotoxOmni™ for Windows 95/98/NT, naudojant procedirg (G.2 — G.32).

Rekomenduojama, kad dirbant su nezinomais meginiais, jprastai, bty imami 5 ir 15 minuciy (o gal ir 30 min)
duomenys. Taikant Microtox® toksiSkumo testavimo sistemos (Microtox 500 analizatorius), procedirg (G.2 —
G.32) imami 30 min. duomenys.

Programiné jranga gali automatiskai apdoroti duomenis, gaunamus, jei Jus esate pasirinke, tiek i$ vieno, tiek
dviejy, tiek trijy laiko tasky.

Kiekvienam testui batina Reagento kontrolé ir atliekama lygiagreciai su testu. Sviesos lygis, normaliai, laikui
bégant kinta dél kity priezas€iy, negu meginio bioreaktyvumas.

Reagento kontrolés naudojimas leidZia dirbanciajam kompensuoti kai kuriuos i$ ty kintamy dydziy, kurie
sumazina duomenis.

Visuose Pagrindinio testo procediry variantuose, visy testo kiuveciy atsakai yra normalizuojami kontrolinio
testo atsako atzvilgiu, ir tai kompensuoja paklaidas iki 20 %, kurios gaunamos pipete jpilant 10 pl Reagento.
10 Jvertinimas

PASTABA. Naudojama programine jranga visus duomenis apdoroja automatiskai

10.1  Slopinamasis poveikis SvytinCiosioms bakterijoms

Pagal iSmatuotg Svytéjimo intensyvuma apskaiciuokite pataisos faktoriy (fi. verte), taikydami 1 lygtj. Sis
faktorius skirtas visoms bandomuyjy éminiy pradinéms I, vertéms pataisyti pries tai, kaip jas bty galima
naudoti kaip etalonines vertes nuo vandens priklausan€iam Svytéjimo sumazéjimui nustatyti.

fie = hdllo (t =5 min, 15 min, 30 min) (1)
fie — pataisos faktorius saveikos trukmei 5 min, 15 min arba 30 min;

It — kontrolinio éminio Svytéjimo intensyvumas po 15 min arba 30 min sgveikos, santykiniais Svytéjimo
vienetais;

Io — kontrolinio éminio suspensijos Svytéjimo intensyvumas pries pat skiediklio (5.2) jpylima,

santykiniais Svytejimo vienetais.
Suvidurkinkite kontroliniy éminiy fi vertes.
ApskaiCiuokite /., taikydami 2 lygtj:

lae=1o % fkt --(2)
f. - feviduting verte;
lo (zr. 1 lygtj);
let — pataisytoji I, verté bandomojo éminio kiuvetéms prie$ pat bandomojo éminio pridéjima.
ApskaicCiuokite bandomojo éminio slopinamajj poveikj, taikydami 3 lygtj:

lelct - ITt/ Ict x 100 (3)
H: — bandomojo éminio slopinamasis poveikis po 15 min arba 30 min sgveikos, %;
et — (2r. 2 lygt));
I7e — bandomojo éminio Svytéjimo intensyvumas po 15 min arba 30 min sgveikos, santykiniais Svytéjimo
vienetais.

Apskaiciuokite slopinamojo poveikio vidurkj H; kiekvienam skiedimo laipsniui, %.
Apskaiciuokite lygiagreciujy H; nustatymy nuokrypj nuo atitinkamo lygiagre€iyjy éminiy vidurkio ir kaip
kontroliniy éminiy vidurkio procentine dal].



Koncentracijos ir poveikio santykiui jvertinti kiekvienam skiedimo laipsniui gaukite gama verte, taikydami 4
lygtj:

I = Ht/ 100 — H, (4)
I — bandomojo éminio gama verté po 15 min arba 30 min sgveikos;
H, —H,vidurkis (Zr. 3 lygtj).
PASTABA Kai tam tikroms bandomosioms koncentracijoms gaunamos 0 % arba 100 % biologinio

Svytéjimo vertés, gama verté negali bati apskaiCiuota. Taigi koncentracijos ir poveikio santykiui apskaiciuoti
paprastai naudojamos tik 10 % - 90 % intervalo H; vertés.

10.2  EC verCiy nustatymas

Apskaiciuokite koncentracijos ir poveikio santykj kiekvienai sgveikos trukmei, taikydami standartine tiesinés
regresijos analize. Koncentracijos ir poveikio santykis esant tam tikrai sgveikos trukmei daZnai gali bati
apraSytas Sia tieseés lygtimi 5:

|gCt =bx |g/_t + Iga (5)
I — [2r. 4 lygtj];

b — aprasytosios tieseés krypties koeficiento verte;

lga — aprasytosios tiesés atkarpos ordinaciy aSyje verté.

Taikydami standartine maziausiy kvadraty statistika, apskaiCiuokite ECy ir ECs vertes, esant atitinkamiems
pasikliovimo réZiams, pagal kuria:
Ci= EC2011, kai ,_z = 0,25,
Ci= EC5oyt, kai I_[ = 1,00
Jei verciy pory intervalo negalima aproksimuoti tiese, EC vertés gali bati jvertintos grafiskai, naudojant
dvigubg logaritmine koordinaciy sistema.
11 Tinkamumo kriterijai
Bandymas yra tinkamas, jei
- fe verté yra 0,6 - 1,8 intervale, esant 30 min inkubavimo trukmei;
- lygiagreciyjy nustatymy nuokrypis nuo vidutinés vertés yra ne didesnis kaip 3 %. Tai galioja kontroliniams ir
bandomiesiems éminiams, kurie naudojami LID vertei arba EC,0/ECs, vertéms nustatyti;
- trys etaloninés medziagos (5.6) po 30 min sgveikos sukelia 20 % - 80 % slopinima, esant Sioms
koncentracijos vertéms (tirpalai ne neutralizuoti, tikrinkite atskirai):

3,4 mgl/l 3,5-dichlorfenolis

2,2 mg/l Zn* (kaip cinko sulfato heptahidratas)

18,7 mg/l Cr®*  (kaip kalio dichromatas).
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