ALGALTOXKIT F

Procedura testu



PRZYGOTOWANIE
STANDARDOWEJ POZYWKI

- KOLBKA MIAROWA (1 litr)

- FIOLKI Z ROZTWORAMI POZYWEK
A (2 fiolki), B, C, D

- DESTYLOWANA (lub dejonizowana)
WODA



PRZENIESC 10 ML Z JEDNEJ Z DWOCH
FIOLEK OZNACZONYCH

‘NUTRIENT STOCK A”

DO + 800 ML WODY DESTYLOWANEJ
W 1 LITROWEJ KOLBCE MIAROWEJ



PRZENIESC 1 ML Z FIOLEK
B,C | DDO 1LITROWEJ
KOLBKI MIAROWEJ




A

- UZUPEENIC KOLBKE WODA
DEJONIZOWANA DO LINII 1 LITR

- ZATKAC KOLBKE | WSTRZASAC
DOKLADNIE W CELU UZYSKANIA
JEDNORODNEJ ZAWARTOSCI

- NAPOWIETRZAC POZYWKE
PRZEZ CO NAJMNIEJ 30 MINUT



WYREGULOWAC pH
(jesli potrzeba)

DO 8,1+0,2
(uzywajgc 1 M HCI
lub 1 M NaOH)
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UWALNIANIE GLONOW

Z JEDNEJ PROBOWKI ZE Zt OZAMI GLONOW WYLAC POZYWKE DO PRZECHOWYWANIA,
UWAZAJAC, ABY NIE UTRACIC JAKIEGOKOLWIEK ZtOZA PRZY TEJ OPERACJI
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OTEORZYC FIOLKE OZNACZONA ,MATRIX DISSOLVING MEDIUM” | DODAC 5 ML ROZTWORU
UWALNIAJACEGO GLONY DO PROBOWKI ZE Zt OZAMI GLONOW



38

ZATKAC PROBOWKE KORKIEM | WSTRZASAC PROBOWKE NA VORTEX-IE,
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KONTYNUOWAC WSTRZASANIE, AZ Zt OZA ZOSTANA CALKOWICIE ROZPUSZCZONE | GLONY
ZOSTANA UWOLNIONE



WIROWAC PROBOWKE PRZEZ 10 MINUT PRZY 3000 OBR/MIN
W STANDADOWEJ WIROWCE LABORATORYJNEJ
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OSTROZNIE WYLAC SUPERNATANT Z PROBOWKI
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- DODAC 10 ML WODY DESTYLOWANEJ DO PROBOWKI
- ZATKAC | WSTRZASAC PROBOWKE, AZ DO UZYSKANIA
JEDNORODNEJ ZAWIESINY GLONOW
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WIROWAC PROBOWKE PONOWNIE 3000 OBR/MIN PRZEZ 10 MINUT
| WYLAC SUPERNATANT
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- DODAC 10 ML POZYWKI
DO PROBOWKI

- ZATKAC | WSTRZASAC PROBOWKE,
AZ DO UZYSKANIA JEDNORODNEJ
ZAWIESINY GLONOW




PRZYGOTOWANIE SKONCENTROWANEJ ZAWIESINY GLONOW

PRZENIESC ZAWIESINE GLONOW Z PROBOWKI DO KOLBKI MIAROWEJ 25 ML
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- DODAC POZYWKE DO LINII 25 ML W KOLBCE
- ZATKAC KOLBKE | WSTRZASAC W CELU UZYSKANIA JEDNORODNEJ ZAWIESINY
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- PRZENIESC 25 ML POZYWKI DO DLUGIEJ KUWETY KALIBRUJACEJ
| ZAMKNAG JA POKRYWKA

- UMIESCIC KUWETE W UCHWYCIE SPEKTROFOTOMETRU



WYKALIBROWAC ZERO W INSTRUMENCIE PRZY DLUGOSCI FALI 670 NM
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PRZENIESC 25 ML ZAWIESINY GLONOW DO KUWETY ,KOMORKI GLONOW”
OZNACZONEJ ,ALGAL STOCK CELL”



ZAMKNAC POKRYWKE KUWETY | WSTRZASAC W
CELU ROWNOMIERNEJ DYSTRYBUCJI GLONOW



rophotometer
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UMIESCIC KUWETE ,KOMORKI GLONOW” W UCHWYCIE SPEKTROFOTOMETRU
| ODCZYTAC GESTOSC OPTYCZNA (OD1) PO 10 SEKUNDACH
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- PRZYGOTOWAC KARTE OD/N

(gestosc¢ optycznalliczba komorek)

- PRZY POMOCY FORMULY REGRESJI OBLICZYC LICZBE KOMOREK GLONOW N1
ODPOWIADAJACA ZMIERZONEJ GESTOSCI OPTYCZNEJ OD1 W ZAWIESINIE GLONOW

- Z WARTOSCIA N2 = 1.106 GLONOW/ML, OBLICZYC Z DZIALANIA N1/N2 WSPOLCZYNNIK
ROZCIENCZENIA POTRZEBNY DO UZYSKANIA WARTOSCI OD2 (odpowiadajgcej 1.106 glonéw/ml)
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PRZELAC 25 ML ZAWIESINY
GLONOW Z KUWETY DO
KOLBKI 100 ML FLASK




DODAC OBLICZONA OBJETOSC POZYWKI DO KOLBKI, ABY UZYSKAC
ZAWIESINE 1.108 KOMOREK GLONOW / ML
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PRZYGOTOWANIE
ROZCIENCZEN SUBSTANCJI
TOKSYCZNEJ

PRZYGOTOWAC SZESC 200 ML
KALIBROWANYCH KOLBEK |
OZNAKOWAC JE OD C0 DO C5
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W CELU WYELIMINOWANIA
METNOSCI, PROBKA MUSI
ZOSTAC PRZEFILTROWANA
PRZED ROZPOCZECIEM TESTU

(np. na filtrze

membranowym 0.45 um),
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DODAC 100 ML POZYWKI DO 200 ML KOLBEK C0, C2, C3,C4 | C5



28

NAPELNIC KOLBKE C1
DO LINII 200 ML
PRZEFILTROWANA PROBKA
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- DODAC 2 ML Z FIOLKI “NUTRIENT STOCK SOLUTIONA” | 0.2 ML ROZTWORU POZYWKI
B,C | DDO KOLBKI C1
- ZATKAC KOLBKE | WSTRZASAC W CELU WYMIESZANIA ZAWARTOSCI
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- PRZELAC 100 ML PROBKI Z KOLBKI C1 DO MIAROWEGO CYLINDRA
| PRZENIESC TA OBJETOSC DO KOLBKI C2 W CELU PRZYGOTOWANIA PIERWSZEGO
ROZCIENCZENIA 1:1

- ZATKAC KOLBKE C2 | WSTRZASAC W CELU HOMOGENIZACJI ZAWARTOSCI
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POWTARZAC POPRZEDNIA
PROCEDURE ROZCIENCZEN
Z KOLEJNYMI KOLBKAMI

(t.j. 200 ml z C2 do C3, itd.)
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ODRZUCIC 100 ML
ROZTWORU Z KOLBKI C5
ABY POZOSTAWIC 100 ML
ROZTWORU W KAZDEJ
KOLBCE



- PRZYGOTOWAC KOLBKE ZAWIERAJACA 1.108/ML ZAWIESINY GLONOW
| WSTRZASNAC DELIKATNIE

- DODAC 1 ML ZAWIESINY GLONOW DO KAZDEJ Z 6 KOLBEK OD C0 DO C5, W CELU
UZYSKANIA WSTEPNEGO STEZENIA GLONOW 1.10* KOMOREK/ML W KAZDEJ KOLBCE
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PRZENOSZENIE
ROZTWOROW
GLONY-
SUBSTANCJA
TOKSYCZNA DO
KUWET TESTOWYCH



- OZNAKOWAC WSZYSTKIE KUWETY NA POKRYWKACH (3 powtérzenia dla kazdego rozcienczenia)

- PO DOKEADNYM WSTRZASNIECIU, PRZENIESC 25 ML MIESZANINY GLONY-SUBSTANCJA
TOKSYCZNA KAZDEGO ROZCIENCZENIA, Z KAZDEJ KOLBKI DO MIAROWEGO CYLINDRA, W
CELU DALSZEGO PRZENIESIENIA DO ODPOWIEDNICH KUWET (3 rozcienczenia dla kazdego

rozcienczenia)



- USTAWIC KUWETY W UCHWYCIE W PRZYPADKOWEJ KOLEJNOSCI

- NIEZNACZNIE PODNIESC POKRYWKI KUWET Z JEDNEJ STRONY | WSUNAC
PLASTIKOWY PASEK POMIEDZY KUWETY | POKRYWKI
ABY POZOSTAWIC MALA SZCZELINE W CZASIE INKUBACJI
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INKUBOWAC UCHWYT Z KUWETAMI PRZEZ 72h W INKUBATORZE, W 23°C + 2 °C,
Z CIAGLYM OSWIETLENIEM:

- OSWIETLENIE BOCZNE = 10000 LUX
LUB
- OSWIETLENIE OD SPODU = 3000-4000 LUX



OBLICZANIE WYNIKU

GESTOSC OPTYCZNA OD ZAWIESINY GLONOW POWINNA BYC MIERZONA CODZIENNIE
PRZEZ 3 DNI TRWANIA TESTU, TJ. PO 24h, 48h | 72h EKSPOZYCJI NA DZIALANIE SUBSTANCJI
TOKSYCZNEJ
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WYKALIBROWAC ZERO W
SPEKTROFOTOMETRZE PRZED
CODZIENNYM POMIAREM GESTOSCI
OPTYCZNEJ OD W KUWETACH



TUZ PRZED POMIAREM GESTOSCI OPTYCZNEJ OD, ZAMKNAC KUWETE,
OBROCIC JA DO GORY DNEM | DELIKATNIE WSTRZASNAC W CELU ROWNOMIERNEGO
ROZPROWADZENIA GLONOW



- ZAPISYWAC CODZIENNE WYNIKI OD DLA KAZDEJ KUWETY W KARCIE WYNIKU

- WYKONAC OBLICZENIA WYKOZYSTUJAC ODPOWIEDNI PROGRAM



