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Abstract

The dgd bioassay, performed by udng mono-cdls dgee is a reiable index capable of
providing for answers ussful for the environmental monitoring activities, for the impact
previson of the civil sewage or for the estimation of the recovering degree as a consequence
of aprevious dteration.

Algee represent fundamental components of water ecosystems. in fact they are on the bads of
the grazing organisms and producing oxygen, by means the photosynthetic process, contribute
to the auto-clearing of rivers, lakes and coastd water that occurs through severad oxidation
Processes.

The dgd essay andyzes the toxic effect of a chemicd substance that can cause a patid or
globd inhibition of the medium growth on different generations of an dgd clone. The method
is dmply based on the comparison between the growth of an agd population in a norma
medium (control), and the growth of an agd population of the same species located in a
culturd medium with increasing toxic concentrations of the compound in andyss. The effect
of the toxic species (growth inhibition) is evaduated on the bass of the growth of the not-toxic
medium and is reported in terms of inhibition percentage of the growth. This parameter is to
be used for cdculating EC50 defined, in generd, as the molar concentration of an agoni<,
which produces 50% of the maximum possible response for that agonist.

The difficulty in peforming some test typologies as wdl as dandardisng by Internationd
Bodies, has led to the research and the development of aternative methodologies that result in
dternative and chegper technologies. From this point of view, the Laboratory for Biologica
Research in Aquatic Pollution, has developed a rgpid dgd inhibition bioassay, the
ALGATOXKIT.

The ALGATOXKIT makes use of microdgae which are immobilized, as dgd beads in a
goecid mdrix in which they can survive for severd months without losng their vigbility. The
dgee ae activated on demand prior to performance of the toxicity test. This precludes the
necessty of maintaning agad medium in an exponentid growth phase as expected by classc
method.

The parameter used to evauate the dgd growth inhibition is the agd suspenson absorbance
at 670 nm (peak of chlorophyll absorbance). The ALGATOXKIT makes use of a new type of



test vids, which are long cdls with a 10 cm path length and can contain 25 mL agee toxicant
volume. These cdlls can be used as tank for sample incubation too.

To test the ALGATOXKIT reiability and senshility, the Laboratory for Biologicad Research
in Aquatic Pollution, has proposed an internationa intercadibration exercise . Laboratories
which have taken place to this exercise, 35 as a whole, have received the ALGATOXKIT, and
the test has been redized by the use of K2Cr207, as described in the manud. In this case, in the
APAT laboratory has been executed the comparison between ALGATOXKIT and 1SO
8692:2004 too. It has been peformed trying to minimize the difference between the two
goplied methods. it has been used the same toxic concentrations and the samples have been
prepared inthe cells.

Cdl dendty data have been trested to cdculate the specific growth rate and the inhibition
growth percentage. These vaues have been compared with another data set coming from a
previous Smilar experiment conducted in APAT laboratories.

The use of cdls as tanks where to prepare samples doesn't gppear a reliable system for this
bicassay. In fact the high pH variabdility, which has never been found ealier in sSmilar
experiments, is to indicate that the aeration B not enough good to ensure a right leve of CO,
in cdls. More over, there is a plenty varidion in the same sample replicates, as shown by the
standard deviation caculated. This seems to be due to the cdl postion in the incubator and to
the consequent light exposition difference.

Although ALGATOXKIT makes more ragpid the sample readings a the spectrophotomer, the
use of flasks seems preferable for sample preparation.

The EC50 caculation for 1ISO 2006 has resulted impossible to evauate because the inhibition
growth percentage has been too low, just 20%. For the ALGATOKIT, the EC50 vaue is 0,79.
Als0 in this case it is to be underlined that anyway the maximum inhibition growth percentage
achieved has been 55% and this means that the EC50 vaue calculated is not to be considered
religble.

EC50 vaue for K,Cr,Oy, as provided by 1SO 8692:2004, is 1,19. It has been caculated in
experiments conducted by internationa laboratories and are useful as comparison data to test
the reliability of results coming from the application of 1SO protocal.

It can be affirmed that the toxic concentration tested were thought just to redize
ALGATOXKIT comparison more than evauate a relation with other standardised methods.



Prefazione

Il saggio dgde, eseguito con dghe verdi monocdlulari, € un vdido indice cgpace di fornire
rigposte utili ndl'ativita di  monitoraggio ambientade, nela previsone ddl'impatto s
recettori da parte degli scarichi idrici o ancora, ndla stima dd grado di recupero a seguito di
una aterazione pregressa.

Le dghe rappresentano una componente fondamentale degli ecosstemi acquatici: esse sono
dla bae ddl'dimentazione degli organismi consumatori e grazie dl’ossgeno, prodotto
mediante il processo fotodntetico, contribuiscono  dl’attivita  autopurificatrice del cors
d acqua, del laghi e ddlle acque cogtiere che avviene attraverso vari process di ossdazione.

Il ssggio dgde dudia I'effetto tossco di una sostanza chimica che pud causare una inibizione
pazide o totale ddla crescita di una coltura sulle diverse generazioni di un clone dgde. |l
metodo S basa semplicemente sul confronto tra la crescita di una popolazione di dghe in un
mezzo colturde normde, che funge da controllo, e quela di popolazioni dela stessa specie
poste in mezzo colturade con concentrazioni crescenti del composto tossico in esame. L'effetto
dd tossco (l'inibizione dela crescita) viene vautato in riferimento dla crescita ddla coltura
di controllo ed espresso come percentude di inibizione dela crexita stessa Tale dato
permette la stima del parametro ECs0 definito in generde come la concentrazione mediana
efficacein rdazione dla quale 9 osserva un determinato effetto sul 50% della popolazione

La difficolta di effettuare dcune tipologie di test cos come dandardizzati da Organismi
internaziondi, ha spinto verso la ricerca e lo sviluppo di metodiche dternative piu facilmente
eseguibili e a costi minori. In tae ofttica, presso I'Universita de Belgio (Ghent), il Laboratorio
per la Ricerca Biologica ndl’Inquinamento Acquatico ha sviluppato un saggio rapido per la
simadelainibizione ddlacrescitaagde, il saggio di tosscita ALGATOXKIT.

L’ALGATOXKIT utilizza microdghe che sono immobilizzate, sotto forma di  “paling’
(“dgd beads’) in una matrice particolare in cui possono sopravvivere per divers mes senza
perdere la loro vitdita Le dghe sono riativate d momento ddl’esecuzione dela prova Tde
elemento preclude la necessita di mantenere in laboratorio colture agdi in fase esponenzide
di crescita cosi come previsto dalle metodiche classiche.

Il parametro utilizzato per la vautazione della inibizione dela cresxcita dgde € |'assorbanza
della sospensione agde effettuata ad una densita ottica di 670 nm (picco di assorbimento ddla
clorofilla). L’ALGATOXKIT fornisce quindi, per la lettura dlo spettrofotometro, cele dd



percorso ottico di 10 cm dd volume complessivo di 25 ml, che vanno utilizzate anche come
recipienti per I’incubazione dei campioni.

Al fine di testare la senshilith e I'afidabilita dell’ ALGATOXKIT, il Laboratorio per la
Ricerca Biologica ndl’Inquinamento Acquatico ha proposto un esercizio di Interconfronto
Internazionde. | laboratori che hanno pertanto aderito a tde iniziativa, 35 in totde, hanno
ricevuto I' ALGATOXKIT, e la prova di tosscita € stata eseguita, come stabilito e precisato
ne protocollo ddl’interconfronto, alestendo I'esercizio con il tossco di riferimento dicromato
di potasso. Nel caso specifico presso i laboratori dell’ APAT e dato effettuato il confronto
dell’ ALGATOXKIT anche con la metodica previsga ddl’'lSO 8692:2004. L’esperimento €
dato eseguito cercando di minimizzare le differenze tra le due procedure sono date usate le
stesse concentrazioni di bicromato e i campioni sono ati preparati nelle celle.

| dati di dendta celulare ricavati sono Sati eaborati per la determinazione dd tasso di crescita
soecifico e I'inibizione percentude ddla crexcita Tdi vaori sono dati raffrontati anche con
una dtra serie di vaori ricavati da andis andoghe effettuate presso gli stess  laboratori
ddll’ APAT.

L'uso ddle cdle da spetrofotometria quai recipienti per I'dlestimento dei campioni non
gopare un dgema paticolarmente adatto per I'effettuazione de test. Le ampie variazioni di
pH rilevate in entrambi i test, non riscontrate nel corso di esperimenti analoghi  condotti in
precedenza presso i laboratori APAT, indicano che I'agrazione dedle culture non risulta
ottimade. Inoltre ndle repliche da  campioni dlegtiti ano S sono riscontrati vaori di densta
dgde molto variabili, come evidenziao ddle deviazioni dandard delle medie ddle
concentrazioni  delle sospensoni dgdi. Tde vaidbilita appare chiara specidmente ne
raffronto con dati a disposzione dell’ APAT ricavati da esperimenti andoghi.

Ddle ossarvazioni redizzate nd corso dele sperimentazioni, risulta verosmile attribuire la
vaiadilita nelle repliche d differente poszionamento dele cdle in incubatore da cui
deriverebbe una dissmile egposzione dla luce e quindi una differenziazione ndla crescita
dgde.

Sebbene il ssgema che prevede I'uso delle celle, velocizza i tempi ddla letture della densita
ottica dlo spettrofotometro, per I'incubazione dei campioni risulta preferibile 'uso delle
beute.

Per quanto riguarda il cdcolo ddl’ECso, per la prova 1SO 2006 non € stato possibile il calcolo
vigo che lamassmainibizione ddlle crescitadgde riscontrata e sata pari d 20%.



Per I'ALGATOXKIT il vadore di ECs0 cdcolao e risultato pai a 0,79. Va detto che
comunque tae dao non risulta paticolarmente attendibile poiché per le  concentrazioni di
bicromato testate la massmainibizione della crescita dgde € sata pari d 55%.

Ne protocollo 1SO 8692:2004 in cui sono riportati con lo scopo di fornire a [aboratori che
goplicano la metodica, termini di paragone su cui poter saggiare la precisone de risultati
ottenuti, il valoredi ECS50 per il bicromato di potassio &€ pari a1,19.

Visdo lo scopo ddl’esercizio, appare plausbile che le concentrazioni  suggerite per
I'effettuazione dd test Sano date pensate piu per saggiare la vdidita e ripetibilita de metodo
ALGATOXKIT, che per effettuare un confronto con atre metodiche standardizzate.
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1 Introduzione

1.1 Cenni di ecotossicologia

L’ecotosscologia € un disciplina che andizza la circolazione degli inquinanti, nel biotopi e
nele comunita biologiche, con la findita di comprendere le conseguenze ambientai della loro
azione aulla druttura e sul funzionamento de 9stemi ecologici naturdi (Marchini S, 2005). A
tde scopo, tde disciplina 9 avwde dele metodologie proprie della tosscologia e gpplica i
principi dell'ecologia e ddla chimica ambientale per fornire inoltre, in ottica previsonae, una
vautazione del rischio ambientale di nuove sostanze o Stuazioni di potenzide inquinamento.

Nella vdutazione de rischi, un esame tosscologico prdiminare dle andis chimiche, pud
dare indicazioni utili per incandare gli dudi ambientdi ndla giuda direzione, e per la sua
funzione di segndazione precoce, consentire di individuare un rischio prima ancora che g
dano res paes danni d biota (Baudo R., 2003).

Anche il monitoraggio degli inquinanti fa pate dei piu importanti settori dell'ecotossicologia;
9 awde dd bio-indicatori di accumulo e di indicatori biologici aventi una particolare
senghilitaa determinati inquinanti degli ecosstemi terrestri 0 acquatici.

La tosscologia ambientde, permette di ricavare, ddle andis condotte sulle varie matrici
ambientdi, informazioni redigiche ed affidabili rdativamente dl’effettivo potenzide tossco
in quanto (Marchini S., 2005):

- risponde a tutte le sostanze presenti (conosciute e non) ed dle interazioni tra esse, a
differenza ddle andis chimiche che danno informezioni solo sulle sodtanze cercate e su
quelle presenti in concentrazioni rilevabili anditicamente;

- ingloba il fenomeno dela biodisponibilita (la mera presenza di un tossico non indica
necessariamente un rischio per il biota);

- integra gli effetti complessvi di tutti i fattori biotici ed abiotici presenti e ddle interazioni tra
e le sostanze tossiche presenti;

- tiene conto della proprieta delle sostanze di bioaccumulars nel tessuti degli organismi.

- mette in luce condizioni di tosscita non rese paes ddl’andis chimica o ecologica oppure
confermala presenza di tossicitain un acquadi qualita chimicalecol ogica scarsa;

- segndal’ eventude presenza di fonti puntiformi o diffuse di inquinamento non note;



- indica la tendenza verso una riduzione ddla tosscitd, controllando cos I'efficacia di un
intervento di risanamento.

1.2 Inquinamento e destino ambientale degli inquinanti

Oggetto  ddl’indagine  ecotossicologica sono, in  particolare, le sostanze introdotte
ndl’ambiente per opera ddl’uomo qudi i contaminanti, gli inquinanti e gli xenobioti. Tdi
termini hanno un'accezione specifica che i didingue cos come 9 evince ddle seguenti
definizioni (Moriarty F., 1983):

- contaminante : una sostanzarilasciata ddle attivita del’ uomo;

- contaminazione: la conseguenza di una azione umana cgpace di modificare le proprieta delle
condizioni o la disponibilita e la qudita dele risorse in un determinato intervalo di spazio e di
tempo. N caso di un contaminante |’ effetto nocivo non € implicito ma pud manifestars;

- inquinante. una sodtanza che e presente ndl’ambiente, dmeno in parte, qude risultato ddle
ativita umane e che ha un effetto deterio sugli organiami viventi;

- inquinamento: quando S ha un danno misurabile a carico di un 9gtema biologico, dlora la
contaminazione ambientde diviene inquinamento;

- Xenobiota: una sostanza edtranea 0 un materide che non € prodotto in natura e normamente
non € considerato un componente di uno specifico Sstema biologico. Questo termine viene in
genere gpplicato dle sogtanze chimiche di sintes.

In generale gli inquinanti possono essere didtinti ininorganici ed organic (Fig. 1).

Metalli volatili (As, Pb, Hg) Volatili non alogenati
Metalli non velatili (Al, Cd, Cr, Cu, Volatili alogenati

Fe, Mn, Mg, Ni, Zn) Semivolatili non aﬁ'ﬂgenﬂﬁ
Amianto Semivolatili alogenati
Materiali radioattivi Pesticidi

Corrosivi inorganici (HCI, H250s, Policlorobifenili PCB
HNQOs)
Cranurt inerganici

Cianuri organici

Figural
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Appartenenti dla categoria dei contaminanti inorganici sono ad esempio | metdli, in generde
difficiimente biodegradabili che dimodrano, per questo, lunghi tempi di ritenzione ne vari
comparti ambientali.

Gli inquinanti inorganici, una volta immess ndl’ambiente, tendono ad associas a particdle
solide (suolo o sedimenti), ed aumentano in tal modo il loro tempo di resdenza. Tuttavia, in
dcuni cad, componenti inorganici PoOssoNO reagire con composti organici (come ad esempio
il mercurio, che per metilazione diventa metilmercurio), e cambiare le proprie cardteristiche
chimico figche risultando, in tal modo, piti facilmente assmilabili per il biota

La perdgenza degli isotopi radioattivi €, invece, funzione del loro spontaneo decadimento a
isotopi gtabili, ed € quindi determinata dale rispettive semivite, che variano da pochi secondi o
giorni amigliaao milioni di ani (Baudo R., 2003).

Con il termine di “composti aganici” S indicano tutti quel composti che contengono carbonio
(con I'eccezione dd monossdo e del biossdo di carbonio). ESstono milioni di combinazioni
di composti con il carbonio vida la cgpacita di formare legami stabili con se sesso, nonché
con gli aomi di idrogeno, ossgeno e azoto. | composti con solo carbonio e idrogeno hanno
una bassissma polarita Con I'introduzione nella molecola di gruppi funziondi -OH, -CH=0 o
-NO2, tadi compodti tendono ad acquistare una carica dettrica e diventano tanto piu resttivi
guanto piu aumenta la loro polaita Con la presenza di paticolai gruppi funziondi, i
composti organici aumentano la capacita di interagire con il metabolismo degli esseri viverti
ed eventudmente di produrre effetti tossci (Baudo R., 2003).

1.3 Destino ambientale degli inquinanti ed interazioni con il biota

Le sodanze chimiche di origine antropogenica possono entrare nel vari comparti ambientdi
atraverso fonti puntiformi, quai uno scarico indudride o civile o da fonti diffuse, qudi il
dilavamento e I'erosone di terreni agricoli tratteti con pedicidi o la deriva aerea durante
I’gpplicazione di pedticidi con erogatori spray  (Colin B.,2001). 1l comportamento, la
didgribuzione, il dedino, la degradazione delle soganze chimiche nel’ambiente dipendono Sa
ddle loro specifiche carateridiche fisco-chimiche che da quele dd Sgema ambientde
ricevente (pH e potenziale di ossdoriduzione, temperatura, concentrazione ddl’ossigeno), che
determineranno  in ultimo, le concentrazioni di sodtanza cui | divers  organismi sarano

espodi. In ambienti idrici ad esempio, il trasporto di contaminanti in forma disciolta dara
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luogo a diluizione e diffusone ddle sogtanze nella colonna d' acqua, mentre |’ adsorbimento su
paticolato fara si che esse 9 leghino a olidi sogpes ed dla frazione solida de sedimenti.
Quedti ultimi, nel caso di contaminanti persgstenti, andranno a codtituire nel tempo, serbatoi di
accumulo di queste sostanze ed d tempo stesso fonti durevoli di emissone nel corpo idrico.

Una volta immess ndl’ambiente, quindi, i vari prodotti chimici, in funzione ddle interazioni
con le componenti abiotiche e biotiche, e dtraverso reazioni chimiche, biochimiche,
metaboliche, subiscono trasformazioni che ne modificano le proprigta chimico fisiche e questo
comportavariazioni delle caratteristiche ecotossicologiche.

Ne vautare gli effetti di una sostanza potenzidmente tossca, particolamente importante
risulta essere la forma con cui I’agente chimico 9 presenta nd conpato ambientde in andis
ossa s dlo gato liquido, solido o gasoso. Cio infatti determina la via di eposizione e quindi
la moddita di assunzione ddl’inquinante da pate degli organismi che pud essere per
indazione (vie respiratorie gas, vapori, polveri), per ingestione (tratto gastro-intetinde:
solidi eliquidi) o per viatopica (superficie di contaito) (C.H. Walker et al.,1996).

In generde, in un modelo estremamente semplificato (Fig. 2), I'interazione di un inquinante
con un organismo dipende da bilancio tra assunzione ed excrezione e dAl’interno
dell’organismo stesso, da meccanismi di movimento, interazione e biotrasformazione (Baudo
R., 2003).

Trasformazioni e ;4 :
Uptake ridistribuzione della Eliminazione

sostanza chimica

Figura 2- Modello di interazione inquinante-or ganismo
S possono distinguere quattro tipi di Siti:

1. gti ddl’azione tossca dove la forma tossca ddl’inquinante interagisce con una
macromolecola endogena ( quale una proteina o il DNA) o una struttura (ad esempio la
membrana), cosi da portare dla manifestazione di un eff etto tossico.

2. gti dd meabolismo: comprende il compleso di enzimi che meabolizzano il
composto xenobiotico, solitamente riducendone la tosscita (detosssficazione), ma in
dcuni cas ggnificaivi d contrario ativando la tossicita di un composto inizidmente
atossco, 0 potenziando quella di un compogto inizidmente meno tossco di quanto

dan0i suoi metabolici.



3. dti di immagazzinamento: il compodo viene conservato in forma inete dd punto di
vigta tossicologico.

4. gti di escrezione attraverso specificic meccanismi, il prodotto di patenza o i suoi
metaboliti 0 coniugati viene diminato ddl’organismo (escrezione ndl’urina 0 in dltri

fluidi come lacrime, sdliva, latte, sudore, ecc.).

Per dcune sostanze, per le qudi |'assorbimento supera I'escrezone, 9 osserva  un
bioaccumulo, nel’intero corpo o0 in paticolari pati. 1l bicaccumulo di una sodtanza e
egressone della sua tendenza a ripartira nel biota piuttosto che in dtre matrici ambientdi
(come acqua 0 materia organica) e fa s che essa, anche se presente nell’ ambiente a basse dosg,
possa raggiungere la concentrazione critica negli organi bersaglio.

Alcune sostlanze tendono ad accumulars in particolari  dtitessuti dl’interno  ddll’ organismo
creando veri e propri deposti di tossco. Nd caso di sogtanze lipofile la ripartizione tra acqua
e graso dd biota € riconosciuto come principde meccanismo di accumulo nd  tessuto
adiposo, come e noto per i bifenili policlorurati (PCB) e i pedticidi organoclorurati (per
esempio il DDT). Altro esempio di sostanza accumulabile € il piombo che va a sodituire il
cacio ndle ossa (C.H. Walker et al.,1996).

Attraverso il processo di accumulo la sostanza viene in pate <ottratta ala distribuzione ne
corpo, diminuendo la concentrazione d gto/organo bersaglio e quindi | potenzidi  effetti
tossci, ma dlo sesso tempo viene sottratta anche a process di iminazione. Ne risulta una
lunga permanenza di dte concentrazioni delle sostanze nel’organismo che nel tempo possono
esre lentamente rilasciate dai Sti di deposito. Durante periodi di stress (digiuno, gravidanza),
la sostanza pud essere smobilizzata con rapidita dal tessuto adiposo e raggiungere ne sangue
concentrazioni tali da comportare effetti tossci che possono essere diretti, indiretti o ritardati
(European Chemicd Bureau, 2003).

Ulteriore complessita (e fattore di rischio) deriva dd fatto che i contaminanti possono essere
tredferiti, atraverso la catena dimentare, da prede contaminate a livdli trofic piu dti fino a
predatori apicai e al’'uomo (Baird C.,2001) s pala di avweenamento secondario quando s
verifica egpogzione indiretta dla sostanza, per esempio nel caso di uccdli 0o mammiferi che g
nutrono di pesci contamindi, e di biomagnificazione quaora la sostanza 9 accumuli in misura
sempre maggiore lungo la catena trofica Tae fenomeno diviene rilevante specidmente per le
sogtanze persstenti ed accumulabili (Colin B., 2001),
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1.4 Siti d’azione e metodologie di studio della ecotossicologia

Affinché una sostanza possa produrre effetti tossci sul biota e quindi possa influenzarne
metabolismo e fisologia, deve risultare biodisponibile (presente in uno sao in cui pud
essre assorbita dall’organismo), e deve raggiungere una parte senshile, per un sufficiente
tempo di esposizione, con una concentrazione sufficientemente elevata.

L’interazione di una sodanza tossca col Sto d'azione comporta effetti sui sstemi biologic,
che possono essere vautati a divers liveli di organizzazione, ddla cdlula dl’intero
ecosistema ambientae (Marchini S,, 2005).

L'importanza di una vautazione tosscologica a livdlo cdlulae risede nd fato che
idedimente una dterazione a questo livello scatena una serie di eventi tossci che culminano in
una dterazione a livedlo di ecossema L’effeto 9§ manifetera a liveli superiori solo se i
process di regolazione e modificazione cdlulae saranno tadi che i meccaniami  tosSCi
uperino i process adattetivi e quindi la capacita di risposta protettiva (che porta a fenomeni di
compensazione e tolleranza).

Gli effetti che 9 vdutano a livdlo cdluae sono essenzidmente dterazioni di  tipo
biochimico. L’induzione delle monoossgenas dipendenti dd citocromo P450 (che sono
coinvolte nd metabolismo degli xenobioti) pud essere utilizzata come biomarcatore della
contaminazione ambientde e sarvire come sdema di alarme precoce per |'esposizione a
class di sostanze (PCBs, PAHS) (McCarthy JF et. al., 1990).

A livdlo dd nuceo le sostanze chimiche possono manifesare la loro azione genotossica
legandos dle molecole di DNA (principdmente dle bas nucleotidiche) dando luogo dla
formazione di addotti d DNA, che causano problemi ad esempio nella duplicazione. Un'dtra
importante risposta cellulare € la dntes delle cosddette “proteine sress’, che s verifica
rgpidamente in seguito al’egpodzione a divers agenti disturbanti ambientali tra cui il cdore,
virus, I'esposzione a contaminanti chimici organici e metdli pesanti. Le “proteine dress’
conferiscono resistenza e tollerarza agli organismi e il loro potenzide uso come strumento
diagnogtico tossicologico risede nd fatto che il tipo di induzione & diverso a seconda dd tipo
di agente disturbante.

A livelo dd gngolo organismo 9 condderano gli endpoint ecotosscologici che misurano
efeti sulla fisologia morfologialanatomia, comportamento, qudi mortdita, inibizione dd

movimento, della crexcita e ddla riproduzione, dterazioni igtologiche o lesoni di  organi,
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effetti teratogeni, dterazioni comportamentai (della fototass, nuoto, corteggiamento). Sdve
poche eccezioni, le linee guida per la conduzione de test tosscologici fanno riferimento
dl’utilizzo di un numero limitato di individui appartenenti ad una sngola Specie, aventi
caaterigiche uniformi (etd, peso, dimensioni, ecc) d fine di ridurre la variabilita degli effetti
osservi e garantire lariproducibilita del risultati (Marchini S., 2005).

A livdlo di popolazione d utilizzano indici di performance qudi la dendta di popolazione, la
ua gruttura per class di etd, il tasso intrinseco di crescita (r) ed il tasso intrinseco del turnover
della biomassa (P/B). Per esampio, poiché gli stadi giovanili sono in genere piu senshili ad un
insulto chimico, una variazione nela digribuzione ddle dass di etd verso una popolazione
piu vecchia pud indicare una dtuazione di dress anche se in naura fluttuazioni nela
dimensone ddla popolazione e druttura di eta sono fisologiche e sono anche influenzate da
interazioni preda-predatore (Baudo R.,2001). Il tasso r dipende dale carateristiche degli
organismi (taso di nacita e mortdita, eta dla riproduzione e numero di eventi riproduttivi)
mentre il tasso PIB misura la produttivita della popolazione, cioe il tasso a cui viene prodotta
la biomassa, in relazione dla biomassa presente (Bacci E. et al. , 1998). La produzione di
biomassa pud essere un parametro ecologicamente piu rilevante della produzione di un certo
numero di individui, specie dd punto di vistadd suo ruolo nella catene trofiche,

Agli effetti diretti sugli individui di una popolazione faranno seguito effetti indiretti sulla
comunita da etribuire ad dterate interazioni tra specie (competizione, mutuaismo, relazioni
preda - predatore), che conducono ad dterazioni della sua struttura. Sdendo a livelo di
comunitd, un comune parametro utilizzato per indicare la sdute ddl’ecosstema e la sua
druttura, intesa come diversita e digtribuzione dele specie presenti, che viene misuraa
generdmente come numero delle specie presenti. Ad dtaazioni dela druttura della comunita
possono far seguito effetti sullarete troficaed in ultimaandis dterazioni delle sue funzioni.

Ancora, a livelo ultimo di ecodstema, i parametri misurati sono quelli che descrivono la
druttura e la funzione da nei comparti biotici che in queli abiotici. La Sruttura pud essere
invesigata nel suol vai aspetti fisd, chimid, genetid e di informazione. Lo sudio ddla
funzione utilizza parametri di flusso, qudi flusso di enegia, di materia (dementi e compod
chimici, nutrienti), e di informazione (tra comparti biotici, dl’interno degli organismi, tra
comparti biotici ed abictic). S investigano, tra I'dtro, dterazioni ndla produttivita di materia
organica del’ecosstema, respirazione ddla comunita, rapporto produttivitadbiomassa, durata



di vita degli organismi, comparto abiotico (per esempio, ciclo de nutrienti), catene trofiche,
tasso di recupero (Bacci E. et al. , 1998).

Tutti i paametri summenziondi  relativi a  divers  livdli di  organizzazione  biologica
rgppresentano  endpoint  ecotosscologici, che S misurano in Sgemi  speimentai  di
complessta crescente per vautare gli effetti derivanti dall’esposizione a sodanze tossche. A
livdlo speimentde sono dati sviluppati divers 9stemi modello  (microcosmi,  mesocosm,
cord dacqua atificidi) che dmulano ecossemi naurdi o0 porzioni di per vautare dli

effetti sugli ecoagtemi.

1.5 Test di tossicita

La gima ddla tosscita di un agente chimico viene effettuata tramite I'dlestimento di test di
tosscita, in cui secondo piani sperimentdi S prevede di sottoporre acuni soggetti a dos
crescenti di una sodtanza e di rilevare divers end point (parametri che esprimono I'intensita
del’effetto), da piu immediai (mortditd), ad dtri qudi la diminuzione della crescita corporea
(biomassa 0 lunghezza dd corpo) e il mafunzionamento di dcuni process fisologici
(respirazione 0 gntes di enzimi). Con gli animdi tearedri di solito 9 venificano gli effetti di
una certa dose (misurata come peso ddla dose) che viene somministrata per via orde o
dtraverso la pelle oppure iniettata. Per gli organismi acquatici (0 immers in un mezzo che pud
essere contaminato) S valutano gli effetti di una determinata concentrazione (peso per unita di
volume) nell’acqua o nd mezzo circogante (C.H. Walker et al.,1996)

| test di tosscita permettono di determinare, sulla base dd confronto datistico tra esposti e
controlli, curve che dexrivono la relazione causaeffetto in funzione ddla concertrazione
dell’ esposizione (riferitad mezzo di somminigtrazione) (Fg.3).

In paticolare € posshile identificare una “soglid’  (threshold) minima (A), d di sotto dela
qgude non 9 osserva una mortdita ddidicamente sgnificativa, dla quae corrigponde una
concentrazione NOEL (livello d qude non s osserva un effetto). La concentrazione LOEL €&
invece il livdlo minimo per il qude viene os:rvao un effetto datidicamente Sgnificativo.
Con la dgla LC50 viene indicata la concentrazione mediana letale ossa la concentrazione in

grado di provocare lamorte del 50 % degli organismi esposti.
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Le seguenti quantita, conosciute collettivamente sotto il nome di ED o EC (Effective Doses 0
Effective Concentrations), sono frequentemente usate per descrivere i risultati di un test di
tossicita (Baudo R.,2001):

L Ds0: dose letale mediana, cioe la dose che uccide meta della popolazione saggiaa;
L Cs0: concentrazione letale mediang;

EDs0/EC50:  dose/concentrazione mediana efficace, cioé la dose che produce un
determinato effetto (non necessariamente lamorte) sul 50% della popolazione;

NOED/NOEC: No Observed Effect Dose/Concentration, cioe la dose che non produce
effetti osservabili;

LOED/LOEC: Lowest Observed Effect Dose/Concentration, cioe la dose minima che
produce effetti osservabili.

In ecotossicologia le prove sperimentai possono essere basate sulla stima della tossicita acuta,
subacuta o cronica (Colin B., 2001).

Per I'andis dela tosscita acuta 9§ congderano effetti avwerd che § manifestano in un breve
tempo (non superiore ad un terzo del tempo medio tra natita e raggiungimento della maurita
sessude e durante il quae I'organismo pud essere mantenuto in buone condizioni in assenza di

dimentazione) dopo la somminigrazione di una sngola dose di una sostanza | test di tosscita



acuta prevedono la misura di una ripoda individude (mortdita, metabolismo: germinazione,
produzione primaria, produzione secondaria, uptake, escrezione).

Con la dgima ddla tosscita Subacuta (Subletdle) s indagano invece, effetti avwers che s
manifestano dopo I'esposizione ad una sostanza per un periodo = 10 % vita ddl’ organismo (e
durante il quae gli organiami vengono dimentati). Gli end point qui misurati sono la risposta
ddl’intero organismo (crescita, comportamento, patologia), oppure una risposta interna
(biochimica, igtologia, fisologia).

La tosscita cronica, infine, riguarda gli effetti che 9§ manifestano dopo I'esposizione ad una
sostanza per un periodo > 50 % vita dell’organismo e prende in consderazione la risposta di
popolazioni (parametri demografic), di comunita (interazioni tra specie), o ddl’intero
ecosstema (interazioni totdi).

In tutti i cad, la tosdcita osservata solitamente e funzione di Specie, etd, sesso, dimentazione,
condizioni dell’ organismo, caratterigtiche fisico-chimiche dd mezzo.

Il risultato del test di tosscita dipende da divers fattori: nello schema sottostante (Tab. 1),
sono descritte le variabili che influenzano i risultati dei test di tossicita e che occorre, quindi,

vautare primadi esprimere un giudizio di tossicita, per non incorrere in errori di valutazione.

Fattori che influenzano i

. e Descrizione
test di tossicita

Presenza di contaminanti Non & detto che 1 contaninanti responsabili degli effett: tossici siano
sconosciut compresi tra quelli analizzati.

Fenomeni di sinergismo o di antagonismo, tra sostanze. che possono
produrre effetts complessivi part od inferiort alla somma degli effett: che
produrrebbero le due o pra sostanze, singolarmente.

Eventuali interazioni tra
sostanze

Prodotti di degradazione Possono falsare 1 risultare essendo essi stessi tossici per alcuni organismi.
(ammoniaca e solfiri)

Possono variare la biodisponibilita dei contaminanti.
Caratteristiche fisiche della  Campione acquoso: pH, salinita, temperatura.

matrice del campione Campione di sedimento: granulometria. carbonio organico totale e
contenuto di acqua

Tabella 1- Fattori cheinfluenzanoi test di tossicita

Per I'esecuzione del test, € possbile operare in laboratorio, cioé in condizioni controllate
ddl I’ operatore, utilizzando una singola specie o piu specie diverse, in esperimenti indipendenti.
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L’esposizione pud essere datica (il mezzo contenente la sostanza viene preparato al’inizio
dell’esperimento e non piu modificato fino d termine del’esperimento stesso), sami-datica (il
mezzo viene periodicamente rinnovato), continua (il mezzo viene rinnovato di continuo).

In ogni caso, per esgenze di Sandardizzazione dei test, € previso che gli organismi utilizzati
sano il pitu posshile omogene non s0lo per I'esecuzione di un singolo test, ma anche ne  test
effettuati in tempi divers. In paticolare gli organismi devono essere sani, avere un
comportamento normale, essere gppropriatamente alimentati, appartenere dla stessa specie ed
dla sessa clase di eta e presatare una bassa mortdita nel controlli. Per rispettare queste
condizioni, difficlmente potranno essere utilizzati organismi indigeni, raccolti di volta in
voltas ma sxa invece preferito I'impiego di organismi provenienti da dlevamenti in condizioni
controllate per quanto riguarda provenienza degli organismi  capodipiti, composizione de
mezzo di  dlevamento, condizioni di dlevamento (temperatura, luce,  rapporto
organismi/volume dd mezzo, tipo e quattita di dimentazione). Tutte queste condizioni sono
precritte nel tet dandardizzati e devono essere seguite dla lettera, per garantire la
confrontabilita del risultati ottenuti in tempi divers ddlo stesso laboratorio o da |aboratori
differenti. Infine, per garattire la senshbilita degli organismi rimanga indteraa generazione
dopo generazione, € buona norma ripetere periodicamente il test con un tossico di riferimento.
Un composto molto utilizzato € ad esempio il dicromato di potassio: dopo aver stimao la
senghilita del’organismo d cromo ed aver cdcolato I'ECs0 con i rdativi limiti di vaiabilitg,
ad ogni test successvo con il tossico di riferimento deve essere rispettata la condizione che il
nuovo ECs0 sa statisticamente congruente con i precedenti (Baudo R.,2001).

| risultati de test di tosscita sono in genere sufficientemente redigtici, ma risultano vdidi solo
per le condizioni sperimentai utilizzate e non consentono di estendere le conclusoni ad dtre
specie 0 a sgemi naurai compless (in quanto non pPosONO tener conto dele interazioni
complesse tra biota e ambiente). S possono dlora effettuare degli esperimenti piu compless,
con esposizione contemporanea multispecie (piu specie che convivono ndlo sesso Sgtema
seimentde, ad esempio microcosmi 0 candi atificdi; Gillett, 1989; Gearing, 1989). o,
ancora, redizzare |'esposizione sul campo, utilizzando gpposite enclosure (cioe ddimitando
fiscamente una parte dell’ecosistema, comprendente la comunita naturde ddl Sto) e operando
gi epeimenti in questi mesocosmi, ne qudi le condizioni sono ancora pazidmente

controllabili dalo sperimentatore. Il caso piu complesso € qudlo in cui i test vengono
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effettivamente condotti nell’ambiente dlo dudio, riducendo d minimo le manipolazioni (test
in gtu) e na qudi le condizioni rigpecchiano quindi esattamente [0 stato dell’ ambiente.

Questo tipo di dudi € quindi intermedio tra gli sudi di laboratorio e I'esame estensvo
dell’ambiente, redizzabile tramite il cosddetto biomonitoraggio (Bacci E. et al. , 1998).

161l saggio algale

Il saggio dgde, eseguito con aghe verdi monocdlulari, € un vdido indice capace di fornire
rigpogte utili ndl'ativith di  monitoraggio ambientade, ndla previsone ddl'impatto s
recettori da parte degli scarichi idrici 0 ancora nella stima del grado di recupero a seguito di
una alterazione pregressa.

Le aghe rappresentano una componente fondamentale degli ecosstemi acquatici: esse sono
dla bae ddl'dimentazione degli organismi consumatori e grazie dl’ossgeno, prodotto
mediante il processo fotosintetico, contribuiscono  dl’ativita  autopurificatrice del cors
d acqua, del laghi e ddlle acque costiere che avviene attraverso vari process di ossdazione.

L’ ossigeno prodotto dale alghe permette a batteri di continuare a degradare le acque soggette
ad inquinamento di origine organica che presentano, in genere, un basso contenuto di ossgeno
disciolto proprio acausaddl’ attivita decompositivade batteri (C.H. Walker et al.,1996).

La modificazione ddla comunita fitoplanctonica causata da effetti tossci pud dterare la
druttura e il funzionamento di un intero ecossema Elevate concentrazioni di sodtanze
nutrienti (come sono i composti del fosforo e ddl’azoto), in presenza di condizioni climatiche
cardterizzate da un éevato irraggiamento solare e miti temperature, possono favorire crescite
dgdi di notevole intenstd tdi da modificae gli  ambienti acquatic  dterandone
profondamente le normai oscillazioni ddla concentrazione d'ossgeno disciolto e favorendo
lo sviluppo di metaboliti tossc per numerose specie animdi. L’eutrofizzazione risulta un
fenomeno generdizzato, anche = gli effetti piu evidenti 9§ ossarvano ndle acque lacudtri e
nelle lagune cogtiere dove, in dcuni cas, assumono le dimendoni di vere e proprie crig
distrofiche,

Il ssggio dgde dudia I'effetto tossco di una sostanza chimica che pud causare una inibizione
pazide o totde dela crestita di una coltura sulle diverse generazioni di un clone agde. |l
metodo 9§ basa semplicemente sul corfronto tra la crescita di una popolazione di aghe in un

mezzo colturde normde, che funge da contrallo, e quela di popolazioni dela stessa specie
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poste in mezzo colturde con concentrazioni crescenti del composto tossico in esame. L'effetto
dd tossco (l'inibizione ddla crescita) viene vautato in riferimento dla crescita ddla coltura
di controllo ed espresso come percentude di inibizione ddla crescita stessa. Tde dao viene
poi utilizzato per il cdcolo dd parametro EC50. |l saggio € un test cronico e dltre dla devata
sensibilita, ha il vantaggio di integrare la risposta di un gran numero di organismi (10-10°
aghe/mL).
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2 Interconfronto internazionale della prova con “Pseudokirchneriella subcapitata” (gia
Selenastrum capricornutum) - Test di inibizione ddlo sviluppo algale con il dicromato di

potassio, tossico di riferimento.
2.1 Test di inibizione dello sviluppo algale.

Il saggio di inibizione dgale, cos come prescritto dalle metodiche standard, necessita della
digoonibilitd di un cone dgde in fase esponenzide di crescita Questo comporta di dover
mantenere in laboratorio una coltura di aghe, da rinnovare periodicamente, e garantire con
estrema cura, opportune condizioni di temperatura, aerazione e astticita

La crescita di popolazioni di ghe monocdlulari, poste nd mezzo di coltura liquido segue, di

norma, unacineticadi 1° ordine

ax
dt
dove:
X = parametro che indicala crescita dgde (biomassa, densita celulare, ecc.);

W = tasso specifico di crescita.

Il tasso specifico di crescita p e influenzato da importanti fattori quali la luce, la temperatura,
ladigponibilita de nutrienti e del biossido di carbonio (Baudo R., 2001).

[lluminazione: la crexcita dele colture dgdi tende ad aumentare con I'intensita luminosa fino
ad un livdlo di saurazione che dipende dala specie dgde, ddla temperaiura, ddla
disponibilita de nutrienti e della CO,. Ne saggio dgde le condizioni d'illuminazione devono
essere tai da consentire una crescita esponenziale.

Temperatura: la crescita delle colture dgdi tende ad aumentare con la temperatura fino a
raggiungere quella ottimae oltre la quae la crescita decresce rapidamente. Le colture dgdi
devono essere incubate (indicare T e grado di umiditd) in camera temodaaa o
frigotermogtato a temperatura costante; va controllato I'incremento di temperatura dovuto dla

sorgente luminosa
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Nutrienti: la crescita dgde dipende ddle concentrazioni intracdlulari del nutrienti mentre
non risulta legata dle concentrazioni degli sess nutrienti ned mezzo. Nele colture dgdi dove
I'illuminazione e la digponibilith di CO, sono tdi da non limitare la crescita dgde,
quest’ultima presenta un andamento esponenzide sno a quando vi Sa una disponibilita
bilanciata dei nutrienti nd mezzo di coltura Dopo I'esaurimento di uno de nutrienti (fosforo o
azoto) nd mezzo di coltura la crescita dgde continuera grazie dl’gpporto dele riserve
intracdlulari ma tendera via via a dedinare man mano che la concentrazione intracellulare
tenderaaridurs.

CO, e controllo de pH: Le dghe monocdlulari utilizzano come sorgente di  carbonio
prevaentemente la co2 presente nd mezzo acquoso. Nele colture dgdi la densta cdlulare
puod raggiungere rapidamente liveli elevati, con una richieta di biossdo di carbonio superiore
dla diffusone dd gas seso nedla fase liquida In tdi condizioni la richiesa di co2 in fase
liquida determina il consumo de bicarbonato presente in soluzione, con spostamento del pH
verso vaori piu dcdini, secondo la reazione seguente:

CO,+H,0? Hy,CO3? H++HCO; ? H' +CO3?

Tra le reazioni biochimiche che hanno luogo nelle colture dgdi anche I'utilizzazione di azoto
inorganico € capace di dterare dgnificativamente il pH dd mezzo di coltura Ad esempio
I"assunzione di nitrato determinala produzione di ioni ossdrile con incremento di pH:

NOs+ H20? OH +N(organico).
Nel saggio dgde le variazioni di pH devono essere ridotte d minimo. Risulta quindi sempre
condgliabile asscurare il trasferimento del biossdo di carbonio dl’interno dele colture dgdi

medi ante agitazione continua o areazione ddll’ ambiente di incubazione.

22 ALGATOXKIT

La difficolta di effettuare dcune tipologie di tet cos come dandardizzati da organiami
internaziondi, ha spinto verso la ricerca e sviluppo di metodiche dternative che risultassero
piu facilmente eseguibili e a costi minori. In tae ottica, presso I'Universta de Belgio (Ghent),
il Laboratorio per la Ricerca Biologica ndl’Inquinamento Acquatico ha sviluppato un saggio
rgpido per la stima dedla inibizione ddla crescita dgde, il saggio di tosscita ALGATOXKIT,
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con il proposto di rigpettare quanto definito dalle normtive 1SO 8692:2004 e dalle linee guida
OECD 201.

Alcuni laboratori hanno, nell’ambito delle proprie strutture, eseguito test & fine di saggiare la
sengbilita e ripeibilita de  risultai  del’ ALGALTOXKIT nei  confronti dei  protocalli
internaziondi, con risultati incoraggianti (Vandenbrode M.C. et.al., 2000) (Van der Widen
C..et.al., 2000).

Come gia accaduto per i test Artoxkit M con Artemia, Rotoxkit F e Rotoxkit M con rotiferi
d acqua dolce e sdata appartenenti a genere Brachionus, e ancora piu recentemente con il test
acuto Daphtoxkit F con Daphnia magna (Lucivjanska'V et al., 2000), che ha vigo anche la
partecipazione ddl’APAT, il Laboraorio per la Riceaca Biologica ndl’ Inquinamento
Acquatico ha proposto e organizzato un esercizio internazionde di  cdibrazione per
I’ALGATOXKIT (Baudo et al., 2004).

Tde esxcizio di Interconfronto Internazionde ha avuto I'obiettivo di  determinare la
riproducibilita dell’ ALGATOXKIT ne vai laboratori ed, inoltre, in via fecoltativa, di
comparare i risultati cos ricavai con test classci di inibizione dgde, quade ad esempio il
protocollo EN 1SO 8692:2004.

| laboratori che hanno petanto aderito a tde inizidive, 35 in totde,  hanno ricevuto
I’ALGATOXKIT, e la prova di tossicita e data eseguita, come sabilito e precisato ne
protocollo ddl’interconfronto, alestendo I'esercizio con il dicromato di potassio, tossco di

riferimento.
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L’ALGATOXKIT contiene tutti i materidi, compresa la specie test Pseudokirchneriella
subcapitata per condurre due accertamenti completi di inibizione dgde, in accordo con i

metodi standard accettati d livello internazionae.
L’ALGATOXKIT  utlizza microdghe che sono
immobilizzate, sotto forma di “paling’ (“dgd beads’)
in una matrice particolare in cui possono sopravvivere
per divers mes senza perdere la loro vitdita Le dghe
sono riattivate d momento del’esecuzione ddla prova
Tde demento preclude la necessta di mantenere in
laboratorio colture dgdi in fase esponenzide di
crescita cosi come previsto dale metodiche classiche.

I paamero utilizzato per la vdutazione ddla
inibizione ddla crexita dgde € I'assorbanza ddla
sospensione dgde effettuata ad una dendta ottica di
670 nm (picco di assorbimento dela clorofilla).
L’ALGATOXKIT fornisce quindi, per la lettura dlo
spettrofotometro, celle dal percorso ottico di 10 cm dd
volume complessvo di 25 ml, che vano utilizzate

anche come recipienti per |’ incubazione dei campioni.

Complessivamente il kit comprende:

2 tubi contenenti le dghein formadi paline.

EE T SR \C I

- Algal beads (J_.J. mm)
> 1 million algal cells per bead

Algal cells

1 manuale con le istruzioni operative dettagliate sulla modalita di esecuzione del test

1 bottigliadi vetro con la soluzione necessaria per lariattivazione delle aghe.

5 bottiglie contenenti soluzioni concentrate da usare per la preparazione del mezzo di coltura

che risulta rispondente a criteri previgti dalle linee guida OECD “Alga, growth inhibition test”
e 1SO/DIS 8692 “Water quality- Freshwater dga growth inhibition test with unicelular

green algag’;

5 2 cdle per la calibrazione dello spettrofotometro e la lettura della densita ottica delle

sospensioni dgali. Il manuae fornisce anche una retta di regressione densita ottical numero di

cellule per lalettura dell’ assorbanza.
6. 2setdicelle per I effettuazione del test.
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Le concentrazioni di bicromato di potasso da testare sono state 1.0, 0.56, 0.32, 0.18, 0.1,
mg/L. Secondo quanto previto ddle procedure definite ndl’ambito ddl’esercizio di
interconfronto, ciascun laboratorio deve inviare agli organizzatori il “Result Sheet” con tutti i
dati delle misure giorndiere di dendta ottica per ciascuna cuvette. Per i laboratori che hanno
accettato di eseguire il saggio anche con una procedure differente dal’ ALGATOXKIT lo
desso format va adattato e compilato con i dati dele misure giorndiere ddle sospensioni
agdi per ciascuna cuvette (Allegeti | ell).

Il trattamento dei dati ed il cacolo ddl’ ECs0 a 72h sara effettuato dagli organizzatori.

2.3 Organismi per i saggi

L’dga Pseudokirchneriella subcapitata (o Selenastrum capricornutum) che ha la forma di
mezza luna (40 a 70 um3), appatiene dla famiglia delle Chlorophyceae ed e ubiquitaria in
molte acque dolci. Quest’dga puo essere facilmente coltivata in laboratorio ed € facilmente
reperibile in commercio. Inoltre la crescita € piuttosto rapida (§ pud misurare accuratamente
gia dopo 72 ore di incubazione) e la specie € moderatamente sensbile dle sostanze tossiche. A
differenza di dtre dghe che hanno una struttura molto complessa adatta a formare colonie o
catene, queste specie non possiedono drutture complesse. Per tutti questi motivi 9 prestano
molto bene ad essere impiegate in test di tossicita
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2.4 Modalita operative

Qui di seguito g riporta uno schema che consente di mettere a confronto le due procedure

adottate palesandone differenze e anaogie operative (Tab.2).

Tabella 2- Confronto procedure ALGATOXKIT eSO 8692:2004

Procedura previstadall’ ALGATOXKIT

Procedura | SO 8698:2004

Preparazione del terreno di coltura algale
Mantenimento clone algalein laboratorio: rinnovo
periodico ogni 3-4 giorni

Trattamento algale (24h primadel test): Prelievo di una
diquotadalacolturaagaein fase di crescita esponenziale da
sottoporre a lavaggio e filtrazione (Precoltura)

Preparazione del terreno di coltura algale: uso soluzioni
concentrate del kit

Deimmobilizzazione alghe*

Preparazione Inoculo algal e per il test: Contadelle cellule
riattivate allo spettrofotometro e diluizione sospensione
affinché il numeroiniziale di cellule siadell’ ordine 10*

cdl/mL

Preparazione delle concentrazioni di dicromato
Trasferimento delle diluizioni alghe-tossico nelle celle:
allestimento tre repliche per il controllo e per ogni
concentrazione

Misurazione pH

Posizionamento delle cuvette nell’armadio ter mosatatato:
lux 6000-10000 a23+2°C Letturaa24,48,72h

Misurazione pH

Preparazione lnoculo algale per il test: Contadellecellule
dallaprecolturaal contaparticelle e diluizione sospensione
afinchéil numeroinizidedi cellule sia dell’ ordine 10*
cdl/mL

Preparazione delle concentrazioni di dicromato
Trasferimento delle diluizioni alghe-tossico nellecelle*
Allestimento di 6 controlli e 3 repliche per ogni
concentrazione (come previsto dala1S0)

Misurazione pH

Posizionamento delle cuvette nell’armadio ter mosatatato:
lux 6000-10000 a 2322 °C Letturaa 24, 48, 72 h

Misurazione pH

Criteri di validita del test

Ladensita cellulare del controllo deve aumentare di ameno
67 volte al termine del test (72 ore).

Il pH del controllo non deve variare pit di 1,5 unita al
termine del test.

Criteri di validita del test

Ladensitacdlulare ddl controllo deve aumentare di almeno

67 volte a termine del test (72 ore).

11 pH del controllo non deve variare piti di 1,5 unitaa termine
del test.

Il coefficiente di variazione dei tassi di crescita specificidelle

repliche del controllo non deve superareil 5%.

! Unavolta deimmobilizzate le alghe, la primalettura allo spettrofotometro (Oh) va effettuata entro 30 minuti.
2 La metodica 1SO 8692:2004 prevede I'uso delle beute per I'allestimento dei campioni. Nel caso specifico, d
fine di minimizzare le differenze tra le procedure applicate, anche per i campioni 1SO, siai 6 controlli che le varie

diluizioni seriali sono stati preparati nelle cuvette.
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Una volta preparate, le cuvette sono state messe in termogtato in ordine random. Inoltre, come
prescritto dal manude, S € podta atenzione ne non incubare le varie repliche dd controllo o
dele diluizioni in poszioni adiacenti per compensare posshili piccole vaiazioni tra i
campioni dovute dla poszione nd termodato e imputabili a piccole differenze dela intendta
luminosa. Giorndmente i campioni Sono Stati agitati per favorirne I’ aerazione.

Per il conteggio delle sospensoni dgdi € dsato utilizzato per la metodica SO 8692:2004 il
contatore di particelle mentre per I'’ALGATOXKIT lo spettrofotometro. In questo caso € dato
necessxio effettuare la taratura dello spettrofotometro e ricavare una propria retta di
regressione Assorbanzal Numero di cdllule : Abs=8,7531 E7 * conc + 0,00476 con RP=
0,99928.

2.5 Trattamento dei dati
I protocollo 1SO 8692:2004 suggerisce di esprimere i risultati secondo le seguenti moddita:

1. Tabulae le misure di densta cdlulae o dtri paametri ad essa corrdati qudi
I’ assorbanza rigpetto le concentrazioni testate e i tempi di durata delaprova

2. Tracciare la curva di crescita per ogni concentrazione e per il controllo, come
grefico dd logaritmo ddla concentrazione media di cellule in funzione dd tempo.
In questo modo se la curva risulta lineare la crextita agde ha andamento
esponenzide, mentre una curva livelaa implica che le colture hanno raggiunto la
fase Sazionaria

3. Elaborare i dati e vautare per ogni singolo campione dledtito, il tasso specifico di

crescita " elinibizione percentude 1% secondo le seguenti formule:

:Ian-In.Cl I%:rrc-m*
Tf - Ti e

100

Ove: Ove:

Cf = Concentrazione cellulare finale MC_ toss0 specifico del Controllo

Ci= Concentrazione cellulare iniziale ni
) . = tasso specifico delladiluizione
Tf-Ti= Tempo di duratadellaprova

di campione testata
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| dati ottenuti (Abs, concentrazione algale) sono Seti utilizzati per cacolareil vaore di ECs0.

| vaori sono dati riportati su un grafico ponendo sull’ase ddle ascise le concentrazioni
testate (mg/L, In, ecc) e sull’asse delle ordinate il valore corrispondente all’ effetto causato da
ogni concentrazione tedtata (Inibizione %, Probit, ecc.). Ddla retta di regressone ottenuta s
possono ottenere molte informazioni (es. se l'intervalo di concentrazioni sceto e adatto
oppure no, se la correlazione tra dose ed effetto € buona oppure no, ecc.).

Di norma, dd cacolo ddl’EC50 & bene scartare le concentrazioni che hanno dato una
inibizione della crescita inferiore d 10% e superiore d 90% perché tdi vaori sono queli che
datisticanente comportano una maggiore imprecisone ndla determinazione dei dai (a limiti
estremi, infati, la retta di regressone non € piu lineare come d desidaa “idedmente’
ottenere). | campioni che dla massma dose testabile, presentano un’inibizione ddla crescita

inferiore o uguade a 10% possono essere consderati negativi.

2.6 Risultati

Vengono qui di seguito riportati i risultati dei due test effettuati. In particolare sono presentati |
vdori di dendita dgde dopo le letture e le successve daborazioni: il cdcolo de tasso di
crexcita e della percentuale di inibizione della crescita (Tab.3, 4). Sono poi riportati i grefici
(Fig4, 5).

Viene inoltre presentata una tabella a fine di evidenziare come per entrambi | test Sano S
rispetteti i criteri di validita previdi dai relativi protocolli (Tab. 5).
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Tabella 3-Valori per I’esperimento effettuato secondo le modalita | SO 8692: 2004

Sample Replicate Algal Density (cells x 10%ml) V] U Inhizoition
final
Initial | 2ah | 48h | 72h || test |0
value value
Controllo | 10,40 42,30 | 242,10 |890,20| 1,48 | 1,48
I 10,40 41,00 | 229,70 | 848,60| 1,47
" 10,40 37,00 | 239,90 | 908,70 1,49
v 10,40 34,60 | 273,90 | 882,60| 1,48
\Y 10,40 37,10 | 231,00 |857,30| 1,47
VI 10,40 40,20 | 228,50 | 836,00 1,46
1mg/L | 10,40 31,70 | 112,00 | 367,50] 1,19 | 1,19 | 19,60
I 10,40 37,90 | 113,90 |378,40| 1,20
" 10,40 34,90 | 103,80 |348,90| 1,17
0,56 mg/L | 10,40 46,70 | 186,50 | 541,30 1,32 | 1,33 | 10,20
I 10,40 36,50 | 206,10 |555,20| 1,33
" 10,40 43,20 nd. |568,10( 1,33
0,32 mg/L | 10,40 38,50 | 289,30 | 708,90 1,41 | 1,41 | 4,50
I 10,40 50,90 | 304,60 |708,40| 1,41
Il 10,40 46,90 | 299,70 | 729,10| 1,42
0,18 mg/L | 10,40 43,90 | 264,20 | 876,30| 1,48 | 1,46 | 1,00
I 10,40 42,20 | 282,80 |830,80| 1,46
Il 10,40 41,70 | 202,40 | 794,00| 1,45
0,1 mglL I 10,40 37,60 | 270,60 | 878,50 1,48 | 1,49 | 0,00
I 10,40 37,50 | 262,30 | 899,70 1,49
" 10,40 35,00 | 221,00 |985,20| 1,52
n.d.: non
determinato
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Tabdla4-Valori per I'esperimento ALGATOXKIT

_ _ _ Algal density %
Sample Replicate || Optical density at 670 nir|[ ABS= 8,7531 10" -7+0.00476 M M Inhibition
R2=0,99928
Initial | 24 | 48 | 72 | Initial | 24h | 48h 72h final | mean
h h h test | value
value
Controllo I 0,01 |0,05|0,3¢|1,1€|| 4,96 | 48,60( 423,90|1321,52( 1,86 | 1,85
I 0,01 |[0,0:5(0,35( 1,13 4,16 | 56,83| 389,85|1284,96 || 1,91
" 0,01 |0,05|0,3c|1,09|| 6,21 |54,65|398,30|1238,69 1,76
1mg/L I 0,01 |[0,02(0,05( 0,08 7,59 | 2575| 48,03 | 84,02 || 0,80 | 0,83 55,25
I 0,01 |[0,03(0,0c( 0,08 6,21 | 31,58| 51,68 | 85,96 || 0,88
Il 0,01 |0,04|00z|0,09| 861 |3877| 5386 | 9521 || 080
0,56 mg/L I 0,01 |0,03|004]|0,14| 7,81 | 28,49( 43,69 | 158,73 | 1,00 | 1,00 46,02
I 0,01 |[0,03(0,05( 0,12 6,67 | 24,04| 4597 | 128,34 || 0,99
Il 0,01 |0,03|007|0,12|| 6,67 |30,21| 74,31 | 134,06 || 1,00
0,32 mg/L I 0,02 |0,023|0,0¢|0,44|f 1398 | 3398| 9533 | 495,18 || 1,19 | 1,26 31,72
I 0,01 (0,04(0,1C| 0,48 9,19 | 40,03| 107,21 | 542,03 || 1,36
" 0,01 |0,023|0,07|0,39|| 10,9 |33,86| 74,31 | 440,58 || 1,23
0,18 mg/L I 0,02 |0,05|0,15| O,65| 12,84 | 48,94| 167,99 | 739,44 || 1,35 | 1,42 2304
I 0,01 |(0,04(0,1( 0,6C|f 11,24 | 41,97| 162,85| 680,72 || 1,37
I 0,01 (004(0,12( 0,63 7,01 |3820|129,14| 718,53 || 1,54
0,1 mg/L I 0,01 |0,04|0,27|0,68| 873 |3923(30360| 784,45 1,50 | 1,55 15,81
I 0,02 |[0,0t(0,2€( 1,1C|| 17,07 | 48,83| 313,19 |1248,75| 1,43
I 0,01 (0,04(0,2¢(1,02[ 6,44 | 44,14| 324,50|1162,72 || 1,73
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Figura4- Grafici dei valori densita algale e tasso specifico di crescita per 1 SO 8692;2004
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Figura 5- Grafici dei valori densita algale e tasso specifico di crescita ALGATOXKIT
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Tabella5- Criteri di validita per i test ALGATOXKIT el SO 8692:2004

Sample . Algal Density ) pH | pH | pH media
Iso | Reolicate (cells x 10¥ml) W 72hincrease  op [24h| 24h ?
final
- mean . .
Initial [ 24h | 48h | 72 h | test value dev.st| cv% media media 24h
value
Controllo | 10,40 | 42,30 | 242,10 890,20|| 1,48 1,48 | 0,01 | 0,72|f 85,60 83,71 |8,30|9,64 9,66 1,36
1 10,40 | 41,00 | 229,70 | 848,60 1,47 81,60 9,60
Il 10,40 | 37,00 | 239,90 [ 908,70l 1,49 87,38 9,66
A% 10,40 | 34,60 | 273,90 | 882,60 1,48 84,87 9,69
Y, 10,40 | 37,10 | 231,00 | 857,30 1,47 82,43 9,68
VI 10,40 | 40,20 | 228,50 | 836,00(| 1,46 80,38 9,66
sample Algal density
ALGA“T'OX Repli Optical density ABS=8,7531 107-7+0.00476 u 72h pH | pH pH 5
KIT cate at 670 nm (cellsx 10°/ml) increase Oh | 24h media24h|
final
initial | 24 | 48| 72 |nitiat| 240 | 48 | 721 | test | M media media 24h
h h h value
value
Controllo | 0,01 | 0,05| 0,38 1,16| 4,96 | 48,60] 42390 | 1321,52| 1,86 | 1,85 | 266,53 | 258,28]| 8,0C| 9,39 9,35 1,35
1 0,01 | 0,05 0,35( 1,13| 4,16 |56,83( 389,85 | 128496 | 1,91 308,99 9,37
11 0,01 | 0,05 0,35( 1,09| 6,21 | 54,65(( 398,30 | 1238,69 | 1,76 199,31 9,30
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2.6.1 Inibizione della crescita algale

(Tab. 6) (Fig.6). Le due serie di dati sono dtate trattate Satisticamente ed in particolare € stato
effettuato un t- test e unaandis ddla corrdazione (Tab. 7).

Per il tet ALGATOXKIT viene poi modrata I'equazione ddla retta ottenuta tramite
interpolazione lineare dd grafico in cui viene riportata I'inibizione percentude rigpetto il
logaritmo delle concentrazioni testate. Tde equazione € data poi usaa per il cdcolo
ddl’EC50 (Tab.8).

Tabdla 6- Valori di inibizione della crescita algale per i test ALGATOXKIT el SO 8692: 2004

Sample SO ALGATOXKIT
% Inhibition % Inhibition
0,1 mg/L 0,00 15,81
0,18 mg/L 1,00 23,04
0,32 mg/L 4,50 31,72
0,56 mg/L 10,20 46,02
1 mg/L 19,60 55,25

Tabella7 Correlazione et-test per ALGATOXKIT el SO 8692:2004

Correlazione 1% 0,972964335

t-test
Test di normalita: Passato (P=0.4401)
Gruppi Media Std Dev
1O 7.06 8.07
ALGATOXKIT 34.37 16.21
Difference -271.3
t=-3. 37 con 8.00 gradi di liberta (P = 0.0098)

Le differenze del vaori medi dei due gruppi sono datisticamente sgnificative,

Tabella 8- Lineadi tendenzalinearee EC50 per ALGATOCKIT

Linea di tendenza lineare y = 43,148 + 15,728
EC50 0,794289422
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Figura 6- Inibizione percentuale per i test ALGATOXKIT el SO 8692:2004
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3 Discussione e conclusioni

Entrambi gli esperimenti hanno soddifatto i parametri di vdidita prescritti dalle metodiche
(Tab. 5).
Come 9 evince ddl'andis datidica e quindi dd t-test effettuato, la differenza tra i vadori
medi de due gruppi risulta datisticamente dgnificativa anche s i due st di dati sono
podstivamente correlati come dimostra il vaore de coefficiente di corrdlazione r = 0.96
(Tab.7). La differenza che g riscontra tra i due test sembrerebbe derivare ddla diversa
senghilitadd clonedgdetral’ dlevamento eil kit.
Nella interpretazione del risultati, sono dati pres in condderazione anche dati ricavati ne
corso di un andogo esperimento effettuato nel settembre 2005 presso i laboratori dell’ APAT.
In tde prova le letture dela dendta celulare sono date effettuate tramite il contatore di
particelle. LaTabela 9, riportatadi seguito, mette i 3 set di dati aconfronto.
L'uo ddle cdle qudi recipienti per I'dletimento dei campioni non appare un sSstema
particolarmente adatto per I'effettuazione dd test. Le ampie variazioni di pH, non riscontrate
nel corso di precedenti esperimenti andoghi, indicano che I'aerazione dele culture non risulta
ottimae. Come detto in precedenza le adghe monocdlulari utilizzano come sorgente di
carbonio prevaentemente la CO, presente nd mezzo acquoso e in condizioni di assenza di una
buona eerazione e quindi di opportuni liveli d CO, § ha un consumo dd bicarbonato
presente in soluzione, con spostamento del pH verso vaori piu dcalini, secondo lareazione:
CO2+H20? H2CO3? H++HCO3 ? H +COs?

Un dtro demento che va opportunamente segndato € codituito ddla ampia variahilita
riscontrata nelle repliche e de controllo e de vai campioni per entrambe le tipologie di
letture. Come 9 evince ddla tabella 10 sotto riportata, in cui vengono modirate le deviazioni
dandard delle medie ddla dendta dgde a 72h ottenute per le tre serie di dati mess a
confronto, la varidbilita del dati risulta essere maggiore per la serie ISO 2006 e
I’ALGATOXKIT in raffronto ala serie ISO 2005 (Fig.7).

Ddle ossarvazioni redizzate nd corso ddle sperimentazioni, risulta verosmile attribuire la
vaidilita nele repliche d differente podzionamento dele cdle in incubatore da cui
deriverebbe una dissmile, ssppur minima, variazione ndl’esposzione dla luce e quindi una
differenziazione nella crescitadgde.
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Tabella9-Valori del tasso di crescita einibizione algale per la prova | SO 2006, 1SO 2005 e ALGATOXKIT

Sample Sample
S;‘:‘(‘)e;e % Prova % ALGA %
1SO 2006 u Inhibition| 1S0 H Inhibition| TOX H Inhibition
2005 KIT
final final final
e e g e g
value vaue value
Controllo | 1,48 1,48 0,01 Controllo I 1,60 1,64 0,03 Controllo | 18 1,85 0,07
1,47 1,62 o191
n 1,49 1,64 m 1,76
IV 1,48 IV 1,65
V1,47 vV 1,68
VI 1,46 VI 1,67
imgl | 1,19 1,19 001 20 mzé?l_ | 020 013 009 92 |1imgL | 08 083 004 55
I 1,20 Il 0,03 Il 088
n 1,17 I 0,16 1 0,80
056 | 13> 133 001 10 14 069 066 003 60 056 | 100 100 001 46
mo/L mo/L mo/L
I 1,33 I 0,63 Il 099
n 1,33 I 0,67 1,00
032 | 141 141 o001 5 0.7 1,44 1,40 0,05 15 032 | 119 126 0,09 32
mg/L mg/L mg/L
1,41 Il 1,40 I 1,36
n 1,42 m 1,34 m 1,23
018 | 448 146 002 1 018 | 435 142 o011 23
ma/L ma/L
1,46 o 1,37
1,45 1,54
o1mglL | 148 1,49 002 0 0lmgll | 150 155 0,16 16
1,49 o 1,43
n 1,52 m 1,73
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Sebbene il sstema che prevede I'uso delle celle, velocizza i tempi ddla letture della densta

ottica dlo gpetrofotometro, I'uso delle beute per I'incubazione de campioni risulta
preferibile.

Tabella 10- Dati di densita cellulareeréative deviazioni standard per letreprove

1SO 2006 media dev.st 1SO 2005 Media dev.st ALGATOXKIT media dev.st
Controllo 870,57 27,70 | Controllo 141,28 12,92 | Controllo 1281,72 4151
0,1 mg/L 921,13 56,49 0,1 mg/L 1065,31 60,83
0,7 mg/L 0,7 mg/L 67,93 9,92

0,18 mg/L 833,70 41,23 0,18 mg/L 712,90 29,76
0,32mg/L 71547 11,81 0,32 mg/L 492,60 50,77
0,56 mg/L 554,87 13,40 0,56 mg/L 140,38 16,15
1mg/L 364,93 14,92 1mg/L 88,40 5,98
1,4 mg/L 1,4 mg/L 7,46 0,70

2,8 mg/L 2,8 mg/L 153 0,38

Figura7

Test ISO 2005

7o |mTestISO 2006

O ALGTOXKIT

ALGTOXKIT

Test ISO 2006

Test ISO 2005
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Per la prova ISO 2006, la massma inibizione delle crescita dgae riscontrata € Stata pari d
20%, vaore troppo basso per estrgpolare I'ECs0, Scuramente superiore dla dose massma di
bicromato utilizzata (1 mg/L). Tde osservazione € supportata anche ddla lettura dei dati
forniti nd protocollo 1SO 8692:2004 che riporta per I'ECs0, ottenuto ndl’ambito di test
eseguiti con KCr,O7, 1 seguenti vaori: EC50= 1,19; Standard deviation= 0,27; Coefficiente di
variazione%= 23. Tdi dai sono riportati nell’lSO con lo scopo di fornire, a laboratori che
goplicano la metodica, termini di paragone su cui poter saggiare la precisone de risultati
ottenuti®,

Dal’andlis de dati in tabdla 9, mettendo a confronto i risultati 1SO 2006- 1SO2005, s evince
che le due serie di dati seguono lo stesso andamento (Fig.8). Questo ribadisce che in ogni

modo la procedura € stata eseguita correttamente.

Figura 8- Confronto andamento inibizione algale e tasso di crescita specifico 1 SO 2005 e 1 SO 2006
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3 Tali valori sonoiil frutto del test con bicromato di potassio di 9 laboratori internazionali effettuati nel 1980 e
1981 conlo scopo di valutare la sensibilita degli organismi e assicurarsi che essarimanga inalterata generazione
dopo generazione.
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Per ’ALGATOXKIT il vaore di EC=0 cacolato pari a 0,79, appare non coerente con i valori
riportati nell’lSO 8692:2004. Anche in questo caso va ribadito che perd I'inibizione massma
della crescita dgde e sda pai d 55%: ne deriva che il vdore di ECs0 cacolato non € molto
atendibile.

Visdo lo scopo del'esercizio, gppare plausbile che le concentrazioni  suggerite per
I'effettuazione dd test Sano dae pensae piu per saggiare la vdidita e ripetibilita del metodo
ALGATOXKIT, che per effettuare un confronto con atre metodiche standardizzate.
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4 Allegati | ell

Allegato| - “Result sheet” per SO 8692:2004

| INTERNATIONAL ALGALTOXKIT INTERCALIBRATION EXERCISE

ALGAL BIOASSAY ON POTASS UM DICHROMATEPERFORMED
WITH A TEST PROCEDURE DIFFERENT FROM THE AL GALTOXKIT

Name of participant : Daniela Conti — Paolo Sabia
Company, Laboratory, Organisation : APAT -AMB LAB

Email : conti @apat.it

1. Name of test method : Freshwater algal growth inhibition test with unicellular green algae
(150 8692:2004)
2. Name of algal species used : Pseudokirchneriella subcapitata (Selenastrum capricornutum).
SAG 6181 (Géttingen)
3. Type of teSt CONtAINEISUSE & ...ouiti ittt e e
ErlenMeyers
Microplates
Other (specify) : Long cells of Algatoxkit (10 cm, 25 ml volume)

4. Number of replicates per test dilution : 3 + 6 controls
5. Method of determination of the algal densitiesin the test containers :
Microscopic counting
Particle counter Coulter Counter Z1 double threshold
Fluorescence
Other (specify) :
6. Algal density in the test containers at the start of the test : 10,4 x 10° cells/ml
7. Incubation temperature : 22 °C
8. Intensity of illumination at the surface of the test containers : 8000 lux
9. pH of thealgal growth medium at the start of thetest : 8,3
10. pH of the algal suspension in the controls at the end of the test : 9,64- 960- 9,66- 9,69-9,68- 9,66
11. Datatreatment method : see result sheet.

12. 72h EC50 value (with confidence limits): . mg/l K;Cr,O7: NOT DEFINABLE

13. Personal remarks

In order to compare our results with those of Algatoxkit assays, the same concentrations of potassium dichromate
(1 -056 -032 — 018 — 0,001 mg/L) were used. The percentage inhibition obtained at the end of the test (72 h)
were the following: 1 mg/L 20%; 0,56 mg/L 10%; 0,32 mg/L 5%; 0,18 mg/L 1%; 0,001 mg/L 0%. With these data
the determination of 72hEC50 isimpossible.
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RESULT SHEET

Partedpant: Daniela Conti - Paolo Sabia
Name of test method: Freshwater algal growth inhibition test with unicellular green algae
Name of algal speciesused : Pseudokirchneriella subcapitata (Sel enastrum capricornutum).

Company: APAT

Method of determination of the algal density: Coulter Counter Z1 double threshold

%

Sample Replicate Algal Density (cellsx 16/ml) u Inhibition
Initial 24h | 48h | 72n |findtest) mean
value value
Controllo | 10,4 42,3 2421 890,2 1,48 1,48
I 10,4 41,0 229,7 848,6 1,47
11 10,4 37,0 239,9 908,7 1,49
v 10,4 34,6 2739 882,6 1,48
\Y 10,4 37,1 231,0 857,3 1,47
\i 10,4 40,2 228,5 836,0 1,46
1mg/L | 10,4 31,7 112 367,5 1,19 1,19 20
I 10,4 37,9 113,9 3784 1,20
Il 10,4 34,9 103,8 348,9 1,17
0,56 mg/L | 10,4 46,7 186,5 541,3 1,32 133 10
I 10,4 36,5 206,1 555,2 1,33
Il 10,4 43,2 n.d. 568,1 1,33
0,32 mg/L | 10,4 38,5 289,3 708,9 1,41 141 5
I 10,4 50,9 304,6 708,4 141
Il 10,4 46,9 299,7 729,1 1,42
0,18 mg/L | 10,4 43,9 264,2 876,3 1,48 1,46 1
I 10,4 42,2 282,8 830,8 1,46
Il 10,4 41,7 202,4 794,0 1,45
0,1 mg/L | 10,4 37,6 270,6 878,5 1,48 1,49 0,0
I 10,4 37,5 262,3 899,7 1,49
11 10,4 35,0 221,0 985,2 1,52
n.d.: not
determined
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Allegato|1- “Result sheet” per 'ALGATOXKIT

INTERNATIONAL INTERCALIBRATION EXERCISE

ON THE ALGALTOXKIT MICROBIOTEST

RESULTSSHEET

NaME OF OPEIAION & ..t iee et et ettt et e e e

Company, laboratory, OrganiSation : ..........c.vueevevirieier e e ieeeaiaenas

[ 107 1 I OO

Date of performance of test : ..........oovieiiii i

Toxicant tested : K,Cr,05

Dilution series tested :

concentration 1 : 1.0 mg/l
concentration 2 : 0.56 mg/I
concentration 3 : 0.32mg/l
concentration 4 : 0.18 mg/I
concentration 5: 0.1 mg/l

OPTICAL DENSITY AT 670 nm

Exposuretime Replicate Control C5 C4 C3 C2 C1l
1 0,0091 0,0124 0,016 0,017 0,0116 0,0114
2 0,0084 0,0197 0,0146 0,0128 0,0106 0,0102
Oh 3 0,0102 0,0104 0,0109 0,0143 0,0106 0,0123
Mean 0,00923 0,0142 0,0138 0,0147 0,0109 0,0113

CV% 9,82 34,56 19,05 14,48 5,28 9,33
1 0,0473 0,0391 0,0476 0,0345 0,0297 0,0273
2 0,0545 0,0475 0,0415 0,0398 0,0258 0,0324
24h 3 0,0526 0,0434( 0,0382 0,0344 0,0312 0,0387
Mean 0,051 0,0433 0,0424 0,0362 0,0289 0,0328
CV% 7,25 9,7 11,24 8,52 9,64 17,41
1 0,3758 0,2705 0,1518 0,0882 0,043 0,0468

2 0,346 0,2789 0,1473 0,0986 0,045 0,05
48h 3 0,3534 0,2888( 0,1178 0,0698 0,0698 0,0519
Mean 0,3584 0,2794 0,139 0,0855 0,0526 0,0496

CV% 4,33 3,28 13,29 17,05 28,38 512
1 1,1615 0,6914 0,652 0,4382 0,1437 0,0783

2 1,1295 1,0978 0,6006 0,4792 0,1171 0,08
72h 3 1,089 1,0225 0,6337 0,3904 0,1221 0,0881
Mean 1,1267 0,9372 0,6288 0,436 0,1276 0,0821

CV% 3,22 23,07 4,14 10,2 11,07 6,38
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