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Test akutni toxicity (96 hodinovy test) - Niténka obecna Tubifex tubifex

1. Cil

Tento test slouzi ke stanoveni akutni toxicity (24hLC50, 48hLC50, 72hLC50 a 96hLC50)
siranu méd’natého (CuSO4 . 5H;0). Siran méd’naty je doporucenou referen¢ni latkou a akutni
test slouZi k ovéfeni citlivosti nitének Tubifex tubifex, k potvrzeni jejich dobrého zdravotniho
stavu a tedy i platnosti testu toxicity. Stanoveni vlivu referen¢ni latky siranu méd’natého

(CuS04.5H20) se provadi 1krat mésicné.

2. Charakteristika testu
Test bude provadén s ¢ervem Tubifex tubifex dle metodiky Maestre a kol. (2009) a doporuceni
ASTM (2005). Princip testu spo¢iva v tom, ze je urCity pocet jedinct nitének vystaven rozsahu

koncentraci zkousené latky a sleduje se vliv na jejich mortalitu.

3. Material

3.1 Testovaci organismy

Tubifex tubifex — ve stati 4-5 tydnd, piiblizné stejné velikosti

3.2 Testované chemikalie

Jako standardni latka pro ovéteni vitality nitének a kontrolu spravnosti testu je pouzit roztok
pentahydratu siranu méd’natého CuSO4.5H20 (Merck), jehoz hodnoty akutni toxicity byly
stanoveny dlouhodobym sledovanim. Z;isténé hodnoty akutni toxicity siranu méd’natého jsou

Vv rozsahu:
24h LC50 =0,11- 0,28 mg.I*

48h LC50 =0,07- 0,19 mg.I*



72h LC50 = 0,04- 0,1 mg.I*

96h LC50 = 0,03- 0,8 mg.I"* Maestre a kol. (2009).

3.3 Piistroje a pomucky

kadinka 250 ml (30x)

0odmérna banika 500 ml (5x)
odmérna banika 1000 ml (1x)
entomologicka pinzeta
preparacni jehla

Petriho misky

nastavitelna automaticka pipeta
Spicky

analytické vahy

Parafilm®
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inkubator

4. Podminky testu
» Niténky ve staii 4-5 tydnu, pfiblizné stejné velikosti
» mnozstvi zkouSené latky ¢i kontroly v jedné kadince: 100 ml
» 5 nitének na zkusebni kadinku
» inkubator:
o teplota: 20-22 °C

o bezsvétla

A\

bez krmeni a vymény roztoki

> délka expozice: 96 hodin

5. Pracovni postup
5.1 Odchyt nitének

Pfed samotnym testem je potieba si odd¢lit z akvarijniho chovu Cast nitének a premistit je
pomoci pinzety do Petriho misek s malym mnozstvim destilované vody. Vybiraji se ptiblizné

stejné velké niténky.



Obrazek €. 1: niténky v Petriho miskach uréené k testovani

5.2 Priprava referencni latky

>
>
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Ptipravime koncentra¢ni fadu testované latky (5 koncentraci)

Do kadinky navazime 1 mg (0,001 g) siranu méd’natého CuSO4.5H20, v cca 50 ml
destilované vody rozpustime navazku

roztok ptelijeme do odmérné bariky (1000 ml) a doplnime destilovanou vodou po rysku
takto pfipravime zasobni roztok o koncentraci 1 mg.|*

tento zasobni roztok se dale fedi do 500 ml odmérnych banék, az se pfipravi
koncentraéni fada o koncentracich: 0,01; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 mg.I*

koncentrace 0,01 mg.It: 5 ml zasobniho roztoku + 495 ml destilované vody
koncentrace 0,04 mg.It: 20 ml zasobniho roztoku + 480 ml destilované vody
koncentrace 0,08 mg.I"': 40 ml zasobniho roztoku + 460 ml destilované vody
koncentrace 0,16 mg.I"': 80 ml zasobniho roztoku + 420 ml destilované vody

koncentrace 0,32 mg.I"t: 160 ml zasobniho roztoku + 340 ml destilované vody



Obrazek €. 2: Ptipravend koncentracni fada

» kazdou koncentraci rozdélime po 100 ml do kadinek o objemu 250 ml, tim ziskame 5
opakovani od kazdé koncentrace

» piipravime 5 opakovani kontroly, tj. 100 ml destilované vody do kazdé 250 ml kadinky

» kazdou kadinku ptekryjeme Parafilmem®, abychom zabranili vypateni, a vlozime do

inkubatoru.

Obrazek €. 3: Zalozeny test s niténkami



5.3 Vlastni testovani

Y

testovani probiha pfi teploté¢ 20-22 °C

Y

Z Petriho misky se rychle, ale opatrné pomoci entomologické pinzety da osusit na
filtracni papir 5 pfiblizné stejn¢ velkych nitének, aby nedoslo k nafedéni roztoku

do kazd¢ kadinky se pfenese 5 nitének

a napipetuje se 100 ml vzorku od kazdé koncentrace

pro kazdou koncentraci se zvoli 5 opakovani

piipravime i 5 opakovani s destilovanou vodou — kontrola

celkem budeme mit k otestovani 30 kadinek (5 koncentraci po 5 opakovani a 5 kontrol)
po 24 hodinach zkontrolujeme a zaznamename pocet nehybnych jedinct

po 96 hodinach test vyhodnotime

tyto udaje se pouziji pro vypocet akutni toxicity, ktery se vyjadii pomoci LC50
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niténky z testu se vytradi, nedaji se pouzit pro dalsi testovani.

6. Vyhodnoceni testu
> jako endpoint se hodnoti nehybnost a mortalita (niténky nejevi znamky pohybu do 10 s
ani po kontaktu s prepara¢ni jehlou),
» spocita se poCet nehybnych organismi po 24, 48, 72 a 96 hodinéch,
» vysledky testi se statisticky vyhodnoti, napt. pomoci programu TOXICITA.

Vypocet

Vysledkem je hodnota akutni toxicity, stanovena na zaklad¢ poctu uhynulych a nehybnych
jedincl nitének po expozici Vv referenéni latce po 24, 48, 72 a 96 hodinach v porovnani s

kontrolou.
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