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Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) —
Zkouska akutni toxicity
zpracovano podle CSN ISO 6341

Metoda stanoveni akutni toxicity chemickych latek, primyslovych odpadnich vod a povrchovych
nebo podzemnich vod pro Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)

Princip
Zkouska je zalozena na urceni koncentrace latky, kterd za 24 (48) hodin imobilizuje 50% jedinct

Daphnia magna vystavenych podminkam testu.

Samicky Daphnia magna mladsi 24 hodin jsou po dobu 24 (48) hodin vystaveny pisobeni
zkouseného vzorku, ktery je v koncentraénim rozsahu piidan do fedici vody.

Médium (= fedici voda)
e Zasobni roztoky:
8,88g CaCl, se rozpusti v 11 destilované vody
4,93 ¢ MgSOy se rozpusti v 11 destilované vody
2,59g NaHCOs se rozpusti v 11 destilované vody
0,23g KCl se rozpusti v 11 destilované vody
e na | | média se davkuje 25 ml z kazdého zasobniho roztoku, do odmérné banky 11 se nalije
¢ast destilované vody, ptidaji se zasobni roztoky a doplni se destilovana voda
e aeraci se roztok nasyti kyslikem (koncentrace kysliku by méla byt nad 7 mg/1) a zkontroluje
se pH (7,810,2)

Podminky testu
e teplota: 20+2°C
e délka expozice 24hod (48 hod.)
e tma nebo fotoperioda 16h svétla/8 h tmy

Ptiprava vzorku
Zasobni roztok zkousené latky se ptipravi ve sklenéné nadobé¢ rozpusténim znamého mnozstvi latky
v uréeném objemu fedici, demineralizované nebo destilované vody.

Zasobni roztoky, které jsou té¢zko rozpustné ve vodé, mohou byt pfimo v médiu rozpustény nebo
dispergovany mikrovlnou disperzi nebo michanim s rozpoustédlem ci disperganty s nizkou
toxicitou pro D. magnal (napi. DMSO). Jestlize se pouziva rozpoustédlo, musi byt jeho koncentrace
v zasobnim roztoku takova, aby nejvyssi koncentrace ve zkouseném roztoku neptesahovala 0,1
ml/l. Pokud jsou zasobni roztoky pfipraveny v demineralizované vodeé, piida se do kazdého litru
fedici vody nejvyse 10 ml zasobniho roztoku.
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Postup testu

e priprava média podle navodu, pfipravené médium se provzdusiuje nejlépe pies noc

e gravidni samice se den pied planovanym testem pienesou do zvlastni nadoby a do 24 hodin
se odlovi nové narozeni jedinci. Ti se pak nechaji cca 1 hodinu v Cerstvém médiu

e kazdy test musi obsahovat kontrolu neobsahujici Zadnou zkouSenou latku (pokud se
testovana latka rozpousti v rozpoustédle, zarazuje se i kontrola na rozpoustédlo) a nejméné
p¢ct zkousenych koncentraci, v kazdé koncentraci i kontrole nejméné 20 jedinct

e mladi jedinci Daphnia magna se vnesou do zkusebnich nadob tak, aby nebylo vice nez 5
jedincti na 10 ml, zkusebni nadoby se umisti do inkubatoru ¢i klimatizované mistnosti

e bc¢hem zkousSky se organismy nekrmi

e na konci zkusebni doby 24h (48h) se spocitaji mobilni jedinci v kazdé nadobé. Jedinci, kteti
nebudou schopni se rozplavat za 15 spo mirném zamichani roztoku, se povazuji za
imobilizované, 1 kdyby dosud pohybovali tykadly

e urci se koncentracni rozmezi zpiisobujici 0% az 100% imobilizaci a zaznamenaji se vSechny
anomalie v chovani D.magna

Ovéfeni citlivosti:

K ovéfeni citlivosti Daphnia magna se pravidelné stanovuje 24h ECsy dichromanu draselného za
pouziti fedici vody. Pokud je hodnota 24h-ECsy dichromanu draselného mimo rozsah 0,6 - 1,7 mg/1,
oveii se presnost provedeni zkousky, zplisob chovu atd.

Zkouska se povazuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:
e mortalita v kontrole na konci zkousky je < 10%
e 24h- ECs pro dichroman draselny je v rozsahu 0,6-1,7 mg/1

Domadci ukol:

Pro ucely cviceni budeme pouzivat standardni toxikant dichroman draselny.

Koncentrace zasobniho roztoku je 160 mg/l nebo 320 mg/l, testované koncentrace budou:
32-1,6-0,8-0,4-0,2 mg/l.

Je potieba ptipravit roztoky tak, aby se do celkového objemu 9,8 ml média pridavalo 200 pl roztoku
dichromanu a to u vSech koncentraci stejné.

Spocitejte, jaké koncentrace roztokl je tfeba pfipravit a kolik, kdyZ budeme test provadét na desce

s péti jamkami o objemu 10 ml pro kazdou koncentraci.



