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Podstata testuPodstata testu

Zjišťuje se počáteční koncentrace Zjišťuje se počáteční koncentrace 
účinné látky, která za 24/48 hodin účinné látky, která za 24/48 hodin 
zimobilizujezimobilizuje 50% testovaných 50% testovaných 
jedincůjedinců
24h 24h --> 24h EC50> 24h EC50
48h 48h --> 48h EC50> 48h EC50



Podmínky zkouškyPodmínky zkoušky

Tma nebo Tma nebo fotoperiodafotoperioda 16h světlo/8h 16h světlo/8h 
tmatma
Látky podléhající rozkladu na světle Látky podléhající rozkladu na světle 
–– testovat ve tmětestovat ve tmě
Teplota 20°C Teplota 20°C ±± 2°C2°C
Bez toxických výparů či prachu Bez toxických výparů či prachu 
ovlivňujících průběh testuovlivňujících průběh testu



Testovací organismusTestovací organismus
Daphnia magna Daphnia magna StraussStrauss ((CladoceraCladocera, , 
Crustacea)Crustacea)
Dafnie je vodní korýšDafnie je vodní korýš
Je to konzumentJe to konzument



Daphnia magna Daphnia magna StraussStrauss



Testovací organismusTestovací organismus

Matečný chov krmíme 1x denně Matečný chov krmíme 1x denně 
mikroskopickou řasoumikroskopickou řasou
Do testu nasazujeme jedince mladší Do testu nasazujeme jedince mladší 
24 hodin24 hodin
V předstihu (2V předstihu (2--3 dny) odlovíme 3 dny) odlovíme 
gravidní samice do samostatné gravidní samice do samostatné 
nádrženádrže
Po vylíhnutí síťkou lovíme narozené Po vylíhnutí síťkou lovíme narozené 
jedince a nasazujeme ihned do testujedince a nasazujeme ihned do testu



Testovací organismusTestovací organismus

Většinou se udržuje chov a mladí Většinou se udržuje chov a mladí 
jedinci se používají na testování jedinci se používají na testování 
Případně je možné komerčně získat Případně je možné komerčně získat 
tzv. tzv. daphtoxkitdaphtoxkit obsahující tzv. obsahující tzv. efipiaefipia
což jsou zvláštní chitinová pouzdra což jsou zvláštní chitinová pouzdra 
uzavírající zimní vajíčka uzavírající zimní vajíčka -- jedná se jedná se 
tedy o tedy o dormantnídormantní stádia perloočekstádia perlooček



Testovací organismusTestovací organismus

Kultura 
mikroskopických 
řas - krmivo

daphtoxkit

efipium



Použití testu pro testování:Použití testu pro testování:

Rozpustných chemických látekRozpustných chemických látek
Průmyslových odpadních vodPrůmyslových odpadních vod
Povrchových či podzemních vodPovrchových či podzemních vod
Výluhů zemin, sedimentů odpadů a Výluhů zemin, sedimentů odpadů a 
dalších matricdalších matric



ŘŘedící voda edící voda -- médiummédium

Používáno během testu jako médium Používáno během testu jako médium 
pro perloočkypro perloočky
Definované složeníDefinované složení
•• CaCl2 · 2H2O           11,76 g/l CaCl2 · 2H2O           11,76 g/l 
•• MgSO4 · 7H2O           4,93 g/lMgSO4 · 7H2O           4,93 g/l
•• NaHCO3                    2,59 g/lNaHCO3                    2,59 g/l
•• KClKCl 0,23 g/l0,23 g/l

Každou navážku rozpustíme v 1l Každou navážku rozpustíme v 1l 
destilované vodydestilované vody
pH roztoku 7,8 pH roztoku 7,8 ±± 0,20,2



ŘŘedící voda edící voda -- médiummédium

Z každého ze 4 zásobních roztoků Z každého ze 4 zásobních roztoků 
odebereme 25ml a doplníme odebereme 25ml a doplníme 
destilovanou vodou na 1ldestilovanou vodou na 1l
Před použitím v testu Před použitím v testu 
provzdušňujeme do nasyceníprovzdušňujeme do nasycení
pH média7,8 pH média7,8 ±± 0,20,2



Zpracování vzorku Zpracování vzorku -- odběrodběr

Odběrovou nádobu zcela naplnitOdběrovou nádobu zcela naplnit
Provést test nejdéle 6 hodin po Provést test nejdéle 6 hodin po 
odběruodběru
Pokud nelze dodržet 6h interval, Pokud nelze dodržet 6h interval, 
ihned po odběru zchladit na 4°C ihned po odběru zchladit na 4°C 
případně zamrazit na případně zamrazit na –– 20°C a 20°C a 
zpracovat do 48hzpracovat do 48h



Zpracování vzorku Zpracování vzorku –– předúpravapředúprava
vzorkuvzorku

Rozpustíme známé množství vzorku Rozpustíme známé množství vzorku 
v určeném objemu rozpouštědlav určeném objemu rozpouštědla
Rozpouštědlo nejčastěji destilovaná Rozpouštědlo nejčastěji destilovaná 
vodavoda
Nádoby z inertního materiáluNádoby z inertního materiálu



Samotné testováníSamotné testování

Smícháme definované množství roztoku Smícháme definované množství roztoku 
odpadu s definovaným množstvím ředící odpadu s definovaným množstvím ředící 
vodyvody
Roztok odpadu se dávkuje do série nádob Roztok odpadu se dávkuje do série nádob 
ve zvyšujícím se množství ve zvyšujícím se množství –– koncentrační koncentrační 
řadařada

Baňka č. Koncentrace v %
1 100
2 50
3 25
4 12,5
5 6,25



Samotné testováníSamotné testování

Do každé nádoby 20 jedinců Do každé nádoby 20 jedinců ––
minimálně 2 ml roztoku na jedinceminimálně 2 ml roztoku na jedince
Negativní kontrola Negativní kontrola –– stejné podmínky stejné podmínky 
avšak místo roztoku odpadu je avšak místo roztoku odpadu je 
přidána destilovaná vodapřidána destilovaná voda



Samotné testováníSamotné testování

Během testu se organismy nekrmíBěhem testu se organismy nekrmí
Po 24/48 h se spočítají imobilizovaní Po 24/48 h se spočítají imobilizovaní 
jedincijedinci
Imobilizovaný jedinec je takový, Imobilizovaný jedinec je takový, 
který se po poklepání do 15s který se po poklepání do 15s 
nerozplave i když např. hýbe nerozplave i když např. hýbe 
antenamiantenami



Ověřování citlivostiOvěřování citlivosti

Pravidelně se chov testuje na Pravidelně se chov testuje na 
citlivost referenčním citlivost referenčním toxikantemtoxikantem
KK22CrCr22OO77

Průběh stejný jako normální test Průběh stejný jako normální test 
avšak místo vzorku je přítomen avšak místo vzorku je přítomen 
dichromandichroman v koncentrační řaděv koncentrační řadě



Určení EC50Určení EC50

Spočítáme počty imobilizovaných Spočítáme počty imobilizovaných 
jedinců pro každou koncentracijedinců pro každou koncentraci
Data zaznamenáme do tabulkyData zaznamenáme do tabulky



Určení EC50Určení EC50

kontrola 0,2 mg/l 0,4 mg/l 0,8 mg/l 1,6 mg/l 3,2 mg/l

expozice 
(h) 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

A 0 0 0 0 0 1 1 2 4 5 5 5

B 0 1 0 0 0 0 1 1 4 5 5 5

C 0 0 0 1 0 1 1 5 4 5 5 5

D 2 5

Celkem 0 1 0 1 0 2 5 13 12 15 15 15

% efekt 0 6,67 0 6,67 0 13,33 25 65 80 100 100 100

Z tabulky vytvoříme bodový graf



Určení EC50Určení EC50

Imobilizace Daphnia magna po 48 hodinách
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Určení EC50Určení EC50
logaritmovaná křivka imobilizace Daphnia magna po 48 hodinách
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Validita výsledkůValidita výsledků

Koncentrace OKoncentrace O22 nesmí po celou dobu nesmí po celou dobu 
experimentu klesnout pod 80 % (min experimentu klesnout pod 80 % (min 
2 mg/l)2 mg/l)
Povolená maximální mortalita Povolená maximální mortalita 
kontroly je 10 %. kontroly je 10 %. 
Test probíhá při stálé teplotě 20 °C Test probíhá při stálé teplotě 20 °C ±±
2 °C  2 °C  



Díky za pozornost!Díky za pozornost!
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