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25. Toksikologiske eksperimenter med dafnier

Dafhier er standardorganismer til toksikologiske tests af nye stoffers
giftighed. Der findes en reekke procedurer for udfgrelse af toksikologi-
ske tests, bl.a. LC, -tests (se vejledning 26, Bioassay) for miljgfremme-
de stoffer som udfgres over 24 evt. 48 timer. Det kan veere vanskeligt at
overholde de krav der stilles i testlaboratorier, men det er heller ikke
ngdvendigt. I skal blot bruge naturvidenskabelig metode til at opstille
forsgg med de stoffer I vil undersgge virkningen af, pa dafnier.

Fremgangsmade

¢ Konstruér jeres eksperiment s3 det er muligt at se hvor stor indfly-
delse koncentrationen af stoffet har, og husk at sammenligne med
kontrolforseg.

¢ Efter 24 timer kan I finde resultatet ved at t=lle hvor mange svom-
mende, dvs. levende, dafnier der er i glassene. Resultaterne settes i
forhold til dedeligheden i kontrolglasset.

Forslag til hvordan indholdsstoffer i cigaretter kan testes

Indhoidet af en cigaret, dvs. tobakken, anbringes i 100 mL vand der er

udtaget fra dafniekulturen. Husk handsker nér I bergrer tobakken. Lad

tobakken treekke i vandet 1 time, 54 vandet far en paen brun farve. Lav

sA en fortyndingsrakke, se figur 25.1 side 78.

e Glas 1: Udtag 20 ml udtreek, tilseet 5 mL vand med 10 dafnier, dette
er den ufortyndede prove.

* Glas 2: Udtag 5 mL fra glas 1, tilseet 20 mL vand med 10 dafnier.

e Glas 3: Udtag 5 mL fra glas 2, tilset 20 mL vand med 10 dafnier.

* Glas 4: Kontrolglas, 256 mL vand med 10 dafnier.

Lad glassene std under ensartede betingelser i 24 timer og opteel sa an-

tallet af levende dafnier i hvert glas.

Overvej om I har lavet fortyndinger nok, maske er det ngdvendigt at

fortynde mere.

~

@ Hvilke egenskaber hos
dafnier ger dem

velegnede til standardorganis-
mer i forbindelse med toksikolo-
giske tests af stoffer?

Materialer

Stamkultur af dafnier
Forsegsglas (det kan
vaere smi baegerglas,
store reagensglas eller
bananflueglas), der skal
gerne vare mindst 3 cm
vandsgjle

Vandet i forspgsglassene
bgr komme fra den op-
rindelige kultur
Pipetter til at overfore
dafnierne fra stamkul-
tur til forsggsglas

Det valgte stof, gerne i
fortyndingsraekke
Eksempler pa stoffer:
Indholdsstoffer i ciga-
retter, Cu (som kobber-
ioner Cu®*), Roundup,
andre pesticider, etha-
nol, kaffe osv.
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Hvorfor skal | bruge
vand fra dafniekulituren?

Figur 25.1, Opstilling af fortyndingsraekke med dafnier som forsegsdyr (cigaret-
oplesning).

Forslag til bearbejdning

Resultater kan afbildes i tabel eller grafisk. Lav gerne flere forsggsraek-
ker, evt. med forskellige cigaretmarker.

Se vejledning 24, Dyrkning og undersdgelser af dafnier, til andre forspg
med undersdgelse af stoffers indflydelse p4 dafnier.
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26, Bioassay
Den biologiske virkning af giftstoffer pd levende organismer kan doku-
menteres vha, eksperimenter. De eksperimenter man laver, kaldes bjo-
logiske assays eller bioassays, og deres formal er at male et stofs stimu-
lering eller reduktion af livsytringer i dyr og planter.

I dette eksperiment anvendes andemad som biologisk organisme. Det er
en vandlevende plante der formerer sig vegetativt, dvs, alle planter med
samme moderplante er genetisk ens. Planten er velegnet til veekstekspe-
rimenter i laboratoriet, og veekstbetingelser kan designes p& mange for-
skellige méder. I kan bruge mange andre vandplanter, ligesom det lille
krebsdyr dafnien ofte er anvendt i gkotoksikologiske tests.

Der findes forskellige bioassay-metoder og analyser af dem. En af disse
er dosis-respons-modellen. Denne metode forudsaetter at virkningen af
et givet giftstof kan beskrives via en matematisk sammenhzng, enten
som linezert eller ikke-linezert respons.

Responset kan veere vaskst, overlevelse eller en lignende malbar para-
meter. Man far en dosis-responskurve nar respons afbildes som funktion
af den dosis eller koncentration som test-organismen er blevet udsat for.
Data fra en test vil ofte have et ikke-linesrt forlgb nar responset bliver
afbildet som funktion af dosis, hvis testen udfares i et omrade der bide
rummer meget sma og meget store doser. Dette ses som en monotont sti-
gende eller faldende doseringskurve med asymptotisk gvre og nedre green-
se, en sdkaldt S-formet kurve. Den dosis (D) eller koncentration (C) som
har 50 % virkning, kaldes ED,, eller EC,, (E for effekt). Hvis responset er
ded, kaldes den LD, eller LC,,, (L for letal, dgdelig). I dette eksperiment
registreres responset som en veekstrate hvor lille koncentration giver stor
veekstrate, se figur 26.2.

% respons, vakstrate
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0 10 100 ED/EC, 1000 10.000

Dasis/koncentration

Eksperiment

Figur 26.1. Andemad.

Figur 26.2. Dosis-responskurve
= respons som funktion af dosis/
koncentration. 100 % respons er
normal vaskst.




_Eksperiment

Figur 26.3, Dosis-respons hvor
responset er vaeksthamning. Hoj
koncentration af stof giver 100 9%
vaeksthaemning.
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Men responset kan 0854 veere en veeksthaemnin
on giver lille veeksthaamning, se figur 26.3,

4 % respons, vaeksthaamning
100 -
80 -
60

50 —
40 -

20 +

Dosis/koncentration

En grenseveerdi tager hgjde for at der er forskel meliem arter. Grap-
sevaerdien fastsmttes ud fra EC,,. Greenseveerdjen er et udtryk for en
koncentration, hvor man antager at kemikaliet ikke har nogen effekt,

EC
greenseveerdi = e
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lerne skal derfor tzlles flere gange i 1gbet af testperioden.
Veaekstraten, r, kan beregnes ud fra folgende sammenheang:

(nN_-inNy)
r:-———____
t

d

Hvor

N, er startbiomassen (malt som antal blade)
N, er sluthiomassen (malt som antal blade)
t, er lengden af testperioden (malt i dage)

Fremgangsmade

* Genetisk ens planter af andemad udseettes for forskellige koncen-
trationer af kemikalier i syv dage. Veekstraten bestemmes som bjo-
massetilveekst og males ved simpel teelling af anta] blade far og ef-
ter. Husk konstant lys og temperatur,

* Opstilling afet assay laves ved hjelp afen fortyndingsraekke hvor I
halverer koncentrationen hver gang. Princippet i at lave en fortyn-
dingsraekke ses ; figur 26.4.

Folgende veegtkoncentrationer i g/L testes:

10-5-25.- 1,25-0,625 - 0,312 og 0,156

Forbered fortyndingsserien s3 der er minimum 200 mL af hver kon-
centration.

Figur 26.4. Princippet i en
fortyndingsraskke.

For hver bl3 pif herunder;

Der afvejes 1,00 g stof.
Malekolben fyldes til
100 mL-mzerket med
vand, og der blandes

——

&
|' Diskutér om der er

| andre og mere hensigts-
maessige mider at méle
] biomassetilvasksten pa.

Materialer

* Andemad

* Héarshampoo

* 7 malekolber

* 16 baegerglas

* Husholdningsfilm
eller Parafilm

Der afmales 50 mL som overfares til den naeste100 ml-mélekoibe,
Malekolben fyides herefter op til 100 ml-meerket med vand, og der blandes godit

=1L

N

Volumen 100 mL

100 mL 100 mL, 100 mL
Gram stof 1 0,5 0,25 0,125
pr. 100 mL
Vaegtkoncentration 10 g/L Sg/L 2,5g/L 1,25 g/l
o/l

100 mL

0,0625

0,625 g/L_

100 mL 100 mL !’

0,0312 0,0156 |
!

03129/ 0,156 g/L |
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@ Beregn pa forhand
hvilke mzengder | skal

blande farst, s4 | ender med at
have to basgerglas med 100 mL
af hver koncentration.

* Iskallave to ens prgver ved hver testkoncentration og et kontrolglas.
Testene gennemfares med 100 mL testmedium.

1. Overfar 2-3 sunde gronne planter med 2-4 blade pé hver til hvert
beegerglas.

Notér antal af blade i skema, se figur 26.5,
Beegerglassene overdeekkes med plastfolie.

Baegerglassene stilles under konstant temperatur og lys.
Teel bladene efter 6-7 dage.

STk oo

Figur 26.5. Skema til optezelling af
antal blade.

Koncentration g/L. 10,00
A B

Antal blade

Starttaslling

Dato:

Antal blade

Sluttzelliing
Dato:

Vakstraten
e (nN_-In N}

d

Gennemsnitlig
vekstrate

Vakstrate | %
{kontrol sasttes
til 100 %)

Husk at biomassetilveeksten méles som antal blade ved almindelig teel-
ling for og efter, at selv den mindste antydning af et blad teller som et
blad og at bladene talles af de samme to personer hver gang.

I kontrolprgven forventes veeksten som naevnt at veere eksponentiel, og
kontrollerne skal derfor tewlies flere gange i lghet af testperioden.

Forslag til bearbejdning

* Beregn vaekstraten i alle praver. Hvis vaeckstraterne i to ens prever
er veesentlig forskellige, noteres det, og rsager diskuteres,

5,00 2,50 1,25 0,625 0,312 0,156 Kontrol
A B A B A B A B A B A B A B




* Udregn den gennemsnitlige respons for hver koncentration idet kon-
trollens veekstrate settes til respons pa 100 % og koncentration 0 g/L.

¢ Tegn koncentrations-responskurven.

* Afles EC, og beregn en grenseveerdi pa basis af EC,..

* Undersgg hvilke stoffer shampooen indeholder og hvis det er muligt
deres toksicitet (giftighed).

* Diskutér usikkerheder ved eksperimentet.

Kilde til forsggsidé med shampoo-andemad: Ole Kusk og Kire Press-
Kristensen, DTU Miljg.

27, E!_(Sperimc_-:fnt med_habitat-praferencg

Alle organismer kraever bestemte miljgforhold for at kunne overleve og
formere sig. Kravene til leveforholdene er forskellige fra art til art, og
dyrene vil derfor udvise preeference for de betingelser der passer dem
bedst i et givet miljg,

Miljget bestar af abiotiske faktorer som fx temperatur, ilt-, lys- og fugtig-
hedsforhold samt biotiske faktorer som fx rovdyr, byttedyr, planteda:k-

ke, sygdomsfremkaldende mikroorganismer og konkurrence fra egen e]-
ler andre arter,

Fremgangsmade

Preeferencepladen vist i figur 27.1, leveres med en mgrk 0g en gennem-
sigtig plade. Hvis den mprke plade deekker den ene sides kamre og der
er lavet fugtigt miljs i de gverste kamre, har I fire forskellige kombina-
tionsmuligheder pa én gang. Kombinationer med ferre valgmuligheder
kan der ogsa veere en pointe i at udfgre.

Den gennemsigtige plade s@rger for at dyrene ikke undslipper kammeret.

Materialer

* Dyr, fx baenkebidere

* Preferenceplade som
figur 27.1 eller lignende

* Filtrerpapir

* Jord

* Sand

* Fadeemner eller andet
der indgér i dyrenes
preeference og jeres
undersggelse

Figur 27.1. Praeferenceplade der
ger det muligt at variere betingel-
serne pa flera mader.




