ROTOXKIT F CHRONIC

Chronic Toxicity Test

for Freshwater
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ROTOXKIT F™
CHRONIC
FOR TOXICITY SCREENING

RATIONAL OF CHEMICALS, EFFLUENTS,
A SEDIMENTS OR WASTES

STANDARD OPE

This kit contains all the materials to perform 3 short-chronic
toxicity tests (48h reproduction inhibition assays)
with the rotifer it if s 2 ﬁ

PROCEDURE

ROTOXKIT F CHRONIC
Procedura testu



PRZYGOTOWANIE
STANDARDOWEJ POZYWKI

- KOLBKA MIAROWA (1 litr)
- FIOLKI Z ROZTWORAMI
SKONCENTROWANYCH SOLI
- DESTYLOWANA
(lub dejonizowana) WODA



PRZELAC ZAWARTOSC 5 FIOLEK

ZE SKONCENTROWANYMI
ROZTWORAMI SOLI

DO + 800 ML WODY DESTYLOWANEJ,
W KOLBCE MIAROWEJ 1 LITR




- NAPELNIC KOLBKE DO LINIIl ZNAKOWEJ
1LITR

- NAPOWIETRZAC PRZEZ
CO NAJMNIEJ 15 MINUT




WYLEG WROTKOW
WYLEG Z CYST POWINIEN BYC NASTAWIONY 16-18 GODZIN PRZED
ROZPOCZECIEM TESTU TOKSYCZNOSCI



PODAC 9 ML STANDARDOWEJ
POZYWKINA 5 CM PLYTKE
PETRI'EGO




OPROZNIC FIOLKE Z CYST NA
PLYTKE PETRIEGO. UPEWNIC SIE,
ZE WYSZYSTKIE CYSTY ZOSTALY
PRZENIESIONE
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ABY UPEWNIC SIE, ZE WYSZYSTKIE CYSTY ZOSTALY PRZENIESIONE, WYPLUKLAC FIOLKE
DWUKROTNIE, UZYWAJAC 2 X 0,5 ML STANDARDOWEJ POZYWKI
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INKUBACJA CYST

INKUBOWAC PLYTKE PETRI'EGO
PRZEZ 16-18 GODZIN, W 25 °C
PRZY CIAGLYM OSWIETLENIU
MIN. 3 000 — 4 000 LUX

* Czas wylegu moze sie nieznacznie
rozni¢ pomiedzy kolejnymi partiami cyst.

Nalezy zapoznac¢ sie z kartg specyfikaciji.
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KARMIENIE MLODYCH ORGANIZMOW

Wrotki, zaraz po wylegu muszg by¢ karmione przez 2
godziny, specjalnym pokarmem (RotiRich), przed

rozpoczeciem testu toksycznosci

DO JEDNEJ FIOLKI Z POKARMEM ROTIRICH
DODAC 1 ML STANDARDOWEJ POZYWKI
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ZATKAC PROBOWKE | DOKtADNIE
WYMIESZAC ZAWARTOSC W CELU
UZYSKANIA JEDNORODNEJ ZAWIESINY
POKARMU




POBRAC MIKROPIETA MALA PORCJE ZAWIESINY POKARMU ROTIRICH

PODAC 5 KROPLI NA PLYTKE PETRI'EGO Z MLODYMI WROTKAMI

ZAMIESZAC DELIKATNIE PLYTKA

UMOZLIWIC WROTKOM KARMIENIE PRZEZ DWIE GODZINY PRZED ROZPOCZECIEM TESTU



12

PRZYGOTOWANIE ZAWIESINY POKARMU Z GLONOW

Z JEDNEJ PROBOWKI ZE Zt OZAMI GLONOW WYLAC POZYWKE DO PRZECHOWYWANIA,
UWAZAJAC, ABY NIE UTRACIC JAKIEGOKOLWIEK ZLOZA PRZY TEJ OPERACJI
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UWALNIANIE GLONOW

DODAC 4 ML ROZTWORU UWALNIAJACEGO GLONY DO PROBOWKI ZE ZtOZAMI GLONOW
| ZAMKNAC JA KORKIEM



VORTEXTD
GENIE S |

WSTRZASAC PROBOWKE NA VORTEX-IE, AZ ZL OZA ZOSTANA CALKOWICIE
ROZPUSZCZONE | GLONY ZOSTANA UWOLNIONE
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WIROWAC PROBOWKE PRZEZ 10 MINUT PRZY 3000 OBR/MIN W STANDADOWEJ
WIROWCE LABORATORYJNEJ
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OSTROZNIE WYLAC SUPERNATANT Z PROBOWKI




DODAC 10 ML WODY DESTYLOWANEJ ZATKAC | WSTRZASAC PROBOWKE,
DO PROBOWKI Z PELETKA GLONOW AZ DO UZYSKANIA JEDNORODNEJ
ZAWIESINY GLONOW
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WIROWAC PROBOWKE PONOWNIE 3000 OBR/MIN PRZEZ 10 MINUT
| WYLAC SUPERNATANT
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- DODAC 1,8 ML STANDARDOWEJ POZYWKI
DO PROBOWKI Z PELETKA GLONOW

- ZATKAC PROBOWKE | WSTRZASAC
DOKEADNIE, AZ DO UZYSKANIA
JEDNORODNEJ ZAWIESINY GLONOW
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PRZYGOTOWANIE ROZCIENCZEN TOKSYCZNEJ SUBSTANCJI
n.p. PROBKA SCIEKOW
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1. PRZYGOTOWANIE PROBKI

W celu unikniecia wptywu zawiesiny i/lub
organizmow, ktore mogag by¢ obecne w
probce Sciekow, zaleca sie oczyszczenie

probki przed rozpoczeciem testu.

Preferuje sie odwirowanie z uzyciem

supernatantu do testow.
Alternatywnie, mozna wykonac filtracje na

filtrze szklanym o niskiej porowatosci.
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2. PRZYGOTOWANIE ROCIENCZEN SUBSTANCJI TOKSYCZNEJ
(100% - 50% - 25% - 12,5% - 6,25% $ciekow)
PRZYGOTOWAC SZESC 20 ML PROBOWEK TESTOWYCH | OZNAKOWAC JE
OD C1DOC5 | KONTROLA




UMIESCIC 20 ML PROBKI W PROBOWCE C1 (= 100% $ciekéw)
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PODAC 10 ML STANDARDOWEJ POZYWKI DO PROBOWKI KONTROLNEJ
| PROBOWEK C5 DO C2
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- PRZENIESC 10 ML PROBKI Z C1 DO C2 | WYMIESZAC (= 50% $ciekow)
- POWTARZAC PRZENIESIENIE 10 ML Z C2 DO C3 (= 25% $ciekow),
C3 DO C4 (= 12.5% $ciekow) | C4 DO C5 (= 6.25% $ciekow)



ODRZUCIC 10 ML Z PROBOWKI C5



3. DODAWANIE POKARMU Z GLONOW DO ROZCIENCZEN SUBSTANCJI TOKSYCZNEJ | KONTROL
- WSTRZASNAC DOKLADNIE PROBOWKE ZE SKONCENTROWANYM POKARMEM Z GLONOW
- DODAC 100 pl DO WSZYSTKICH PROBOWEK




NAPELNIANIE PLYTKI TESTOWEJ



WSTRZASNAC PROBOWKA Z KONTROLA



it AF I W
') =

PRZENIESC 1ML DO KAZDEGO DOLKA W RZEDZIE KONTROLI



- WSTRZASNAC PROBOWKI Z SUBSTANCJA TOKSYCZNA
- PRZENIESC 1 ML KAZDEGO STEZENIA DO DOtKA DO PLUKANIA | DO 8 DOLKOW W KAZDYM RZEDZIE,
- PROWADZIC PRZENOSZENIE W KOLEJNOSCI WZRASTAJACYCH STEZEN,

(t.j. od géry rzedu do dotu w ptytce wielodotkowej, a wiec od C5 do C1)
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PRZENOSZENIE WROTEK DO DOLKOW
TESTOWYCH

Ze wzgledu na mate rozmiary organizmow,
przenoszenie wrotek do dotkow testowych
musi by¢ prowadzone pod mikroskopem o

powiekszeniu 10-12 X



- UMIESCIC PLYTKE PETRI'EGO Z MLODYMI | NAKARMIONYMI ORGANIZMAMI NA STOLIKU
MIKROSKOPU

- POBRAC KILKANASCIE ORGANIZMOW PLASTIKOWA MIKROPIPETA,
SCISKAJAC JA U GORY ABY UZYSKAC EFEKT ZASYSANIA



PRZENIESC 10-15 WROTKOW Z PLYTKI PETRI'EGO DO DOLKOW DO PLUKANIA
W NASTEPUJACEJ KOLEJNOSCI: RZAD X (Kontrola), RZAD C5-C4-C3-C2-C1
(od goéry do dotu ptytki wielodotkowej, w ciggu wzrastajgcych stezen)



Test wells

~ Rinsing wells

PRZENIESC PO JEDNYM WROTKU Z DOLKA DO PLUKANIA DO KAZDEGO DOLKA
TESTOWEGO W TYM SAMYM RZEDZIE

To przenoszenie powinno by¢ takze prowadzone w kolejnosci wzrastajgcych stezen
(t.]. najpierw rzad kontroli i odpowiednio od rzedu C5 do C1)
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PRZYKRYC PLYTKE PASKIEM PARAFILMU | POLOZYC POKRYWKE
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UMIESCIC PLYTKE W INKUBATORZE W
25 °C, W CIEMNOSCI, PRZEZ 48 GODZIN
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OBLICZANIE WYNIKU

PO 48 GODZINACH INKUBACJI , ZLICZYC
ZYWE WROTKI WE WSZYSTKICH DOLKACH
TESTOWYCH | ZAPISAC WYNIK W KARCIE

WYNIKU



