BIOLOGI                                                                                    Bioessay af kobbersulfat                                                                FP(01) side 


Bioessay af kobbersulfat på Stor dafnie (Daphnia magna) 

ver 1.03 okt 2001
FORMÅL: at udføre en test for stoffers giftighed på levende organismer og vha. denne test undersøge kobbersulfats effekt på dafniers overlevelse  

INTRODUKTION
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Figur 1 Typisk resultat af LC 50 bestemmelse. Forsøgsresultaterne er afbildet på sandsynlighedspapir med en logaritmisk x-akse, idet det ofte giver et retlinet kurve-forløb.

Man forsøger bl.a. at vurdere kemiske stoffers giftighed i naturen ved hjælp af forskellige økotoksikologiske test. Den simpleste test går ud på at måle dødeligheden hos organismer udsat for giftstoffet. Man udfører forsøget ved at tilsætte forskellige mængder af metal eller andre giftige stoffer og derefter bestemme, hvor stor en del af forsøgsorganismerne, der er døde efter f.eks. 24 timer. Resultatet angives ofte som den koncentration eller mængde, der dræber 50% af forsøgsorganismerne.  Man taler da om dødelig koncentration , LC 50, eller dødelig dosis, LD-50. LC 50 (eller LD 50)  kan benyttes til at afsløre ekstremt giftige stoffer, men benyttes oftest til at beregne sig frem til den højeste dosis som kan tillades til mennesker. I praksis sætter man - med en sikkerhedsmargin - den højeste tilladte værdi for mennesket til en hundrededel af LC 50-dosis for forsøgsdyr. Men da visse giftstoffer kan give andre funktionsforstyrrelser end døden - f.eks. østrogene effekter - er dette kun en nødløsning, indtil bedre forståelse for stoffets giftighed er fundet. 

I det følgende forsøg kan effekten af giftstoffet, som her er kobber-ioner, iagttages vha. et sukkerstof mærket med en fluorescerende gruppe. Mens det kan tage få timer til flere dage for en dafnie at dø, efter at den er blevet udsat for en kobberopløsning, vil dens enzymsystem blive påvirket i løbet af  ½ time. Dafnier med ødelagt enzymsystem er ikke i stand til at optage og nedbryde (metabolisere) det mærkede sukker. Sunde dafnier, der ikke har fået deres enzymsystem ødelagt vil derfor lyse op i langbølget ultraviolet lys (U.V.-lys), mens dødsmærkede dafnier (der sandsynligvis senere vil dø) ikke lyser op. Forholdet mellem lysende og ikke-lysende organismer benyttes til grafisk at bestemme LC 50 værdien 

MATERIALER: 

Fælles: Kobbersulfat-opløsning (CuSO4), 0,5 ppm kobber (Cu++) [1,95 mg CuSO4.5H2O/1L]. 

Opløsning af mærket sukker 


[250 mg 4-Methylumbelliferyl-B-D-Galactosid  /50 mL vand rystet i 30 sek.] 


(M-1633 forhandles af Sigma =Bie & Berntsen i DK, fås i 250 mg og 1 g, ret dyrt!)
2 stk. langbølget U.V. lamper.

Dafniekulturer af Daphnia magna fodret ugentligt med lidt tørgær (hav altid dubletkultur!). 

Hvert hold skal have 

1 stk. hvid plastikbakke med: 

6 stk 50 eller 100 mL bægerglas. 

1 stk. 100 mL måleglas. 

2 mL engangspipette med afklippet spids til optagning af dafnier.

1 stk.  2 mL engangspipette-bold eller pipette-hjælper.

1 stk. 10 mL målepipette til akvarievand.

1 stk. 10 mL målepipette til tungmetal.

1 stk. 1 mL engangspipette til mærket sukker. 

1 stk. glas-spatel.

1 stk. bægerglas med 40 dafnier (Daphnia magna) i ca. 50 mL vand. 


(akklimatiseret i mindst ½ time)

1 stk. bægerglas med 200 mL akvarievand (til fortynding). 

1 stk. bægerglas med 80 mL tungmetal-opløsning. 

1 stk. spritmarker.

FREMGANGSMÅDE: 

1) Mærk de 6 bægerglas med tallene 1 til 6.

2) Start med at lave en fortyndingsrække af kobbersulfat-opløsningen. Forsøgsglassene (6 stk.) placeres på den hvide plastikbakke, så de kan flyttes samlet til mørkekammeret.

Der fremstilles koncentrationer af kobbersulfat, som det er beskrevet i TABEL 1. Husk at røre kobbersulfat-opløsning og akvarievand  godt sammen med en glas-spatel (undtagen 0% og 100%) efter fremstillingen- startende med den laveste koncentration

	TABEL 1:
Koncentrationer af tungmetal

	Nr

(% tungmetal-stam-opløsning)
	Tungmetal-opløsninger:

Bland A) med B)
	Færdige koncentrationer af tungmetal

ppm (parts per million)

(=mg kobber  per kg (Liter) opløsning)

	
	A) Tungmetalopløsning: mL
	B) Akvarievand

 mL
	

	1 (     0,00%)
	     0    mL
	  40    mL
	         0,00 ppm

	2 (     6,25%)
	    2½  mL
	  37½ mL
	         0,03 ppm

	3 (   12,50%)
	    5     mL
	  35    mL
	         0,06 ppm

	4 (   25,00%)
	   10    mL
	  30    mL
	         0,12 ppm

	5 (   50,00%)
	   20    mL
	  20    mL
	         0,25 ppm

	6 ( 100,00%)
	   40    mL
	    0    mL
	         0,50 ppm


3) Overfør med den afklippede pipette seks Daphnia magna til hvert forsøgsglas, idet der igen startes med 0% tungmetalopløsning og sluttes med 100% tungmetalopløsning. Ved transporten i pipetten skal man medtage så lidt vand som muligt fra dafnieglasset til forsøgsglasset. Ved at holde pipettespidsen  nedad kan man få dafnien til at svømme ud i pipettespidsen og presse den ud med en enkelt dråbe vand. 

4) Når den sidste dafnie er overført noteres tidspunktet for forsøgets start :

	Starttidspunkt for eksponering med tungmetal
	

	Sluttidspunkt for eksponering med tungmetal
	


5) Efter ½ til 1 time (noter tidspunktet) tilsættes 0,25 mL af den mærkede sukker-opløsning til hvert forsøgsglas. (1 mL engangspipetten er mærket for hver 0,25 mL). Den mærkede sukker-opløsning vil være placeret centralt i øvelseslokalet og holdende skiftes til at tilsætte det mærkede sukker til forsøgsglassene. Det er vigtigt at sukkeropløsningen rystes i 5 sek.  før man tager sin prøve.

6) Femten minutter efter tilsætningen af mærket sukker-opløsning transporteres forsøgsglassene til mørkekammeret (lokale “B30"). I mørkekammeret belyses forsøgsglassene med langbølget U.V. (ultra violet) lys (det anbefales at tage beskyttelsesbriller på, men det er ikke nødvendigt ved meget kortvarige forsøg). Man kan f.eks. belyse forsøgsglassene nedefra med U.V.-lampen. Men det kan være nødvendigt at bevæge lampen langsomt op og ned på bagsiden af forsøgsglasset, for at få et præcist resultat.

7) For hvert glas tælles antallet af dafnier, der ikke lyser så kraftigt som dafnierne i 0% glasset - sammenlign!. Noter antallet i TABEL 2.  Selv om dafnien stadig vil være i live på dette tidspunkt, vil en svag lysen fortælle at dyret ikke optager og fordøjer føden effektivt mere og snart vil dø. (Det er vigtigt at belyse med U.V.-lys  kun femten minutter efter tilsætning af det mærkede sukker. Hvis der går længere tid vil det mærkede sukker efterhånden opløses i hele opløsningen og den fluorescerende kontrast vil være vanskelig at se).

8) Hvis der er mulighed for det kan man iagttage den reelle dødelighed af dafnierne i forsøgsglassene efter f.eks. en, to og tre  dage. I dette tilfælde iagttages hvor mange dafnier, der ligger døde på bunden af forsøgsglassene.

RESULTATER:
	TABEL 2:

Dafnie-dødelighed   for hold nr:____________   dato _____________år 200_.

	Glas nr
	Koncentrationer af tungmetal
	Dafnie-dødelighed  

	
	
	Døende efter ½-1 time (hold nr )
	Døde efter:

______

dage
	Døde efter:

______

dage

	
	
	1


	2
	3
	4
	5
	6
	Genn.

Antal
	Genn.

%
	
	

	1
	0,00 ppm
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	0,03 ppm
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	0,06 ppm
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	0,12 ppm
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	0,25 ppm
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	0,50 ppm
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Afsæt gennemsnitsresultaterne på et enkelt-logaritmisk papir med koncentrationen af tungmetal i ppm ud af  x-aksen (logaritmisk) og procenten af døende dafnier ud af y-akse. Find de to punkter på grafen, der er delt af 50% dødelighed  og forbind dem med en ret linje. Hvis et af disse punkter er åbenbart irregulært placeret, da skal den næste lavere eller højere forsøgskoncentration benyttes. På x- aksen aflæses hvor denne diagonale linje og 50% dødelighed skærer hinanden. Dette er beregningen af LC 50 værdien for eksperimentet udtrykt ved tungmetalkoncentrationen.

SPØRGSMÅL.
1) Hvad er kontrolforsøg i eksperimentet, og hvad skal dette glas vise?

2) Hvorfor anvendes akvarievand i stedet for destilleret vand?

3) Hvorfor startes fortyndingsserien og tilsætningen af dafnier fra lave mod høje kobbersulfat koncentrationer i.s.f. fra høje mod lave kobbersulfatkoncentrationer?

4) Aflæs af dit eget holds resultater i tabel 2 ved hvilken ppm-værdi at halvdelen af dafnierne (3 af 6) havde dødelige effekter (ikke lyste klart).

5) Hvad  blev LC 50 koncentrationen (i ppm) beregnet til ud fra kurven for gennemsnitsresultatet?

6) Ved hvilken koncentration må denne koncentration anses for acceptabel for mennesker?

7) Hvilke fejlkilder var der ved forsøget?

8) Angiv de fysiologiske og biokemiske årsager til at alle dyrene ikke lyste strålende ved tilsætning af tungmetal.

9) Giv forslag til en ny undersøgelse af en miljøgift med denne metode.

AFFALD: Ifølge den amerikanske vejledning fra 1993 kan alle opløsninger hældes i vasken. Undersøg om det er en god idé inden dette gøres.

Kun dafnier i rent vand må hældes tilbage i dafnie-glassene

Kilder:

Arrhenius m.fl. Praktisk viden om miljøgifte, Fremad 1974

Andersen m.fl. Tungmetaller i naturen. Nucleus temahæfte nr. 4 1987

Serva, Donald.M. Ecological bioassay of cobber sulfate in Daphnia magna. Woodrow Wilson  Biological Institute 1993.  GOTOBUTTON BM_1_ http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/WWC/1993/ecological.html
LÆRERSIDEN:Bioessay af kobbersulfat på stor dafnie       Denne øvelse, der i  princippet ikke ny, stammer fra  Donald M. Serva fra Woodrow Wilson Biological Institute og var  så gennemarbejdet, at forsøget må beskrives som vellykket første gang det blev udført af elever.

Jeg har stået for oversættelse til dansk, som hermed stilles til kollegers rådighed Materialer og udstyr er udførligt beskrevet i vejledningen. Hvis man mangler dafnier har jeg konstant (nu på 10. år!) kulturer af Stor dafnie på vores biologi-depot på Tornbjerg Gymnasium Iinteresserede kan få en “aflægger”-kultur fra Tornbjerg Gymnasium. Det kræver blot to store syltetøjsglas (medbring ét med låg ),en pose tørgær, samt 5 minutter om ugen. Ellers spørg akvarie-forhandleren eller gå selv på jagt i de nærmeste smådamme. 

Herunder vores resultater (tak til 2g3gBI/1 1998/9)

RESULTATER:

	TABEL 2:

Dafnie-dødelighed   for hold nr:1+2+3+4+5   dato 7 januar år 1999

	Glas nr
	Koncentrationer af tungmetal
	Dafnie-dødelighed  

	
	
	Døende efter ½-1 time (hold nr )
	Døde af 1 serie kun efter:

1 dag
	Døde efter:

1 dag 

 %

	
	
	1


	2
	3
	4
	5
	6
	Genn.

Antal
	Genn.

%
	
	

	1
	0,00 ppm
	0
	0
	0
	0
	1
	
	1/30
	 3,3
	0
	0

	2
	0,03 ppm
	1
	0
	0
	3
	0
	
	4/30
	13,3
	1
	20

	3
	0,06 ppm
	2
	0
	1
	3
	0
	
	6/30
	20,0
	0
	0

	4
	0,12 ppm
	2
	3
	3
	3
	3
	
	14/30
	46,0
	0
	0

	5
	0,25 ppm
	3
	4
	4
	6
	1
	
	18/30
	60,0
	1
	20

	6
	0,50 ppm
	6
	5
	6
	6
	3
	
	26/30
	86,7
	5
	80


Desværre er der kun observeret dødelighed efter 1 dag for en enkelt serie, da vi måtte aflevere de lånte glas til vores kemiafdelingen.

Jeg har indsat resultaterne i en graf. 
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