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ABSTRAKT

Tato diplomova préce je zaiiena na zhodnoceni a posouzeni ekotoxicity synigtick
vonnych latek s vyuZzitim tastekotoxicity. Testovany bylgtyii syntetické vonné latky —
galaxolid, tonalid, musk keton a musk xylen. Prequeeni ekotoxicity byly pouZitytyfi
alternativni testy prova@aé na Zivych organismechityii fytotesty.

Alternativni testy byly provashy na korySichDaphnia magnaa Thamnocephalus
platyurus na zabronoZcéArtemia salinaa na viniku Brachionus calicyflorusV ramci
fytotesti byl proveden test inhibicéstu kaene hacice biléSinapis albatest inhibice tstu
korene salatlLactuca sativatest inhibicelistu kaene cibuleAllium cepaa test inhibicetrstu
okiehkuLemna minor

Na zaklad vysledki testi byly pro testované syntetické vonné latky stangvieodnoty
EC50, IC50 a LC50 a zhodnocena jejich ekotoxicita.

ABSTRACT

This master’'s thesis is focused on evaluation ofttetic musk fragrances using
ecotoxicity tests. Four musk fragrances were test€alaxolide, Tonalide, Musk ketone and
Musk xylene. Four alternative ecotoxicity tests hwiliving organisms, one standard
ecotoxicity test and three fytotests were usece¥@luation of ecotoxicity.

Alternative tests were performed on crustaceBaphnia magnaand Thamnocephalus
platyurus brine shrimpArtemia salinaand rotifer Brachionus calicyflorus Root growth
inhibition test ofSinapis alba root growth inhibition test of.actuca sativaroot growth
inhibition test ofAllium cepaand growth inhibition test diemna minormwere performed in
the terms of fytotests.

On the basis of the results the values of EC5001&&d LC50 were determined and the
ecotoxicity of musk compounds was evaluated.
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1. UVOD

Vice nez ped sto lety byly v laboratb za grispéni ndhody objeveny nitroaromatické
sloweniny se silnym typickym pizmovym (musk) zapachgmto dostaly jméno musk
sloweniny. Tento objev nastartoval rychlyst celos¥tové produkce a distribuce esnych
syntetickych vonnych latek §aznymi chemickymi strukturami.
dnes rozvoj této oblasti nemyslitelny bez latekobgnych synteticky. #iPaplikacich jde vzdy
0 pestré sisi casto rkolika desitek latek a to ryzefippdniho, ryze syntetického nebo
kombinovanéhojpvodu.

Nelze pochybovat o tom, Ze v moderni lidské spaleti ma piimysl vonnych latek své
nezastupitelné misto. Spebitelé dostavaji vonné latky ve fa¥nparféni, kolinskych
a toaletnich vod, v kosmetickych vyrobcich, v mgtilev pracich &isticich prostedcich
a v dalSich, donedavnaubec neparfémovanych technickych vyrobcich. Parféamstal
uréitym reprezentativnim prvkem, ktery hrajeilefitou roli jiz pi prvotnim setkéni
parfémovaného vyrobku se zékaznikerfeskze trendem posledni doby jeébec @Fipravky
piirodni €lové kosmetiky neparfémovat, dgvazné ¥tSiny kosmetickych, pracichdasticich
produkti se parfém vyznamnym égobem podili na dotveni celkového {iznivého viemu
vyrobku.

Vroce 1981 byly d¥ syntetické vonné latky skupiny nitromusk slenin poprvé
detekovany v rybach, muslich a vzorcich vody od®jmh v oblasti Tokya v Japonsku. Tato
analyza poskytla prvnit#taz o tom, Ze se syntetické vonné latky dostalywooni slozky
Zivotniho prostedi a do potravnihdettzce. Ve skuténosti to ale byly nélezy nitro
a polycyklickych musk slaienin v Evrog, které nastartovaly diskuze a vyzkumy v oblasti
novych environmentélnich polutdén{1,2]



2. CiL PRACE

Ackoli jsou musk sloteniny hlavié kvili persistenci a potencialni bioakumuladiestem
zajmu, jejich toxicita byla zatim prozkoumavana jepatrg. To, jestli Ize vSechny musk
sloweniny za&adit mezi latky toxické a jakou toxicitu jimfipoudit, je v sotiasné dob stale
predmétem mnoha studii.

Diplomova prace je za¥ena na ekotoxikologické hodnocerityi nefasgjSich
syntetickych vonnych latek — dva zastupci ze skymitromusk (musk xylen, musk keton)
a dva ze skupiny polycyklickych musk stemin (galaxolid, tonalid).

Pro dosazeni dilbude provedeno:
» ekotoxikologické zhodnoceni vybranych syntetickyonnych latek pomoci
standardnich testoxicity,
» ekotoxikologické zhodnoceni vybranych syntetickyonnych latek pomoci
alternativnich testtoxicity,
» zhodnoceni ziskanych vysladk



3. TEORETICKA CAST

3.1.Musk slou¢eniny

V oblasti vonnych latek jsou musk st@miny pouzivany uz po staleti. Vyraz musk je
pouzivan pro Sirokou Skalu chemicky definovanycteka jejichz struktura seuzni, ale
jedeno maji stejné —retelnou a typickou wni. Musk slodeniny zahrnuji zastupce jak
piirodniho charakteru, tak zastupcedenpiipravené. Pouzivani vonnych latek ma dlouhou
historii a p&atek se datuje jiz do doby staéku. Je&t na konci 19. stoleti byly popularni
vané ziskavany pouze zpodnich zdraj. Dnes jsou vyloné vyuzivany vonné latky
piipravené synteticky. K¥eme je rozélit do tii hlavnich skupin: aromatické nitro musk
sloweniny, polycyklické musk slaeniny a makrocyklické musk sléeniny. Zastupci
prvnich dvou skupin jsou hajrvyuzivany v pimyslu. Detekce nitromusk sléenin v rybach
a lidskych matricich rozpoutaly ¥ejnou debatu na téma pouzivagchto latek. Tato
skute&nost zfisobila, Ze nitro musk sléaniny z&aly byt postup# vytlacovany a pevladalo
pouziti polycyklickych slotenin. Pozédji ovSem byly v Zivotnim progedi detekovany i
polycyklické latky. Proto se éekdva, Ze makrocyklické latky budou hrat v budoucnu
dulezitou roli na poli kosmetického jomyslu. [1]

3.1.1. Prirodni musk slouteniny

Zviteci sekret nazyvany pizmo (musk) je nositelgimopniho piZzmového aroma. Sekret je
produkovan samcem kabara pizmovehogchus moschiferuk.) ve Zlazach umishych
v oblasti mezi dutinou fiBni a genitaliemi. Kabar pizmovy patdo skupinyMoschidae
a dosahuje velikosti naseho srnce. Zije v hornfalasiech vychodni Asie (Indie, Tibeétina,
Sibit a Mongolsko). Aby bylo moZné ziskat ze samce piZmtieba ho zabit a vyjmout zjn
Zlazy. Pl vyvinuté Zlazy obsahuji okolo 40 % pizma. SuSesé@rtatocervenohgda pasta
zmeni v ¢erné granule, které jsou pouzity pro alkoholové&aky. Aroma tinktury, ktera je
popisovana ndiklad jako Zziv@&isna, dewna, zemita, se stava intenz§gim kthem
skladovani. Teprve az po zZmem zdrzeni vykazuje ziskany extraktijgmnou wini.
Komern¢ pouzivané produkty jsou roddvany podle svéhogvodu. Nejkvalit@jSi z nich,
Tonkin musk, pochéazi z Tibetu aCiny. Objev a pouZiti musk se datuje zpatky do StAng
a Indie. V tchto spolénostech hraly muskyatezitou roli a byly také pouzivany jako Iéky.
Vonné latky se dostaly z Orientu do Evropy dik§yZkvym vypravam. Zde byly pouzivany
také jako léky a slozky parfé@mStejré jako v davnych dobach gatdnes musk slaieniny
k nejdrazSim firodnim produkim. V roce 1998 se hodnota 1 grpdnich musk slatenin
pohybovala od 30 do 50 americkych délécoz je vic nez cena zlata, které v tédstalo 10
USD/gram). [1]

3.1.2. Historie

Vzhledem k omezené dostupnosti a vysokéécpifirodnich musk slatenin se brzy
objevila snaha najit titou nahradu. Prvni naznak se datuje do roku 1K89, chemik
jménem Markgraf objevil # nitraci jantarového oleje latku sini podobnou firodnimu
pizmu. Ackoli tento vysledek nevedl k okamzitému praktickéwmyuziti, povzbudil a ovlivnil
pozdjSi vyzkum. V roce 1890, &kolik let pred izolaci a objagmim struktury nositél
pizmového zapachu, se Baurovi poiltanitraci meta- terc - butyl toluenu syntetizovat prvni
chemicky definovanou latku pizmovéing. 2 - (1,1 dimethylethyl) - 4 - methyl - 1,3,5 —
trinitrobenzen byl patentovan acah se prodavat jako Baurovo pizmo. Postup&su byli
syntetizovani dalSi zastupci skupiny nitroslenin a staly se kom&e velmi dilezité. [1]
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3.1.3. Syntetické vonné latky
pramyslu. Na jedné str&nje to zmisobeno jejich &ni, kterou niZzeme rozdliit do dvou
skupin — k¥tinova a ovocna. Na stramruhé jsou oaevany diky svym schopnostem fixovat
a ucelit vonné kompozice. ZvySovani fixace zlep3djanost vonnych latek, protoze diky ni
dochazi k postupnému pomalému Unikékawvych latek, cozZ fspivAd ke kvalitnimu
prodlouzeni. Jsou znamé také tim, Ze dokazou vdipaty tkaninach. Proto byvajifjdavany
jako parfémové slozky nejen do kosmeticky¢ipravk, ale i do detergefit Syntetické musk
sloweniny zahrnuji Siroké spektrum latek. Z kotmeho hlediska jsou tdezité pouze
nitromusk slodeniny, polycyklické a makrocyklické musk st@miny. Mnoho let
dominovaly na trhu nitromusk sléeniny. Od roku 1983 jejich podil postuprkliesal
konstantd 0 5 % r@né. Roku 1987 celkové mnoZstvi (7000 tun) musk &aoin tvdilo 67 %
polycyklickeé, 35 % nitromusk a 3 — 4 % makrocykkckloweniny. [1]

3.1.4. Vlastnosti

V nekterych aspektech jsou syntetické vonné latky padolklasickym organickym
polutanfim, jako jsou nafiklad DDT nebo PCB a pattedy mezi typicka xenobiotika. Diky
sve lipofilit¢ a perzistenci jsou ukladany v tukovych tkanichniod organism, sedimentech
a kalech ZOV. Diky celos¢tové produkci a vyuZivani se musk sleniny staly
vSudygitomnymi. Z analytického hlediska mohou byt nitrausk slogeniny analyzovany
stejnymi metodami jako organochlorované polutamgp{ GC). Najdeme zde vSatadu
odliSnosti, které stoji za zminku. Hlavnim rozdilgenskuténost, Ze tyto slateniny byly
vyradbiny a pouzivany neptrzitt. Nasleds byly konstants vnadSeny do Zivotniho prdsti,
na rozdil od klasickych polutan{POPSs), které jiz nejsou vyuzivany, a d&ise Ze jejich
koncentrace v Zivotnim prdstdi se snizila. itomnost musk slaienin, ktera byla zjigha
v lidskych vzorcich jako n&fklad v tukovych tkanich a maském mléce neni Agobena
piijmem polutani v potra¥. Hlavni branou vstupu musk skanin do lidského organismu je
adsorpce &Zi. To vys¥tluje, pra: koncentrace musk sléenin v lidskych vzorcich nesouvisi
s wkem. Absorpce lipofilnich kosmetickychlipravki pres KiZi je novym aspektem jak pro
vyzkum, tak pro chemicky pmysl. V tomto pipact funguji chemické latky pouzivané denn
v domécnostech jako environmentalni polutanty. d’ise vysoka kontaminace, ktera byla
pozorovana ve vodnim ekosystému, nenachazimyslovych a zerdélskych oblastech, ale
v mistech s vysokou populaci, obzwvtastcistirnach odpadnich vod. ¢které syntetické
vonne latky jsou proto specifickymi a citlivymi ikéitory kontaminace odpadni vody.

Pouzivani skterych nitro musk slatenin v kosmetickém gmyslu je dnes legislativn
zakazano. Pouziti ostatnich nitromusk &emin je regulovano maximalnimi povolenymi
koncentracemi v korsaych vyrobcich. Polycyklické musk slé&eniny jsou dnesipdmétem
jednani vramci Evropské komise. Dosud nebylo ved@aadné omezeni pro pouzivani
syntetickych musk slaenin v nekosmetickych vyrobcich.

Uspich musk slogenin v pamyslu vonnych latek e byt gipisovan jejich vynikajici
stabilitt vaci zdsaddm a stlu, nizké cen (vyrdbi se z levnych surovin) ale hl&vjejich
piijemné wini, ktera je k nerozeznani odidne se vyskytujicich makrocyklickych musk
slowenin. \EtSina &chto bezbarvych pevnych latek se vyanja dobrou rozpustnosti
v béZnych rozpousgdlech, vybornou perzistenci a vysokou hodnotou i#Aemkonstanty.

Logaritmus rozdlovaciho koeficientu n-oktanol-voda musk slenin a rkterych jejich
metabolifi se pohybuje vrozmezi 3,8 az 6,3, jejich molekaldnmotnost je od 206 do
297 g mol™*. Syntetické vonné latky se potenci@lsiokoncentruji a bioakumuluji v tukovych
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tkanich vodnich a suchozemskych orgatiisiDdo povrchovych vod se musk st@miny
uvoliuji zejména z rstskych ¢istiren odpadnich vod. V USA a v Eveoge podil musk
slowenin uvolrénych do povrchovych vod po primarnim stugidténi pohybuje v rozmezi
od 14,6 % do 50,6 %. Tottislo ovSem roste k 87,8 % az 99,9 % se sekundéhipiem
¢isteni odpadnich vod. Nicménna vytoku Ziistirny odpadnich vod byla koncentrace musk
slowenin detekovana v rozmezi 0,3 az 410 ng/l. [1, 2]

Nitromusk slodeniny byly ve ¥¢tSi koncentraci nalezeny na vtoku @®V nez na jejim
vytoku. V&tSina syntetickych musk sléenin byla odstratna ve fornd kalu, ktery byv&asto
vyuzivan jako zertélské hnojivo. Nafiklad ve Svycarsku je na hnojeni poli vyuZivano
1,07 10° kg kalu, coZ pedstavuje 51 % jeho celkové produkce. Z tohoto maigou byt
s pomoci de®ve vody musk slateniny vyluhovany do povrchovych vod. [3]

Jednou z vlastnosti v8ech musk gkmin je jejich semivolatilita. Diky tomu se tyto
kontaminanty uvaluji do atmosféry tégt ze vSech matric, ve kterych jsotitpmny. Sama
atmosféra pak tud jedno z hlavnich transportnich médii do jinyabvsk Zivotniho prosedi.
Bylo zjisttno, Ze se do ovzduSi dostava 0,01-0,02 % celkowdEmu pouzivanych musk
slowenin. Akoli jsou vonné latky v atmosfé jako kontaminantyiftomny, jedna se pouze
o lokalni problémy, protoze jak nitro musk, tak ymyklické musk slotieniny podléhajiad
fotodegradanich reakci s OH, NQa O; radikdly a jejich poldasy Zivota se pohybuji
maximalre v nékolika desitkach hodin. Toto zj&ti vyluGuje mozny transportéthto
slowenin na ¥tsi vzdalenosti. [4]

Lidska kize je gimo vystavena musk sléenindm v mnohych produktech. Z pouziti
v domacnostech jsou tyto latky usiovany do atmosféry a do odpadnich vodistiren
odpadnich vod se dostavaji dale do akvatickeh@syst[5]

Diky vysoké rezistenci musk sléenin ke vdem druhm rozkladu jsou tyto latky vifrod
stélé a lze je najit ve vSech slozkach Zivotnitaspedi. Vedle gvodnich slodenin se vSak
pii analyzach zé&la zji¥ovat i gitomnost latek velmi struktuénpodobnych pvodnim
muskim. To vedlo k prvnim Gvaham o mozné metabolizach@mich slodenin. Postupem
¢asu se potvrdilo, Ze Zivé organismy maji schopnustk slodeniny ¢asté&né prengnovat
a vytvaet tak men ¢i vice toxické metabolity nez bylaipodni slogenina. [6]

3.1.5. Vstup musk slowtenin do Zivotniho prostedi

K praniku do slozek Zivotniho prasidi mize dochazetémi cestami.

» Kontaminace Zivotniho prastdi v mistech vyroby (syntézyichto latek.
» Kontaminace odpady — nepouzité produkty, v nichi#/selatky vyskytuji.
» Kontaminace progednictvim odpadnich vod.

Nejvétsi zakzi pro zivotni prosedi je teti zpisob kontaminace — prdstinictvim
odpadnich vod, nelfopii béznych ¢istirenskych Upravach nedochazi k dostatelcinné
mikrobiologické degradaci. Zbytky nemetabolizovamysusk slotenin (a jejich metabolity)
jsou kumulovany jednak v kalech d&stiren odpadnich vod, ale také odchazi spolu
s vyiSténou vodou do recipientu. V recipientu, ktery mohworit nadrze i vodni toky pak
dochazi ke kumulaciéthto latek v potravnintettzci a ustanovuji se rovnovahy mezi
obsahem musk sléanin ve vod a v sedimentu. V ramci vysSich trofickych drovaivsnuje
pozornost zejména rybam, nutno v3aki, Ze se tyto latky s nejtsi pravépodobnosti
nachazi i v organismech, které se rybami zivi alském €le. Kontaminace z potravy u lidi
v8ak neni dosud potvrzena ani vyvracena. Do lidskétganismu se tyto latky dostavaji
hlavre resorpci pokozkou ags sliznice dychaciho ustroji. Pro mnohé muskegoumy zatim
neexistuje zadna studie, ktera by informovala ového €chto latek ve slozkach Zivotniho
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prostedi. Ve velké wtSin¢ pripadi se stale spoléha pouze na softwarové modely, kizré
zakladt chemické struktury odhadnou mozné chovani latékaetnim prostedi. [7]

3.1.6. Nitromusk slou¢eniny

Era nitromusk slotenin zapoala s objevem Baurova pizma na konci 19. stoleti.
V nasledujicich letech byly syntetizovany aromaticktromusk slogeniny, které hraly velmi
vyznamnou roli i nahrazovani firodnich musk slatenin syntetickymi. Tyto uiié latky,
ackoli me¢ly zcela odliSnou strukturu, vykazovaly stejnotinvjako girodni vonné latky.
NejznangjSi nitromusk sloteniny jsou uvedeny v tabulce 3.1. V porovnani atodni musk
sloweninami jsou nitromusky uznavané dikyny, fixacnim vlastnostem a mnohostrannému
pouZziti.

Po mnoho let byly tyto latky produkovany v obrowskenozstvi, obzvlastdiky své nizké
cere. Nicmére od roku 1983 zzla jejich produkce prudce klesat diky zpravameogatké
reakci, kterou vykazoval musk ambrette. V roce 198Iaponsku byly musk keton a musk
xylen poprvé detekovany v rybach a ve &odXitomnost obou slaienin ve vzorcich
znamenala jejich potencial bioakumulace ve vodnystésnu. V roce 1983 byl musk keton
v rybach detekovan také v USA. V roce 1993 detekévannozstvi musk xylenu, musk
ketonu a musk ambrette v pg/kg rozpoutala Sirokehatl na téma jejich dalSiho pouzivani.
Nasledny vyzkum lidskych vzoikk odhalil gitomnost musk xylenu a musk ketonu
a v rekterych gipadech dokonce mensi mnozstvi musk ambrette a moasken. Vyzkum,
ktery byl proveden vroce 1992 wwiecku, prokazal ffitomnost nitromusk sldenin
v levnych kosmetickychifpravcich a detergentech. Celkem 55 % zkoumanysmk&tickych
piipravki (parfémy, gny na holeni, sprchové gely, Sampony a krémy) & % detergeriit
obsahovalo nitomusk. V mnoZstvich detekovanych dugdivych gipravcich panovaly
znané rozdily. V kosmetickychifpravcich pevaZzoval musk ketone, jehoz koncentrace se
pohybovala v rozmezi od 4 do 2200 mg/kg. Naopakkmuytene dominoval v detergentech
a musk ambrette byl nalezen pouze v jedindtipravku. Tato skutaost znamenala, Ze
kosmeticky piimysl dobrovolg prijal doporweni IFRA zroku 1985 nepouZzivat musk
ambrette v Zadnéntipravku, ktery pichazi do kontaktu sigi.

V roce 1993 se rozpoutala dalSi diskuze na témaipéni musk xylenu, ktera vyustila
v dopor@eni nepouzivat musk xylen v kosmetickydippavcich ani v Zadnych detergentech.
Toto rozhodnuti bylo zaloZzeno nadawbdném podaeni, Ze musk xylen vykazuje
bioakumul&ni potencial a je podézlym karcinogenem. Zji§hi vysokého fotoalergenniho
Ucinku v roce 1995 znamenalo zakaz pouzivani muskretiebyv jakychkoliv kosmetickych
piipravcich v ramci evropské unie. Od roku 1998 jsousk moskene a musk tibetene
zahrnuty do seznamu skanin, které nesmi bytrfipomny v kosmetickych vyrobcich. Pagd
SCCNPF EU zavedla limity pro musk ketone a muslexgl v kosmetickych ffpravcich.
Rozséahla debata na téma pouzivani nitromuskiston nela své vysledky. V roce 1996 bylo
zjiSttno, Ze pouze 7 z 56 testovanych levnych kosmetithyipravkia obsahovalo musk
ketone, xylene a tibetene. V detergentech neb§rjobsah nitromusk sléanin. [1, 2]
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Tabulka 3.1: Vyznamné nitromusk st@uminy [1]

Nazev Trivialni nazev MBIEEIE
vzorec

1 - (1,1 - Dimethylethyl) - 3,5 - dimethyl Musk xylen, musk CooHieN-O
2,46 - trinitrobenzen xylol 12715786
1-[4-(1,1 - Dimethylethyl) - 2,6 -
dimethyl - 3,5 - dinitrophenyl] - ethanon Musk keton GaH1gN20s
1- (1,1 - Dimethylethyl) - 2 - methoxy - 4
- methyl - 3,5 - dinitrobenzen Musk ambrette GH1eN20s
1- (1,1 - Dimethyl) - 3,4,5 - trimethyl - .
2,6 - dinitrobenzen Musk tibeten GaH1sN20
2,3 - Dihydro - 1,1,3,3,5 - pentamethyl -
4.6 - dinitro - 1H - inden Musk mosken GH1gN204

3.1.7. Polycyklické musk sloweniny

Polycyklické musk sloteniny byly objeveny aZ v roce 1950. Jedna se oy lade nitro
skupin, které mizeme rozdlit na derivaty indenu, tetralinu, tricyklické skmniny a derivaty
kumarinu. NejédlezitejSi zastupci jsou uvedeni v tabulce Tabulka 3.2jr8tjako nitromusk
sloweniny jsou polycyklické latky vyrobeny uthe, nevyskytuji se vifirodk a nemaiji
s piirodnimi vonnymi latkami zadny vztah. Jejich vyuaiv z&alo v roce 1951 po syntéze
Phantolidu, chemicky 6 - acetyl - 1,1,2,3,3,5 - ymgthyldihydroindenu (AHDI). Byly
cereny zvlast diky své atraktivni &ni, ale také diky jejich lewjSi syntéze vzhledem
k makrocyklickym slogeninam. Ve srovnani s nitromusk steninami jsou kvalit§Si
vzhledem k vysSi rezistenciisi swetlu a zasadam a ve schopnosti vazat se do tkaake T
proto jsou mnohentasgji pouzivany v kosmetickychifpravcich a detergentech. Snizeni
produkce nitromusk sl@enin n€lo logicky za nasledek zvySeni produkce polycyljicik
latek.

Analyza detergefita kosmetickych ifjpravki v roce 1994 — 1995 odhalila, Ze galaxolid
a tonalid jsou népstji pouzivané polycyklické musk sl¢eniny. Koncentrace galaxolidu
v kosmetickych vyrobcich se pohybovala v rozmez0@&ddo 500 mg/kg a tonalidu od 1,1 do
520 mg/kg. Ostatni zastupci této skupiny se vyskatiopouze v nepatrnych mnoZstvich.
Prvni zminka o fitomnosti polycyklickych slotenin v rybach a vadsaha do roku 1994.
O rok pozdji byly tyto sloweniny nalezeny ve vzorcich lidské tkada matéského mléka.
Galaxolid a tonalid byly detekovany v obrovskychaastvich, hodnoty byly mnohem vyssi
nez u nitro musk slaenin. Po tomto zjighi mnoho vyrobg kosmetickych Fpravki
a detergerit prestalo polycyklické musk sléaniny pouzivat. Najklad versalide se nevyrabi
jiz od roku 1980 kili vysokym neurotoxickym efekin. [1, 2, 5]
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Tabulka 3.2: Vyznamné polycyklické musk steainy [1]

Nazev Trivialni ndzev Molekulovy
vzorec
1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8- Galaxolide, CoeHoiO
hexamethyl-cyclopentg]-2-benzopyrane Abbalide, Pearlide 187726
1-(5,6,7,8-tetryhydro-3,5,5,6,8,8- , o
hexamethyl-2-naphthalenyl)-ethynone Tonalide, Fixolide Get2c0
1-[6-(1,1-dimethylethyl)-2,3-dihydro- Celestolide, CiHosO
1,1-dimethyl-1H-inden-4-yl]-ethanone Crysolide 1ried
1-(2,3-dihydro-1,1,2,3,3,6-hexamethyl- .
1H-inden-5-yl)-ethynone Phantolide GH20
1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,1,2,3,3-
pentamethyl-4H-inden-4-one Cashmeran faH2:0
1-[2,3-dihydro-1,1,2,6-tetramethyl-3-(11 .
methyl-ethyl)-1H-inden-5-yl]-ethanone Traseolide GeH2c0
1-(3-ethyl-5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8- .
tetramethyl-2-naphthalenyl)-ethynone Versalide GeH2s0

3.1.8. Makrocyklické musk slou¢eniny

Rozvoj makrocyklickych slatenin zapoéal v roce 1926, kdy &icka charakterizoval
strukturu mascone a civetone. Ukazalo se, Zze mgkiioké sloweniny jsou ketony
(zZivocisné zdroje) a laktony (rostlinné zdroje). Jedn&skb-ti az 17-ticetné cykly, jejich
vané je ovlivréna velikosti krufi. Pokud ma slatenina 14 uhlikovych atoim jeji odér je
pouze slaby. 15-ti az 16-ti uhlikové kruhy vykazwélmi silnou wini. Diky svym
vyjimecnym vlastnostem hraji makrocyklické latkylelZzitou roli ve vaiavk&ském ptimyslu.
Zacaly se tedy objevovat snahy zlepsSit syntétumopné se vyskytujicich makrocyklickych
musk slodenin pro pémyslové aplikace a vyvinout nové, sndgjindosazitelné latky.
Syntetické makrocyklické slégeniny mohou byt rozfleny na ketony, diketony, laktony,
oxalaktony, dilaktony, ketolaktony a esteryeRed dilezitych slogenin je uveden v tabulce
3.3.

Vedle girodné se vyskytujicich makrocyklickych musk st@min byla syntetizovana celé
fada slodenin, které bychom vifrock nenasli. Jedna z néjezit¢jSich slodenin této
skupiny je etylene brassylate. Vyroba této latkylgena diky snadné syntéze a levnym
vstupnim produkim. VSeobec# je ale syntéza makrocyklickych musk slenin narénym
a mnohakrokovym procesem. #livvysoké vyrobni cetije jejich ekonomickaiezitost stéle
limitovana. V roce 1996 fpdstavovaly pouhych 5 % celkové produkce musk ¢gloin.
Ocekdva se, Ze makrocyklické musk sleniny budou mit v budoucnu velky vyznam,
obzvlast diky tomu, Ze se mnohé z nich vyskytuji firpdé a ty ungle pripravené jsou
piirodnim latkdm velmi podobné. [1, 2]
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Tabulka 3.3: Vyznamné makrocyklické musk slewniny [1]

Nazev Trividlni ndzev G
vzorec

9 - cycloheptadecen - 1 - one Civetone 17HGO

5 - methylcyclopentadecanone Muscone 16H20O

Oxacycloheptadec - 8 - en - 2 - one Ambrettolide 16H8O>
Exaltolide,

Oxacyclohexadecan - 2 - one Muskalactone, Pentalide Ci5H2805
Thibetolide

Cyclopentadecanone Exaltone, Normuscaone 1sH&O

Cycloheptadecanone Dihydrocivetone 17H 3,0

Oxacyclohexadecen - 2 - one Habanolide, Globalide 1sH£0,

1,4 - dioxacycloheptadecanane - Musk T, Musk NN, CieHorO

5,17 - dione Astratone, Musk MC - 5 1577264

1,4, - dioxacyclohexadecane - 5,16 - Musk MC — 4, Musk CHA0

dione Cl4 1ariea4

1,6 - dioxacycloheptadecan - 7 - one  Musk 781, Cervolide eH203

3.1.9. Sledované musk sloéeniny

Galaxolid (HHCB)

Galaxolid je mird viskoézni, bezbarva, stabilni kapalina. Jde o pdlckou, velmi
persistentni latku, ktera se akumuluje v organismBédava se do Sampanmydel,cisticich
prostedki, antiperspirarit, vonavek a vonnych ol@j

Zdrojem galaxolidu je hlawnchemicky pamysl — Sampony, mydlaiistici prostedky,
antiperspiranty, vitiavky, vonné oleje apod. [8]

Tabulka 3.4: Vlastnosti galaxolidu [9, 10]

IUPAC nazev 1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-
hexamethyl-cyclopentg]-2-benzopyrane

Sumarni vzorec gH>cO

CAS 1222-05-5

EINECS 214-946-9

Molekulova hmotnost 258,393 g/mol

LOg Kow 5,3

Bod tani -57,9 °C

Tlak nasycenych par 6,08 mbar

vzhled Bezbarva viskézni kapalina
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CHs

CHs

Obrazek 3.1: Strukturni vzorec Galaxolidu

Metabolizace Galaxolidu
Vysledky pokué dokladaji, Ze tato polycyklickd musk st@mina je metabolizovana na
polarrgjSi HHCB-lakton a HHCB-hydroxykyselinu, které jsowptirodé velmi rychle
degradovany nejzrejSimi mikroorganismy (bakterie nebo houby). [11]
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\yn
H3C-—<

NN ]
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s CH3 CHy ™
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c—|3 CHa
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}”f \\\:' p é\;f"/ //h\“‘OH
HyGoot,
K CHa T G CH;
HHCB - lactone = galaxolidone HHCEB - hydroxykyselina

Obrazek 3.2: Metabolizace galaxolidu [12]

Tonalid (AHTN)

Tonalid voni sladce po ktinach a devu. Je to polycyklicka velmi persistentni latkeerla
se akumuluje v organismech. PouZiva se do Safmpaomydel, ¢isticich prostedki,
antiperspirant, vonavek. Druh wn¢ je sladceisty, mirny.

Moznym zdrojem je hlawvh chemicky pémysl (vyroba Sampan mydel, ¢isticich
prostedki) ale najdeme jej také v potravinach s vySSim obsatuku. [13]
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Tabulka 3.5: Vlastnosti tonalidu [9, 10]

IUPAC nazev

1-(5,6,7,8-tetryhydro-3,5,5,6,8,8-
hexamethyl-2-naphthalenyl)-ethynone

Sumarni vzorec {gHocO
CAS 21145-77-7
EINECS 244-240-6
Molekulova hmotnost 258,393 g/mol
LOg KOW 514
Bod tani 57,0 °C
Tlak nasycenych par 7,27 mbar
Vzhled Bilé krystalky
HC_ CHy CHs
\ /
s

Obrazek 3.3: Strukturni vzorec Tonalidu

Musk keton

Musk keton je prozatinghpovolen pro pouZziti ve vybranychiwich do 1,4 %, do 0,56 %
v toaletnich vodach a do 0,042 % v ostatnich koskyath piipravcich. Najdeme jej také

v nekosmetickychifpravcich pouzivanych v domacnostech a v detergenf@]

Tabulka 3.6: Vlastnosti musk ketonu [9, 10]

IUPAC nazev 1-tert-butyl-3,5-dimethyl-2,6-dinitre-4
acetylbenzene

Sumarni vzorec H1gN20s5

CAS 81-14-1

EINECS 201-328-9

Molekulova hmotnost 294,271 g/mol

LOg Kow 4.3

Bod tani 137,0 °C

Tlak nasycenych par 0,004 mbar

vzhled S¥tle Zluté krystalky

rozpustnost Ve vadprakticky nerozpustny
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Obrazek 3.4: Strukturni vzorec musk ketonu

Metabolizace musk ketonu
Pfi metabolizaci musk ketonu se uglafi jak redukni, tak oxid&ni reakce. Dochazi
k redukci nitroskupiny na aminoskupinu a nasledxiédaxi tert-butyl skupiny a methylovych
skupin. Musk keton obsahuje nitroskupiny pouze lop® 2 (ortho), proto vznika pouze jeden
primarni  metabolit, a to 1-tert-butyl-3,5-dimettB4amino-6-nitro-4-acetylbenzene.
Informace o tomto metabolitu jsou velmi omezené, @avépodobr ma také schopnost
interagovat s estrogennimi receptory a reagovas tabrmonalnim systémem. [14]

CH;

Musk Ketone 2-NH,-Musk Ketone
Obrazek 3.5: Metabolizace musk ketonu [12, 15]

Musk xylen
Musk xylen je prozatimhpovolen pro pouziti ve vybranychinvich do 1 %, do 0,4 %
v toaletnich vodach a do 0,03 % v ostatnich kosikgth gipravcich. Najdeme jej také
v nekosmetickychifpravcich pouzivanych v domacnostech a v detergente
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Tabulka 3.7: Vlastnosti musk xylenu [9, 10]

IUPAC nazev 1-tert-butyl-3,5-dimethyl-2,4,6-trirotyenzene
Sumarni vzorec £H15N30s
CAS 81-15-2
EINECS 201-329-4
Molekulova hmotnost 297,237 g/mol
LOg Kow 49
Bod tani 114,0 °C
Tlak nasycenych par 0,003 mbar
vzhled S¥tle Zluté krystalky, jemny krystalicky prasek
rozpustnost Ve vadprakticky nerozpustny
HsC CH
o N
P!

Obrazek 3.6: Strukturni vzorec musk xylenu

Metabolizace musk xylenu

Pfi metabolizaci musk xylenu se uplaji jak redukni, tak oxid&ni reakce. Nitroskupiny
obsazené ve struk®l musk xylenu jsou redukovanyires nitroso a hydroxylamin
meziprodukty az na aminoskupiny a to jak v poloZergho), tak v poloze 4 (para). V Zivych
organismech je updnostovana redukce v poloze para a vznik4d tak 1-teytbR,5-
dimethyl-4-amino-2,6-dinitrobenzene. Metabolit Migee ortho (1-tert-butyl-3,5-dimethyl- 2-
amino-2,6-dinitrobenzene) se také vyskytuje, alairtak vyrazg zastoupen. Vyjim@é
vznikaji metabolity s aminoskupinami v obou poldha®ruhym krokem metabolizace je
oxidace tert-butyl skupiny nebo methylovych skupfastoupeni 4-amino metabolitu ve
vodach je 3-10krat vySSi nez zastoupeni isi&geslodeniny. [14, 16]
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3.1.10.Toxicita musk slouwenin

Bioakumulace musk slogenin

Dostupné analyticka data poukazuji na schopnostknslmtenin biokoncentrovat se
v riznych vodnich druzich, nedokazuji vSak jejich sclogp bioakumulace ve vodnim
ekosystému. Vysledky analyz provedenych na rybddbvenych zieky Labe neprokazuji
vyrazrejSi rozdily v obsahu polycyklickych a nitromusk @wenin ve tkanich mladych
a starych ryb stejného druhu [17]. Koncentrace naislcenin v akvatickém ekosystému je
vysoce zavisla na vzdalenosti o@dtiren odpadnich vod [11]. Na rozdil od PCB sknin,
pochazi potenciadl pro toxikologické vlivy vyplyvaii z expozice matekymi musk
sloweninami z aktualni koncentrace, které je dany drygtaven [18]. étSina sodasnych
analyz stavi diky vyssi metabolické stabila environmentélni perzistenci a tim padem
i jejich vysSi koncentraci v biologickych vzorci¢hagiklad ryby) do popedi zajmu spiSe
metabolity polycyklickych a nitromusk sléenin nez samotné masé musk sloteniny
[11, 19].
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Tabulka 3.8: Rehled faktoru biokoncentrace a biodostupnosti PA0,22, 23, 24]

Slowenina Druh BCRwy BAFw
Cyprinus carpio 640-6740 -
Musk xylene Oncorhyncus myk.iss 1600, 4400 10-60
Lepomis macrochirus 1600-1700 -
Xenopus laevis 5030 -
Tinca tinca - 230
Dreissena polymorpha - 390
Musk ketone Lepomis macrochirus 1380 -
Danio rerio 455 -
Tinca tinca - 510
. Dreissena polymorpha - 620
Tonalid Lepomis macrochirus 1584 -
Danio rerio 620 -
Tinca tinca - 670
Galaxolid Dreissgna polymo.rpha - 570
Lepomis macrochirus 597 -
Danio rerio 600 -

Toxicita musk slodenin

Akutni toxicita a potencialni environmentalni vlivyitromusk a polycyklickych musk
slowenin byla shrnuta vékolika publikacich [11, 25, 26]. Tyto publikace zabji testy na
fasach Pseudokirchineriella subscapitgtakorySich Daphnia magng sluné€nici obecné
(Lepomis macrochirys pstruhu duhovénQncorhynchus mykigsdaniu pruhovanénD@nio
rerio), stevli (Pimephales promelas na jihoafrické zab(Xenopus laev)s Vysledky tesi
jsou shrnuty v tabulce 3.9.

Predmétem studii se staly hlagnmusk xylen, musk keton &itpolycyklické musk
sloweniny galaxolid, tonalid a ADBI. Akutni toxicita tnomusk a polycyklickych musk
slowenin byla pozorovanarigppomerné vysokych koncentracicidhto latek.

Mechanismus, jakym je akutni toxicitatigobena zatim neni znam. Celkové znegitliv
u ryb a obojzivelnik maze byt pozorovano pouze u vysokych koncentractgki@isobuji
akutni toxicitu.

PozdjSi studie jsou v rozporu gippivkem Behechtiho [27], ktery zjistil hodnotu akutni
toxicity pro derivat nitromusk sl@enin, konkrétd 4-aminomusk xylenu ip niZSich
koncentracich. Jako testovaci organismus byl p@gghnia magna hodnota 48hEC50 byla
zjistena 250 ng/l (interval spolehlivosti 230 — 280 ngalSim gezkoumanim Behechtiho
zawra Giddinsem [28] bylo zjigno, Ze hodnota 48hEC50 je 490 g/l (interval sgvlesti
400 — 600 ug/l) zehoz vyplyva, Ze hodnoty EC50 z§igé Behechtim byly nadhodnocené.
Tato chyba byla s neji8i pravépodobnosti zfisobena fitomnosti vysoce toxickych tistot
v zasobnim roztoku. Toxicka koncentrace 4-aminokmysenu pro dafnie jeiiblizné o Ctyti
fady WtSi, nez je jejich koncentrace v povrchové &a@d vi¢isSttné odpadni vad Z toho
vyplyva, Ze nitromusk slaeniny a jejich derivaty fedstavuji bezvyznamné riziko pro
Zivotni prostedi. [28]
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Na zaklad porovnani koncentraci nitro a polycyklickych muslouwenin nalezenych
v environmentélnich vzorcich a koncentraci, ktgrésabuji akutni toxicitu protizné vodni
druhy, miZzeme konstatovat, Ze tyto staminy nepedstavuji akutni riziko pro vodni
ekosystém. [29,19]

Tabulka 3.9: Akutni a subakutni toxicita musk gkmin (vS8echna data jsou vedena v mg/l)
[11, 27, 28, 29, 30]

Druh ZjiStovana velkiina Musk | Musk ketone| Galaxolide| Tonalide
xylene
Rasy EC50 (fist) - 0,244 > 0,797 > 0,854
EC50 (biomasa) - 0,118 0,468 0,723
Daphnia 24 h EC50 - - - -
magna 48 h EC50 >5,6 - - -
LC50 (21 dni) 0,680 0,338-0,67p 0,341 0,293
Oncorhynchus EC50 (21 dni) - 0,169-0,338 0,244 0,282
mykiss 96 h LC50 >1000 - - -
Lepomis LC50 (21 dni) - >0,5 - -
macrochirus | 96 h LC50 1,20 - - -
LC50 (21 dni) - - 0,314 0,452
LC50 (14 dni)
14 0,4 - - -
Danio rerio dos#la ryba
96 h LC50 (embryo > 0,4 > 0,4 > 0,67 > 0,67
96 h EC50 (embryo > 0,4 > 0,4 > 0,67 -> 0,67
LOEC (8 tydri) > 0,4 0,033 -
Pimephales | 96 h EC50 (embryo 504 04 0.18 0,39
promelas | — teratogenita)
906 h EC50 (embryo 504 04 510 >10
rast)
LC50 (32 dni,
embry(o, dosHy) - - 0,100 > 0,140
Xenopus laevis 96 h LC50 (embryo >0,4 > 0,4 >20 >2,0
96 h LC50 (embryo, 4 , >0.4 > 4,0 > 4,0
teratogenita)
906 h LC50 (embryo, 04 > 04 >1.0 >20
rast)

Vyvojova toxicita

Embrya Xenopus laevisa Danio rerio byly vystaveny vlivu polycyklickych musk
slowenin. U obou embryi bylo moZné pozorovat zvySenskyy malformaci. &koli u dania
pruhovaného byly pozorovany malformace uggbené vsemi témi zkoumanymi
polycyklickymi musk slogeninami, malformace embrykenopus laevisyly zpisobeny
pouze latkou ADBI. | kdyZ oba druhyeastavuji zastupce sq@ozadnim zakvenim ocasu,
koncentrace nezbytné pro vyvolani malforma€ianio rerio jsou fiblizn¢ o jedentad nizsi,
nez koncentrace, kteréigobi ten samy efekt u embryi obojzivelinik
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Z testovanych polycyklickych musk sk®nin je latkou zfisobujici nejvySSi stugpie
teratogenity galaxolid, ADBI Zjsobuje teratogenitu pouzeti prysokych koncentracich.
Galaxolid vykazuje malformace specifické pro embkgprovitych ryb, coZz dokazuje ztrata
ocasu u embryPimephales promelg#i koncentraci 0,067 nebo 0,14 mg/l, zatimco u erinbry
Xenopus laevisvystavenému galaxolidu a tonalidu nebo u emlitiyhephales promelas
vystavenému tonalidu, nebyly pozorovany zadné malhae.

Ze vSech i polycyklickych musk slo&enin, podrobenych semi-statickému testu
embryotoxicity naXenopus laevisyykazovalygalaxolid a tonalid vyrazny¢inek na fist pi
koncentraci nizsi, nez je koncentrace vyvolavajkaitni toxicitu u embryi. U embrydanio
rerio nebyly pozorovany Zadné cibky na fist. Podobné efekty byly pozorovany
u Pimephales promelasvystavené koncentraci Tonalidu 0,140 mg/l, nikolwSak
u galaxolidu. [11, 19]

Subchronicka/ chronickd toxicita

V sowasné dob jsou dostupna pouze omezena data pro zhodnockezpei nitromusk
a polycyklickych musk slatenin pro vodni ekosystém a populace vodnichidwystavenych
niz8im koncentracim vedoucim k subchronické nebroribké toxicit. Obecr existuji Fi
mozné nefiznivé interakce xenobiotik se zdravou populaci:

e extrémr vysoké vyskyty patologickych zm (nagiklad nadoit plynoucich
Z genotoxicity nebo nadory podporujici aktivity),

* suprese imunitniho systému a proto vyssi citlipagiulace naiizné patogeny,

» endokrinni modulace ovliwjici reprodukni schopnosti populace.

Ani u matéskych slodenin ani u metabolit nitromusk a polycyklickych musk sléenin
nebyla zjis¢na karcinogenni aktivita s vyjimkou druRowspecifickych naddr jater i
vysokych koncentraci musk xylenu pozorovaného uimys

Dosud nejsou dostupné zadné informace vypovidajigiotencialnim vlivu nitromusk
a polycyklickych musk slatenin na imunitu vodnich drdh[11, 31, 32, 19]

U nitro musk a polycylickych musk sléenin je prokazana také inhibice ,multidrug efflux
transporters” v Zabrach rrekého ntkkySeMytilus californianus Jedné se o inhibici bagné
pumpy zodpowdné za ochranu liley pied posSkozenim a odsti@/ani toxickych latek
z buiky. PosSkozenim této pumpy mohou cizorodé latky ¥ektupovat do bitky a hromadit
se v ni. Tento neéfznivy efekt trva i po uka¥eni expozice organismu dané musk séoure.
Podobny dinek poSkozeni vykovani Skodlivin z bugk je predpokladan také &loveka [17].
Ackoli pfima souvislost je8t nebyla prokazana, r@dpoklada se, Ze zvySené hladiny
koncentraci musk xylenu a musk ketonu v k&idtnych Zen maji souvislost se zvySenym
procentem potrat[18].

Endokrinni modulace

Ackoli sowtasné databaze informaci o potencialnim tlumenilendd aktivity nitromusk
a polycyklickych musk slaienin je poskud skromna, kompilace dat ziskanych z pdkus
provadnych na savcich a dat z pokuis vitro, které byly provaghy s buitkami a tkagmi
vodnich organisiin, jsou dostéujici pro prvotni odhad fmejmensim potenciélni
(anti)estrogenni aktivityéthto slodenin. Ani subchronick& ani chronicka toxicita nitrask,
polycyklickych musk sloéenin nebo jejich sisi nevykazuji Zzadnou formu (anti)estrogenni
aktivity na hlodavcich. Zakladem tohoto vyroku bwézeni orgain a histopatologickych
vySeteni clohy, semennych &a, prsnich zZlaz, varlat, vajeiki a vagin. Tato zjighi byla
potvrzena studii Seinena, ktery vystavil ddéa mySi vysoké koncentraci galaxolidu
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a tonalidu pidavaného do krmeni a nenaSel zadalad, ktery by dokazoval zvySendldzni
vahy. Zjis€na estrogenni aktivita jeiplizné o 6 az &4di niZ8i nez aktivita vnihiho ligandu
estradiolu. PozgSi studie ukazaly, Ze pouze extrémmysoké koncentrace galaxolidu
a tonalidu maji r&itelnou estrogenni dinnost a Bzné se vyskytujici koncentrac&chto
latek, kterym jsou firoda a lidé vystaveni, jsodips nizké na to, aby @ty vliv na estrogenni
aktivitu. Prozkoumana byla také interakce polyagikich musk sloéenin s jaternimi
estrogennimi receptory pstruha duhového, kapra raimZzivelnika Xenopus laevispri
zkousce kompetitivniho vazani. V porovnani siniih ligandem estradiolemiiplizné o 4
fady vysSi koncentrace tonalidu byla nezbytna preolani stejného stugnsougzivosti
(ICsp) v receptoruXenopus laevis

Materské polycyklické musk slaeniny (musk xylen a musk keton) nevykazuji snahu
vazat se na endogenni receptory pstruha duhového Xamopus laevis AvSak
aminometability musk xylenu a musk ketonu, vznikigjh @i cisticich procesech #&istirne
odpadnich vod, jsou schopny vazat se na estrogeceptory jak u pstruha, tak u zZaby.
Koncentrace 2—aminomusk xylenu, nezbytna pro vgtia 50 % endogenniho ligandu
u pstruha duhového, je o S&ddu vySSi nez koncentrace endogenniho ligandudésitra
Tato skuténost ot potvrzuje, jak nerealisticky vysoké koncentraskoto metabolitu jsou
nezbytné, aby dokazali seait s endogennim ligandem.rddto vSak existujifit znamé
metabolity musk xylenu a musk ketonu, které jsobopoé u receptoriXenopus laevis
sougzit s endogennim ligandem. Koncentracergtmé pro tuto soéivost jsou pouze o dva
az ¥ rady vyssi nez koncentrace endogenniho ligandu.

In vitro testy prokazaly estrogenniigpbeni musk xylenu, musk ketonu, galaxolidu
a hlavré metaboliti musk xylenu, a to pokusem se zvySenim prolifetacek rakoviny prsu.
[33, 34, 19]

3.2.Ekotoxikologie

Vliv chemickych slodenin na Zivotni proggdi je v sodasné dob jednim z aspelit
spojenych s vyrobou chemickych latek a produkci agflp Analyzou a transportnimi
mechanismy latek v zivotnim prostli se zabyva chemie Zivotniho ptesi. inky téchto
latek na zivé systémy zkouma ekotoxikologie. Cildmoru je vyvijet metody, které umiagi
charakterizovat vliv latek na rostliny, Zi&iohy a bakterie, obe¢énna Zivé organismy
v Zivotnim prostedi. Zakladem charakterizace jsou testy toxicitywvpttné za standardnich
reprodukovatelnych podminek. Ekotoxikologické mgtadoumani musi byt voleny tak, aby
umoziovaly srovnani &inka raznych latek mezi sebou i srovnani vysledkiskanych
v riznych laborattich. [35]

3.2.1. Ekotoxikologické testy
Ekotoxikologické testy riveme dlit podle rekolika hledisek. Nejdlezit¢jSimi jsou
rozckleni podle doby expozice, usfaani testu a podle Urayprovedeni.

PR 4

Vv s

v normach I1SO (International Organization for Sttidation — Mezinarodni organizace pro
normalizaci) a OECD (Organization for Economic Cemion and Development —
Organizace pro hospaigkou spolupraci a rozvoj).

25



V Ceské Republice jsou dop@avanyétyii konvereni testy identické s evropskymi 1ISO
a OECD normami:

« CSN EN ISO 6341 Jakost vod — Zkou$ka inhibice pakigsti Daphnia magnatraus
(Cladocera, Crustacea- Zkouska akutni toxicity,

« CSN EN ISO 28692 Jakost vod — ZkouSka inhibidstu sladkovodnichias
Desmodesmus subspicatiBseudokirchineriella subcapita@SO 8692; 1989),

« CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod — Stanoveni akutninietéxicity pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan Teleostei, Cyprinidg¢ — c¢ast 2:
Obnovovaci metoda,

» Test inhibice iistu kaene hicice bilé Sinapis albq Metodicky pokyn Ministerstva
Zivotniho progtedi ke stanoveni ekotoxicky odpad

Tyto biotesty jsou uznavany mezinarodnimi legiskati, ale jejich provedeni je zir&

naraneé. Kultury testovacich organismje nutno dlouhodab udrZzovat za specifickych
podminek a zaji®vat jim kvalitni potravu. Testovani zabirA mnohbdratorniho prostoru,
spotebovava velkda mnozstvi testovaného materialu, wjgagravidelnou p& o organismy
a je tedyasow velmi nar@né. [36, 37]

Postup ekotoxikologického hodnoceni latek

pozitived | PREDEESNY TEST | tegativnd

pozitivd Oy EROY A

TEST
| |
MWortalita & 50% MWortalita < 0%
¥ l
CRIENT &8N TEST fiegativnd
ZAWT aTNT
TEST
k k4
+  HoDHOCENI

Obrazek 3.8: Schéma postuptifestu toxicity [38]

PredkeZzny test
V piedkEzném testu se vzorek o neznamé tokigiodrobi prvni zkouSce s testovacimi
organismy. Jde o to, zjistit, zda latka vykazujeidké (&inky ¢i nikoliv. PouZivaji se d¥
paralelni nasazeni sediwa kontrolami. Nedojde-li k Uhynu Zadného organisjayrediEzny
test hodnocen jako negativni agpoupi se k ogfovacimu testu. [38, 39]
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Owerovaci test

Negativni vysledekigdkEZného testu se ékuje v Sesti paralelnich nasazenich. Nedojde-li
v testovanych roztocich k duhynu o 10%ewysSujici uhyn v kontrole, je i zde vysledek
hodnocen jako negativni. DalSi testovani se nepliovde-li vysledek pozitivni, Ghyn
v testovaném vzorkuipvysi o vice nez 10% uhyn v kontrole, zalezi dptistup na ntée
imobilizace ¢i Uhynu. V gipact mortality nizSi 50% se dalSi testy neprotjacg zjiSe€né
skute&nosti se zaznamenaji do protokolufelcti-li mortalita 50%, pistupuje se
k orient&nimu testu. [38, 39]

Orientacni test
Ucelem tohoto testu je &eni rozmezi, ve kterém lze&ekavat hodnotu EC50 testované
latky. Pouziva se zde zpravidla 10 koncentraci gbdrvyluhu, volenych v Sirokém ro#p
Do tohoto testu se nasazuje men&tgp@okusnych organisim obvykle postéuje testovat
jednu koncentréni fadu a do kazdé testované koncentrace nasadit 4ismga Cilem je
zjistit nejvyssi koncentraci latky fipkteré jes nedochazi k uhynti imobilizaci organisni
(OCO0) a nejnizsi koncentraci, ktera jigsobi letalg (OC100). [38, 39]

Zakladni test

Zakladni test slouzi k vlastnimuceni hodnoty EC50. Test sestava zpravidla ze sedmi
riznych koncentraci vodného vyluhu v rozmezi stanémerientdnim testemRedsni se
provadi tak, aby kolemipdpoklddané hodnoty EC50 doslo k thynu nebo ineawmii5 - 95
limitni koncentrace zjighé orientdnim testem. Pro kaZzdou koncentraci se nasazujB2 -
paralelni nasazeni. Po 24, 48 a 72 hodinach sétadexet uhynulych¢i imobilizovanych
organisnii. Ze zjiSenych Gdaj se spe¢ita hodnota EC50. Na &atku i konci pokusu se
zaznamenava teplota, koncentrace rozmdé$to kysliku a pH v kazdé testované koncentraci.
[38, 39]

Interpretace vysledk

Vysledek ekotoxikologickych testje negativni, jestlize v @ovacim testu nedojde
k piekrateni 10% imobilizace&i Uhynu ve srovnani s kontrolou. Jestlize ¥iovacim testu
uhyne mén nez 50% (ale vice nez 10%) testovanych orgahisnelze hodnotu EC50
stanovit a tato skuteost se uvede do protokolu. Vysledek je hodnocéwo jaozitivni,
zpasobuje-li testovana latka ¢t8i nez 50% uhyn nebo imobilizaci, je vysledkem
ekotoxikologické zkousSky hodnota EC50, pop dophkové hodnoty EC10, EC9O0,
EC50/NOEC. [38, 39]

3.2.2. Prehled ekotoxikologickych tesk pouzitych v ramci prace

Daphtoxkit F™

Daphtoxkit F™ pouZiva spici vajka kory& Daphnia magna, Daphnia pulerebo
Ceriodaphnia dubiakteré jsou celosfové pouzivany k tesin toxicity. Tato vajfka jsou
chrargna chytinovou ski@pkou zvanou epiphium a mohou byt skladovana pohdio dobu
bez ztraty Zivotaschopnosti. Kdyz jsou epiphia wénes do specifickych, Zivotnich podminek,
vyvinou se z nich &em ti dni larvy (neonaty), které mohou bytimo pouZity pro
testovani. Kultivace vajek Daphnia magnase provadi f teplog 20 — 22 °C, 6000 lux
v ¢asovém intervalu 72 — 80 hodin. Neonaty jsou vyZzany az do doby pouziti v testuii p
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némz jiz krmeni nepokraije. Pro tento &l se neajastji pouzivaji lyofilizované fasy
Spirulina micoralgae

Po 24 az 48 hodin trvajicim testu se stanoweportvych (LC50) nebo imobilizovanych
(IC50) neonat po expozici testovanym vzorkem. Temtd destiky jsou pizpasobeny
velikosti mikroorganismu, Ize testovat 5 koncernitraectyiech opakovanich p organismy
v jamce. [40]

Srovnani se standardnim testem

Pro WwtSinu z 19 srovnavanych anorganickych i organickgicbmikalii daval Daphtoxkit
F™ magna niz$i hodnoty EC50 ne? konsmintest. Daphtoxkit B! pulex byl citlivjsi k 8
z 19 testovanych chemikdlii v porovnani se stamddddphnia magnaZvysSena citlivost cyst
vylihlych z epiphii je vSakijrazovana spiSe vlivu tvrdostdici vody (voda ve standardnim
testu je tvrdSi nez voda v toxkitech) nez testawacorganismu jako takovému. Lilius et al
(1995) srovnavali citlivosDaphnia magnaa pulexna 30 referetnich chemikaliich s velice
vysokou korelaci a zév jejich studie spéval v konstatovani, Ze mezi celkovou citlivosti
téchto dvou druh dafnii neni rozdil. [42]

Vyuziti a vypoxdni hodnota
Oba druhy dafnii jsou dopatavany jako standardni organismy pro testy toxidtgphnia
magna je mnohem &ngji pouzivdna v laboratg piestoze se [iSi od ostatnich
zooplanktonnich druh nejen svou velikosti, ale i Zivotnim pritim (ma rozgéeni
omezewjSi hlavreé na tvrdSi vody), Zivotnim cyklem a schopnosti éslat predaci ryb. [42]

28



Obrazek 3.10: Daphnia magna [43]

Thamnotoxkit F'

Jednd se o alternativni biotest, ktery byl vyvitythem Prof. Dr. Persoona na statni
Gentské Univerz® Testovacim organismem jsou larvy nizSiho sladkovmo korySe
Thamnocephalus platyuru&teré jsou vylihlé z cyst. Inkubace probih&agovém intervalu
20 — 22 hodin P teplot 25 °C za stalého os&tleni 4000 lux. Nasledujici den se plni
mikrodestéka testovacimi roztoky a mikropipetou se do kaZzdékly pendsi vylihlé
organismy. Samotny test se provadi po dobu 24 hotkstovacich roztocich za temna. Po 24
hodinach se potaji mrtvé organismy v kazdé testovaci jamce amthse hodnota LC50.
[44]

Srovnani se standardnim testem

24 hodinovy alternativni testT®amnocephalus platyurusyl srovnan s 48 hodinovym
standardnim testem akutni toxicitypaphnia magnaSrovnavanim pardat pro 43istych
chemikdlii, 16 vytok z farmaceutickych zavad 12 domacich a pmyslovych odtok, 63
tuhych odpad a hloubkovych vit kali a sedimerita 12 pamyslovych odtok byly nalezeny
velmi vyznamné Kkoretai vztahy mezi citlivostmi obou korgSk testovanym latkam.
Ukéazalo se tak, e Thamnotoxkil®FmiZe byt pouZivan jako alternativa ke konseimu
testu s perlotkami. [42]

Vyuziti a vypoxdni hodnota

Studie Evropského spaenstvi hodnotila moZnosti a limitace pouZiti Thatom&itu F™
pro rutinni monitoring kontaminovaného Zivotnih@gifedi. Test se ukazal jako vhodny pro
hodnoceni tuhych odpada kafi, hloubkovych vri, ficnich sedimerit a odpadnich vod.
Spole&ng s dal$imi biotesty byl Thamnotoxkif ' aplikovan naizné typy pirodnich vzork
i v Ceské Republice. Kro&nvyse uvedenych typbylo vyzkouseno jeho pouZiti i pro extrakty
ze zemddélské pidy. Jeho aplikace naizné typy kapalnych vzotkneni f#ilis omezena ani
piipadnym zabarvenim vzorku, protoZe tito dlabzabarveni korysSi jsou di viditelni
praw proti tmavému pozadiThamnocephalus platyurugastupuje v trofické hierarchii
urover konzumeni a diky podobné citlivosti Baphnia magnge vhodnym zastupcem pro
testovani vzork z vodnich ekosystéim Jedinou nevyhodou e byt to, Ze se nevyskytuje
v prostedi Ceské Republiky, coz by mohlo znesnadnit interpietgisledii pii hodnoceni
nasich pirodnich ekosystétn [42]
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Akutni test toxicity na Zabronozkach Artemia salina

Testovacim organismem je v tomto testu kotyfemia salina(ZzabronozZka slaniskova).
Jeji vajtka se k ndm dovazi v konzervach, &nayhradre vyrakenych v USA, nafiklad
firmou Ocean Star International, Inc. & ZabronoZek jsou sbirana ve Velkém solném
jezee v Utahu. Jsou omyta sladkou vodou, usuSena avakinéna do konzerv. &r¢ jsou
pouzivana jako krmivo pro akvarijni rybycAe jedna o organizmus Zijici ve slanych vodach,
nachazi se pouze v jezerech, ne wigio Vyhodou testu jsou z&ia@ homogenni vlastnosti
vajicek a tedy icerstw narozenych jedinc Tim, Ze jsoucerstw vylihnuti jedinci ihned
pouZiti pro test, odpada n&roy chov. [46]

Neotevwena konzerva vajek ma& byt uloZzena v chladu a suchu. Lihnivost Zérod
v cystach je zakena zhruba jeden rok. Daji se vSak i@opouzit i az 4 roky staré cysty.
Otewena konzerva musi byt uchovavana v neporuSenéiitoigah séku dolie uzaveném
gumikou a ulozena v ledége. K cystam se nesmi dostat voda ani vzdusna sthkoedné
konzervy lze ziskat azekolik milioni Zabronozek, u nichz je zaena vysoka homogenita,
stejné vlastnosti. [46]

Lihnuti vajtek/cyst

Obvykle se provadi tak, Ze se do laboratornfaké vody, zpravidla o saligitl,2-3,0 %
NaCl, odebere malé mnozstvi cyst. Vodu je dobr&adit v mirném pohybu. Toho se
nejlépe docili provzdu®vanim slabym proudem vzduchu. Tim se zajisti kedélmi aerace.
Je teba nastavit proutii vzduchu tak, aby cystyiliy ve vodnim sloupci a nelezely na&n
nebo na hladid Lihnivost kvalitnich cyst se obvykle blizi 100 %ptimalni teplota pro
lihnuti je 27 az 29 °C, kdy k vylihnuti dochatibtizn¢ do 18 hodin. Snizenim teploty na 25
°C nedojde ke zam¢ v citlivosti nauplii, ale k prodlouzeni doby littitupti této teplo¥ se
vajitka obvykle lezi na dn prazdné skidipky plavou na hladin Zivé Zabronozky jsou
pritahovany svtlem a Ize je tedy pomoci bodovehat®iného zdroje dale shromazdit na
jednom mist a pak odlovit. [46]

Pracovni postup
Pro testovani se pouzivajérstw vylihnuti jedinci artemii, tzv. nauplia. Bez krnige
Zivotnost nauplii v idealnich podminkach 96 az h2@in. Z Petriho misek jsou vylihnuti
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jedinci greneseni pipetou do misek s testovanymi koncentraziemumaného vzorku. &iem
testu se ZabronoZzky nekrmi. Testovany roztok seonegusiuje. Zaznamenava se umrtnost
nauplii. Negastji se za dobu testu voli 24 hodin. Dopéuje se vSak oddtat uhyn i po delSi
doks.

Obrazek 3.12: Artemia salina [47]

Rotoxkit F™

Tento test byl vyvinut dtma vyzkumnymi tymy pracujicimi na dvou pracovistiehto
tymem Prof. Dr. Persoona na Statni Gentské Uniweaziymem Prof. Dr. T. W. Snella na
univerzi€ v Tamg na Florickt. Jako testovaci organizmus se pro tento typ t&stioe pouziva
vitnik Brachionus calicyflorusyylinly z cyst. Tyto cysty je nutno usklaovat v ampulich
k tomu ugenych, a to P teplot okolo 4 °C. Ped provedenim testu je nezbytné cysty oZivit
v inkubatoru pi teplo€ 25 °C za kontinualniho ostieni, po dobu 16 — 18 hodin. Oziveni
vitnici se poté podrobi testu toxicity néipgravené koncenttai fact testovaného vzorku.
Biotest se provadi v temnutipeplog 25 °C po dobu 24 hodin, po ukamni inkubace se zjisti
umrtnost a hodnota LC50. [42, 48, 49]

Srovnani se standardnim testem, reprodukovatelnost
Rotoxkit F je o #co malo citliwjsi k prirodnim vzorkm i ¢istym chemickym latkdm
(koviim, aniontm, organickym slokeninam) nezDaphnia magnas jejiz citlivosti vSak
koreluje, a proto je Brachionus calciyflorushiavrhovan jako alternativa tohoto standardniho
testu. Reprodukovatelnost Rotoxkitu F bylatimvana ve 120 laboratch po celém sué
a koeficient variance dosahl hodnoty 48,5 % . f&,49]

Vyuziti a vypo&dni hodnota
Stejré jako Thamnotoxkit B i Rotoxkit F™ byl zapojen do hodnoticiho projektu
Evropského spotenstvi a vystupoval v baterii tésthodnotici pirodni vzorky vCeské
Republice. | zde byla zkouSena moznost jeho pop#itimonitorovani tuhych odpad kati,
hloubkovych vri, ficnich sedimerit, odpadnich vod ago. Nevyhodou tohoto biotitu fze
byt velikost, kter&ini patateni manipulaci s nimi obtiZgi. Na druhé stranby mohl byt
tento test zajimavy préeské podminky, protoZBrachionus calicyfloruge biZnou sodasti
nasSich vodnich ekosystémkde zastupuje Uroyiekonzumeni v trofickych fetézcich stejs

jako napiklad Daphnia magnal42]
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OBrézek 3.13: Brachionus calicyflorus [50]

Allium cepa

Tato metoda je velice jednoducha a citlivA n&eni toxicity zmisobené vystavenim
chemikalii vyjadena jako inhibice tistu kdene cibule. Jestlize vystavimet&ay cibule
toxické latce, dojde k inhibicitistu kaene. K inhibici dojde i tehdy, je-li Spatné pH nebo
pokud jsou pitomny réjaké nerozpushé latky, které mohou branitipnu Zivin. Metoda je
pouzitelnd pro vzorky povrchovych vod, pitné vodglpadni vody a proéhteré ve vod
rozpustné chemikalie. Vhodnyniistovym médiem je studena vodovodni voda &emnou
kvalitou, s pH okolo 7 a beziipomnosti toxickych iont. Testovacim organismem jsou
cibulky Allium cepalL. (viz Obrazek 3.14) gmérné velikosti 1,5 cm, které nejsou vyschié
ani jinak viditelre poSkozené. Cibulky by netty byt skladovany déle nez jeden rok &lyn
by byt uchovavanyipteplot 10 az 20 °C. Pro kazdou testovanou koncentradoperwuje
pouzit deset cibulek, ale ¥ipact nedostatku testovanych vzérkebo chemikalii 1ze pouzit
pouze 5 — 6 cibulek. Kazda cibulka musi byt pol@zea hrdlo zkumavky tak, aby temova
primordia byla ponfena v médiu. Malé oloupané cibulky stejné veliksstigi teplot 20 °C
po dobu 48 — 72 hodin nechaji kultivovatizmych koncentracich testované latky rozpust
v rastovém médiu. Sa@asre se na stejnou dobu nasadi cibulkyfddici vody bez ifitomnosti
testované latky — kontrola. Kazdych 24 hodin se @tirmédium ve zkumavkach se vzorky
i s kontrolou. Po 72 hodindchigobeni se v jednotlivych koncentracich i v kontrobesii
délka svazku kiem jednotlivych cibulek. Ze ziskanych hodnot se pezdou koncentraci
a kontrolu vypgita ptimérnd délka kéene a Wi se koncentrace latky, jez tmobi 50 %
inhibici rastu kaene ve srovnani s kontrolou (72hIC50). Pokud testavatka psobi na st
korene stimulané, vypaiet IC50 se neprovadi. [51]
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Obrazek 3.14: Allium cepa L. [52]
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Sinapis alba

Semena higice bilé se vystavi na dobu 72 hodiginku riznych koncentraci testované
latky rozpu&né ve standardnpripravenéiedici vod. Sowkasreé se na dobu 72 hodin nasadi
semena deedici vody bez ifitomnosti testované latky — kontrola. Po 72 hodind@sobeni se
v jednotlivych koncentracich i v kontrole stanowet vyklicenych semen a zti se délka
koreni. Z nangrenych hodnot se pro kazdou koncentraci a kontrgpoditd ptimérna délka
koirene a ufi se koncentrace latky, kteratgmbi 50 % inhibici iistu kdene ve srovnani
s kontrolou (72hIC50). [53, 54]

. A ! .
ape . o " » S L

Obréazek 3.15: Semenaskie bile Sinapis alba [55]

Lactuca sativa

Semena salétu setého se vystavi na dobu 72 heéuiikuiriznych koncentraci testované
latky rozpu&né ve standardnpripravenéiedici vod. Sowkasré se na dobu 72 hodin nasadi
semena deedici vody bez ifitomnosti testované latky — kontrola. Po 72 hodind@sobeni se
v jednotlivych koncentracich i v kontrole stanowet vyklicenych semen a zti se délka
koreni. Z nangrenych hodnot se pro kazdou koncentraci a kontrgpoditd ptimérna délka
koirene a ufi se koncentrace latky, kteratgmbi 50 % inhibici iistu kdene ve srovnani
s kontrolou (72hIC50). Pokud testovana latkeqbi na #ist karene stimulaéné (pramérna
délka kdene v testované latce jetsi nez v kontrole), vyp®t IC se neprovadi. Pokud
testovand latkagsobi stimul&né pouze v nizkych koncentracich a vyssi koncentpasebi
inhibi¢ng, vyhodnocuje se IC50 za pouziti koncentraci, kyla Iprokazana inhibiceastu.
[53, 54]

Akutni test toxicity na ni#nkach Tubifex tubifex
Testovacim organismem jsou oligocha&taifex tubifex které je teba zakoupiterstvé
v akvaristickém obchad Pred provedenim testu je feba nitnky uchovavat
v provzdugované vod o teplot 10 °C. Red pouzitim je vhodné writky hodinu
aklimatizovat pi laboratorni teplat Pro test je vhodné pouzit 6 az 1@mék o velikosti 2 az
4 cm. [56]
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Test inhibice ¥istu ok'ehku mensSimu Lemna minor
Test se pouziva k testovani toxicity rozio& suspenzi d€i zastupci vysSich vodnich
rostlin okehku mensimuLemna minorL.). Testuje se inhibiceistu podle @istové Kivky.
Délka expozice je 7 dni. Z tohoto pohledu lze Havo toxicit¢ pri semichronické expozici,
neba je zahrnut jak okamzity dinek pi uvedeni organismu do testu, tak i dlouhodobé
pusobeni, které se projevi v inhibici Batu novych generaci. [54,58,59]

Princip

Rostliny okehku mensiho se nechajist v riznych koncentracich testované latky
rozpuséné ve standard@npiipraveném zivném roztoku SIS (Swedish Standard el
Souwasré se nasadi testovaci rostliny do kontrolniho Zienébztoku bez testované latky.
V intervalu 24 hodin se kontroluje a zaznamenaaa sbstlin a poet listki. Cilem testu je
kvantifikovat (Einky latky na vegetativnitust okehku mensiho posouzenim¢po listi -
rychlosti istu a alespo jedné ze ii volitelnych charakteristik: velikosti listové by,
hmotnosti susiny nebo obsahu chlorofylu. Srovnésiurv testovanych roztocich a kontrole
se stanovuje pomoci koncentrace IC50, Ize’ayidt i hodnoty LOEC a NOEC. \&hkterych
piipadech mZe testovanad latka vykazovat stimuladistu, potom se hodnota IC50
nestanovuje. Pokud testovana latkasqgbi stimulané pouze v nizkych koncentracich,
vyhodnocuje se IC50 za pouziti koncentraci s prakéa inhibici éstu. [54, 58, 59]

Charakteristika organismu

Taxonomicky paif Lemna minor L. do odaleni rostlin krytosemennych
(Angiospermophyda kvetoucich, iidy jednodloznych Monocotyledonopsida celedi
LemnaceaeZ hydrobiologického hlediska jéadime do tzv. kkké vegetace, ktera zahrnuje
rostliny plovouci na vodni hladin(natantni) a rostliny potiené (submerzni). Tato makrofyta
jsou do utéité miry vithna na obhospa@a&anych vodnich plochach, protoze slouzi jako
vhodné potrava néppro ryby a vodni ptactvo. @&hky pofistaji hladinu stojatych vod a jsou
nejznangjSim zastupcem pleustonického sgelestva. Za hodnych podminek vytvaji
kompaktni porosty, které nepropatjgsvétio, a jejich asimiléni kyslik unikd do vzduchu,
coz vede ke zhorSeni jakosti vod pod nimi. Nejz&gamm druhem je olehek menSiliemna
minor).

Okiehek mensi je drobna vodni rostlina s plochymkyiskozovité konzistence, s jednim
listkem i kainkem. Zdravé kolonie jsou tieny 2 - 5 listky. Kéty maji jednu tginku a jeden
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semenik, ob¥ejné se vSak nevyvijeji. Roste ve stojatych nebo #itekoucich vodach
v nizinach az subalpinskych polohach.

Okiehek ma vyborné akumuiai schopnosti, pozorované zejména u &min dusiku,
fosforu a u &kych kowi. Jeho kultivace je jednoducha a negaeoa nevyzaduje zvlastni
zaizeni. [54, 58, 59]

R 3 > R 7
Obrazek 3.17: Lemna minor [60]

3.3.Vyhodnoceni testi ekotoxicity

Prvaadym poslanim standardnich tegixicity je poskytnout informaci o:

* maximalni koncentraci, ktera neméa zadny efekt néabdni odpoed (jako peziti,
rust €la, reprodukce,ust populace). Tato informace slouzi k odvozeni kot@ace,
kterd niZze byt povazovana za bezZpeu pro Zivotni progedi,

» jaké efekty na Zivotni prastdi mohou byt &ekavany, jestlize dojde kegkrateni této
koncentrace,

* pozadavcich na dalSi studie s ohledem na ekotoxetiemikalii. Priorita je vysoka,
jestlize koncentrace v Zivotnim priedi se bliZzi této maximalni koncentraci nebo ji
dokonce pekraiuje.

Analyzu tesh toxicity maizeme rozdlit do tti skupin:

* metoda ANOVA,

» statické metody,

» dynamické metody. [61]

3.3.1. NOEC/ANOVA
ANOVA slouzi hlavig k odhadu hodnot NOEC a LOEC. NOEC je velmi igdobaveden
pro souhrn chronickych toxickych efékta je doportiovan rékterymi mezinarodnimi
snernicemi (nap. EPA). Metoda je zaloZzena na srovnavani odgov kazdé koncentraci
testu s kontrolou na zakladstatistickych proces jako napiklad metoda vicenasobného
porovnani (multiple comparison procedure).
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Definice se nize mirrg liSit. NOEC je ale BZrn¢ chapan jako nejvyssi koncentrace, ktera
neni statisticky vyznan#rozdilna od kontroly. PodoBrje definovan LOEC. Jde o nejnizsi
koncentraci, ktera vykazuje vyznamneé rozdily v poémi s kontrolou. [62]
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Vyhody
Pojmova jednoduchost
P pouZziti metody ANOVA niZzeme jednoduSe porovnat, jestli se kazda koncentrac
liSi od kontroly.
Jednoduchost vyt
Vzorec pro vypoet hodnot nalezneme v kazdé statistickiéupce. K dispozici je také
celarada profesionalnich i laickych programro vypaty ANOVA.
Pro porovnani - regresni a matematické modelydygapecialni software. Byly sice
vyvinuty jednoduché (neparametrick€) metody proneteni hodnoty EC50, ale
nejsou vzdy dostate¢ prizpisobené dopotignym normam.
Navrh metody je imy
Jestlize si osvojime metodu ANOVAitreme snadno it pocet opakovani, ktery je
nutny pro dosazeni &itého stupa citlivosti. [62, 63]

Nevyhody
NOEC musi byt jedna z testovanych koncentraci
Hodnota NOEC je wovana vylrem rozsahu koncentraci¢Bg byva testovano jen
malé mnozstvi koncentraci. Proto jegnost této metodytsinou velmi omezena.
NOEC nendzeme povazovat za bezjp@u koncentraci
Jestlize prorénlivost experimentu je vysoka, pak citlivost metgdyrelativié nizka.
To znamend, Ze od kontroly mohou byt rozeznany @eeiké rozdily.
Chybi informace oikvce koncentrace-odpéw
Informace o zréné odpowdi v zavislosti na koncentracitrhe byt uziténa v uteni
citlivosti testovaného druhu. Tato informace nepdétdpna z metody ANOVA/NOEC.
Neni tedy mozné ipdpowdét vliv pii koncentracich jinych, nez které byly pouzity
Vv testu.
Neni mozné odhadnoutgsnost metody
Robustnost
Metodologické variace mohou véstdznym hodnotam NOEC pro shodné vzorky.
Jak moc se tyto hodnoty mohou liSit, zavisi htama rozloZzeni koncentraci vzhledem
ke zjis€né zavislosti koncentrace-od i
NOEC/LOEC nemusi existovat ve vSedippdech
Jestlize nejnizSi testovand koncentrace vykazuggisstky vyznamny rozdil od
kontroly, hodnotu NOEC nelze dit. Jestlize Zadna z testovanych koncentraci se
vyznamé neliSi od kontroly, hodnotu LOEC nelze¢itr V takovych gipadech je
nutné opakovat experiment za pouziti jinych kon@aii aby bylo mozné zjistit
hodnotu NOEC/LOEC.
Spravny postupipexperimentu nemusi garantovat spravné vysledky
Cim horsi je provedeni experimentu, tim vy33i jeiamilita ziskanych dat. To
znamena nizSi citlivost detekce rozdilu od kontralyedy i vysSi hodnotu NOEC.
[62,63]



3.3.2. Vypocet hodnot ECG
DalSi metodou analyzy je vypet hodnoty EG, kde X udava procentualni bod néivce
koncentrace-odp@d’. Tato metoda je pouzZivana zejména pro stanoveuninaKoxicity
a nefastji vyZzadovanou hodnotou v rAmdiznych smérnic a doporteni je EC50. Jednou ze
statistickych metod pouzivanych pro vyhodnoceni @@ napiklad probitova analyza.
Dulezitou roli hraji i tzv. neparametrické metodyetd se vyvaruji gkterym problénim
koncentr&ni kiivky. [61]

Metodologie
Typicky experiment probiha v nasazeni kontroly &téino p@&tu koncentraci s ditym
poétem opakovani. Nfeni na kazdé experimentalni jednotce je jistou éarnsubletalni
odpowdi jako napiklad vaha organismu nebodmt vyprodukovanych potonik[64]

Testovaci koncentrace (BC)

Testovaci koncentrace (Benchmark Concentration ¥ jBG@lefinovana jako spodni mez
spolehlivosti koncentrace, ktera vykazuj€jaky, predem uEeny, naést miry odezvy
v porovnani s kontrolou. Jinymi slovy, jde o spodméz spolehlivosti odhadu hodnoty EC.
BC je relativie konzervativni hodnota, na které je zalozen odhezpb&né koncentrace.
Presto ma dobré vysledky nidikad v oblasti toxikologie savi¢ kde musi byt zachovano
velmi malé potencialni riziko ohrozetliovéka. Pro pouziti v ekotoxikologii fize byt BC
povaZzovano zaiflis konzervativni.

ECo
Bézre pouzivané modely typu davka-odgdy jako napiklad logaritmicka kvka,
piedpovidaji nenulové efekty u#iwelmi malych davkach. Odhad hodnoty EC rigm byt
povazovan za odhad pravé hodnoty NEC. Je ale moprevit konveini model davka-
odpowd’ tak, aby bylo moZné odhadnout hodnotuEbzornost zasluhuji dva typy moilel
prahové modely a modely hormeze.

o

w2z

kde x = koncentrace;plx ED,

y:

Hp .
Obrazek 3.18: Kivka pro logaritmickou regresni rovnici [63]
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Prahové modely

Prahovy model je zaloZzen na hypotéze, Ze existapkal f#i které latka neprojevuje
toxicky efekt a nad kterou se toxicky efektire zvySovat. Prahovy modelide byt chapan
jako dva modely spojené dohromady v jednoméeba@ddnucast tvdi horizontalni pimka,
ktera charakterizuje Urosigpozadi, dalStéast popisuje viistajici efekt se vistajici davkou.
Tyto dw casti jsou spojeny v b&édeEC, (bod prahové davky). Toto je maximalni davka, p
které je odpo¥d” rovna pozadi a fize byt povaZzovana za parametr tohoto modelu a tim
padem pimo odhadnuta.

y pro x<p y=g
AL y= a ;
1+( p j{x_uo J
pct pro x> Ho 1_p “p “Ho

Kde x = koncentrace;p= EDy; Ho= EDy;

Mo Hp %
Obrazek 3.19: Vyptt prahové koncentrace nebo B3]

Stimulacni efekt malé davky latky (model hormeze)

Regresni modely pouzitelné na data typu davka-cftpojgou obecd monotonni,
odrazejici vzdy stoupajici nd@pnivy efekt zvySujici se davky. Problém nastay#ipac, ze
narazime na dinky, které se vymykaji@kavanému monoténnimu giéhu. Rikladem
tohoto jevu je hormeze, kdy sdi mizkych davkach testované latky projevuje stimoia
efekt, zatimco vySSi koncentrace vedou k toxickéfektu. Bod, i kterém jsou projevy
shodné s kontrolou, je v ekotoxikologii nazyvan ECento bod miZze byt chipan jako
koncentrace, ip které jsou potléeny stimul&ni efekty a zé&inaji se projevovat toxickeé vlivy.
Z tohoto pohledu rize byt EG povazovano za odhad pravé hodnoty NEC.
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+
y= o+ OX  kde

(2

X = koncentrace; ¢= EDy

S S——

Jo logx

Obrazek 3.20: Model hormeze [63]

Model zavislosti odpaidi na ¢ase
Jestlize odpoxd’ v jednoduchych ekotoxikologickych testech ziskagamiznych dnech,
muzeme sigmoidalni fkvku modifikovat a zahrnout do ni¢as. Jednou z vyhod je, Ze jsme
schopni odhadnout hodnoty EC ptamécasy.

Vyhody

» Regrese umaitlje odhad toxickych efektnetestovanych koncentraci. Zatimco NOEC
muze byt pouze jedna z koncentraci pouzitych v expantu.

« Cim wtsi je gesnost experimentu, tim mensi budéaiintervalu spolehlivosti. To
znamena, z&im mensi bude variabilita experimentu, tim spiSediead hodnoty EC
priiblizi jeji skut&éné hodnat. Oproti tomu velka variabilita vysledkznamena, Ze
odhad hodnoty EC bude mnohem vySSi nebo nizSiejiegkuténa hodnota.

« Jelikoz Ize vzdy spotat interval spolehlivosti, fiZze byt vzdy utena gesnost odhadu
hodnoty EC. Zatimcoipsnost uteni hodnoty NOEC neiize byt nikdy ugena.

* Hodnota EC riZze byt vzdy spéitéana, i tehdy, kdyZ lezi mimo rozsah testovanych
koncentraci. Hodnotu NOEC neni mozné vzdyitubud’ proto, Ze nejnizSi davka ma
statisticky vyznamny efekt, nebo Zadna z davek nemtp efekt. V takovéemifpact
je nutné test opakovat.

* Hodnoty EC jsou porovnatelné jak mezi jednotlivyrekperimenty, tak mezi
laboratdgemi, které postupovaly podle stejného protokolu.

Nevyhody
* Vybér regresniho modelu: jestlize chceme ziskat hod&@ugi nizkém vlivu, jako
nagiklad EGp nebo EG, jeji odhad bude &Sinou zaviset na vyiou modelu. Pro
jakoukoli mnozinu vysledk testi bude mozné pouZit vice motlea nemusi byt
jednoduché rozhodnout, ktery z nich je nejvhgsin
* | pokud bude jistota pouZiti spravného modeld, mizkém vlivu bude interval
spolehlivosti relativa velky.
Presnost odhadu hodnot EC zavisi nactpotestovanych koncentraci a jejich
hodnotach. Proto pokud jeil@zité odhadnout hodnotu EC u koncentraci s nizkym

39



Gcinkem, bude pravipodobrg nutné provést vyly optimalnich testovanych
koncentraci. Tento vy bude nutné provést oéldr¢ pro kazdy model.

* Pro testovaci koncentrace (BC) musi byt vybran madesah dinku, ale také urove
spolehlivosti pouzitd k odhadu intervalu spolehditro

o Jak prahovy model, tak model hormeze vyzaduji ngeft jeden parametr
v porovnani s klasickym sigmoidnim modelem. PretelpZi&jSi urcit model.

» ZkuSenosti ukazuji, Ze interval spolehlivostii ppdhadu hodnoty NEC podle
prahového modelu a modelu hormeze ma tendenci ddni\Siroky. Proto fedtim,
nez mohou byt tyto modely pouZity, je nutné prowg&kr optimalnich koncentraci.

3.3.3. Dynamicky pr¥istup

Dynamicky gistup pro analyzu standardnich tesxicity charakterizuje toxické efekty
pomoci NEC (No-Effect Concentration), meze toleeancrychlosti eliminace. Parametry se
piimo vztahuji k dlouhodobé expozici, neni tedy nuéxgrapoléni faktor. Vztahuji se ke
zménam v procesu. Zthto ¥i parametl je mozné vypeéitat statistické parametry, jako
nagiklad EG na konci testu nebo KCv urcitém case. Neni ovSem mozné vyjikat
dynamické parametry ze statistickych¢ehoz vyplyva, Ze dynamické parametry poskytuji
vice informaci nez statické. Dynamickiigiup pouZziva informaci o rychlostififkteré dojde
k efekiim bEhem expozice. Je velmiakkzité uvdomit si, Ze dynamické postupy jsou
alternativni analyzou pro ty sameé testy ekotoxidistupy se liSi pouze informaci, ktera je
ziskana z nagtenych dat.

Tii slozky, které by nd dynamicky model obsahovat, jsou kinetik&ingk a fyziologie.
Dusledkem je, Ze odpeédi jsou modelovany jako funkce koncentracgasau. [64, 65]

Kinetika

Kinetika spojuje vnini a vrEjSi koncentrace, ifemz nejjednodussi je kinetika prvniho
fadu. Ta pedpoklada, Ze ifjem je unérny vrgjSi koncentraci a vydej je (my vnitini
koncentraci. U modelu typu DEB (Dynamic Energy Beigijsou miry pijmu a vydeje
vztazeny vzhledem k povrchu organismu.

M¢éieni ¢casovych profili pro vnitni koncentrace d¢kdy vykazuje odchylku od kinetiky
prvniho ftadu. Pro zlepSeni séasgji pouZzivaji kinetiky vySSichradi, protoZze maji vice
vylu¢ovéni (vodou, reprodukci nebo dychanim), éamv obsahu tuku a metabolické
transformace &sSinou odpovida realit vice nez pouziti kinetiky vysSihtadu. Nekteré
chemikalie nejsou ijimény, ale maji v§Si vliv na organismus. Modely kinetiky vysSich
fadi je mozné pouzit pouze tehdy, pokud jsouéiEny interni koncentrace. PouZziti
pokratilejSich model kinetiky ve standardnich testech toxicity neni m&zZprotoZe nejsou
meieny interni koncentrace. [64, 65]

Uéinky

Ucinkova slozka spojuje dinky na cilovy parametr, jako n#klad naklady na udrzbu
a nist, s vnitni koncentraci. Nejjednodussi je model linearnikku: Zména cilového
parametru je ugrna vnitni koncentraci, kteraipkrasi vnitini hodnotu NEC. [64, 65]

Podle vlivi na reprodukci rozliSujemeép cilovych parameir, dva pro pimé a fi pro
negimé &inky. Pfimé &inky na reprodukci jsou definovany jako dopad naslegiek
reprodukniho asili nezavisle na velikosti Usili. Jedna akegSuje energetické naklady na
kazdého potomka, jina oviwuje preziti vajitka bthem kratké periody. Népné &inky na
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reprodukci ovliviuji miru reprodu&niho Usili. Nepimé &inky zvySuji naklady naiist nebo
vyZivu. Tyto nepimé (&inky snizuji populaci, ale také oddaluji reproduk€iomeé parameti
s inkem na reprodukci rozliSujeme parametry¥mkiem na tist organismu. [64, 65]

Fyziologie

Pro studium akutnich letalnickiaka nepotebujeme fyziologicky model. Pro vlivy nast
a reprodukci pdebujeme sloZku fyziologie, kterd obsahuje paranjaky délka &la, celkovy
pocet potomki, paiet prezivsich jeding atd. NejjednodussSi Apob je pouziti modelu DEB,
ktery obsahuje vSechny nezbytné procesy: krmednetri, dychani, pragtdky obzivy, tist,
vyvin a starnuti. Fyziologicka slozka zavisi poueetestovaném organismu, neniipba ji
proto studovat pro kazdy jednotlivy test toxiciByziologicka sloZzka se timto liSi od ostatnich
dvou slozek, kinetiky adinku. [64, 65]

3.3.4. Vyhodnoceni testi Sinapis albaa Lemna minor
Sinapis alba

Vyhodnoceni testu

Vysledky test se vyhodnocuji graficky nebo vyuzitim fiacové techniky (vCR jsou
k dispozici pgitacové programy umaijici rychlé a pohodiné vyhodnoceni testtetn
stanoveni hodnoty 1C50.)

Zakladem pro hodnoceni inhdoiich (stimul&nich) &inka testované latky n&inapis alba
je pimérna délka kéene zjiséna v testovacich miskach ve srovnani isygrnou délkou
kofene v kontrole. Rt nevykléenych semen se uvede do protokolu a donpru se tato
semena zap@tavaji jako nulova délka kene. Semena, ktera vyili ale nevytvéi koien, se
do piiméru zapd@itavaji rovrez jako nulova. Hodnota IC50 se ditd pro kazdé paralelni
stanoveni zvl&§ vysledna hodnota je jonérem uvedenych hodnot. Jednotlivé hodnoty IC50
by se nertly liSit o vice nez 30 %. Jestlizeigobi testovana latka stimdgt&, IC50 se
nevyhodnocuje. [53, 54]

Vypa’et primerné délky keene Sinapis alba
L :%, kde

L je pramérna délka kéene ve zvolené koncentraci (mm);

Li je délka i-tého kiene ve zvolené koncentraci (mm);

n je p&et semen ve zvolené koncentraci (30);

Stejnym zfisobem se vypite ptimérna délka kéene v kontrole L(mm).

Vypaet inhibice fistu ka'ene v testované latce oproti kontrole

T.:LCL;"V. 100, kde

li jeinhibice fistu kaene (%) v dané koncentraci, je-li I<0, jedn& séradaci ristu
L. je pramérna délka kéene v kontrole (mm)

L_Vje pramérna délka kéene v testované koncentraci (mm).
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Vypaet hodnoty IC50
Koncentrace latky, kde doSlo k inhibiciistu, se vyjafl v logaritmickych hodnotach
(log c). Ziskané hodnoty se vynesou doradnicoveho systéemu, kde nezavisle pfonou je
log ¢ (0sa x) a zavisle pramnou % inhibice (osa y). Vynesenymi body se projahinka
(nap. metodou nejmensSichtverai). Z pris&iku prolozené fimky a sowadnice inhibice
50 % se spusti kolmice na osu x a @dese pislusna hodnota log c. Odlogaritmovanim
hodnoty log ¢ se ziska hledana koncentrace ICH).55]

Lemna minor

Vyhodnoceni testu
Ucelem testu je stanovitéiinky testované latky na vegetativnist okehku. Winek
testované latky se posuzuje podle:
* rychlosti ristu
* plochy pod @istovou kivkou
* kone&né biomasy
Stanoveni inhibicetistu porovnanimistovych rychlosti (i) v testovanych koncentracich
a v kontrole. Rstova rychlost se vyg@ta ze vztahu:
L= In Nnt—ln N,

n
kde
No pocet listki na p@&atku testu
Nn pccet listki na konci testu
t, doba trvani testu

Z vypaitenych hodnot p pro kazdou testovanou koncentrdardrolu se vypoéita
inhibice (gipadre stimulace) #istu |, v % z nasledujici rovnice:

|, =2 "H100
H.
kde
lut inhibice pro danou koncentraci zfisgh na zaklagl porovnani idistovych rychlosti;
je-li lut < 0, jedna se o stimuladistu
U rastova rychlost v kontrole
Mi rastova rychlost v testované koncentraci

Stanoveni inhibiceistu porovnanim ploch podstovymi Kivkami

Plocha podirstovou Kivkou se vypgita pro kontrolu a pro kazdou testovanou koncentrac
podle nasledujici rovnice:

Pri stanoveni inhibicetstu se jako tasového testu vychazi #iwe plochy pod istovou
kiivkou, nebo zistoveé rychlosti. DalSim parametrem je porovnaniekoné biomasy (listove
plochy, susiny nebo obsahu chlorofylu).

A= N, - N, N N, + N, —2N, (t,~t) +..+ N, +N, —2N

Ot —t
2 2 2 (n n—1)

kde
A plocha podistovou Kivkou
No pctet listki na p@atku testutp)
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N; pccet listki v ¢aset;

Nnh pocet listki v ¢aset,

t; ¢as prvniho od#dtani od poatku testu
t, ¢as n-tého od#gtani od poatku testu

Plocha by se #la vypcitat pro celé testovaci obdobi, prast danéustové Kivky jen
v odivodrénych gipadech.

Vypocitaji se hodnotyA pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolwschto hodnot se
pak vypa@ita inhibice (pipadré stimulace)istul pro jednotlivé koncentrace:

|, = uloo
A

kde

lai inhibice pro danou koncentraci zfisgh na zaklagl porovnani ploch podustovymi
kiivkami; je-li 1 < 0, jedna se o stimuladistu

Ac. pramérna plocha podiistovou Kivkou u kontroly

A praimérna plocha podiistovou Kivkou u testované koncentraice

Stanoveni inhibicesistu porovndnim hmotnosti kam& biomasy
Konetné mnozstvi biomasy se zjisti pro kontrolu a kaZzdestovanou koncentraci.
Inhibice tastu na zaklagl porovnani konéného mnozstvi biomasy (¥plse vypgita podle
nésledujiciho vzorce:

_(B.-B) o,
l; = 5 (%), kde

Cc

Iz je procento redukce biomasy,

B: je kon€&na biomasa v kontrole,

Bi je kon€na biomasa u testované koncentrace. [54, 58, 59]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.P¥iprava vzorku

Vzhledem k nerozpustnosti musk steunin ve vod bylo nutné zvolit vhodnou alternativu,
ktera by umoznila jednak rozpest sloweniny, a nerfla by negativni vliv na testované
organismy. \étSina musk slotenin je velmi doke rozpustna v organickych rozpaotdiech.
Je vSak nutno byt siédom vlivu rozpou&tdla na testovaci organismy. Z organickych
rozpoustdel (metanol, etanol, aceton, oktanol, hexanol &ida Eznych v analytické
chemii) je pro ekotoxikologické biotesty tagtji pouzivan dimethylsulfoxid (DMSO).
Rasové testy toxicity snaseji do 3 % DMSO, korysiB%, ryby 5 — 10 % a bakterie aZz 20 %
DMSO. [66]

V rdmci diplomové prace byl pouzivan 5% roztok dinyésulfoxidu a byl sledovan jeho
vliv na vyhodnoceni testekotoxicity.

4.2.Test inhibice ristu korene hd¢ice Sinapis alba

4.2.1. Priprava redici vody

Nejprve byla pipravena sériectyi zasobnich roztak Na analytickych vahach bylo
navazeno 11,76 g Caf@H,O, které bylo kvantitativh prevedeno do od#énné baiky
0 objemu 1 litr a dopkno destilovanou vodou po rysku. Stejnyniggbem byly fipraveny
dalSi roztoky, ve kterych byly rozpégsly navazky 4,93 g MgSOH, O, 2,59 g NaHC®
a 0,23 g KCI. Na 1 litredici vody bylo nadavkovano 25 ml kazdého zasobndztoku.
Takto gipravenaiedici voda byla 24 hodin sycena vzdusnym kyslikpoté nechana 24
hodin odstat a nakonec byla zkontrolovana hodnbtekpera by se #la pohybovat v rozmezi
7,8 £0,2. V gipact jiné hodnoty je nutno pH upravit roztokem 1 m&AOH nebo 1 mol/l
HCI. [52, 54]

4.2.2. Podminky testu
Na dno Petriho misky o pméru 120 — 140 mm byl vloZen filtéai papir, na ktery bylo
nepipetovano 5 ml testované koncentrace. Potéraylino misky umigho 30 semesinapis
alba s klicivosti minimélré 90 %. Misky byly pikryty vickem a uloZzeny do zater&meho
inkubatoru o tepl@t 20 £ 2 °C na dobu 72 hodin. Po uplynuti dané dbia stanovena
inhibice ffistu 72h IC50. Zakladnim sledovanym parametrem pombceni testu je pmérna
délka kdaene. [52, 54]

4.2.3. Vyhodnoceni testu

Vysledkem testu je hodnota 72h IC50. Po 72 hodinaknbace byly misky vyjmuty
z temného inkubatoru a u jednotlivych vyldhych semen byla ztfena délka kiene.
Koncentrace latky, ip které doSlo k inhibicitstu, se vyjatlla v logaritmickych hodnotach.
Ziskané hodnoty se vynesly do sainicového systému, kde nezavisle pfonou byla log ¢
(osa x) a zavisle protnnou % inhibice (osa y). Vynesenymi body se prdéoiimka
a z phaseiku primky a sowadnice inhibice 50 % se spustila kolmice na osuadeetla se
piislusnd hodnota log c. Odlogaritmovani hodnoty ¢ofyla ziskana hledana koncentrace
IC50. [52, 54]
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Obrézek 4.1: Semena itce bilé na zéatku testu po 72 hodinach

4.3.Test inhibice ristu korene cibuleAllium cepa

4.3.1. Rastové médium
Jako fistové médium byla pouzita vodovodni voda, kteraesshala 3 minuty odtékat.

4.3.2. Provedeni testu

Veskeré vijSi slupky cibulek byly odstrany tak, aby nebyla poSkozena jejichidoova
primordia. Takto 6isténé cibulky byly ponechany 24 hodin v nadob vodou. Poté byly
cibulky vytazeny z nadoby, osuSeny jemnym papirenpooZzeny na hrdlo zkumavky
s testovanymi roztoky tak, aby iemova primordia byla pofiena v médiu. Pro vSechny
testované roztoky detné kontrol bylo pouzito 6 cibulek. Taktofipravené cibulky byly
ponechany § laboratorni teplat bez gimého slunéniho z&eni po dobu 72 hodin. Po 24
hodinach byly roztoky ve zkumavkach dopvany.

4.3.3. Vyhodnoceni testu
Po 72 hodinach byla ztfrena délka kifenovych svazk v kazdém testovaném roztoku.
Z pramérnych délek kéenm byla nasledé vypasitdna hodnota 72hIC50. [51]

4.4 Test inhibice ristu salatuLactuca sativa

4.4.1. Pr¥iprava fedici vody

Nejprve byla pipravena sériectyi zasobnich roztak Na analytickych vahach bylo
navazeno 11,76 g Caf@H,O, které bylo kvantitativh prevedeno do od#énné baiky
0 objemu 1 litr a dopkno destilovanou vodou po rysku. Stejnyniggbem byly fipraveny
dalSi roztoky, ve kterych byly rozpégaly navazky 4,93 g MgSOH, O, 2,59 g NaHC®
a 0,23 g KCI. Na 1 litredici vody bylo nadavkovano 25 ml kazdého zasobndatoku.
Takto gipravenaiedici voda byla 24 hodin sycena vzdusnym kyslikpoté nechana 24
hodin odstat a nakonec byla zkontrolovana hodnbtekpera by se &la pohybovat v rozmezi
7,8 £0,2. V gipadt jiné hodnoty je nutno pH upravit roztokem 1 m&AOH nebo 1 mol/l
HCI. [52, 54]
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4.4.2. Podminky testu
Na dno Petriho misky o piméru 120 — 140 mm byl vloZen filtéai papir, na ktery bylo
nepipetovano 5 ml testované koncentrace. Poté bgladno misky umisho 30 semen
Lactuca sativas klicivosti minimal& 90 %. Misky byly pikryty vickem a uloZzeny do
zatemrného inkubatoru o tepldt20 £ 2 °C na dobu 72 hodin. Po uplynuti dané doyig
stanovena inhibicaistu 72h IC50. Zakladnim sledovanym parametrem pdmbceni testu je
pramérna délka kéene. [52, 54]

4.4.3. Vyhodnoceni testu

Vysledkem testu je hodnota 72h IC50. Po 72 hodina&nbace byly misky vyjmuty
z temného inkubatoru a u jednotlivych vyldhych semen byla ztiena délka kiene.
Koncentrace latky, ip které doslo k inhibicitstu, se vyjatila v logaritmickych hodnotach.
Ziskané hodnoty se vynesly do sainicového systému, kde nezavisle pfonou byla log ¢
(osa x) a zavisle protnnou % inhibice (osa y). Vynesenymi body se prdéoXiimka
a z pasetiku primky a sowadnice inhibice 50 % se spustila kolmice na osuoddetla se
prislusna hodnota log c. Odlogaritmovani hodnoty dobyla ziskana hledana koncentrace
IC50. [52, 54]

4.5.Daphtoxkit F™

Jako testovaci organismus byl pouzit koD@phnia magnaktery byl vylihnut z vajiek.
Vysledkem tohoto mikrobiotestu je stanoveni hodt EC50 a 48h EC50.

4.5.1. Pr¥iprava standardni sladké vody

Pro gipravu 2 lith standardni sladké vody byly pouzity ampule s katroeanymi
solnymi roztoky. Tato voda byla pouzita jako ink&éiamédium pro epiphia a prdipravu
koncentréni fady musk slogenin. Dvoulitrovd odrérna baika byla z poloviny napkna
destilovanou vodou. Poté byla otema ampule ozganacislem 1 obsahujici koncentrovany
sodny roztok NaHC® a jeji obsah byl jfgveden do h&ky. Tento krok byl opakovan
s ostatnimi ampulemi s koncentrovanymi roztoky, jidna ampule oziana cislem 2
(CaCb), jedna ampule sislem 3 (MgSQ) a jedna ampule &slem 4 (KCI). Nakonec byla
baika doplrgna destilovanou vodou a pfepana. Bed pouzitim standardni sladké vody pro
inkubaci epiphii a fed gipravou roztolk musk slodenin byla 15 minut provzdiévana.
Mezi jednotlivymi testy byla uchovavana v le¢re. [40]
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Obrazek 4.2: Aprava standardni sladké vody [67]

4.5.2. Inkubace epiphii Daphnia magna
Inkubace epiphii byla zapata 3 dny ped z&atkem test toxicity. Epiphia byla z ampule
kvantitativre prevedena na mikrositko a bylakiiadrgé promyta vodovodni vodou. V 15 ml
provzdusgné standardni sladké ubdyla epiphia penesena na inkubai Petriho misku.
Miska byla zakryta wkem a inkubovana 72 hodiri20 — 22°C za kontinualniho oxtleni

6000 lux. [40]

Obréazek 4.3: Dafnie vylihlé z cyst [68]

4.5.3. Piedkrmeni testovacich organizni
Dvé hodiny ged nasazenim organidmdo testu byly perlotky Daphnia magna
piedkrmeny suspenzias Spirulina microalgae Suspenze bylgrotrepana se standardni
sladkou vodou a nalita na inkupd misku. Opatrnym ot&nim obsahu byl fedkrm

rovnonerné rozptylen. [40]
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4.5.4. PInéni testovaci desky
Do kazdé Sachty v kontrolnit@dku bylo pevedeno 10 ml standardni sladké vody. Do
Sachet ostatnickadki bylo prevedeno 10 ml fislusné koncentrace musk, vigdi podle
klesajici koncentrace. [40]

4.5.5. Pienos neonail do testovacich Sachet
Pro snadsi rozliSeni jedind byla pouzita sételna tabule op&na tmavymi okraji
a pfihlednym krytem. Pomoci mikropipety bylorgmeseno nejmén20 neonat dafnii
z Petriho misky do promyvacich Sachet na desceé Rptlo geneseno 5 jeditic
z promyvacich do ostatnich Sachetadku. Nakonec byla fppoZena parafiimova paska
a pevr prilozen kryt. Destika byla obalena alobalem a vloZzena do zatéého inkubatoru
o teplot 20°C na dobu 48 hodin. [40]

4.5.6. Vyhodnoceni testu

Vysledkem biotestu bylo stanoveni hodnot 24h EC5IBla EC50. Po 24 a 48 hodinach
byla desttka vyjmuta z inkubatoru a ve vSech Sachtach by§&gni paiet mrtvych
a imobilizovanych jedint. Pokud by kontrolaigsahla 10 % mortalitu, je biotest povaZzovan
za chybny a je nutno ho opakovat. Z celkovéhstpanrtvych a imobilizovanych neoriat
bylo pro kazdou koncentraci vygithno procento umrtnosti. Tato procenta se nasledn
pievedla na probitové hodnoty. Ze ziskanych dat strgjig graf zavislosti probitovych
hodnot (osa y) na logaritmech koncentraci (osavyhesenymi body se prolozilatipmka
a z paseiku primky a sotadnice probitové hodnoty 5 (50 %) se spustila koéma osu X,
a odeetla se pislusna hodnota log c. Ze ziskanych vystetigla zjiSEna hodnota 24h EC50
a 48h EC50 nebo LC50. [40]

Obrazek 4.4: Penos larev z promyvaci Sachty[68]

4.6.Thamnotoxkit F™

Test byl proveden v multiSachtové desce za pouistovéeho stadia larev sladkovodniho
korySeThamnocephalus platyuryglinnutych z cyst.
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4.6.1. Priprava standardni sladké vody

K piipraw standardni sladké vody byly pouzity ampule s katrcganymi solnymi
roztoky. Tato voda byla pouzita jako médium proubdci cyst a jakdedici médium pro
piipravu koncentrgni tfady. Jednolitrovd odénna baka byla napltna cca 800 ml
destilované vody. Poté byla otema ampule s koncentrovanym sodnym roztokem cexaa
¢islem 1 (NaHCQ@ a jeji obsah byl kvantitati¥n preveden do hiky. Tento krok byl
opakovan s ostatnimi ampulemi obsahujicimi konosatmé roztoky, tj. dvampule ozné&ené
¢islem 2 (CaSg), jedna ampule gislem 3 (MgSQ a jedna ampule 8islem 4 (KCI).
Nakonec byla hika doplrgna destilovanou vodou a prepana. Red pouzitim standardni
sladké vody pro inkubaci argud gipravou roztok musk slodenin byla 15 minut
provzdugovana. Mezi jednotlivymi testy byla uchovavana drléce @i teplo€ maximalré
4 °C. [44]

4.6.2. Inkubace cystThamnocephalus platyurus
Inkubace cyst byla zapata 24 hodin fed z&atkem testovani. Jako médium pro inkubaci

cyst byla pouzitaiedna standardni sladka voda, ktera byignavena smichanim 17,5 mi
destilované vody s 2,5 ml standardni sladké vodglKe s cystami byla napina 1 ml
ziedné standardni sladké vody a byla 30 minut fieygdvana. edhydratované cysty byly
kvantitativre preneseny na Petriho misku, kam byiedano 10 ml Yedné standardni sladké
vody. Miska byla uza\ena vékem a cysty se nechaly inkubovat p5 °C po dobu 20 — 22
hodin za kontinualniho ostteni (3 000 — 4 000 lux). [44]

4.6.3. PInéni testovaci desky

Sachty jsou ozri@ny 1 aZ 6 horizontatna A az D vertikald. Prenos testovanych roztok
byl vZzdy provadn smeérem od kontroly (prvni sloupec vlevo) k nejvysSinkentraci (Sesty
sloupec vpravo). Do kazdé Sachty sloupce 1 (Sa&hiyB1, C1 a D1) byl napipetovan 1 ml
standardni sladké vody (kontrola), do kazdé Saetdlpupci 2 (Sachty A2, B2, C2 a D2) byl
pienesen 1 ml ze zkumavky 5 (nejnizSi koncentracentd postup byl opakovan se
zkumavkami 4, 3, 2 a 1 k naghi Sachet sloupic3, 4, 5 a 6. Kazda zkumavka s roztoky byla
vzdy pred napipetovanim intenzigmprotepana. [44]
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Obrazek 4.5: Testovaci deska [68]
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4.6.4. Pienos larev do testovacich Sachet

Ke shromazéhi larev organismirhamnocephalus platyurusyla Petriho miska vyjmuta
z inkubatoru asi 5 minutipd nanesenim do Sachet. Pomoci mikropipety bkdogseno 50
larev z Petriho misky do kazdé myci Sachtyadku D v psadi D1 az D6 (s rostouci
koncentraci toxikantu). Z myci Sachty D1 bylo deatsich Sachet v sloupci (Al, B1 a C1)
pieneseno 10 larev. Tentdemos byl naslednzopakovan pro sloupce 2, 3, 4, 5 a 6 v tomto
poradi. Nakonec bylaijoZzena parafinova paska a pévtiloZzen kryt. Destika byla obalena
alobalem (inkubace probihd v temnu) a vioZzena d#okiatoru o teplat 25°C na dobu 24
hodin. [68]

4.6.5. Vyhodnoceni testu
Vysledkem tohoto biotestu je hodnota 24h LC50. Rch@dinach byla deska vyjmuta
z inkubatoru a byli spotani Zivi i mrtvi jedinci. Larvy byly povaZzovanyazmrtvé, pokud
béhem 10 sekund pozorovani nevykazovaly zadny potBikud procento Umrtnosti
v kontrole gesahlo 10 %, byl biotest povazovan za neplatny.ndtad24h LC50 byla zji8ha
stejnym zfisobem jako u testu Daphtoxkite(viz kap. 4.4) [44]

4.7 Test na nittnkach

Niténky Tubifex tubifexbyly podrobeny fiminutovému akutnimu testu toxicity. Pro
testovani bylo pouzito 10 ktisndhodg vybranych jediné o velikosti 2 az 4 mm. Ret
nehybnych jedint byl pctitdn gesré (pomoci stopek)ti minuty od vloZzeni niinek do
roztoku.

%0 - - o

Obrazek 4.6: Niinky Tubifex tubifex [70]

4.8.Akutni test toxicity na ZabronozkachArtemia salina

4.8.1. Inkubace cystArtemia salina
Inkubace cyst byla zapata 2 dny ped z&atkem test toxicity. Do 2 litta vody byla
odebrana |&ka cyst artemii a velka Izice soli. Cysty artemjlybprovzdugiovany slabym
proudem vzduchu. Cysty byly inkubovany 48 hodinlgboratorni teplat
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Obrazek 4.7: Cysty artemie [46]

4.8.2. PInéni testovaci desky
Sachty jsou ozri@ny 1 aZ 6 horizont&éna A aZ D vertikald. Prenos testovanych roztbk
byl vzdy provadn snérem od kontroly (prvni sloupec vlevo) k nejvysSinkentraci (Sesty
sloupec vpravo). Do kazdé Sachty sloupce 1 (Sa&btyB1, C1 a D1) bylo napipetovano 5 mli
standardni migké vody (kontrola), do kazdé Sachty v sloupci &y A2, B2, C2 a D2)
zkumavkami 4, 3, 2 a 1 k naghi Sachet sloupic3, 4, 5 a 6. Kazda zkumavka s roztoky byla
vzdy pred napipetovanim intenzi¥protepana.

4.8.3. Pirenos larev do testovacich Sachet
Pomoci mikropipety bylofgneseno 50 larev artemii z Petriho misky do kazgé sachty
viadku D v psadi D1 az D6 (s rostouci koncentraci toxikantumyci Sachty D1 bylo do
ostatnich Sachet v sloupci (Al, B1 a CXemeseno 10 larev. Tentdgmos byl nasledn
zopakovan pro sloupce 2, 3, 4, 5 a 6 v tomta@db Nakonec bylaipozena parafinova paska
a pevre prilozen kryt. Destika byla vioZzena do ostleného inkubatoru o tepkR25°C na
dobu 48 hodin.

4.8.4. Vyhodnoceni testu

Vysledkem biotestu bylo stanoveni hodnot 24h LC58h LC50. Po 24 a 48 hodinach
byla desitka vyjmuta z inkubatoru a ve vSech Sachtdch byt patet mrtvych
a imobilizovanych jedini. Pokud by kontrolaigsahla 10 % mortalitu je biotest povazovan
za chybny a je nutno ho opakovat. Z celkovéhétpanrtvych a imobilizovanych neoriat
bylo pro kazdou koncentraci vy§itano procento umrtnosti. Ze zaznamenané mortality
sestrojena graficka zavislost procentualni moytadé logaritmu koncentrace testované latky.
Hodnoty 24h LC50 a 48h LC50 byly zg#ty pomoci linearni regrese.

4.9.Rotoxkit F™

4.9.1. Priprava fedici vody
K ptipraw standardni sladké vody byly pouzity ampule s katrowanymi solnymi
roztoky. Tato voda byla pouzita jako médium proubdci cyst a jakdedici médium pro
piipravu koncentrni tfady. Jednolitrova odénna baika byla napldéna cca 800 ml
destilované vody. Poté byla otema ampule s koncentrovanym sodnym roztokem denaa
¢islem 1 (NaHCQ@ a jeji obsah byl kvantitativn preveden do hiky. Tento krok byl
opakovan s ostatnimi ampulemi obsahujicimi konosatné roztoky, tj. dvampule oznéené

51



cislem 2 (CaSg), jedna ampule gislem 3 (MgSQ a jedna ampule gislem 4 (KCI).
Nakonec byla hi&ka doplrgna destilovanou vodou a ptepana. Mezi jednotlivymi testy byla
uchovavana v ledice @i teplo€ maximalre 4 °C. [42, 48, 49]

4.9.2. Inkubace cyst
Vialka obsahujici cysty wiki Brachionus calicyflorusbyla vyprazdana do Zlabku
urceného k lihnuti na testovaci desce a vyplachn@ar0,standardni sladkou vodou. Poté
byly piidany 2 ml standardni sladké vody.
Na testovaci desku byl prilozen parafilm, kryt a destka byla na 16 — 18 hodin vloZena
do inkubatoru i 25 °C a 3 000 az 4 000 lux. [42, 48, 49]

4.9.3. PInéni testovaci desky

Sachty jsou ozri@ny X aZ 6 vertikélta A aZ F horizontath Prenos testovanych roztbk
byl vzdy provadn sngrem od kontroly k nejvySsi koncentraci. Do kazdéh§aradku X
(Sachty AX, BX, CX, DX, EX) bylo nepipetovano 0@ standardni sladké vody (kontrola),
do kazdé Sachty vadku 1 (Sachty Al, B1, C1, D1, E1 a F1) bylemeseno 0,3 ml ze
zkumavky 5 (nejnizsi koncentrace). Tento postupdpdkovan se zkumavkami 4, 3, 2 a 1
k naplreni Sachetadki 2, 3, 4 a 5. Kazda zkumavka s roztoky byla vzigdmapipetovanim
intenzivre protrepana. [42, 48, 49]

NCOOOO0OO00O

_/
Obrazek 4.8: Testovaci deska pro Rotoxkit F [68]

4.9.4. Prenos larev do Sachet
Pomoci mikropipety byloigneseno 50 lareBrachionus calicyflorugz lihnouciho Zlabku
do kazdé myci Sachty v fadi 1 az 5 (s rostouci koncentraci toxikantu). £inachty 1 bylo
do ostatnich Sachetiadku (Al, B1, C1, D1, E1 a Flygneseno 5 larev. Tentdgmos byl
nasledg zopakovan prégadky 2, 3, 4 a 5 v tomto padi. Nakonec bylaifjoZzena parafinova
paska a pevhprilozen kryt. Destika byla obalena alobalem (inkubace probiha v temnu)
a vloZena do inkubatoru o tepdd5°C na dobu 24 hodin. [42, 48, 49]

4.9.5. Vyhodnoceni testu
Vysledkem tohoto biotestu je hodnota 24h LC50. Bc@dinach byla deska vyjmuta
z inkubatoru a byli spotani zivi i mrtvi jedinci. Larvy byly povazovanyazmrtve, pokud
béhem 10 sekund pozorovani nevykazovaly Zadny poltkud procento Umrtnosti
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v kontrole gesahlo 10 %, byl biotest povazovan za neplatny.ndtad24h LC50 byla zji8ha

stejnym zfisobem jako u testu Daphtoxkit¥(viz kap. 4.4) [42, 48, 49]

4.10.

Lemna minor

4.10.1 Priprava redici vody
Priblizné k 900 ml destilované vody bylaigdano po 20 ml kazdého ze z&sobnich roztok

1, 2 a 3 (viz tabulka 4.1). Potom byigan 1 ml kazdého ze zasobnich roztdk 5, 6, 7 a 8

(viz tabulka 4.2). Roztok byl dopin destilovanou vodou na 1000 ml. Pro dalSi uchdwvase
byly roztoky upraveny autoklavovaninmi @21 °C po dobu 20 minut.

Tabulka 4.1: SloZeni zasobnich roztqko kultivaci okehku - makroslozky [54, 58]

Tabulka 4.2:

Zasobni roztok [g/]
(makroslozky)
Z&sobni roztok 1
KNO3 17,5
KH,PO, 4,5
K.HPO, 0,63
Zasobni roztok 2
MgSQOy7H,0 | 5,00
Zasobni roztok 3
Ca(NQy),4H,0 | 14,75

SloZeni zasobnich roztgiko kultivaci okehku - mikroslozky [54, 58]

Zasobni roztok (mikrosloiky{) [mg/l]
Zasobni roztok 4

HsBO; | 120,0
Zasobni roztok 5

ZnSQ, 7H,0 | 180,0
Zasobni roztok 6

NaxM0oO42H,0 | 44,0
Z&sobni roztok 7

MnCl,4H,0 | 180,0
Zéasobni roztok 8

FeCk6H,0 760,0

EDTA, disodna 8l, dihydrat 1500,0
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4.10.2 Podminky testu
Podminky testu jsou uvedeny v tabulce:

Tabulka 4.3: Podminky testu [54, 58, 59]

Testovaci organizmus tahek mensilemna minolL.)
Barva zelena

Velikost 0,5-3cm

Typ testu staticky

Pcatet iniciatnich listki v jedné koncentra¢ilO - 16

Sledovand odezva inhibicéstu, symptomy
Podminky testu stala teplota a &teni
Opakovani 2-3

Objem testované koncentrace 100 ml ve 150 ml kédinc
Teplota (24 £ 2) °C

Doba expozice 7 dni

Oswtleni 6500 - 10000 Ix

4.10.3Provedeni testu

Do testovacich i kontrolnich kadinek 8gsavenymi koncentracemi testované latky byly
pomoci tginky pireneseny 2-4listkové kolonie ighku. V kazdé kadince musi byt identicky
pocet listki. Celkovy paet listki v koncentraci na gatku byl 10. Kadinky byly fekryty
potravin&skou folii a umistny pod z#éivku s kontinualnim ositlenim a s¥telnou intenzitou
6 500 — 10 000 lux.

Kontrola testovacich organisnse provadi zjigvanim pdétu listki a sledovanim vzhledu
kolonii kazdy den a ip ukorceni testu. Byla sledovana odteta tka listka (bila nebo
rozmaiend), tzv. nekr6za a zezloutnuti tkdistkd, tzv. chlordéza. Krom poctu listka byl
hodnocen &inek testované latky na ko¥re@ mnozstvi biomasy. Biomasa byla stanovena jako
listova plocha a také jako hmotnost suSiny (sub@rhasy pi 60 °C do dosazeni konstantni
hmotnosti vzorku).

4.10.4Vyhodnoceni testu

Vysledkem tohoto testu je hodnota 168IC5@&eldm testu je stanovitéiinky testované
latky na vegetativnitist okehku.

Koncentrace testované latky, ve kterych doSlo kichrastu, se vyjatl v logaritmickych
hodnotach (log c).

Do tabulky byly sestaveny hodnoty,,| ptipadré 1,, nebo g proti odpovidajicim
testovanym koncentracim. Ziskané hodnoty byly vgngsdo sotadnicového systému, kde
nezavisle pronnou je log ¢ (osa x), zavisle prémnmou inhibice v % (osa y). Vynesenymi
body byla proloZzenaipmka. Z paseiiku proloZzené fimky a sotiadnice odpovidajici 50 %
inhibici byla spu&na kolmice na osu x a ogtena pislusn4d hodnota log c.
Odlogaritmovanim hodnoty log ¢ byla ziskana hledam#entrace IC. [54, 58, 59]
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5. VYSLEDKY

5.1.Referentni testy toxicity

Refererni testy byly provaghy podle metodiky a za stejnych podminek jako ragiei
testy s testovanymi latkami. VSechny standardy bgstovany nejménjednou. K testovani
byl pouzivan roztok dichromanu draselného o komeentl g/l, pro okehek byl pouZit roztok
chloridu draselného o koncentraci 20 g/l.

VSechny musk slaieniny byly podrobenytyiem tesim fytotoxicity — test inhibicetistu
korene hécice biléSinapis albatest inhibice #istu kaene salatu setéHaactuca sativatest
inhibice fistu kdene cibule bil&Allium cepaa test inhibicelrstu okehku menSimu.emna

minor.

Pro testovani byly pouzity takéyii alternativni testy toxicity — test Thamnotoxkit

F™ s organismenThamnocephalus platyuru®aphtoxkit F™ s korySemDaphnia magna
Rotoxkit F™ s vinikem Brachionus calicyflorusa test na miském organismuArtemia

salina

Akutni test toxicity na néinkachTubifex tubifeXbyl proveden s koncentracemi dichromanu
draselného 100 mg/l a 1000 mg/l. Ani v jednofipact nedoslo k uhynu Zadného z jedinc
Tento test tedy neni dosta&me citlivy a z toho dvodu nebyl pouzit pro sledované musk

sloweniny.

Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulcecDilysledky jsou uvedeny fioze P1 az P6.

Tabulka 5.1: Vysledky referénich tesh

Test/testovany Zjistovana | Experimentalni Rl
organismus veli¢ina hodnota [mg/l] hodnota (rozsafl - Odchylka [%]
hodnot) [mg/l]
. M 24EC50 1,13+0,026 1,12 0,89
Daphtoxkit 48hEC50 0,770,105 0,83 7,23
Thamnotoxkit ¥ |  24hLC50 0,10%0,0 0,10 0
Artemia salina 24hLC50 33,55+0,049 - -
48hLC50 8,810,065 - -
Rotoxkit F 24hLC50 9,75+0,014 9,6-17,8 v rozmezi
Sinapis alba 72hIC50 53,18+0,019 50 - 80 v rozmezi
Lactuca sativa 72hIC50 47,39+0,047 10 - 50 vV rozmezi
Allium cepa 72h1C50 0,45+0,06 - -
Lemna minor 168hIC50 5510+0,098 5500-10000 v rozmezi
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5.2.Galaxolid

Alternativni testy toxicity s Zivymi organismy bylyyhodnoceny formou probitové
analyzy alinearni regrese, z obou vysfedikyla vypditana ptmérna hodnota, median
a snérodatna odchylka. U fytotestbyly piislusné hodnoty stanoveny na zakldohearni
regrese, pmmeérna hodnota, median a 8rodatna odchylka byly ziskany ze dvoizmych
méteni. Einek testovanych musk sléenin na okehek Lemna minorbyl posouzen podle
rychlosti 1astu, plochy pod tstovou Kkivkou a podle kongné biomasy, stein jako
v piedchozich fipadech byla spdtana ptimérna hodnota, median a rodatna odchylka.

Tabulka 5.2: Vysledky Gvodniho testu pro galaxolid

Test/testovany Koncentrace [mg/l] | Inhibice/Gmrtnost %
organismus
ey 5 75
Daphtoxkit F c 100
Thamnotoxkit " 5 100
. . 10 97
Artemia salina 10 100
Sinapis alba 10 51
Lactuca sativa 10 54
Allium cepa 10 58

Uvodni testy provedené na v3ech organismech byhtipoi (mortalita> 50 %), z toho
diuvodu néasledovaly testygdlEzné.

Tabulka 5.3: VysledkyiedkEZného testu pro galaxolid na Zivych organismech

Hodnota | Hodnota PrIMEnaA
Test/testovany ZjiStovana| (linearni | (probitovy .. | Smerodatna
) hodnota | Median
organismus | veli¢ina regrese) model) odchylka
[mg/l]
[ma/l] [mg/l]
Daphtoxkit 24EC50 | 2,98+0,069 3,02+0,05| 3,00+0,06 3 0,0218
F™ 48hEC50| 1,20+0,1421,04+0,029 1,12+0,086| 1,12 0,0795
Tha”;?ﬁto"k't 24hLC50 | 1,29+0,0721,29+0,182 1,29+0,127| 1,29 0,0025
Artemia 24hLC50 | 3,530,019 3,52+0,024 3,525+0,022 3,53 0,0052
salina 48hLC50 | 2,36+0,0912,25+0,071 2,305+0,081 2,3 0,0579
Rotoxkit FM 24hLC50 | 2,14+0,0812,12+0,113 2,13+0,097 2,12 0,0165
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Tabulka 5.4: Vysledky i@dkéZzného testu pro galaxolid na vysSich rostlin&uhapis alba
Lactuca sativaa Allium cepa

Testovand ZjiStovana| 1. hodnota| 2. hodnota| Primérna Median Smerodatna
rostlina velicina [mg/l] [mg/l] hodnota[mg/l] odchylka
S;rl‘sg's 72hIC50 | 4,038£0,1654,20120,245 4,119+0,205| 4,12|  0,0815
L:actt.tj/ga 72hIC50 | 5,762+0,0626,996+0,097 6,379+0,0795 0,6172
Allium

cepa 72hIC50 | 5,504+0,3315,506+0,319 5,505+0,325 0,0011

Tabulka 5.5: VysledkyiedkEZného testu pro galaxolid na rostlibemna minor

Testovany organismus Lemna minor
Zjistovana vekina 168hI1C50
Hodnota Plocha poditstovou Kivkou 4,55+0,043
(mg/] Rychlost fistu . 5,97+0,108
Hmotnbost konéné biomasy 3,59+0,04
Primérna hodnota [mg/l] 4,7+0,064
Median 4,55
Smérodatna odchylka 0,9451

Na zaklad predlEznych tesi bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladstyte

Tabulka 5.6: Vysledky zakladniho testu pro galakok Zivych organismech

Hodnota Hodnota PrIMEnaA
Test/testovany ZjiStovana| (linearni | (probitovy .. | Smérodatn
. hodnota | Median
organismus | velicina regrese) model) odchylka
[mg/l]
[mg/l] [mafl]
Daphtoxkit 24EC50 1,22+0,01 1,22+0,0111,22+0,011 0,0004
F™ 48hEC50| 1,12+0,0141,12+0,014] 1,12+0,014 0,0004
Tha”;?ﬁto"k't 24hLC50 | 1,2140,1241,08+0,131] 1,145+0,128 1,08 0,063
Artemia 24hLC50 | 2,26+0,0392,35+0,046| 2,305+0,043 2,25 0,0130
salina 48hLC50 | 1,89+0,046 1,88+0,049 1,885+0,048 1,89 0,0024
Rotoxkit FM | 24hLC50 | 1,93+0,0591,93+0,059 1,93+0,059 0,0002
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Tabulka 5.7: Vysledky zakladniho testu pro galakoia vysSich rostlinacBinapis alba
Lactuca sativaa Allium cepa

Testovand ZjiStovana| 1. hodnota| 2. hodnota| Primérna Median Smerodatna
rostlina velicina [mg/l] [mg/l] hodnota[mg/l] odchylka
S;I‘SS'S 72hIC50 | 3,936+0,0174,022+0,161 3,979+0.089| 3,98 0,0430
L:z:ttl:‘/;a 72hIC50 | 6,573+0,058 6,191+0.03| 6,382+0,044 638 0,1910
Allium

cepn | 72IC50 | 5,009+0,0215168:0059 5088004 | 509 0,0791

Tabulka 5.8: Vysledky zakladniho testu pro galakok rostlig Lemna minor

Testovany organismus Lemna minor
Zjistovana vekina 168hI1C50
Hodnota Plocha poditstovou Kivkou 5,01+0,05
(mg/] Rychlost fistu . 6,51+0,04
Hmotnbost konéné biomasy 4,560,026
Primérna hodnota [mg/l] 4,62+0,039
Median 5,01
Smérodatna odchylka 0,83

5.3.Tonalid

Alternativni testy toxicity s Zivymi organismy bylyyhodnoceny formou probitové
analyzy alinearni regrese, z obou vysfedikyla vypditana ptmérna hodnota, median
a snérodatna odchylka. U fytotastbyly priisluSné hodnoty stanoveny na zakldohearni
regrese, pmmeérna hodnota, median a 8rodatna odchylka byly ziskany ze dvoizmych
méteni. Binek testovanych musk sléenin na okehek Lemna minorbyl posouzen podle
rychlosti iastu, plochy pod istovou Kkivkou a podle kongné biomasy, stein jako
v piedchozich fipadech byla spdtana ptimérna hodnota, median a rodatna odchylka.

Tabulka 5.9: Vysledky Gvodniho testu pro tonalid

Test/testovany Koncentrace [mg/l] | Inhibice/Umrtnost %
organismus
ey 5 100
Daphtoxkit F c 100
Thamnotoxkit " 5 100
. . 10 93
Artemia salina 10 100
Sinapis alba 5 52
Lactuca sativa 5 53
Allium cepa 15 57
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Uvodni testy provedené na v3ech organismech byhtipoi (mortalita> 50 %), z toho

duvodu nasledovaly testyr@dEzné.

Tabulka 5.10: Vysledkyiedkzného testu pro tonalid na Zivych organismech

Test/testovany ZjiStovana H.Odr]m? Hodr_10ta, Praimérné .. | Smerodatna
. (lineéarni | (probitovy Median
organismus | veli¢ina hodnota odchylka
regrese) model)
Daphtoxkit | 24EC50 | 2,33+0,0612,50+0,045 2,415+0,053 2,42 0,0859
F™ 48hEC50| 1,32+0,0471,32+0,114 1,32+0,081 1,32 0,0021
Tha”;?ﬁto’(k't 24hLC50 | 1,530,0891,47+0,192 1,520,141 | 15 0,0301
Artemia 24hLC50 | 2,63+0,0152,63+0,009 2,63+0,012 2,63 0,0022
salina 48hLC50 | 2,16+0,0432,39+0,141] 2,275+0,092 2,27 0,1155
Rotoxkit F™ | 24hLC50 | 3,68+0,2574,05+0,084| 3,865+0,171] 3,86 0,1862

Tabulka 5.11: Vysledky iedk&Zzného testu pro tonalid na vysSich rostlin&hapis alba

Lactuca sativaa Allium cepa

Testovand ZjiStovana| 1. hodnota| 2. hodnota| Primérna Median Smerodatna
rostlina velicina [mg/l] [mg/l] hodnota[mg/l] odchylka
S;rl'ss's 72hIC50 | 7,203+0,1124.431+0.188 5,817+0,15 | 5.82 1.3861
Lj‘;ttlt‘/;a 72hIC50 | 7,063+0,1297.168+0,032 7,116+0,081| 7,12 0,0562
Allium

cepn | 72NCS0 | 5332:0,0285633:0139 5483:0083| 548 0,1503

Tabulka 5.12: Vysledkyiedk®Zzného testu pro tonalid na rosibemna minor

Testovany organismus Lemna minor
Zjistovana vekina 168hI1C50
Hodnota Plocha poditstovou Kivkou 1,48+0,069
(ma/] Rychlost fistu . 8,54+0,055
Hmotnbost konéné biomasy 5,160,116
Primérn& hodnota [mg/l] 5,06+0,08
Median 5,16
Smérodatna odchylka 2,8830

Na zaklad predkEznych tesi bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladsyte
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Tabulka 5.13: Vysledky zakladniho testu pro tonabdZivych organismech

Test/testovany ZjiStovana H.Odr]m? Hodr_10ta, Praimérné .. | Smerodatna
. (lineéarni | (probitovy Median
organismus | veli¢ina hodnota odchylka
regrese) model)
Daphtoxkit | 24EC50 | 1,52+0,0381,50+0,012 1,51+0,025 1,51 0,0097
F™ 48hEC50| 1,33+0,018 1,33+0,02| 1,33+0,019 1,33 0,0007
Tha”;?ﬁto’(k't 24hLC50 | 1,58+0,0591,58+0,059 1,58+0,059| 1,58 |  0,0004
Artemia 24hLC50 | 2,230,022 2,44+0,021| 2,335+0,022 2,33 0,1019
salina 48hLC50 | 1,97+0,057 2,23+0,061] 2,1+0,059 2,1 0,1337
Rotoxkit F™ | 24hLC50 | 4,2+0,060 4,2+0,05f  4,2+0,059 4,2 0,000

Tabulka 5.14: Vysledky zakladniho testu pro tonaila vySSich rostlinacksinapis alba
Lactuca sativaa Allium cepa

Testovand ZjiStovana| 1. hodnota| 2. hodnota| Primérna Median Smerodatna
rostlina velicina [mg/l] [mg/l] hodnota[mg/l] odchylka
S;rl'ss's 72hIC50 | 4,561+0,0324.412+0.158 4,487+0,095| 449 0,0745
Lj‘;ttlt‘/;a 72hIC50 | 7,371+0,0557.516+0,021 7,443+0,038| 7,44 0,0728
Allium i
cepn | 72NICS0 | 57660003 5,368:0,08| 5567£0,043 557 0,1990

Tabulka 5.15: Vysledky zakladniho testu pro tonakdrostlie Lemna minor

Testovany organismus Lemna minor
Zjistovana vekina 168hI1C50
Hodnota Plocha poditstovou Kivkou 4,530,023
(/] Rychlost fistu . 5,870,006
Hmotnbost konéné biomasy 4,28+0,003
Primérn& hodnota [mg/l] 4,940,011
Median 4,53
Smérodatna odchylka 0,6990
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5.4.Musk keton

Alternativni testy toxicity s Zivymi organismy bylyyhodnoceny formou probitové
analyzy alinearni regrese, z obou vysfedikyla vypditana ptmérna hodnota, median
a snérodatna odchylka. U fytotestbyly piislusné hodnoty stanoveny na zakldohearni
regrese, pmmeérna hodnota, median a 8rodatna odchylka byly ziskany ze dvoizmych
méteni. Einek testovanych musk sléenin na okehek Lemna minorbyl posouzen podle
rychlosti 1astu, plochy pod tstovou Kkivkou a podle kongné biomasy, stein jako
v piedchozich fipadech byla spdtana ptimérna hodnota, median a rodatna odchylka.

Tabulka 5.16: Vysledky Gvodniho testu pro musk keto

Test/testovany Koncentrace [mg/l] | Inhibice/Gmrtnost %
organismus
ey 5 75
Daphtoxkit F c 100
Thamnotoxkit " 5 100
. . 10 83
Artemia salina 10 100
Sinapis alba 5 50
Lactuca sativa 5 51
Allium cepa 15 58

Uvodni testy provedené na v3ech organismech byhtipoi (mortalita> 50 %), z toho
diuvodu néasledovaly testygdlEzné.

Tabulka 5.17: Vysledkyiedk®Zzného testu pro musk keton na Zivych organismech

Test/testovany ZjiStovana H.Odr]m? Hodr_lota, Praimérna .. | Smerodatna
. (linearni | (probitovy Median
organismus | veli¢ina hodnota odchylka
regrese) model)
Daphtoxkit 24EC50 | 3,85+0,0612,76+0,091 3,305+0,076 3,31 0,5461
F™ 48hEC50| 2,17+0,1442,38+0,112 2,275+0,128 2,27 0,1066
Tha”;?ﬁto’(k't 24nLC50 | 6,69+0,0027,77+0,061 7,2340,032| 7,23 |  0,5379
Artemia 24hLC50 | 7,23+0,0047,57+0,004| 7,4+0,004 7,4 0,1694
salina 48hLC50 | 4,88+0,0214,85+0,068 4,865+0,045 4,86 0,0171
Rotoxkit F™ | 24hLC50 | 3,77+0,0623,95+0,318 3,86+0,19 | 3,86 0,0887
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Tabulka 5.18: VysledkyfedkEZného testu pro musk keton na vysSich rostlirgohpis alba
Lactuca sativaa Allium cepa

Testovand ZjiStovana| 1. hodnota| 2. hodnota| Primérna Median Smerodatna
rostlina velicina [mg/l] [mg/l] hodnota[mg/l] odchylka
S;I‘SS'S 72hIC50 | 5734+0,0§ 4,602:+0,07 5668007 567 (106
L:z:ttl:‘/;a 72hIC50 | 7,5630,0547,006+0,064 7,284+0,059| 7,28|  0,2787
Allium
cepa 72hIC50 | 6,66+0,053 6,432+0,0936,546+0,073 6,55 0,1138

Tabulka 5.19: Vysledkyipdk®Zzného testu pro musk keton na rostliemna minor

Testovany organismus Lemna minor
Zjistovana vekina 168hI1C50
Hodnota Plocha poditstovou Kivkou 3,24+0,047
(mg/] Rychlost fistu . 6,12+0,108
Hmotnbost konéné biomasy 6,930,029
Primérna hodnota [mg/l] 5,43+0,061
Median 6,12
Smérodatna odchylka 1,5856

Na zaklad predkEznych tesi bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladsyte

Tabulka 5.20: Vysledky zakladniho testu pro mudbkea Zivych organismech

Test/testovany ZjiStovana H.Odr]m? Hodr_lota, Primérna .. | Smérodatn
. (linearni | (probitovy Median
organismus | velicina hodnota odchylka
regrese) model)
Daphtoxkit 24EC50 | 2,33+0,0652,33+0,064| 2,33+0,065 2,33 0,0005
FM 48hEC50| 2,13+0,0212,13+0,019 2,13+0,02 | 2,13 0,00004
Tha”;?ﬁto"k't 24nLC50 | 6,18+0,0136,19+0,015 6,145:0,014 6,19 | 0,0051
Artemia 24hLC50 | 4,93+0,0184,93+0,018 4,930,018 4,93 0,0009
salina 48hLC50 | 4,74+0,0214,74+0,017| 4,74+0,019 4,74 0,0012
Rotoxkit ™ | 24hLC50 | 3,86+0,0543,86+0,056| 3,86+0,055 3,86 0,0007
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Tabulka 5.21: Vysledky zékladniho testu pro mustokena vysSich rostlinachinapis alba
Lactuca sativaa Allium cepa

Testovand ZjiStovana| 1. hodnota| 2. hodnota| Primérna Median Smerodatna
rostlina | veli¢ina [mg/1] [mg/l] hodnota[mg/I] odchylka
S;rl'sg's 72hIC50 | 4,548+0,039 5,141+0,01| 4,844+0,025  4.84 0,2964
Ls;‘ttx;a 72hIC50 | 7,618+0,1497,115+0,049 7,367+0,099| 7,37 0,2514
Allium

cepn | 72NCS0 | 6.27%0,147 6,528+0,0426,3990,095 64 0,1290

Tabulka 5.22: Vysledky zakladniho testu pro mudkkea rostlis Lemna minor

Testovany organismus Lemna minor
ZjisStovand velkina 168hIC50
Hodnota Plocha podirstovou Kivkou 4,980,005
(/] Rychlost fistu . 6,52+0,022
Hmotnbost konéné biomasy 4,58+0,052
Primérn& hodnota [mg/1] 5,36+0,026
Median 4,98
Smerodatna odchylka 0,8376

5.5.Musk xylen

Alternativni testy toxicity s Zivymi organismy bylyyhodnoceny formou probitové
analyzy alinearni regrese, z obou vysfedikyla vypditana ptmérna hodnota, median
a snérodatna odchylka. U fytotastbyly priisluSné hodnoty stanoveny na zakldohearni
regrese, pmmeérna hodnota, median a 8rodatna odchylka byly ziskany ze dvoizmych
méteni. Binek testovanych musk sléenin na okehek Lemna minorbyl posouzen podle
rychlosti iastu, plochy pod istovou Kkivkou a podle kongné biomasy, stein jako
v piedchozich fipadech byla spdtana ptimérna hodnota, median a rodatna odchylka.

Tabulka 5.4: Vysledky Gvodniho testu pro musk xylen

Test/testovany Koncentrace [mg/l] | Inhibice/Umrtnost %
organismus
ey 5 70
Daphtoxkit F c 100
Thamnotoxkit " 5 100
. . 10 90
Artemia salina 10 100
Sinapis alba 5 51
Lactuca sativa 5 52
Allium cepa 15 56
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Uvodni testy provedené na v3ech organismech byhtipoi (mortalita> 50 %), z toho
duvodu nasledovaly testyr@dEzné.

Tabulka 5.24: Vysledkyiedk®zného testu pro musk xylen na zZivych organismech

Test/testovany ZjiStovana H.Odr]m? Hodr_10ta, Praimérné .. | Smerodatna
. (lineéarni | (probitovy Median
organismus | veli¢ina hodnota odchylka
regrese) model)

Daphtoxkit | 24EC50 | 3,16+0,04 3,20+0,0f 3,18+0,055 3,18 0,0195
F™ 48hEC50| 2,15+0,0252,30+0,028 2,225+0,027 2,23 0,0776

Tha”;?ﬁto’(k't 24hLC50 | 6,12+0,0847,41£0,005 6,765:0,045 6,77 | 0,6465
Artemia 24hLC50 | 5,24+0,1495,27+0,171] 5,255+0,16 5,25 0,0166
salina 48hLC50 | 4,21+0,046 4,060,045 4,135+0,046 4,14 0,0732

Rotoxkit F™ | 24hLC50 | 3,26+0,238 3,23+0,7 | 3,245+0,47 3,25 0,0130

Tabulka 5.25: VysledkyfedkEZného testu pro musk xylen na vysSich rostlirBictapis alba
Lactuca sativaa Allium cepa

Testovand ZjiStovana| 1. hodnota| 2. hodnota| Primérna Median Smerodatna
rostlina velicina [mg/l] [mg/l] hodnota[mg/l] odchylka
S;rl'ss's 72hIC50 | 5,891+0,0596.123+0.108 6,052+0,084| 6,05 0,1608
Lj‘;ttlt‘/;a 72hIC50 | 7,97+0.091 7,254+0,0787,612+0,052| 7.61 0,3580
Allium I

cepn | 72NCS0 | 7633:0186 7.13+0,200| 7882:002 788 0,2488

Tabulka 5.26: VysledkyiedlEZzného testu pro musk xylen na rostliremna minor

Testovany organismus Lemna minor
Zjistovana vekina 168hI1C50
Hodnota Plocha poditstovou Kivkou 1,09+0,005
(/] Rychlost fistu . 3,72+0,07
Hmotnbost konéné biomasy 11,950,157
Primérn& hodnota [mg/l] 5,59+0,077
Median 3,72
Smérodatna odchylka 4,6264

Na zaklad predkEznych tesi bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladsyte
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Tabulka 5.5: Vysledky zakladniho testu pro musleryha Zivych organismech

Test/testovany ZjiStovana H.Odr]m? Hodr_10ta, Praimérné .. | Smerodatna
. (lineéarni | (probitovy Median
organismus | veli¢ina hodnota odchylka
regrese) model)
Daphtoxkit | 24EC50 | 2,39+0,0172,39+0,014 2,39+0,016 2,39 0,0025
F™ 48hEC50 | 2,22+0,049 2,22+0,05| 2,22+0,05 2,22 0,0005
Tha”;?ﬁto’(k't 24hLC50 | 6,160,076 6,16:0,076 6,16:0,076| 6,16 |  0,0005
Artemia 24hLC50 | 4,16%+0,04%4,16+0,044) 4,16+0,045 4,16 0,0007
salina 48hLC50 | 4,04+0,05 4,04+0,0524,04+0,051 4,04 0,0002
Rotoxkit F™ | 24hLC50 | 2,89+0,0022,88+0,003| 2,885+0,003 2,88 0,0020

Tabulka 5.28: Vysledky zékladniho testu pro muskemyna vysSich rostlinachinapis alba
Lactuca sativaa Allium cepa

Testovand ZjiStovana| 1. hodnota| 2. hodnota| Primérna Median Smerodatna
rostlina velicina [mg/l] [mg/l] hodnota[mg/l] odchylka
S;rl'ss's 72hIC50 | 5,211+0,0956.141+0.055 5,676+0,075| 5,68 0,4649
Lj‘;ttlt‘/;a 72hIC50 | 7,29+0.01| 6,719+0,0547,004+0,032| 7,00 0,2855
Allium I
copn | 72NICS0 | 8098:0,1057.49110033 779520114 7,79 0,3034

Tabulka 5.29: Vysledky zakladniho testu pro mudlenya rostlig Lemna minor

Testovany organismus Lemna minor
Zjistovana vekina 168hI1C50
Hodnota Plocha poditstovou Kivkou 5,01+0,011
(/] Rychlost fistu . 6,51+0,014
Hmotnbost konéné biomasy 4,560,016
Primérn& hodnota [mg/l] 5,360,014
Median 5,01
Smérodatna odchylka 0,8345
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6. DISKUZE

Diplomova prace se zaffuje na ekotoxikologické hodnoceni vybranych synokstth
vonnych latek — galaxolidu, tonalidu, musk ketonmiask xylenu. Galaxolid a tonalid pat
mezi nejvyznamgjSi zastupce skupiny polycyklickych musk stenin a musk xylen a musk
keton gedstavuji dva nejvyznamySi zastupce z velké skupiny aromatickych nitromusk
slowenin. Pro testovaniéthto latek byly pouZzitytyii fytotesty, provadné na rostlindch
Sinapis alba Lactuca sativa Allium cepaa Lemna minora ¢tyii alternativni testy na
organismechArtemia salina Brachionus calicyflorusDaphnia magnaa Thamnocephalus
platyurus

VSechny testy byly provedeny v souladu s danou dileda, owteni spravnosti postiip
klicivosti semen a citlivosti organignibylo provedeno pomoci standardnichdestotoxicity
se standardni latkou dichromanem draselnys€rfO;, pro okehek mensi byl v souladu
s normou pouzit chlorid draselny KCI. Vysledné haignpro dichroman draselny a chlorid
draselny byly ve shads vysledky odpovidajicimémto standaniim, a proto bylo mozné tyto
postupy pouZzit pro hodnoceni ekotoxicity vybrangalsk slodenin.

Pro lepsSi porovnani a zhodnoceni vyslediyly ziskané hodnoty EC50, IC50 a LC50
shrnuty do tabulky 6.1. Vliv rozpouglla dimethylsulfoxidu byl zanedbatelny, z tohiovddu
nebyl zohled#n pri vyhodnocovani ekotoxicity musk sléenin.

Tabulka 6.1: Vysledné hodnoty pro testované musigehiny

Test/testovany| ZjiStovana

. " galaxolid tonalid musk keton | musk xylen
organismus veli¢ina

24EC50 1,22+0,011 1,51+0,024 2,330,065 2,3940,016

Daphtoxkit F™

5
48hEC50 | 11240014  1,33:0,010 213002 222005
Tha”;?ﬁtOXk't 24nLC50 | 1,145£0128 1,58:0,050 6.145:0,014 6,160 (

&

24hLC50 | 2,305+0,043 2,335+0,022 4,93+0,018 4,164%,(
48hLC50 | 1,885+0,048 2,1+0,059 4,74+0,019 4,04+0,051

Aretmia salina

Rotoxkit FM 24hLC50 | 1,93+0,059 4,2+0,059 3,86+0,035 2,885+8,00

Sinapis alba | 72hIC50 3,98+0,089 4,49+0,09% 4,84+0,025 5,68+0,075

o

Lactuca sativa| 72hIC50 6,38+0,044 7,44+0,038 7,37+0,099 7,00+0,032

OO

Allium cepa 72hIC50 5,09+0,04 5,570,042 6,4+0,09 7,79+0,114

Ul

Lemna minor | 168hIC50| 4,62+0,039 4,940,011 5,36+0,026 5,36+0,014

Z vysledki testi ekotoxicity vyplyva, Ze testy na vodnich organisimgsou citliwjSi nez
testy provadné s vyssimi rostlinami. Ve skugiralternativnich teét s vodnimi organismy
vykazovala jednozra¢ nejwtSi citlivost Daphnia magna V ramci fytotesi se jako
nejcitlivejSi ukazal byt test na h&ici Sinapis alba prostednictvim tohoto testu byly ziskany
nizSi hodnoty IC50 neZ u ostatnich testovanychinodtiejmensi citlivost vykazujéactuca
sativa u které byly ziskané hodnoty IC50 nejvysSi.
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Tabulka 6.2 NejniZZi zjiSené hodnoty pro sledované musk sleniny

Slowenina Test ZjiStovana vekiina Hodnota
galaxolid Dapttoxkit F™™ 48hEC50 1,12+0,014
tonalid Daphtoxkit F™™ 48hEC50 1,330,019
musk keton Daphtoxkit F™™ 48hEC50 2,13+0,02
musk xylen Daphtoxkit F™™ 48hEC50 2,22+0,05

V tabulce 6.2 je shrnuta ekotoxicita jednotlivych kuslowenin pro nejcitlijSi
organismus, kterym byl ve vSectigmdech drobny koryDaphnia magna

N 1 T

Slowenina Testoyany ZjiStovana velkiina Hodnota
organismu
galaxolid Lactuca sativ 72hIC50 6,38+0,044
tonalid Lactuca sativ 72hIC50 7,440,038
musk keton Lactuca sativ 72hIC50 7,37+0,099
musk xylen Alluim cepi 72hIC50 7,79+0,114

V tabulce 6.3 jsou pro ndzornost shrnuty nejvyssinbtd které byly ‘ramci testovani
ziskany, tedyhodnoty ekotoxicity pro nejmércitlivé tesy, kterymi byly ve tech gipadect
test inhibice iistu kaenelLactuca sativ a vpripad musk xylenu test inhibicaistu kaene
Allium cepa

Pro lepSi znazoemi vysledku jsou grafu 61 vyobrazeny vysledné hodnoty stanov
pro musk sloteniny pomoci dernativnich test navodnich organismech. grafu 6.2 jsou
obdobré znazorgny vysledné hodnoty EC50, IC50 a LC50 stanovenégobnest < vysSimi
rostlinami.

® Thamnocephalus platyur ® Artemia salina® Daphnia magna® Brachionus calicyfloru

6,16 6,145

3,86

1,145

galaxolid tonalid musk xylen musk keto

Graf 6.1 Vyhodnoceni alternativnich téstkotcicity s Zivymi organisn
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Z grafu 6.1 je patrna nejvyssi citlivost organisDaphnia magnav porovnani ostatnimi
vodnimi organismyThamnocephalus platyur se ukazal byt jako velmi citlivyiptesteck
provadnych sgalaxolidem a tonalidem, zatimco u musk xylenu aknketonu se projev
jako nejmén citlivy. Citlivost ZabronoZkyArtemia salinase jevi jako stabilni, na vSe

testovanych latkach vykazujeeii nejvyssi citlivost.Brachionus calicyfloru se ukazal jako
pongrné citlivy organismus piipad galaxolidu, musk xylenu a musk ketonu, zatir

aLC50. O musk xylenu a musk ketonu lzigrafu vyist, Ze vykazuji srovnatelnc

T AT A DR PR Y P P P T T R 1

ekotoxicitu, po bliz§insrovnani dojdeme zawru, Ze musk keton je nepadrtoxictejsi.

H Allium cep: ®Lactuca sativa ® Sinapis alba ®Lemna minc
7,37 7,79

7,44

7

6,38

5,09 5.36

galaxolid tonalid musk xylen musk keto

Graf 6.2 Vyhodnoceni ekotoxicity pomoci testvysSimi rostlinar

V grafu 6.2 je vyobrazena ekotoxicita musk gknin vyhodnocena pomoci fytotés#xi
srovnani grafem 6.1 je na prvni pohled patrné u rostlin nelochazelo tak velkym
vykyvim v citlivosti, jako tomu bylo u zivych organisdmNejcitlivéjSin fytotestem je test
inhibice ristu kaene Sinapis alb, ktery byl nejcitlivjSi u ekotoxikologického hodnoce
galaxolidu, tonalidu a musk ketonu. Pouz piipadt musk xylenu byla nejcitligjSi vysSi
rostlinou Lemna minor na které byla zjigha ekotoxicita sloteniny o 032 mg/l niZsi, nez
u Sinapis albaNejmér citlivym se vramci fytotesh ukazal test inhibiceistu kaene salat
Lactuca sativa ktery se projevil jako nejméncitlivy ve trech gipadech, konkrétn
u galaxolidu, tonalidu a musk ketonu. NejnizSi ekatdd musk xylenu vykazoval te
inhibice fiistu kaene cibulAllium cepi. | kdyZz neni yrafu 6.2 na prvni pohled jednozna
patrrma nejvyssi toxicita galaxolidu, jako je tom grafu 6.1, Ize konstatovat, Zze pripadt

v v s

testovani musk sl@enin pomoci fytcesti vykazuje gaxolid nejvysSi ekotoxické vlastno
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Graf 6.3: Ekotoxicita plycyklickych musk sl@enir

Vyhodnocenimekotoxicity polycyklickych musk slaienin, galaxolidu a tonalidu (Gr
6. 3) dojdeme Izévéru Ze vice nebezpey pro Zivotni prosedi je galaxolid, ktery vykazov

v

B musk xylen ®musk keton
6,145 737
7,79 6,4 '

4,774 7 4,84

Graf 6.4: Ekotoxicita nitomusk slédanin

Z grafu 6.4 je moZznéyhodnott ekotoxicitu skupiny nitromsk slowenin, musk xylent
amusk ketonu. Ob sloweniny vykazuji srovnatelnou toxicitufipemz musk xyln se jevi
jako ménrt toxicky.
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Graf 6.5: Ekotoxicita galaxolidu — fytotesty

Zgrafu 6.5, ve kterém je porovnana ekotoxicitaagalidu, Zetelrt vyplyva, Ze

nejcitlivejSi rostlinou byla hifice Sinapis albaa nejmén citlivy salat Lactuca sativa

e

vypatitana ze vSech ziskanych vysléde& 5,02 mg/l.

B Thamnocephalus platyur®sArtemia salina

Daphnia magna Brachionus calicyflorus
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Graf 6.6: Ekotoxicita galaxolidu — testy s Zivynmganismy

Zgrafu 6.6, ve kterém je porovnana ekotoxicitaagalidu, je mozné wWist, Ze
nejcitlivéjSim organismem byl koryBaphnia magnaa nejmésn citlivym viinik Brachionus

e

calicyflorus NejnizSi hodnota ekotoxicity zj&ta pro galaxolicini 1,12 mg/l. Pimérna
hodnota vypéitana ze vSech ziskanych vyslégk 1,52 mg/l.
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Graf 6.7: Ekotoxicita tonalidu — fytotesty

V grafu 6.7 jsou vyobrazeny vysledné hodnoty ekimiox zjiSténé pro tonalid na vysSich
rostlinach, které se pohybuji v rozmezi od 4,491mg/ do hodnoty 7,34 mg/l. #nérné
hodnota vypoéitana ze vSech ziskanych vyslédkni 5,6 mg/l. NejcitliwjSi rostlinou se
i vtomto gipact jevi hacice Sinapis alba nejmensi citlivost vykazoval test inhibicéstu
korenelLactuca sativa

® Thamnocephalus platyur@sArtemia salina

Daphnia magna Brachionus calicyflorus

4,2
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Graf 6.8: Ekotoxicita tonalidu — testy s Zivymi angsmy

V grafu 6.6 jsou vyobrazeny vysledné hodnoty ekiolox zjiStené pro tonalid pomoci
alternativnich testtoxicity na zivych organismech, které se pohybujpzmezi od 1,33 mg/l
az do hodnoty 4,2 mg/l. ®#nérna hodnota vypitana ze vSech ziskanych vyslédini 2,3
mg/l. NejcitlivéjSim organismem se i vtomtatipadt jevi drobny korySDaphnia magna
nejmensi citlivost vykazoval test Rotoxkit'fs vinikemBrachionus calicyflorus
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Graf 6.9: Ekotoxicita musk xylenu — fytotesty

V grafu 6.9 je mozné stegjnjako v gredchozich fipadech nazofnshlédnout zjigné
rozdily v citlivosti jednotlivych fytotest pro hodnoceni ekotoxicity musk xylenu.
NejcitlivéjSim testem je test inhibicdistu Lemna minoy hodnota 168hIC50 byla v tomto
piipack zjisSttna 5,36 mg/l. Nejméncitlivym je test inhibice dstu kaene cibuleAllium cepa
ktery se takto projevil pouze ¥ipac musk xylenu, u ostatnich musk steuain byla nejvice
citlivou rostlinou hdcice Sinapis albaPrimérna hodnota ze vSech provedenychiteychazi
6,53 mgll.

® Thamnocephalus platyur®sArtemia salina

Daphnia magna Brachionus calicyflorus

6,16

4,04

2,885
2,22 =

Graf 6.10: Ekotoxicita musk xylenu — testy s Zivgrganismy

v~ s

Z grafu 6.10 je jiz na prvni pohled je patrna négiycitlivost organismDaphnia magna
pro ktery zjis¢nd4 hodnota ekotoxicitgini 2,22 mg/l. Druhym nejcitligjSim testem byl
v tomto @ipadt test na uiniku Brachionus calicyflorustietim potom ZabronozkArtemia
salina Nejmére citlivym byl test na korySi Thamnocephalus platyurusktery byl
v piedchozich dvou ifpadech, tedy u galaxolidu a tonalidu, druhym nieye&jSim
organismem.
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Graf 6.11: Ekotoxicita musk ketonu — fytotesty

Z grafu 6.11, kde jsou vyobrazeny vysledky ekotiyimusk ketonu je mozné vist, Ze
na rozdil od musk xylenu je nejcitjgim test inhibice istu kaene hdcice Sinapis alba
teprve za nim nasleduje test narediku Lemna minor Nejmensi citlivost v fipadt musk
ketonu vykazuje stefnjako u galaxolidu a tonalidu saldactuca sativaHodnoty ekotoxicity
zjistené pro musk keton se pohybuji v rozmezi od 4,84@7,42 mg/l. pimérna hodnota
potomcini 6,0 mg/l.
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Graf 6.12: Ekotoxicita musk ketonu — testy s Zivymganismy

Z grafu 6.12 vyplyva podobny trend jako u musk ryleNejvice citlivym organismem je
Daphnia magna kterd vykazuje hodnotu 48hEC50 2,13 mg/l. DruhymjcitlivéjSim
organismem je stefnjako v gipad® musk xylenuBrachionus calicyfloruspo rtm nésleduje
Artemia salina | vtomto gapad je nejmég citlivym organismem Thamnocephalus

platyurus
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Tabulka 6.4: Fimérné hodnoty inhibice DMSO (hodnoty uvedeny v %)

Test/tegovany galaxolid tonalid musk keton musk xylen
organismus
Daphtoxkit 1,67 1,67 1,67 1,67
Thamnotoxkit 1,00 1,00 1,00 1,00
Aretmia salina 1,00 1,00 2,00 3,00
Rotoxkit 8,50 8,50 8,50 8,50
Sinapis alba 3,46 3,46 2,53 2,53
Lactuca sativa 2,88 2,88 2,88 2,88
Allium cepa 3,36 3,36 3,36 3,36
Lemna minor 7,17 6,50 6,50 7,33

Vtabulce 6.4 jsou uvedeny tpnérné hodnoty inhibice, kterou vykazoval
dimethylsulfoxid, ktery byl pouzit v ramci pracek@rozpousidlio. Z tabulky je patrné, Ze
DMSO nengl vyrazny vliv na vyslednou hodnotu ekotoxicity. jMgSi zjiS€na hodnotaini
8,5 % v fipadt ovlivnéni testu Rotoxkit B, ktery byl proveden s drobnymi imiky
Brachionus calicyflorus

74



7. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo posouzeni ekotoxicitgtsyickych vonnych latek, dvou latek
ze skupiny polycyklickych musk sléenin — galaxolidu a tonalidu, a dvou latek ze skypi
nitromusk slodenin — musk xylenu a musk ketonu.

V teoretickécasti byla zpracovana reSerSe o syntetickych vonmgdtach a o moznosti
jejich ekotoxikologického hodnoceni. Byly zde zhodeny vlastnosti syntetickych vonnych
latek, jejich chovani v Zivotnim prdstli a toxicita. Satasti reSerSe jsou také testy
ekotoxicity, které byly pro testovani syntetickyechusk slodenin pouzity. V posledni
kapitole teoretickéati jsou uvedeny moznosti vyhodnocovanittestotoxicity.

K ekotoxikologickému hodnoceni vybranych syntetwkyvonnych latek byly vyuzity
Ctyfi alternativni testy ekotoxicity s Zivymi organisraytyii testy fytotoxicity. VSechny testy
byly provedeny v souladu s danou metodikou. Ravhyly provedeny refergni testy za
Ucelem provtreni spravnosti testa citlivosti testovanych organism Jako standard pro
kontrolu kvality byl pouzit dichroman draselnp®r,O;, v pfipadt okiehku mensihd.emna
minor byl jako standard pouzit dichroman draselny KC3ebhny stanovené hodnoty EC50,
IC50, LC50 u pouzitych testekotoxicity byly ve sho#ls vysledky odpovidajicimi pro tento
standard.

V ramci alternativnich testekotoxicity s akvatickymi organismy byly pro diphovou
praci pouzity Daphtoxkit P! s organismem Daphnia magna Thamnotoxkit F
s organismenThamnocephalus platyuruRotoxkit F™ s vinikem Brachionus calicyflorus
a akutni test toxicity na zabronozkaghemia salina Z testi fytotoxicity byly pouzity testy
inhibice ristu kaene hdacice Sinapis albatest inhibice tstu kaene cibuleAllium cepa test
inhibice rfistu kaene salatlLactuca sativaa test inhibiceirstu okehkuLemna minor

Porovnénim citlivosti pouzitych alternativnich testzivymi organismy lze konstatovat, Ze
nejcitlivéjSim testem byl test na organisidaphnia magnanejmér potomThamnocephalus
platyurus

Akutni test toxicity na Zabronozkachrtemia salinase projevil jako nejvice stabilni,
v ramci vSech te8tnevykazoval tak velké vykyvy v citlivosti jaké lyhagiklad u testu
Thamnotoxkit B provadnym s korySenThamnocephalus platyurus

Porovnéanim testfytotoxicity jsme dosli k z&ru, Ze nejvice citlivou rostlinou je hkiice
Sinapis alba nejménrt citlivy je salatLactuca sativaktery je také nejméncitlivy v ramci
vSech provedenych tést

Na zaklad porovnani test ekotoxicity skupin polycyklickych a nitromusk sk®nin lze
ucinit zawr, Zze tSi nebezpd pro Zivotni prosedi gedstavuje skupina polycyklickych
syntetickych vonnych latek.
ukazal byt také jako nejvice toxickou musk skninou v ramci vSech testovanych.

Pfi porovnani jednotlivych nitromusk sléenin mizeme konstatovat, Ze v oblasti
ekotoxicity jsou si ob latky — musk xylen a musk keton téfmovny, gicemz musk keton je

VVVVVV

e

pouziti organismiaphnia magngsou nasledujici:
» pro galaxolid 1,12+0,014 mg/l;
e pro tonalid 1,330,019 mg/l,
e pro musk keton 2,13+0,02 mg/l a
* pro musk xylen 2,22+0,05 mg/I.
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Pritomnost tesotvanych musk st@min v biotickych i abiotickych vzorcich jizigd lety
nastartovala diskuzi na téma pouzivadchto latek v kosmetickych i nekosmetickych
pripravcich. Hodnoty ekotoxicity zji&té pro sledované syntetické vonné latky jsou dost
nizké, lze tedy na zaklaajisttnych vysledk konstatovat, Ze vSechny tyto steniny mohou
predstavovat nebeziepro zivotni progsedi.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

AHDI
AHTN
ANOVA

ASTM

BCF
BC
BAF
CAS
cov
DMSO
DDT

EC10

ECS50

EC90

EINECS
GC
HHCB
IC50

IFRA

ISO
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6 - acetyl - 1,1,2,3,3,5 - hexymethyldihydroinde
1-(5,6,7,8-tetryhydro-3,5,5,6,8,8-hexamethyl-2-rtaplenyl)-ethynone
Analysis of variance

American Society For Testing And Materials (Ameé&ckpolénost pro
testovani a materialy)

Bioconcentration factor (faktor biokoncentrace)
Benchmark concentration (testovaci koncentrace)
Bioavailable factor (faktor biodostupnosti)
Chemical Abstracts Service

Cistirna odpadnich vod

dimethylsulfoxid

1,1,1-trichlor-2,2-bis(p-chlorofenyl)ethanl,1,ichior-2,2-bis(4-
chlorofenyl)ethan-1,1'-(2,2,2-trichlorethyliden)@schlorbenzen)

koncentrace latky, ktera vyvold 10 % uUhyn nebo hitaci
testovaného organismu

koncentrace latky, ktera vyvold 50 % uUhyn nebo hitaci
testovaného organismu

koncentrace latky, ktera vyvold 90 % uUhyn nebo hitmaci
testovaného organismu

European Inventory of Existing Chemical Substance
plynova chromatografie
1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-hexamethyl-cyehb@p]-2-benzopyrane

koncentrace, ktera #pobi 50 % inhibici itstu nebo istové rychlosti
fasove kultury nebo 50 % inhibidistu kadeneSinapis albave srovnani
s kontrolou ve zvolenéasovém useku

International Fragrance Association

International Organization for Standartization — eharodni
organizace pro normalizaci



IUPAC
LC50
NEC
NOEC
OCOo

0OC100
OECD

PCB
POP’s

SCCNPF

USsD
24h EC50

48h EC50

72h 1C50

The International Union of Pure and Applied Ch&myi
koncentrace latky, ktera vyvola 10 % letalitu testweho organismu
No-effect concentrations

No-observable-effect concentrations

orient&ni koncentrace (nejvysSi koncentrace latkyi které jest
nedoch&zi k uhynéi imobilizaci jedingt)

s

Organization for Economic Cooperation and Develepin —
Organizace pro hospoigkou spolupraci a rozvoj

polychlorované bifenyly
perzistentni organické polutanty

Scientific Commitee on Cosmetic Products and kmd Products —
Vybor pro kosmetiku a nepotravinové produkty

americky dolar

koncentrace, ktera #pobi uUhyn¢i imobilizaci 50 % testovanych
organisnii Daphnia magnar casovém Useku 24 + 2 hodin

koncentrace, ktera #pobi uUhyn¢i imobilizaci 50 % testovanych
organisnii Daphnia magnas casovém useku 48 * 2 hodin

koncentrace, ktera #pobi 50 % inhibici #stu kaene hdcice bilé
oproti kontrole wasovém useku 72 = 2 hodin
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10.SEZNAM PRILOH

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
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Dichroman draselny — dilvysledky
Chlorid draselny — dil vysledky
Galaxolid — déi vysledky

Tonalid — ddi vysledky

Musk keton — dil vysledky

Musk xylen — d¢ii vysledky

Tabulka hodnot pro probitovou analyzu



P1.

DICHROMAN DRASELNY - DiL Ci VYSLEDKY

Tabulka P1.1: Test inhibicéstu kaene hacice Sinapis alba

koncentrace c Primérna délka Inhibice rastu
[mg/1] kofeni L [mm] koieni [%0]
0 47,2
5 16,77 64
10 20,37 57
30 23,04 51
60 28,28 40
80 33,9 28
160 35,78 24
Tabulka P1.2: Test inhibicéstu kdene salatlLactuca sativa
koncentrace ¢ Primérna délka Inhibice rastu
[mg/l] koreni L [mm] koreni [%]
0 32,1
5 25,4 21
10 21,5 33
30 15,03 53
60 10,55 67
80 28,09 12
160 8,83 72

Tabulka P1.3T

est inhibice iistu kaene cibuleAllium cepa

koncentrace ¢

Primérna délka

Inhibice rastu

[mg/1] kofeni L [mm] koieni [%0]
0 44,67
0,01 37,83 15
0,1 27,67 38
1 19,42 57
10 8,75 80
100 2,75 94

Tabulka P1.4Test akutni toxicity na Zabronozka8htemia salina

Zivé organismy/celkem :
KorEr(;egr;It]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30 0 0
10 28/30 13/30 7 57
18 20/30 10/30 33 67
32 15/30 4/30 50 87
56 10/30 0/30 67 100
100 0/30 0/30 100 100
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Tabulka P1.5Daphtoxkit F"

0 20/20 0
0,32 20/20 20/20 0 0
0,56 17/20 12/20 30 40

1,0 9/20 8/20 55 60
1,8 6/20 4/20 70 80
3,2 0/20 0/20 100 100
Tabulka P1.6Thamnotoxkit F™
0 30/30 0
0,032 27/30 10
0,056 21/30 30
0,1 16/30 47
0,18 9/30 70
0,32 0/30 100

Tabulka P1.7Rotoxkit F™

0 30/30
3,2 29/30 3
5,6 22/30 27

10 15/30 50

18 6/30 80
32 0/30 100




P2. CHLORID DRASELNY - DiL Ci VYSLEDKY

Tabulka P1.1Lemna minor porovnani ploch podistovymi Kivkami

Koncentrace c Plocha pod "
[mg/1] rastovou klEivkou Inhibice [%)]
0 134,5
&) 120 11
10 88 35
20 60,5 55
30 29,5 78
40 10 93
50 0 100

Tabulka P2.2L.emna minor porovnanitstovych rychlosti
Koncentrace ¢

[mg/l] Rychlost rastu Inhibice [%]

0 0,232749

5 0,224088 4

10 0,218008 6

20 0,194425 16

30 0,105991 54

40 0,048067 79

50 0 100

Tabulka P2.3Lemna minor porovnani hmotnosti ko&ree biomasy

Koncentrace ¢ rimotnost
kone¢né biomasy Inhibice [%]
[mg/l]
[a]
0 0,0063
5 0,0053 16
10 0,0039 38
20 0,0032 49
30 0,0031 51
40 0,0019 70

50 0,0003 95




P3. GALAXOLID — DiL Ci VYSLEDKY

Tabulka P3.1: Test inhibicéstu kaene hacice Sinapis albaivodni test

Pramérna " , o .
koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%]
[mm]
0 41,77
0+5% DMSO 40,7 40,7 0,5000 2,55
10 21,3 20,4 0,7333 51

Tabulka P3.2Test inhibice tistu kaene hdcice Sinapis albgoredl®zny test

koncentrace c ,Prﬁmérné . Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median v o
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 39,03
0+5% DMSO 38,15 38,13 0,0965 2,26
3 20,13 20,13 0,6000 48
6 17,9 17,90 1,8300 54
9 15,77 15,77 0,0000 60
11 12,57 12,55 0,3500 68
13 7,08 7,08 0,0500 82
15 5,28 5,29 0,6850 86

Tabulka P3.3Test inhibice fistu kaene hdcice Sinapis albazakladni test

koncentrace c ,Prﬁmérné . Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median v o
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 49,67
0+5% DMSO 46,9 46,90 0,6700 5,57
3,7 26,18 26,19 0,0150 47
3,9 25,33 25,34 0,6350 49
4,1 24,88 24,94 0,5650 50
4,3 22,95 22,95 0,0200 54
4,5 22,42 22,42 0,2150 55
47 19,97 19,965 1,4350 60

Tabulka P3.4Test inhibice fistu kaene salatlLactuca sativaivodni test

Pramérna

koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 7,9
0+5% DMSO 7,78 7,78 0,2833 1,48
10 3,67 3,67 0,1000 54
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Tabulka P3.5: Test inhibicéstu kaene salatlLactuca sativgpredlEzny test

koncentrace ¢ ,Prumevrnat ., Smérodatna Inhibice rastu
délka korena L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]

[mm]
0 10,6

0+5% DMSO 10,02 10,02 0,2850 5,5

3 7,77 7,77 0,3000 27

6 6,68 6,68 0,3500 37

9 3,93 3,93 0,9000 63

11 3,55 3,55 0,1500 67

13 2,42 2,42 0,8150 77

15 1,12 1,10 0,1000 89

Tabulka P3.6: Test inhibicéstu kaene salatlLactuca sativazakladni test

Pramérna

koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka korent [%0]
[mm]

0 14,13

0+5% DMSO 13,63 13,64 0,2650 3,54
5,9 8,15 8,15 0,4200 42
6,1 7,40 7,40 0,0700 48
6,3 7,02 7,02 0,1850 50
6,5 6,72 6,72 0,4850 52
6,7 6,43 6,43 0,5000 54
6,9 6,33 6,33 0,5000 55

Tabulka P3.7: Test inhibicéstu kadeneAllium cepaldvodni test

Pramérna " , o .
koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 42,33
0+5% DMSO 40,75 40,75 0,4167 2,43
15 24 18,33 0,3333 58
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Tabulka P3.8: Test inhibicéstu kaeneAllium cepapredEzny test

koncentrace ¢ ,Prumevrnat ., Smérodatna Inhibice rastu
délka korena L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 41,8
0+5% DMSO 40,67 40,67 1,6650 2,79
3 23,58 23,59 0,0850 44
6 21,67 21,67 0,1650 51
9 20,33 20,33 0,0000 54
11 19,17 19,17 0,0000 55
13 10,08 10,09 0,4150 76
15 9,08 9,35 0,6500 78

Tabulka P3.9: Test inhibicéstu kaeneAllium cepazakladni test

Pramérna " , - .
koncentrace ¢ . ‘o ., Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 41,17
0+5% DMSO 39,17 39,17 0,1650 4,86
4.7 21,25 22,34 0,6650 48
4.9 21,00 21,25 0,0800 49
51 20,67 20,25 0,5800 50
5,3 19,67 19,67 1,0000 52
5,5 19,25 18,34 1,1650 53
57 18,00 18,00 1,1700 56

Tabulka P3.10: Test akutni toxicity na Zabronozk@éxkemia salinalvodni test

Koncentrace c| Zivé organls_my{celkem Mortalita [%]
[mg/1] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5 % DMSO 30/30 30/30 0 0
10 1/30 100 97 100

Tabulka P3.11: Test akutni toxicity na ZabronozZk@éxdkemia salingpredkEzny test

Zivé organismy/celkem :
KorE;:negr}}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 29/30 29/30 3 3
2 18/30 15/30 40 50
4 15/30 12/30 50 60
6 12/30 8/30 60 73
8 10/30 5/30 67 83
10 8/30 0/30 73 100

90




Tabulka P3.12: Test akutni toxicity na Zabronozk@étbmia salinazakladni test

Zivé organismy/celkem

KorE;:negr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 30/30 30/30 0 0
1,7 22/30 16/30 27 47
1,9 18/30 15/30 40 50
2,1 16/30 14/30 47 53
2,3 15/30 13/30 50 57
2,5 13/30 11/30 57 63

Tabulka P3.13: Daphtoxkit'f Gvodni test

Koncentrace ¢

Zivé organismy/celkem

Mortalita [%0]

[mg/l] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 19/20
0+5% DMSO 20/20 0 20/20 0
5 5/20 75 0/20 100

Tabulka P3.14: Daphtoxkit' predszny test

Zivé organismy/celkem

KorEr(;egr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h

0 20/20 20/20

0+5% DMSO 20/20 19/20 0 5
1 17/20 10/20 15 50
2 15/20 8/20 25 60
3 10/20 6/20 50 70
4 8/20 0/20 60 100
5 5/20 0/20 75 100

Tabulka P3.15: Daphtoxkit'l? zakladni test

Zivé organismy/celkem :
KorEr(;egr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 20/20
0+5% DMSO 20/20 20/20 0 0
0,9 15/20 13/20 25 35
1,0 13/20 12/20 35 40
1,1 12/20 10/20 40 50
1,2 10/20 9/20 50 55
1,3 9/20 8/20 55 60
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Tabulka P3.16: Thamnotoxkit' ¥ Gvodni test

0 30/30 0
0 + 5% DMSO 29/30 3
5 0/30 100

Tabulka P3.17: Thamnotoxkit ¥ predksZny test

0 30/30 0
0+5% DMSO 30/30 0
1 17/30 43
2 13/30 57
3 3/30 90
4 0/30 100
5 0/30 100

Tabulka P3.18: Thamnotoxkit' ¥ zakladni test

0 30/30 0
0+5% DMSO 30/30 0
1,1 16/30 47
1,2 16/30 47
1,3 14/30 53
1,4 13/30 57
15 10/30 67

Tabulka P3.19: Rotokit'® predbszny test

0 30/30

0+5% DMSO 27/30 10
2 14/30 53
4 12/30 60
6 6/30 80
8 4/30 87
10 0/30 100




Tabulka P3.20: Rotoxkit™ zakladni test

Koncentrace ¢ .Z'Vé :
(Mg organlsmy/ceolkem Mortalita [%0]
organismi
0 29/30
0+5% DMSO 28/30 7
1 19/30 37
1,5 17/30 43
2 15/30 50
2,5 14/30 53
3 11/30 63

Tabulka P3.21:Lemna minor pired®zny test — porovnani ploch podistovymi
kiivkami predlEzny test

Koncentrace c Plocha pod "
[mg/1] rastovou Iquvkou Inhibice [%)]
0 134,5
0+5% DMSO 103 23
1 125 7
3 105 22
S 59,5 56
10 25 81
15 17,5 87
20 0 100

Tabulka P3.22t emna minor porovnani rychlostitistu gredkEZny test

Koncentrace ¢ | oo hiost ristu Inhibice [%]
[ma/l]
0 0,232749
0+5% DMSO 0228484 >
1 0211658 9
3 0.205012 12
5 0.147088 37
10 0,091693 61
15 0042872 82
20 0 100
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Tabulka P3.23temna minor porovnani hmotnosti kotieé biomasy fedkzny test

Hmotnost
Koncentrace ¢ | sneiné biomasy | Inhibice [%]
[mg/1]
[9]

0 0,0072

0+5% DMSO 0,0069 4
1 0,0044 39
3 0,00375 48
5 0,0034 o3
10 0,00305 8
15 0,00275 62
20 0,00215 70

Tabulka P3.24:Lemna minorpred®Zny test — porovnani ploch podistovymi

ktivkami zakladni test

Koncentrace ¢ Plocha pod w
[mg/l] ristovou k?ivkou Inhibice [%)]
0 162

0+5% DMSO 146 10
3,5 127,5 21
4,0 92,5 43
4,5 78 52
5,0 64 60
5,9 57,5 65
6.0 47,5 71

Tabulka P3.25L emna minor porovnani rychlostiistu zakladni test

NOESEES € Rychlost rastu Inhibice [%]
[mg/l]
0 0,248638

0+5% DMSO 0,240914 3
3,5 0,20157 19
4,0 0,174825 30
4,5 0,147088 41
5,0 0,125067 50
55 0,118987 52
6,0 0,112637 55




0 0,0073
0+5% DMSO 0,0072 1
3,5 0,00395 46
4,0 0,0036 51
4,5 0,00345 53
5,0 0,00295 60
55 0,00275 62
6,0 0,00235 68

Tabulka P3.26t. emna minor porovnani hmotnosti kotieé biomasy zakladni test
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P4. TONALID — DiL Ci VYSLEDKY

Tabulka P4.1: Test inhibicéstu kaene hacice Sinapis albaivodni test

Pramérna " , o .
koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 41,77
0+5% DMSO 40,7 40,7 0,5000 2,55
10 19,98 19,98 11,9500 51

Tabulka P4.2: Test inhibic&stu kaene hdcice Sinapis albgoredl®zny test

koncentrace c ,Prﬁmérné . Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median v o
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 39,03
0+5% DMSO 38,15 38,15 0,0815 2,26
3 20,97 20,97 0,2335 46
6 19,27 19,27 1,4665 51
9 17,38 17,38 1,3165 55
11 12,42 12,42 0,1150 68
13 9,78 9,79 0,8150 75
15 3,83 3,84 0,3650 90

Tabulka P4.3: Test inhibic&stu kaene hdcice Sinapis albazakladni test

koncentrace c ,Prﬁmérné . Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median v o
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 49,67
0+5% DMSO 46,9 46,90 0,6700 5,57
4,2 27,6 27,60 0,3300 44
4.4 25,22 25,22 1,9150 49
4,6 23,67 23,67 0,6350 52
4,8 22,82 22,82 0,6150 54
5,0 21,27 21,16 0,0900 57
5,2 20,73 20,73 2,9350 58
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Tabulka P4.4Test inhibice #istu kaene salatlLactuca sativaivodni test

0 7,9
0+5% DMSO 7,78 7,78 0,2833 1,48
10 3,7 3,7 0,3000 53

Tabulka P4.5: Test inhibicéstu kaene salatlLactuca sativgredkEZzny test

0 10,60

0+5% DMSO 10,02 10,02 0,2850 55
3 9,12 9,12 0,3850 14
6 7,38 7,39 0,1150 30
9 6,18 6,19 0,4850 42
11 2,93 2,94 0,3650 72
13 1,33 1,34 0,3650 87
15 0,80 0,80 0,0000 92

Tabulka P4.6: Test inhibicéstu kaene salatlLactuca sativaakladni test

0 14,13

0+5% DMSO 13,63 13,64 0,2650 3,54
6,9 7,97 7,97 0,0650 44
7,1 7,50 7,50 0,5700 47
7,3 7,00 7,00 0,4000 50
7,5 6,97 6,97 0,0650 51
7,7 6,38 6,38 1,2200 55
7,9 6,02 6,02 0,4500 57

Tabulka P4.7Test inhibice tistu kaeneAllium cepalvodni test

0 42,33
0+5% DMSO 40,75 40,75 0,4167 2,4
10 18,75 18,75 4,2500 57




Tabulka P4.8: Test inhibicéstu kaeneAllium cepapredl&zny test

koncentrace ¢ ,Prumevrnat ., Smérodatna Inhibice rastu
délka korena L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 41,83
0+5% DMSO 40,67 40,67 1,6650 2,79
3 28,50 28,50 0,5000 21
6 21,67 21,67 1,3350 23
9 19,84 19,84 0,1650 52
11 9,00 9,00 0,6700 57
13 7,00 7,00 2,0000 67
15 2,00 2,00 0,3300 95

Tabulka P4.9: Test inhibicéstu kaeneAllium cepazékladni test

Pramérna " , - .
koncentrace ¢ . ‘o ., Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 41,17
0+5% DMSO 39,17 39,17 0,1650 4,86
7.4 22,25 22,25 0,0800 46
7,6 21,42 21,42 1,5850 48
7,8 20,25 20,25 0,9200 51
8,0 19,25 19,25 1,2500 53
8,2 18,50 18,50 1,3300 55
8,4 18,25 18,25 1,0800 56

Tabulka P4.10: Test akutni toxicity na Zabronozk@éxkemia salinalvodni test
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Koncentrace c | Zivé organlgmy{celkem Mortalita [%]
[mg/1] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 30/30 30/30 0 0
10 3/30 0/30 90 100

Tabulka P4.11: Test akutni toxicity na ZabronoZk@dbmia salingpredl®zny test

Zivé organismy/celkem :
KorEr(;egr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 29/30 29/30 3 3
2 30/30 25/30 0 17
4 20/30 18/30 33 40
6 12/30 10/30 60 67
8 8/30 5/30 73 83
10 5/30 1/30 83 97




Tabulka P4.12: Test akutni toxicity na ZabronoZk@édkemia salinazakladni test

Zivé organismy/celkem :
KorEr(;egr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 30/30 30/30 0 0
2,0 21/30 17/30 30 43
2,2 17/30 16/30 43 47
2,4 16/30 14/30 47 53
2,6 13/30 11/30 57 63
2,8 11/30 8/30 63 73

Tabulka P4.13Daphtoxkit F™ Gvodni test

Koncentrace c| Zivé organls_my{celkem Mortalita [%]
[mg/1] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 19/20
0+5% DMSO 20/20 20/20 0 0
5 0/20 0/20 100 100

Tabulka P4.14: Daphtoxkit'® predsZny test

Zivé organismy/celkem :
KorE;:negr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 20/20
0+5% DMSO 20/20 19/20 0 5
1 18/20 12/20 10 40
2 12/20 8/20 40 60
3 10/20 2/20 50 90
4 4/20 0/20 80 100
5 0/20 0/5 100 100

Tabulka P4.15: Daphtoxkit'® zakladni test

Zivé organismy/celkem :
KorE;:negr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 20/20
0+5% DMSO 20/20 20/20 0 0
1,1 18/20 14/20 10 30
1,2 17/20 12/20 15 40
1,3 15/20 10/20 25 50
1,4 12/20 9/20 40 55
1,5 10/20 8/20 50 60
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Tabulka P4.16Thamnotoxkit FM Gvodni test

0 30/30 0
0+ 5% DMSO 29/30 3
5 0/30 100

Tabulka P4.17: Thamnotoxkit ¥ predksZny test

0 30/30 0
0+5% DMSO 30/30 0
1 25/30 17
2 17/30 43
3 13/30 57
4 0/30 100
5 0/30 100

Tabulka P4.18: Thamnotoxkit' ¥ zakladni test

100

0 30/30

0+5% DMSO 30/30 0
4 20/30 33
5 19/30 37
6 16/30 47
7 14/30 53
8 10/30 67

Tabulka P4.19: Rotoxkit™ predhsZny test

0 30

0+5% DMSO 27 10
2 19 37
4 15 50
6 14 53
8 10 67
10 0 100




Tabulka P4.20: Rotoxkit™ zakladni test

Koncentrace ¢ .Z'Vé :
(Mg organlsmy/ceolkem Mortalita [%0]
organismi
0 29/30
0+5% DMSO 28/30 7
3 20/30 33
3,5 18/30 40
4 17/30 43
4,5 14/30 53
5 11/30 63

Tabulka P4.21L.emna minor— porovnani ploch podistovymi Kivkami predkézny

test
Koncentrace c Plocha pod "
[mg/1] rastovou Iquvkou Inhibice [%)]

0 134,5

0+5% DMSO 102,75 23
1 71,5 47
3 55 59
S 40,5 70
10 34,75 74
15 18,25 86
20 0 100

Tabulka P4.22t emna minor porovnanitstovych rychlosti fedkézny test

Koncentrace ¢ | oo hiost ristu Inhibice [%]
[ma/l]
0 0,232749
0+5% DMSO 0228484 >
1 0.190714 18
3 0.17056 27
5 0.130899 42
10 0115847 50
15 0,087884 62
20 0 100
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Tabulka P4.23t.emna minor porovnani hmotnosti ko#ieé biomasy fedkzny test

Koncentrace ¢

Hmotnost
kone¢né biomasy

Inhibice [%]

[mg/l] [a]
0 0,006
0+5% DMSO 0,0062 -

1 0,0039 35
3 0,00355 41
5 0,00345 42
10 0,0027 55
15 0,00205 66
20 0,0017 72

Tabulka P4.24t emna minor porovnani

ploch podistovymi Kivkami zakladni test

Koncentrace c Plocha pod "
[mg/l] ristovou kigivkou Inhibice [%]
0 162
0+5% DMSO 146 10
4,0 104,5 35
4,5 76,5 53
5,0 62 62
9,9 55,5 66
6,0 38,5 76
6,5 21 87

Tabulka P4.25t emna minor porovnanitstovych rychlosti zakladni test

Koncentrace ¢ | oy hiost ristu Inhibice [%]
[ma/1]
0 0,248638

0+5% DMSO 0240914 3
40 0208374 16
45 0.178966 28
5.0 0156945 37
5.5 0141893 43
6.0 0,118987 52
6.5 0112637 55




0 0,0073
0+5% DMSO 0,0072 1
4,0 0,00385 47
4,5 0,0035 52
5,0 0,0032 56
5,5 0,003 59
6,0 0,00275 62
6,5 0,0025 66

Tabulka P4.26L.emna minor porovnani hmotnosti ko&reé biomasy zékladni test
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P5. MUSK KETON - DiL Ci VYSLEDKY

Tabulka P5.1Test inhibice #istu kadene hdcice Sinapis albaivodni test

Pramérna " , o .
koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 41,77
0+5% DMSO 40,7 40,7 0,5000 2,56
10 20,72 20,72 2,2167 50

Tabulka P5.2: Test inhibicéstu kaene hdcice Sinapis albgredlEZny test

Pramérna

koncentrace ¢ . o o . Smérodatna Inhibice rastu
(Mo el @Al |- e odchylka koFeni [%6]
[mm]
0 39,03
0+5% DMSO 38,15 38,15 0,0815 2,26
3 25,97 25,97 0,7000 33
6 20,13 20,13 0,6000 48
9 16,03 16,04 0,0350 59
11 12,57 12,57 0,3650 68
13 7,17 7,17 0,0350 82
15 5,33 5,34 0,6350 86

Tabulka P5.3: Test inhibicéstu kdene hdcice Sinapis albazakladni test

koncentrace c ,Prﬁmérné . Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median v o
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 51,33
0+5% DMSO 49,92 49,92 2,1165 2,76
4,5 27,16 27,13 1,0985 47
5,0 25,43 25,43 1,9000 50
5,5 24,02 24,02 0,7850 53
6,0 22,38 22,38 1,4500 56
6,5 21,47 21,47 1,5350 58
7,0 20,08 20,08 0,1150 61
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Tabulka P5.4Test inhibice fistu kdene salatlLactuca sativailvodni test

koncentrace ¢ ,Prumevrnat ., Smérodatna Inhibice rastu
délka korena L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 7.9
0+5% DMSO 7,78 7,78 0,2833 1,48
10 3,85 3,85 0,0500 51

Tabulka P5.5: Test inhibicéstu kdene salatlLactuca sativgpredbEzny test

Pramérna " , - .
koncentrace ¢ . ‘o ., Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]

[mm]
0 10,6

0+5% DMSO 10,02 10,02 0,2850 5,5

3 8,22 8,22 0,1500 22

6 6,20 6,20 0,3000 42

9 5,13 5,14 0,1350 52

11 4,73 4,73 0,3015 55

13 3,92 3,92 0,6150 63

15 1,90 1,90 0,0300 82

Tabulka P5.6: Test inhibicéstu kdaene salatlLactuca sativazakladni test

Pramérna

koncentrace c délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]

0 11,067

0+5% DMSO 10,89 10,89 0,3850 1,66
7,0 5,89 5,89 0,4850 48
7,2 5,55 5,55 0,2200 53
7,4 5,25 5,25 0,0500 55
7,6 5,12 5,12 0,1150 56
7,8 4,97 4,97 0,2000 59
8,0 4,87 4,87 1,500( 60

Tabulka P5.7: Test inhibicéstu kaeneAllium cepalvodni test

Pramérna

koncentrace c délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 42,33
0+5% DMSO 40,75 40,75 0,4167 2,43
10 18,25 18,25 0,2500 58
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Tabulka P5.8: Test inhibicéstu kaeneAllium cepapredlEzny test

Pramérna

koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 41,80
0+5% DMSO 40,67 40,67 1,6650 2,79
3 31,00 31,00 0,3300 26
6 25,50 25,50 0,1700 39
9 16,83 16,84 0,6650 60
11 15,00 15,00 0,5000 64
13 8,83 8,80 0,8000 79
15 4,25 4,24 1,0650 90

Tabulka P5.9: Test inhibicéstu kaeneAllium cepazakladni test

Pramérna " , - .
koncentrace ¢ . ‘o ., Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 41,17
0+5% DMSO 39,17 39,17 0,1650 4,86
6 23,08 23,09 1,9150 44
6,2 21,83 21,84 0,3350 47
6,4 20,92 20,92 0,7500 49
6,6 19,67 19,67 0,5000 52
6,8 18,75 18,75 0,0800 54
7,0 17,75 17,75 1,7500 57

Tabulka P5.10: Test akutni toxicity na Zabronozk@ékmia salinalvodni test

Koncentrace c| Zivé orgamsmy{celkem Mortalita [%]
[mg/l] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 30/30 30/30 0 0
10 5/30 0/30 83 100

Tabulka P5.11: Test akutni toxicity na ZabronoZk@dbmia salingpredl®zny test

Koncentrace

Zivé organismy/celkem

Mortalita [%0]

(Mol organismi

24 h 48 h 24 h 48 h

0 30/30 30/30
0+5% DMSO 29/30 29/30 3 3
2 30/30 26/30 0 13
4 29/30 20/30 3 33
6 15/30 14/30 50 53
8 12/30 7/30 60 77
10 11/30 3/30 63 90
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Tabulka P5.12: Test akutni toxicity na ZabronoZk@édkemia salinazakladni test

Zivé organismy/celkem :
KorE;:negr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 29/30 29/30 3 3
4,7 18/30 16/30 40 47
4,8 17/30 14/30 43 53
4,9 15/30 12/30 50 60
5,0 14/30 11/30 53 63
51 13/30 10/30 57 67

Tabulka P5.13: Daphtoxkit'® Gvodni test

Koncentrace ¢

Zivé organismy/celkem

Mortalita [%0]

[mg/l] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 19/20
0+5% DMSO 20/20 20/20 0 0
5 5/20 0/20 75 100

Tabulka P5.14: Daphtoxkit'® predhsZny test

Zivé organismy/celkem

KorEr(;egr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h

0 20/20 20/20

0+5% DMSO 20/20 19/20 0 5
1 20/20 15/20 0 25
2 16/20 12/20 20 40
3 14/20 10/20 30 50
4 10/20 5/20 50 75
5 6/20 0/20 70 100

Tabulka P5.15: Daphtoxkit'® zakladni test

Zivé organismy/celkem :
KorEr(;egr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 20/20
0+5% DMSO 20/20 20/20 0 0
2,0 14/20 12/20 30 40
2,1 14/20 10/20 30 50
2,2 12/20 9/20 40 55
2,3 10/20 8/20 50 60
2,4 9/20 7/20 55 65
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Tabulka P5.16: Thamnotoxkit' ¥ Gvodni test

0 30/30 0
0+5 % DMSO 29/30 3
5 0/30 100

Tabulka P5.17: Thamnotoxkit ¥ predkZny test

0 30/30 0
0+5% DMSO 30/30 0
1 28/30 7
2 20/30 33
3 12/30 60
4 0/30 100
5 0/30 100

Tabulka P5.18: Thamnotoxkit'¥ zakladni test

108

0 30/30 0
0+5% DMSO 30/30 0
4 20/30 33
5 17/30 43
6 15/30 50
7 14/30 53
8 12/30 60

Tabulka P5.19: Rotoxkit™ predhsZny test

0 30/30

0+5% DMSO 27/30 10
2 19/30 37
4 17/30 43
6 15/30 50
8 6/30 80
10 0/30 100




Tabulka P5.20: Rotoxkit™ zakladni test

Koncentrace ¢ .Z'Vé :
(Mg organlsmy/ceolkem Mortalita [%0]
organismi
0 29/30
0+5% DMSO 28/30 7
3 17/30 43
3,5 16/30 47
4 15/30 50
4,5 14/30 53
5 12/30 60

Tabulka P5.21Lemna minor— porovnani ploch podistovymi Kivkami predkéZzny

test
Koncentrace c Plocha pod "
[mg/1] rastovou Iquvkou Inhibice [%)]

0 134,5

0+5% DMSO 103,75 23
1 96,5 28
3 79,75 a1
5 61,75 54
10 31 77
15 10,25 92
20 0 100

Tabulka P5.22t emna minor porovnanitstovych rychlosti fedkézny test

Koncentrace ¢

Rychlost rastu

Inhibice [%]

[mg/1]
0 0,232749
0+5% DMSO 0,228484 2

1 0,214868 8
3 0,196245 16
5 0,163915 30
10 0,091693 61
15 0,042872 82
20 0 100
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Tabulka P5.23t.emna minor porovnani hmotnosti ko#iei biomasy pedkEZny test

Hmotnost
Koncentrace ¢ | sneiné biomasy | Inhibice [%]
[mg/1]
[9]

0 0,0048

0+5% DMSO 0,0048 0
1 0,0043 10
3 0,00345 28
5 0,00295 39
10 0,0017 65
15 0,0017 65
20 0,00125 4

Tabulka P5.24t emna minor porovnani

ploch podistovymi Kivkami zakladni test

Koncentrace c Plocha pod "
[mg/l] ristovou kigivkou Inhibice [%]
0 162

0+5% DMSO 146 10
4,5 96,5 20
5,0 80 51
5,9 65,5 60
6,0 52,5 68
6,5 45,5 72
7,0 33,75 79

Tabulka P5.25: Lemna minor porovnaniistovych rychlosti zakladni test

Koncentrace ¢

Rychlost rastu

Inhibice [%]

[mo/l]
0 0,248638
0+5% DMSO 0,240914 3
4,5 0,190714 23
5,0 0,182991 26
5,5 0,152102 39
6,0 0,141893 43
6,5 0,125067 50
7,0 0,109353 56




0 0,0073
0+5% DMSO 0,0072 1
4,5 0,0038 48
5,0 0,00325 55
5,5 0,00305 58
6,0 0,00295 60
6,5 0,00275 62
7,0 0,00235 68

Tabulka P5.26t emna minor porovnani hmotnosti ko&r@ biomasy zakladni test
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P6. MUSK XYLEN - DiL Ci VYSLEDKY

Tabulka P6.1: Test inhibicéstu kadene hacice Sinapis albaivodni test

Pramérna " , o .
koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 41,77
0+5% DMSO 40,7 40,7 0,5000 2,55
10 20,52 20,52 0,1167 51

Tabulka P6.2: Test inhibicéstu kadene hécice Sinapis albgpredk®zny test

Primérna » . _ o
koncentrace c délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]

0 39,03
0+5% DMSO 38,15 38,15 0,0830 2,26

3 29,25 29,25 0,1815 25

6 17,92 17,92 0,2500 54

9 14,92 14,92 0,5850 62

11 13,47 13,47 0,4350 65

13 11,18 11,39 1,2850 71

15 3,07 3,07 0,0665 92

Tabulka P6.3: Test inhibicéstu kadene hécice Sinapis albazakladni test

Pramérna

koncentrace ¢ . " o . Smérodatna Inhibice rastu
(Mo el @Al |- e odchylka koFeni [%]
[mm]
0 51,33
0+5% DMSO 49,92 49,92 2,1165 2,76
45 30,58 30,59 3,8150 40
5,0 28,40 28,40 2,0700 45
55 27,33 27,34 2,0650 47
6,0 26,68 26,69 2,0850 48
6,5 24,22 24,22 0,5150 53
7,0 21,95 21,95 0,5500 57
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Tabulka P6.4: Test inhibic&stu kdene salatlLactuca sativailvodni test

koncentrace ¢ ,Prumevrnat ., Smérodatna Inhibice rastu
délka korena L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 7,90
0+5% DMSO 7,78 7,78 0,2833 1,48
10 3,78 3,78 0,8833 52

Tabulka P6.5: Test inhibicéstu kdene salatlLactuca sativgpredbEzny test

Pramérna " , - .
koncentrace ¢ . o ., Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 10,60
0+5% DMSO 10,02 10,02 0,2850 5,5
3 8,38 8,39 0,0150 21
6 5,57 5,57 0,0350 47
9 5,48 5,47 0,3350 48
11 4,62 4,62 0,1150 56
13 3,27 3,27 0,0350 69
15 2,00 2,00 0,3000 81

Tabulka P6.6: Test inhibicéstu kdaene salatlLactuca sativazakladni test

Pramérna " , o .
koncentrace c délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 11,07
0+5% DMSO 10,88 10,88 0,3835 1,66
7,0 5,65 5,65 0,3500 48
7,2 5,30 5,30 0,3700 53
7,4 5,00 5,00 0,4000 55
7,6 4,85 4,85 0,1500 56
7,8 4,58 4,58 0,2500 59
8,0 4,35 4,35 0,0200 60

Tabulka P6.7: Test inhibicéstu kadeneAllium cepaldvodni test

Pramérna

koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]
0 42,33
0+5% DSMO 40,75 40,75 0,4167 2,43
10 19,00 19,00 1,0000 56

113



Tabulka P6.8: Test inhibicéstu kaeneAllium cepapredkEzny test

Pramérna

koncentrace ¢ délka koreni L Median Smérodatna Inhibice rastu
[mg/l] odchylka koreni [%0]
[mm]

0 41,83

0+5% DSMO 40,67 40,67 1,6650 2,79
3 33,080 33,08 0,7500 21
6 32,000 32,00 1,1700 23
9 20,170 20,17 0,0000 52
11 17,750 17,75 0,5800 57
13 13,920 13,92 0,7500 67
15 2,09 2,09 0,0850 95

Tabulka P6.9: Test inhibicéstu kaeneAllium cepazakladni test

Pramérna " , - .
koncentrace ¢ . ‘o ., Smérodatna Inhibice rastu
délka koreni L Median . .
[mg/1] odchylka koieni [%0]
[mm]
0 41,17
0+5% DMSO 39,17 39,17 0,1650 4,86
7.4 21,92 21,92 0,7500 47
7.6 21,25 21,25 1,5800 48
7,8 20,92 20,92 2,2500 49
8,0 20,00 20,00 0,6700 51
8,2 18,08 18,08 1,2500 56
8,4 17,33 17,33 3,0000 58

Tabulka P6.10: Test akutni toxicity na Zabronozk@éxkmia salinalvodni test

Koncentrace c| Zivé orgamsmy{celkem Mortalita [%]
[mg/l] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 30/30 29/30 0 3
10 3/30 0 90 100

Tabulka P6.11: Test akutni toxicity na ZabronoZk@dbmia salingpredl®zny test

Zivé organismy/celkem :
KorE;:negr}}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 29/30 29/30 3 3
2 30/30 25/30 0 14
4 20/30 18/30 33 40
6 12/30 10/30 60 67
8 8/30 5/30 73 83
10 5/30 1/30 83 97
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Tabulka P6.12: Test akutni toxicity na ZabronoZk@édkemia salinazakladni test

Zivé organismy/celkem :
KorE;:negr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 30/30 30/30
0+5% DMSO 29/30 29/30 3 3
3,9 19/30 17/30 37 43
4,0 18/30 16/30 40 47
4,1 16/30 15/30 47 50
4,2 15/30 12/30 50 60
4,3 12/30 10/30 60 67

Tabulka P6.13: Daphtoxkit'® Gvodni test

Koncentrace ¢

Zivé organismy/celkem

Mortalita [%0]

[mg/l] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 19/20
0+5% DMSO 20/20 20/20 0 0
5 6/20 0/20 70 100

Tabulka P6.14: Daphtoxkit'® predhsZny test

Koncentrace

Zivé organismy/celkem

Mortalita [%0]

(ma/] organismi
24 h 48 h 24 h 48 h

0 20/20 20/20

0+5% DMSO 20/20 19/20 0 5
1 20/20 18/20 0 10
2 15/20 10/20 25 50
3 11/20 7/20 45 65
4 9/20 5/20 55 75
5 4/20 0/20 80 100

Tabulka P6.15: Daphtoxkit'® zakladni test

Zivé organismy/celkem :
KorEr(;egr;}]race organismi Mortalita [%0]
24 h 48 h 24 h 48 h
0 20/20 20/20
0+5% DMSO 20/20 20/20 0 0
2,0 16/20 12/20 20 40
2,1 15/20 11/20 25 45
2,2 13/20 10/20 40 50
2,3 11/20 9/20 45 55
2,4 10/20 9/20 50 55
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Tabulka P6.16: Thamnotoxkit ¥ Gvodni test

0 30/30 0
0+5 % DMSO 29/30 3
10 0/30 100

Tabulka P6.17: Thamnotoxkit ¥ predksZny test

0 30/30

c 30/30 0
3 25/30 17
6 17/30 43
9 13/30 57
12 0/30 100
15 0/30 100

Tabulka P6.18: Thamnotoxkit'¥ zakladni test
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0 30/30

0+ 5 % DMSO 30/30 0
5 20/30 33
6 19/30 37
7 16/30 47
8 14/30 53
9 10/30 67

Tabulka P6.19Rotoxkit F™ predhsZny test

0

0+5% DMSO 27/30 10
2 19/30 37
4 15/30 50
6 9/30 70
8 5/30 83
10 0/30 100




Tabulka P6.20: Rotoxkit™ zakladni test

Koncentrace ¢ .Z'Vé :
(Mg orgamsmy/ce:lkem Mortalita [%0]
organismi
0 29/30
0+5% DMSO 28/30 7
2 21/30 30
2,5 17/30 43
3 14/30 53
3,5 12/30 60
4 10/30 67

Tabulka P6.21L.emna minor— porovnani ploch podistovymi Kivkami predkézny

test
Koncentrace c Plocha pod "
[mg/1] rastovou kigivkou Inhibice [%)]

0 134,5

0+5% DMSO 103 23
1 70,5 48
3 a1 70
> 32 76
10 17 87
15 3,5 97
20 0 100

Tabulka P6.22t emna minor porovnanitstovych rychlosti fedkézny test

Koncentrace ¢

Rychlost rastu

Inhibice [%]

[mg/l]
0 0,232749
0+5% DMSO 0,228484 2

1 0,172709 26
3 0,139223 40
5 0,105991 54
10 0,075804 67
15 0,053081 77
20 0 100

M 7
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Tabulka P6.23t.emna minor porovnani hmotnosti ko#ieé biomasy fedkzny test

Hmotnost
Koncentrace ¢ | sneiné biomasy | Inhibice [%]
[mg/1]
[9]

0 0,0065

0+5% DMSO 0,0062 5
1 0,00445 32
3 0,00415 36
5 0,00395 39
10 0,0036 45
15 0,00325 50
20 0,0025 62

Tabulka P6.24t emna minor porovnani

Koncentrace c Plocha pod "
[mg/l] ristovou kigivkou Inhibice [%]
0 162

0+5% DMSO 146 10
4,5 95,5 a1
5,0 79 51
9,5 70,5 56
6,0 57 65
6,5 48,5 70
7,0 32,5 80

Tabulka P6.25t emna minor porovnanitstovych rychlosti zakladni test

Koncentrace ¢

[mg/l] Rychlost rastu Inhibice [%]
0 0,248638
0+5% DMSO 0,240914 3
4,5 0,20157 19
50 0,182991 26
55 0,161629 35
6,0 0,136502 45
6,5 0,130899 47
7,0 0,105991 57

ploch podistovymi Kivkami zakladni test




0 0,0073
0+5% DMSO 0,0072 1
4,5 0,0036 51
5,0 0,00345 53
5,5 0,0031 58
6,0 0,0028 62
6,5 0,00255 65
7,0 0,00225 69

Tabulka P6.26t. emna minor porovnani hmotnosti ko&reé biomasy zakladni test
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P7.

TABULKA HODNOT PRO PROBITOVOU ANALYZU
Tabulka P7.1Probitové hodnoty

% probity % probity % probity % probity
0,2 2,122 21 4,194 52 5,05 83 5,954
0,4 2,348 22 4,228 53 5,075 84 5,994
0,6 2,488 23 4,261 54 51 85 6,036
0,8 2,591 24 4,294 55 5,126 86 6,08

1 2,574 25 4,326 56 5,151 87 6,126
1,2 2,743 26 4,357 57 5,176 88 6,175
14 2,803 27 4,387 58 5,202 89 6,227
1,6 2,856 28 4,417 59 5,228 90 6,282
1,8 2,903 29 4,447 60 5,253 91 6,341

2 2,946 30 4,476 61 5,278 92 6,405
2,5 3,04 31 4,504 62 5,305 93 6,476

3 3,123 32 4,532 63 5,332 94 6,555
3,5 3,188 33 4,56 64 5,358 95 6,645

4 3,249 34 4,588 65 5,385 95,5 6,695
4,5 3,305 35 4,615 66 5,412 96 6,751

5 3,355 36 4,642 67 5,44 96,5 6,812

6 3,445 37 4,668 68 5,468 97 6,881

7 3,524 38 4,695 69 5,496 97,5 6,96

8 3,595 39 4,722 70 5,524 98 7,054

9 3,659 40 4,747 71 5,553 98,2 7,096

10 3,718 41 4,772 72 5,583 98,4 7,144
11 3,773 42 4,798 73 5,613 98,6 7,197
12 3,825 43 4,824 74 5,643 98,8 7,257
13 3,874 44 4,849 75 5,674 99 7,326
14 3,92 45 4,874 76 5,706 99,2 7,409
15 3,964 46 4,9 77 5,739 99,4 7,512
16 4,006 47 4,925 78 5,772 99,6 7,652
17 4,046 48 4,95 79 5,806 99,8 7,878
18 4,085 49 4,975 80 5,842

19 4,122 50 5 81 5,878

20 4,158 51 5,025 82 5,915
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