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ABSTRAKT

Tato prace je zaméiena na ovéfeni ekotoxicity oktachlorstyrenu (OCS), jakozto
persistentniho organického polutantu, ktery je v Zivotnim prostiedi staly, ma schopnost se
bioakumulovat a pisobit Skodlivé na zdravi ¢lovéka, pomoci biologickych testl toxicity.

Ke stanoveni toxicity OCS byly pouzity dva alternativni testy, které vyuzivaji jako
testovaci zvife sladkovodni organismy. Prvni znich, tzv. Thamnotoxkit, je zalozen na
pozorovani pohyblivosti, znehybnéni nebo az usmrceni korySe Thamnocephalus platyurus,
druhy z nich, Daphtoxkit, vyuziva korySe Daphnia magna.

Kromeé alternativnich testl byl pro srovnani stanovovan i jeden standardni test toxicity, a to
test inhibice rustu kotfene hoicice bilé Sinapis alba, a dva testy fytotoxicity — test inhibice
rustu okfehku mensiho Lemna minor a test inhibice riistu kotenti cibule A/lium cepa.

V zéavéru prace je provedeno srovnani vysledki jednotlivych testt.

KLICOVA SLOVA

Ekotoxikologie, alternativni testy toxicity, standardni testy toxicity, fytotesty,
oktachlorstyren (OCS)

ABSTRACT

This thesis is focused on attestation of ecotoxicity of octachlorstyrene (OCS), persistent
organic pollutant (POP), which is stable and bioaccumulative in the environment and can
negatively affect human health, by biological tests of toxicity.

The toxicity of OCS was determined by using two kinds of alternative tests applied on
fresh water organisms. First of them, so called Thamnotoxkit, is based on observation
of mobility, immobilization or even killing of crustacean Thamnocephalus platyurus. The
second one, Daphtoxkit, applies crustacean Daphnia magna.

For purposes of comparison, a standard test of toxicity — so called test of root growth
inhibition of Sinapis alba and two fytotests — test of growth inhibition of Lemna minor and
test of root growth inhibition of Allium cepa were performed as well.

Results of single tests are compared in conclusion of the thesis.

KEY WORDS

Ecotoxicology, alternative tests of toxicity, standard tests of toxicity, fytotests,
octachlorstyrene (OCS)
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1. UVOD

Vsechny slozky Zivotniho prostiedi jsou kontaminovany pievazné z antropogennich zdroji
neustdlym piisunem nezddoucich latek, jejichz koncentrace cCasto stoupd nad uroven
piirozeného pozadi. Pro hodnoceni stupné zneciSténi hraje nezastupiletnou roli chemicka
a fyzikalni analyza, kterd pii soucasném stavu piistrojové techniky umoziuje s vysokou
presnosti stanovit ve vzorcich z zivotniho prostfedi velmi mald mnozstvi kontaminujicich
latek. Ani sebecitlivéjsi analytické metody vSak nemohou zodpovédét vSechny otazky tykajici
se toxickych ucinki xenobiotik. Na zdklad¢ ptitomnosti a koncentrace jednotlivych sloucenin
nelze totiz spolehlivé predpovédet jejich toxicky vliv na rizné formy zivota. U smési
toxikanti pak zpravidla nebyva vysledny ucinek prostym souctem toxickych vliva
jednotlivych slozek, a proto nelze predem urcit, zda budou toxikanty ve smési vykazovat
synergicky nebo naopak antagonisticky efekt. Nékteré kontaminanty vyskytujici se
v zivotnim prostiedi nebyly dokonce dosud spolehlivé identifikovany. Proto se stale ve vétsi
mife vyuzivaji biologické metody stanoveni toxicity a to predevSim v zemich, kde je péci
o zivotni prostfedi vénovdna zvySena pozornost. Posouzeni kontaminantli z biologického
hlediska tvo¥i vhodny doplnék k tradiénd pouzivanym fyzikalng-chemickym metodam. '

Testy toxicity na organismech vodniho prostfedi maji svou nezastupitelnou ulohu
pii hodnoceni noveé vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek a ptipravki vcetné
pesticidii a pii klasifikaci odpadl urcenych pro skladkovani. Tyto testy maji rovnéz velky
vyznam pii hledani a usvéd¢ovani ptivodct havarii na povrchovych a podzemnich vodach. 2



2. CIL PRACE

Cilem prace je ovéieni ekotoxicity oktachlorstyrenu zejména pomoci alternativnich testa
toxicity zaloZzenych na sladkovodnich organismech (Daphtoxkit, Thamnotoxkit). Dale
pro srovnani provedeni klasickych testi toxicity (inhibice rastu kotene hotcice bilé Sinapis
alba) a fytotestl (inhibice ristu okifehku mensiho Lemna minor a kotene cibule Allium cepa).
Provéteni podminek testii v zavislosti na zpisobech jejich provedeni (rozsahu koncentraci
testovan¢ho polutantu, volba vhodného rozpoustédla a stanoveni jeho samostatné toxicity
v zavislosti na koncentraci), posouzeni a eliminace piipadnych negativnich vlivli. Nasledné
stanoveni toxicit studovanych polutanti a jejich vyhodnoceni.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Persistentni organické polutanty

Persistentni organické polutanty (POP) jsou chemické latky, které jsou v zivotnim
prostiedi persistentni neboli stalé, maji schopnost bioakumulovat se pifenosem v potravnim
fetézci a predstavuji riziko vzniku Skodlivého ucinku na lidské zdravi a zivotni prostiedi
vibec. U téchto latek byla rovnéz prokazana jejich schopnost dalkového transportu i do
oblasti, ve kterych nikdy nebyly vyrabény nebo pouzivany, coz nasledné vede k jejich
globalnimu rozsiteni. *

Krom¢ dobie zndmych a celosvétoveé sledovanych POP jako jsou Aldrin, Chlordan, DDT,
Dieldrin, Endrin, dioxiny, furany, Heptachlor, HCB, Mirex, PCB, Toxaphen do této skupiny
patii i oktachlorstyren. >

3.1.1. Oktachlorstyren (OCS)

3.1.1.1. Uvod

Zatimco globalni distribuce chlorovanych aromatickych sloucenin (napf. polychlorované
bifenyly a organochlorované pesticidy) do zivotniho prostredi je dnes jiz dobie
zmonitorovana, o globalni emisi OCS a jeho geografické distribuci je zatim k dispozici malo
informaci. >

Vyroba hotc¢iku, vyroba chlorovanych rozpoustédel a odplynovani hliniku pomoci
za nejvyznamnéjsi zdroj povazuje spalovani odpadnich materidli pii teplote 600 — 800 °C,
béhem néhoz se formuje OCS jako meziprodukt. Vznik OCS je uzce spjat s tvorbou HCB,
stejn€ jako s tvorbou polychlorovanych dibenzodioxinti (PCDD); obecné lze fici, ze kdykoliv
je béhem chemické reakce, jako je napf. hofeni, spalovani, taveni chloridovych soli na
uhlikové elektrod¢ atd., produkovan HCB a/nebo PCDD, je s velkou pravdépodobnosti
rovn&z formovan OCS. °

Narozdil od bézné sledovanych polutantli, jako jsou PCB a organochlorované pesticidy
(pt. HCB), neni OCS pravidelné sledovan a environmentalni vySetfeni je provadéno jen Cas
od casu. Nicméné byly prokazany stalé nalezy OCS ve vzorcich ryb a sedimentii odebiranych
v okoli spaloven a pobliz bodovych zdroji pramyslového vypousténi. >

3.1.1.2. Vztah mezi OCS a HCB

Mezi hladinami OCS a PCB v zZivotnim prostfedi existuje statisticky vyznamna korelace,
kterou lze vypocitat pro rizné druhy a kterd zieteln¢ indikuje urcity vztah mezi obéma
polutanty. Tento vztah mezi OCS a HCB zavisi pravdépodobné jak na biodostupnosti
a environmentalni pfitomnosti kazdého z polutanti, tak i na schopnosti jednotlivych druhii
akumulovat a/nebo metabolizovat OCS a HCB. Podle jistych studii z roku 2003 provadénych
Toxikologickym centrem na Universit¢ v Antwerpach v Belgii bylo zjiSténo, ze vSechny
Naopak u garnat, sviituch a lidi dochéazi k vyssi akumulaci HCB nez OCS. Zda se, ze 1idé
jsou schopni metabolizovat OCS ve vétsi mife nez HCB. °



Pan C. D. Sandau ve své publikaci Environmental Health Perspect z roku 2002 upozoriiuje
na relativné vysokou koncentraci 4-heptachlorstyrenu, hlavniho metabolitu OCS, v lidské
plazmé a jatrech. ’

3.1.1.3. Fyzikalni a chemické vlastnosti OCS

Trivialni nadzev: Oktachlorstyren

Systematicky nazev: Pentachloro(trichloroethenyl)benzen
Molekularni vzorec: CgHg

Molekularni hmotnost: 379,71

Tenze par: 0,0018 Pa (25 °C)

Rozpustnost ve vodé: 0,00174 mg/1 (25 °C)

VvV VY

YV V VY

Cl Cl

Polychlorované¢ styreny patfi do skupiny
sloucenin, ve které jsou uhlikové atomy styrenové Cl \ Cl
struktury nahrazovdny chlorem. V  pfipadé
oktachlorstyrenu je chlorem nahrazeno vSech osm
atomu vodiku. Cl
OCS a HCB jsou si velmi podobné svou CI Cl
molekularni strukturou. V obou pifipadech se jedna
o ,,perchlorované* slouceniny, ve kterych kazda Cl
molekula nese tolik atomt chloru, kolik je jen
strukturalng mozné. *

3.1.1.4. Syntéza OCS

Cl
H,C Cl
AN Cl
cl Cl Cl Cl
cl,
—
SbCl;
Cl Cl

Cl

Existuje vice moznosti jak syntetizovat OCS. Pro ucely této prace byl vSak syntetizovan
halogenaci 2,6—dichlorstyrenu a to tak, ze veSkeré atomy vodiku byly nahrazeny atomy
chloru. °®

Béhem reakce se uplatiuji dva mechanismy — chlorace aromatického jadra probiha na
principu ELEKTROFILNI AROMATICKE SUBSTITUCE, zatimco chlorace alkenylové
skupiny probih4 na principu RADIKALOVE SUBSTITUCE.’

3.1.1.5. Zdroje OCS

OCS je stopové se vyskytujici meziprodukt, ktery se uvolnuje béhem procest, kde se spojuje
uhlik, chlor a energie. Nicméné¢ se jednd o chemickou slouceninu, ktera nikdy nebyla
vyrabéna ke komer¢nim ucelim, miize ovSem vznikat pfi hofeni ¢i spalovani latek
obsahujicich chlorované slou¢eniny. **



Je znamo, Ze v minulosti byl OCS soucasti odpadl vznikajicich béhem elektrolytické
vyroby chléru (cca pied rokem 1975). Od té doby tovarny na vyrobu chloru vylepsily své
vyrobni procesy a vyfadily z nich pouzivani grafitovych anod, jejichz eroze kdysi byvala
zdrojem uhlikovych atomd, které se podilely na formovani chlorovaného uhlovodikového
odpadu.

Soucasné zdroje OCS jsou uzce spjaty se zdroji HCB a PCDD. Patii sem napf.:

» taveni kovi (méd’, nikl, hot¢ik)

» hlinikové slévarny a sekundarni tavici pece

» spalovani odpada

» chlorované pesticidy

> vysokoteplotni procesy vyroby kovu vyuzivajici chlor/uhlik. *

3.1.1.6. Geograficka distribuce OCS v Zivotnim prostiedi

Neznama sloucenina s osmi atomy chloru byla poprvé zaznamenana ve vzorku tkané kajky
v Nizozemi v roce 1966. Tato zdhadna sloucenina byla nasledné identifikovéna jako
oktachlorstyren. *

Jeho rozsifovani do zivotniho prostfedi bylo hodnoceno na zidkladé analyzy nékolika
representativnich vzorkli. OCS nebylo mozné detekovat ve vzorcich zeminy z méstskych ¢i
venkovskych oblasti ani v sedimentech, ale byl pfitomen v primyslové zeminé odebrané
v blizkosti chemicky zne¢isténych oblasti v primérném mnozstvi 5,41 ng/g suché véhy. =

Zobecnit vSak geografickou distribuci OCS neni mozné, nebot’ jeho vyskyt v Zivotnim
prostiedi je znaén& nerovnomérny. *

» Béhem konce 80. let probihal v U.S. celostatni prizkum chemickych rezidui, ktery
vyuzival jako testovaci organismy ryby. OCS byl detekovan v pouhych 9 %
testovanych ryb a to s vysokou pravdépodobnosti pravé u téch, které pochazely
z lokalit umisténych relativné blizko zdroje znecisténi. K podobnému zavéru vedl
i prizkum na rybach, ktery se uskuteénil v letech 1999 —2000. °

» OCS byl detekovan i v rybach ze Severniho mote, ale nikoliv v§ak ve vzorcich ryb
ze Stiedozemniho mofe, severniho Atlantiku nebo Rudého mote.

» V Norsku byl OSC naméten pouze ve vejcich jedné ze sedmi kolonii racka motského
a to prave v kolonii zdrzujici se nejblize k tovarné s elektrolytickou vyrobou hot¢iku.
Dalsi studie prokazala jistou souvislost mezi znecisténim z této tovarny a vyskytem
OSC u krabu Zijicich o 50 km déle smérem po proudu.

V Evropé byla relativné vysoka hladina OCS detekovana podél feky Labe v Némecku ve
vzorcich ryb a lidské krve.

3.1.1.7. Opatieni proti Sifeni OCS

Obecné neexistuji Zadna opatfeni, kterd by chranila Zivotni prostfedi pfed zneciStovanim
OCS. Nicméné existuje celd fada omezeni pro HCB a specialn¢ pro dioxiny. Jak uz bylo
zminéno, tvorba OCS je tUzce spjata se vznikem HCB, stejné¢ jako celd fada dalSich
chlorovanych uhlovodiki véetné dioxind. Proto potencidlni moznosti ke snizeni OCS jsou
obecné¢ ty samé jako mozZnosti pro snizeni dalSich chlorovanych uhlovodikovych
meziproduktii. Béhem nékolika poslednich desetileti byla piijata opatfeni proti témto latkam
(dioxiny a PCB), coZ se paralelné projevuje pravé snizovanim vyskytu OCS. >
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3.1.1.8. Dopad na lidské zdravi

Oktachlorstyren patii do skupiny podezrelych karcinogenii, které muzou zpusobovat
poruchy krvetvorby, jater a ledvin. K expozici na pracovisti (pf. slévarna) mize dojit inhalaci
prachu ¢i koznim kontaktem, mimo pracovisté pfijmem potravy. Mezi symptomy otravy patii
hypersenzitivni dermatitida, astma, bolest hlavy, zavraté, nevolnost, zvraceni, dezorientace,
ttes, podrazdénost, kiece, zdchvaty, koma az zastava dychani.

OCS nejevi znamky mutagenity v bakterialnim biotestu a rovnéz neni povazovan za akutné
toxicky, dlouhotrvajici dopad chlorovanych styrenil na zivotni prostfedi je vSak stale nejasny.
Studie prokazuji, ze u délnikli vystavenych expozici OCS se statisticky vyznamné objevuje
nartist porfyrinti v moéi, ktery Ize detekovat jests nékolik let po ukonéeni expozice. *

Prave se zvySenym mnozstvim porfyrini v moci je spojena choroba PORFYRIE.

Jedna se o celou skupinu onemocnéni zplisobenych néjakou abnormalitou pfi chemickém
procesu tvorby hemu. Pro tvorbu hemu je nezbytnd celd tada slozitych enzymu. Pokud
jakykoliv z potfebnych enzymi zacne vykazovat abnormalni chovani, proces tvorby hemu
nemuze pokracovat a zacne se vytvaret jeho meziprodukt, tzv. porfyrin, nebo jeho prekurzor,
ktery se pak vyluéuje moéi nebo stolici z t&la ven.

Porfyricka onemocnéni Ize rozdé€lit do tvou skupin podle toho, jestli postihuji kiizi a nebo
nervovou soustavu. Kozni porfyrie postihuje kiizi. Lidem s touto chorobou se pfi vystaveni se
sluneCnimu zafeni objevuji na kizi svédici a velmi bolestivé puchyiky a otekliny. Akutni
porfyrie postihuje nervovy systém a mezi jeji symptomy patii bolest hrudniku, bficha,
koncetin, zad, dale svalova otupélost, brnéni, paralyza ¢i kieCe; zvraceni; zacpa; zméeny
osobnosti nebo mentalni zaostalost. °

Porfyrie je nemoc, kterd se muze spustit vlivem pusobeni drog ¢i riznych chemikalii,
hladovkou, koufenim, pitim alkoholu, infekci, psychickym nebo fyzickym stresem,
pisobenim slune¢niho zéafeni. Nejéast&ji se ale jedna o onemocnéni dédiéné. °

3.2. Ekotoxikologie

3.2.1. Definice ekotoxikologie

Ekotoxikologie je multidisciplindrni soucasti véd o Zivotnim prostiedi propojujici piistupy
chemie Zivotniho prosttedi, toxikologie a ekologie. '
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Obr. 3.1: Znazornéni oblasti zajmu ekotoxikologie jako multidisciplinarniho oboru "'

3.2.2. Cil ekotoxikologie

Ekotoxikologie se zabyva analyzou a porozuménim vlivu chemickych latek na vSechny
biologické urovné zivé piirody. Cilem ekotoxikologie je pfedev§im ochrana zivé piirody
a Cloveéka jako jeji integralni soucasti, dale si klade za cil zabranit poSkozeni a predejit
ohroZzeni ekosystému (prevence), piedpovédét a odhadnout Skodlivost chemikalii,
predpovédét a odhadnout rizika spojend s zivotnim cyklem chemikalii, vyvoj praktickych
nastroji pro odhady Skodlivosti a rizik, analyza a pochopeni ptimych a nepfimych U¢ink
chemikalii na vSechny biologické trovné ekosystému, studium a hodnoceni (Skodlivych)
éinkd chemickych latek. ' '2

3.2.3. Ekotoxikologické zpiisoby zkoumani ZP

3.2.3.1. Biomonitoring

Ke zjisténi ptitomnosti Skodliviny je pouzit indikacni organismus tzv. bioindikdtor. Jedna
se o vybrané organismy a jejich spoleCenstva, kterd reaguji citlivé na Skodlivé chemikalie
a poskytuji tak informace o expozici a Ucincich Skodlivin — odrézeji zmény jak rtznych
zivotnich funkci a struktur, tak 1 bioakumulaci. Reaguji vlastn€ na biologicky dostupnou sumu
Skodlivin. Pfitomnost Skodlivin vyvolava stresovou reakci bioindikatoru, coz se projevi
produkci biomarkeru = zatézového indikatoru (napft. zeslabovani vajecné skotapky nasledkem
pasobeni DDT, DDE). Jde o jakysi systém véasného varovani. !

3.2.3.2. Studium chovdni latek v ZP

Jedna se o studium procesi, kterym latky v zivotnim prostfedi podléhaji. Provadi se jednak
v podob¢ laboratorniho vyzkumu stimulujiciho realitu a jednak jako studium chovani latek
na realnych systémech v piirods. !
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3.2.3.3. Modelovani

Existuji 2 mozna feSeni modelli — tzv. supermodel propojuje celou fadu mensich, velmi
podrobnych modelt v jeden velmi slozity celek, je vSak matematicky prakticky nefeSitelny.
Proto se cast&ji vyuzivd druhého, znaéné zjednoduseného reseni, kdy je mimotadné
komplexni realny svét nahrazen zjednoduSenymi abstrakcemi se siln¢ zjednoduSenymi
predpoklady. '

Cilem modelovani Zivotniho prostiedi je predpovéd’ chovani chemické latky v ZP, vyzkum
cest, zpusobl Sifeni a perzistence Skodlivin, ndvrhy preventivnich opatfeni u novych latek
vzhledem k ekosystému, navrhy preventivnich opatfeni proti Skodlivému plisobeni na ¢lovéka
a ostatni organismy i zavedeni zakonnych ochrannych opateni. '

3.3. Toxikologie

Znalost biologickych vlastnosti chemickych latek patii mezi jejich zékladni
charakteristiky, stejné jako jejich chemické a fyzikalni vlastnosti. Souborem biologickych
vlastnosti, které na organismus pisobi negativné, se zabyva toxikologie. Toxikologie v uz§im
pojeti je véda o ucincich jedd. Pojednava o jedovatych latkdch, v§iméd si vztahi mezi
chemickou strukturou a toxickym ucinkem. Dale se zabyvd mechanismem tucinku,
vstiebavanim toxické latky, jeji distribuci v organismu, biotransformaci a exkreci
z organismu. Vedle u¢inkli bezprostfednich (akutni toxicita) si v§ima také ucinkd pozdnich
(chronicka toxicita), zejména pak po dlouhodobé opakované intoxikaci. '

Toxikologie se nekdy také déli na experimentalni a klinickou. Toxikologie experimentalni
studuje Uc¢inek jedu na vybraném pokusném zviteti, toxikologie klinickd pak studuje —
popisuje ucinek na ¢loveéka; opira se pritom o vysledky toxikologie experimentalni a je navic
doplitovana o nalezeni vhodné terapie. 2

Toxikologie je chapana v nckolika urovnich. Nejéastéji to byva uroven molekularni,
bunécnd a organova. Posledni je spjata s problematikou pokusného biologického objektu,
kterym je nejéastéji ,,laboratorni zvite®. '

3.4. Biotest

Biotest Ize definovat jako proces, pii kterém je testovaci systém (tkané, organismus,
populace apod.) exponovan v piesné definovanych podminkach rlznymi koncentracemi
zkoumané chemické latky nebo smésného ¢i pfirodniho vzorku. Obecné lze tedy fici, ze
biotest slouzi k hodnoceni neptiznivého vlivu Skodlivin na biotickou slozku Zzivotniho
prostredi.

Biotesty pro vodné rizné kontaminované vzorky nebo jejich vyluhy jsou navrhovany tak,
aby indikatorovymi organismy byly typické druhy zastupujici nejvyznamnéjsi slozky
ekosystému povrchovych vod. Bioindikatory mohou reagovat na ptitomnost toxikantu napft.
uré¢itou zménou nekteré fyziologické funkce, zménou pohyblivosti, ristu nebo produkce.
V krajnim p¥ipadé mize dojit i k usmrceni testovaciho organismu. "2

Existuje velké mnozstvi biologickych testli, které mohou byt riznym zpltisobem
klasifikovany. Nejbéznéjsi je klasifikace podle délky kontaktu bioindikatoru s testovanym
toxikantem, podle které jsou testy ¢lenény na akutni, subakutni a chronické. Je ovSem tfeba
zdiraznit, Ze toxicita urcité latky muze byt pro rizné organismy rizna. Proto je nutné
postupovat velmi opatrné pti zobecniovani informaci ziskanych na jednotlivych testovacich
bioindikatorech, zvlasté ve vztahu k ¢lovéku. Pro zvySeni objektivity se Casto pro testovani
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pouziva nejen jeden druh organismu, ale soubor nékolika biologickych druhti rizné slozitosti
a trofické Girovné (producenti — konzumenti — destruenti). * '% '*

3.4.1. Princip ekotoxikologického biotestu

Zakladnim principem testl toxicity je zjiSténi odezvy organismil v pfitomnosti toxické
latky. Akvaristické testy toxicity popisuji vztah koncentrace (davka) — odpovéd’. Akutni testy
jsou obvykle navrzeny pro zhodnoceni vztahu davka — odpovéd’, zatimco chronické hodnoti
subletalni ucinky jako rist, reprodukce, chovani, zbytky latky v tkanich nebo biochemické
éinky a poskytuji odhad koncentrace, kdy se neprojevuji neptiznivé G&inky.

Postup ekotoxikologického hodnoceni latek je schematicky zndzornén na obrazku 3.2.

pozitivii " - negativni
PREDBEZNY TEST
ur v' -
POzt OVEROVACI
| TEST
hd
martalita = 50% maortalita < 50%
¥ ¥ negativni
ORIENTACHNI
TEST
ZAKLADN T T
TEST » [ HODNOCENI

Obr. 3.2: Schématické znazorn&ni postupu ekotoxikologického testu '

3.4.1.1. Piedbézny test

V ptedbézném testu se vzorek o neznamé toxicité podrobi prvni zkousce s testovacimi
organismy. Jde o to zjistit, zda latka vykazuje toxické ucinky ¢i nikoliv. Pouzivaji se dvé
paralelni nasazeni se dvémi kontrolami. Nedojde-li k thynu zddného organismu, je predbézny
test hodnocen jako negativni a pfistoupi se k ov&fovacimu testu. '°

3.4.1.2. Ovérovaci test

Negativni vysledek pfedbézného testu se ovétuje v Sesti paralelnich nasazenich. Nedojde-
li v testovanych roztocich k thynu o 10 % pfevySujici thyn v kontrole, je 1 zde vysledek
hodnocen jako negativni. Dal$i testovani se neprovadi. Je-li vysledek pozitivni, Ghyn
v testovaném vzorku pievysi o vice nez 10 % uhyn v kontrole, zalezi dals$i postup na mife
imobilizace ¢i thynu. V pifipadé mortality nizs$i 50 % se dalsi testy neprovadéji a zjiSteéné
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skutecnosti se zaznamenaji do protokolu. Ptekro¢i-li mortalita 50 %, pfistupuje se
k orientaénimu testu. '°

3.4.1.3. Orientacni test

Ucelem tohoto testu je ur€eni rozmezi, ve kterém lze ocekévat hodnotu ECs testované
latky. Pouziva se zde zpravidla 10 koncentraci vodného vyluhu volenych v Sirokém rozpéti.
Do tohoto testu se nasazuje mens$i pocet pokusnych organismti, obvykle postacuje testovat
jednu koncentraéni fadu a do kazdé testované koncentrace nasadit Ctyfi organismy. Cilem je
zjistit nejvyssi koncentraci latky, pifi které jesté nedochazi k tthynu ¢i imobilizaci organismil

Cvwr

3.4.1.4. Zakladni test

Zakladni test slouzi k vlastnimu urceni hodnoty ECso. Test sestavd zpravidla ze 7-mi
riznych koncentraci vodného vyluhu v rozmezi stanoveném orientaénim testem. Redéni se
provadi tak, aby kolem pfedpokladané hodnoty ECsy doSlo k thynu nebo imobilizaci 5 — 95 %
limitni koncentrace zji$téné orienta¢nim testem. Pro kazdou koncentraci se nasazuji 2 - 3
paralelni fady. Po 24 a 48, 72 hodinach se odecitd pocet uhynulych ¢i imobilizovanych
organismil. Ze zjisténych udaji se spoéita hodnota ECsy. '°

3.4.1.5. Interpretace vysledki

Vysledek ekotoxikologickych testl je negativni, jestlize v ovéfovacim testu nedojde
k ptekroceni 10 % imobilizace ¢i thynu ve srovnani s kontrolou.

Jestlize v ovéfovacim testu uhyne méné nez 50 % (ale vice nez 10 %) testovanych
organismi, nelze hodnotu ECs stanovit a tato skutecnost se uvede do protokolu. Vysledek je
hodnocen jako pozitivni.

Zpisobuje-li testovana latka vétsi neZ 50% uhyn nebo imobilizaci, je vysledkem
ekotoxikologické zkousky hodnota ECso. ' '°

3.4.2. Rozdéleni biotestii
3.4.2.1. Podle doby expozice

v’ Akutni testy toxicity

Akutni toxicita se odhaduje stanovenim letalni davky (LDs), t.j. stanovenim davky, ktera
toxi¢t&j§i je dana latka. Hodnoty LDs, jsou udavany v mgkg”, coZ znamena 1 mg G&inné
latky na 1 kg télesné vahy testované¢ho zvifete. Akutni LDsy vSak neodrazi celé¢ spektrum
toxicity, protoZze nékteré latky s nizkou hodnotou akutni LDsy mlizou mit teratogenni nebo
mutagenni u¢inek v davkach nizsich nez ty, co vyvolavaji akutni toxicitu. Hodnoté LDs, by
mél byt ptiklddan jen orientacni vyznam. Vysledek zkoumané latky se projevuje po podani
jediné davky pokusnym zvifatim a tato jednorazova expozice obvykle trva 24 hodin,
u inhalace dokonce jen 4 hodiny. ZkouSeny piipravek i standard se aplikuji vZzdy ve stejném
mnozstvi. Uhyn zvifat se poéita nejdiive po 24 hodinach od aplikace a pozorovaci doba je 7
dni, pokud neni urc¢eno jinak.

V ptipadé, kdy je sledovana akutni inhalacni toxicita ucinné latky, urcuje se letalni
koncentrace (LCsg), coZ je koncentrace toxické latky, kterd zplsobi uhyn 50 %
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experimentalnich zvitat. Hodnoty LCso se uvadgji v mg.l". Obecn& opét plati, &im je nizsi

Akutnimi testy jsou hodnocené ucinky, které se projevi kratce po jednordzovém podani.
Nejcastéji se stanovuje umrtnost (mortalita) métend jako LDsy nebo LCsy. Stanovi se zavislost
ucinnosti na davce (koncentraci) a vypocita se toxicky index. Na pfevedeni a vypocet indexu
existuji vypracované postupy vcetné statistického zhodnoceni ziskaného udaje. Dilezita je
doba trvani testu, protoze uc¢inek ma svoji dynamiku. I po ukonceni testu je u zvifat dale
pozorovano, jestli latka neptisobi opozdéné nebo nemd protdhnutou dynamiku. Skupiny
mivaji 6 — 10 jedinca. '

v Subakutni testy toxicity

Subakutni toxicky ucinek je vyvolany podanim snizeného mnozstvi skodliviny v porovnani
s letalni davkou. Cilem pokusi je ziskat podklady na hodnoceni dlouhodobého biologického
ucinku latek, zjistit kumulativni G¢inek, stejné jako patogenni zmény organismu.

Subakutni testy toxicity trvaji 28 — 90 dnili. Zvifata jsou pfi nich exponovana zpravidla
jedenkrat denné. Zvitrata jsou rozdélena do dvou piisné homogennich skupin (podle véku,
pohlavi, télesné hmotnosti apod.). S kontrolni skupinou musi byt zachdzeno stejné jako
s exponovanou, ale u¢innou latkou se neexponuje. Tim se oddé€luji vlivy podminek prostredi
od vlivii testované chemikalie. 7

v’ Chronické testy toxicity

Predstavuji studium uc¢inkid testované latky, ktera je opakované podavana dlouhodobé —
déle nez tfi mésice. K planovani chronického testu slouzi vysledky subakutniho testu. Pii
chronickych testech jsou zvifata exponovana dlouhou dobu, coz vétSinou znamena po cely
dospély zivot zvitete. Podle pfedepsaného rezimu se zvifeti poddva testovana chemikalie.
Kontrolni skupina je stejné pocetnd jako exponovana a je drzena ve stejnych podminkach,
kromé& podavani testované chemikalie. U uhynulych zvifat je provadéno patologické
a histologické vySetteni, aby se zjistila pfi¢ina smrti. Po ukonceni testu jsou zvifata utracena
a jsou zjiStovany patologické zmény na jejich orgdnech. Chronické testy poskytuji informace
nutné ke stanoveni hodnoty NOAEL a LOAEL. ' "

3.4.2.2. Podle typu testované matrice

V' Biotesty vodniho prostiedi (aquatické biotesty)

Studuji ucinky novych typt malo prostudovanych polutanti (zejména organickych latek
a organokovu a pfirodnich toxini produkovanych sinicemi - microcystini) a komplexnich
vzorkl z prostfedi (sedimenty, odpadni vody) na organismy ve vodnim prostiedi, predev§im
s ohledem na poznani chronickych a neletalnich G¢inka (endokrinni disrupce, embryotoxicita,
reprodukéni toxicita atd.). '®

v’ Biotesty piidniho prostiedi (terestické biotesty)

Zkoumaji interakce mezi kontaminanty a biotou v pidnim prostfedi (ekotoxicita latek
a environmentalnich smési), osud kontaminanti v pid¢ a jejich biodostupnost, bioindikacni
potencial mikrobialnich parametrd pro hodnoceni biologické kvality pid v terénnich
studiich. '®
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3.4.2.3. Podle testovaciho systému

v’ Testy provddéné na bunééné urovni

Testy na urovni bun¢k a tkani jsou zejména vyuzivany pro teoretické objasnéni GCinku
toxické latky. Vyhodou téchto testli je jejich vysoké citlivost, reprodukovatelnost, nizké
finan¢ni a zejména casové naroky. Naopak nevyhodou je, Ze systémy in vitro nemohou
suplovat enzymaticko — imunitni systém zivého organismu, a proto je vysledek testu platny
pouze pro ten organ nebo tu bunku, ze které byla odebrana analyzovana builka. Piesto se
testovani na trovni bun€k a tkani jevi jako vhodné pro mapovani mozného dopadu na zivy
organismus, maji tedy sviij vyznam pro ochranu zvifat i pro ekologii. "> "’

V' Testy provadéné na tirovni organismii

Vétsina testl se provadi na urovni organismi. I kdyZz existuji jisté problémy s jejich
reprodukovatelnosti a s rizikem pfi interpretaci vysledkl a jejich extrapolaci na ptirodni
podminky, pfedstavuji tyto testy vhodny kompromis pfijatelny jak z hlediska technického, tak
i ekonomického. Organismy jsou do testu toxicity vybirany tak, aby byly zasazeny vSechny
trofické rovné vodniho prostiedi. V praxi se jedna o Ctyfi rovné — bakterie, fasy, planktonni
organismy a ryby. Vysledky testl jsou u rtznych organismil rizné, coz je dano riznou
dosazitelnosti toxikantu, zpiisobem pfijimani toxikantu organismem, jeho bioakumulaci
i schopnosti toxickou latku odbourat. Pro vétsi vypovédni hodnotu testu je dobré provadét
testovani na v&t§im po&tu organisma. " '°

v’ Testy provddéné na tirovni biocendz

Vyhodou testli na urovni biocendz je moznost sledovani toxického ucinku ptimo v ptirodé
nebo na modelu, ktery napodobuje piirozené podminky s ptijatelnou presnosti. Nevyhodou
testll je to, ze zmény ve slozeni biocen6z nemusi byt vzdy nutné vyvolany tcinkem toxické
latky, nybrz mlze jit o naruSeni potravniho fetézce ¢i pusobeni jiného ptirodniho faktoru.
Také reprodukovatelnost téchto testd je velmi omezend, nebot’ biocenodza je systém otevieny
s druhovou variabilitou, proto je velmi obtizné vytvofit uplné stejné podminky, pii kterych
byly provadény testy predchazejici. "

3.4.2.4. Dalsi zpusob rozdéleni

Podle Blaise(1991) jsou odborniky rozeznavany tfi generace biotestll pro monitoring
zivotniho prostiedi:

1. generace — tvz. klasické (standardni, konven¢ni) biotesty

2. generace — alternativni testy, mikrotesty, toxkity

3. generace — biosenzory, biosondy, biomarkery "

v STANDARDNI TESTY TOXICITY

Testy prvni generace jsou ve svét¢ bézné pouzivané. Jde o standardni testy, které podléhaji
narodnim, mezinarodnim a svétovym standardizacim. To zajistuje fada organizaci jako napf.
Mezinarodni organizace pro standardizaci ISO (Organization for Standardization), WHO
(World Health Organization), OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development), US-EPA (United States Environmental Protection Agency), které jsou
vytvofené narodnimi vladami. V Ceské republice eviduje tyto metody Cesky normalizaéni
institut (CSNI). "
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V Ceské republice jsou doporucovany ¢&tyfi konvenéni testy metodicky identické
s evropskymi ISO (International Standardization Organization) normami:

» 48 hod akutni test toxicity na rybach (Poecilia reticulata),

» 48 hod imobiliza¢ni test na perlooc¢kach (Daphnia magna),

» 72 hod ristové inhibi¢ni test semichronické toxicity na ftasach (Raphidocelis
subcapitata nebo Scenedesmus subspicatus),

» 72 hod test semichronické fytotoxicity na kli¢ivost a rust kofend hoicice (Sinapis
alba). '*"*

Jak jiz bylo zminéno, maji tyto biotesty jednu velkou vyhodu, jsou uznavany
mezinarodnimi legislativami. Na druhé strané jejich provedeni je znacné naro¢né. Kultury
testovacich organismli je nutno dlouhodobé udrzovat a navic zivo€ichové se musi krmit
dal§imi organismy. Samotné testovani zabira mnoho laboratorniho prostoru (akvaria, 250 ml
Ehrlenmeyerovy baiiky), spotfebovava velké mnozstvi testovaného materidlu atd. Hlavnim
nedostatkem soucasnych biotesti je vSak dlouhy ¢as nutny k zjisténi vysledkt (24-96 hodin).

Pti ekologickych havériich se proto muize kontaminace béhem doby testovani toxicity
rozsifit na rozsahlé tzemi a dojde k velkym ekologickym i ekonomickym S$kodam.
Minimalizace €asu nutného k urceni toxicity riznych materialt je Zddouci i v mnoha dalSich
ptipadech; naptiklad zbyte¢né dlouhé skladovéani velkého mnozstvi podezielého odpadu do té
doby, nez je znama jeho piipadna toxicita, pfinasi problémy a finanéni ztraty. '®'®

Biotesty zalozené na mortalit¢ maji nutn¢ diskrétni charakter, tzn. ze poskytuji jen
odpovéd’ typu ano/ne, kterd neumoziiuje jemnéji kvantifikovat slabsi toxicky ucinek a uz
vibec ne eventudlni stimulaci. PouZivan je termin letalni koncentrace LC. *°

Dalsi nevyhodou vSech piivodnich toxikologickych biotestil je, Ze vyuZzivaji eukaryotické
organismy, takze xenobiotika a kontaminanty preferenéné pusobici na prokaryota, ktera tvori
zéklad trofické pyramidy vodnich ekosystémi, mohou uniknout pozornosti. *°

Test akutni toxicity na rybdach

Testovacim organismem nejéastéji byva Brachydanio rerio (danio pruhovany) a Poecilia
reticulata (Zivorodka duhovd), ale miZze to byt Pimephales promelas (sttevce), Cyprinus
carpio (kapr obecny) & Oncorhinchus mykiss (pstruh duhovy). '

Po dobu 48 hodin se ryby vystavi u¢inkiim riznych koncentraci testované latky rozpusténé
ve standardn¢ pfipravené fedici vodé€. Je nezbytné kontrolovat v prib&hu testu stav, chovani
a odlov uhynulych jedinct. Po 24 a 48 hodinach se stanovi 24,L.Csp a 45n.Cso. Jedinci se do
testu vybiraji nahodné, ale podminkou je, aby pomér pohlavi byl 1:1. Pted testem se jedinci
aklimatizuji 7 dna v fedici vod¢ pfi teploté a osvétleni jako pfi vlastnim testu. 24 hodin pred
zahdjenim testu se ryby jiz nekrmi. V pribéhu testu se zaznamenava teplota, pH
a koncentrace rozpusténé¢ho kysliku. Po ukonceni testu se piezivsi jedinci usmrti oxidem
uhli¢itym vyrobenym v sifonové lahvi, jak je stanoveno podle § 17 zakona ¢. 246/1992 Sb.,
na ochranu zvifat proti tyrani. '
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Obr. 3.3: Poecilia reticulata®' Obr. 3.4: Brachydanio rerio

Akutni imobilizacni test na perloockach Daphnia magna

Tento test je nejCastéji aplikovan pii ekotoxikologickém hodnoceni. Po dobu 48 hodin se
Daphnia magna vystavi a¢inkiim riznych koncentraci testované latky. Soucasti testu je jeho
provedeni také pro kontrolu, kde je pfitomna pouze standardné piipravena tedici voda.
Po 24 hodinach se vyhodnoti stav perloocek a zaznamenaji se uhynuli a imobilizovani jedinci
nejen v kontrole, ale také v jednotlivych koncentracich. Ze ziskanych hodnot se nésledné
stanovi 24hEC50 a 48hEC50. 2

Test inhibice riistu sladkovodnich ias

Nejcastéji vyuzivanymi rostlinkami pro test inhibice rtstu sladkovodnich tas byvaji
Scenedesmus subspicatus, Selenastrum capricornutum a Raphidocelis subcapitata. Jedna se
o zastupce zelenych fas hojné se vyskytujicich v naSich vodach a predstavujicich dilezity
¢lanek potravniho fetézce. Princip testu spo€iva ve stanoveni toxického ucinku vodou
vyluhovatelné latky na inhibici riistu a rozmnozovani chlorokokalni tasy v jednotlivych
koncentracich sledované latky ve srovnani s kontrolami v &istém Zivném roztoku. Rasy se
inkubuji po dobu 72 hodin v daném zivném médiu a kazdych 24 hodin se v nich mé&ii hustota
bunék. Uéinek testované latky na fasovou kulturu se projevi jako inhibice (sniZeni riistu nebo
rustové rychlosti ve vztahu k rstu kontrolnich kultur) a potom se vyhodnoti 7,,1Csy.
V piipadg, Ze namisto inhibice dojde ke stimulaci, se vypo&et 72,ICso neprovadi. '+

25
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Obr. 3.5: Scenedesmus subspicatus Obr. 3.6: Selenastrum capricornutum
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Test inhibice riistu koiene hoicice bilé Sinapis alba

Test byl vyvinut k testovani neskodnosti odpadnich vod, jez by mohly byt pouzity pro
zavlahy napt. zemédé€lskych plodin. Testuje se vliv vody na kli¢eni semen a rist kotfenii
hot¢ice bilé Sinapis alba v pocatecnich stadiich vyvoje. Test spociva v kultivaci semen na
podlozkach nasycenych roztoky zkoumané latky ve srovnani se semeny, které rostou na
podloZce nasycené fedici vodou. V testech toxicity predstavuje hoicice zastupce kulturnich
plodin a vyssich rostlin viibec. *’

Semena hoicice bilé se vystavi na dobu 72 hodin u¢inku riznych koncentraci testované
latky rozpusténé ve standardné ptipravené fedici vode€, soucasné se na dobu 72 hodin nasadi
semena do fedici vody bez pfitomnosti testované latky — kontrola. Po 72 hodinach ptisobeni
se v jednotlivych koncentracich i v kontrole stanovi pocet vyklicenych semen a zméii se délka
kotenli. Z namétenych hodnot se pro kazdou koncentraci a kontrolu vypocita primérna délka
kotene a urci se koncentrace latky, kterd zpusobi 50% inhibici riistu kofene ve srovnani
s kontrolou (721ICs0). Pokud testovand latka plisobi na riist kofene stimulacné (priimérna délka
kofene v testované latce je vétsi nez v kontrole), vypocet ICsy se neprovadi. Pokud testovana
latka ptisobi stimulacné pouze v nizkych koncentracich a vyssi koncentrace plisobi inhibi¢né,
vyhodnocuje se ICsy za pouziti koncentraci, kde byla prokazana inhibice ristu. '

v'  ALTERNATIVNI TESTY TOXICITY

Rostouci potieba testovat ve velkych sériich nové chemické latky a vzorky z zivotniho
prostiedi vedla k nasledujicim trendiim ve vyvoji biotestl: miniaturizace, zkraceni doby
inkubace, zjednoduseni a moznost alternaci pfi vyhodnocovani testii, zlevnéni biotestd,
zapojeni testli reprezentujicich rtizné trofické turovné v ekosystému, pifehodnocovani
standardnich testd (OECD, ISO, EPA ad.) a vyuziti novych védeckych poznatkl (napf. fizeni
produkce klidovych stadii, uchovavani fasovych kultur). %

Proto se posledni dobou t&$i zvySené pozornosti MIKROBIOTESTY, jejichz hlavnim
poslanim je méfit specificky efekt testovaného kapalného vzorku, kterym byl exponovan
jednobuné&&ny nebo maly vicebun&ény organismus.

Testovaci organismy vyuzivané v mikrobiotestech mohou piedstavovat bakterie, prvoci,
fasy, bezobratli, rybi tkanové kultury, ad., tyto organismy se dlouhodobé uchovévaji
v klidovych stadiich (bezobratli), lyofilizovaném stavu (bakterie) nebo v imobilizované formé
(fasy) a podle potieby se mohou ozivit pfed vlastnim testovanim. Déle jiz samotny nazev
mikrobiotest napovida, ze je miniaturizovany, jako testovaci nadoby se pouzivaji zkumavky,
kyvety nebo mikrotitracni desti¢ky. Doba vlastniho akutniho testu toxicity se zkracuje na
24 hodin az nékolik minut a konecny vystup z testu mize mit rizny charakter, napt. pocCet
mrtvych nebo nepohyblivych organismt, zména absorbance, fluorescence nebo luminiscence
atd. >

Jednim z nejcastéji pouzivanych typu mikrobiotestu jsou tzv. TOXKITY. Jde
o mikrobiotesty vyuzivajici klidovych stadii zooplanktonu. Laboratof pro biologicky vyzkum
vodnich polutantii pii université v Ghentu (Belgie) se zabyva vice nez 25 let zivotnimi cykly
vodnich bezobratlych. V poslednich péti letech vyustil tento vyzkum do vyvoje technologii
pro monitoring zivotniho prostiedi. Nyni je k dispozici sada mikrobiotestii vyuzivajicich
klidovych stadii bezobratlych. *

Priibéh celého testovani je u toxkitli zalozen na stejném principu s menSimi modifikacemi
u konkrétniho testu. Testovaci organismus je vylihnut z klidovych stadii (cyst, efipii) behem
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20 — 24 hodin. 24-hodinovy akutni test toxicity probihd na destickach pfi teploté 25°C.
Kritériem hodnoceni je mortalita, ze které se pocitd hodnota LCsy — letalni koncentrace
zpuisobujici smrt 50 % testovanych organismd. >

Testy, jejichz vyvoj byl jiz dokoncen, jsou k dispozici v komerénim baleni, které obsahuje
vSechen materidl k jejich provedeni: kultivaéni nadoby, pipety, testovaci desticky, zivné
médium, standardni toxikant, dormantni stadia testovacich organismi, protokol o provedené
zkousce a navod k pouziti. %

Pouziti téchto testd bylo odzkouSeno v 183 laboratofich z Evropy, USA a Kanady.
V pribéhu let 1992 — 1993 probehly okruzni testy s témét 500 toxkity s pfijatelnymi
koeficienty variace. Na zakladé ziskanych vysledki byly biotesty dale vylep3eny. >

Vysokéd kvalita cyst produkovanych za pfisné¢ kontrolovanych podminek vylucuje
jakoukoliv variabilitu, ktera se objevuje u klasickych testl toxicity pravé diky chovu zivych
organismil. To zajiSt'uje vybornou reprodukovatelnost testi spolu s dalS§imi faktory jako napft.
vysokd jednotnost testovaciho média, které lze snadno ziskat jednoduchym nafedénim
koncentrovanych soli nebo testovaci nadobky specidlné¢ vyrobené z biologicky inertniho
materialu zajidt'ujici jednotnost pii expozici. >

Porovnanim vysledkli je mozné diky jejich vysoké standardizaci. Reprodukovatelnost
zkousky pak zajiStuje presnost a vysokou citlivost. Jednotlivd srovnani citlivosti testu
konvencniho a alternativniho ukazala, Ze mikrotesty jsou tak citlivé jako konvencni testy
vykonané se zkuSebnimi druhy a davaji ekvivalentni vysledky. '**°

Z ekonomického hlediska nemaji toxkity zddnou konkurenci, nebot’ vynikaji velmi nizkou
cenou v porovnani s klasickymi testy toxicity. Tim, Ze se organismy zakoupi ve formé
klidovych stadii, kterd Ize "ozivit", kdy je tfeba, se eliminuji néklady spojené s tdrzbou
inventari zivych testovacich organismi. Neni tieba zfizovat specidlni prostory pro chov
a pdstovani organismil ani pofizovat nakladné piistrojové vybaveni. %

Celkova casova narocnost provedeni toxkitl je témét nesrovnatelnd s ¢asovou naro¢nosti
konvenénich testli. Samotné provedeni obou testil je sice ¢asové srovnatelné, markantni rozdil
viak vznika pii piipravé organismi ke zkousce. "

Thamnotoxkit F™

Vyuziva jako testovaci organismus niz§iho korySe Thamnocephalus platyurus, ktery diky
F skorySem Streptocephalus proboscideus. Pouziva se jednak ke zjiSténi toxicity noveé
zavadénych chemikalii, jednak pro primyslové odpadni vody, povrchové vody, pitné vody,
podzemni vody, sedimenty a toxiny. **

Kazdy Thamnotoxit F obsahuje veskeré materidly nezbytné k provedeni Sesti akutnich
test toxicity v&etn& podrobného navodu s ilustracemi. **

Testovany organismus se uchovava ve spici formé jako tzv. cysta. Do aktivniho stadia jej
lze uvést zdsobenim Cerstvou potravou. Inkubace se provadi po dobu 24 hodin v testovacich
roztocich za temna pfi teploté¢ 25 °C. Po uplynuti doby stanovené pro vykonani testu, tj. 24
hodin, se seftou mrtvi jedinci a ze zdvislosti mortality v procentech na koncentraci
testovaného roztoku se vypocte a stanovi hodnota LCsy. 13
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Obr. 3.7: Thamnocephalus platyurus *° Obr. 3.8: Sada Thamnotoxkit *°

Daphtoxkit F™

Daphtoxkit je dalSim testem toxicity relevantnim pro sladkovodni a terestické Zivotni
prostiedi, ktery je zalozen na pozorovani pohyblivosti, znehybnéni nebo az usmrceni
sladkovodniho korySe Daphnia magna nebo Dahnia pulex. Standartni délka testu je 24 az
48 hodin. Zkusebni organismy jsou uchovavany ve své spici formé. V ptipad¢ potfeby mohou
byt korysi asi béhem 72 hodin probuzeni a uvedeni tak do aktivni formy. Sada daphtoxkit
obsahuje veskeré materidly potifebné k provedeni Sesti akutnich 48 hodinovych testi
pohybové inhibice aZ usmrceni testovanych jedinct. Vysledkem testu je hodnota ECsy nebo
LCsp. 1%
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Obr. 3.9: Dapnia magna > Obr. 3.10: Sada Daphtoxkit **

Rotoxkit F™

Dal$im vyznamnym alternativnim testem toxicity zejména pro sladkovodni Zzivotni
prostiedi je rotoxkit. Tento test se vytvari ve dvou alternativach, a to jako akutni 24h test
a nebo jako chronicky 48h test. Ob¢ dvé formy rotoxkit se provadi na sladkovodnim viiniku
Brachionus calyciflorus, jenz tvoti vyznamnou ¢ast sladkovodniho zooplanktonu. Test slouzi
k provéfovani toxicity smeési, prumyslovych odpadnich vod, sedimentdi, povrchové
a podzemni vody. **

Jako u vsech toxkitli je jedinec uchovavan ve spici formé jako tzv. cysta a v piipadé
nutnosti je béhem méné nez 24 hodin probuzen a pfipraven k testovani. U akutniho testu se
sleduje timrtnost v pritbé¢hu 24 hodin a nakonec se vypocita hodnota LCsy. Chronicky rotoxkit
testuje organismy z hlediska snizeni jejich reprodukce po vystaveni 48 hodin toxické latce
a nakonec se stanovuje hodnota ECsy. 34

Algaltoxkit F™
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ZkuSebnimi organismy jsou zelené¢ sladkovodni ftasy mikroskopickych rozmérii
Selenastrum capricornutum. Klidova stadia tas vytvareji Gtvary zvané rasové korale, pricemz
velikost koralil je asi 2 mm a v jednom koralu se nachazi az jeden milion fasovych bungk. *°

Pievedeni fas z imobilizovaného stavu do aktivniho trva zhruba 30 minut. Casova
narocnost testu je 72 hodin a sleduje se pfi tom rdstova inhibice mikroskopickych fas. Béhem
testu se jednoduchym spektrofotometrem méti opticka hustota testovaného vzorku se zelenou
fasou. Ze stanovené optické hustoty se zjisti koncentrace poctu bun€k fas ve vzorku (pfi
670 nm plati priblizné¢ linedrni vztah mezi optickou hustotou a koncentraci). Opticka hustota
se zaznamenava vzdy po 24 hodinach. Ze zjisténych hodnot se vypogita ECso. *°

Dalsi mikrobiotesty pro sladkovodni a suchozemské prostiedi

Rotoxkit F™
Protoxkit F™
Rapidtoxkit F™
Phytotoxkit F™
Ceriodaphtoxkit F™
Ostracodtoxkit F™

YVVYVYVYYVY

Viz ptiloha P2.

3.4.3. Fytotesty

Testy fytotoxicity se vyuzivaly jiz od pocatku 20. stoleti, ale jen velmi sporadicky. Teprve
v roce 1970 byly vytvoreny testovaci metody, které¢ se v soucasnosti pouzivaji ke stanoveni
toxickych uCinkli  komeréné vyrdbénych chemickych latek (pfedev§im pesticidl),
nebezpeénych odpadi (zvlasté primyslovych a méstskych odpadnich vod), vyluht
a kontaminovanych sedimenti. Velkou ptednosti téchto testi je jejich jednoduchost,
variabilita, materidlové a ekonomicka nenaro¢nost. >

V priibéhu poslednich patndcti let zafadila vétSina vyznamnych environmentélnich agentur
testy fytotoxicity jako sou¢ast environmentalniho monitoringu a hodnoceni rizik. *°
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POUZIVANE TESTY FYTOTOXICITY:

Test M¢ftena odezva

1. Elongace kotene Délka kotene

2. Enzymaticky test Aktivita enzymu

3. Fyziologické testy Rychlost fotosyntézy, rychlost respirace

4. Kli¢ivost semen Procento vykli¢enych semen

5. Produkce biomasy Sus$ina

6. Rist kli¢nich rostlin Vyska rostlin, velikost listové plochy

7. Zivotni cyklus Vyska rostliny, suSina, pocet kvétl, plodl a semen

Testy toxicity s rostlinami, piedevsim test kli¢ivosti semen, test elongace kofene a test
rustu kli¢nich rostlin, maji na rozdil od testl s Zivocichy né€kolik vyhod. Naptiklad semena
rostlin jsou ziskavana ve velkém mnozstvi a lze je uchovat po dobu jednoho roku i déle.
Néklady na verifikaci testu jsou tedy minimalni. Vzorky vod s nizkou hodnotou rozpusténého
kysliku (odpadni nebo podzemni vody) neni tfeba pro testy fytotoxicity provzdusnovat.
Vzorky vod s vysokym stupném turbidity neni nutné filtrovat. Testy kli¢ivosti a elongace
kotfene nevyzaduji v kontrolnim roztoku (destilovana voda) pfitomnost zivin, které by mohly
byt sorbovany rostlinnym materidlem a interagovat s nim. Mezi nevyhody testu fytotoxicity
patii Casova narocnost testll spojend s nutnosti dlouhodobé expozice toxickou latkou.
Nevyhodou je také to, ze UCinky testované latky mohou byt stimulujici nebo inhibujici
v zé&vislosti na jeji koncentraci. Rust latek i toxicita rostlin mize byt zkreslovana ptisobenim
piidnich faktord. *°

Test inhibice riistu oki‘ehku mensiho Lemna minor

Oktehky portstaji hladinu stojatych vod a jsou nejznaméjsim zastupcem pleustonického
spoleCenstva. Za piihodnych podminek vytvareji kompaktni porosty, které nepropoustéji
svétlo a jejich asimilac¢ni kyslik unikd do vzduchu, coz vede ke zhorSeni jakosti vod pod
nimi. *’

Test se pouziva k testovani toxicity roztokl a suspenzi vici zastupci vysSich vodnich
rostlin okfehku mensimu. Testuje se, obdobn¢ jako u fas, inhibice ristu podle ristové
kiivky. *’

Rostliny okfehku mens§iho (Lemna minor) se nechaji rist po dobu 7 az 24 dni v rGznych
koncentracich testované latky rozpusténé ve standardné piipraveném zivném roztoku SIS
(Swedish Standard Medium). Soucasné se nasadi testovaci rostliny do zivného roztoku
bez testované latky — kontrola. V intervalu 24 hodin se kontroluje a zaznamenava stav rostlin
a pocet listkil. Cilem testu je kvantifikovat u€inky latky na vegetativni rist okiehku mensiho
posouzenim poctu listd, rychlosti ristu a také zhodnocenim hmotnosti biomasy. Pro
kvantifikaci ucinkli latky se srovnava rist v testovanych roztocich s ristem kontrol
a stanovuje se koncentrace ICs, tzn. koncentrace vyvolavajici 50% inhibici rastu. Kromé toho
koncentrace nevyvolavajici zadné pozorované ucinky (NOEC). V nékterych ptipadech se
testovand latka muaze projevit stimulaci ristu (rdst rostlin v testované latce je vétSi nez
v kontrole). V tom pfipadé se hodnota ICsy nestanovuje. Pokud testovana latka plsobi
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stimulacné pouze v nizkych koncentracich a vyss§i koncentrace plisobi inhibi¢né, vyhodnocuje
velr ’ , . . 1
se IC za pouziti koncentraci, kde byla prokazéana inhibice.

38,39

Obr. 3.11: Lemna minor

Test inhibice rustu korene cibule Allium cepa

Tato metoda je vhodna pro snadné vyhodnoceni celkové toxicity chemickych latek, ktera
je vyjadiena jako mira inhibice ristu kotene cibule. Vysledky tohoto testu lze zatadit
k vysledktim baterie testl na prokaryotech a/nebo jinych eukaryotech. '°

Tato metoda je vhodna pro vyhodnoceni toxicity vzorki ptirodnich vod (jezer, fek, studni),
pitné vody (voda z tadu), odpadnich vod z domacnosti a primyslu vcetné kali a vyluht,
chemickych latek rozpustnych ve vodé a v organickych rozpoustédlech. *°

Princip testu spociva v inhibici ristu kofene pii expozici toxickymi latkami, nevhodnym
pH nebo nerozpustnymi latkami, které zamezuji pfistupu Zivin. Pro ptfesné vyhodnoceni
ucinku chemikalii, sloucenin neznamého slozeni, které mohou byt — v piipadé zjisténého
biologického poskozeni testovaného materidlu vzorkem — nésledné chemicky analyzovany, je
proto nezbytné zajistit uplné rozpusténi slozek a upravit pH na hodnotu 4 az 10. ***
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Primarnim ukolem zadané diplomové prace bylo hodnoceni moznych toxickych tc¢inkt
oktachlorstyrenu pomoci alternativnich testl toxicity. OCS byl pro experimentalni ucely této
prace vyroben v laboratoti podle niZze popsaného postupu. Kromé alternativnich testl toxicity
(Daphtoxkit F"™™ a Thamnotoxkit F™™) byl pro srovnani proveden i standardni test toxicity
(inhibice ristu kotene Sinapis alba) a fytotesty (inhibice rastu okiehku mensiho Lemna minor
a inhibice rustu kofene cibule Allium cepa).

4.1. Vyroba oktachlorstyrenu

Do litrové banky s kulatym dnem byl umistén 1 g 2,6-dichlorstyrenu spolu s 400 ml
tetrachlormethanu a do tohoto roztoku bylo pousténo asi 2000 ml (0,82 mol) chloru. Chlor byl
generovan tak, Ze do banky (750 ml) opatiené elektrickou michackou bylo umisténo cca 100 g
manganistanu draselného, ke kterému bylo pomalu ptikapavano 450 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové. Vznikajici chlor byl pak zavadén ptes promyvaci nadobu
s koncentrovanou kyselinou sirovou do reak¢ni smési, ktera se zbarvila do zluta (Obr. 4.1).
Cela reakce trvala asi 5 hodin. Reakéni smés se poté pfes noc nechala michat elektrickou
micha&kou pii pokojové teplotd (cca 20 hodin). ®

Obr. 4.1: Chlorace dichlorstyrenu Obr. 4.2: Zahtivani OCS v
silikonové lazni

Rozpoustédlo bylo odpateno na rotacni vakuové odparce, ke zbylé olejovité kapaling bylo
piidano 10 g (33 mmol) chloridu antimoni¢ného a vse bylo zahtivano v silikonové 1dzni pod
zpétnym chladi¢em pfi teplot€¢ 190 °C po dobu 4 hodin (Obr. 4.2). Do vzniklého produktu
bylo ptfiddno 40 ml 20% kyseliny chlorovodikové (cca 24 ml 36% HCI + 25 ml vody) a smés
byla extrahovana 50 ml hexanu. Hexanova vrstva byla oddélena a vodnd faze byla opét
extrahovana 50 ml hexanu. Poté byla hexanova faze promyvéna 100 ml vody, vysuSena
bezvodym siranem sodnym, piefiltrovana a rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové rotacni
odparce. Zbyly olej byl pfi zahtivani pod chladicem rozpustén v 70 ml methanolu a ponechan
krystalizovat v mrazni¢ce. Jehlickovité krystalky oktachlorstyrenu byly jest¢ jednou
rozpuitény ve 30 ml methanolu a opét ponechany krystalizovat. ©
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» Vytézek: 1,15 ¢

» Teplota tani: 98 — 99 °C

4.2. Test inhibice riustu korene hoicice bilé Sinapis alba

Podminky testu toxicity na organizmu Sinapis alba:

testovany organismus
barva semen

hoi¢ice bila Sinapis alba
okrov¢ Zlutd

velikost semen

stfedni, 1,5 — 2 mm

kli¢ivost semen

minimalné 90 %

pocet semen v jedné Petriho

30

misce
sledovana odezva

inhibice riistu kofene ve srovnani s kontrolou (72,1Cs)

opakovani 2

objem testované koncentrace |5 ml v 1 Petriho misce

teplota 20 °C

doba expozice 72 hodin

osvétleni bez piistupu svétla

chemikalie vychozi roztok testované latky, zied'ovaci voda dle ISO

7346
Petriho misky, filtra¢ni papir, odmérné banky, pipety,
termostat, milimetrové meéritko

pomtucky a zafizeni

Piiprava vedici vody:

Nejprve byly pripraveny zasobni roztoky, rozpusténim ptislusnych navazek (Tab. 4.1)
do odmérnych ban¢k o objemu 1 litr.

Tab. 4.1: Navazky soli pro pfipravu zasobnich roztoku

11,76 g CaCl,.2H,0
4,93 g MgS04.7H,0
2,59 g NaHCO3
0,23 g KCI1

zasobni roztok ¢.1
zasobni roztok ¢.2
zasobni roztok €.3
zasobni roztok ¢.4

Do odmérné banky o objemu 1 litr byla nalita cast destilované vody, kni bylo
nadavkovano 25 ml kazdého zasobniho roztoku a objem byl doplnén destilovanou vodou po
rysku. Takto pfipravena voda byla 24 hodin provzdusnovana vzdusnym kyslikem. Poté¢ byla
dalsich 24 hodin nechana odstat a bylo zkontrolovano pH a pfipadné upraveno tak, aby se
pohybovalo v rozmezi 7,8 + 0,2. '

Pracovni postup

Na dno Petriho misky byla vlozena 1 vrstva filtracniho papiru, na ktery bylo nadavkovano
pipetou 5 ml testovaného roztoku (filtraéni papir musel byt vlhky, ale nesméla na ném stat
voda).

Na navlh¢eny filtra¢ni papir byla pinzetou pokladana prebrana semena hoicice bilé (v Sesti
fadach po péti semenech), misky byly ptikryty vickem a ulozeny do termostatu.

Po 72 hodinach inkubace byly misky vyjmuty z termostatu a u jednotlivych vyklic¢enych
semen byla zméfena délka kotfene s pfesnosti na 1 mm.
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Vysledky byly povazovany za platné, jestlize bylo v kontrole dosazeno minimalni

kligivosti 90 %. '

Obr. 4.3: Vykli¢ena semena hot¢ice bilé Sinapis alba

Vyhodnoceni vysledkii

koren

Obr. 4.4: Mé&feni délky kotene '

Pro kazdé tedéni byl vypocitan aritmeticky pramér délky kofenu z obou paralelnich
stanoveni. Na zaklad¢ primérnych délek kotent v jednotlivych koncentracich byla spocitana

inhibice riistu podle nasledujiciho vzorce:

I = L°__ L, -100, kde
L

i

C

inhibice ristu kotene (%) v dané koncentraci; je-li I <0, jedna se o stimulaci ristu

primérna délka kotene v kontrole (mm)
primérna délka kotene v testované koncentraci (mm)

Vysledna hodnota ICsy byla zjisténa pomoci linedrni regrese, kdy inhibice ristu byla dana

do zavislosti na dekadickém logaritmu koncentrace. Z pruseciku prolozené¢ piimky
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a soufadnice inhibice 50 % byla spusténa kolmice na osu x a byla odectena piislusnd hodnota
log c, odlogaritmovanim této hodnoty byla ziskana koncentrace ICs.

1,27

4.3. Test inhibice riustu korene cibule Allium cepa

Podminky testu toxicity na organizmu Allium cepa:

testovany organismus
velikost

cibulky Allium cepa
cca 1,5 cm v priméru

pocet cibulek pro kazdou
koncentraci

min 6

skladovani v suchu pii 10 — 20 °C
sledovana odezva inhibice ristu kofene ve srovnani s kontrolou (7o,I1Cs0)
rozpoustédlo nesmi zpisobovat omezeni riistu kofene, popf. minimalni;

rozpoustédlo s fedici vodou pouzito jako kontrola

objem testované koncentrace

30 ml v 1 zkumavce

teplota 20 °C

doba expozice 72 hodin

osvétleni chranéno pred pfimym slunenim osvétlenim
chemikalie vychozi roztok testované latky, ristové médium

pomicky a zafizeni

sklenéné zkumavky, stojanek na zkumavky, nliz, pravitko

Rustové médium

Pro kontrolu i nafedéni testovanych vzorkti byla pouzita studend vodovodni voda, kterd se
nechala 3 minuty odtéct (odtecenim byla z vody alespon ¢aste¢né odstranéna méd’ ptitomna
v diisledku vedeni pitné vody médénym vodovodnim potrubim). '

Pracovni postup:

Malym ostrym nozem byly odstranény veskeré zlutohnédé vnéjsi slupky a pokud mozno
1 hnédé¢ plaky pfi bazi cibulky tak, aby nedoslo k poskozeni primordia cibulek. Cibulky byly
uchovavany v nadobé s vodou po dobu 24 hod.

Pro kazdou testovanou koncentraci bylo pfipraveno do stojanku minimalné 6 zkumavek,
které byly naplnény testovanymi vzorky. Aby se alespon ¢astecné zabranilo odpatovani, byl
ptes hrdlo kazdé zkumavky ptetdhnut parafilm. V parafilmu byl udélan maly otvor, na ktery
byla posazena osusena cibulka tak, aby kofenové primordium bylo ponoteno v médiu. Po 24
a 48 hod. bylo dopliiovano odpatené médium vzdy na pivodni mnoZzstvi.

Po 72 hodinach byla zméfena délka vSech kofenovych svazkii v kazdé testované fade.
Do méfeni nebyly nezahrnuty vyjimecné kratké nebo dlouhé koteny, byla vypocitana
pramérmé délka kotenti v kazdé fads. '

Vyhodnoceni vysledkii

Mira toxicity vzorkl byla vyjaddiena hodnotami primérnych délek kotene cibule. Rlistova
ktivka byla vyhodnocena na zékladé hodnot ziskanych porovnanim rastu kofene v kontrole
a testovanych koncentracich, vyjadienych v procentech. Z této kiivky byla zjiSténa hodnota

1
72hECs0.
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Obr. 4.5: Cibulky kli¢ici na zkumavkach

4.4. Test inhibice rastu okirehku mensiho Lemna minor

Podminky testu toxicity na organizmu Lemna minor:

testovaci organismus okiehek mensi Lemna minor

barva zelena

velikost 0,5-3 cm

pocet inicia¢nich listkli v jedné 9_12

koncentraci

sledovana odezva inhibice rustu (ICs)

opakovani 2

objem testované koncentrace | 100 ml v 1 kelimku

teplota 24 +2°C

doba expozice 7 — 25 hodin

osvétleni svétlo

chemikalie vychozi roztok testované latky, standardni Zivny roztok

pomucky a zafizeni 200 ml kelimky, odmérné banky, pipety, potravinarska
folie, pH - metr

Priprava Zivného roztoku

Z4sobni roztoky byly pfipraveny v destilované vod¢ podle slozeni uvedeného v nasledujici
tabulce (Tab. 4.2)
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Tab. 4.2: Navazky soli pro pfipravu zasobnich roztoka

zasobni roztok chemikalie (g/D)
| NaNO; 8,500
KH,PO,4 1,340

11 MgS04.7H,0 15,000
111 CaCl,.2H,0 7,200
1\ Na,CO; 4,000
H;BOs 1,000
MnC12.4H20 0,200
v Na;Mo00,4.2H,0 0,010
ZnS04.7H,0 0,050
CuS04.5H,0 0,005
Co(NO3),.6H,O 0,010
VI FeCl3.6H,0 0,168
Naz-EDTA.2H20 0,280

Pro ptipravu 1 litru SIS zivného roztoku bylo k 900 ml destilované vody ptidano:
10 ml zasobniho roztoku I,

5 ml zasobniho roztoku II,

5 ml zasobniho roztoku III,

5 ml zasobniho roztoku IV,

1 ml zasobniho roztoku V,

5 ml zasobniho roztoku VI.

Zivny roztok pro testovani byl pfipraven 2 dny pied pouzitim, aby se stabilizovalo pH.
Zivotnost kultivaéniho roztoku byla zachovéana piiblizné 6 — 8 tydni tim, Ze byl uskladnén
v temnu a chladnu. '

Obr. 4.6: Rozmnozovani okfehku v kultiva¢nim médiu
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Pracovni postup

Do testovacich kelimkl s pfipravenymi koncentracemi testované latky i do kontrolniho
kelimku s Zivnym roztokem byly pomoci pinzety pieneseny kolonie okiehku sestavajici ze 2
— 4 listkG. V kazdém kelimku musel byt identicky pocet listki (9 — 12). Kelimky byly
piekryty potravinatskou folii a umistény na okno v laboratofi.

Na zac¢atku a na konci testu bylo v jednotlivych koncentracich i v kontrole zméteno a do
protokolu zaznamenano pH a teplota.

Pocet listkii a vzhled kolonii (nekr6za = odumfteld tkan listu — bila nebo rozmocena;
chlordza = zezloutnuti tkané listu) byl kontrolovan alespoii kazdé 3 dny, tzn. alespon dvakrat
b&hem sedmidenni expozice a pfi ukonéeni testu. '

Vyhodnoceni testu

» Stanoveni inhibice riistu porovnanim ristovych rychlosti (1) v testovanych koncentracich

a kontrole:
InN, —InN,
= , kde
t n
)\ pocet listkli v zavéru testu
No e pocet listkil na pocatku testu
th eeeeeene doba trvani testu (dny)

Z vypoctenych hodnot p pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolu byla vypocita
inhibice (pfipadné stimulace) ristu I, v % z nasledujici rovnice:

[ (no—p)-100
ST () kde

| T inhibice pro danou koncentraci zjisténa na zdklad€ porovnani rustovych rychlosti;
je-li I, <0, jedna se o stimulaci ristu

[T rustova rychlost v testované koncentraci

He veverennn rustova rychlost v kontrole !

4.5. Thamnotoxkit F™

24nLCsp biotest byl provadén v multiSachtové testovaci desce za pouziti rastového stadia
larev sladkovodniho koryse Thammnocephalus platyurus, které byly vylihnuty z cyst. Cysty
byly skladovany v suchém stavu v ledni¢ce pii 5 + 2 °C (Ize je skladovat nejméné Sest mésicti
bez ztraty jejich Zivotaschopnosti). **
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Podminky testu toxicity na organizmu Thamnocephalus platyurus:

testovaci organismus sladkovodni kory§ Thamnocephalus platyurus

barva svétla

velikost 0,5—-1 mm

lihnivost min 90 %

pocet jedincii v jedné testovaci 10

misce

sledovand odezva mortalita

opakovani 3

objem testované koncentrace | 1 ml v jedné testovaci Sachte

teplota 25 °C

doba expozice 24 hodin

osvétleni tma

chemikalie vychozi roztok testované latky, SFW

pomucky a zafizeni veskery jednorazovy materidl doddn v Thamnotoxkitu,
sveételna deska, inkubator, standardni laboratorni sklo

Priprava standardni sladké vody

Soucasti sady Thamnotoxkit byly ampule s koncentrovanymi solnymi roztoky, které byly
pouzity k pripravé standardni sladké vody (SFW). SFW slouzila jako médium pro inkubaci
cyst a jako fedici médium pro ptipravu sérii roztokli toxikanta.

Odmérna 1dhev o objemu 11 byla naplnéna priblizné 800 ml destilované vody. Postupné
byly otevirany vialky s koncentrovanymi solnymi roztoky oznacenymi Cisly 1 az 4 a vlity do
lahve (Tab. 4.3). **

Tab. 4.3: Koncentrované soli pouzivané na piipravu SFW

koncentrovana sil pocet vialek
roztok ¢.1 NaHCO; 1x
roztok ¢.2 CaSOy, 2x
roztok ¢€.3 MgSO4 1x
roztok ¢.4 KCl 1x

Baiika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku a protfepana.

Pied pouzitim pro inkubaci cyst a pfed piipravou roztokli chemické latky byla SFW
15 minut provzdusiovana, poté byl zméfen a zaznamenan obsah kysliku. Zbyld SFW, byla
skladovéna do dal$iho pouziti v temnu v ledni¢ce. Pfed samotnym pouzitim ji bylo nutné
nechat zteplat na laboratorni teplotu a op&t provzdusnit. **

Inkubace cyst

Inkubace cyst byla zapocata 24 hodin pfed samotnym zacatkem testovani. K jejimu
provedeni bylo nutné pfipravit ziedénou SFW, a to v poméru 1:8 s destilovanou vodou
(2,5 ml SFW + 17,5 ml destilované vody).

Trubicka s cystami byla naplnéna piiblizné 1 ml zfedéného inkubac¢niho média, uzaviena
zatkou a 30 minut v pravidelnych intervalech protfepavana. Obsah kyvety s hydratovanymi
cystami byl vyprazdnén do malé Petriho misky, bylo pfidano 10 ml zftedéné SFW a cysty byly
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krouzivym pohybem rovnomérné rozptyleny. Inkubacni Petriho miska byla zakryta vickem
a inkubovéana 20 az 22 hodin pii 25 °C za kontinudlniho osvétleni (svételny zdroj 3000 —
4000 lux). **

Obr. 4.7: Inkubator

Pracovni postup

Kazda koncentrace toxikantu byla pfenesena do Sachet jednoho sloupce testovaci desky.
Distribuce testovanych roztokl byla vzdy provadéna od kontroly (sloupec 1, vlevo) smérem
k nejvyssi koncentraci (sloupec 6, vpravo).

K ptenosu larev zabronozek byla pouzita mikropipeta a tento pienos byl uskute¢nén ve
dvou krocich. V prvnim kroku bylo pfeneseno pfiblizné 50 larev z Petriho misky do tzv. myci
Sachty (fadek D), coz minimalizovalo zfedéni. Ve druhém kroku bylo do kazdé testovaci
Sachty ( fadky A, B, C) pteneseno piesné 10 larev; transport byl uskuteénén pokud mozno
s co nejmensim mnozstvim kapaliny.

Naplnéné testovaci destiCka byla poté piekryta parafilmem a pevné uzaviena vickem.
Protoze nebyl k dispozici temny inkubator, byla testovaci desticka zabalena do alobalu,
vlozena do inkubatoru a ponechéna po 24 hodin inkubovat pii teploté 25 °C. **

Vyhodnoceni vysledkii

Po 24 hod. byla testovaci desticka vyjmuta z inkubatoru a byl zaznamenavan pocet
mrtvych jedinct. Larvy byly povaZovany za mrtvé, pokud béhem 10 sekund nevykazovaly
zadny pohyb. Pro kazdou koncentraci byl secten pocet mrtvych jedincti a byla vypocitana
umrtnost (%).

Pomoci probitové tabulky (viz ptfiloha P1) byly jednotlivé hodnoty timrtnosti pievedeny
na probity. Vyslednd hodnota LC50 byla zjist€éna pomoci linedrni regrese, kdy probitové
hodnoty byly dany do zavislosti na dekadickém logaritmu koncentrace. Z priseciku prolozené
pfimky a soufadnice probitu 5 (odpovidajici 50% umrtnosti) byla spuSténa kolmice na osu x
abyla odectena pfislusnd hodnota log c¢, odlogaritmovanim této hodnoty byla ziskana
koncentrace LC50. 2
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4.6. Daphtoxkit F™

Podminky testu toxicity na organizmu Daphnia magna:

testovaci organismus zabronozka Daphnia magna

barva svétla

velikost 1 mm

lihnivost min 90 %

pocet jedincii v jedné testovaci 5

misce

sledovana odezva mortalita

opakovani 4

objem testované koncentrace | 10 ml v jedné testovaci Sachte

teplota 20-25°C

doba expozice 24 a 48 hodin

osvétleni tma

chemikalie vychozi roztok testované latky, SFW

pomiicky a zafizeni veskery jednoré;ovy materiadl dodan v Daphtoxkitu,
svételna deska, inkubator, standardni laboratorni sklo

Pro Daphtoxkit byla pouzita spici vajicka kory$t Daphnia magna, chranéna chitinovou
skotapkou zvanou ephippium. Skladovana byla v temnu pii teploté 5+ 2 °C (za téchto
podminek je Ize skladovat po dlouhou dobu bez ztraty Zivotaschopnosti). '

Priiprava standardni sladké vody

SFW byla pouzivana jako inkuba¢ni médium pro ephippia a pro ptipravu série roztoki
toxikant. Odmérna barika o objemu 2 litry byla naplnéna asi jednim litrem destilované vody.
Podobn¢ jako pfti piiprave fedici vody u Thamnotoxkit byly postupné otevieny vSechny Ctyfi
ampulky (Tab. 4.4) a nality do odmérné banky.

Tab. 4.4: Koncentrované soli pouzivané na ptipravu SFW

koncentrovana siil pocet vialek
roztok ¢.1 NaHCO; Ix
roztok ¢.2 Ca Ck, 1x
roztok €.3 MgSO;4 1x
roztok ¢.4 KCI 1x

Odmérna banka byla poté doplnéna destilovanou vodou po rysku. Protoze fedici voda
nebyla ihned spotifebovana, byla skladovéna v temnu v lednicce. Pfed dalSim pouzitim bylo
médium opatrné pfivedeno zpét na laboratorni teplotu. Redici voda byla pied pouzitim
15 minut provzdusiiovana, byl zméfen a zaznamenan obsah kysliku. *'

Inkubace ephippii

Inkubace ephipii byla zapocata 3 dny pfed zacatkem testli biotoxicity. Obsah ampule
s ephipii byl nalit na mikrosito a pod proudem vodovodni vody byl dikladn¢ promyvan. Poté
byly ephipie pieneseny v 15 ml provzdusnéné SFW na malou inkubacni Petriho misku. Miska
byla zakryta vickem a inkubovana 72 hodin pfi teploté 20 — 22 °C za kontinudlniho ozatrovani
6000 luxy. *!
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Piedkrmeni testovacich organismii

Aby bylo zabrdnéno umrtnosti organismii vyhladovénim, které by narusSovalo vysledky
testu, byly neonaty 2 hodiny pied nasazenim do vlastniho testu tzv. pfedkrmovany suspenzi
tasy Spiruliny microalgae. Tento piijem jidla jim zajistil "energetickou rezervu", nebot’
behem nasledujicich 48 hodin testovaci expozice nebyly krmeny.

Predkrmeni bylo provedeno tak, ze jedna ampule prasku Spiruliny byla naplnéna SFW
a intenzivné protfepana, aby doSlo k homogenizaci obsahu. Suspenze fas byla nalita na
inkubaéni misku 2 hodiny pfed odebiranim neolitd pro test, a to tak, aby byla rovhomérné
rozptylena v celém objemu. '

Pracovni postup

10 ml fedici vody bylo ptfeneseno do kazdé Sachty v kontrolnim tadku a 10 ml ptislusné
koncentrace toxikantu do Sachet ostatnich fadka v potadi podle klesajici koncentrace.

Poté¢ bylo do kazdé myci jamky pieneseno pomoci mikropipety nejméné 20 aktivné
plovoucich neonat. Neonaty byly transportovany z Petriho misek pokud mozno v co
nejmensim mnozstvi kapaliny.

V dalsim kroku byly neonaty pfenaSeny z mycich Sachet do ostatnich ¢tyt Sachet v témze
radku a to pfesné po 5 organismech na Sachtu. Dilezité bylo béhem transportu neonatl
do testovacich Sachet zasunout Spicku pipety do kapaliny a nekapat organismy na jeji povrch.
Plsobenim povrchového napéti totiz zplisobuje zachyceni organismi na hladiné, odkud
nejsou schopny se samy osvobodit a uhynou. To samoziejmé ohrozuje vysledky testu.

Piipravena testovaci desticka byla ptekryta parafilmem a dobfe utésnéna vickem. Byla
zabalena do alobalu, aby byla dodrzena podminka inkubace vtemnu, a umisténa do
zatemnéného inkubétoru o teploté 20 °C. !
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Obr. 4.8: Testovaci desticka *!

Vyhodnoceni vysledkii

Po 24 a 48 hodinach byla testovaci deska vyjmuta z inkubatoru a na svételné desce byl
spocitan pocet mrtvych a imobilizovanych jedincli oproti aktivné plavoucim organismiim
v kazdé Sachté. Neonaty, které nebyly schopny plavat ani po jemném promichani kapaliny,
byly povazovéany za imobilizované, i kdyZ dosud hybaly tykadly.
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Byl spocitan celkovy pocet mrtvych a imobilizovanych neonatii pro kazdou koncentraci
toxikantu a vypocitdna umrtnost. Stejné¢ jako u Thamnotoxkitu byly hodnoty umrtnosti
pievedeny na probity. Probitovou analyzou byla vyhodnocena EC50. *!
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5. VYSLEDKY

5.1. Volba vhodného rozpoustédla

Protoze OCS je pevna krystalicka latka, kterd neni rozpustna ve vod¢, bylo nezbytné pouzit
néjaké rozpoustédlo. Byly provedeny testy toxicity s 0,5 %, 1 %, 2% a 4 % roztoky lihu
a acetonu a to testem inhibice ristu kotfene Sinapis alba a testem inhibice rustu kofene cibule
Allium cepa. Na zadkladé zjisténych vysledki byl pro dalsi testovani vybran 1 % roztok
acetonu. Prestoze aceton ma Skodlivé uCinky na organismy vodniho prostiedi, byl
uptednostnén, nebot’ se v jeho roztocich OSC 1épe rozpousti nez v ethanolu. Snahou bylo

wevr

zaroveil aby dostatecné u¢inné rozpoustél OCS.

5.1.1. Test inhibice ristu korene hoicice Sinapis alba

» Aceton:
Koncentrace pramérnd délka inhibice
(%) (mm) (%)
Kontrola 35,6 -
0,5 34,7 2,528
1 34,2 3,933
2 30,4 14,607
4 26,7 25,000
» Ethanol:
koncentrace primérna délka inhibice
(%) (mm) (%)
Kontrola 25,6 -
0,5 24,8 3,125
1 24,7 3,516
2 23,2 9,375
4 18,8 26,563

Z testu vyplyva, ze s rostouci koncentraci maji obé rozpoustédla vétsi a vétsi vliv na
inhibici ristu kotene hoicice bil¢. Mira inhibice je u ethanolu i acetonu srovnatelna.

5.1.2. Test inhibice ristu korene cibule Allium cepa

» Aceton:
koncentrace pramérnd délka inhibice
(%) (mm) (%)
Kontrola 2,60 -
0,5 1,45 44,231
1 1,20 53,846
2 0,40 84,615
4 0,07 97,308
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> Ethanol:

koncentrace pramérna délka inhibice
(%) (mm) (%)
Kontrola 2,60 -
0,5 1,36 47,692
1 1,04 60,000
2 0,84 67,692
4 0,20 92,308

Z provedeného testu inhibice rastu kotfene cibule lze vycist, ze jak ethanol tak i aceton
ovliviuji rist kofene do znacné miry, a to 1 v pfipad€ velmi nizkych koncentraci. Jiz 0,5%
roztok jak acetonu, tak i ethanolu, zplisobuje témét 50% inhibici ristu kotfenového svazku
oproti fedici vodé. Je zfejmé, Ze cibule je mnohem citlivéjsi k pisobeni rozpoustédel nez
hoi¢ice.

5.2. Test inhibice ristu korene hoicice bilé Sinapis alba

5.2.1. Referencni test s dichromanem draselnym

Byla pfipravena koncentra¢ni fada dichromanu draselného: 0 (kontrola), 10; 20; 40; 80;
160 a 320 mg.I"". Pro nasazeni do testu byl pfipraven objem 10 ml kazdé koncentrace.

Priklad vypo&tu inhibice pro koncentraci 10 mg.I" z 1. fady méfeni:

L L oL 0929732635

' L 29,73

C

-100=11,37%

Byl proveden test klicivosti semen v kontrole. V 1. i ve 2. fadé méfeni vyklicilo ze 30
semen 29, to znamend, 7e bylo dosaZeno kli¢ivosti 96,7 %. Tim padem byla splnéna
podminka platnosti testu, kdy minimalni kli¢ivost musi dosahovat 90 %.

Koncentrace 1. fada méfeni 2. fada méteni
(me1™) pramérnd délka inhibice pramérna délka Inhibice
| (mm) (%) (mm) (%)
kontrola 29,73 - 35,60 -
10 26,35 11,37 34,50 3,09
20 21,56 27,48 28,40 20,23
40 16,48 44,57 21,60 39,33
80 11,32 61,92 12,23 65,65
160 9,26 68,85 6,70 81,18
320 5,53 81,34 1,75 95,06
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Sinapis alba - dichroman draselny

100 -
90 + °
80 - ©
70 -
g 60 -
% 50 Y = 46,661 - 32,512
£ 40- R? = 0,9839
30 - y = 63,498x - 60,531
20 - R?=0,9921
10 A
0 ‘ ‘ ‘ ‘ |
0,8 1,2 1,6 2 2,4 2,8

Logaritmus koncentrace

Rovnice regrese byla vypocitana v MS Excelu pomoci funkce LINREGRESE. Obecny tvar
rovnice je: y =ax +b.
Rovnice regrese odectend z grafu pro dichroman draselny:
v y=46,661x— 32,512 (pro 1. mé&feni)
v y=63,498x — 60,531 (pro 2. mé&feni)

Za y byla dosazena hodnota 50 (odpovidd 50% inhibici) a bylo vypoéitano x, coz je
logaritmus koncentrace. Zpétnym odlogaritmovanim této hodnoty byla ziskdna hledana
koncentrace 7,,ICsy.

X = y+32,512 _50+32,512 17683 L _Yy+60531 _ 50+60531 .,
46,661 46,661 > 63,498 63,498 ’
¢, =10* =10"7" = 58,658 mg-1"' c, =10* =10""*" =55,042 mg-1"'

Hledana hodnota 7,,1Csg je primérem ICsy z prvniho a druhého méfeni:
72hIC50 = 56,85 mg.l'l

Rozmezi 7,,1Csop uvadéné pro referencni test inhibice rustu kotene Sinapis alba s K,Cr,O7

je 50 —80mg.l"'. Vypottena hodnota odpovida tomuto rozmezi, to znamena, Ze test byl
provadén spravné a s dostatecnou piesnosti.
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5.2.2. Test s OCS rozpusténym v 1 % acetonu

Jak uz bylo zminéno, OCS neni rozpustny ve vodé, a proto muselo byt vybrano vhodné
rozpoustédlo. Na zakladé testli byl jako vhodné rozpoustédlo zvolen aceton, piesnéji feCeno
jeho 1% roztok.

Cela piipravovana koncentracni fada OCS musela obsahovat 1 % acetonu. Tim padem jako
kontrola nebyla brana cista redici voda, nybrz 1% roztok acetonu v redici vode. Zvolena
koncentra¢ni fada pro OCS: 1 % roztok acetonu v fedici vod¢; 0,05; 0,5; 5 a 50 mg.l']. Viz
»Piiprava koncentra¢ni fady OCS v 1 % acetonu®. Pro nasazeni do testu byl pfipraven objem
10 ml kazdé koncentrace.

Piiprava zdsobnich roztoki

ProtoZe zvolené koncentracni rozpéti zahrnovalo nizké koncentrace a OSC je pevna latka,
bylo nutné ptipravit si zasobni roztoky, které pak byly pouzity k fedéni.

Stejné zasobni roztoky (ZR 1, ZR 2 a ZR 3) byly pouZivany pro piipravu koncentra¢nich
fad i v nasledujicich testech.

zéasobni roztok koncentrace zpusob piipravy

ZR 1 50 g.I"! 100 mg OCS rozpusténo ve 2 ml Cistého acetonu

ZR 2 500 mg.I" 10 ul ZR 1 + 990 ul ¢istého acetonu

ZR 3 50 mg.l'1 100 pl ZR 2 + 900 ul ¢istého acetonu
Priprava koncentracni fady OCS v 1 % acetonu

koncentrace zpusob piipravy

0,5g.1" 10 ml "RV + 100 pl ZR 1

50 mg.1” 10 ml RV + 10 pl ZR 1 + 90 pl &istého acetonu

5mg.l’ 10 ml RV + 100 pl ZR 2

0,5 mg.l" 10 ml RV + 10 pl ZR 2 + 90 pl &istého acetonu

0,05 mg.1"! 10 ml RV + 10 pl ZR 3 + 90 pl &istého acetonu

*RV = fedici voda

V prvni sérii byla snaha piipravit roztok OCS o koncentraci 0,5 g.I"', coZ se oviem
nepovedlo, nebot’ se pii této koncentraci OCS v 1 % acetonu nerozpoustél. Proto pro dalsi
pokusy je jako nejvyssi mozna koncentrace uvadéna koncentrace 50 mg.I™.

Vysledky testu inhibice riistu koiene Sinapis alba s OCS v 1 % acetonu

Koncentrace 1. fada méfeni 2. fada méfeni
(mg.I") primérna délka inhibice primérna délka inhibice
s (mm) (%) (mm) (%)
1 % aceton
(kontrola) 43,70 - 44,10 -
0,05 42.30 3,204 43,07 2,336
0,5 39,27 10,137 39,87 9,592
5 36,45 16,590 37,53 14,898
50 33,3 23,799 32,87 25,465
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Kli¢ivosti semen v kontrole dosahla v 1. fadé méteni 93,3 % (vykli¢ilo 28 semen ze 30)
a ve 2. fadé méfeni 96,7 % (vyklicilo 29 semen ze 30). Podminka minimalni kli¢ivosti 90 %,

byla splnéna.

Sinapis alba -OCS v 1% Ac.

30

N N
o (63}
| |

Inhibice (%)
'—\
()]

y = 7,4694x + 11,586

R?=0,9812
10 -
y = 6,8238x + 12,075
5 R? = 0,9996
0 I I I I I 1
15 -1,0 0,5 0,0 1,0 1,5 20

Logaritmus koncentrace

Rovnice regrese ode¢tend z grafu pro OCS v 1 % Ac.:
v y=7,4694x + 11,586 (pro 1. méfeni)
v y=6,8238x + 12,075 (pro 2. méfeni)

Vypocet 1Csyp nebyl provadén, nebot’ v testovaném koncentraénim rozmezi dochézi
maximalné k 25% inhibici, takze ani pfi nejvy3si koncentraci 50 mg.l' nedoslo k 50%

inhibici a koncentrovangjsi roztok jiz nebylo mozno pfipravit.
5.3. Test inhibice ristu korene cibule Allium cepa

5.3.1. Referenc¢ni test s dichromanem draselnym

koncentrace primérna délka inhibice
(mg.I") (mm) (%)
kontrola 3,60 -
10 2,45 31,944
20 1,90 47,222
40 1,70 52,778
80 1,02 71,667
160 0,90 75,000
320 0,30 91,667
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Test inhibice ristu kofene cibule - dichroman draselny

95 -

85 1

75

65 -

55

Inhibice (%)

45 -

y = 38,044x - 4,962

35 1 R%=09772

25 T T T T
0,8 1,0 12 14 1.6 1.8 2,0 2,2 2,4 2,6

Logaritmus koncentrace

Rovnice regrese odectena z grafu pro dichroman draselny: y = 38,044x — 4,962
~50+4,962

X, =
38,044
¢, =10"* =27,8417mg 1"

=1,4445

Hledana hodnota koncentrace inhibice pro K,Cr,O7 je: 72s1Cs0 = 27,84 mg.l'l

5.3.2. Test s OCS rozpusténym v 1 % acetonu

Priprava koncentracni fady OCS v 1 % acetonu

Zvoleny rozsah koncentracni fady 1 zdsobni roztoky byly stejné jako u testu inhibice rustu
kofene Sinapis alba. Zasobni roztok ¢.1 (ZR 1) mé&l koncentraci 50 g.I" a zasobni roztok &.2
(ZR 2) mé&l koncentraci 500 mg.I"". Pro test inhibice ristu kofene cibule bylo tieba piipravit
100 ml kazdé¢ koncentrace.

koncentrace zpusob piipravy
50 mg.1"! 100 ml RV + 100 pl ZR 1 + 900 pl &istého acetonu
5 mg.l" 100 ml RV + 10 pl ZR 1 + 990 ul &istého acetonu
0,5 mg.l" 100 ml RV + 100 ul ZR 2 + 900 pl &istého acetonu
0,05 mg.1"! 100 ml RV + 10 pl ZR 2 + 990 pl &istého acetonu
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Vysledky testu inhibice riistu koiene cibule s OCS v 1 % acetonu

koncentrace primérna délka inhibice
(mg.I™) (mm) (%)
RV 25,5 -
1 % aceton
(Kontrola) 12,125 52,451
0,05 14,625 -20,619
0,5 10,125 16,495
5 5,625 53,608
50 2,000 83,505

Test inhibice ristu korene cibule - OCS v 1 % Ac

100 -
80 -
S 60 -
Q
9
2
£ 40
20 - y = 33,505x + 27,784
R? = 0,9961
0 T T T T 1
-0,4 0,1 0,6 1,1 1,6 21

Logaritmus koncentrace

Z hodnot vynesenych do grafu byla vyloucena nejnizsi koncentrace OCS (0,05 mg.I-1),
nebot’ zde nedochdzelo k inhibici oproti kontrole (= 1 % roztok acetonu) nybrz ke stimulaci.
Z vysledki je ziejmé, Ze hledand IC50 se nachazi nékde v rozmezi 0,5 az 10 mg.I-1. Byl proto
proveden test s uzsi koncentracni fadou a na zakladé vysledku vypoctena IC50.
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koncentrace prumérna délka inhibice
(mg.I") (mm) (%)
RV 24,570 -
1 % aceton
(Kontrola) 19,125 22,161
1 14,750 22,876
2 13,625 28,758
3 13,125 31,373
4 11,500 39,869
5 10,000 47,712
6 9,500 50,327
7 8,925 53,333
8 8,125 57,516
9 6,750 64,706
10 6,500 66,013

Test inhibice ristu korene cibule -OCS v 1 % Ac

70
60 -
<
8
:-§ 50 ]
L
£
40 -
y = 65,029x + 0,4814
R? = 0,9836
30 I I I I I I 1
0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1

Logaritmus koncentrace

cvwr

z linearni zavislosti.
Rovnice regrese odectena z grafu pro OCS v 1 % Ac.: y = 65,029x + 0,4814
y, = 2004814 0615
65,029
¢, =10""" =5,7741mg-1""'

Hledana hodnota inhibi¢ni koncentrace pro OCS v 1 % Ac. je: 72nICso = 5,77 mg.l'1
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5.4. Test inhibice rustu okifehku mensiho Lemna minor

Moznosti jak vyhodnotit inhibici rGstu okfehku existuje nckolik, v tomto piipadé byla
pouzita metoda ,,Stanoveni inhibice ristu porovnanim rastovych rychlosti (i) v testovanych
koncentracich a kontrole* popsana v experimentalni ¢asti. Doporucend délka provadéni testu
je 7 az 24 dni. V tomto ptipad¢ byl rist listki okiehku pozorovan 14 dni.

Priprava koncentracni fady OCS v 1 % acetonu

Rozsah zvolenych koncentraci byl: 0,05; 0,5; 3; 5; 10 a 50 mg.l'l. Pro nasazeni do testu
bylo piipraveno 100 ml od kazdé koncentrace. Redéni bylo provadéno stejnym zptisobem
jako u testu inhibice riistu kotene cibule Allium cepa.

Vysledky testu inhibice riistu okirehku s OCS v 1 % acetonu

> Pocet listka na zacatku testu Ny = 12
> Pocet listkt na konci testu N, = N4
» Doba trvani testu t, = 14 dni

Zaznam rustu listki okiehku behem 14-ti denniho testu:

koncentrace pocet listki

(mg.1") N, N;s Ne¢ N; Ns Nip Ni; Ni4
RV 23 26 30 35 38 56 66 72
1% Ac 16 22 25 27 29 49 54 57
0,05 20 25 29 37 38 59 67 71

0,5 20 25 29 34 38 58 66 70

3 19 24 28 33 36 56 62 68

5 19 26 26 33 34 55 62 66

10 19 23 26 32 32 52 60 61

50 18 22 25 30 32 45 47 49

Podminky na zacatku a na konci testu:

koncentrace zacatek testu konec testu

(mg.1") pH T (°C) pH T (°C)

RV 7,13 21,7 7,15 21,9

1% Ac 6,99 21,7 7,05 21,8

0,05 7,00 21,9 7,13 21,9

0,5 7,05 21,9 6,98 21,8

3 7,07 21,8 7,00 21,7

5 6,98 21,8 7,04 21,7

10 6,97 21,8 6,99 21,7

50 6,98 22,1 6,95 21,9
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Vypoctené hodnoty inhibice riistu:

koncentrace
(mg.") H i
1 % Ac (kontrola) 0,111 -
0,05 0,127 - 14,096
0,5 0,126 - 13,185
3 0,124 - 11,325
5 0,122 - 9,409
10 0,116 - 4,353
50 0,100 9,706

Piiklad vypoétu pro koncentraci 50 mg.1™":
_ InN_ t— InN, _In49-In12 _ 0.100

n

[ (e =p)-100 _ (0,111-0,100)-100
g I, 0,111

T

=9,706

Protoze téméf ve vSech koncentracich doslo ke stimulaci rastu proti kontrole, ICsy nebylo
pocitano a tedy nebyl sestavovan ani graf. Navic nebyla splnéna zakladni podminka testu,
nebot’ pocet listkll v kontrole se za 14-ti denni testovaci obdobi nezvétsil o osmindsobek. Po
celé testovaci obdobi zlstavaly listky okfehku zelené bez znamek nekrézy a/nebo chlordzy.

5.5. Thamnotoxkit F™

LCsp u Thamnotoxkitu byva nejcastéji vyhodnocovéna tzv. probitovou analyzou
(ptevodova tabulka viz pfiloha P1). Princip vypoctu je uveden v experimentalni ¢asti.

5.5.1. Referenc¢ni test s dichromanem draselnym

koncentrace pocet inhibice .

(me.l™) mrtvych/celkem (%) probity

kontrola 0/30 - -
0,032 0/30 0,000 2,000
0,056 4/30 13,333 3,887
0,100 15/30 46,670 4,917
0,180 30/30 93,333 6,502
0,320 30/30 100,000 8,000
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Thamnotoxkit - dichroman draselny

Probity

27 ° y = 5,8273x + 10,872
1 R* = 0,9935

-1,6 -1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4

Logaritmus koncentrace

Rovnice regrese odectend z grafu pro dichroman draselny: y =5,8237x + 10,872

V probitové analyze bylo za y dosazovano ¢islo 5, coz odpovida podle prevodové tabulky

pravé 50% mortalité.

x, = 20872 _ 0077
58237

¢, =10* =10""" =0,0982mg -1
Hledana hodnota letalni koncentrace pro K,Cr,07 je: 24nLCs0 = 0,098 mg.l'l

Literatura uvadi hodnotu ,4,L.Cso = 0,095 mg.l'l, to znamend, ze referenéni test
s dichromanem byl provadén metodicky spravné a s dostateCnou presnosti.

5.5.2. Test s OCS rozpusténym v 1 % acetonu

Rozsah koncentra¢ni fady byl zvolen: 50; 25; 12,5; 5; 0,5 a 0,05 mg/l. Pro provedeni
Thamnotoxkitu bylo tieba pfipravit 10 ml kazdé koncentrace. Redéni bylo provadéno stejnym
zpusobem jako ptiprava roztoki pro test inhibice rastu kotene Sinapis alba.

49



koncentrace pocet mortalita )

(ma.I') mrtvych/celkem (%) probity

1% Ac. (kontrola) 2/30 6,67 3,498
0,05 0/30 0,00 2,000

0,5 1/30 3,33 3,166

5 7/30 23,33 4,272

12,5 9/30 30,00 4,476

25 10/30 33,33 4,569

50 13/30 43,33 4,842

v Obsah kysliku na zagatku testu: 9,83 mg.1"!
v Obsah kysliku na konci testu: 8,67 mg.1"

Podminka platnosti, maximalni mortalita v kontrole 10 %, byla spln¢na, nebot’ dosahovala
6,67 %.

Thamnotoxkit - OCS v 1% Ac.

55 -
5,0 -
(o]

45 -
2
S
e
o 4,0 n

3,51 y =0,8197x + 3,5122

2 _
° R® = 0,9637
3,0 T T T
-0,5 0,0 05 1,0 1,5 2,0

Logaritmus koncentrace

Piestoze testovany rozsah koncentraci nedosahoval ani 50% mortality, byl proveden

teoreticky vypocet LCsy.

Rovnice regrese odectend z grafu pro OCS v 1 % Ac.: y=0,8197x + 3,5122

X, = 5-35122 =1,8151
0,8197
¢, =10* =10"*"" =65,3212mg-1""

Hledana hodnota letalni koncentrace pro OCS v 1% Ac. je: 24sLCso = 65,32 mg.I”
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5.6. Daphtoxkit F™

Stejné jako Thamnotoxkit byla vyslednd hodnota pocitdna pomoci probiti (pfevodova
tabulka viz ptiloha P1).

5.6.1. Referencni test s dichromanem draselnym

po 24 hodinach po 48 hodinach
koncentrace - — - .
(me.I™) mrtvy/ inhibice Fobit mrtvy/ inhibice Fobit
) celkem (%) probity celkem (%) provity
Kontrola 0/20 0 2,000 1/20 5 3,355
0,32 1/20 5 3,355 2/20 10 3,718
0,56 4/20 20 4,158 6/20 30 4,476
1,00 8/20 40 4,747 11/20 55 5,126
1,80 15/20 75 5,674 18/20 90 6,282
3,20 20/20 100 8,000 20/20 100 8,000
Daphtoxkit - dichroman draselny
© 24 hod. © 48 hod.
9 _
8 1 )
7 -
2 6 -
£
o
a 5 y =4,313x + 5,175
4 R®=0,916
3 y =4,139x + 5,509
R*= 0,960
2 T T T T T 1
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Logaritmus koncentrace
Rovnice regrese odectend z grafu pro dichroman draselny:
v y=4,313x+ 5,175 (po 24 hodinach)
v’ y=4,139x + 5,509 (po 48 hodinach)
xy =224 60406 x = 2229 _ 91230
4,313 4,139

Cp =10% =10°% =0,9108 mg -1

c =10 =0,7534 mg - 17"

Hledana hodnota ECs, pro K,Cr,O7 vypocitand pomoci probitt je:
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24nECs0 = 0,91 mg.I'"

43hEC50 = 0,75 lllg.l_1

Literatura uvadi hodnotu ,41ECsy = 1,12 mg.l'la 48nECso = 0,83 mg.l'l, to znamena, Ze
referencni test s dichromanem lze povazovat za spravné provedeny, i kdyz hodnoty ECs
vySly niZsi.

5.6.2. Test s OCS rozpusténym v 0,5 % acetonu

ProtoZe pfi testovani toxicity OCS v 1% acetonu nebyla splnéna zakladni podminka, a to
maximalni amrtnost organismii v kontrole do 10 %, byl OCS rozpoustén v 0,5% roztoku
acetonu. Koncentra¢ni fada byla zvolena v rozmezi 0,1 az 50 mg.I"", tak Ze bylo namichéano 10
ruznych koncentraci. Pozadované mnozstvi pro kazdou koncentraci ¢inilo 50 ml.

Redéni bylo provadéno tak, Ze bylo nejprve vytvofeno 100 ml roztoku o koncentraci
50 mg.I", ktery se pak vzdy zfedil na polovinu fedici vodou. Do 100 ml odmérné baiiky bylo
vzdy napipetovano 50 ml fedici vody, ptidano 0,25 ml ¢istého acetonu, aby byla zachovana
podminka 0,5% roztoku acetonu, a az poté bylo ptidano 50 ml roztoku, ktery mél byt fedén
na polovi¢ni koncentraci.

Koncentrace po 24 hodinach po 48 hodinach
(me.I™) mrtvy/ inhibice robit mrtvy/ inhibice robit
' celkem (%) provity celkem (%) provity

0
?linf)r(ﬁ:)' 1/20 5 2,574 2/20 10 3,718
0,1 0/20 0 2,000 1/20 5 3,355
0,2 0/20 0 2,000 3/20 15 3,964
0,4 1/20 5 3,355 4/20 20 4,158
0,78 1/20 5 3,355 5/20 25 4,326
1,56 2/20 10 3,718 6/20 30 4,476
3,125 3/20 15 3,964 8/20 40 4,747
6,25 4/20 20 4,158 10/20 50 5,000
12,5 8/20 40 4,747 13/20 65 5,385
25 10/20 50 5,000 17/20 85 6,036
50 14/20 70 5,524 20/20 100 8,000

v' Obsah kysliku na za¢atku testu: 9,42 mg.1”!
v Obsah kysliku na konci testu: 8,95 mg.I"

Podminka platnosti testu byla tentokrat splnéna, nebot’ mortalita v kontrole neptekrocila
10 %.
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Daphtoxkit - OCS v 0.5 % Ac

0 24 hod. o 48 hod.

6 _
5 _
>4
£
o
e 3 y = 1,260x + 3,344
R? = 0,954
2 - y = 0,952x + 4,418
R? = 0,956
1
1,2 0,6 0,0 0,6 1,2 1,8

Logaritmus koncentrace

Rovnice regrese odectend z grafu pro OSC v 0,5 % acetonu:
v y=1,260x + 3,344 (po 24 hodinach)
v’ y=0,952x + 4,418 (po 48 hodinach)
— w =0,6113

5-3344
X, =—————=1,3143 Xy =
* 1,260 ¥ 0,952
c,s =107 =4,0864 mg -1

c,y =107 =20,6199 mg 17"

Hledana hodnota ECsy pro OCS rozpusténém v 0,5% acetonu je:

24nECs0 = 20,62 mg.I"
48hEC50 = 4,09 mg.l'l
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6. DISKUZE

Jak jiz bylo diive zminéno v teoretické c¢asti diplomové prace, jsou biologické testy
toxicity vhodnym doplitkem ke klasickym analyticko-chemickym metodam, nebot’ poskytu;ji
informace o Skodlivém ucinku latky na organismus — tuto informaci nam zadny pfistroj
poskytnout nedokaze.

V této praci byly testy toxicity provadény s oktachlorstyrenem, jakoZto persistentnim
organickym polutantem, vyskytujicim se v Zivotnim prostfedi a negativné piisobicim na Zivou
prirodu.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo testovani toxicity OCS pomoci alternativnich testl
toxicity. Na testovani byl pouzit toxkit vyuZzivajici sladkovodniho organismus Daphnia
magna tzv. Daphtoxkit a Thamnocephalus platyurus tzv. Thamnotoxkit. Protoze byla
testovana jenom jedna latka a zakoupeni vétstho mnoZzstvi riznych toxkiti by bylo finan¢né
narocné, byly pro srovnani provadény rovnéz testy klasické a fytotesty. Zastupcem klasického
testu byl test inhibice rastu kotene Sinapis alba, zastupcem fytotestli byl test inhibice ristu
kotene cibule Allium cepa a test inhibice ristu okfehku mensiho Lamna minor.

OCS byl pfipraven z 2,6-dichlorstyrenu. Identifikace produktu a stanoveni Cistoty bylo
provedena na zakladé¢ teploty tani a TLC, teplota tani byla stanovena na 99 °C. Literatura
uvadi teplotu tani OCS 99,5 — 101 °C, takze vyrobenou latku lze povazovat za dostatecné
¢istou. TLC neukdzala pfitomnost dalsich latek. Rovnéz struktura latky odpovidala popisu —
bilé, jehlicovité krystalky.

Kromé& samostatného testovani toxicity OCS byly provadény stejné testy i s referencni
chemickou latkou dichromanem draselnym. To umoziiovalo ovéfit si spravnost metodického
postupu, ptipadné srovnat miru toxicity OCS a dichromanu.

Tab. 6.1: Souhrn vysledkti méfeni:

Referencni latka K,Cr,O4 OCS v 1 % acetonu

e . . Bylo dosazeno maximalné
Test inhibice rustu kofene y

_ -1 0 . g . . Vv
1. hoiice bilé Sinapis alba 720lCs0 = 56,85 mg.1 25% inhibice u neJV}_IISSI
koncentrace 50 mg.l

Test inhibice rustu kofene

_ -1 _ -1
2. cibule Allium cepa 72hIC50 27,84 mgl 72hIC50 5,61 mgl
Test inhibice rustu okiehku . Nedoslo k inhibici, nybrz ke
3. . : Nebyl provadén. . .
mens$iho Lemna minor stimulaci.
Nebylo dosazeno 50%
4. | Thamnotoxkit 24nLCs0 = 0,098 mg.I"! inhibice ani pfi nejvyssi

koncentraci 50 mg.I"

Referenéni latka K,Cr,O4 OCS v 0,5 % acetonu

24hEC50 = 0,91 Il’lg.l_1 24hEC50 = 20,62 mg.l'l

5. | Daphtoxkit 45ECs0 = 0,75 mg.1"! 4snECqs = 4,09 mg I
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Tab. 6.2: Hodnoceni chemickych latek a pfipravka se provadi dle natizeni vlady ¢. 25/1998
a podle vyhlagky Mze CR ¢.84/1997:

R véty hodnoceni toxicity LCs (popt. ECsp, ICsp)

R50 vysoce toxické pro vodni organismy LCso< 1 mg.l”

R51 toxické pro vodni organismy 1 mgl' <LCs)<10 mg.l”
R52 Skodlivé pro vodni organismy 10 mg.I" < LCs0 < 100 mg.1"!

Testované latky a piipravky se oznacuji z hlediska rizik tzv. R vétami. Rozhodujici je
zji$ténd hodnota pro nejcitlivéjsi druh organizmu.

1. Test inhibice riistu koiene hoicice bilé:

Test byl provadén na sklenénych Petriho miskéach a nejvétSim problémem, ktery se vyskytl
v prub¢hu testu, bylo vysychani Petriho misek v inkubatoru. Proto byly Petriho misky
s kli¢icimi semeny uloZeny do zasuvky pracovniho stolu v laboratofi a teplota v mistnosti
byla udrZzovana pomoci klimatizace. Kli¢ivost vzdy dosahovala miniméln¢ pozadovanych 90
%.

Kazdopadnd ani pifi nejvyssi piipravené koncentraci 50 mg.l' nereagovala rostlina
dostate¢né citlivé a maximalni inhibice, které bylo dosazeno cCinila cca 25 %. Z tohoto divodu
nelze vypocitat hodnotu ICsy.

2. Test inhibice rustu kovene cibule Allium cepa

Cibule reagovala na roztok OCS v 1% acetonu mnohem citlivéji nez hoic¢ice bila. Jiz
v samotné kontrole (= 1 % aceton) dochazelo k markantni inhibici oproti fedici vod€ a to
v ptipadé prvniho testu o 52 % a v ptipadé druhého testu o 22 %. Rast kotfene v testu s OCS
rozpuSténym v 1% acetonu byl vyjadfen v korelaci kristu kofene v kontrolnim testu
s rozpoustédlem.

7nlCso byla z rovnice regrese vypoéitana na 5,61 mg.1™".

3. Inhibice rustu okiehku Lemna minor

Test inhibice ristu okiehku byl provadén spise pro ucely porovnani co nejveétsiho mnozstvi
riznych testll toxicity a rovnéZ pro sezndmeni se s provedenim testu. Kazdopadné vysledek
testu je neplatny, nebot’ nebyla splnéna podminka, ze se pocet listkii v kontrole béhem testu
8krat zvétsi. Dale v testu namisto inhibice dochdzelo ke stimulaci riistu proti kontrole, kterou
byl 1% roztok acetonu.

Bé&hem 14-ti denni testovaci periody doslo k tomu, Ze se OCS v nékterych kelimcich
¢astecné vysrazel. Kelimky, které byly umistény na okn€ nebyly ziejmé dostateéné utésnény
(byly prekryty jen potravinarskou folii) a doslo k odpafeni acetonu — pravé ten zajiStoval, ze
byl OCS v fedici vod¢ rozpustén (ve vode je nerozpustny).

Kelimky byly z plastového materialu, ktery se pisobenim acetonu caste¢né rozpousti.
I tento fakt mohl zkreslit vysledky.

4. Thamnotoxkit

Pro vyhodnoceni vysledkli Thamnotoxkitu byla pouZzita tzv. probitova analyza, kdy je
hodnoté mortality v % pfifazena ¢iselna hodnota v probitech. Dale byl sestaven graf zavislosti
probitii na logaritmu koncentrace a pomoci linedrni regrese vypoctena hodnota LCsy.
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Pestoze pii nejvyssi testované koncentraci 50 mg.l”' doslo pouze k 43% umrtnosti
testovanych organismti, byla vypocitana hodnota ,4,L.LDso = 65,32 mg.l'l. Lze konstatovat, ze
podle vySe uvedenych R vét, spliiuje OCS podminku véty R52, kterd o latce fika, Ze je
Skodliva pro vodni organismy.

5. Daphtoxkit

Daphtoxkit byl nejprve provadén jako vSechny piedeslé testy s roztokem OCS v 1%
acetonu. Vysledek testi byl vSak neplatny, nebot’ iimrtnost organismi v kontrole ptekrocila
hranici 10 %. Proto byla dal$i série testl provadéna s roztokem OCS v 0,5 % acetonu.
Vysledkem byla hodnota 4,ECsy = 20,62 mg.l'l a 4snECs0 = 4,09 mg.l'l. Lze konstatovat, ze
Daphnia magna reaguje na roztoky OCS citliv€ji nez Thamnocephalus platyurus, coz je
patrné z praveé prezentovanych vysledk.

Pii 48hodinovém testu lze OCS zatfadit podle Tab. 6.2, mezi latky toxické pro vodni
organismy.

Celkove lze tici, ze nejcitlivéji na OCS rozpustény v 1% acetonu (piipadné 0,5%) reaguje
cibule Allium cepa ve fytotestu — testu inhibice riistu kofene a dale sladkovodni organismus
Daphnia magna v alternativnim testu toxicity — Daphtoxkitu. U ostatnich testti nebylo ani pfi
nejvyssi testované koncentraci 50 mg.I" dosazeno alespoit 50% inhibice riistu & umrtnosti.

Pro dalsi testovani by bylo proto nutné zvolit bud’ jiné biologické testy toxicity nebo jiné
koncentraéni rozmezi, zahrnujici koncentraci vy$i nez 50 mg.l'. To by oviem vedlo
k problémim s nalezenim vhodného rozpoustédla, ve kterém by byl OCS rozpustny, ale pfi
tom by neovliviiovalo vysledky testu nadmérnou inhibici ¢i imrtnosti v kontrole.
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7. ZAVER

Z provedenych testl toxicity, bylo mozné stanovit 50% inhibici ristu nebo imrtnost pouze
ve dvou ptipadech. Vysledkem testu inhibice ristu kotfene cibule Allium cepa je hodnota
720lCso = 5,61 mg.l'1 a vysledkem Daphtoxkitu jsou hodnoty ,4ECso = 20,62 mg.l'1
a45ECss=4,09 mg.l'  Letalni koncentrace byla vypoétena i u Thamnotoxkitu
24nLCs0 = 65,32 mg.l'l, ma vsak spiSe orientani vyznam, nebot’ maximalni dosazena mortila
¢inila pouze 43 %. V pfipad¢ testu inhibice ristu kotfene hoicice bilé Sinapis alba bylo
dosaZeno pifi maximalni koncentraci pouze 25% inhibice, takZe nebyla ICsy viibec pocitana,
stejné jako utestu inhibice ristu okfehku mensiho Lemna minor, kde namisto inhibice
dochazelo ke stimulaci riistu oproti kontrole.

OCS je pro rizné organismy rizné toxicky, nelze tedy jeho vyslednou toxicitu nijak
zobecnit. Je vSak zjevné, ze jisté Skodlivé G€inky na zivotni prostiedi ma.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

OCS
POP
HCB
DDT
DDE
PCB
PCDD
PCDF
ISO

WHO
OECD

[VJS—EPA
CSNI
ECs
ICso
LCs
24nL.Cso
4snL.Cso
LOEC/L
LOAEL
NOEC/L

NOAEL

SFW

oktachlorstyren

persistentni organické polutanty

hexachlorbenzen

2,2-bis(4-chlorfenyl)-1,1,1-trichlorethan

2,2-bis(4-chlorfenyl)-1,1-dichlorethen

polychlorované bifenyly

polychlorované dibenzo-p-dioxiny

polychlorované dibenzofurany

Organization for Standardization; mezindrodni organizace, kterd provadi
standardizace

World Health Organization

Organization for Economic Cooperation and Development; mezinarodni
organizace, ktera provadi standardizaci

United States Environmental Protection Agency

Cesky normalizaéni institut

koncentrace testované¢ho vzorku, kterd zptisobuje thyn nebo imobilizaci 50 %
testovanych organismi

koncentrace testované¢ho vzorku, ktera zptisobi 50 % inhibici rGstu ve srovnani
s kontrolou

koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold uhyn 50 % testovanych
organismu

koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold uhyn 50 % testovanych
organismi v ¢asovém useku 24 hodin

koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold uhyn 50 % testovanych
organismi v ¢asovém useku 48 hodin

ucinky (Lowest Observed Effect Concentration/Level)

nejnizsi davka testovaného vzorku, ktera jiz vyvoladva Skodlivy ucinek na
zdravi Cloveka a zvirat (Lowest Observed Adverse Effect Level)

nejvyssi koncentrace/davka testované latky, ktera nevyvolava Zadny
pozorovatelny  uc¢inek (No Observable Effect Concentration/Level)

nejvyssi davka testovaného vzorku, kterd jesté¢ nevyvolava Skodlivy uc¢inek na
zdravi ¢loveka nebo zvitat(No Observable Adverse Effect Level)

Standard Fresh Water; standardni sladka voda
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P1: Tabulka hodnot pro probitovou analyzu

k] probit kL probit %4 probit % probit
¥ y ¥ Y

0,2 2,122 21.0 4,194 51,0 5,025 820 5915
0.4 2,348 22,0 4,228 52,0 5.050 83.0 5954
0.6 2,488 230 4,261 53,0 5,075 840 5994
0.8 2,591 24-0 4,294 54,0 5,100 850 6,036
1,0 2,574 25,0 4,326 33,0 3,126 86,0 6,080
1.2 2,743 26,0 4,357 56,0 5,151 7.0 6,126
1.4 2,803 27.0 4,387 57,0 5.176 B8RO 6,175
L6 2,856 28,0 4,417 58,0 5,202 890 6,227
1.8 2,903 29.0 4,447 59,0 5,228 900 6,282
20 2,946 30,0 4,476 &0,0 5,253 91,0 6,341
2.5 3.040 3.0 4,504 61,0 5278 920 6405
3,0 3,123 32,0 4,532 62,0 5,305 93,0 6476
3,5 3,188 33,0 4,560 63,0 5,332 94,0 6,555
4.0 3,249 34.0 4,588 64,0 3,358 93,0 6,645
4.5 3,305 35.0 4,615 65,0 5,385 05,5 6,695
5.0 3.355 36.0 4,642 66,0 5412 96,0 6,731
6,0 3,445 370 4,668 67,0 5,440 96,5 6,812
7.0 3.524 38.0 4,695 68,0 5,468 97.0 6,881
8.0 3.595 39.0 4,722 69,0 5,496 97,5 6,960
9.0 3,659 40,0 4,747 70,0 5,524 98,0 7,054
10,0 3,718 41,0 4,772 71,0 5,553 982  7.096
11,0 3,773 42,0 4,798 72,0 5.583 084 7144
12,0 3,825 43,0 4,824 73,0 5,613 98,6 7,197
13,0 3,874 44,0 4,849 74,0 5,643 98,8 7257
14,0 3,920 45,0 4,874 75,0 5674 990 7326
15,0 3,964 46,0 4,900 76,0 5706 992 7409
16,0 4,006 47,0 4,925 77,0 573 994 7512
17,0 4,046 48.0 4,950 78,0 5772 996 7,652
18.0 4,085 49.0 4,975 79,0 5,806 998 7,878
19.0 4,122 50,0 5,000 80,0 5,842

20,0 4,158 81,0 5878
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P2: ALTERNATIVNI TESTY TOXICITY VYUZIVANE PRO TESTOVANI SLADKOVODNIHO PROSTREDI

P2.1: Povrchova voda

Producenti | Mikro-fasy | Algaltoxkit F Kratkc')do’b 4 Inhibice ristu 72h Selen-asz‘rum
chronicky capriconrnutum
RotoxkitF Akt Moralia | Brachionus calvefors
Vitnici Rotoxkit kratkodoby- | Kratkodoby- Reprodukce 48h 4
chronicky chronicky Davhnia maena
Konzumenti Daphtoxkit F magna | Akutni Mortalita/Imobilita | 24-48h D P i lg
Korvsi Daphtoxkit F pulex Akutni Mortalita 24h CZZOZ’ZZ Zzifzx Jubia
Y Ceriodaphtoxkit F | Akutni Mortalita 24h P
. , . Thamnocephalus
Thamnotoxkit F Akutni Mortalita 24h
platyurus
Prvoci Protoxkit F Kratkodoby- Inhibice rastu 24h Tetrahymena thermophila
Destruenti chronicky Inhibice
Bakterie Microtox* Akutni luminiscence 15-30min | Vibrio fischeri
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P2.2: Sedimenty

Voda z pori sedimentu

Pro toxickou analyzu juvenilni vody lze pouzit stejné testy jako pro vodu povrchovou. Pfed testovanim ale nejprve musime juvenilni vodu
extrahovat ze sedimentu pomoci filtrace nebo odtfedéni.

Celkovy sediment

Sorghum saccharatum
Lepidium sativum
Sinapis alba
. S8i . Kratk - Klic¢eni C o e e,
Producenti Vyss:1 Phytotoxkit at F)do,b 4 olcem semett 3 dny (nebo jakakoliv jina
rostliny chronicky Rast rostliny . ,
rostlina s rychlym
klicenim semen a
snadnym riistem)
. ~ . Kratkodoby- Mortalit , ..
Konzumenti | Korysi Ostracodtoxkit chraoniockoy 7 I nlcl)ibailclearﬁstu 6 dni Heterocypris incongruens
. . ‘o . , Inhibice . o .
Destruenti | Bakterie Pevné faze Microtox* | Akutni .. 30 min Vibrio fischeri
luminiscence
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P2.3: Odpadni voda

Pro toxickou analyzu primyslovych a komunalnich odpadnich vody se vyuZziva stejnych testu jako pro povrchovou vodu.

P2.4: Kontaminovana voda — pohotovostni testy (rychlé)

Nejsou k dispozici
Producenti zadné specifické
rychlé toxkity
Rt || e Repiitiondit Acute Il’\l}l'lblce specifického 15-60 min Thamnocephalus
piijmu platuyurus
Destruenti | Bakterie Microtox* Akutni Inh1.b1.ce 15-30 min | Vibrio fischeri
luminiscence

P2.5: Biotoxiny produkované modro-zelenymi Fasami (cyanotoxiny)

Nejsou k dispozici

Producenti zadné specifické
toxkity
Konzumenti | Korysi Thamnotoxkit Acute Mortalita 24 h MG
platuyurus
. . . Inhibi .
Destruenti | Bakterie Microtox* Akutni " lpl.ce 15-30 min | Vibrio fischeri
luminiscence
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